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1. Beitrag zu den wissenschaftlichen
Veroffentlichungen

1.1 Beitrag zur ersten Veroffentlichung

Der Autor dieser kumulativen Dissertation, Lukas Gold (geb. 21.08.1997), hat in der wissenschaft-
lichen Verdffentlichung mit dem Titel ,The Traumatic Inoculation Process Affects TSPO Radiolig-
and Uptake in Experimental Orthotopic Glioblastoma“ maf3geblich am Erarbeiten des Studiende-
signs, bei der Etablierung und Durchfiihrung der Methodik (u. a. Kleintier-PET und Autoradiogra-
phie) und bei der Auswertung, Interpretation und Présentation der Ergebnisse mitgewirkt. Des
Weiteren hat er den ersten Entwurf der wissenschaftlichen Arbeit erstellt und unter Mithilfe der
Co-Autoren uberarbeitet. Die Erstautorschaft der Veroffentlichung wurde mit Enio Barci (geb.
26.07.1994) geteilt, welcher im Laufe des Projektes an der immunhistochemischen Validierung
der erzielten Ergebnisse in PET und Autoradiographie beteiligt war und beim Verfassen des wis-

senschaftlichen Manuskriptes mithalf.

1.2 Beitrag zur zweiten Veroffentlichung

Bei der zweiten Verdffentlichung ,18 kDa translocator protein positron emission tomography faci-
litates early and robust tumor detection in the immunocompetent SB28 glioblastoma mouse mo-
del” dieser kumulativen Dissertation hat der Co-Autor Lukas Gold (geb. 21.08.1997) bei der intel-
lektuellen Konzeption und Revision des wissenschaftlichen Manuskriptes mitgewirkt. Zudem war

er an der Durchfiihrung, Auswertung und Interpretation der Kleintier-PET Bildgebung beteiligt.
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2. Einleitung

2.1 Positron-Emissions-Tomographie bei Glioblastomen

Glioblastome gelten als die aggressivsten primaren Hirntumoren und stellen aufgrund ihrer infilt-
rativen Eigenschaften, raschen Progression sowie Therapieresistenz eine gro3e Herausforde-
rung fur das Feld der Neuroonkologie dar (Weller et al., 2021). Betroffene Patienten leiden meist
an unspezifischen Symptomen wie Kopfschmerzen, Krampfanféllen oder neurologischen Defizi-
ten (Alifieris and Trafalis, 2015). Trotz multidisziplinarer therapeutischer Ansatze wie chirurgi-
scher Resektion, Bestrahlung des Tumors oder Durchfiihren einer Chemotherapie haben be-
troffene Patienten eine schlechte Prognose (Weller et al., 2017). Das Gesamtlberleben dieses
Patientenkollektivs wird beispielsweite mit etwa 5,8% nach funf Jahren der Erstdiagnose ange-
geben, das mediane Gesamtiberleben betrégt trotz therapeutischer Fortschritte ungefahr 15 Mo-
nate (Tan et al., 2020). Die Magnetresonanztomographie (MRT) hat sich als Bildgebungsmodali-
tat von Glioblastomen etabliert, da sie prazise Lokalisation und morphologische Charakterisie-

rung dieser Hirntumoren ermdglicht (Youssef et al., 2023).

Moderne Forschungsansétze beruhen auf der Darstellung des Tumormikromilieus dieser hetero-
genen Entitdten mittels der innovativen Positronen-Emission-Tomographie (PET), um Ruck-
schliisse auf die Pathophysiologie von Glioblastomen auf zellularer Ebene ziehen zu kénnen und
anhand dieser funktionellen, nicht-invasiven Bildgebungsmethode therapeutische Strategien er-
arbeiten zu kdénnen (Zinnhardt et al., 2021, Suchorska et al., 2016). Nichtsdestotrotz ist die hu-
mane PET-Bildgebung limitiert, beispielsweise lassen sich histologische Informationen als Gold-
standard fur die Identifikation des zellularen Ursprungs von PET-Signal bei Glioblastomen nur
erschwert gewinnen und erfordern chirurgische MalRnahmen wie eine Gewebebiopsie
(Vettermann et al., 2020). Deshalb hat im Laufe der letzten Jahre die Kleintier-PET Bildgebung
zunehmend an Bedeutung gewonnen und konnte vielversprechende Ergebnisse erzielen (Van
Camp et al., 2021). Als weitverbreitete Methode werden die Tumorzellen stereotaktisch in das
Hirn der Tiere — im Regelfall Mause oder Ratten — orthotop inokuliert (Baumann et al., 2012).
Obwohl dieser Inokulationsprozess intuitiv einen traumatischen Eingriff darstellt, werden in der
Literatur mdgliche artifizielle Ergebnisse faszinierenderweise nahezu gar nicht beachtet. Es bleibt

nach aktuellem Stand der Forschung zum Beispiel unklar, inwieweit sich bestimmte Zelltypen
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methodenbedingt im Bereich der Inokulationsstelle ansammeln und mit dem natirlichen Tumor-
mikromilieu interagieren. Weiterfiihrend stellt sich die Frage, ob bei der Durchfuhrung der PET
Auswirkungen durch die stereotaktische Inokulation zu beriicksichtigen sind und — falls dies zu-

trifft — welche Zeitpunkte nach Inokulation fiir diese Bildgebung zu bevorzugen sind.

Ziel dieser kumulativen Dissertation ist Evaluation der PET in syngenen Glioblastom Mausmo-
dellen, wobei die soeben erlauterten Auswirkungen durch den orthotopen Inokulationsprozess
beachtet werden soll. Dabei werden in den zwei vorgestellten wissenschaftlichen Projekten un-
terschiedliche methodische Anséatze gewéhlt, unter anderem werden mit Hilfe der PET verschie-
dene molekulare Zielstrukturen untersucht. Die Hintergriinde dazu werden im Folgenden naher

vorgestellt.

2.2 ['®F]Fluorethyltyrosin als klinisch etablierter Tracer

[*8F]Fluorethyltyrosin ([*®F]FET]) hat sich als bedeutsamer PET-Radiotracer fur Gliome etabliert
und wird mittlerweile routinemé&Rig bei Glioblastom-Patienten angewandt (Galldiks et al., 2015b).
Dabei erleichtert das [*8F]FET PET die Beantwortung relevanter klinischer Fragen, wozu die Dif-
ferenzialdiagnostik, Therapieplanung oder Beurteilung des Therapieansprechen gehbren
(Hutterer et al., 2013, Tonn et al., 2012, Galldiks et al., 2015a, Albert et al., 2016, Law et al.,
2019). Die molekularen Zielstrukturen, die von [*8F]FET gebunden werden, sind die L-Aminosau-
retransporter (LAT), die in LAT1 und LAT2 unterteilt werden kénnen (Habermeier et al., 2015).
Erstere Untergruppe wird von proliferierenden Zellen Uberexprimiert, wobei der exakte Aufnah-
memechanismus von [*8F]FET in die jeweiligen Zellen derzeit noch nicht im Detail verstanden
wird (Cai et al., 2020). Trotzdem liefert der Tracer wertvolle Informationen Uber den Aminosau-
remetabolismus im Gewebe, was einen groRen Mehrwert fiir die Tumordiagnostik darstellt. In der
ersten wissenschaftlichen Veroffentlichung dieser Doktorarbeit wurde das Tumorsignal des Tra-
cers [®F]FET im murinen Glioblastom-Modell quantifiziert und mit dem eines TSPO-Radioligan-

den verglichen. Letzterer wird nun im Naheren beschrieben.

2.3 Das Translocator Protein als molekulare Zielstruktur
Das Translocator Protein (TSPO) ist ein membransténdiges Protein, das in der duReren Mito-

chondrienmembran lokalisiert ist und eine atomare Masse von 18 kDa aufweist (Mokrov et al.,
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2021). Es ist auch unter dem Namen peripherer Benzodiazepinrezeptor (PBR) bekannt
(Papadopoulos et al., 2006). Die vielfaltigen Funktionen von TSPO erstrecken sich von der Re-
gulation der Steroidbiosynthese, Beteiligung an der Zellproliferation und Apoptose bis hin zur
Immunmodulation der betroffenen Zellen (Lacapére and Papadopoulos, 2003, Denora and Natile,
2017, Liu etal., 2014). TSPO wird von verschiedenen Zellentitaten exprimiert, dazu gehéren unter
anderem Endothelzellen, Gliomzellen, Astrozyten, Makrophagen oder Mikroglia, was beispiels-
weise anhand von immunohistochemischen Analysen untersucht werden kann (Nutma et al.,

2021).

Aktuelle Forschungsansatze haben sich die spezifischen Expressionsmuster von TSPO zu Nut-
zen gemacht und fokussieren auf die Darstellung dieses Proteins in verschiedenen Pathologien
wie neurodegenerativen Erkrankungen, traumatischen Hirnverletzungen oder ischamischen Pa-
thomechanismen (Zhang et al., 2021). Im Bereich der Nuklearmedizin wird den betroffenen Pati-
enten hierflr ein Radiotracer injiziert, der idealerweise mdglichst spezifisch an das Translocator
Protein bindet, woraufhin dessen Verteilungsmuster im Gewebe durch PET dreidimensional auf-
gelost werden kann. In den letzten Jahrzehnten wurden diese TSPO-Tracer stetig weiterentwi-
ckelt, sodass nun neben den friiheren Generationen, zu denen beispielsweise [1'C]PBR28 oder
[18F]DPA714 zahlen, Tracer der dritten Generation wie [8F]GE180 zur Verfligung stehen (Corica

et al., 2023).

An dieser Stelle soll die Relevanz der TSPO-Bildgebung bei Hirntumoren hervorgehoben werden.
In zahlreichen klinischen Studien wurden diese PETs bei Glioblastom Patienten bereits durchge-
fuhrt (Filippi et al., 2023). Ein Ziel dieser Studien ist das Untersuchen des Tumormikromilieus
dieser infiltrativen Tumoren, was als Grundlage fur die Entwicklung individueller Therapiestrate-
gien dienen kénnte. Dabei wird das Tumorsignal in der PET als weit etablierte Methode mithilfe
des mean standardized uptake values (SUVmean) 0der mean tumor-to-background ratio (TBRmean)
quantifiziert. In einer hier exemplarisch angefiihrten Studie wurden TSPO-PETs bei insgesamt
22 Patienten mit hochmalignen Gliomen (HGG) durchgefuhrt. Dabei zeigte der Tumor heterogene
Anreicherung des Tracers, welcher gleichzeitig die Tumorgrenzen in der MRT Uberschritt. Die
Infiltration des Tumors kdnnte deshalb ausgedehnter sein als bisher angenommen, was prakti-
sche Implikationen wie bei der Bestrahlungsplanung dieser Tumoren mit sich zieht. In diesem
Kontext kénnte das TSPO-PET wertvolle Mehrinformationen im Vergleich zur konventionellen

Bildgebung liefern (Unterrainer et al., 2019). In einer aktuelleren Studie wurde dem Tracer
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[\8F]GE180 eine mdgliche Funktion als prognostischer Biomarker fiir Patienten mit einem
Glioblastom Rezidiv zugeschrieben (Quach et al., 2023). Perspektivisch ermdglichen zudem in-
novative Methoden die Auflésung des zellularen Ursprungs des Tracersignals, was als Grundlage
fur die Entwicklung weiterer, spezifischer Radioliganden dienen koénnte (Bartos et al., 2022,

Bartos et al., 2023).

Auch in préaklinischen Studien wurden TSPO-PETSs bereits durchgefiihrt. Dabei konnte gezeigt
werden, dass die Tracer [*8F]DPA714 und [8F]GE180 in verschiedenen orthotopen Mausmodel-
len zuverlassig in Tumorarealen mit TSPO-Expression anreicherten und hier vor allem die Rand-
strukturen des Tumors heterogenes Signal aufwiesen (Zinnhardt et al., 2017, Holzgreve et al.,
2022). Eine weitere praklinische Studie korrelierte TSPO-Signal mit diffusionsgewichteter MRT-
Bildgebung und kam zur Konklusion, dass durch TSPO-Expression inshesondere infiltrative Be-

reiche des Tumors identifiziert werden kénnen (Pigeon et al., 2019).

Bei der Interpretation der klinischen und praklinischen PETs sollte berticksichtigt werden, dass
sowohl Tumor-assoziierte Makrophagen (TAMSs) als auch Tumorzellen ein essenzieller Bestand-
teil des Glioblastom-Tumormikromilieu darstellen und diese beide Zellentitdten TSPO-exprimie-
ren (Aras and Zaidi, 2017, Zinnhardt et al., 2021). Dies wird durch den Umstand verkompliziert,
dass auch weitere Zelltypen wie reaktive Astrozyten TSPO-Expression aufweisen kdnnen
(Placone et al., 2016). Im klinischen Kontext sollten reaktive Veranderungen wie beispielsweise
akut entziindliche Reaktionen nach therapeutischer Intervention beachtet werden, welche zu ver-
mehrter TSPO-Expression fuhren kann (Hamard et al., 2016). Préklinisch kdnnten methodische
Ansétze — hier ist insbesondere der Inokulationsprozess von den Tumorzellen hervorzuheben —
zu artifizieller TSPO-Expression fuhren, worauf das Hauptaugenmerk dieser kumulativen Disser-

tation gerichtet ist und im folgenden Absatz detaillierter eingegangen wird.

2.4 Das GL261 und SB28 Glioblastom-Mausmodell

Eine Vielzahl von préklinischen Studien verwendet murine Glioblastom-Modelle, um Aussagen
Uber den Tumor in vivo zu treffen und translationale Konzepte zu erarbeiten. Dabei stehen ver-
schiedene Mdglichkeiten zur Verfliigung, wobei grob zwischen genetisch veranderten Modellen,
syngenen Modellen und Xenograft-Modellen unterschieden wird (Haddad et al., 2021). Bei den

soeben angeflihrten Modellen findet standardmafig eine stereotaktische Injektion im Bereich des



2 Einleitung 11

Hirns der Tiere statt. Wahrend bei den genetisch veranderten Modellen Tumorwachstum durch
Injektion  genmodifizierender, beispielsweiser retroviraler Substanzen induziert wird
(Hambardzumyan et al., 2011, Xiao et al., 2005), werden bei den anderen beiden genannten
Modellen Tumorzellen stereotaktisch in das Hirn der Mause inokuliert (Baumann et al., 2012).
Hier werden je nach Fragestellung unterschiedliche Zelllinien implantiert. Xenograft-Modelle, die
mit Blick auf translationale Aussagekraft im Regelfall humane Glioblastom Zelllinien verwenden,
kénnen lediglich in immundefizienten Tieren angewendet werden (Haddad et al., 2021). Exemp-
larisch wurde die humane Glioblastom Zelllinie U87 in mehreren Therapiestudien mit Angioge-
nesehemmern stereotaktisch inokuliert (Pechman et al., 2011, Jahangiri et al., 2017). Im Gegen-
satz dazu kénnen bei den syngenen Modellen, die murine Glioblastom Zelllinien benutzen, im-
munkompetente Mause verwendet werden, was durch die natirliche Immunantwort zu einem
vollstandigeren Tumormikromilieu fuhrt (Haddad et al., 2021). Hier werden bei vorrausgehender
Zucht der Zellkulturen in vitro zudem gut reproduzierbare Ergebnisse hinsichtlich des Wachs-
tumsverhaltens in vivo beschrieben (Haddad et al., 2021). Im Folgenden wird im Detail auf die
syngenen Modelle der im Verlauf prasentierten Veroffentlichungen dieser kumulativen Disserta-

tion eingegangen.

1. GL261 ist einer der haufigsten benutzten Zelllinien fir syngene Glioblastom-Modelle. In
einigen grundlegenden Eigenschaften sind diese Tumore dem humanen Glioblastom
ahnlich, weshalb zahlreiche Studien mit diesem Modell vielversprechende Ergebnisse in
Hinblick auf einen translationalen Mehrwert erzielen konnten (Szatmari et al., 2006,
Maes and Van Gool, 2011). Eine Limitation dieses Modells ist die erhthte Immunogenitét
von GL261 im Vergleich zu humanen Glioblastom-Zelllinien, welche méglicherweise das
gute Ansprechen auf Checkpoint-Inhibitoren erklaren kénnte, was allerdings in Klini-
schen Studien nicht beobachtet wurde (Genoud et al., 2018, Wainwright et al., 2014).
Als ein Faktor, der die Immunogenitét in diesem Modell beeinflussen kénnte, ist die Ent-
zlindungsantwort auf die stereotaktische Inokulation der Tumorzellen anzuflhren
(Banati et al., 2020).

2. Das SB28 Mausmodell istim Vergleich zu GL261 nach aktuellem Literaturstand deutlich
weniger verwendet worden, zeigt in bisher publizierten Studien jedoch aussichtsreiche

Resultate hinsichtlich der Zusammensetzung des Tumormikromilieus (Kosaka et al.,
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2014). Die Tumore weisen analog zum humanen Glioblastom eine relativ niedrige Im-
munogenitét auf, was sie zu einem robusten Modell im praklinischen experimentellen
Setting machen. Exemplarisch wird dies durch schwaches Ansprechen auf Checkpoint-
Inhibitoren verdeutlicht, wie es ebenfalls in klinischen Studien beobachtet wurde

(Genoud et al., 2021).

In der ersten Veroffentlichung dieser Doktorarbeit werden longitudinale, duale [*8F]JGE180 und
[18F]FET PETs im GL261 Mausmodell durchgefiihrt und Riickschliisse tber Alterationen des Tu-
mormikromilieus durch den traumatischen Inokulationsprozesses aufgezeigt, was bis dato in der

Literatur nur sehr wenig thematisiert wurde.

Die zweite Verdffentlichung evaluiert [18F]JGE180 PETs im SB28 Mausmodell und quantifiziert die
Anreicherung des Tracers an mehreren Zeitpunkten nach stereotaktischer Inokulation. Analog
zur ersten Veroffentlichung wurden zusatzlich gewebsbasierte Analysen wie Immunhistochemie

durchgefiihrt und mit den Ergebnissen aus der in vivo Bildgebung korreliert.
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3. Diskussion zu den beiden Veroffentlichungen

In dieser kumulativen Dissertation wurden zwei wissenschaftliche Arbeiten préasentiert, die
[8F]GE180 PETs im murinen GL261 und SB28 Glioblastom Modell durchfiihrten und die Eignung
dieser Modelle fiir zuklinftige (Therapie-)Studien evaluieren. Dabei wurde in beiden Studien an
allen untersuchten Zeitpunkten (Tag 7 und 14 nach Inokulation von GL261 Tumorzellen, Tag 6,3
+ 0,5 und 18,5 % 0,5 nach Inokulation von SB28 Tumorzellen) erhéhte Anreicherung im Bereich
des Tumors festgestellt (siehe Figure 1D in der ersten Verdffentlichung und Figure 3G in der
zweiten Veroffentlichung). Daten aus immunhistochemischen Analysen wurden in beiden Projek-
ten mit [*8F]GE180 PET Signal qualitativ korreliert und implizierten eine spezifische Anreicherung
des Tracers in Arealen mit TSPO-Expression. In der Studie mit dem syngenen GL261 Modell
wurden zudem in vitro [8F]GE180 Autoradiographien guantifiziert und konnten spezifisches Tra-
cer Signal im Bereich von TSPO-exprimierenden Zellen weiter belegen (p < 0,0001; siehe Supp-

lementary Figure S5C).

Interessanterweise Uberschritt in diesem Projekt das [*8FJGE180 Tumorsignal in der in vitro Au-
toradiographie und PET insbesondere zum friilhen Zeitpunkt (Tag 7/8 nach Tumorinokulation) das
zusatzlich bestimmte [18F]FET Signal in der ex vivo Autoradiographie und PET (TBRmean in der
PET 1,22 + 0,10 versus 1,04 + 0,04, p < 0,001). Zum spateren Zeitpunkt (Tag 14/15 nach Tumo-
rinokulation) glichen sich die Anreicherungen der beiden Tracer hingegen an (TBRmean in der PET
1,28 £ 0,10 versus 1,15 + 0,04, p = 0,008). Deutlich erhthtes [*¥F]GE180 Signal im Bereich der
Inokulationsstelle von Kontroll-Mausen in der in vitro Autoradiographie und PET gaben Auf-
schluss, dass insbesondere zu frihen Zeitpunkten nach Inokulation reaktive Veranderungen
durch die stereotaktische Inokulation auftreten und vermehrtes TSPO-Tracer Signal als Folge
haben koénnen (siehe Figure 2 und 3 in der ersten Veréffentlichung). Dies wurde durch immun-
histochemische Analysen bestétigt. Im Bereich des Inokulationskanals der Kontroll-Tiere wurden
im Vergleich zur kontralateralen, nicht-operierten Hirnhemisphére eine deutlich vermehrte Anzahl
von TSPO-exprimierenden Mikroglia/ Makrophagen und reaktiven Astrozyten identifiziert (siehe
Figure 4). Dabei konnte innerhalb der 5 Wochen nach Kontroll-Injektion ein Shift dieser TSPO-
exprimierenden Zellpopulationen im Bereich der Injektionsstelle von Mikroglia/ Makrophagen zu
reaktiven Astrozyten beobachtet werden (p < 0,001). Im Glioblastom-Mausmodell kdnnten diese

Zellen moglicherweise durch das solide Wachstum des Tumors an den Tumorrand verdrangt
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werden und die Anreicherung von ['8F]GE180 uber das [*®F]FET Signals hinaus erklaren, das
innerhalb der histologischen Tumorgrenzen beschrankt ist. Es bleibt allerdings offen, in welchem
Ausmal} diese reaktiven Zellen tatséchlich mit dem Inokulationsprozess assoziiert sind, da sie
ebenfalls Teil des naturlichen Tumormikromilieus sein kdnnten. Die genaue Auswirkung der
Mikroglia, Makrophagen und reaktiven Astrozyten auf das TSPO-Gesamttumorsignal ist ebenfalls
unklar und koénnte bei visuell geringerer TSPO-Expression im Vergleich zu den Tumorzellen
(siehe Figure 1C in der ersten wissenschaftlichen Verdéffentlichung und Supplemental Figure 3 in
der zweiten wissenschatftlichen Veréffentlichung) insbesondere bei vorangeschrittenem Tumor-
wachstum weniger stark ins Gewicht fallen, was in zuklnftigen Studien dediziert untersucht wer-
den kann. Dariiber hinaus stellt sich die Frage, weshalb das Tumorsignal von [*F]JGE180 im
GL261 Modell zum frithen Zeitpunkt nach Inokulation sich statistisch nicht signifikant zu den Kon-
troll-Mausen unterschied (SUVmean 1,23 £ 0,15 versus 1,27 £ 0,11, p = 0,554; lediglich die TBRmean
Werte werden in der Veroffentlichung gezeigt), wahrend dies im SB28 Modell der Fall war
(SUVmean 1,4 + 0,3 versus 0,9 + 0,1, p < 0,01). Die mdglichen Griinde dafir sollten an dieser
Stelle diskutiert werden. Davor ist jedoch erwdhnenswert, dass in den beiden vorgestellten Ar-
beiten kein direkter quantitativer Vergleich zwischen dem [*®F]JGE180 Signal in dem SB28 und
GL261 Mausmodell durchgefihrt wurde. Nichtsdestotrotz visualisiert Figure 4 des zweiten wis-
senschaftlichen Projektes zumindest einen qualitativen Unterschied in der Anreicherung des

TSPO-Tracers im Bereich des Tumors.

Als primérer Grund fur die Diskrepanz des quantifizierten Tracer-Signals an der Inokulationsstelle
zwischen Tumor- und Kontroll-M&ausen zu friihen Bildgebungszeitpunkten miissen Unterschiede
in der Tumorbiologie angefuhrt werden. SB28 Tumore reprasentieren im Vergleich zu GL261 Tu-
moren vermehrt das Tumormikromilieu von humanen Glioblastomen, welches durch hohe TSPO-
Expression und folglich TSPO-Traceranreicherung charakterisiert ist (Haddad et al., 2021,
Ammer et al., 2020). Zudem treten in besonders aggressiv wachsenden Tumoren wie im SB28
Modell Stérungen in der Blut-Hirn-Schranke auf, was zusatzlich das unspezifische ['F]GE180

Tumorsignal verstarken kann.

Als weitere wichtige Faktoren sind Unterschiede in der Durchfiihrung der Methodik und Auswer-
tung der [*®F]GE180 PETs in den beiden vorgestellten wissenschaftlichen Projekten zu beachten.
Wie in der Diskussion der ersten angefiihrten wissenschaftlichen Veréffentlichung ausfuhrlich be-

schrieben, gibt es eine Vielzahl von Variablen, die das Ausmal reaktiver Veranderungen durch
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den Inokulationsprozess beeinflussen. In Bezug auf die beiden wissenschaftlichen Projekte ha-
ben beispielsweise Operateure mit unterschiedlicher Erfahrung die stereotaktische Inokulation
durchgefuihrt. Weitere beschriebene Faktoren wie die Taganzahl nach Inokulation (GL261: Tag
7; SB28 6,3 = 0,5) beziehungsweise die genaue Tageszeit der Inokulation unterschieden sich
ebenfalls, wahrend andere Variablen wie der verwendete Mausstamm (C57BL/6) in beiden Ar-
beiten identisch waren. Darliber hinaus wurde das ['8F]JGE180 PET Signal in den beiden Projek-
ten unterschiedlich quantifiziert. Wahrend in den GL261 Mausen das SUVmean Uber die gesamte
anteriore Hemisphare mit einem Volumen von 50 mm? bestimmt wurde, wurde bei den Tieren mit
der inokulierten SB28 Zelllinie eine deutlich kleinere volume of interest (VOI) mit 2 mm?3 verwen-
det. Diese hat das hohe Signal unmittelbar an den Meningen nicht miterfasst, auf welches die
Pfeile in Figure 1D und 2A der ersten Verotffentlichung exemplarisch gerichtet sind. Bei genauem
Hinsehen kann man in Figure 3G der zweiten Veroffentlichung tatséachlich auch bei den Kontroll-

Tieren erhohte Tracer Anreicherung im Bereich der Meningen beobachten.

Als weiterfihrender, translationaler Ansatz sollten ebenfalls im humanen TSPO-PET reaktive
Veranderungen wie beispielsweise nach stereotaktischer Biopsie bei der Interpretation von Tu-

morsignal beachtet werden (siehe Figure 5 in der ersten wissenschaftlichen Veroffentlichung).
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4. Zusammenfassung

4.1 Abstrakt (Deutsch)

Hintergrund

Glioblastom-Mausmodelle werden haufig verwendet, um Tumoreigenschaften zu untersuchen
und Behandlungseffekte zu Uiberwachen. In dieser kumulativen Dissertation werden zwei wissen-
schaftliche Veroffentlichungen vorgestellt, die die Validitdt der TSPO-PET in den syngenen

GL261 und SB28 Glioblastom-Mausmodellen mit orthotoper Inokulation evaluieren.
Methoden

Fur das erste Projekt mit dem GL261 Modell wurden serielle [*8F]JGE180 und [*8F]FET PETs an
Tag 7/8 und Tag 14/15 nach der Inokulation durchgefihrt (n=24 Tumor-Mause, n=3 Kontroll-
Mause). Zusatzliche Kontroll-M&use erhielten [*8F]GE180 PETs bis Tag 90, um Inokulation-asso-
Ziierte Effekte zu untersuchen (n=25). Fir das zweite Projekt mit dem SB28 Modell wurden
[18F]GE180 PETSs und kontrastverstarkte Computertomographie in Woche 1 (n=6 Tumor-Mause,
n=6 Kontroll-Mause) und Woche 3 (n=8 Tumor-Mause, n=9 Kontroll-Mause) nach der Inokulation
durchgefihrt. In beiden Studien wurden gewebebasierte Analysen wie Immunhistochemie (IHC)

oder Autoradiographie (ARG) durchgefiihrt und mit den in vivo Befunden korreliert.
Ergebnisse

Fir die GL261 Tumor-Mause Uberstieg das ['8F]JGE180 Tumorsignal in PET und ARG das
[*8F]FET PET Signal sowohl in Umfang als auch Intensitat (z. B. war am Tag 7/8 das mittlere
tumor-to-background-volume (TBRmean) in PET 1,22 fir [*®F]GE180 und 1,04 fur [8F]FET, p <
0,001). Kontroll-Mause zeigten eine signifikante [*8F]GE180 Anreicherung an der Injektionsstelle,
die jedoch im Laufe der Zeit abnahm (z. B. betrug der TBRmean in PET am Tag 7 1,20 und am Tag
35 1,04, p = 0,04). Fir die SB28 Tumor-Mause war das ['®F]GE180 Tumorsignal in der PET
sowohl zu friihen als auch zu spéaten Zeitpunkten héher im Vergleich zu den Kontroll-Mausen (z.
B. betrug am Tag 6 das mean standardized uptake volume SUVmean 1,4 flr die Tumor-Mause und
0,9 fur die Kontroll-Mause, p < 0,01) und uberstieg visuell die Tumoranreicherung der GL261
Tumor-Mause. In der IHC sammelten sich TSPO-exprimierende GL261- und SB28-Tumorzellen,
neuroinflammatorische Zellen und reaktive Astrozyten im Bereich der Injektionsstellen an, was

fur eine spezifische [*®F]GE180 Traceranreicherung sprach.



4 Zusammenfassung 17

Schlussfolgerung

Insgesamt sind sowohl GL261 als auch SB28 Mausmodelle fir zuklnftige Therapiestudien mit
TSPO-PET geeignet. Allerdings muss die Immunantwort infolge der Inokulation bei der Planung
dieser Studien berlicksichtigt werden. Dies betrifft insbesondere friihe Zeitpunkte der Bildgebung

nach der Inokulation.

4.2 Abstract (English)

Background

Glioblastoma mouse models are commonly used to investigate tumor properties and monitor
treatment effects. In this cumulative dissertation two scientific publications are presented, which
evaluate the validity of TSPO-PETS in the syngeneic GL261 and SB28 glioblastoma mouse mod-

els with orthotopic inoculation.

Methods

For the first project using the GL261 model, serial [*®F]GE180 and ['8F]FET PETs were performed
at day 7/8 and day 14/15 after inoculation (n=24 tumor mice, n=3 sham mice). Additional sham
mice underwent [8F]GE180 PETSs until day 90 to monitor inoculation associated effects (n=25).
For the second project using the SB28 model, [18F]GE180 PETs and contrast enhanced computer
tomography were carried out at week 1 (n=6 tumor mice, n=6 sham mice) and week 3 (n=8 tumor
mice, n=9 sham mice) after inoculation. At both studies, tissue-based analyses as immunohisto-

chemistry (IHC) or autoradiography (ARG) were performed and correlated to in vivo findings.

Results

For the GL261 bearing mice, [18F]GE180 tumor uptake in PET and ARG surpassed [8F]FET PET
uptake both in extent and intensity (e.g., at day 7/8 the mean tumor-to-background-volume
(TBRmean) in PET was 1.22 for [*®F]GE180 and 1.04 for [*®F]FET, p < 0.001). Sham mice showed
significant [18F]GE180 uptake at the injection site which however decreased over time (e.g.,
TBRmean in PET was 1.20 at day 7 and 1.04 at day 35, p = 0.04). For the SB28 bearing mice,
[*8F]GE180 tumor uptake in PET was higher when compared to sham mice at both early and late
timepoint (e.g., at day 6 mean standardized uptake volume SUVmean was 1.4 for tumor mice and

0.9 for sham mice, p < 0,01) and visually exceeded tumor uptake in GL261 bearing mice. IHC
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revealed TSPO labelled GL261 and SB28 tumor cells, neuroinflammatory cells and reactive as-

trocytes at the injection sites which indicated specific ['®F]GE180 tracer binding.

Conclusion
In general, the GL261 and SB28 mouse models are both suitable for future treatment studies
involving TSPO PET. However, immune response through the inoculation must be considered

when planning these studies. This especially affects early imaging timepoints after inoculation.
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