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1. Einleitung

Als Basis fiir die neurologische und psychiatrische Diagnostik dienen stets die
intensive klinische Untersuchung und die vom behandelnden Arzt gesammelten klinischen
Eindriicke. Zusatzlich kann jedoch der Einsatz von bildgebenden Verfahren und anderen
diagnostischen Malinahmen sinnvoll sein, sofern sich dadurch zusétzliche Informationen zur
Entscheidungsfindung erarbeiten lassen.

Bildgebende Verfahren ergénzen die Diagnosefindung des klinisch tatigen Arztes und
erhdhen die differentialdiagnostische Sicherheit. Des Weiteren kann der Erfolg einer
medikamentésen Therapie noch vor den klinisch sichtbaren Verénderungen erkannt und
objektiviert werden. Infolgedessen kann dem Patienten eine schnellere und effektivere
Behandlung zuteil werden. Vorraussetzung fur die Anwendung solcher bildgebenden
Verfahren sollte sowohl die geringe zeitliche als auch gesundheitliche Belastung des
Untersuchten sein.

Gerade heutzutage wird der Faktor der Wirtschaftlichkeit immer mehr in den
Vordergrund geruickt werden und auch in Zukunft eine wichtige Rolle spielen. Somit ist es
elementar fur die Durchsetzung einer solchen Methode, dass sie bei moglichst kleinem
finanziellen Aufwand eine maximal sichere Diagnose liefert.

Nicht zu vernachlassigen ist auch die Tatsache, dass die Methode flachendeckend
einer grofien Zahl von Patienten zuganglich sein muss und nicht nur wenigen in universitaren
Zentren zuganglich gemacht wird.

In den letzten 20 Jahren hat sich im psychiatrischen und neurologischen Bereich das
Spektrum der Kklinisch relevanten bildgebenden Verfahren kontinuierlich vergroRert. Wichtig
zu erwdhnen sind hierbei die Dopplersonographie, die Computertomographie (CT), die
Magnetresonanz-Tomographie (MRT), die Positronen-Emissions-Tomographie (PET) (68)
und die Single-Photon-Emissions-Computer-Tomographie (SPECT).

CT und MRT (abgesehen von der funktionellen MRT) werden heutzutage vor allem
zur Abbildung von morphologischen Strukturen des Gehirns eingesetzt und stellen im
Wesentlichen statische Verfahren dar, welche nur anatomische Bilder eines gewissen
Zeitpunkts liefern.

Die PET und SPECT hingegen stellen in erster Linie funktionell bildgebende
Verfahren dar, die pathophysiologische und pathobiochemische Stoffwechselverdnderungen
auch ohne morphologisches Korrelat darstellen kénnen.

Die PET stellt ein sehr vielseitig verwendbares Verfahren dar, da prinzipiell fast alle

Substanzen mit den natirlich Positronen emittierenden Radionukleotiden *C und *8F markiert
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werden konnen. Ein groBer Nachteil ist jedoch die recht kurze Halbwertszeit dieser
Radionuklide (20 min bzw. 118 min). Dadurch wird ein Zyklotron in der Nahe des PET-
Scanners bendétigt.

Den PET-fdhigen Radiopharmazeutika kommt aus den genannten Griinden teilweise
nur eine entwicklungstechnische Vorreiterrolle zu, welche dann im alltaglichen Gebrauch
durch SPECT Radiopharmazeutika ersetzt werden.

Die SPECT dagegen ist ein flaichendeckend einsetzbares Verfahren, das in annéhernd
allen Krankenhdusern wie auch in vielen radiologischen und nuklearmedizinischen Praxen
verflgbar ist. Ein entscheidender Nachteil der SPECT st jedoch die dem PET unterlegene
geringere Zahlrate und die im Vergleich verminderte Auflésung.

[*#*1I]JADAM st ein innovatives an **lod gekoppeltes Radiopharmakon, welches zur
selektiven Untersuchung des Serotonintransportes im ZNS mittels SPECT genutzt werden
kann.

Serotonin ist ein essentieller Neurotransmitter im menschlichen Gehirn, welcher
groRen Einfluss auf die Regulation des Monoaminstoffwechsels hat. Der Serotonintransporter
(SERT) reguliert den Rucktransport des Serotonins aus dem synaptischen Spalt in die
Nervenendigung. Serotonin fungiert neben seiner Rolle als Neurotransmitter im
Zentralnervensystem zusétzlich als Transmitter bei der Thermoregulation, der Blut-Glukose-
Konzentrationssteuerung, den kardiovaskuldren und neuroendokrinen Funktionen, der
Nahrungsaufnahme und dem Sexualverhalten. Bei zahlreichen pathologischen Veranderungen
des Gehirns, wie zum Beispiel der Depression oder der Manie, kommt es zu Veranderungen
der Dichte des Serotonintransporters und des Serotoninspiegels im ZNS. Die exakten
biologischen Mechanismen dieser serotonergen Stérungen sind bislang jedoch nicht
ausreichend untersucht und verstanden.

Aufgrund dieser Tatsache ergibt sich potentiell eine Vielzahl von
Einsatzméglichkeiten fiir [***I]JADAM. Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Teil davon

untersucht und entwickelt.

Ziel der hier vorliegenden Arbeit ist die Untersuchung und Charakterisierung eines
neuen und innovativen Radiopharmazeutikums ([**IJADAM) zur Darstellung des
présynaptischen Teils des serotonergen Systems, dem so genannten Serotonintransporter
(SERT). Dies sowohl tierexperimentell als auch in ersten klinischen Anwendungen.

Dabei waren die folgenden Punkte von besonderem Interesse:



Etablierung eines Mikro-SPECT-Systems zur Darstellung des monoaminergen
Systems bei Kleintieren mit Hilfe von
* Phantommessungen zur Herausarbeitung der physikalischen Leistungsgrenzen
o [®™c]TRODAT und [*?*I]IPT, fur die Darstellung des Dopamintransporters
(DAT) in Ratten, zur Bestimmung der optimalen Aufnahmeparameter
Charakterisierung der in vivo Bindung des innovativen Radioliganden [***IJADAM an
den Serotonintransporter (SERT) in Ratten mit Hilfe des Mikro-SPECT-Systems
Untersuchung der Kinetik und Altersabhéngigkeit bei gesunden Probanden
In vivo Messung des SERT bei unbehandelten Patienten mit Depression
Darstellung des SERT bei Patienten mit Fibromyalgie vor und nach Behandlung mit

dem 5-HT3 Rezeptorantagonisten Tropisetron



2. Uberblick tber das serotonerge System

2.1. Pra-und postsynaptisches serotonerges System

2.1.1. Synthese, Abbau und Funktion des Neurotransmitters
Serotonin

Bereits Mitte des 19. Jahrhunderts war bekannt, dass das Blutserum eine Substanz
enthalt, welche konstriktorisch auf die glatte Muskulatur wirkt und somit den Blutdruck
erhoht. Hierdurch l&sst sich der Name Serotonin ableiten (lat.: Serum, tonisch). Erst 1948
jedoch konnte 5-Hydroxytryptamin (5-HT, Serotonin) als verantwortliche Substanz
identifiziert werden (148).

98% des gesamten Serotonins befinden sich in Thrombozyten, Mastzellen und den
enterochromaffinen Zellen des Magen-Darm-Trakts und nur 1 bis 2% im zentralen
Nervensystem (125).

Die essentielle Aminosdure L-Tryptophahn stellt die Ausgangssubstanz fir die
Serotoninsynthese dar. Die exakten Schritte sind in Abbildung 1 dargestellt.

NH,

N CHz-CH—COOH

N
NH,

Tryptophan—' ;/\rCHrCH—COOH
;j _CH-CH5NH,
5-Hydroxytryptophan

Serotonin
(5 Hydroxytryptamln)

: _ CHCHy-NH—CO—CH, : _CH;COOH

N-Acetylserotonin 5-Hydroxyindolessigsaure
| BN CHzCH;NH—CO—CH,
N
CHE—{: >/;H
Melatonin

Abbildung 1: Diese Abbildung stellt die Synthese von Serotonin im Korper dar. Ausgangstoff
ist Tryptophan. Uber einen Zwischenschritt entsteht Serotonin. Abgebaut wird es zu 5-
Hydroxyindolessigsaure. Im Corpus Pineale stellt Serotonin die Ausgangssubstanz fur die
Synthese von Melatonin dar.

Nur circa 1% des mit der Nahrung in den Korper aufgenommenen Tryptophans wird
vom Korper in 5-HT umgewandelt. Die plasmamembrangebundene Tryptophanhydroxylase

ist hierfr verantwortlich. Der Abbau des ibrigen Tryptophans findet in der Leber statt.
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Unter physiologischen Bedingungen ist die Syntheseleistung des Korpers fir
Serotonin nicht gesattigt, so dass durch erhohte Tryptophanzufuhr die zerebrale
Serotoninsynthese kurzfristig gesteigert werden kann (125).

Mittels eines Carriers gelangt L-Typtophahn durch die Blut-Hirn-Schranke und die
Plasmamembran des Neurons. Im ZNS wird es als 5-HT in Vesikeln der terminalen
serotonergen Nervenzellen gespeichert. Abhangig von der lonenkonzentration (Kalzium-,
Natriumionen) wird Serotonin in den synaptischen Spalt freigesetzt.

Die Entfernung des freien Serotonins aus dem synaptischen Spalt durch
Wiederaufnahme ist einer der wichtigsten Mechanismen fir die Regulation des serotonergen
Tonus. Diese Wiederaufnahme des Serotonins wird durch ein transmembrandses
Transportersystem gewdhrleistet, dem Serotonintransporter (SERT). Diesem Transporter-
system kommt durch die Regulation der Konzentration des Serotonins im synaptischen Spalt
eine sehr wichtige Rolle zu. Es bestimmt, wie viel freies Serotonin zur Bindung an die
postsynaptischen Serotoninrezeptoren zur Verfiigung steht und somit, ab wann es zu einer
Signaltransduktion  kommt. Viele Medikamente und Erkrankungen induzieren
kompensatorisch Verdnderungen an diesem Transporter (77).
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2.1.2. Lokalisation des serotonergen Systems

Hauptlokalisationsort der serotonergen Neurone im ZNS sind die im Hirnstamm
gelegenen Raphekerne sowie die angrenzende Formatio retikularis, die circa 20% der
serotonergen Neurone enthalt.

Zwei Raphekernzentren mit insgesamt neun Gruppen von serotoninhaltigen Perikarya
(B1-B9) werden unterschieden: Zum einen eine kraniale Zellgruppe, die sich im Pons und
Mesencephalon befindet, und zum anderen eine kaudale Zellgruppe, die in der Medulla
oblongata gelegen ist (42).

Die folgende Tabelle gibt einen Uberblick liber die exakte Aufteilung der Zentren.

Raphekerne

Lokalisation

Kraniale Zellgruppe

Nucleus raphe dorsalis
Hauptkern
medialer Anteil
lateraler Anteil
Kaudale Portion

Nucleus linearis caudalis
Nucleus raphe medianus

Hauptkern
kaudale Portion

Mesencephalon, Pons

Mesencephalon
dorsomedial des MLF, interfaszikular
supratrochlear

Pons, dorsal des MLF

Mesencephalon
Mesencephalon

Pons (rostal)
Pons (kaudal)

Kaudale Zellgruppe

Nucleus raphe magnus
Nucleus raphe obscures

Nucleus raphe pallidus

Pons (kaudal), Medulla oblongata (rostal)

Medulla oblongata

Medulla oblongata

Tabelle 1: Diese Tabelle zeigt die Klassifikation und Lage der Raphekerne bei Saugetieren

(MLF: Mediolateraler Fasciculus).
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2.1.3. Projektionen des serotonergen Systems

Es werden ein kraniales und ein kaudales Zentrum unterschieden. Von dort aus
strahlen Axone in die verschiedenen Hirnregionen.

Die Axone der kranialen Zellgruppen ziehen in erster Linie in die telodiencephalen
Regionen und in den Hirnstamm. Zum Hirnstamm werden vor allem die Formatio retikularis,
das Zentrale Hohlengrau, das Tuberkulum und Bulbus olfaktorium, die Amygdala, der
Hippocampus, der Thalamus und Hypothalamus, die Area préoptica, das Septum und der
Neocortex gezéhlt. Diese Verknupfungen spielen eine zentrale Rolle bei der Beeinflussung
des Tonus der Rumpf- und Extremitatenmuskulatur und damit der Korperhaltung sowie bei
wichtigen vegetativen Funktionen.

Die Axone, die von der kaudalen Raphekerne ausgehen, ziehen zum Rickenmark, zu
den Hirnstammkernen und ins Kleinhirn (70). Dabei scheinen Kollateralprojektionen zu
Rickenmark und Hirnstamm einen Einfluss auf kardiovaskuldre, respiratorische und
skelettmotorische Funktionen auszuliben. Auflerdem sind diese Kerne an der nozizeptiven
Informationsverarbeitung, der Schmerzmodulation und der Thermoregulation beteiligt.

Die niedrigste Dichte serotonerger Neurone wird in den motorischen Regionen des
Frontalhirns und im Cerebellum postuliert (58).

Die serotonergen Projektionen der Raphekerne sind so ausgeprégt, dass praktisch jede
Zelle des ZNS in direkter Nachbarschaft zu einer serotonergen Faser liegt. In der folgenden
Abbildung sind die Verlaufe dargestellt.

=)
{ |' ROb
{
1
I‘\"‘ \

Abbildung 2: Dargestellt ist die mediosagittale Ebene des humanen Gehirns mit Lage der
serotonergen Raphekerne und den aufsteigenden Hauptbahnen der 5-HT Projektion (CB:
Cingulum; Cli: Ncl. Linearis caudalis; DR: Nucl. Raphe dorsalis; DRCT: kortikaler Trakt des
DRN; F: Fornix; IC: Capsula interna; MFB: mediales Vorderhirnbindel; MnR: Nucl. Raphe
magnus; Rob: Ncl. Raphe obscurus; Rpa: Nucl. Raphe pallidus). Abbildung nach (17).
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2.1.4.

Serotonerge Rezeptoren im ZNS

Durch die Anwendung von DNA-Sequenzen und pharmakologischen Profilen wurden

bis heute sieben Serotonin-Rezeptorklassen und -subklassen differenziert (24, 78).

Wahrend bei den 5-HT;.4 Rezeptoren die Signaltransduktion Uber ein G-Protein

gesteuertes Second-Messenger-System mittels Adenylatcyclat oder

Inositoltriphosphat

vermittelt wird, erfolgt bei 5-HT3; Rezeptoren die Reizweiterleitung Uber ligandengesteuerte

lonenkandle. In der folgenden Tabelle werden die einzelnen Rezeptorsubklassen, deren

Kopplungsmechanismen, Vorkommen und Wirkung kurz dargestellt (58).

Adenylatcyclase

im Darm

Name [Kopplung Vorkommen Wirkung
5-HT1a |G-Protein Raphekerne, Hirnstamm Hemmung der
Adenylatcyclase (somatodendritische Entladungsfrequenz der 5-HT
Autorezeptoren) Neurone
--> Anxiolyse,
Blutdrucksenkung
Hemmung der 5-HT
5-HT1g |G-Protein gesamtes ZNS; Freisetzung
--> Beruhigung,
Adenylatcyclase Koronarien; Meningen Vasokonstriktion
(prasynaptische Autorezeptoren)
5-HT1ip |G-Protein Sensorische Nervenendigung Hemmung der Freisetzung von
Adenylatcyclase der Meningen Neuropeptiden (SP, CRGP)
--> Schmerzhemmung
(préasynaptische Autorezeptoren) | Senkung Sympatikustonus
5-HT2a | G-Protein GefaBmuskulatur; Psychotrope Wirkung;
Phospholipase C Thrombozyten Vasokonstriktion
5-HT2 |G-Protein GefaRendothelien Freisetzung NO --> Vasodilation
Phospholipase C
5-HT3 Ligandengesteuerter | Endigung afferenter Vagusfasern | Depolarisierung Vagus;
lonenkanal im Darm-->Brechzentrum afferenter Schenkel Brechreflex
Natrium/Kalzium
lonen
5-HT,4 G-Protein Endigung efferenter Vagusfasern | Acetylcholinfreisetzung

--> Erhdhte Motilitdt, Propulsion

Tabelle 2: Dargestellt sind die einzelnen 5-HT Rezeptorsubklassen mit Kopplung, Vorkommen
und ihrer Wirkung.
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2.2. Erkrankungen des serotonergen Systems
2.2.1. Allgemeine Aspekte

Funktionelle Veranderungen oder Ausfélle des serotonergen Systems flihren beim
Menschen sowie beim Tier zu schwerwiegenden Storungen. Es wurde eine Beteiligung bei
Schwankungen der Gemiitslage (63), bei Angstzustdnden (25) sowie bei Aggression (164)
nachgewiesen.

Des Weiteren scheint das serotonerge System auch bei der neuronalen Entwicklung
(105), bei der Thermoregulation (54), der motorischen Regulation (87) und dem Schmerz-
empfinden eine wichtige Rolle zu spielen (173).

Eine Dysregulation des serotonergen Systems konnte bei verschiedenen Erkrankungen
wie schizophrenen Storungen (1), Essstérungen (88) und vor allem depressiven Stérungen
(36, 129, 167) nachgewiesen werden.

2.2.2. Depressives Syndrom

2.2.2.1. Klinik des depressiven Syndroms

Im Rahmen der europdischen Depres-Studie (108) wurde mit einer Punkt-Prévalenz
von 7% und einer 6-Monats-Pravalenz von 17% die groRe Bedeutung depressiver Er-
krankungen in der europdischen Bevolkerung verdeutlicht.

Bezuglich ihres quantitativen Stellenwerts in der Bevolkerung ist sie mit den grof3en
internistischen Erkrankungen, wie KHK, DM und Rheuma, zu vergleichen. Diese Ergebnisse
sowie die dadurch entstehenden hohen Kosten fir die Gesellschaft wurden von der
international angelegten Global-Burden-of-Disease-Studie belegt (90, 136).

Die offizielle Lebenszeitsuizidmortalitit bei dieser Erkrankung betragt 15%. Bezieht
man die nicht erfassten Suizide ein, wiirde sich wohl noch eine viel héhere Zahl ergeben
(161).

Das Leitsymptom der Depression ist die depressive Verstimmung. Dieser Zustand
wird als ein Gefuhl der Gefuhllosigkeit beschrieben. Die Patienten klagen (ber die
Unfahigkeit, sich zu freuen oder Interesse an irgendetwas zu zeigen. Die Antriebslosigkeit ist
das am zweith&ufigsten beschriebene Symptom. Sie kann so weit flihren, dass der Patient in
einem Zustand der absoluten Passivitat verharrt. Nicht nur die Psyche, sondern auch das
Denken wird von der Depression beeinflusst. Patienten berichten von der so genannten
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»,Denkhemmung®. Da dieser Zustand oft mit einem geistigen Abbau verwechselt wird, ist er
auch unter dem Begriff der depressiven Pseudodemenz bekannt.

Zu den vegetativen Symptomen der Depression zéhlen vor allem Schlafstorungen,
Appetitlosigkeit und Verdauungsstérungen.

Des Weiteren wird die Depression noch mit einigen anderen Erkrankungen, wie
Angst-, Panik-, Zwangserkrankungen (45, 134), Essstorungen (28) sowie Drogen-, Alkohol-
und Medikamentenabhangigkeit (37, 39), in Verbindung gebracht.

2.2.2.2. Serotonin und Depression

Bereits Anfang der 60er Jahre stellte sich heraus, dass Medikamente, die den
Monoaminhaushalt im Gehirn verandern, antidepressiv wirken kénnen. Zum Beispiel hemmt
das trizyklische Antidepressivum Imipramin die prasynaptische Wiederaufnahme von
Serotonin und Noradrenalin und ist ein klinisch eingesetztes Antidepressivum (29). Aufgrund
dieser Beobachtungen wurde die Katecholaminmangelhypothese (158) formuliert, welche
einen Mangel an Katecholaminen im Hirnstoffwechsel als Ursache der Depression postuliert.
Diese These wird bis heute weiterentwickelt und verfeinert (32, 38, 44).

Durch die Arbeiten von Maes und Meltzer, die die Forschungsergebnisse der letzten
Jahrzehnte zusammenfassten, wurde diese These konkretisiert (115). Hierbei formulierten die
Autoren im Wesentlichen drei Moglichkeiten, die den Zusammenhang zwischen Serotonin
und der Depression erklaren kénnten.

Die erste Hypothese besagt, dass eine Stérung der serotonergen Aktivitat im Gehirn
die Ursache fir die Depression sei.

Die zweite Theorie postuliert, dass die Vulnerabilitdt des serotonergen Systems im
Laufe des Lebens zunimmt. Hiermit wére in erster Linie das vermehrte Auftreten der
depressiven Storung im hoheren Alter zu erklaren.

Die letzte historische und zum Teil schon widerlegte These beschreibt, dass eine
erhOhte Aktivitdt des serotonergen Tonus die Vulnerabilitdt fur das Entstehen einer
Depression erhoht. Belegt haben Maes und Meltzer diese Thesen durch die folgenden
Beobachtungen.

Zum einen flhren Stérungen der serotonergen Aktivitat zu den klinischen Symptomen
der Depression sowie zu Ess- und Schlafstérungen. Diese kdnnen zu erhohter Suizidalitét
fihren. Ferner flhren pharmakologische und nutritive VVerdnderungen der Serotoninsynthese

bei einem Teil von Individuen zu den klinischen Symptomen einer Depression.
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Als letzten Beleg fiihrten die Autoren an, dass die Wirkung von Antidepressiva zu
einer Erhohung des zentralen Serotoninspiegels fiihrt und somit die Symptome der Depression
mildert.

Da die genauen biologischen Mechanismen, die eine Depression verursachen, bislang
nicht aufgezeigt werden konnten, ist anzunehmen, dass es sich nicht nur um eine einzelne
Storung des serotonergen Systems handelt, sondern dass noch andere Ursachen
hinzukommen. Zum Teil spiegelt sich das in der Tatsache wider, dass Serotonin einen
Einfluss auf den hypothalamischen-hypophysaren Regelkreis hat (46). Damit ist es nur Teil
eines viel komplexeren Systems, auf welches viele verschiedene Faktoren, wie zum Beispiel

Stress (112), Einfluss nehmen kénnen. Diese Zusammenhange sind in Abb. 3 dargestellt.

-H
Raphekerne L Hyphothalamus
l CRH

ACTH .
Hyphophyse —

Cortisol

Abbildung 3: Der serotonerge Einfluss auf den hypothalamischen-hypophyséren Regelkreis. 5-
HT stimuliert den Hypothalamus, was tber verschiedene Zwischenschritte zu einer Erhéhung
z.B. des Cortisolspiegels im Organismus fuhrt.

2.2.2.3. Post-mortem-Studien bei depressivem Syndrom

Einen wesentlichen Teil der Untersuchungen von funktionellen Verdnderungen bei
Depression stellen die post-mortem-Studien dar. Diese Studien erlauben Untersuchungen des
zerebralen Stoffwechsels zum einen mit Hilfe von Gewebshomogenaten und zum anderen mit
Hilfe der quantitativen Rezeptorautoradiographie. Die Messungen richteten sich in erster
Linie auf die Untersuchung der Dichte von Serotoninrezeptoren, Serotonintransportern sowie
auf die regionalen Serotoninkonzentrationen.

Ein Hauptproblem dieser Untersuchungen ist, dass sie in erster Linie bei Gehirnen von
Suizidopfern durchgefiihrt worden sind. Die Diagnose der Depression oder der depressiven
Phase war nicht bei allen Untersuchten medizinisch gesichert. Somit kénnen in erster Linie

nur Aussagen zum Zusammenhang zwischen dem Suizid und den erhobenen Werten gemacht
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werden. Ein weiteres Problem bei dieser Art von Untersuchung besteht darin, dass nicht bei
allen durchgefiihrten Studien der genaue Zeitpunkt des Todes festgestellt werden konnte und
somit das Ausmall der postmortalen Veranderung auf den Hirnstoffwechsel schwer zu
beurteilen ist.

Untersucht wurde zum einen die 5-HT-,; Rezeptordichte im frontalen Kortex sowie
die prasynaptische 5-HT-1, Rezeptordichte in den dorsalen Raphekernen. Die Mehrzahl dieser
Studien kam zu dem Ergebnis, dass Suizidopfer signifikant hohere Dichten der Rezeptoren
aufwiesen (10, 11, 13, 122, 169). Dies konnte jedoch nicht durch alle Studien bestétigt werden
(33, 113).

Verschiedene ex vivo Untersuchungen wurden mit Hilfe von tritiierten selektiven
Serotonin-Wiederaufnahme-Hemmern und trizyklischen Antidepressiva, wie [*H]Paroxetin
und [*H]Imipramin, durchgefiihrt. Mit ihnen l4sst sich der Serotonintransporter darstellen. Sie
zeigten bei depressiven Patienten eine im Vergleich zu Gesunden erhohte Bindung dieser
Substanzen in den hippocampalen Regionen (64). Dies konnte durch andere Arbeitsgruppen,
welche diesen Sachverhalt untersuchten, nicht bestatigt werden (57, 106, 107).

Studien, die die Serotoninkonzentration in Gehirnen von Suizidopfern untersuchten,
kamen groltenteils zu dem Ergebnis, dass sich nach Korrektur des postmortalen Zeitverzuges
keine signifikanten Unterschiede diagnostizieren lielen (18, 23, 111).

Zusammenfassend lasst sich somit feststellen, dass keine einheitlichen Ergebnisse, die
die serotonergen Verénderungen bei depressiven Patienten in post-mortem-Studien erklaren,

verdffentlicht wurden.

2.2.2.4. Liquor- und Blutuntersuchungen bei depressivem Syndrom

Da 5-HIAA (5-HydroxyIndole Acetic Acid) ein Metabolit von 5-HT im Serum ist,
ging man davon aus, dass man Uber seine Messung indirekt Rickschlusse auf die
Serotoninkonzentration ziehen kdnnte. Studien, die die Konzentration von 5-HIAA in vivo bei
depressiven Patienten untersuchten, kamen zu sehr unterschiedlichen Ergebnissen. 15 Studien
wiesen keine Unterschiede zwischen Patienten und Kontrollen nach, acht Studien fanden eine
Verringerung und eine sogar eine Erhéhung (62). Somit wird angezweifelt, ob aufgrund der
Messung von 5-HIAA uberhaupt Rickschlisse auf das serotonerge System gezogen werden
kdnnen (115, 121).

Blutuntersuchungen mit anderen Schwerpunkten bei der Suche nach den Ursachen der

Depression wurden ebenfalls durchgefiihrt. Dabei wurde davon ausgegangen, dass die
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Serumkonzentration von Tryptophan bzw. der Quotient von Tryptophan zu den anderen
Aminosauren im Blut, die den gleichen Transporter zur Uberwindung der Bluthirnschranke
verwenden, einen Parameter flir die Tryptophanverfiigbarkeit und damit auch der
Serotoninverfligbarkeit des Gehirns darstellt.

Dabei konnte zum einen gezeigt werden, dass sich nach Tryptophaninfusion bei
depressiven Patienten ein niedrigerer Serumspiegel, eine erhéhte Clearance sowie eine
Verringerung der Tryptophanverfugbarkeit nachweisen l&sst (171). Wurde der Blutspiegel
von Serotonin direkt untersucht, konnten Studien eine negative Korrelation zwischen dem
Serotoninspiegel und dem Mal der Depression nachweisen (177).

Darliber hinaus wurden Studien durchgefiihrt, die davon ausgingen, dass
Thrombozyten als Modell flr das zentrale serotonerge System geeignet sind, da sie Uber viele
Eigenschaften verfiigen, die denen der zentralen Neuronen im ZNS sehr dhnlich sind (102).
So besitzen sie ebenfalls einen Serotonintransporter und kénnen Serotonin aufnehmen und.
speichern.

Die meisten durchgefiihrten Studien mit [*H]Imipramin an Thrombozyten konnten bei
depressiven Patienten im Vergleich zu Kontrollen an gesunden Probanden eine deutliche
Verringerung der Kinetik der Serotoninaufnahme in den Thrombozyten feststellen (52, 53, 71,
118). Dies konnte jedoch mittels [*H]Paroxetin nur zum Teil bestatigt werden (154).

2.2.2.5. Therapie der Depression

Die therapeutischen Effekte der Psychopharmaka beruhen auf direkter oder indirekter
Interaktion mit den Monoamintransportern oder den Enzymen, die Serotonin abbauen (135).

Zu den ersten klinisch eingesetzten Psychopharmaka gehorten die trizyklischen
Antidepressiva. Sie blockieren jedoch nicht nur den Serotonintransporter, sondern auch den
Noradrenalintransporter (40). Sie lassen sich auf Grund der verschiedenen Affinitaten zu den
einzelnen Transportern unterscheiden. Dariiber hinaus haben sie noch ausgepréagte
anticholinerge Nebenwirkungen (56).

Die neueren hochwirksamen Antidepressiva sind entweder selektive Serotonin-
Wiederaufnahmehemmer oder selektive Noradrenalin-Wiederaufnahmehemmer und wirken
hochspezifisch auf nur einen Transporter. Sie weisen zusatzlich ein viel gunstigeres
Nebenwirkungsprofil auf (151). Die Einfuhrung dieser selektiven SERT-Inhibitoren in die
klinische Therapie der Depression hat die Relevanz des serotonergen Systems bei dieser
Erkrankung nachdrucklich unterstrichen.
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Nur 60 bis 70% der Patienten sprechen jedoch auf die Behandlung mit einem dieser
Medikamente an. Selbst nach einem Behandlungszeitraum von bis zu zwei Jahren verbessert
sich nur bei ca. 80% der Patienten der Zustand (116).

Zum jetzigen Zeitpunkt ist der Grund fir das Nichtansprechen auf die gegebenen
Antidepressiva nicht bekannt und Iasst sich auch nicht voraussagen. Bei vielen Patienten, die
nach einer Latenzzeit von zwei bis vier Wochen nicht auf das verordnete Antidepressivum
ansprechen, ist es notwendig, weitere Antidepressiva einzusetzen, bis eine Therapieantwort
erfolgt. Diese therapeutische Unsicherheit stellt eine starke Belastung fur den Patienten dar,

wenn seine depressiven Perioden trotz intensiver Behandlung weiter andauern.

2.2.3. Fibromyalgie

2.2.3.1. Klinik der Fibromyalgie

Das Fibromyalgiesyndrom ist durch groRflachige, dumpfe Schmerzen im gesamten
Korper gekennzeichnet. Die genaue Atiologie und Pathogenese sind bisher nicht aufgeklart.
Neben der Schmerzsymptomatik ist die Fibromyalgie mit vielen Begleitsymptomen, wie
Kopfschmerzen, Schlafstérungen und gastrointestinalen Symptomen, assoziiert (183).

1990 wurden die Kriterien des Fibromyalgiesyndroms von dem American College of
Rheumatology (ACR) definiert. Danach sind ein generalisiertes Schmerzsyndrom und eine
erhdhte Schmerzempfindlichkeit in elf von 18 definierten Tenderpoints bei Palpation mit
einem Druck von 4 kg die beiden Hauptsymptome (147).

Die Préavalenz der Fibromyalgie liegt bei 2% in der Gesamtbevolkerung und bei 7,5%
bei Patienten in Allgemeinkrankenhdusern (183). Beim Auftreten dieser Erkrankung konnten
deutliche geschlechtsspezifische Unterschiede nachgewiesen werden. So sind 79 bis 88% der
betroffenen Patienten Frauen (182). Der durchschnittliche Krankheitsbeginn liegt zwischen 29
und 37 Jahren, die Diagnose wird jedoch meist erst zwischen dem 34. und 53. Lebensjahr
gestellt (20).

Schon friih wurde das Fibromyalgiesyndrom in Verbindung mit der Depression
gebracht. Die Lebenszeitpréavalenz der Fibromyalgie ist bei depressiven Patienten wesentlich
erhoht, wobei die Angaben in der Literatur sehr schwanken. Teilweise wurden Werte bis 90%
angegeben, teilweise jedoch auch nur Werte von 20% (81, 93).

Es wird vermutet, dass bei der Depression und der Fibromyalgie Uberlappende

pathophysiologische Mechanismen vorliegen.
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2.2.3.2. Endokrinologische Veranderungen bei Fibromyalgie

Bis jetzt konnten keine Ubereinstimmend pathophysiologischen Verénderungen als
Ursache fur das Fibromyalgiesyndrom festgestellt werden. Derzeit wird von einem multi-
faktoriellen Geschehen ausgegangen, bei dem sowohl psychosoziale als auch patho-
physiologische Faktoren eine wichtige Rolle spielen. Unter anderem werden auch
endokrinologische Verdnderungen als Ausléser postuliert. Hierbei geht man von einer
Storung des hypothalamischen-hypophyséren Regelkreises aus, auf welchen, wie bereits
beschrieben, Serotonin einen bedeutenden Einfluss besitzt.

Untersuchungen bei Fibromyalgie bezogen sich meist auf die Ermittlung des
Cortisonniveaus, sowohl basal im CRF-Stimulationstest als auch im ACTH-Stimulationstest.

Fur eine Dysregulation des hypothalamischen-hypophysaren Regelkreises sprechen in
erster Linie die verdnderte ACTH-Ausschuttung im CRF-Test (152), die verdnderten
Cortison-Level im ACTH-Test (94) sowie Veranderungen der basalen Cortisonspiegel im
Plasma (30). Zum Teil existieren hier jedoch sehr widersprichliche Ergebnisse (153).

Einzelne Studien, welche direkte Messungen von Serotonin im Serum von Betroffenen
durchfuhrten, kamen zu dem Schluss, dass in Patienten mit Fibromyalgie ein signifikantes
Absinken des Serotoninspiegels vorliegt (159). Des Weiteren konnte ein erhohtes
Vorkommen der Substanz P im Plasma der Erkrankten festgestellt werden, die durch eine
Erhéhung des serotonergen Tonus bedingt sein kénnte (94).

Aufgrund der Beobachtung, dass das Fibromyalgiesyndrom vermehrt familidr auftritt,
wurden genetische Untersuchungen der Betroffenen durchgefiihrt. Dabei konzentrierte man
sich in erster Linie auf die Rezeptoren und Transporter des serotonerge Systems.

Im Rahmen dieser Untersuchungen wurde im Einzelnen das 5-HT,, Rezeptorgen
untersucht, wobei sich herausstellte, dass gewisse Polymorphismen dieses Gens zu
Fibromyalgie prédisponieren (67). Besonderes Augenmerk wurde auch auf das Serotonin-
transportergen gelegt. Hier liel} sich nachweisen, dass bestimmte Polymorphismen in der
Promotorregion des Transportergens zur Fibromyalgie prédisponieren (36). Die Ergebnisse
dieser Untersuchungen sind jedoch recht uneinheitlich (66).

Zusammenfassend ist davon auszugehen, dass die Verdnderungen des hypo-
thalamischen-hypophyséren Regelkreises sowie der serotonergen Rezeptoren und Transporter
nicht die alleinige Erklarung oder die Ursache der Fibromyalgie sind, sondern dass es sich um
ein komplexes Wechselspiel verschiedener psychosozialer Faktoren und pathophysiologischer

Veranderungen handelt.
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2.3. Bildgebung des serotonergen Systems
2.3.1. Monoaminerges System bei Kleintieren

Bis heute beschaftigten sich nur wenige Arbeitsgruppen mit der in vivo Darstellung
des monoaminergen Systems bei Kleintieren und verwendeten dabei im Aufbau sehr
unterschiedliche Systeme.

Bevor es zu Untersuchungen mit Mikro-SPECT-Systemen kam, wurde das
monoaminerge System an Kleintieren mit Mikro-PET-Scannern untersucht.

Ein wesentlicher Schwerpunkt dieser Untersuchungen stellte die Darstellung der
Genproduktexpression im Rattenhirn dar. Dabei wurde in zwei Studien erfolgreich die HSVI-
Thymidin-Kinase-Reporter-Gene-Expression mit radiomarkiertem Ganciclovir nachgewiesen
(60, 61).

PET-Studien, die einen Schwerpunkt auf die Séattigungskinetik von Dopamin-
transportern (DAT) legten, konnten zeigen, dass ['C]CFT, ein Kokain-Analogon, ein
nitzlicher Radioligand fur die Darstellung des dopaminergen Transporters (DAT) im
Kleintiermodell ist (82). Eine weitere Studie, die sich mit der Darstellung des 5-HTi,
Rezeptors beschaftigte, konnte demonstrieren, dass sich [“'C]JWAY-100635 fiir die
Darstellung dieses Rezeptors eignet. Zusatzlich konnte nachgewiesen werden, dass Pindolol
die Markierung des Rezeptors hemmt (75).

Nur wenige Untersuchungen des monoaminergen Systems wurden bei Kleintieren mit
Mikro-SPECT-Systemen durchgefiihrt. Deren Ergebnisse sollen im Folgenden nun kurz
erlautert werden. Eine Arbeitsgruppe, die das *?*I markierte R-CIT verwendete, konnte
nachweisen, dass [***1]8-CIT ein geeigneter Marker fiir den DAT in kleinen Labortieren ist.
Es wurde ein System verwendet, das aus nur einem Pinhole-Kollimator bestand, der auf eine
Gamma-Kamera montiert war. Es rotierte jedoch nicht die Kamera, sondern das Versuchstier
(69). Eine weitere Studiengruppe, die ebenfalls ein solches System verwendete, konnte mit
[*2*1]18-CIT zeigen, dass die Test/Retest-Variabilitat bei Untersuchungen des monoaminergen
Systems bei Kleintieren unter 9% lag (22).

Eine folgende Studiengruppe, die ebenfalls [**IR-CIT als Radiopharmakon
verwendete, konnte sowohl die Bindung des Radiopharmakons an den DAT nachweisen, als
auch die Minderanreicherung nach 6-Hydroxydopamin induziertem Verlust der striatalen
Dopamintransporter. Es wurde jedoch nur eine Gamma-Kamera mit einem 2 mm Pinhole-
Kollimator ausgestattet, die dann um das Versuchstier rotierte. Die transaxiale Auflésung
nach Messung der radialen Halbwertsbreite betrug 3,5 mm. Das System hatte eine Sensitivitat
von 81 cps/MBq (157).
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Weitere Versuche mit dem Radioliganden [*"Tc]TRODAT konnten zeigen, dass es
ein nutzlicher Ligand fir ultrahochaufldsendes SPECT ist. Bei diesen Untersuchungen wurde
erstmals ein aus drei rotierenden Pinhole-Kollimatoren bestehendes System verwendet (3).

Die in dieser Arbeit im Rahmen der Kleintierexperimente eingesetzten DAT-
Liganden, wie [*"Tc]TRODAT und [*?I]IPT wurden a. G. ihrer bereits ausfiihrlichen
durchgefiihrten Charactisierung in der Literatur zur Validierung des Systems verwendet. Nach
erfolgreicher Validierung wurde dann der noch nicht charakterisierte SERT-Radioligand
[*#*1]JADAM untersucht.

2.3.2.  Erkrankungen des Menschen

2.3.2.1. Depressives Syndrom

Aufgrund der intensiven Forschungen, die sich mit der spezifischen Darstellung des
serotonergen Systems befassten, sind in den letzten Jahren einige Liganden fur PET und
SPECT entwickelt worden. Die Ergebnisse dieser Studien koénnen jedoch aufgrund der
Verwendung verschiedener Liganden, die sich in Spezifitdat und Affinitat zu den einzelnen
Monoamintransportern stark unterscheiden, nur unter Vorbehalt miteinander verglichen
werden.

Vorteile von in vivo Untersuchungen mit PET oder SPECT gegeniiber den vorher
beschriebenen post-mortem-Studien sind zum einen, dass der aktuelle klinisch-psychiatrische
Status des Patienten parallel zur Untersuchung erhoben werden kann und zum anderen, dass
mehrfach zeitlich versetzte Untersuchungen durchgefihrt werden kénnen.

Ferner sind bei in vivo Untersuchungen keine Verdnderungen aufgrund von
postmortalem Zellzerfall zu erwarten.

Als Nachteil ist jedoch zu nennen, dass die raumliche Auflésung von bildgebenden
Verfahren der Autoradiographie, die eine bis in den um Bereich liegenden Aufldsung besitzt,
unterlegen ist.

Ein Schwerpunkt der PET-Untersuchungen bei der Depression lag auf der
Untersuchung des Glukosemetabolismus. Dabei wurde ein gesunkener Glukosemetabolismus
in den dorsolateralen, ventralen, subgenualen, dorsomedialen sowie den préafrontalen
kortikalen Regionen festgestellt. Eine erhohte Glukoseaufnahme wurde in den

venterolateralen, préafrontalen, kortikalen und paralimbischen Regionen bei depressiven
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Patienten im Vergleich zu gesunden von verschiedenen Arbeitsgruppen ermittelt (50, 92,
120).

Spezifische und selektive PET-Liganden, die ausreichend lipophil waren, um die Blut-
Hirn-Schranke zu tberwinden und damit eine selektive Rezeptor- und Transporterdarstellung
maoglich machten, wurden erst in den 80er Jahren entwickelt.

Als erstes Neurotransmittersystem in der bildgebenden funktionellen Depressions-
forschung wurde das dopaminerge System mit seinen Dopaminrezeptoren (D) untersucht.
Der wichtigste Radioligand fiir die PET war das mit *'C markierte MethylSpiperon (185) und
fur die SPECT das mit *?I markierte IBZM (98).

Die PET-Untersuchungen, die die Unterschiede der D,-Rezeptordichte im Nukleus
caudatus zwischen gesunden und depressiven Patienten darstellten, kamen zu keinem
signifikanten Ergebnis (185). Die Untersuchungen mit [***I]IBZM ergaben eine erhohte
Rezeptordichte im Striatum von depressiven Patienten (41).

Obwohl sich somit auch Hinweise auf eine Verbindung zwischen dem dopaminergen
System und der Depression ergaben (137), wurde in den folgenden Studien das serotonerge
System in den Mittelpunkt des Interesses gestellt.

Bei der Untersuchung des serotonergen Systems wurden sowohl ein Teil der
serotonergen Rezeptoren als auch der Serotonintransporter selektiv untersucht.

5-HT1a Rezeptoren wurden mit dem spezifischen PET-Liganden [*'C]WAY-100635
dargestellt. Dabei zeigte sich eine Reduktion der Rezeptordichte sowohl im medialen
Temporalkortex als auch in den Raphekernen bei depressiven Patienten im Vergleich zur
Kontrollgruppe (51). Eine weitere Studie stellte eine Verringerung der Rezeptordichte vor
allem in den orbitofrontalen Gyri sowie im Gyrus Cinguli fest (155).

Ein anderer Rezeptor, der in diesem Zusammenhang ins Zentrum des Interesses
gerlickt wurde, war der 5-HT,; Rezeptor. Dieser wurde mit dem PET-Radioliganden
[*®F]Altanserin untersucht. Diese Studien fanden ebenfalls eine Verringerung der
Rezeptordichte bei depressiven Patienten im rechten posterolateralen Orbitofrontalcortex
sowie in der vorderen Inselregion (19). Eine andere Studie mit dem Radioliganden
[*®F]Setoperone stellte eine geringere Dichte des Rezeptors im Frontalkortex von depressiven
Patienten fest (16).

Mehrere  Arbeiten  untersuchten  zun&chst  unspezifisch den cerebralen
Serotonintransporter (SERT) bei depressiven Patienten. Ein Teil dieser Studien verwendete
das *#*| markierte Beta-carbomethoxy-3-beta(4-iodophenyl)tropane ([**I]R-CIT).
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Hierbei wurden zum einen 15 akut depressive Patienten mit 15 Kontrollpersonen
verglichen. Dabei wurde eine 18%-ige Reduktion des SERT im Hirnstamm bei der
Patientengruppe festgestellt (26, 97, 117).

Eine andere Studie untersuchte elf Patienten mit saisonaler Depression und elf
Gesunde. Auch hier fand sich eine Verringerung der Serotonintransporterdichte, diesmal
allerdings im Thalamus/Hypothalamus (180).

Zu den Untersuchungen mit [*?*1]8-CIT ist jedoch anzumerken, dass der Ligand eine
hohe Kreuzaffinitat (Ks=1,4 nM) zu den Dopamintransportern (DAT) besitzt. Da sich eine
Vielzahl von diesen Transportern jedoch auch in den untersuchten SERT-dichten Bereichen,
vor allem in der Substantia Nigra im Hirnstamm, befindet, ist die Aussagemdglichkeit
dadurch deutlich eingeschrénkt. Ein weiterer Nachteil dieses Liganden ist die sehr langsame
Bindungskinetik, die eine Bildgebung erst ca. 18 bis 24 Stunden nach Injektion mdglich
macht.

Da PET-Liganden hdufig eine Vorreiterrolle bei der Entwicklung von SPECT-
Liganden einnehmen, wurde fir die hochspezifische Untersuchung des Serotonintransporters
auch zunachst ein PET-Ligand entwickelt. Dabei handelte sich es um das mit [**C] markierte
(+)McN5652 (170).

Die erste Studie mit diesem Liganden verglich dreizehn unbehandelte Depressive mit
21 Kontrollpersonen. Sie stellte eine signifikante Erhéhung der Bindung des
Radiopharmazeutikums von 22 bis 23% im Thalamus der depressiven Patienten fest (85).

Die zweite Studie, die vier gesunde mit vier depressiven Patienten verglich, fand eine
Erhohung der Transporterdichte bei den Erkrankten im frontalen Kortex sowie im Gyrus
Cinguli (150).

Somit kann angenommen werden, dass es zu einer Verénderung der Dichte des
Serotonintransporters bei Patienten mit Depression kommt. Es wurden nun Versuche
unternommen, einen SPECT-fadhigen Liganden zu entwickeln, der die Untersuchung eines
grolReren Kollektivs zur Validierung dieser Daten erlaubt. Auf diese Liganden wird im Kapitel
3.4.2. noch ausfuhrlich eingegangen.
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2.3.2.2. Fibromyalgie

Bei der funktionellen Bildgebung des ZNS bei Fibromyalgiepatienten konnten bisher
lediglich folgende Beobachtungen gemacht werden.

Eine Studie verglich 17 Frauen mit Fibromyalgie mit 22 gesunden Probandinnen
beziiglich des regionalen zerebralen Blutflusses. Dieser wurde durch [*"Tc]JHMPAO
dargestellt. Bei den Erkrankten war eine signifikante Verringerung des Blutflusses in Teilen
des Thalamus sowie der Pons festzustellen (101). Diese Ergebnisse wurden von einer anderen
Studie weitgehend bestéatigt (65).

Untersuchungen mit [*|F]FDG im PET fanden keine signifikanten Unterschiede
zwischen gesunden Kontrollen und Patientinnen mit Fibromyalgie (184).

Bildgebende Untersuchungen der Rezeptoren oder Transporter des serotonergen

Systems wurden bis zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht durchgefuhrt oder veroffentlicht.

26



3. Darstellung des serotonergen Systems

3.1. Grundlagen der tomographischen Gamma-Kamera-
Bildgebung
3.1.1.  Prinzip der Szintigraphie

Die Szintigraphie ermdoglicht es, die Verteilung eines gammastrahlenden Isotops bzw.
einer Trégersubstanz, an die das Isotop gekoppelt ist, im Organismus durch Erfassung der
Gamma-Strahlung darzustellen. Gamma-Strahlung entsteht durch den Zerfall von Isomeren.
Isomere sind Isotope, bei denen durch Zerfall ein semistabiler Zustand entsteht. Aus diesem
gehen sie mit kurzer Verzdgerung durch Abstrahlung von Gamma-Quanten wieder in ihren
Grundzustand tber. Anfangs wurde zur Untersuchung der Gamma-Strahlung ein so genannter
Scanner verwendet, mit dem das untersuchte Objekt abgefahren wurde. Zum Nachweis der
Strahlung dient der Szintillationskristall im Scanner, der die Gamma-Strahlung in
registrierbare Lichtblitze umwandelt und ihre Intensitat feststellt (149).

Um die Ortsauflosung bei der Erfassung der Strahlung zu erh6éhen, werden meist so
genannte Kollimatoren verwendet. Diese sind im Wesentlichen Bleiblenden, welche den
Raumwinkel, der von den einzelnen Bildpunkten emittierten Gamma-Strahlung, begrenzen. Je
hoher die Begrenzung ist, desto besser wird die Auflésung. Dies hat jedoch den Nachteil, dass
dadurch die Strahlenintensitdit und die Nachweiswahrscheinlichkeit sinken. Dieser

Sachverhalt ist in der folgenden Abbildung dargestellt.

NaJ - NaJ - NaJ -
Kristall Kristall Kristall

~—— ~————— ——

niedrige Effizienz hohe Effizienz hohe Effizienz
niedrige Auflosung niedrige Auflosung hohe Aufldsung

Abbildung 4: Aufbau von Kollimatoren (PM: Photomultiplier). Die linke Abbildung zeigt einen
Kollimator mit niedriger Aufldsung und niedriger Nachweiswahrscheinlichkeit. Die rechte
Abbildung zeigt einen anders konstruierten Kollimator mit hoher Auflésung und hoher
Nachweiswahrscheinlichkeit fir Gammastrahlung.
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3.1.2. Gamma-Kamera

Das heute am weitesten verbreitete Gerat zur Erfassung der Gamma-Strahlung ist die
so genannte Gamma-Kamera (Anger-Kamera, (9)). Sie entspricht dem Prinzip der photo-
graphischen Lochkamera, deren Film durch einen Szintillationskristall ersetzt wird.

Verglichen mit dem oben beschriebenen Scanner ermdoglicht der groRere
Kristalldurchmesser der Gamma-Kamera eine wesentlich kirzere Aufnahmezeit oder eine
Reduzierung der Aktivitat, da deutlich mehr Signale pro Zeiteinheit erfasst werden konnen.
Sie erfasst den gesamten Bildbereich gleichzeitig und muss daher nicht wie der Scanner Gber
das untersuchte Objekt bewegt werden.

Ihr Messkopf besteht aus einem Kollimator und einem groRen Szintillationskristall,
der aus Nal(TI) aufgebaut ist. Normalerweise hat er einen Durchmesser von 25 bis 42 cm.
Uber ein Lichtsystem sind Photomultiplier (Sekundarelektronentervielfacher) mit dem
Kristall verbunden (168). Da die von der Strahlungsquelle emittierten Gamma-Quanten zuerst
die oben beschriebenen Kollimatoren passieren missen, wird ein Teil von ihnen
abgeschwacht. Dieser Prozess wird Richtungsanalyse genannt, da nur die Quanten, die in
einer bestimmten Richtung emittiert werden, die Kollimatoren ungehindert passieren kdnnen.
Durch Wechselwirkungen im Kristall werden dann Lichtblitze erzeugt, die durch die dahinter
lokalisierten Photomultiplier in verstarkte elektrische Signale umgewandelt werden. lhnen
wird nun abhéangig von der einfallenden Lichtintensitat und dem Abstand zum Absorptionsort
im Kristall ein Z-Signal zugeordnet. Abhangig vom Auftreffpunkt wird den Gamma-Quanten
mittels einer Ortsanalyse eine Ortsadresse zugeteilt. Diese setzt sich aus vier Ortsignalen
zusammen (X+,X-,Y+,Y-). Die Haufigkeitsverteilung kann als direktes Bild der 6rtlichen
Verteilung des Quantenflusses, der im Kristall einfallt, angesehen werden. All diese
gesammelten Daten liefern nun das zweidimensionale Szintigramm.

Die Ermittlung des Entstehungsortes des radioaktiven Zerfalls wird durch die schon
oben beschriebenen Kollimatoren ermdglicht. Durch sie flihrt eine senkrechte Projektion der
dreidimensionalen  Aktivitatsverteilung zu einem zweidimensionalen Bild auf der
Kristallebene (89). Abh&ngig von den zu untersuchenden Organen werden verschiedene
Kollimatoren verwendet, die sich in Septendicke, Bohrungsdicke, Bohrungslange,
Bohrungswinkel und auch in Form der Bohrung unterscheiden (138). Zur speziellen
Untersuchung des Gehirns haben sich die so genannten Fan-Beam-Kollimatoren bewahrt.
Diese konvergierenden Kollimatoren vergroBern und verzerren das Bild des untersuchten
Objektes bei gleicher oder erhéhter Aufldsung. Die Auflésung bleibt jedoch abhangig von der

Verteilung und Strahlenintensitat des Radiopharmazeutikums im zu untersuchenden Objekt.
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3.2. Grundlagen der Mikro-SPECT-Bildgebung
3.2.1.  Prinzip der Pinhole-Kollimatoren

Vereinfacht dargestellt handelt es sich bei Pinhole-Kollimatoren um Lochblenden, die
eine spiegelverkehrte Projektion des untersuchten Objektes auf den Detektor liefern. Dabei ist
der VergroRRerungsfaktor von dem Abstand des zu untersuchenden Objektes von der Pinhole-
Offnung abhingig. Je niher sich das Objekt an der Offnung befindet oder je kleiner der
Rotationsradius ist, desto grof3er wird das Objekt abgebildet (bessere Aufldsung).

Zusétzlich ist die VergroRerung von der fokalen L&nge des Pinhole-Kollimators
abhangig. Je groler diese ist, desto starker wird das Bild vergroRert.

Diese Zusammenhdnge sind im unteren Bild dargestellt und lassen sich durch den
Strahlensatz z*=z-D/d nachvollziehen.

(S

D d

Abbildung 5: Schematische Darstellung des VergroRerungseffekts von Pinhole-Kollimatoren
(D: fokale Lange des Kollimators, d: Abstand des Objekts vom Kollimator, z: reale GroR3e des
Objekts; z*: Abbildungsgréfie des Objekts auf dem Detektor).

Das Rekonstruktionsvolumen eines Kollimators entspricht aufgrund seines Aufbaus
dem einer Pyramide mit rechteckigem Grundriss. Da sich die Ruckprojektionen im hier
beschriebenen System jedoch aus den Aufnahmen der drei Gamma-Kameras mit den
jeweiligen Kollimatoren zusammensetzen, ergibt sich als Rekonstruktionsvolumen ein

Doppelkegel.

Abbildung 6: Darstellung des Rekonstruktionsvolumens, das sich aus den drei
Ruckprojektionen der Gamma-Kameras ergibt (rot: sich tUberschneidendes Rekonstruktions-
volumen im Zentrum des Aufnahmefeldes; orange: Rekonstruktionsvolumen der einzelnen
Gamma-Kameras an den Randern des Aufnahmefelds).
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3.2.2. Bildgebung bei Kleintieren

Funktionelle in vivo Untersuchungen an Kleintieren wurden zu Anfang mit Hilfe von
PET durchgefihrt. Dabei erwiesen sich diese Messungen als sehr nitzliche Hilfsmittel bei der
Erforschung der Pathophysiologie von Erkrankungen, der Wirkungsweise von
Psychopharmaka, der Darstellung von Genexpressionsprodukten sowie dem Monitoring von
Gentherapien. Speziell fur solche Untersuchungen entwickelte Kleintier-PET-Scanner
zeichnen sich durch die Verwendung von sehr dinnen Kristallen und durch kleine
Detektorringe aus. Dabei kdnnen sie ex vivo Auflosungen von unter einem Millimeter
erreichen. In vivo kann jedoch aufgrund von Streueffekten, die durch das Gewebe bedingt
sind, nur eine Auflésung von ca. 2 mm erreicht werden. Wesentliche Nachteile dieser
Systeme sind jedoch die extrem hohen Kosten der Anschaffung und der Unterhaltung, die
aufgrund der benétigten Infrastruktur entstehen. Hinzu kommt noch, dass fiir eine PET-
Untersuchung extrem kurzlebige PET-Radioliganden bendtigt werden, was den Einsatz eines
Zyklotrons unabdingbar macht.

Trotz der hohen Kosten wurden sowohl Eigenentwicklungen (12) als auch kommer-
ziell entwickelte (128) Kleintier-SPECT-Systeme angefertigt.

Erstmals wurde 1990 von der Entwicklung eines solchen Kleintier-SPECTSs berichtet.
Dieses System bestand aus einer Gamma-Kamera mit einer Hybrid-Photoréhre, einem Nal-
Szintillator-Kristall und einem Parallellloch-Kollimator. Dieses System wies trotz einer hohen
Auflosung eine zu geringe Effizienz auf und wurde deshalb nicht weiterentwickelt (143).

Die Entwicklung weiterer Gamma-Kameras fiir die Bildgebung von kleinen Tieren
folgte. Diese bestanden zumeist aus einem Positronen-Lokalisations-Photomultiplier, einem
Nal-Szintillator und einem Parallellloch-Kollimator. Dabei wurde meist eine gepixelte
Kristallmatrix verwendet, um die Auflésung zu erhéhen. Es wurde eine Aufldsung von bis zu
2 mm erreicht. Da die Kollimatoren jedoch nicht beweglich waren, waren sie nur fiir planare
Aufnahmen geeignet. Schwerpunkte der Messungen lagen dabei auf der Untersuchung der
Verteilung von Dopaminrezeptoren sowie der Darstellung von Genexpressionsprodukten in
Ratten.

Mit diesem System konnte erstmals die erfolgreiche Anwendung solcher Mikro-
SPECT-Systeme bestétigt werden (35).

Eine wesentlich kostengiinstigere Maoglichkeit fur den Aufbau von Kleintier-SPECT-
Systemen stellt die Umristung eines schon klinisch vorhandenen SPECT-Systems durch
Pinhole-Kollimatoren dar (3, 22, 69, 86). Damit bleibt das SPECT-System auch fir die
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Patientenuntersuchung weiterhin einsetzbar und ist nicht, wie zum Beispiel die Mikro-PET-
Systeme, auf Kleintierexperimente beschrankt. Diese doppelten Einsatzmdglichkeiten machen
die Verwendung eines umristbaren Systems umso attraktiver.

Die intrinsische Auflésung einer fir ein solches System verwendeten konventionellen
Anger-Gamma-Kamera ist, im Vergleich zu Kleintiersystemen mit gepixelter Kristallmatrix,
relativ gering. Jedoch erlaubt der viel groRere Detektor einen durch die Pinhole-Kollimatoren
vermittelten signifikanten VergroRerungseffekt. Hierdurch kann die Auflésung stark ge-

steigert werden.

3.3. Grundlage der SPECT-Bildgebung am Menschen
3.3.1.  Prinzip der Single-Photon-Emissions-Computer-

tomographie (SPECT)

Die SPECT stellt das nuklearmedizinische Analogon zum Rontgen-CT dar. Der
Unterschied zur vorher beschriebenen einzelnen Gamma-Kamera, die nur zweidimensionale
Bilder liefert, ist die nun dreidimensionale Darstellung von Objekten. Dies hat, neben der
besseren Beurteilbarkeit von Strukturen, auch den Vorteil, dass es zu weitaus weniger
Uberlagerungen, die sich negativ auf die Bewertung eines Bildes auswirken, kommt.

Um rdumliche Bilder liefern zu kénnen, muss das zu untersuchende Objekt aus
verschiedenen Positionen aufgenommen werden. Zu diesem Zweck wurden verschiedene
Systeme entwickelt. Auller an Systemen mit rotierenden Gamma-Kameramesskdpfen wurde
auch an Systemen mit ringférmiger Konfiguration und an alternativen Methoden intensiv
geforscht. Obwonhl ringférmige Systeme eine hohere Auflésung liefern (176), hat sich heute
im klinischen Alltag das SPECT-System mit rotierenden Kopfen durchgesetzt, da diese
kosteneffizienter sind.

Diese Systeme bestehen meist aus zwei oder drei Gamma-Kamerakdpfen, die auf
einem Kreisbogen montiert sind. Die Rotation um das zu untersuchende Objekt erfolgt in
bestimmten Winkelschritten, die von einem Computer gesteuert werden. In jedem einzelnen
Schritt werden die Einzelaufnahmen der Aktivitatsverteilung ermittelt. Je Kleiner der
Rotationsradius, desto hoher ist die Auflosung der dargestellten Strukturen.

Diese Tomographie basiert im Prinzip auf der Messung eindimensionaler Projektionen
einer Objektschicht. Deren Dicke ist sowohl von der Form als auch von der Breite des
verwendeten Messstrahls, auch Line of Response genannt, abhangig. Die Strahlensumme in
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s ergibt sich aus der gemessenen Aktivitat entlang des Messstrahls. Wird die Messsonde nun
linear verschoben und die gewonnenen Strahlensummen addiert, ergibt sich die so genannte
Parallelprojektion. Durch die winkelgerechte Projektion mehrerer aus unterschiedlichen
Winkeln akquirierter eindimensionaler Parallelprojektionen erh&lt man die Ruckprojektion.

Anhand mehrerer solcher Riickprojektionen ergibt sich ein zweidimensionales Bild
der Objektschicht. Dies jedoch nur unter der Pramisse, dass es gelingt, die Objektschichten so
dinn zu wahlen, dass diese als zweidimensionales Bild akzeptabel sind (89). Die
Rechnereinheit speichert diese Aufnahmen und die dazugehérigen Daten, wie die Stellung des
Kamerakopfes, um die Bilder mit bestmdglicher Auflésung zu rekonstruieren. Hierauf wird
im nachsten Kapitel ausfiihrlich eingegangen.

3.3.2. Bildrekonstruktion

Analog zu den in CT-, PET- und MRT-Untersuchungen verwendeten Algorithmen
lassen sich im SPECT aus den akquirierten Datenmengen die rdaumlichen
Aktivitatsverteilungen errechnen und entsprechend als Schnittbilder wiedergeben.

Es lassen sich aus den Rotationen transversale Schichtsatze rekonstruieren, aus denen
sich dann koronare, sagittale oder schrége Tomogramme errechnen lassen (181).

Die gefilterte Rickprojektion ist das am hé&ufigsten verwendete Verfahren zur
Rekonstruktion eines Objektes aus seinen Projektionen. Bei dieser Methode werden die
einzelnen Projektionen gleichmé&Rig mit einem Filter gefaltet und anschlielend auf die
rekonstruierte Bildebene riickprojiziert. Die gemessene Impulszahl des Messpunktes ist direkt
proportional zu der Intensitat einer Rickprojektionslinie. Dies bedeutet, dass der gemessene
Pixelinhalt gleichmé&Rig auf alle Pixel in der rekonstruierten Bildebene, welche in Richtung
des Projektionsstrahls liegen, verteilt wird.

Die Einzelprojektionen werden nun additiv Gberlagert. Hieraus ergibt sich die
Bildverteilung mit einem Maximum an dem Ort, an dem sich das zu untersuchende Objekt
befindet. Durch die Ruckprojektionslinien kommt es am Objektrand zu Artefakten, die
dadurch entstehen, das félschlicherweise Pixel durch die Rickprojektionslinien in der
rekonstruierten Matrix mit Impulsen belegt werden, die keinem Objekt entsprechen (138). Da-
her werden die Artefakte mit einem dafiir entwickelten Filter korrigiert.

Ein Filter ist eine mathematische Funktion des Ortes, der auf die gemessenen Daten
angewendet wird. Die durch angrenzende Strukturen und Rauchartefakte mit Compton- und

Streustrahlung entstehenden Hintergrundsignale werden durch ihn deutlich verringert. Fehler,
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die jedoch in den Projektionsdaten bereits existieren (z.B. Schwachungen des Gewebes),
konnen bei der gefilterten Rickprojektion nicht behoben werden. Die SPECT-
Untersuchungen des Menschen, die in dieser Arbeit beschrieben werden, wurden durch den so
genannten Low-Pass-Filter nachbearbeitet. Hochfrequente Rauschanteile, die so gut wie keine
Informationen enthalten, werden dadurch unterdriickt. Die Gute der Rauschunterdriickung
wird durch die Einstellung einer so genannten Cut-Off-Frequenz bestimmt. Die Scharfe der
Abbildung verhélt sich umgekehrt proportional zu der Reduktion des Hintergrundrauschens.
Dies heilit, dass durch einen sinkenden ,,Cut-Off“-Wert zwar eine bessere Unterdriickung des
Rauschens gelingt, dass jedoch auch die Auflésung sinkt und gegebenenfalls sogar

Bildinformationen verloren werden.

3.4. Darstellung des serotonergen Systems
3.4.1. Radiopharmaka fur die Serotonintransporter-Darstellung

Die bereits in den ersten Kapiteln dargestellte Beteiligung des SERT
(Serotonintransporter) an pathologischen Prozessen wie der Depression fiihrte zur vermehrten
Entwicklung von diagnostisch verwendbaren Radiopharmaka.

Der SERT ist fiir die Entfernung des Serotonins aus dem synaptischen Spalt in das
neuronale Zytoplasma verantwortlich. Dort wird es entweder wieder in Vesikel transportiert
oder metabolisiert. Die Krankheiten und Medikamente, die das serotonerge System betreffen,
induzieren kompensatorische Verdnderungen in der Transporterfunktion, bevor sie die
Konzentration der postsynaptischen Serotoninrezeptoren beeinflussen (73).

In den letzten Jahren haben einige Arbeitsgruppen den SERT in vivo mittels PET
erforscht. Der bis heute viel versprechendste PET-Radioligand fur SERT ist das schon
angesprochene [“'C](+)McN5652. Die spezifische Bindung von [*C](+)McN5652 im
Gehirngewebe korreliert gut mit der durch Autoradiographie bekannten Dichte von SERT in
diesem Bereich. Er zeigte im Tiermodell eine gute Bindung an den Serotonintransporter
(K»=0,40nM) und kaum Kreuzaffinitdt zu dem Dopamintransporter (K=23,5nM) oder
Noradrenalintransporter (K#»=1,82 nM) (27, 80, 170).

Dennoch ist die Verwendung von [*'C](+)McN5652 im klinischen Alltag sehr
unbefriedigend. Dies liegt in erster Linie an seiner kurzen Halbwertszeit, der sehr schwierigen
Prapdaration und den enorm hohen Kosten. Zusatzlich ist auch ein PET-Scanner fir die
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Darstellung dieses **C Radioliganden notwendig. Diese Scanner sind jedoch nur in wenigen
Zentren vorhanden und somit nicht flachendeckend verfugbar. An diesem Beispiel spiegelt
sich jedoch die Vorreiterrolle der PET fur die Entwicklung von rezeptorspezifischen Liganden
wider.

Fur die Durchfuhrung von umfassenderen Untersuchungsstudien richteten sich viele
Bemihungen jedoch aus Effizienzgrinden auf die Entwicklung eines SPECT-féhigen
Liganden fir die selektive Darstellung des SERT.

Das #I- markierte 28-carbomethoxy-3R-/(4-iodophenyl)tropan ([***1]8-CIT) wurde als
erster SPECT-Marker fir Serotonin- und Dopamintransporter benutzt (59, 97). Mit diesem
Tracer konnten sehr erfolgreich sowohl Normalzustdnde als auch Verdnderungen bei
psychiatrischen Erkrankungen dargestellt werden. Ein erheblicher Nachteil dieses Tracers ist
jedoch die Kreuzaffinitdt zum Dopamintransporter (DAT), wodurch keine spezifische
Aussage Uber den SERT gemacht werden kann. Dieser Teilerfolg flihrte jedoch zur
Weiterentwicklung dieses Liganden.

In der Entwicklung wurden Experimente mit [**l]5-iodo-6-nitroquipazine
durchgefuhrt (114). Dieser Ligand zeigte viel versprechende Ergebnisse bei der Darstellung
des SERT im Affenhirn, kam jedoch beim Menschen nie zur Anwendung.

Daraufhin kam es zur Entwicklung von [*®[]JIDAM. Diese Verbindung zeichnete sich
durch eine exzellente Bindungsaffinitat zum SERT und kaum Kreuzaffinitat zu den anderen
Monoamintransportern (K SERT=0,0013nM; K DAT=840 nM; K NET=699 nM) aus.
Die Anreicherung im Rattenhirn zeigte eine hohe direkte Aufnahme durch die Bluthirn-
schranke ins Hirngewebe (2,44% Dosis, 2 min nach intravendser Applikation). Der Peak der
Bindung fand 60 min nach der Injektion statt, die spezifische Bindung (Hypothalamus-
Cerebellum/Cerebellum) entsprach jedoch noch keinem optimalen Wert (99).

Darauf aufbauend kam es zur Entwicklung von [**I]JODAM. Diese Substanz
zeichnete sich durch ein hoheres Target to non Target Ratio von 0,86 aus (7).

Als neueste Entwicklung kam es zur Synthese von [‘**IJADAM ([*2I[2-[[2-
Dimethylamino]methyl]phenyl]thio]-5-iodophenylamine]). Diese wies eine niedrigere initiale
Aufnahme durch die Bluthirnschranke ins Gehirn (nur 1,41%, 2 min nach intravenoser
Applikation) auf. Die spezifische Bindung war aber mit Werten von bis zu 1,75 zwischen
zwei und vier Stunden nach Injektion weitaus hoher (145).

Diese Ergebnisse wurden an nichtmenschlichen Primaten bestatigt. Der Peak der
spezifischen Bindung befand sich zwischen drei und vier Stunden (2).
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Im Vergleich zum vorher schon erwahnten PET-Tracer [*'C](+)McN5652 zeichnet
sich [***IJADAM durch eine hdhere totale Aufnahme ins Gehirn und eine héhere spezifische
Bindung an den SERT aus (145). Diese Entwicklungen zeigen, dass minimale VVeradnderungen
in der chemischen Struktur zwischen IDAM, ODAM und ADAM grolien Einfluss auf die
Verteilung der Substanz ins Gehirn und an den Transporter haben.

Im Weiteren durchlief [***IJADAM einige Testreihen beziiglich Vertraglichkeit und
Nebenwirkungen in verschiedenen Tiermodellen, wobei weder eine Gefahrdung des
Organismus noch eine Toxizitat der Substanz nachgewiesen werden konnten (2, 109).

Schliellich wurden Ganzkorperuntersuchungen beziglich der Verteilung von
['**I]JADAM am Menschen durchgefiihrt. Diese bestatigten die vorher tierexperimentell
erhobenen Daten und bescheinigten der Substanz, dass sie ein sicherer und effektiver
Radiotracer im Menschen flr die Darstellung des Serotonintransporters ist (91).

3.4.2.  Entwicklung von ['***I]JADAM

Das Radionuklid ***lod ist ein im Zyklotron erzeugtes Nuklid, welches auch als
neutronendefizientes Isotop beschrieben werden kann. Es wird in so genannten
Kreisbeschleunigern (Zyklotron) durch den Beschuss von stabilen Targetnukliden mit
hochenergisch geladenen Teilchen (z.B. Protonen, Deuteronen, Heliumkernen) erzeugt.

Aufgrund der Defizienz an Neutronen zerfallen Zyklotronprodukte in der Regel unter
Elektroneneinfang oder Positronenabgabe. Beide Zerfallsarten sind von besonderer
Bedeutung fir nuklearmedizinische Anwendungen. Beim Elektroneneinfang wird neben der
begleitenden nieder- bis mittelenergetischen Gamma-Strahlung keine R-Strahlung frei, die das
Gewebe beschéadigen wirde. Diese Nuklide erfillen damit die Vorraussetzung flr
diagnostische sichere Anwendungen in besonderer Weise.

128| od-markierte Radiopharmaka zeichnen sich durch ein fir die Energieaufldsung von
Gamma-Kameras ideales mittleres Energiemaximum bei 159 KeV und einer Halbwertszeit
von 13,2 Stunden aus (104).

Als Nachteil von mit lod markierten Substanzen ist die Produktion in einem Zyklotron
zu nennen, welches sich jedoch durch die recht lange Halbwertszeit von *#*lod relativiert, da
dadurch eine Anlieferung auch uber relativ weite Strecken moglich gemacht wird.

Bei der Suche und Entwicklung eines SPECT-geeigneten mit **lod markierten
Derivates zur Darstellung des SERT stellte [***IJADAM im Vergleich zu anderen Substanzen,

wie im vorherigen Kapitel beschrieben, den aussichtsreichsten Liganden dar (91). Alle
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wichtigen und notwendigen Eigenschaften fiir die Darstellung von ZNS-Rezeptoren wurden
eingehalten.

Mit einem Molekulargewicht von <750 zeichnet sich diese Substanz durch seine
geringe GroRe, eine starke Lipophilie (Verteilungskoeffizient um 50 bis 1.000), hohe
Bindungsaffinitat (K=0,013+0,003) und Selektivitat fir den Serotonintransporter und durch
eine gute Aufnahme ins Gehirn (im Tiermodell ca. 1,14%/Dose, 2 Minuten nach i.v.
Injektion) aus (31).

In mehreren Studien wurde das ex vivo Bindungsverhalten von [**IJADAM im
Tierexperiment untersucht. Dabei bestatigte sich eine hoch selektive Anreicherung am SERT
im Mittelhirn (31, 79, 110).

In weiteren Kleintierstudien wurde die veranderte Bindung von [**IJADAM an den
SERT bei induzierten pathologischen Verdnderungen gemessen. Dabei wurden zum einen
Schéaden an serotonergen Neuronen durch 5,7-dihydroxytryptamine (5,7-DHT) induziert und
zum anderen der endogene Serotonin-Level des Gehirns durch pCPA (ein Tryptophan
Hydroxylase Inhibitor) gesenkt.

Bei den Kleintieren mit beschadigten serotonergen Neuronen wurde ex vivo eine ca.
50%-ige Reduktion der Aufnahme von [**IJADAM im Hypothalamus und Hypokampus
beobachtet, in anderen Gehirnregionen wie dem Frontalhirn und dem Striatum wurde nur eine
Aufnahmeminderung von 15 bis 30% beobachtet. An Versuchstieren mit vermindertem
Serotoninspiegel wurde eine erhdhte Bindung von [***I]JADAM an den SERT beobachtet (31).

Es wurden Untersuchungen durchgefihrt, bei welchen Tiere die Sattigungsdosis eines
SSRIs (Selektive Serotonin Reuptake Inhibitor, Paroxetin) erhielten, welcher ebenfalls an den
SERT bindet und diesen blockiert. Dies fiihrte zu einem deutlichen Absinken der Bindung
von [***1JADAM an den SERT (188). Diese Ergebnisse kénnten auf eine in vivo Kompetition
von [*?*IJADAM und 5-HT um fir die Bindung an den SERT hindeuten.

Messungen der Kinetik ergaben eine schnelle und selektive Bindung im Mittelhirn
gesunder nichtmenschlicher Primaten bei kontrastreichen SPECT-Aufnahmen.

Vertréglichkeitsuntersuchungen, die am Menschen Dbereits durchgefuhrt wurden,
unterstiitzen das Ergebnis, dass [**’IJADAM ein spezifischer SPECT-Ligand fir den
Serotonintransporter ist. Dabei wurden keine Veranderungen an den Vitalparametern als
Nebenwirkung des Radiopharmazeutikums festgestellt (139).

Diese Daten demonstrieren, dass [**IJADAM ein spezifischer SERT-Radioligand ist,
der fiir die in vivo Studien des zentralen serotonergen Systems geeignet ist. Dies untermauert

die These, dass [**I]JADAM auch beim Menschen Stérungen des serotonergen Neuro-
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transmittersystems gut darstellen und somit malgeblich zum weiteren Verstdndnis von
Erkrankungen dieses Systems beitragen kann.

Die wichtigste und entscheidende Bedeutung kénnte [***IJADAM bei der Vorhersage
des Ansprechens von Therapien mit Antidepressiva sowie deren Therapieliberwachung
zukommen. So gelang es bereits in einer Studie mit [*?*1]8-CIT, das teilspezifisch fiir den
SERT ist, Vorhersagen Uber das Ansprechen von Therapien mit Antidepressiva zu treffen. Je
hoher die SERT-Dichte im Diencephalon der untersuchten depressiven Probanden war, desto
besser sprachen sie auf die gegebenen SSRIs an (95).

Wiirden sich diese Ergebnisse mit [***IJADAM bestitigen, konnte das einen
deutlichen Schritt in der Verbesserung der VVorhersagemoglichkeiten fur das Ansprechen der
Therapie mit Antidepressiva nach sich ziehen und somit auch von groBem Nutzen fir die

Patienten sein.
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4. Ziele der vorliegenden Arbeit

4.1. Etablierung eines funktionsfahigen Mikro-SPECT-Systems
4.1.1. Phantomexperimente

Das Ziel des ersten Teils der hier vorliegenden Arbeit war es, die physikalischen
Leistungsgrenzen des verwendeten Pinhole-SPECT-Systems zu bestimmen. Die gewonnenen
Erkenntnisse dienen dazu, das System fir die folgenden Kleintierexperimente zu optimieren.
Es wurden drei sich grundlegend voneinander unterscheidende Phantomtypen verwendet.

Da der durch die Pinhole-Kollimatoren erzeugte VergroRerungseffekt bereits bei
kleinsten Fehlstellungen einer der drei Kamerakopfe zu fehlerhaften Uberlagerungen bei der
Rekonstruktion der Aufnahmen fihrt, wurde in dieser Studie ein Finfpunktphantom
verwendet. Aufnahmen dieses Phantoms fanden vor allen anderen gemachten
Untersuchungen statt. Sie sollen der Kalibrierung der drei Kamerakopfe in alle Translations-
und Rotationsrichtungen dienen. Durch den Einsatz dieses Phantoms soll versucht werden, die
UnregelmaéRigkeiten bei der Rekonstruktion zu minimieren.

Bei einem weiteren verwendeten Phantom handelte es sich um das so genannte
Kapillar-Phantom. Da es sich bei dem in der vorliegenden Arbeit verwendeten Pinhole-
Systems um ein experimentelles System handelt, sollte mit Hilfe dieser Experimente
aufgeklart werden, wie hoch die maximale Auflésung des Systems unter Verwendung der
verschiedenen Pinholeaufsatze ist. Des Weiteren sollte untersucht werden, wie sich die
Auflosung an verschiedenen Orten des Aufnahmefeldes verhélt.

Bei dem letzten in dieser Studie verwendeten Phantom handelte es sich um ein
Struktur-Phantom. Da neben der Auflésung auch die Sensitivitdt des Systems von enormem
Interesse war, sollte sie mit Hilfe dieses Phantoms fir die einzelnen Systemkonfigurationen
bestimmt werden. Zusétzlich erlaubte dieses Phantom eine direkte optische
Auflosungsbeurteilung.

4.1.2. Tierstudien

Da es sich bei [***I]JADAM um ein innovatives und radiochemisch aufwendig zu
markierendes Radiopharmazeutikum handelt, wurden die Untersuchungen zur Etablierung des
Systems zunachst mit [*™Tc]TRODAT durchgefilhrt. Dabei handelt es sich um einen
Liganden mit hoher Affinitdt an den Dopamintransporter (DAT). Dieses Radiopharmakon

wurde autoradiographisch sowie mit Hilfe von anderen Mikro-SPECT-Systemen bereits

38



verwendet (3) und eignet sich somit gut fir Vorversuche zur Etablierung eines neuen
Systems, da schon Vergleichsdaten vorliegen. Da es sich jedoch bei [**"Tc]TRODAT um ein
mit Technetium markiertes Radiopharmazeutikum handelt, wurden in einem weiteren
Zwischenschritt Untersuchungen mit einem **lod markierten Radiopharmakon durchgefiihrt.
Dabei handelt sich um [*?1]IPT, einem Liganden ebenfalls fir den Dopamintransporter
(DAT). Damit sollte nachgewiesen werden, dass auch mit ***lod markierten Substanzen
Aufnahmen hoher Qualitét erzielt werden kénnen.

Ziel war es zu zeigen, dass das in dieser Studie etablierte und verwendete Mikro-
SPECT-System in der Lage ist, Aufnahmen hoher Sensitivitdit und Auflosung bei der
Untersuchung des monoaminergen Systems in Kleintieren zu liefern. Es sollen damit optimale
Vorraussetzungen fiir die in vivo Evaluierung des innovativen Radioliganden [**IJADAM
geschaffen werden.

Nach Abschluss der Etablierungsversuche mit den vorher genannten Substanzen
wurden Markierungsstudien mit [***IJADAM durchgefiihrt.

Im Rahmen der préklinischen Evaluierung eines neuen Radiopharmazeutikums zur in
vivo Untersuchung ist es wichtig, an Kleintieren die hohe Spezifitdt und Selektivitat eines
Radioliganden an die neuronalen Transporterbindungsstellen demonstrieren zu kénnen. Ziel
dieses Teils der Arbeit war es, nach Etablierung eines dafiir geeigneten Systems, die
spezifische Bindung des Radioliganden an den SERT im Bereich des Mittelhirns in vivo
nachzuweisen. Zuséatzlich wurden in vivo Blockadestudien mit Fluoxetin durchgefuhrt, um
die [***IJADAM-Bindungsstellen zu untersuchen. Die erfolgreiche Einfiihrung der selektiven
SERT-Inhibitoren in die klinische Therapie von in erster Linie depressiven Stérungen macht
die Bedeutung dieses Transportersystems deutlich.

Die Resultate dieser Studien liefern wichtige Erkenntnisse iber die Spezifitat der in
vivo Bindung des Radiopharmazeutikums an den SERT. Sie erlauben ebenfalls Schlisse Gber
die moglichen Einsatzmoglichkeiten des Liganden an Patienten, die unter dieser Medikation

stehen.
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4.2. Darstellung des serotonergen Systems mit [***[JADAM am
Menschen

4.2.1. Probanden und Patienten

4.2.1.1. Gesunde Probanden

Im ndchsten Schritt der préklinischen Evaluierung des innovativen Radio-
pharmazeutikums [***I]JADAM muss seine Bindung an den SERT bei gesunden Probanden
untersucht werden. Zur Bestimmung der kinetischen Parameter kann mit Hilfe der
dynamischen SPECT-Messung die Biodistribution des Radioliganden im Gehirn in sehr
kurzen Zeitintervallen untersucht werden. Dabei soll die Anlagerung und das Auswaschen des
Radiotracers in verschiedenen Gehirnregionen untersucht werden.

Die durch [***IJADAM entstandene Méglichkeit, serotonerge Neurone im Menschen
zu untersuchen, ist ein viel versprechendes Werkzeug, um dieses System zu erforschen und

Veranderungen bei Erkrankungen, die dieses System betreffen, darzustellen.

4.2.1.2. Patienten mit depressivem Syndrom

Zur Evaluierung von [**1JADAM als potentiell niitzliches Radiopharmazeutikum zur
Darstellung und Untersuchung des Serotonintransporters sollen in diesem Teil der Arbeit
Ergebnisse an Patienten mit gesicherter Diagnose einer endogenen Depression vorgestellt
werden. Ziel dieser Studie war es, einen potentiellen Unterschied in der Dichteverteilung des
SERT bDbei gesunden Probanden im Vergleich zu unbehandelten Patienten mit einem
depressiven Syndrom zu untersuchen.

Damit soll die Maoglichkeit der potentiellen bildgebenden Diskriminierung zwischen

gesunden Probanden und depressiven Patienten eruiert werden.

4.2.1.3. Patienten mit Fibromyalgie

Ziel dieses Teils der Studie war es, einen gegebenenfalls vorhandenen Unterschied
zwischen einem Normalkollektiv und unbehandelten Patienten mit Fibromyalgie zu
untersuchen. Des Weiteren sollte auch die Wirkung von Tropisetron (Navoban®), ein 5-HTs-
Rezeptorantagonist, welcher erfolgreich bei der Behandlung des Fibromyalgiesyndroms
eingesetzt wird, auf den SERT durch entsprechende Messungen vor Therapiebeginn und vier
Wochen danach untersucht werden (165, 166).
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5. Material und Methodik

5.1. Pharmazeutika und Radiomarkierung
51.1. [®™Tc]TRODAT und [***]IPT

[®*™Tc]TRODAT(99m-Technetium[2-[[2-[[[3-(4-chlorophenyl)-8-methyI-8-
azabicyclo-[3.2.1]oct-2-yl]-methyl] (2-mercaptoethyl) amino] ethyl] amino] ethane-thiolato(3-
)-N2,N2',S2,S2"loxo-[1R-(ex0-ex0)]) ist ein zur Darstellung des présynaptischen Dopamin-
transporters (DAT) verwendetes Radiopharmazeutikum.

Im Vergleich zu [***IJADAM ist es kostengiinstiger, da es mit 99m-Technetium zu

markieren ist.

Abbildung 7: Strukturformel des Radioliganden [gngc]TRODAT

IPT (N-(3-iodopropen-2-yl)-2 beta-carbomethoxy-3 beta-(4-chlorophenyl)tropane) ist
ein mit ***lod markiertes Kokain-Analogon, das ebenfalls selektiv an den prasynaptischen

Dopamintransporter (DAT) bindet.

Die Synthese und Markierung dieser Substanzen erfolgte nach bereits veroffentlichten
Methoden (100, 132).
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5.1.2. [**IJADAM

[*#1]JADAM, lod-123[2-[[2-2Dimethylamino]methyl]phenyl] thio] -5 iodophenyl-
amine] wird durch eine Radiomarkierung mit **lodid hergestellt. In dieser Arbeit soll nur auf
die Radiomarkierung von [***IJADAM eingegangen werden, da die genaue Synthese von

ADAM zu weit fihren wiirde und auflerdem in der Literatur ausfuhrlich beschrieben wurde

(145).
|

NH> N{
S

Abbildung 8: Strukturformel von ADAM ([2-[[2-*2Dimethylamino]methyl]phenyl]thio]-5-iodo-
phenylamine].

Bei der Radiomarkierung von [***IJADAM wird als Erstes der Vorlaufer (Bu)3Sn-
ADAM (50ug) in 96% EtOH aufgeldst. Simultan wird in einer anderen Losung zu 1N HCL
(100ul) die gewiinschte Menge Na[***l]lodid hinzugegeben. Die auf diesem Wege
angesauerte [*?1]lodid-Lésung wird in eine 1-ml-Spritze aufgezogen und zu der
Salpetersdure-Losung gegeben. Unverziglich wird die 3%-H,0,-L8sung (100ul) hinzugefigt.
Diese beiden Gemische sollen nun zehn Minuten lang miteinander reagieren. Daraufhin
werden 100ul geséattigte NaHSO, -L6sung langsam zugefligt. Zur Entfernung des reduzierten
lods wird das mit einem Aktivkohlefilter versehene ReaktionsgefalR mit 10 ml Luft gespdilt.

Als letzter Schritt der Markierung wird nun das Reaktionsgefal gedffnet und
Carbonat-L6sung (1,5ml) zur Neutralisation langsam hinzugeftgt. Nach einer Abreaktionszeit
von ca. vier Minuten wird das Reaktionsgemisch in eine Glasspritze aufgezogen.

Nun folgt noch die Aufarbeitung des Gemisches. Hierzu wird das Reaktionsgemisch
auf eine SPE-Kartusche aufgegeben und nacheinander zur Reinigung mit folgenden
Substanzen gesplilt.

Als Erstes folgt die Abtrennung der hydrophilen Verunreinigungen mit H,0. Daraufhin
folgt die Entfernung von lipophileren Substanzen mit 40% EtOH. Als Letztes wird nochmals
mit 96% EtOH eluiert, um das Produkt optimal zu isolieren. Nun wird die mit 5 ml Aqua ad
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iniectabilia verdunnte Losung durch einen Sterilfilter mit der Porenweite von 22 um gefiltert
und in sterile Flaschchen gegeben.

Das so synthetisierte [**IJADAM muss anschlieRend eine Qualitatskontrolle
durchlaufen. Diese geschieht mittels einer Reversed-Phase-HPLC-Analyse unter Verwendung
einer Hamilton PRP-1 7um, 4,1¢250 mm Sdule. Als Eluens wird CH3CN/5 mM DMGA (pH
7) 90:10 mit einer FlieRrate von 1ml/mm verwendet. Unter diesen Bedingungen betragt die
Retentionszeit ca. zehn bis 15 Minuten. Die chemische Reinheit des Endproduktes sollte bei

korrekter Durchfuihrung mehr als 90% betragen.

5.1.3. Sonstige pharmakologisch wirksame Substanzen

Die in dieser Arbeit verwendeten Psychopharmaka, wie Fluoxetin (Prozac®) und
Methylphenidat (Ritalin®), wurden von Sigma-Aldrich (Eschestrale 5, 582024 Taufkirchen)
erworben.

Bei Fluoxetin handelt es sich um einen selektiven Inhibitor des Serotonintransporters
(SERT) (74). Methylphenidat hingegen blockiert die Bindung von Dopamin an den
Dopamintransporter (DAT) (140).

Samtliche Substanzen wurden kurz vor den Versuchen in 50 ul frischer physio-

logischer Kochsalzlésungen aufgeldst und in Spritzen aufgezogen.
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5.2. Mikro-SPECT
5.2.1. Aufbau der Pinhole-Kollimatoren

Alle Aufnahmen wurden von einer Prism 3000XP Dreikopfkamera, die bereits in
einem vorausgegangenen Kapitel beschrieben wurde, gemacht. Ausgerlstet wurde diese
Kamera mit eigens fir dieses Gerdt angefertigten Pinhole-Kollimatoren. Die Pinhole-
Kollimatoren hatten eine fokale Lange von 16 cm. Sie waren 18 cm breit und 40 cm lang und
entsprachen somit im Grundriss den Mal3en der Gamma-Kamera.

Als Aufsétze fur die Kollimatoren standen Ein-Loch- sowie Sechs-Loch-Adapter zur
Verfligung. Die Durchmesser der Bohrlocher betrugen 0,5; 1; 2 oder 3 mm. Zusatzlich war es
mdoglich, bei Verwendung der Sechs-Loch-Adapter eine Trennwand in den Kollimator
einzusetzen.

Der Korper der Pinhole-Kollimatoren wurde aus Blei angefertigt. Die einschiebbaren
Adapter bestanden jedoch aus Wolfram, da dieses bessere Eigenschaften zur Schwachung von
Gamma-Strahlen besitzt.

Pinholeadapter

Abbildung 9: Schematische Zeichnung des Aufbaus der Pinhole-Kollimatoren sowie die
Photographie eines unmontierten Pinhole-Kollimators.

Abbildung 10: Links: Die Abbildung stellt die verwendeten Wolfram-Pinholeaufsatze dar.
(Linkes Bild, links: Sechs-Loch-Pinholeaufsdtze mit von oben nach unten 3, 2, 1 mm
Offnungsdurchmesser; linkes Bild, rechts: Ein-Loch-Pinholeaufsatz mit von oben nach unten
3, 2, imm Offnungsdurchmesser. Rechtes Bild: Aufnahme des Pinhole-SPECT-Systems mit
montierten Pinhole-Kollimatoren.)
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5.2.2.  Bildakquisition und Auswertung

Die zu untersuchenden Objekte, also entweder das Phantom oder das Versuchstier,
wurden im Rotationszentrum der drei Kamerakopfe befestigt. In jeweils vorher bestimmten
Winkelschritten wurde das Objekt erfasst. Dies geschah mit drei rotierenden Detektorkdpfen,
die jeweils 120° auseinander lagen. Die Kdpfe rotierten um das zu untersuchende Objekt in
einem Rotationsradius von 7 cm oder weniger, abhangig von der strukturellen oder
anatomischen Beschaffenheit. In allen Aufnahmen betrug die Bildmatrix 128128 Pixel.

Sofern es sich bei den untersuchten Objekten um Versuchstiere handelte, wurden diese
in Zylindern von einem Durchmesser von 3,5 cm sicher befestigt. Somit konnte ein
kleinstmdglicher Rotationsradius von 4 cm und eine sichere Befestigung der Versuchstiere
wéhrend der gesamten Untersuchung gewahrleistet werden. Dies trug sowohl zu einer

geringstmoglichen Belastung fur das Versuchstier als auch zur hohen Bildqualitét bei.

Abbildung 11: Links: Schematische Darstellung der Anordnung der drei Pinhole-Kollimatoren
um das untersuchte Objekt. Rechts: Photographie des experimentellen Aufbaus bei der
Datenakquisition im Tierexperiment.

Das Energiefenster fir die Messungen mit **™Tc¢ betrug 15% mit dem Photopeak bei
140 KeV. Fir 2l wurde ein 20%-iges, asymmetrisches Energiefenster mit einer unteren
Grenze bei 159 KeV verwendet. Die Sensitivitat der Kollimatoren wurde stets in counts per
second (cps)/MBq angegeben.

Sofern nicht anders aufgefihrt, wurden alle Tierexperimente mit einem
Rotationsradius von 4 cm durchgefiihrt. Dabei wurden mit 40 Winkelschritten zu jeweils 3°
insgesamt 120° abgedeckt. Jeder Winkelschritt dauerte 45 Sekunden.

Aufgrund des so gewahlten Aufnahmeprotokolls wurden von jedem der drei Gamma-
Kamerakopfe 120° der Gesamtrotation abgedeckt. Damit war gewdhrleistet, dass jedem
Messkopf eine maximal lange Messzeit zukam. Dies fuhrte zu einer Verbesserung der
Aufnahmestatistik.
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5.2.3. Rekonstruktion

Aus den durch die Aufnahmen der Kamerakopfe gewonnenen zweidimensionalen
Daten auf den Detektoren missen mit Hilfe der Rekonstruktion wieder dreidimensionale
Daten erzeugt werden. Daflr stehen verschiedene Rekonstruktionsmoglichkeiten zur
Verfligung.

Pinholedffnung

Detektor

Vorwartsprojektion

Rotationsorbit o~ --.... Riickprojektion

Abbildung 12: Schematische Darstellung des Rotationsorbits, des untersuchten Objekts, eines
Detektors sowie der Vorwérts- und Rickprojektionen.

Fur die Rekonstruktion der Daten wurde zum einen die von Acton et al. fur diese Art
von Kollimatoren bereits entwickelte Methode verwendet. Diese basiert auf der simultanen
algebraischen Rekonstruktionstechnik (SART) mit einer Korrektur des Rotationszentrums-
fehlers (Center of Rotation Errors) (5).

Diese iterative Methode basiert auf folgendem Prinzip: Auf Basis einiger gewonnener
Daten macht der Computer zundchst eine grobe Schétzung, wie das zu rekonstruierende
Objekt auszusehen hat. Nun wird mit Hilfe der errechneten Ruickprojektionen verglichen, wie
gut die gemessenen zu den geschatzten Daten passen. Daraufhin werden die Unterschiede
bestimmt und die Werte additiv korrigiert. Dieser VVorgang wird so oft wiederholt, bis ein
zufrieden stellendes Ergebnis erreicht wird.

Der Rotationszentrumsfehler wird von Acton et al. jedoch nur fur eine
Translationsrichtung, die dem Abstand der KamerakOpfe vom Rotationszentrum entspricht,
korrigiert. Die Strahlendivergenz wird vernachléssigt.

Vorteil dieser Rekonstruktionsmethode ist, dass nach sehr kurzer Rekonstruktionszeit
Bilder in hoher Auflésung vorliegen.
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Alternativ dazu wurde im Rahmen dieser Arbeit eine weiterentwickelte Methode
verwendet. Diese basiert auf der RAMLA-Methode (Row Action Maximum Likelihood
Algorithm). Dabei werden die bei der SART-Methode verwendeten Voxel durch
kugelsymmetrische, tUberlappende Volumenelemente (Blobs) ersetzt.

Vorteil dieser Blobs ist es, dass sie groRRer sind als die sonst verwendeten VVoxel und
somit schon bei der Rekonstruktion als Glattungsfilter wirken.

Ein weiterer Vorteil ist, dass sie im Gegensatz zu den Voxel aufgrund ihrer
kugelsymmetrischen Form aus allen Aufnahmewinkeln gleich aussehen und somit die
Rekonstruktion wesentlich vereinfachen.

Ahnlich wie bei der SART-Methode wird auch bei der RAMLA-Methode zuerst vom
Computer aufgrund einiger gemessener Daten eine Schatzung abgegeben, wie das Bild
aussehen konnte und dann die Differenz zu den gemessenen Daten errechnet. Die Werte
werden jedoch multiplikativ und nicht additiv korrigiert.

Des Weiteren wurde bei der Rekonstruktion der Daten in der vorliegenden Arbeit die
Strahlendivergenz bericksichtigt.

Die in dieser Arbeit verwendeten Blobs hatten einen Radius von 0,78 mm und
befanden sich in einem Abstand von 0,65 mm voneinander.

Der Rotationszentrumsfehler wurde mit Hilfe eines Finf-Punkt-Phantoms vor allen
Tieraufnahmen fir alle sechs Translations- und Rotationsrichtungen korrigiert. Somit konnte
eine ideale Abstimmung aller drei Kamerakopfe aufeinander gewahrleistet werden. Die Folge
war, dass jeder Kamera-Kopf wahrend der Aufnahme nur noch 120° rotiert werden musste,
und nicht 360°, was zu einer Verbesserung der Aufnahmestatistik flihrte.

Als Nachteil dieser weiterentwickelten Methode ist jedoch zum einen zu nennen, dass
die Blobs, sobald sie zu groR gewahlt werden oder zu weit auseinander liegen, das Bild zu

stark filtern und somit relevante Informationen verloren gehen.

Abbildung 13: Links: Bildrekonstruktion (Projektion, Rickprojektion), welche den Raum der
Uberlappenden und glatten Blobs benutzt; rechts:Bilddarstellung in Voxelform der Summen
aller Blobs, die sich in diesem Voxel Uberschneiden. Abbildung nach (126).
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Zum anderen fuhrt dies dazu, dass sich die Rekonstruktionszeit der Bilder erheblich
verlangert. Es wird jedoch eine bessere Abgrenzung des Bildes zu dem Hintergrundrauschen
erzielt. Wenn nicht anders erwahnt, wurden alle Aufnahmen mit Hilfe der RAMLA-Methode
rekonstruiert.

Genauer auf diese beiden Rekonstruktionsverfahren einzugehen, wirde Uber den
Rahmen dieser Arbeit hinausgehen und ist zudem in der Fachliteratur bereits beschrieben
worden (8, 123).

5.2.4. Phantomexperimente

5.2.4.1. Funf-Punkt-Phantom

Das bei den Versuchen verwendete, selbst angefertigte Finf-Punkt-Phantom bestand
aus quadratischem Plexiglas, in welchem sich im Abstand von 7 cm Bohrungen von 1,5 mm
Tiefe befanden.

Der Rotationsradius betrug 8 cm. Das Aufnahmeprotokoll beinhaltete 40
Winkelschritte zu jeweils 3° ber 8,9 min. Die Bohrungen waren mit jeweils einer vorher

bestimmten Menge **™Tc-Pertechneat gefillt.

Abbildung 14: Darstellung des in diesen Versuchen als Kalibrierungs-Phantom verwendeten
Funf-Punktphantoms, sowohl schematisch (li.) als auch als Foto (re.).

5.2.4.2. Kapillar-Phantom

Vier orthogonal zueinander angeordnete Kapillarréhren mit einer L&nge von 3 cm und
mit einem Innendurchmesser von 0,7 mm wurden verwendet. Diese waren mit ca. 1 MBq
[**™Tc]pertechnetate gefiillt.

Es wurde die Auflosung fir alle Pinholeaufsétze bestimmt. Der Rotationsradius betrug
4 cm. Sie wurden auf eine 128128 Pixel Matrix mit einer Pixelgrofie von 0,62 mm projiziert.
Die Bilder wurden mit Hilfe der BLOB-Methode rekonstruiert, was zu einer BildpixelgroRe

von 0,78 mm fihrte.
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Abbildung 15: Links: Photographie der Kapillaren. Rechts: Schematische Darstellung der
Anordnung der Kapillaren im Aufnahmefeld.

5.2.4.3. Struktur-Phantom

Das verwendete Strukturphantom bestand aus Plexiglas mit 121 Bohrungen, die in

Gruppen mit jeweils verschiedenem Durchmesser angeordnet waren.

Plexiglas

Radio-
pharmakon

N
70 mm
75 mm

"Quelle”

=3 mm

- H :~—llmm

Abbildung 16: Links: Dies ist eine transaxiale Darstellung des zylindrischen Struktur-
Phantoms. Die dargestellte Quellenverteilung dient als Schablone fiir den Aufbau des Struktur-
Phantoms. Rechts: Axiale Sicht auf das Struktur-Phantom. Der Ubersicht wegen ist nur eine
der 121 Bohrungen eingezeichnet. Vor und hinter der abzubildenden Ebene waren Areale von
ca. 3 mm axialer Tiefe, die zur besseren Verteilung des Radiopharmakons in die Lécher
dienten.

Es wurden standardisierte Aufnahmen des Struktur-Phantoms angefertigt, um die
Auflosung des Pinhole-Systems bei sowohl verschiedenen Pinhole-Durchmessern (0,5; 1; 2; 3
mm) als auch bei verschiedenen Pinhole-Anzahlen (1; 6) zu ermitteln.

Dabei wurden jeweils 250 MBq Tc-99m in das Phantom injiziert. Es wurde ein
Gesamtrotationsradius von 360° abgedeckt. Dies geschah in 120 Winkelschritten zu jeweils
3°. Jeder einzelne Schritt dauerte 15 sek. Der Rotationsradius betrug 8 cm.

Die Aufnahmen wurden mit Hilfe der BLOB-Methode rekonstruiert, was zu

hochauflésenden Aufnahmen mit einer Pixelgréfie von 0,78 mm fuhrte.
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5.2.5. Tierstudien

5.2.5.1. Durchfihrung der Tierexperimente

Fur alle Experimente wurden maénnliche Sprague-Dawley Ratten (200-2509)
verwendet. Das Korpergewicht betrug im Mittel 230 g, die Korperlange 35,6 cm. Die
Tierexperimente wurden nach Zustimmung der Ethikkommission und der Regierung von
Oberbayern durchgefihrt. Durch Inzuchtstamme wurde genetische Uniformitat gewéhrleistet
(189).

Zur Stressvermeidung befanden sich die Tiere schon einige Tage vorher zur
Beruhigung im Labor.

Abbildung 17: Foto einer Sprague-Dawley Ratte nach Einleiten der Narkose und nach Anlegen
der Narkosemaske.

Narkose und Radiopharmazeutikum wurden ausnahmslos vom selben Untersucher
appliziert. Die Narkoseeinleitung fand mit 5 Vol% Isofluran in Kombination mit 1,9 ml/min
O, statt. Die Tiere befanden sich wahrend der gesamten Versuchsdauer in einer 1 Vol%
Isoflurannarkose mit einem O,-Flow von 1.0 I/min. Teilweise wurde die Narkosetiefe an die
sich &ndernde Atemfrequenz des Versuchstiers auf bis zu 2,0 Vol% Isofluran mit 1,6 I/min O,
angepasst. Die Versuchstiere wurden wahrend der laufenden Versuche mit Hilfe einer
Wérmelampe gewarmt (131, 179).

In Abhéngigkeit vom geplanten Experiment wurde den Ratten das verwendete
Radiopharmakon sowie verschiedene pharmakologische Substanzen in die vorher

freipraparierten V. femoralis injiziert.

Abbildung 18: Foto der Injektion des Radiopharmazeutikums in die V. femoralis der Ratte.
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Alle Tierstudien wurden mit Pinhole-Kollimatoren mit einer Bohrung mit einem
Offnungsdurchmesser von 1 mm durchgefiihrt. Wenn nicht anders beschrieben, wurden bei
Aufnahmen mit [*™Tc]TRODAT Aktivititen von 900-1000 MBq injiziert und bei
Aufnahmen mit [***IJADAM und [*?*[]IPT Aktivitaten von 400-500 MBq injiziert.

Die pharmakologisch wirksamen Substanzen wurden in folgenden Dosen injiziert:
Methylphenidat (Ritalin®) jeweils in einer Dosis von 2 mg/kg (48) und Fluoxetin (Prozac®) in
einer Dosis von jeweils 5 mg/kg (124). Samtliche pharmakologische Substanzen wurden 15
Minuten vor Injektion des Radiopharmakons injiziert.

Nach Beendigung der Versuche wurden die Ratten unter Andsthesie nach Eréffnung
des Thorax durch Extraktion des Blutes aus dem linken Herzen sowie manueller Distraktion
des Riuickenmarks getotet (131).

5.2.5.2. [®™Tc]TRODAT und [***(]IPT an Ratten

Zur Etablierung des Systems wurden insgesamt sieben Ratten mit dem
Radiopharmazeutikum [*"Tc]TRODAT untersucht. Dabei wurden an vier unbehandelten
Ratten Kinetikstudien durchgefinhrt.

Drei weitere Ratten wurden nach der Gabe von 2 mg/kg Methylphenidat (Ritalin®)
untersucht. Mit Hilfe von solchen Blockadestudien kann die Spezifitat eines Radioliganden
flr eine gewisse Struktur nachgewiesen werden. Die Untersuchungsdauer betrug jeweils vier
Stunden.

Um die Aufnahmeparameter fur mit **I-markierten Substanzen optimal einstellen zu
kénnen, wurde eine unbehandelte Ratte mit dem *2*I-markierten IPT untersucht. Eine weitere
wurde nach Gabe von 2 mg/kg Methylphenidat (Ritalin®) untersucht. Die Untersuchungen

dauerten jeweils vier Stunden.

5.2.5.3. [**IJADAM an Ratten

Kinetikstudien zur in vivo Bindung des innovativen Radioliganden [***IJADAM am
SERT wurden an insgesamt vier unbehandelten Ratten durchgefiuhrt. Drei weitere
Versuchstiere wurden nach der Gabe von Fluoxetin (Prozac®) in einer Dosis von jeweils 5

mg/kg untersucht. Die Dauer der Messungen betrug jeweils finf bis sechs Stunden.
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5.3. SPECT
5.3.1.  Bildakquisition und Auswertung

5.3.1.1. SPECT-Akquisition

Alle Studien am Menschen wurden an einer Picker Prism 3000 XP 3-Kopf Gamma-
Kamera durchgefiihrt. Hierbei wurden in 120 Winkelschritten a 3° insgesamt 360° erfasst.
Der Winkel zwischen den drei Detektorkdpfen betrug jeweils 120°. Abhangig von der
anatomischen Beschaffenheit der untersuchten Personen betrug der Rotationsradius 13 cm
oder weniger. In allen Aufnahmen betrug die Bildmatrix 128¢128 Pixel. Dies lasst die
Berechnung einer Pixelgréfie von 2,11 mm in der Projektionsebene zu. Es wurden bei allen
Aufnahmen konvergierende und fokussierende High-Resolution-Fan-Beam-Kollimatoren
verwendet. Bei den Messungen von [***IJADAM wurde ein asymmetrisches Energiefenster
mit 20% und einem Photopeak bei 159 keV benutzt.

Bei der gesunden Kontrollgruppe zur Untersuchung der Kinetik von [***IJADAM und
dessen Bindung an den Serotonintransporter wurden 120 dynamische SPECT-
Untersuchungen tber 300 Minuten oder 0-5h p.i. angefertigt. Die durchschnittlich injizierte
Menge Aktivitat betrug ca.185 MBq. Sie wurde in die V. brachialis injiziert.

Sowohl fiir die Untersuchung der Patienten mit depressivem Syndrom als auch flr die
Untersuchung der Patienten mit Fibromyalgie, vor und nach Therapie, wurde das folgende
Aufnahmeprotokoll verwendet.

Den Patienten wurden im Schnitt ebenfalls 185 MBq [**IJADAM in die Vena
brachialis injiziert, nach drei Stunden wurden jeweils 20 Scans & finf Minuten durchgefihrt.

5.3.1.2. Bildrekonstruktion und -nachbearbeitung

Nach Beendigung der Aufnahmen wurden alle gewonnenen Rohdaten auf eine
Odyssee-Workstation transferiert und dort weiterverarbeitet. Hier erfolgte zunéchst eine
Addition der Rohdaten sowie eine Multiplikation mit dem Scale Faktor 5. Anschlielend
wurden die Daten mit Hilfe der gefilterten Ruckprojektion rekonstruiert. Um das noch
vorhandene storende Bildrauschen zu unterdriicken, wurde ein glattender Softwarefilter, ein
so genannter Low Pass Filter, verwendet. Um eine optimales Verhaltnis zwischen der
Reduktion des Bildrauschens und guter Auflésung zu erhalten, wurde eine ,,Cut-Off-
Frequenz“ von 0,26 benutzt. Daraufhin erfolgte eine Schwéachungskorrektur nach Chang's
First Order Methode. Diese wird zur Berilcksichtigung der Abschwéachung der
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Gammaguanten, welche sowohl von dem durchdrungenen Gewebe als auch von dem
Gammaguant selbst abhangig sind, benutzt.

Als letzter Schritt wurden die Datensatze manuell reanguliert. Hierdurch wird
gewahrleistet, dass fir die weitere Auswertung bei allen Untersuchungen gleiche
Schnittschichten durch die jeweiligen Gehirne verwendet werden kdnnen.

5.3.1.3. Regions of Interest

Zur Bestimmung der Anreicherung des verwendeten Radiopharmakons [***IJADAM
in den einzelnen Arealen des Gehirns wurde die Region of Interest Methode (ROI) verwendet.
Die Regionen wurden bei jedem Untersuchten individuell angepasst, um alle individuellen
anatomischen Eigenheiten bestmdglich berticksichtigen und die zu untersuchenden Strukturen
so exakt wie moglich erfassen zu konnen. Die jeweils relevanten Regionen waren bei
sagittalen Aufnahmen das Frontal-, Parietal-, Occipetalhirn, das Cerebellum und das
Mittelhirn. Bei den transversalen Aufnahmen waren es Mittel-, Frontal-, Occipetalhirn und
das Cerebellum.

Abbildung 19: Sagittales und transversales SPECT-Bild des Gehirns mit eingezeichneten
Regions of Interest. Die markierten Strukturen entsprechen dem frontalen Kortex (linkes Bild
1), dem parietalen Kortex (links, 2), dem occipitalen Kortex (links, 3), dem Cerebellum (links, 5)
sowie dem Mesencephalon (links, 4; rechts, 1,2,3).
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5.3.2. Probanden und Patienten

5.3.2.1. [***]ADAM bei gesunden Probanden

Bei den gesunden Probanden waren keine akuten oder chronischen Krankheiten
bekannt, welche die Aufnahme, Anreicherung, Metabolisierung und Ausscheidung des
Radiopharmakons hatten verdndern kénnen. Die freiwilligen Probanden standen weder unter
einer Medikation, noch wurden Drogen eingenommen. Es war keine neurologische oder
psychiatrische Erkrankung bekannt.

Die Untersuchung wurde erst nach der Genehmigung der Studie durch die zustéandige
Aufsichtsbehdrde und die Ethikkommission durchgefuhrt. Zusétzlich wurden die Probanden
uber die Studie aufgeklart und mussten schriftlich zustimmen.

5.3.2.1.1. Untersuchungen zur Kinetik

Es wurden dynamische SPECT-Untersuchungen durchgefthrt, um den idealen
Untersuchungszeitpunkt nach intravendser Injektion von [***I]JADAM zu bestimmen. Es
erfolgte an zwoIf gesunden Probanden eine Datenakquisition ber 300 Minuten ab
Injektionszeitpunkt.

Zehn Probanden waren mannlich und zwei weiblich. Das mittlere Alter betrug 38
Jahre mit einer Standardabweichung von dreizehn Jahren. Das Alter variierte zwischen 22 und
61 Jahren.

Ziel dieses Studienteils ist die kontinuierliche Evaluierung der Bindung von
['**I]JADAM an den Serotonintransporter im Gehirn gesunder Probanden {ber mehrere
Stunden. Aus den Bindungskurven in verschiedenen cerebralen Regionen soll der ideale

Untersuchungszeitpunkt ermittelt werden.

5.3.2.1.2. Untersuchungen zur Altersabhangigkeit

Die Altersabhéngigkeit der Dichte des SERT wurde an zwolf Probanden untersucht.
Das mittlere Alter dieser Probanden betrug 38 Jahre mit einer Standardabweichung von
dreizehn Jahren.
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5.3.2.2. [**IJADAM bei Patienten mit depressivem Syndrom

An den Untersuchungen nahmen insgesamt acht unbehandelte Patienten mit
gesichertem endogenen depressiven Syndrom teil. Das Alter variierte zwischen 23 und 64
Jahren. Das Durchschnittsalter betrug 47 Jahre mit einer Standardabweichung von vierzehn
Jahren.

Diese Kapitel beschaftigt sich mit der ersten in vivo Untersuchung des
Serotonintransporters mittels [**IJADAM an Patienten mit klinisch diagnostiziertem
depressiven Syndrom (DSM 1V) (15).

Die Patientenrekrutierung erfolgte in enger Kooperation mit der Psychiatrischen
Klinik der Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen.

5.3.2.3. [*®*I]JADAM bei Patienten mit Fibromyalgie

Bei allen an Fibromyalgie erkrankten Personen erfolgte die Diagnosefindung nach den
Klassifikationskriterien des American College of Rheumatology (184). Die Patienten-
rekrutierung erfolgte in Zusammenarbeit mit dem Friedrich-Bauer-Institut der Ludwig-

Maximilians-Universitat Miinchen.

5.3.2.3.1. Unbehandelte Patienten

Es nahmen an der Untersuchung insgesamt funf Patienten mit diagnostisch gesicherter
Fibromyalgie teil (184). Das Patientenkollektiv setzte sich ausschlieBlich aus Frauen
zusammen. Das Alter variierte zwischen 34 und 63 Jahren. Das mittlere Alter betrug 42 Jahre,
die Standardabweichung acht Jahre.

5.3.2.3.2. Patienten unter Therapie mit Tropisetron

Es wurden alle Patienten sowohl vor als auch vier Wochen nach der Therapie
untersucht. Therapiert wurde mit dem 5-HT; Rezeptorantagonisten Tropisetron (Navoban®) in
der Dosis von 5 mg pro Tag. Bei allen untersuchten Patienten verlief die Therapie erfolgreich.
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5.4. Auswertung der spezifischen Bindung der Radioliganden

Um durch den radioaktiven Zerfall entstehende Effekte ausschlieBen zu konnen,
wurden alle ermittelten Daten fiir das entsprechende Radiopharmakon korrigiert.

Zur besseren Objektivierung der selektiven Anreicherung eines Radiopharmakons in
einer bestimmten Region wurde die spezifische Bindung bestimmt. Besonderes Interesse galt
in dieser Studie Zielstrukturen wie dem Mesencephalon, der Medulla oblongata und der Pons.

Um die spezifische Bindung flr diese Strukturen berechnen zu kénnen, musste zuerst
eine unspezifische Hintergrundaktivitat bestimmt werden. Diese wurde gleichgesetzt mit der
nicht selektiven Bindung des Radiopharmakons im Gehirn. Das Cerebellum (Cer) schien in
allen durchgefuhrten Studien am besten geeignet. Hier wurde die geringste Dichte an SERT
postuliert (2). Die Aktivitat wurde immer in Zahlereignisse Counts/Pixel gemessen.

Bei der Berechnung der spezifischen Bindung im Mittelhirn wurde die fir den
Hintergrund korrigierte Speicherung bertcksichtigt. Dabei wurden die gemessenen Counts in
der Hintergrundregion (Cerebellum) von den mittleren registrierten Ereignissen in der zu
untersuchenden Region subtrahiert und das Ergebnis durch die mittlere Aktivitdt im
Hintergrund (Cerebellum) dividiert ((Mes-Cer)/Cer). Die Daten wurden als prozentuale
Bindung ausgedruickt, wobei der 100%-Wert sich auf das ((Mes-Cer)/Cer) Verhaltnis bei
nicht therapierten Probanden bezog.

Zusétzlich wurde auch ein Target/Non-Target-Ratio kalkuliert. Es wurde das
Verhaltnis zwischen Aufnahme des Radiopharmakons in der interessierenden Region und
dem Hintergrund direkt errechnet.

Unter Verwendung der spezifischen Bindung und des Target/Non-Target-Ratios
konnten nun aussagekraftige Informationen (ber das Bindungsverhalten des
Radiopharmakons in den untersuchten Hirnregionen gewonnen werden. Eine bessere
Objektivierung und Vergleichbarkeit der Daten konnte durch diese Methoden der Auswertung
gewadhrleistet werden.

Der Mittelwert und die Standardabweichung wurden fir alle untersuchten Kollektive

errechnet.
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5.5. Statistische Analyse

Bei der Statistischen Auswertung der gewonnenen Daten wurde sowohl der Student’s
t-Test als auch ANOVA (Analysis of variance) verwendet. War der p-Wert kleiner als 0,05,
wurden Unterschiede als statistisch signifikant beschrieben, war der p Wert kleiner als 0,01
wurden die Unterschiede als statistisch hochst signifikant beschrieben.

Fir die Realibilitdt der Daten der Kontrollgruppe wurde der Pearsons's ,r

Korrelations-Koeffizient berechnet.
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6. Ergebnisse

6.1. Mikro-SPECT
6.1.1. Phantomexperimente

6.1.1.1. FuUnf-Punkt-Phantom

Die Verwendung eines solchen Flnf-Punkt-Phantoms war notwendig, um alle drei
Gamma-Kamerakopfe vor den Aufnahmen, sowohl in allen drei Translationsrichtungen als
auch in allen drei Rotationsrichtungen, zu kalibrieren. Damit wurde gewahrleistet, dass die
Positionen der drei Kamerakopfe optimal aufeinander abgestimmt waren. Bei den folgenden
Tieraufnahmen musste, aufgrund dieser Kalibrierung, jeder Kamerakopf nur 120° rotiert
werden. Dies fiihrte zu einer héheren Sensitivitat und besseren Aufnahmestatistik, als wenn
jeder Kamerakopf 360° rotieren misste.

Fehlerhaften Uberlagerungen aufgrund der Fehlstellung der Kamerakopfe zueinander
wurde ebenfalls mit dieser Kalibrierung zuvorgekommen. In Abbildung 21 sind die Unter-
schiede vor und nach Verwendung des Flnf-Punkt-Phantoms dargestellt.

Abbildung 20: Rekonstruktion der SPECT-Aufnahmen des untersuchten Fiunf-Punkt-Phantoms.

Zur Validierung der durch das Kapillar-Phantom gewonnenen Daten zur Auflésung
wurden auch hier die radialen Halbwertsbreiten bei Aufnahmen mit verschiedenen Pinhole-
Aufsatzen bestimmt. Diese stimmten mit den Werten der Aufnahmen des Kapillarphantoms

Uberein.
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6.1.1.2. Kapillar-Phantom

Mit Hilfe von Aufnahmen der vier orthogonal zueinander angeordneten
Kapillarréhrchen wurde die rdumliche Auflésung des Systems bestimmt. Die Kapillaren
waren so angeordnet, dass zu allen relevanten Punkten des Sichtfeldes (FOV: Field of View)
Aussagen bezuglich der Ortsauflosung getroffen werden konnten.

Die raumliche Auflosung des Systems wurde mit Hilfe der radialen Halbwertsbreite
(FWHM, Full Width at Half Maximum) ermittelt.

Hierbei ergaben sich die folgenden rekonstruierten Aufnahmen und Werte.

Abbildung 21: Transversale sowie koronare SPECT-Aufnahmen der untersuchten Kapillaren.
Der Pfeil gibt die Schnittebene fir die koronaren Aufnahmen wieder.

-

Abbildung 22: Links: Rekonstruktion des Kapillar-Phantoms mit Hilfe des SART-Algorithmus
ohne Bericksichtigung der Strahlendivergenz und ohne Kalibrierung der Kamerakdépfe mit
Hilfe des Funf-Punkt-Phantoms; Rechts: Rekonstruktion des Kapillar-Phantoms mit Hilfe der
BLOB-Methode unter Berucksichtigung der Strahlendivergenz und unter Verwendung des
Flnf-Punkt-Phantoms.
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Abbildung 23: Darstellung der mittleren Aufldsung (FWHM) des Pinhole-Systems im
Aufnahmefeld in orthogonaler Richtung zu der Rotationsachse, unter Verwendung von 1-mm-
Pinhole-Aufsatzen mit einer Bohrung.
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Abbildung 24: Darstellung der mittleren Auflésung (FWHM) des Systems vom Mittelpunkt des
Aufnahmefeldes in Richtung der Rotationsachse unter Verwendung von 1-mm-Pinhole-
Aufsatzen mit einer Bohrung.
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Die vorangehenden Graphiken stellen die Auflésung des Pinhole-SPECT-Systems
exemplarisch unter Verwendung eines 1-mm-Pinhole-Adapters entlang der Rotationsachse
und orthogonal zu ihr dar.

In der folgenden Tabelle sind die besten gemessenen Auflésungen fir die
verschiedenen Pinhole-Adapter dargestellt.

Offnungsdurchmesser Pinhole-Bohrung (mm) | Beste gemessene Auflésung (FWHM, mm)
0,5 1,81
1 191
2 2,44
3 2,73

Tabelle 3: Jeweils die am besten gemessenen radialen Halbwertsbreiten (FWHM) unter
Verwendung der verschiedenen zur Verfiigung stehenden Pinhole-Adapter mit einer Bohrung.

Zu den gemessenen radialen Halbwertsbreiten des Pinhole-SPECT-Systems ist
anzumerken, dass die Ergebnisse nicht rechnerisch fiur die Dicke des entsprechenden Kapillar-
Phantoms korrigiert worden sind (Gauss sche Korrektur).

Exemplarisch wurde auch die Aufnahme unter Verwendung des 1-mm-Pinhole-
Adapters mit Hilfe der SART-Methode rekonstruiert. Da diese weder die Strahlenkonvergenz
noch die Korrektur der Gamma-Kameraképfe in alle sechs Translations- und
Rotationsrichtungen bertcksichtigt, wurde nur eine maximale Auflésung von 1.91 mm er-

reicht.

6.1.1.3. Struktur-Phantom

Die Systemsensitivitat wurde mit Hilfe des vorher beschriebenen Struktur-Phantoms
bestimmt. Dieses Phantom ermdglichte aufgrund seiner unterschiedlichen Bohrungen auch
einen optischen Auflésungstest. Mit ihm kann direkt beurteilt werden, welche Strukturen
welcher GroRe noch voneinander zu differenzieren sind. Dabei wurden Aufnahmen des
Phantoms unter Verénderung der Systemkonfigurationen, wie zum Beispiel Anzahl und
Durchmesser der einzelnen Bohrungen der Pinhole-Kollimatoraufsatze, durchgefihrt.

Beurteilt wurde an einigen relevanten Beispielen zum einen die Sensitivitadt des

Systems in Counts/second/MBq, zum anderen die optische Differenzierbarkeit der einzelnen
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Punkte mit verschiedenen Durchmessern. Bei diesen Untersuchungen konnte Folgendes
festgestellt werden:

Bei einem Pinhole-Aufsatz mit einer einzigen Bohrung von 0,5 mm Durchmesser
konnte eine Sensitivitat von 35 cps/MBq erzielt werden. Bei Erhohung der Lochzahl auf drei
Bohrungen mit dem gleichen Durchmesser konnte eine Sensitivitat von 140 cps/MBq erzielt
werden. Bei einem Pinhole-Aufsatz mit sechs Bohrungen mit 1 mm wurde eine Sensitivitat
von 210 cps/MBqg gemessen. Wurde ein Aufsatz mit einer einzigen Bohrung von 2 mm
verwendet, wurde eine Sensitivitat von 95 cps/MBq erreicht.

Bei einem Rotationsradius von 7 cm mit einem Pinhole-Durchmesser von 0,5 mm
kdnnen Bildpunkte von unter 2 mm noch Kklar voneinander differenziert werden. Jedoch schon
ab einem Pinhole-Durchmesser von 1 mm lassen sich diese Bildpunkte nur noch undeutlich
voneinander differenzieren. Die Sensitivitat des Systems steigt mit Anzahl und Durchmesser
der Pinhole-Bohrungen an.

Bei der Verwendung von Multi-Pinhole-Aufsatzen, sowohl mit als auch ohne
Trennwand, wird das Zentrum des Aufnahmefeldes unscharf. Ursache hierflr ist zum einen,
dass sich die Aufnahmefelder, welche auf den Detektorkopf projiziert werden, Uberlappen,
und zum anderen, dass der Rekonstruktions-Algorithmus nicht fur solche Aufnahmen

optimiert wurde.

Abbildung 9: Eine Aufnahme des Struktur-Phantoms mit einem 0,5-mm-Pinhole-Adapter, mit
daruber liegender Schablone zur Differenzierung der einzelnen Bohrungen voneinander.

62



Abbildung 10: Links: Aufnahme des Struktur-Phantoms mit einem Pinhole-Durchmesser von

0,5 mm. Rechts: Aufnahme des Struktur-Phantoms mit einem Pinhole-Durchmesser von 2,0
mm.

Abbildung 25: Links: Aufnahme des Struktur-Phantoms mit 6-Pinhole-Kollimatoren mit 1 mm
Offnungsdurchmesser unter Verwendung einer Trennwand. Rechts: Aufnahme des Sechs-
Pinhole-Struktur-Phantoms mit Offnungsdurchmesser von 1 mm ohne Trennwand.

Offnungsdurchmesser Pinhole-Bohrung (mm) Sensitivitat (cps/MBQ)

0,5 35

2

95

Tabelle 4: Sensitivitat (cps/MBq) des verwendeten Pinhole-SPECT-Systems in Counts per
Second per MBq bei verschiedenen Pinhole-Aufséatzen mit einer Bohrung.
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6.1.2.  Tierstudien
6.1.2.1. Experimente mit [*"Tc]TRODAT und [*?I]IPT an Ratten

6.1.2.1.1. Kinetikstudien

Bei der kontinuierlichen Messung der Anreicherung von [*"Tc]TRODAT in den
einzelnen Kortexarealen der untersuchten Tiere zeigte sich in den ersten 30 Minuten nach der
Injektion eine direkte stetige Zunahme der gemessenen Aktivitat.

Relativ frih wurde im Striatum sowie im Cerebellum ein Bindungsmaximum erreicht.
Darauf folgte dann eine schnelle Auswaschphase mit wieder konstant sinkenden Werten.

Im Bereich des Maximums blieben die Werte fiir ca. 30 Minuten, bevor dann ein
langsames und stetiges Absinken registriert werden konnte. Im Vergleich zum Cerebellum
unterscheidet sich das Striatum sowohl durch eine héhere Aktivitat in Counts/Pixel als auch
durch die Tatsache, dass die Werte nach Erreichen eines Maximums deutlich langsamer
abfallen. Dies ist durch die langsamere Auswaschphase des Radiopharmakons in diesem
Areal zu erkldren. Diese Messungen sprechen dafiir, dass sich [**"Tc]TRODAT selektiv und
spezifisch im Striatum von unbehandelten Versuchstieren anreichert.

Aufgrund dieser voneinander abweichenden Maximalwerte und der differierenden
Geschwindigkeit des Auswaschens kommt es zu einem kontinuierlichen Anstieg der
spezifischen Bindung ((Striatum zu Cerebellum)/Cerebellum) von 0 auf 0,91 bis 180 Minuten
p.i. Die Kurve fur das Ziel-/Hintergrundverhéltnis (Striatum zu Cerebellum) steigt ebenfalls
bis zu diesem Zeitpunkt an. Beide Verhaltnisse fallen nach Erreichen dieses Maximums
wieder ab. Es ergab sich keine statistisch signifikante Differenz zwischen der spezifischen
Bindung oder dem Target/Non-Target-Ratio im linken und rechten Striatum.

Abbildung 26: Darstellung des Rattenhirns nach SPECT-Scan. Die Region 3 zeigt die Lage des
Cerebellums, die Regionen 1 und 2 die Lage der beiden Striatis.
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Abbildung 27: Darstellung der Kinetik der mittleren Anreicherung von [gngc]TRODAT an den

DAT im Striatum und Cerebellum (n=4). (Schwarze Kurve: Mittelwert Striatum; Griine Kurve:
Mittelwert rechtes Striatum; Gelbe Kurve: Mittelwert linkes Striatum; Rote Kurve: Mittelwert

Cerebellum) mit jeweiliger Standardabweichung.
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Abbildung 28: Darstellung der spezifischen Bindung (Str-Cer)/Cer von [gngc]TRODAT an den

DAT im Striatum von unbehandelten Ratten (n=4) mit entsprechender Standardabweichung.
Der optimale Untersuchungszeitpunkt ergibt sich aus der Plateauphase von 90 bis 180
Minuten.
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6.1.2.1.2. Darstellung des Dopamintransporters nach
Methylphenidatgabe

Der Vergleich der Bindung von [*Tc]TRODAT an den DAT bei mit 2 mg/kg
Methylphenidat (Ritalin®) vorbehandelten Versuchstieren mit der Bindung der Kontroll-
gruppe ergab folgende Werte. Flr die vier unbehandelten Versuchstiere errechnet sich ein
Mittelwert von 0,87+0,11, fir die vorbehandelten Tiere ein Mittelwert von 0,08+0,01, jeweils
fur die spezifische Bindung im Striatum ((Str-Cer)/Cer). Dies entspricht einer mittleren
Abnahme der spezifischen Bindung um 89%. Die beschriebenen Unterschiede waren héchst
signifikant (p<0,01). Die Aufnahmen wurden zum optimalen Untersuchungszeitpunkt nach 90
bis 120 Minuten durchgeftihrt.

Abbildung 29: Koronare SPECT-Scans eines Versuchstiers vor (linkes Bild:(Str-Cer)/Cer=0,16 )
und eines nach Gabe von 2 mg/kg Methylphenidat (Ritalin®) (rechtes Bild; (Mes-Cer)/Cer=0,87).

1,25 -
1,00 L 4
g
g 3
g 075 *
o
£
®
& 0,50
N
[
Q.
n
0,25
A
'
0,00
@ ohne Methylphenidat A mit Methylphenidat
B Mittelwert ohne Methylphenidat @ Mittelwert mit Methylphenidat

Abbildung 30: In dieser Darstellung werden vier unbehandelte Versuchstiere (li.) mit drei
Versuchstieren nach der Gabe von Methylphenidat (Ritalin®) (re.), nach 90 bis 120 Minuten,
verglichen. Der Mittelwert der unbehandelten Tiere betrug 0,87+0,11, der Mittelwert der
behandelten Tiere betrug 0,09+0,05. Der t-Test ergab einen Wert von unter 0,01. Die
Unterschiede sind somit von héchster Signifikanz.
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Abbildung 31: Darstellung des Mittelwerts der spezifischen Bindung von [gngc]TRODAT an

den DAT im Striatum bei mit 2 mg/kg Methylphenidat (Ritalin®) vorbehandelten Ratten mit
Standardabweichung.

Der Vergleich der Bindung von dem mit *?* markierten IPT an den DAT bei einem
ohne und einem mit Methylphenidat vorbehandelten Versuchstier ergab folgende Ergebnisse.
Fur das unbehandelte VVersuchstier errechnet sich ein Wert von 1,37, flr das vorbehandelte ein
Wert von 0,14, jeweils flr die spezifische Bindung im Mesencephalon ((Str-Cer)/Cer). Dies

entspricht einer Abnahme der spezifischen Bindung um 90%.
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Abbildung 32: Koronare [I]IPT SPECT-Scans des Gehirns eines unbehandelten (linkes
Bild;(Str-Cer)/Cer=1,37) und eines mit Methylphenidat (Ritalin®) behandelten Versuchstiers
(rechtes Bild; (Mes-Cer)/Cer=0,14).
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6.1.2.2. [**I]ADAM

6.1.2.2.1. Kinetikstudie

Bei der Messung der Anreicherung von [**IJADAM in unbehandelten Versuchstieren
zeigte sich in den ersten 30 Minuten nach der Injektion ein stetiges Ansteigen der Aktivitat
mit einem Bindungsmaximum im Mittelhirn sowie im Cerebellum. Darauf folgte direkt eine
schnelle Auswaschphase mit wieder fallenden Werten.

Ein langsames Absinken der Aktivitdt kann sowohl im Mittelhirn als auch im
Cerebellum ca. ab der 30 Minute beobachtet werden. Dabei ist jedoch anzumerken, dass im
Mittelhirn eine deutlich héhere Aktivitat in Counts/Pixel im Vergleich zum Cerebellum
gemessen wird. Zusétzlich fallen die Werte im Mittelhirn langsamer ab als im Cerebellum.
Dies kann durch die hohere Bindung und die dadurch bedingte geringere Auswasch-
geschwindigkeit des Radiopharmazeutikums im Mittelhirn erklart werden.

Aufgrund der sich unterscheidenden Auswaschgeschwindigkeiten und der
voneinander abweichenden Maximalwerte kommt es zu einem gleichmé&Bigen Anstieg der
spezifischen Bindung ((Mittelhirn—Cerebellum)/Cerebellum) von 0 bis auf 1,18 nach ca. 180
bis 210 Minuten. Nach Erreichen dieses Maximums beginnt die spezifische Bindung wieder
abzufallen.

Abbildung 33: Darstellung des Mittelhirns der Ratte in transversalen Schnitten im MRT (li.) und
nach einem SPECT-Scan. Der obere Pfeil weist auf die serotonergen Zentren im Mittelhirn hin,
der untere auf das Cerebellum.
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Abbildung 34: Kinetikdarstellung der mittleren Anreicherung von [
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[JADAM an den SERT. Blau

sind die Mittelwerte der Anreicherung im Mittelhirn und rot die Mittelwerte der Anreicherung im

Cerebellum (n=4) dargestellt, jeweils mit Standardabweichung.
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Abbildung 35: Darstellung der spezifischen Bindung von [ml]ADAM im Mittelhirn bei

unbehandelten Versuchstieren (n=4) mit

Standardabweichung.

Der optimale

Untersuchungszeitpunkt ergibt sich aus der Plateauphase, welche ca. 180 bis 210 Minuten

andauert.
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6.1.2.2.2. Darstellung des Serotonintransporters nach
Fluoxetingabe

Die spezifische Bindung von ['**IJADAM an den SERT im Mittelhirn von
unbehandelten Versuchstieren wurde verglichen mit der spezifischen Bindung an den SERT
bei Versuchstieren, welche eine 5 mg/kg Fluoxetin-Sattigungdosis 15 Minuten vor Injektion
des Radiopharmakons erhielten. Hierbei ergab sich ein hochst signifikanter Unterschied
(p<0,01) zwischen behandelten (1,19£0,19) und unbehandelten (0,38+0,04) Versuchstieren.
Dies entspricht einer mittleren Abnahme der spezifischen Bindung von im Schnitt 68%. Die

Aufnahmen fanden zum optimalen Untersuchungszeitpunkt, nach 180 bis 210 Minuten, statt.
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Abbildung 36: Transversale [“IJADAM-SPECT-Bilder eines unbehandelten Versuchstiers
(links, (Mes-Cer)/Cer=1,27) und eines mit dem selektiven SERT-Inhibitor Fluoxetin (Prozac®)
behandelten Versuchstiers (rechts, (Mes-Cer)/Cer=0,33).
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Abbildung 37: Vergleich der spezifischen Bindung von [123I]ADAM an den SERT bei
unbehandelten Versuchstieren (n=4) sowie nach Gabe von 5 mg/kg des selektiven SERT-
Inhibitors Fluoxetin (Prozac®) (n=3) nach 180 bis 210 Minuten.
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Abbildung 38: Darstellung der spezifischen Bindung mit Standardabweichung von [ml]ADAM
an den SERT im_Mittelhirn von Versuchstieren, welche mit dem selektiven SERT-Inhibitor
Fluoxetin (Prozac®; 5 mg/kg) vorbehandelt wurden.
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6.2. SPECT
6.2.1. Probanden und Patienten

6.2.1.1. Darstellung des Serotonintransporters mittels [**}]]JADAM
bei gesunden Probanden

6.2.1.1.1.  Untersuchungen zur Kinetik von [***I]JADAM

Als Erstes ist anzumerken, dass keine subjektiven oder objektiven Effekte des
Radiopharmazeutikums auf das Empfinden oder die Vitalparameter eines Probanden
beobachtet werden konnten.

Bei der kontinuierlichen Messung der Anreicherung von [***1JADAM in den einzelnen
Kortexarealen bei gesunden Probanden zeigte sich eine in den ersten 30 Minuten nach der
Injektion direkte stetige Zunahme der Aktivitat.

Rasch wurde im frontalen, occipitalen Kortex sowie im Cerebellum ein Bindungs-
maximum erreicht. Darauf folgte dann eine schnelle Auswaschphase mit wieder sinkenden
Werten.

45 Minuten p.i. wurde im Mittelhirn ein Aktivitdtsmaximum erreicht. In Bereich
dieses Maximums blieben die Werte fiir ca. 150 Minuten konstant, bevor dann ein langsam
stetiges Absinken registriert werden konnte. Im Vergleich zu den anderen Gehirnarealen
(frontaler, occipitaler Kortex, Cerebellum) unterscheidet sich das Mittelhirn durch eine viel
hohere Aktivitadt in Counts/Pixel. Die Werte fallen nach dem Erreichen eines Maximums
deutlich langsamer ab. Dies ist durch die starke Bindung und die dadurch bedingte
langsamere Auswaschphase des Radiopharmakons in diesem Areal zu erklaren.

Aufgrund dieser voneinander abweichenden Maximalwerte und der differierenden
Geschwindigkeit des Auswaschens kommt es zu einem kontinuierlichen Anstieg des Ziel-/-
Hintergrundverhéltnisses (Mittelhirn zu Cerebellum) von 0 auf 2,4 bis ca. 300 Minuten p.i.
Die Kurve fir die spezifische Bindung ((Mittelhirn-Cerebellum)/Cerebellum) steigt ebenfalls
bis zu diesem Zeitpunkt an. Beide Kurven sinken nach Erreichen dieser Maximalwerte wieder
ab.

Signifikante geschlechtsspezifische Unterschiede konnten nicht nachgewiesen werden.
Diese Messungen demonstrieren, dass sich [***IJADAM selektiv und spezifisch an den SERT

im Mittelhirn von gesunden Probanden anreichert.
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Abbildung 39: Darstellung der Kinetik der mittleren Anreicherung von [

12%]ADAM an den SERT.

Mittelwerte im Mesencephalon (blaue Kurve), Cerebellum (grine Kurve), frontalen (gelbe
Kurve) und occipitalen (rote Kurve) Kortex bei gesunden Probanden (n=12) in Counts/Pixel mit

Standardabweichung.

Abbildung 40: Zeitlicher
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Verlauf des mesencephalen Target/Non-Target-Verhéltnisses.

Mittelwerte bei gesunden Probanden (n=12) mit Standardabweichung.
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Abbildung 41: Darstellung der Mittelwerte der spezifischen Bindung ((Mes-Cer)/Cer) fur

[ml]ADAM an den SERT des Mesencephalons bei gesunden Prob
Standardabweichung. Der gunstigste Untersuchungszeitpunkt
Plateauphase, welche von ca. 3 h p.i. bis 5 h p.i. andauert.
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Abbildung 42: Zeitlicher Verlauf der Bindung von [ml]ADAM an
Mesencephalons bei gesunden Probanden (n=12) mit Standardabweichung.
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6.2.1.1.2. Untersuchungen zur Altersabhéngigkeit der Bindung von
[***I]JADAM

Die spezifische Bindung von [**IJADAM bei der Kontrollgruppe im
Mesencephalon zwischen drei und vier Stunden ergab im Mittel einen Wert von 1,19+0,10.
Bei genauerer Analyse der Daten zeigte sich zusétzlich eine tendenzielle, altersabhéngige
Verminderung der spezifischen Bindung von [**IJADAM. Signifikante Unterschiede der
Bindung im Mesencephalon ergaben sich, als die Probanden in zwei Gruppen aufgeteilt
wurden. Fur die Gruppe von 20 bis 40 Jahren betrug der Mittelwert 1,26, die
Standardabweichung lag bei 0,08. Fir die Gruppe Uber 40 Jahre betrug er 1,12+0,06.

Der Pearsons’s ,,r* Korrelationskoeffizient ergab fur die gesunden Probanden einen
Wert von -0,62. Dies legt eine mittelstarke Korrelation der SERT-Bindung mit dem Alter

nahe.
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Abbildung 43: Altersabhangigkeit der spezifischen Bindung von [123

von gesunden Probanden (n=12).

[JADAM im Mesencephalon
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6.2.1.2. Darstellung des Serotonintransporters mittels ['***IJADAM
bei Patienten mit depressivem Syndrom
Die spezifische Bindung von [***I]JADAM an den SERT im Mesencephalon von
unbehandelten, klinisch diagnostiziert depressiven Patienten wurde mit der von gesunden
Probanden verglichen.
Hierbei ergab sich ein signifikanter Unterschied (p<0,05) zwischen den depressiven
Patienten ohne Behandlung (1,40+0,15) und den gesunden Probanden (1,19+0,20).

Abbildung 44: Sagittale [***I]ADAM SPECT Bilder eines gesunden Probanden (linkes Bild; (Mes-
Cer)/Cer=1,34) und eines depressiven Patienten (rechtes Bild; (Mes-Cer)/Cer=1,55).
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Abbildung 45: Vergleich der spezifischen Bindung von [123I]ADAM an den SERT bei gesunden

Kontrollpersonen (n=12) und bei Patienten mit Depression (n=8) mit Mittelwert und
Standardabweichung.
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6.2.1.3. Darstellung des Serotonintransporters mittels [**[JADAM
bei Patienten mit Fibromyalgie

6.2.1.3.1. Unbehandelte Patienten

Vergleicht man die Bindung von [**IJADAM bei Fibromyalgiepatienten mit der
gesunden Kontrollgruppe, so ergaben sich folgende Werte.

Fur die Patienten errechnet sich ein Wert von 1,11+0,04, fir die Gesunden ein Wert
von 1,19+0,10 fur die spezifische Bindung im Mesencephalon (Mes-Cer)/Cer.

Es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen Probanden und Patienten
festgestellt werden.

Abbildung 46: Sagittale SPECT-Scans eines gesunden Probanden(linkes Bild:(Mes-
Cer)/Cer=1,33 ) und eines unbehandelten Patienten mit Fibromyalgie (rechtes Bild; (Mes-
Cer)/Cer=1,22).
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Abbildung 47: Vergleich der spezifischen Bindung von [123I]ADAM zwischen Normalkollektiv

(n=12) und Patienten mit Fibromyalgie (n=5) mit Mittelwert und Standardabweichung.
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6.2.1.3.2. Patienten unter Therapie mit Tropisetron

Nach vierwdchiger Therapie mit 5 mg/d Tropisetron (Navoban®) verringerte sich die
spezifische Bindung ((Mes-Cer)/Cer) im Mesencephalon von [***I]JADAM von 1,10+0,04 auf
0,97£0,04. Dies entspricht einer Verringerung von im Durchschnitt 12%. Der t-Test ergab
dabei einen Wert von <0,001.

Dies weist auf einen hochst signifikanten Unterschied der Anreicherung vor und nach
der Therapie hin.

123

Abbildung 8: Sagittale [“IJADAM-SPECT-Scans des Gehirns einer Patientin mit Fibromyalgia
vor (linkes Bild; (Mes-Cer@?/Cerzl,lZ) und nach Behandlung (rechtes Bild; (Mes-Cer)/Cer=1,02)
mit Tropisetron (Navoban™).
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Abbildung 9: Vergleich der spezifischen Bindung von [123I]ADAM zwischen funf
Fibromyalgiepatienten vor und nach Behandlung mit Tropisetron (Navoban®) mit Mittelwert
und Standardabweichung.
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7. Diskussion

7.1. Mikro-SPECT

Werkzeuge fir die in vivo Darstellung des monoaminergen Systems im Tiermodell
sind bis heute nur wenige vorhanden. Um in vivo Verdnderungen an diesem System
feststellen zu kdnnen, werden meist Verhaltensbeobachtungen an Tieren durchgefihrt. Die
Resultate dieser Tests sind jedoch nur bedingt reproduzierbar, da sie zum Beispiel von
Umweltfaktoren abhéangig sind.

Eine andere Madglichkeit fur die Evaluation solcher Daten ist die ex vivo
Untersuchung der interessanten Strukturen, die eine groBe Anzahl von Versuchstieren
voraussetzt sowie extrem kostentrachtig ist.

In den meisten praklinischen Studien neuerer Radiopharmazeutika in Kleintieren war
die Sektion mit dann folgender Autoradiographie oder Gamma-Counter notwendig. Viele
Laboratorien haben daher an der Entwicklung von bildgebenden Systemen fir Kleintiere
gearbeitet.

Ziel dieser Arbeit war es, zum einen zu zeigen, dass das von dieser Arbeitsgruppe
verwendete Kleintier-SPECT-System in der Lage ist, vergleichbare Darstellungs-
maoglichkeiten des monoaminergen Systems bei einem viel geringeren Kostenaufwand als
Mikro-PET-Systeme zu liefern.

Zum anderen sollte gezeigt werden, dass [***IJADAM im Kleintier zur in vivo
Darstellung und Erforschung des monoaminergen und speziell des serotonergen Systems und
seiner pathophysiologischen Veranderungen geeignet ist.

Da es sich bei [***IJADAM um ein innovatives und daher teures Radiopharmakon
handelt, wurden die Etablierungsversuche mit dem schon erprobten und ginstig
herzustellenden Radiopharmakon [**"Tc]TRODAT durchgefiihrt.

Das monoaminerge System ist vor allem in der neurologischen und psychiatrischen
Forschung von enormem Interesse. Bis heute sind die Pathomechanismen von den weit
verbreiteten Erkrankungen wie Depression, Schizophrenie und anderen Stérungen aus diesem
Formenkreis nicht aufgeklart und verstanden.

Wie bereits in Kapitel 2.2.2. dargestellt, fihren Veranderungen der Dichte des SERT

vor allen zu affektiven Stérungen, wie zum Beispiel der Depression.
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Da die Grundlagenforschung in der Medizin in erster Linie am Kleintiermodell erfolgt,
haben sich viele Forschungseinrichtungen auf die Entwicklung von bildgebenden Verfahren
zur Darstellung pathobiochemischer Verdnderungen dieses Systems konzentriert (14, 178).
Die meisten bis heute vertffentlichten Forschungsergebnisse wurden entweder mit dem MRT
oder dem PET durchgefihrt (14, 84, 156). Die Verwendung von Kleintier-PET-Scannern ist
jedoch aufgrund des finanziellen und organisatorischen Aufwands sehr eingeschrénkt. Hinzu
kommt noch, dass die extrem kurzlebigen PET-Liganden in einem Zyklotron, welches direkt
an ein radiochemisches Labor angeschlossen ist, produziert werden miussen. Solche
Einrichtungen sind nur einem sehr kleinen Teil der wissenschaftlichen Gemeinschaft

zuganglich.

Der im Rahmen dieser Arbeit vorgestellte Kleintier-SPECT-Scanner ermdglicht es,
mit viel geringerem finanziellen und planerischen Aufwand funktionelle Aufnahmen hoher
Qualitat bei Kleintieren anzufertigen.

Es eréffnen sich somit neue Moglichkeiten zur Erforschung der pathophysiologischen
Veranderungen des monoaminergen Systems bei Kleintieren. Durch die Umristbarkeit wird
die Verwendung eines solchen Scanners umso interessanter, da er sowohl fir die Patienten-

als auch fir Kleintieruntersuchungen zur Verfligung steht.

7.1.1. Phantomexperimente

Mit Hilfe der durchgefiihrten Phantomexperimente lieRen sich die physikalischen
Leistungsgrenzen bezuglich Sensitivitdt und raumlicher Auflésung des im Rahmen dieser
Arbeit verwendeten Pinhole-SPECT-Systems ermitteln.

Die Aufnahmen des Kapillar-Phantoms gaben Aufschluss Uber die rdumliche
Auflosung des Systems. Hierbei zeigte sich zum einen, dass die Auflésung vom
Offnungsdurchmesser des Pinhole-Adapters abhangig ist, also je gréRer der Durchmesser,
desto schlechter wird die Auflosung. Es konnten mittlere Auflésungen von 1,81 bei einem
Pinhole-Durchmesser von 0,5 mm sowie von 2,73 mm bei einem Pinhole-Durchmesser von 2
mm gemessen werden.

Zum anderen zeigte sich aber auch, dass die Auflésung innerhalb des Aufnahmefeldes
nicht konstant, sondern je nach Richtung im Aufnahmefeld gering variabel war.
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Dabei wurde Folgendes bei Betrachtung der Veranderung der Auflésung orthogonal
zur Rotationsachse auffallig. 10 bis 15 mm seitlich des Aufnahmezentrums war die Auflésung
am besten, um zum Zentrum hin wieder schlechter zu werden. Zu den Randern des
Aufnahmefeldes stieg die Auflésung dann wieder kontinuierlich an.

Diese Beobachtung lasst sich durch den Aufbau des Systems und die damit
verbundene Rotation der Kamerakopfe erklaren. Die Entfernung der Aufnahmepunkte zu den
Kamerakopfen verandert sich orthogonal der Rotationsachse mit der Rotation, im Gegensatz
zu den Punkten entlang der Rotationsachse, wo die Entfernung immer gleich bleibt.

Die Réander des Aufnahmefeldes wurden nur von jeweils einem Kamerakopf
wahrgenommen, da sich hier kein Gberschneidendes Rekonstruktionsvolumen mehr ergab
(vergleiche Kapitel 6.1.1.2). Aufgrund der zunehmenden geometrischen Entfernung der
Réander des Aufnahmefeldes zum Kamerakopf wurde die Auflésung in diesem Bereich
kontinuierlich schlechter.

Die beste Auflosung des Systems neben dem Zentrum und die etwas schlechtere
Auflosung im Zentrum der Messung lassen sich wie folgt erklaren. Innerhalb dieses Bereiches
kommt es zu einer Uberschneidung der Aufnahmefelder der drei Kamerakdpfe. Die Punkte an
den Randern des Aufnahmefeldes befinden sich am né&chsten zu dem jeweiligen Kamerakopf,
die Auflésung ist dementsprechend hier am hochsten. Das Zentrum des Aufnahmefeldes ist
konstant von allen drei Kamerakopfen relativ weit entfernt, die Auflésung ist folglich in
diesem Bereich etwas schlechter.

Die Auflosung entlang der Rotationsachse verhalt sich anders. Sie ist ebenfalls mit
dem Aufbau des Systems und der Rotation der Kamerakopfe zu erkléren. In dieser
Aufnahmefeldrichtung sind stets alle Punkte, unabhangig von der Rotation der Kamerakdpfe,
gleich weit von diesen entfernt. Das bedeutet, dass die Auflésung im Zentrum des Systems
am besten ist, da die Aufnahmepunkte dort dem Kamerakopf am ndchsten sind. Je weiter man
sich vom Zentrum jedoch entfernt, umso groRer wird die Entfernung der Aufnahmepunkte
von der Kamera und die Auflésung somit kontinuierlich schlechter.

Diese beschriebenen Verdnderungen der Auflosung des Systems uUber das
Aufnahmefeld lieRen sich bei Verwendung aller Pinhole-Aufsatze beobachten.

Die Ergebnisse der Aufnahmen des Struktur-Phantoms zur Bestimmung der
Sensitivitat zeigten, dass je grofRer die Bohrungsdurchmesser der Pinhole-Adapter und je
hoher die Anzahl der Bohrungen pro Aufsatz sind, desto héher wird die Sensitivitat. Bei der

Verwendung eines Pinhole-Aufsatzes mit nur einer Bohrung von nur 0,5 mm Durchmesser
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liegt die Sensitivitat bei nur 35 cps/MBg. Verwendet man Pinhole-Aufsdtze mit zum Beispiel
sechs Bohrungen mit jeweils 1 mm Durchmesser, kann eine Sensitivitat von 210 cps/MBq
erreicht werden.

Wurden hingegen Pinhole-Adapter mit mehreren Bohrungen, sowohl mit als auch
ohne Trennwand verwendet, kam es zu Uberlagerungen. Diese wurden vor allem im Zentrum
des Aufnahmefeldes besonders deutlich. Die Uberlagerungen kamen durch die
Uberschneidungen der Aufnahmefelder der verschiedenen Pinhole-Offnungen zustande. Es
konnten somit mit diesen Aufsdtzen zwar Aufnahmen mit sehr hoher Sensitivitdt gemacht
werden, jedoch war die Auflésung nicht ausreichend.

Im Vergleich dazu besitzt ein in der Diagnostik bei Menschen eingesetzter
Parallellloch-Kollimator (Low Energy High Resolution Kollimator) eine Sensitivitat von 50
cps/MBa.

Zu diesen Ergebnissen ist anzumerken, dass es bei der Erhohung der Sensitivitat
gleichzeitig zu einem Verlust der Aufldsung kommt. So lassen sich bei einem Pinhole-
Durchmesser von 0,5 mm noch Bildpunkte von 2 mm Durchmesser klar voneinander

differenzieren. Dies gelingt bei einem Pinhole-Durchmesser von 1 mm schon nicht mehr.

Als optimaler Kompromiss zwischen rdumlicher Auflésung und Sensitivitat fir die
Untersuchung des monoaminergen Systems stellte sich der Pinhole-Aufsatz mit einer
Bohrung von 1 mm Durchmesser heraus. Wie die Aufnahmen mit dieser Systemkonfiguration
zeigen, lassen sich so Bilder mit guter Auflésung und Sensitivitat erreichen. Aus diesen

Griinden wurde diese Systemkonfiguration bei allen Tieraufnahmen verwendet.

Trotzdem ist die Verwendung eines Kollimators auch mit einigen Problemen
verbunden, die sich negativ auf die Auflésung auswirken kénnen.

Zum Beispiel durchdringt die Gamma-Strahlung die inneren Réander der Pinhole-
Bohrung, da diese zum Rand hin immer dinner wird. Dies fuhrt zu einer Vergréfierung des
effektiven Durchmessers des Pinholes und einer damit verbundenen Verschlechterung der
Auflosung (162, 163).

Zusétzlich werden Gamma-Strahlen, die den Pinhole passiert haben und schrdg auf
den Szintillationskristall der Gamma-Kamera treffen, aufgrund der Anger-Logik zu einem
geringen Teil fehlerhaft zugewiesen. Die Ursache hierflr ist die Tiefe der Interaktion des
Photons im Kristall (4).
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Bei der Rekonstruktion der Bilder zeigte sich die von der Arbeitsgruppe verwendete
RAMLA-Rekonstruktionsmethode der von Acton verwendeten SART-Methode Uberlegen.
Dies machte das Abgrenzen von Strukturen erheblich einfacher. Es ist jedoch anzumerken,
dass sich die Rekonstruktionszeit durch dieses Verfahren erheblich verlangert. Da jedoch
keine Notwendigkeit besteht, die Ergebnisse direkt nach den Aufnahmen zu beurteilen, ist

dies eine absolut hinnehmbare Einschrankung.

7.1.2. Tierstudien

Im Rahmen dieser Untersuchungen ist zum einen gezeigt worden, dass das von dieser
Arbeitsgruppe etablierte SPECT-System hoch spezifisch und sensitiv fir die selektive in vivo
Darstellung von Transportern des monoaminergen Systems geeignet ist.

Zum anderen wurde demonstriert, dass sich [***IJADAM hervorragend fiir die
selektive Darstellung der SERT-reichen Zentren eignet.

Zuerst sollen an dieser Stelle die allgemeinen Probleme, die sich bei der
nuklearmedizinischen Darstellung des monoaminergen Systems ergeben, diskutiert werden.

Zunachst soll auf folgendes Phdnomen hingewiesen werden. Neben der hohen
spezifischen Bindung im Striatum oder Mittelhirn wurde auch eine hohe unspezifische
Bindung in den Augen des Versuchstiers beobachtet. Die genaue Ursache dieser Bindung ist
noch nicht gekléart (3). Trotzdem war es aufgrund der klaren rdumlichen Trennung der
Strukturen moglich, die Regions of Interest (ROIs) so zu legen, dass es zu keiner
Uberschneidung der Anreichung in den untersuchten Strukturen mit der Anreicherung in den
Arealen der unspezifischen Bindung kam.

Aufgrund der geringen GrolRe des Versuchstiers ist anzunehmen, dass die von den
Augen abgegebene Strahlung ins Gehirn des Tieres sehr gering war und somit die ermittelten
Werte in den untersuchten Regionen auch durch diesen Faktor wenig beeinflusst wurden.

Des Weiteren ist darauf hinzuweisen, dass sich die Versuchstiere wéhrend der
Untersuchung unter dem Einfluss des Narkosegases befanden. Dies kdnnte zu Veranderungen
des Gehirnstoffwechsels und der Darstellung des monoaminergen Systems fiihren. Eine an
nichtmenschlichen Primaten durchgefiihrte Studie zeigte, dass Isofluran die Bindung von
Kokain und Kokainanaloga an den DAT geringfligig erhoht (174). Studien, die diesen

Einfluss auf das Rattenhirn oder den SERT bestétigen, wurden bisher nicht veroffentlicht.
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Trotz dieser moglichen Interferenz ist Isofluran das bevorzugte Andsthetikum bei der
Untersuchung des monoaminergen Systems im Gehirn, da es im Vergleich zu anderen
Andsthetika, wie zum Beispiel Ketamin, den bei weitem kleinsten Einfluss auf die Bindung
von Radioliganden hat (141, 142).

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass aufgrund der guten Korrelation zwischen den
ohne Flurannarkose ex vivo gewonnenen und den in vivo gewonnenen Daten die durch
Narkose induzierten Veranderungen als minimal einzuschétzen sind (3).

Ein weiteres Problem der bildgebenden Untersuchung von Kleintieren und besonders
bei der Darstellung des neuronalen Systems stellt die Menge der injizierten Radiotracer-Dosis
dar. Trotz der viel geringeren GroRe der Versuchstiere wird die Menge der injizieren
radioaktiven Dosis nicht verringert. Obwohl die Volumenauflosung des darzustellenden
Elements von Mensch zu Ratte von ca. 1 cm auf ca. 1 mm sinkt, muss die Anzahl der Counts
pro untersuchter Struktur ungeféhr dieselbe bleiben, wenn nicht sogar héher liegen. Da
Volumen und Gewicht der Ratte ca. 1.000-fach geringer sind als die des Menschen wirft dies
folgendes Problem auf:

Entspricht die Menge der Anlagerung des injizierten Radiotracers einer
pharmakologischen Dosis, die eine Reaktion im Gehirnstoffwechsel bewirken wirde, oder
aber einer Radiotracer-Dosis, welche keinen Einfluss auf den Gehirnstoffwechsel hatte?
Dieser Sachverhalt ist besonders wichtig bei Bindungsstudien, da das zugrunde liegende
kinetische Modell in erster Linie von der Radiotracer-Dosis abhé&ngig ist und voraussetzt, dass
es zu keiner Veranderung durch den injizierten Radiotracer kommt.

Wenn im Schnitt mehr als 1% der Bindungsstellen besetzt sind, ist zumeist eine mit
dem entsprechenden Rezeptor oder Transporter assoziierte Reaktion und somit eine
Veranderung des Ergebnisses zu erwarten. Dies ist jedoch in erster Linie ein Problem von
Studien, welche mit PET-Tracern durchgefiihrt werden, da diese zumeist eine niedrigere
spezifische Aktivitat besitzen (83).

Vorangegangene ex vivo Studien mit [°"Tc]TRODAT in Ratten zeigten, dass die
meisten  Substanzen (zum Beispiel Methylphenidat, CFT), welche aktiv am
Dopamintransporter (DAT) wirken, gleiche Affinitaten zu diesem besitzen. Es werden Dosen
von ca. 0,5 pumol/kg benétigt, um entsprechend viele Bindungsstellen zu besetzten und um
eine Veranderung der [*™Tc]TRODAT-Bindung zu bewirken (49). Die injizierte Dosis der in
dieser Studie (ca. 0,003 pmol/kg) verwendeten Radiopharmaka lag jedoch bei allen
Substanzen ca. um den Faktor 200 darunter. Hinzu kommt, dass der geringe Anteil der

injizierten Menge, der nicht der mit *™Technetium markierte ist, nicht lipophil genug ist, um
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die Blut-Hirnschranke zu tberwinden. Dasselbe gilt fur mit ***lod markierte Substanzen
(100). Somit kann keine pharmakologisch relevante Dosis erreicht werden.

Ein weiteres noch nicht hinreichend untersuchtes Problem stellt die hohe Strahlendosis
dar, der das Versuchstier ausgesetzt ist. Es ist unklar, ob es durch diese hohe
Strahlenbelastung zu strahleninduzierten Verdnderungen in den untersuchten Strukturen
kommt. Dies ist vor allem bei longitudinal angelegten Studien, bei denen es zu
Mehrfachinjektionen kommt, von groRer Bedeutung. Da bei den Untersuchungen im Rahmen
dieser Studie nur ein sehr kurzer Zeitraum zwischen radioaktiver Belastung und Untersuchung

liegt, kénnen solche Veranderungen vernachléssigt werden.

Die Untersuchungen in dieser Studie mit [**"Tc]TRODAT kamen zu den folgenden
Ergebnissen: Die gewonnenen Daten der Anreichung im Cerebellum sowie der spezifischen
Bindung von [**™Tc]TRODAT im Striatum mit einem Plateau zwischen der 90. und der 180.
Minute korrelieren sehr eng mit den Daten anderer Arbeitsgruppen, die diese Werte durch ex
vivo Messungen ermittelten (55). Es konnte gezeigt werden, dass sich durch die Gabe einer
transporterblockierenden Substanz die Bindung hdchst signifikant um im Schnitt 89% senken
lasst. Dies untermauert die Spezifitdt des Systems zur Abgrenzung von Strukturen im
Rattenhirn.

Es konnte somit nachgewiesen werden, dass sich das verwendete Pinhole-SPECT-

System hervorragend fir die hochauflésende und reproduzierbare Darstellung des
dopaminergen Systems sowie fir die Durchfuhrung von Kinetik- und Blockadestudien
mit[**™] Tc markierten Substanzen eignet.
Die Untersuchungen mit dem DAT-Liganden [*2I]IPT zeigten, dass sich dieselben
spezifischen Ergebnisse auch fiir mit '?lod markierten Substanzen, sowohl fiir die
Darstellung des Transporters als auch fir die Durchfuhrung von Blockierungsstudien,
erreichen lassen.

Zusammenfassend kann somit festgehalten werden, dass das in dieser Arbeit
verwendete Pinhole-SPECT-System in der Lage ist, hochspezifisch und reproduzierbar
Strukturen des monoaminergen Systems in vivo darzustellen.

Solche in vivo Aufnahmen haben zum einen den Vorteil, dass eine gesamte
dynamische Studie an einem einzelnen Tier durchgefiihrt werden kann und nicht verschiedene
Tiere zu unterschiedlichen Zeitpunkten getotet werden mussen, um die erforderlichen Daten

Zu gewinnen.
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Zum anderen kann angenommen werden, dass es sich trotz der guten Korrelation von
in vivo mit ex vivo Daten bei den in vivo Daten um eine exaktere Widerspiegelung der
Vorgange im Organismus handelt. Dies wird durch die Tatsache begriindet, dass dabei
samtliche Verdnderungen aufgrund von postmortalem Zerfall und Bearbeitung des
Gehirngewebes ausgeschlossen werden kénnen.

Ziel der mit [***IJADAM durchgefilhrten Studien war es, erstmals in vivo die
Spezifitat dieses innovativen Radioliganden fur den SERT in Ratten darzustellen sowie
dessen Bindungskinetik zu charakterisieren.

Zusétzlich wurde die spezifische Bindung nach Gabe von selektivem SERT-Inhibitor
Fluoxetin (Prozac®) evaluiert. Dies gibt wichtige Hinweise auf die in vivo Bindungsspezifitat
des klinisch eingesetzten Medikamentes.

Ziel der Experimente an Ratten war es, die in vivo Bindung von [***IJADAM primar
zu untersuchen und nach der Gabe einer um die Bindungsstellen konkurrierenden Substanz zu
beurteilen. Neben der Charakterisierung der Substanz haben diese Messungen noch eine
zusatzliche Bedeutung im Hinblick auf die Verdnderung der Bindung des
Radiopharmazeutikums nach klinischer Applikation der inhibierenden Substanz bei an
Depression erkrankten Patienten. .

Die in vivo Untersuchungen zeigten, dass [***IJADAM in Regionen mit hoher SERT-
Dichte, wie dem Mittelhirn mit den Raphekernen, am starksten bindet. Die niedrigste Bindung
wurde im Cerebellum festgestellt und somit mit der unspezifischen Bindung gleichgesetzt.
Das Auswaschen der Substanz fand dort im Vergleich zu den SERT-reichen Regionen sehr
schnell statt.

Die Quantifizierung der Aufnahme des Radiopharmazeutikums durch die Verwendung
eines Referenzgewebes hat sich sowohl in unseren Studien als auch in anderen Studien als
Modell mit der hochsten Akkuraritat herausgestellt (6).

Als Folge der schnellen Aufnahme und der langsamen Auswaschphase von
['**I]JADAM in den SERT-reichen Regionen kam es im Verlauf zu einem Anstieg der
spezifischen Bindung und des Ziel-/Hintergrundverhéltnisses mit einem Maximum nach 180
bis 210 Minuten nach der Injektion.

Ahnliche Ergebnisse wurden von anderen Arbeitsgruppen, die jedoch unspezifischere
ex vivo PET-Radiotracer verwendeten, erzielt (124, 170).
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Die in vivo Untersuchung nach Gabe eines selektiven SERT-Inhibitors kam zu
folgenden Ergebnissen:

Im Mittelhirn lieB sich eine hochst signifikante Erniedrigung der Bindung des
Radioliganden nachweisen. Im Durchschnitt wurde eine 69% geringere Anreicherung von
[*#*1I]JADAM im Mittelhirn durch eine Gabe von 5 mg/kg Fluoxetin (Prozac®) beobachtet.
Diese Werte sind vergleichbar mit anderen ex vivo Studien, welche jedoch den selektiven
SERT-Inhibitor Paroxetin verwendeten (76, 95, 170).

Nach Gabe von Fluoxetin (Prozac®) anderte sich die Bindung von [**IJADAM im

Cerebellum nicht signifikant.

Die Ergebnisse der Rattenstudien zeigen die spezifische in vivo Bindung von
[***1I]JADAM an den SERT. Diese kann kompetitiv durch an den Bindungsstellen wirkende
Substanzen inhibiert werden.

Diese Experimente unterstitzen die weitere Evaluation dieses innovativen
Radiopharmakons an Menschen als einen klinisch nutzlichen Liganden zur Darstellung und
Erforschung des serotonergen Systems sowie dessen Erkrankungen.

7.2. SPECT
7.2.1. Probanden und Patienten

7.2.1.1. Darstellung des Serotonintransporters mittels [*?}]]JADAM
bei gesunden Probanden

7.2.1.1.1.  Untersuchungen zur Kinetik von [***I]JADAM

Aufgrund von Voruntersuchungen an Zellmembranpréparationen von LLC-PK1
geklonten Zelllinen stellte sich [***IJADAM als viel versprechender Radioligand fiir die
Markierung des SERT dar (145). Es wies die hdchste Bindungsaffinitat zu dem Transporter
im Vergleich zu anderen Substanzen, wie [**I]IDAM oder [**1]JODAM, auf. Es ergab sich
fir [**1)JADAM eine Inhibitionskonstante (K, nM) von 0,013+0,003 fiir den SERT. Im
Gegensatz dazu betrugen die Inhibitionskonstanten fur den DAT (Dopamintransporter) 840
und fur den NET (Norephidrintransporter) 699. Dies weist die hohe Spezifitdt von ADAM fir
den SERT und die sehr geringe Kreuzaffinitadt zu anderen Transportern biogener Amine wie
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DAT und NET nach. Damit ist es all seinen Konkurrenzprodukten wie z.B. IDAM, ODAM
und dem PET-Liganden [**C]McN5652 iiberlegen (34).

Anhand von ex vivo Studien an Ratten als auch an in vivo Studien an
nichtmenschlichen Primaten konnte die selektive Bindung von [**IJADAM an den
Serotonintransporter (SERT) im Mesencephalon bereits validiert werden (31).

Die Dosimetriestudien sowohl an nichtmenschlichen Primaten als auch an gesunden
Probanden ergaben keine Nebenwirkungen des Radiotracers auf die untersuchten Probanden
und Patienten. Es wurden keine Verdnderungen von Herzrate, EKG, Blutdruck,
Pulsoxymetrie oder Laborwerten festgestellt (79, 91).

Die totale Strahlendosis wurde als 4,1 bis 4,2 mSv berechnet. Diese Werte beziehen
sich auf eine injizierte Dosis von 196+20 MBq und entsprechen circa der jahrlichen Belastung
eines Individuums durch die natirliche Hintergrundstrahlung. Die Belastung ist somit
durchaus vertretbar, sollte jedoch nicht vernachlassigt werden. Sie entspricht auch anderer
bereits klinisch verwendeter *°I markierter Substanzen, wie zum Beispiel B3-CIT.

Die hochste Strahlenabsorption im Menschen fand zum einen in der Harnblasenwand
und zum anderen im Dinndarm statt (139).

Zusammenfassend ging also aus diesen Studien hervor, dass [**IJADAM ein sicheres
Radiopharmazeutikum fir die Darstellung des SERT in der klinischen Routine darstellt.

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die kinetische Verteilung von [***IJADAM im
menschlichen Gehirn anfangs eine schnelle unspezifische und nicht selektive Verteilung der
Aktivitat aufweist, die von der Gehirndurchblutung abhéangig ist. Es wird im Gehirngewebe
sehr frih (nach ca. 30 Minuten p.i.) ein Maximum erreicht, dem direkt eine schnelle
Auswaschphase folgt. Es kommt relativ schnell wieder zu einem Aktivitatsabfall.

Eine spezifischere und selektivere Anreicherung kann jedoch im Mesencephalon
festgestellt werden. Hierfir spricht sowohl das etwas verzogerte Anreicherungsmaximum
(nach ca. 45 Minuten p.i.) als auch die deutlich verlangsamte Auswaschphase. Das Verhaltnis
von Zielgewebe und Hintergrundgewebe, also Mesencephalon und Kleinhirn, steigt von
Beginn der Untersuchung kontinuierlich an. Es erreicht sein Maximum zwischen der 3. und 5.
Stunde p.i. Innerhalb dieses Zeitfensters findet sich auch die Plateauphase, die den optimalen
Untersuchungszeitraum fur die Messung des SERT darstellt.

[*#1I]JADAM st ein fiir die Darstellung des SERT am Menschen geeignetes und
alltagstaugliches Radiopharmazeutikum. Der groRe Vorteil liegt in den sehr guten kinetischen
Eigenschaften, die SPECT-Aufnahmen schon wenige Stunden nach der Injektion erlauben.
Eine geringe Belastung fur den Patienten ist dadurch garantiert, dass er innerhalb eines Tages
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nuklearmedizinisch untersucht werden kann und rasch eindeutige Ergebnisse der SPECT-

Untersuchung vorliegen.

7.2.1.1.2. Untersuchungen zur Altersabhéngigkeit der Bindung von
[***I]JADAM

Untersuchungen zur der Altersabhéangigkeit der Bindung eines SERT-spezifischen
Radiopharmakons wurden mit dem PET-Liganden [**C]McN5652 von einer Arbeitsgruppe
um Yamamoto et al. durchgefiihrt. Dabei konnte eine Verminderung der spezifischen
Bindung von 9,6% im Thalamus und 10,5% im Mittelhirn bei 28 gesunden mannlichen
Probanden pro Dekade nachgewiesen werden (186).

Die folgenden Studien, die mit [*?*]8-CIT, das ebenfalls teilspezifisch fir den SERT
ist, schon an gesunden Probanden durchgefuhrt worden sind, lieferten zum Teil
widerspruchliche Ergebnisse.

Pirker und Dyck konnten ein alterabh&ngiges Abnehmen des SERT in Hirnstamm und
Diencephalon bei 35 bzw. 126 gesunden Probanden, von 3 bis 4,5% pro Dekade nachweisen
(146, 175).

Kuikka et al. konnten bei 19 Frauen ebenfalls ein Abnehmen nachweisen, welches
jedoch deutlich geringer ausfiel (96).

Dahistrom et al. konnten diese Ergebnisse nicht bestdtigen und wiesen kein
signifikantes Abnehmen der Bindung nach (43).

In der aktuellsten Studie von Hesse et al. konnte ein signifikantes Abnehmen des
SERT im Mittelhirn/Hirnstamm von 7,2 bis 8,3% pro Dekade bei 22 Probanden
nachgewiesen werden (72).

Die Untersuchungen in dieser Studie mit [***IJADAM ergaben eine altersabhangige
Abnahme der Bindung an den SERT im Mesencephalon. Die Abnahme betrug im Schnitt
5,1% pro Dekade

Die in dieser Studie abweichende altersabhdngige Bindung an den SERT von
[*#*1IJADAM kann durch die hohere Spezifitat dieses Radiopharmakons fiir den Rezeptor und
auch durch die geringere Kreuzaffinitat zu anderen Rezeptoren erklart werden.

Folgende Storfaktoren, die eine exakte und optimale Messung der frei verfuigbaren
SERT-Bindungsstellen im Gehirn erschwerten, sollen erwahnt werden. Erstens ist die
altersabhangige Veranderung der Perfusion des ZNS zu beriicksichtigen. Aufgrund der im
hohen Alter verminderten Durchblutung des Gehirns konnte es zu einer verminderten

Anreicherung des Radiopharmakons kommen. Dieser Effekt kann aber auch zu einer
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Verlangsamung der Auswaschphase des Radiopharmazeutikums fiihren. Beide Effekte
zusammengenommen wirden somit zu einer scheinbaren Verstarkung des Alterseffekts und
somit zu einem starkeren Absinken der Bindung im hoheren Alter fiihren. Zweitens ist zu
erwéhnen, dass eine altersbezogene inhomogene Veranderung der Durchblutung des Gehirns,
welche zum Beispiel nur das Mittelhirn oder das Kleinhirn betrifft, die Messung negativ
beeinflussen konnte. Drittens ist anzumerken, dass geschlechtsspezifische Unterschiede bei
der Anreicherung von [**1IJADAM zwischen den Probanden bestehen konnten. Weder die
Ergebnisse dieser Studie noch die anderer Studien konnten einen solchen Effekt eindeutig
nachweisen.

Zusammenfassend ergeben sich keine Hinweise darauf, dass einer der vorher
genannten Effekte die Bindung von [***IJADAM signifikant beeinflusst. Somit lasst sich aus
diesen Daten schlussfolgern, dass [***IJADAM fir die Darstellung des SERT geeignet ist,
wobei das Patientenalter bei der Auswertung der Daten nicht vernachl&ssigt werden sollte.

7.2.1.2. Darstellung des Serotonintransporters mittels [*?}]]JADAM
bei Patienten mit depressivem Syndrom

Da die Depression eine in der Bevolkerung sehr weit verbreitete Erkrankung ist (136),
wurden zahlreiche Studien zur Erforschung dieser Storung und ihrer Behandlung
durchgefiihrt. Trotz dieser Bemulhungen existieren bis heute keine absolut gesicherten
Modelle, die die pathophysiologischen Veranderungen erkléaren (121).

Als gesichert gilt, dass es sich bei den Veranderungen um ein Zusammenspiel vieler
verschiedener Faktoren handelt. Zu diesen zédhlen neben neuroanatomischen und
neurobiochemischen auch genetische und psychosoziale Faktoren. Es ergibt sich eine Reihe
von Ansatzpunkten fir die Erforschung der Ursachen dieser Erkrankung.

Es gibt viele Hinweise darauf, dass Verénderungen in der neuronalen Funktion von
Serotonin im ZNS der Pathogenese von Depressionen zugrunde liegen (119).So provoziert
eine schnelle Reduktion von Tryptophan im ZNS einen schnellen klinischen Rickfall bei
remittierenden depressiven Patienten (130).

Der SERT, welcher mit der prasynaptischen Membran assoziiert ist, reguliert die 5-HT
Neurotransmission durch das Entfernen des 5-HT aus dem synaptischen Spalt.

In verschiedenen Studien wurde eine Verdnderung der Dichte des SERT bei
Depression beobachtet (144). Diverse post-mortem-Studien von Suizidopfern und depressiven
Patienten haben Verdanderungen in der SERT-Bindung beschrieben (64). Andere post mortem
Studien hingegen konnten keinen Unterschied feststellen (13). Beide Studien haben sich in
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erster Linie auf den SERT im frontalen Kortex konzentriert. Zu Thalamusuntersuchungen bei
Suizidopfern gab es nur zwei Studien. Eine beschrieb eine Erhéhung des SERT (64), eine
andere konnte keinen Unterschied feststellen (107).

Durch die Anwendung moderner bildgebender Verfahren ist eine in vivoUntersuchung
des serotonergen Systems moglich geworden, die von hohem wissenschaftlichen Interesse fur
das Verstandnis der Depression ist (167). Es wurden zahlreiche Radioliganden entwickelt, die
dies moglich machen sollten. Nur wenige von ihnen wiesen in vivo eine hohe Spezifitat fur
den SERT auf. (172).

Zwei Studien mit dem Radioliganden [*?I]R-CIT untersuchten den Hirnstamm.
Malison et al. berichteten eine reduzierte Bindung von [***1]R-CIT im Hirnstamm von
depressiven Patienten (117).

Dahlstrom et al. konnten eine erhdhte Bindung von [*Z1]B-CIT feststellen (43).
Hierbei muss jedoch beachtet werden, dass [*2*I]8-CIT sowohl fiir den SERT als auch fiir den
DAT eine hohe Affinitat besitzt (103). Da im Mittelhirn auch dopamintransporterreiche
Regionen, wie die Substantia Nigra, lokalisiert sind, kénnen Signale von diesem Transporter
die Aussagekraft verfalschen.

Der zurzeit am besten geeignete PET-Ligand zur Markierung des SERT scheint
["'C](+)McN5652 zu sein (27). Aufgrund der Tatsache, dass es sich hierbei um einen PET-
Liganden mit extrem kurzer Halbwertszeit handelt, setzt er das Vorhandensein eines
Zyklotrons voraus.

Untersuchungen mit diesem Liganden zeigten eine signifikant erhéhte Bindung des
Liganden an den SERT bei depressiven Patienten im Thalamus (85).

Praklinische Studien an Ratten mit [***IJADAM, die ex vivo durchgefiihrt worden
sind, zeigten die hohe Affinitat zu dem SERT (K(;=0.013 nM). Gleichzeitig besteht aber nur
eine sehr gering ausgepragte Affinitdt zu anderen Monoamintransportern. Fir den
Norepinephrintransporter (NET) ergab sich ein Wert von (K#H=699 nM) und fur den
Dopamintransporter (DAT) ein Wert von (K;=840 nM) (145). Weitere Studien an
nichtmenschlichen Primaten zeigten, dass [***I]JADAM den SERT exakt und wiederholbar
quantifizieren kann (2).

In dieser Studie wurde bei unbehandelten, an Depression erkrankten Patienten die
Bindung von [***IJADAM an den Serotonintransporter (SERT) gemessen.

Die Ergebnisse zeigen, dass bei unbehandelten Patienten mit depressivem Syndrom,
verglichen mit gesunden Probanden, eine signifikant erhohte Anzahl von Bindungsstellen an
den SERT vorliegt.
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Einerseits konnte dies auf eine erhthte Konzentration des Serotonintransporters im
hypothalamischen Mittelhirnbereich hindeuten. Andererseits ware es jedoch auch denkbar,
dass die erhohte Bindung von [**I]JADAM die gesunkene Serotoninkonzentration und die
damit verbundene gesunkene kompetetive Hemmung von Serotonin fir den SERT
widerspiegelt.

Diese Beobachtungen konnten auch durch andere Arbeitgruppen, welche jedoch zur
Markierung des SERT bei depressiven Patienten das ''C markierte (+)McN5652
verwendeten, bestétigt werden (85, 150).

Verschiedene Fehlerquellen missen jedoch bei der Begutachtung dieser Daten in
Betracht gezogen werden.

Die im Rahmen dieser Arbeitsgruppe verwendete Methode zur Quantifizierung der
Bindung des Radioliganden an den SERT verwendete das Cerebellum als Referenzregion fir
die Abschatzung der nichtspezifischen Bindung und der freien Ligandenkonzentration. Es
wurden zwar in der Literatur strukturelle Veranderungen des Cerebellums bei Depression
beschrieben (47, 160), jedoch wiesen in den hier vorliegenden Studien die Aktivitatskurven
zum untersuchten Zeitpunkt keinen signifikanten Unterschied zwischen Probanden und
Patienten auf. Somit war die Verwendung des Kleinhirns als Hintergrundregion méglich.

Ebenso wenig wurde der Effekt der Verdnderung des regionalen Blutflusses bei
depressiven Patienten beriicksichtigt. Zu diesem Thema gibt es jedoch nur sehr uneinheitliche
Ergebnisse von anderen Arbeitsgruppen (21, 127, 187).

Zusammenfassend lasst sich somit feststellen, dass [***IJADAM in dieser Studie ein
klinisch geeigneter Radioligand zur Diskriminierung von gesunden Probanden gegen
depressive Patienten war. Anzumerken ist jedoch, dass es sich bei dieser Studie um ein sehr
kleines Kollektiv gehandelt hat und somit zur Validierung der Daten Studien mit grofieren
Kollektiven noch durchzufihren sind.
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7.2.1.3. Darstellung des Serotonintransporters mittels [**[JADAM
bei Patienten mit Fibromyalgie

7.2.1.3.1. Unbehandelte Patienten

Die Fibromyalgie stellt weltweit die haufigste weichteilrheumatische Erkrankung dar.
Von ihr sind etwa 1,6 Millionen Menschen betroffen. Sie tritt in erster Linie bei Frauen
(achtmal hé&ufiger) in Erscheinung und ist vor allem durch Schmerzen an ganz speziellen
Sehnenansatzpunkten gekennzeichnet (183). Durch die Untersuchung dieser Fibromyalgie-
Druckpunkte wird auch die Diagnose gestellt (147). Meistens tritt sie assoziiert mit
vegetativen Symptomen wie Verdauungsstérungen, Herzrhythmusstorungen oder
Schlafstérungen auf (81).

Ursédchlich fur die Erkrankung sind jedoch wohl auBer den schon beschriebenen
neurochemischen und genetischen Verénderungen auch psychosoziale Faktoren (36, 147).

Da ein groBer Teil der Patienten auf eine Behandlung mit Antidepressiva oder
Tropisetron (Navoban®) anspricht, wird eine Beteiligung des serotonergen Systems vermutet
(133, 166).

Forschungen beziiglich der Atiologie der Fibromyalgie haben sich zum Teil auf eine
vermeintliche genetische Pradisposition konzentriert. Unterstutzt wurde diese Vermutung
durch ein erhohtes familidres Vorkommen der Fibromyalgie und molekular genetische
Unterschiede bei der Charakterisierung des Serotonintransportes (SERT) sowie der
Serotoninrezeptoren in den untersuchten Patienten (36).

Die gewonnenen Daten dieser Arbeit konnten einen Beitrag dazu liefern, die wichtige
Rolle des Serotonintransporters in der zentralen Regulation des Schmerzes zu erklaren.

In dieser Studie wurden Fibromyalgiepatienten mit [***IJADAM, welches selektiv den
Serotonintransporter (SERT) markiert, untersucht. Diese Studie zeigt bei unbehandelten
Patienten ((Mes-Cer)/Cer=1,11+0,04) mit Fibromyalgie, verglichen mit gesunden Probanden
((Mes-Cer)/Cer=1,19£0,10), im Schnitt eine erniedrigte Anzahl von Bindungsstellen an den
SERT. Die Unterschiede waren jedoch nicht signifikant.

Diese Ergebnisse deuten somit darauf hin, dass sich Fibromyalgiepatienten nicht in der
Dichte des SERT und der damit verbundenen Serotoninkonzentration vom Normalkollektiv
unterscheiden. Aufgrund des jedoch recht kleinen Patientenkollektives missen diese Daten

noch validiert werden, um eine gesicherte Aussage treffen zu kénnen.

93



7.2.1.3.2. Patienten unter Therapie mit Tropisetron

Tropisetron (Navoban®) ist ein seit einiger Zeit, sowohl in Deutschland als auch
weltweit, eingesetztes Mittel zur Therapie von Fibromyalgie. Zugelassen ist es fir die
antiemetische Therapie nach Chemotherapie, Strahlentherapie und operativen Eingriffen.
AuBerdem wurde sowohl eine Hemmung der gastrointestinalen Motilitdt als auch ein
anxiolytischer Effekt festgestellt (165). Im Tierexperiment als auch in vitro wurden sowohl
antinozizeptive als auch anti-antinozizeptive Effekt nachgewiesen. Die Tatsache, dass nach
der Manipulation des 5-HT; Rezeptors auch gegensatzliche Effekte beobachtet werden
koénnen, belegt die Bedeutung und die Komplexitat dieses Neurotransmitternetzwerkes. Es
erklart auch die zum Teil inkonsistenten klinischen Befunde nach Therapie mit Tropisetron
(Navoban®). Je nach Studie kam es nach Therapie bei 40 bis 50% der Patienten mit
Fibromyalgie zu einer im Placebovergleich signifikanten Schmerzreduktion (166).

Diese Studie stellt nun erstmals die individuelle Wirkung von Tropisetron (Navoban®)
bei Patienten mit Fibromyalgie auf den SERT dar. Es wurden nur Patienten untersucht, bei
denen die Therapie erfolgreich verlief. Unter einer Therapie von 5 mg Tropisetron
(Navoban®) pro Tag fiir vierzehn Tage konnte eine signifikant reduzierte Anreicherung von
[*#*1]JADAM im Mesencephalon dargestellt werden. Dies legt die Vermutung nahe, dass durch
die Tropisetrontherapie entweder direkt die Expression des SERT vermindert und so indirekt
eine Erhéhung des Serotoninspiegels erreicht wurde. Umgekehrt ist es jedoch auch denkbar,
dass Tropisetron (Navoban®) iiber eine direkte Erhdhung des Serotoninspiegels und die
dadurch entstehende vermehrte in vivo Kompetition mit [*IJADAM die Bindung des
Radiopharmazeutikums an den Transporter vermindert. Beides wirde eine Verbesserung der
Symptome durch den erhdhten Serotoninspiegel erklaren.

Da bis heute keine Studien existieren, die sich auf den Effekt von Tropisetron
(Navoban®) auf den Serotoninspiegel oder die Expression des SERT beziehen, konnen die
Ergebnisse dieser Studie wichtige Hinweise auf das Verstandnis der Rolle von Serotonin und
seinem Transporter im komplexen Zusammenspiel von schmerzregulierenden Substanzen bei

Fibromyalgie und im gesamten nozizeptiven System geben.
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8. Zusammenfassung

Das serotonerge System spielt eine entscheidende Rolle bei einer Vielzahl von
neurologischen und psychiatrischen Erkrankungen. Seit einigen Jahren ist es mit Hilfe der
funktionellen Bildgebung moglich, dieses Neurotransmittersystem darzustellen und zu
untersuchen. Nuklearmedizinisch konnen diese Systeme in vivo mit Hilfe von PET oder
SPECT dargestellt werden. Die Involvierung des Serotonintransporters (SERT),
beispielsweise bei der Depression, der Manie, bei Essstérungen sowie der Schizophrenie,
macht die Bedeutung dieses Transportersystems deutlich und unterstreicht den Bedarf eines in
Forschung und Klinik anwendbaren und flachendeckend einfach einsetzbaren Radiotracers.
Eine solche funktionelle Diagnostik von depressiven Patienten und Patienten mit anderen
Stérungen konnte von wesentlicher klinischer Bedeutung sein.

Da bislang fir die Darstellung dieses Neurotransmittersystems nur sehr unspezifische
SPECT-Liganden oder sehr teure und nur eingeschrankt verfligbare PET-Liganden zur
Verfligung stehen, ist die Entwicklung einer spezifischen und flachendeckend einsetzbaren
Substanz erstrebenswert.

Die Entwicklung von ['*I)JADAM macht es nun erstmals méglich, ein
Radiopharmazeutikum, welches diesen Anforderungen gerecht wird, zu verwenden.

Ziel der hier vorliegenden Arbeit war zum einem die Etablierung eines Mikro-SPECT-
Systems fur die primére Untersuchung dieser Transportersysteme an Versuchstieren, in dieser
Arbeit handelte es sich dabei um Ratten, auf Basis der im klinischen Alltag eingesetzten
SPECT-Kameras. Nach Etablierung dieses Systems war es mdoglich, das Radio-
pharmazeutikum im Tiermodell zu charakterisieren.

Zum anderen sollte diese neue und innovative Substanz fir die Verwendung am

Menschen charakterisiert werden.

Als Erstes mussten die physikalischen Eigenschaften des verwendeten Mikro-SPECT-
Systems eruiert werden. Hierzu wurden zwei verschiedene Phantome verwendet. Das
Kapillar-Phantom diente der Bestimmung der rdumlichen Auflosung des Systems. Dabei
konnte festgestellt werden, dass die Auflésung des Systems im Aufnahmefeld nicht konstant
ist, sondern variiert. In Richtung der Rotationsachse zeigte sich eine sich gleichmaRig
verschlechternde Auflosung zu den Ré&ndern des Aufnahmefeldes hin. Misst man jedoch die
Auflosung orthogonal zur Rotationsachse, lasst sich ein anderer Verlauf beobachten. In der

Mitte des Aufnahmefeldes ist die Auflosung schlechter als im ca. 1,5 cm darum liegenden

95



Bereich. Im Randbereich des Aufnahmefeldes verschlechtert sich die Auflésung wieder stetig.
Diese Veranderungen waren durch den geometrischen Aufbau des Systems zu erklaren.

Mit Hilfe des Struktur-Phantoms lie3en sich einerseits Aussagen Uber die Sensitivitat
des in dieser Arbeit verwendeten Pinhole-SPECT-Systems machen. Andererseits konnten mit
Hilfe des optischen Auflésungstestes direkte Aussagen zur Auflésung gemacht werden. Dabei
zeigte sich, dass die Sensitivitdt des Systems von dem Durchmesser und der Anzahl der
Bohrungen abhédngig war. Je hoher der Durchmesser und je hoher die Anzahl der Bohrungen,
desto hoher war auch die Systemsensitivitat. Genau umgekehrt hierzu verhielt sich jedoch die
Auflésung.

Mit Hilfe dieser beiden Phantome war es somit moglich, einen optimalen Kompromiss
zwischen Auflésung und Sensitivitat fur die Untersuchung des monoaminergen Systems bei
Kleintieren zu finden.

Zusétzlich wurde ein Funf-Punkt-Phantom verwendet. Es erlaubte, die Position der
drei Kamerakopfe mit dem entsprechenden Kollimatoren bei der Rekonstruktion optimal
aufeinander abzustimmen und somit eine bestmdglich Rekonstruktion der gewonnenen Daten

zu gewabhrleisten.

Im néachsten Schritt wurden die gewonnenen Ergebnisse auf Tierexperimente
Ubertragen. Dabei wurde das System anhand von Rattenexperimenten mit dem bereits
umfangreich charakterisierten und kostengunstig herzustellenden Radiopharmazeutikum
[*™Tc]TRODAT getestet. Diese Untersuchungen dienten der Validierung des Systems und
lieferten so einen wichtigen Beitrag zur Etablierung fir die folgenden Experimente.

Zum einen wurde mit Hilfe von dynamischen SPECT-Untersuchungen die
Biodistribution der Substanz im Gehirn untersucht und die kinetischen Parameter bestimmt.
Dabei zeigte sich, dass sich [*"Tc]TRODAT im Striatum von Ratten spezifisch anreichert
und im Vergleich zu anderen Geweben langsamer auswascht. Diese Studien lielen eine
Abschédtzung des Bindungspotentials an den DAT sowie eine Bestimmung des optimalen
Untersuchungszeitpunktes zu.

Des Weiteren wurde eine pharmakologische Charakterisierung von [*"Tc]TRODAT
mit Hilfe einer am dopaminergen System bindenden Substanz vorgenommen. Hierbei fand
sich nach Injektion der um den Transporter konkurrierenden Substanz Methylphenidat eine
deutlich verminderte DAT-Bindung des Radiopharmazeutikums.

Da es sich bei TRODAT jedoch um eine 99m-Technetium markierte Substanz handelt,
der Tracer ADAM jedoch mit ***lod markiert wird, wurden in einem weiteren Zwischenschritt

96



noch Untersuchungen mit dem 1-123 markierten IPT durchgefiihrt. Dieser Radiotracer bindet
wie das oben beschriebene TRODAT ebenfalls an den Dopamintransporter (DAT). Es wurden
ubereinstimmende Anreicherungen und Blockaden nach Gabe von Methylphenidat mit
diesem Radiotracer erzielt.

Die auf diese Weise gewonnenen Daten wurden nun mit den in vivo sowie ex Vivo
erzielten Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen verglichen. Es zeigte sich, dass sich unter
Verwendung des Mikro-SPECT-Systems Ubereinstimmende Daten bei der Untersuchung des
dopaminergen Systems erzielen liel3en.

Folglich kann davon ausgegangen werden, dass das in dieser Arbeit verwendete
Mikro-SPECT-Systems exakt und reproduzierbar in der Lage ist, dass monoaminerge System
bei Kleintieren darzustellen. Somit ist es zur Untersuchung des innovativen und teurer

herzustellenden Radioliganden [**IJADAM im Tiermodell hervorragend geeignet.

Zunadchst wurden eine ausfihrliche kinetische und pharmakologische in vivo
Charakterisierung des Radioliganden durchgefiihrt. Dies geschah mit Hilfe von Mikro-
SPECT-Untersuchungen zum Nachweis der spezifischen Bindung von [***IJADAM an den
SERT. Die Ergebnisse zeigten, dass sich [***IJADAM im Mittelhirn von Ratten spezifisch
anreichert und im Vergleich zu anderen Hirnbereichen langsamer auswéscht. Es lie3 sich eine
maximale spezifische Bindung ((Mes-Cer)/Cer) von 1,18 erreichen. Der optimale
Untersuchungszeitpunkt ergab sich aus der Plateauphase der spezifischen Bindung zwischen
180 und 210 Minuten p.i. Im Rahmen der pharmakologischen Charakterisierung wurden
Untersuchungen der Ratten mit Fluoxetin (Prozac®), welches potentiell am serotonergen
System wirksam ist, vorgenommen. Hierbei fand sich eine im Schnitt 68% geringere Bindung
von [**1]JADAM an den SERT.

Durch diese Ergebnisse wurde die Eignung von [**IJADAM zur Bildgebung des

SERT unter reproduzierbaren Bedingungen in vivo unterstrichen.

Bevor es zur Zulassung eines neuen Radiopharmazeutikums fir die Klinische
Anwendung kommt, missen kinetische Studien am Menschen durchgefiihrt werden. Die
SPECT-Untersuchung am Menschen ergab in dieser Arbeit bei gesunden Probanden eine
selektive Anreicherung von [**IJADAM an den SERT. Dabei zeigte sich, dass sich
[*#*1JADAM spezifisch im Mittelhirn von Menschen, dem Gebiet mit der héchsten Dichte an
serotonergen Neuronen (Raphekernen), anreichert. Es wird in diesem Bereich im Vergleich zu

anderen Hirnarealen langsamer ausgewaschen, dies flhrt zu einer maximalen spezifischen
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Bindung von 2,4. Der ideale Aufnahmezeitpunkt fir die Darstellung des SERT ergab sich aus
der Plateauphase der spezifischen Bindung nach 3 bis 5 Stunden p.i.

AuBerdem wurde eine Altersabhangigkeit der Bindung von [***IJADAM an den SERT
deutlich. Die Bindung nahm mit zunehmendem Lebensalter stetig ab. Diese Beobachtung legt
nahe, dass die Bindung des Radiotracers unter Berticksichtigung des Alters zu betrachten ist.

Im letzten Teil dieser Arbeit wurden die im Rahmen der Kleintierexperimente und die
an gesunden Kontrollen gewonnenen Daten mit denen der Patienten, welche an Depression
und an Fibromyalgie litten, gegenubergestellt.

Der Vergleich des gesunden Kontrollkollektives mit den depressiven Patienten ergab
einen signifikanten Unterschied. Patienten zeigten eine erhdhte Bindung von [***1JADAM an
den SERT. Es war somit moglich, die pathologischen Veranderungen der Dichte des SERT
darzustellen, was auch in der Literatur durch VVorergebnisse mit PET-spezifischen Substanzen
bestatigt worden ist.

Zwischen dem gesunden Kontrollkollektiv und den unbehandelten an Fibromyalgie
erkrankten Patienten lieBen sich keine Unterschiede feststellen. Nach Therapie mit
Tropisetron, einem 5-HT3-Rezeptorantagonisten, lie sich jedoch eine hdchst signifikante
Verringerung der Bindung des Radioliganden messen.

Insgesamt lasst sich somit feststellen, dass mit [**IJADAM ein Radiopharmakon zur
Verfugung steht, mit welchem man in der Lage ist, pathologische Veranderungen des
Serotonintransporters bei verschiedenen Erkrankungen nachzuweisen und ebenso Einflusse
von Medikamenten, die typischerweise bei derartigen Erkrankungen eingesetzt werden, zu

untersuchen.
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