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1. EINLEITUNG

1.1 Herzinsuffizienz

Herz-Kreislauf-Erkrankungen, die Herzinsuffizienz eingeschlossen, sind in Deutschland
aktuell immer noch die hdufigste Todesursache und fiir 215.143 Todesfille, sowie ca. 1,6
Millionen Krankenhausaufenthalte im Jahr 2012 verantwortlich (1). Der Herzinsuffizienz
liegt meist eine multifaktorielle Genese zu Grunde, wie z.B. das metabolische Syndrom,
Diabetes mellitus Typ 2, eine Myokarditis und Myokardinfarkt (2).

Das Krankheitsbild der Herzinsuffizienz hat eine grole Schwankungsbreite mit nahezu
symptomfreien Friithstadien und einer deutlich eingeschrinkten Lebensqualitit sowie
einer erhohten Mortalitdt im weiteren Verlauf der Erkrankung (3). Somit ist das
Verstdndnis der Entstehungsmechanismen und des Fortschreitens der Herzinsuffizienz
wichtig zur Optimierung der Patientenfiihrung und zur Entwicklung neuer
Therapieansdtze. Viele Studien haben in den letzten Jahren gezeigt, dass sowohl die
globale als auch die lokale, kardiale neurohumorale Aktivierung ein wichtiger Faktor im
Krankheitsbild  der Herzinsuffizienz sind, sowohl im Sinne eines
Kompensationsmechanismus, als auch als progressiver Faktor im Fortschreiten der
Herzinsuffizienz (4). Die Bildgebung des neuro-humoralen Systems und seines
Aktivierungszustandes ist daher von grolem Interesse sowohl fiir die Klinik als auch fiir
die Forschung. Im letzten Jahrzehnt kam es daher zur Entwicklung verschiedener
Bildgebungsmodalititen. Insbesondere die molekulare Bildgebung eignet sich hierbei
hervorragend zur nicht-invasiven, lokalen Visualisierung kardialer Prozesse auf
molekularer Ebene (5). Verschiedene Tracer und Modalititen zur kardialen Bildgebung
wurden entwickelt und werden teilweise bereits in der Klinik eingesetzt, wie die '*I-
Metaiodobenzylguadinin (MIBG) Single-Photon Emission Computed Tomography
(SPECT) oder die ''C-Hydroxyephedrin (HED) Positronen-Emissions-Tomographie
(PET).

,Personalized medicine” beruht darauf, medizinische Behandlungen den individuellen
Charakteristika eines jeden Patienten anzupassen, um somit auf der einen Seite eine
Therapie so effizient wie moglich zu gestalten, zum anderen die Nebenwirkungen zu

minimieren. Zu diesem personalisierten und zugeschnittenen Behandlungskonzept kann



die molekulare kardiale Bildgebung mittels SPECT- und PET-Systemen bei der
Optimierung einer Herzinsuffizienz-Therapie einen entscheidenden Beitrag leisten: (1.)
durch eine nicht invasive, wiederholt einsetzbare Methode, (2.) zur Erkennung von
behandelbaren Friihstadien, (3.) zur Risikostratifizierung bzw. in der Prognose des
Fortschreitens der Erkrankung, (4.) zum Zwecke des Behandlungsmonitorings sowie (5.)
zur Behandlungsoptimierung. ,Molecular imaging™ konnte daher bei Patienten mit
Herzinsuffizienz ein Schliisselelement in der Entwicklung neuer, personalisierter

Therapie-Ansitze sein (6).



1.2 Molekulare Bildgebung der Herzinsuffizienz

1.2.1 Definition und Epidemiologie der Herzinsuffizienz

Eine Herzinsuffizienz ist als eine chronische, progrediente Erkrankung definiert, bei der
der Herzmuskel unfahig ist, genug Blut in den Kreislauf zu pumpen um die Bediirfnisse
des Korpers fiir Blut und Sauerstoff zu decken (7). Prinzipiell ldsst sich eine
Herzinsuffizienz nach den Kriterien der ,,New York Heart Association (NYHA)* wie

folgt einteilen:

NYHA Definition
Grad

I Keine Einschrankung der korperlichen Aktivitit. Normale korperliche
Aktivitdt verursacht keine iibermdBige korperliche Schwiche,

Palpitationen oder Dyspnoe (Kurzatmigkeit).

11 Geringe Einschrinkung der korperlichen Aktivitdt. In Ruhe keine
Beschwerden. Normale korperliche Aktivitdt fithrt zu Erschopfung,
Palpitationen und Dyspnoe (Kurzatmigkeit).

1 Deutliche Einschriankung der korperlichen  Aktivitit. Keine
Beschwerden in Ruhe. Geringe korperliche Aktivitdt fithrt bereits zu
Erschépfung, Palpitationen oder Dyspnoe.

v Durchfiihren korperlicher Aktivitdt nur noch unter Einschrinkungen
moglich. Symptome des Herzversagens bereits in Ruhe. Jegliche

Zunahme der korperlichen Aktivitdt fiihrt zu einer deutlichen Zunahme

der Beschwerden,

Tabelle 1
Stadien der Herzinsuffizienz gemd NYHA, modifiziert nach (7, 8).



Kardiovaskuldre Erkrankungen verursachen in Europa geméll der ,European
Cardiovascular Statistics 2012 alleine mehr als 4 Millionen Tote (9). Die Préavalenz einer
Herzinsuffizienz in der erwachsenen Bevolkerung betrégt je nach Studie um 2 %, mit
Zunahme in der dlteren Bevolkerung (10). Optimierte Behandlungskonzepte fithrten zu
einer Reduktion der Hospitalisierung um ca. 30-50 % im Vergleich zu deutlich erhohten
Hospitalisierungsraten in den 80er- und 90er-Jahren in Europa (11); dennoch ist die
Herzinsuffizienz weiterhin die primédre Diagnose in mehr als einer Million stationérer
Aufnahmen in den Vereinigten Staaten (2). Die Mortalitétsrate fiir eine Herzinsuffizienz
liegt bei ca. 50 % innerhalb von 5 Jahren nach Erstdiagnose (2). Die Herzinsuffizienz
stellt nicht nur einen enormen Kostenfaktor fiir das Gesundheitswesen dar, auch die

Prévalenz der Herzinsuffizienz steigt weiterhin kontinuierlich (2).

1.2.2 Pathophysiologie der Herzinsuffizienz als Grundlage fiir molekulare
kardiale Bildgebung: Norepinephrin (NE)-Uptake-1 und -2

Transporter

Unter physiologischen Bedingungen ist ein funktionierendes autonomes Nervensystem
essentiell, um den Herzmuskel in seinem Bestreben, sich an die tdglich wechselnden
physiologischen Anforderungen anzupassen, zu unterstiitzen. Das Zusammenspiel von
Sympathikus und Parasympathikus regelt auf postgangliondrer Ebene iiber die
Transmitter ~ Norepinephrin  (NE)  (Sympathikus) und  Acetylcholin  (ACh)
(Parasympathikus) unter anderem die Herzfrequenz, sowie die Erregbarkeit und
Kontraktionskraft des Ventrikelmyokards (6). Die Aktivierung des sympathischen
kardialen Nervensystems wurde als ein Faktor bei der Entstehung und dem Fortschreiten
der Herzinsuffizienz identifiziert. Zunédchst tritt nach einer Schidigung des Herzmuskels,
z.B. durch ein akutes kardiovaskuldres Ereignis, eine kompensatorische Aktivierung des
sympathischen kardialen neuronalen Systems ein, um die notwendige Pumpleistung
aufrecht zu erhalten. Die persistierende Aktivierung dieses Systems fiihrt jedoch zu einem
Fortschreiten der Herzinsuffizienz und kann auferdem ein vermehrtes Auftreten von
negativen kardiovaskuldren Ereignissen wie z.B. eines Myokardinfarktes und von

Kammerflimmern auslésen (4, 5). Die Aktivierung der postgangliondren sympathischen



Neuronen erfolgt mittels NE iiber den selektiven Norepinephrin-Uptake-1 Mechanismus
(NE-Uptake-1), sowie unspezifisch mittels des Norepinephrin-Uptake-2 Transporters
(NE-Uptake-2). Die Synthese von NE erfolgt in den prasynaptischen Neuronen auf Basis
der Aminosdure Tyrosin {iber mehrere Zwischenschritte, unter anderem
Dihydroxyphenylalanin und Dopamin. Im Anschluss daran erfolgt der Transport von NE
mittels des vesikuldren Mono-Amin-Transporters (VMAT) in die Speicher-Vesikel in
den priasynaptischen Nervenendigungen (12). Bei Eintreffen eines Signals in der
prasynaptischen Nervenendigung kommt es zu einer Aktivierung spannungsabhéingiger
Calcium-Kanile, was zu einer Freisetzung von NE aus den Speicher-Vesikeln mittels
Exozytose fiithrt. Im Anschluss bindet ein Teil des freigesetzten NE an postsynaptische
NE-Rezeptoren, unter anderem Alpha- bzw. Beta-Adrenorezeptoren, der tiberwiegende
Anteil wird jedoch unmittelbar und aktiv wieder iiber den selektiven NE-Uptake-1 in
prasynaptische ~ Nervenendigungen  aufgenommen  unter  Verbrauch  von
Adenosintriphosphat (ATP). Nach Wiederaufnahme des NE in die Nervenendigung
erfolgt hier die erneute Speicherung in den Vesikeln. Der Anteil des NE, welcher im
Synapsenspalt verbleibt, wird durch die Monoaminoxidase (MAO) verstoffwechselt und
geht in die systemische Zirkulation iiber. Ein weiterer Mechanismus zur Elimination von
NE aus dem Synapsenspalt ist der unspezifische, passive NE-Re-Uptake mittels des NE-
Uptake-2. Er iiberwiegt, beim Menschen, in nicht neuronalen Geweben, wie z.B. den

Herzmuskelzellen (13).

1.2.3 Sympathische kardiale Innervationsbildgebung mittels

verschiedener Radiopharmaka

1.2.3.1 11C-Hydroxyephedrin (HED), '2)I-Metaiodobenzyl-guanidin (MIBG)
sowie (N-[3-bromo-4-(3-'3F-fluoropropoxy)-benzyl]-
guanidin)(LMI1195)

Diverse nuklearmedizinische Tracer wurden im Laufe der Zeit entwickelt, um die
kardiale sympathische Innervation auf molekularer Ebene zu visualisieren, sowohl *™Tc-

und 'I-basierte Substanzen fiir die konventionelle nuklearmedizinische Bildgebung



(SPECT), als auch ''C basierte PET-Tracer. Der am hiufigsten eingesetzte und erprobte
2. Tracer MIBG ist ein NE-Analogon, basierend auf einer Benzylguanidin-
Ringstruktur. '®I-MIBG wird iiberwiegend selektiv durch den NE-Uptake-1 in die
prasynaptische Nervenendigung aufgenommen und dort in Speicher-Vesikeln gelagert.
Ein geringerer Anteil wird ebenfalls iiber den nicht selektiven NE-Uptake-2
metabolisiert. Sobald das '**I-MIBG wieder in der Prisynapse angelangt ist, wird es aktiv
in die Speicher-Vesikel eingelagert (14, 15). Der Nutzen der konventionellen
nuklearmedizinischen Bildgebung wurde unter anderem in der ,,Adreview Myocardial
Imaging for Risk Evaluation in Heart Failure (ADMIRE-HF)“-Studie nachgewiesen, bei
der ein erhdhter kardialer Washout des SPECT-Tracers '2*I-MIBG als einer der wenigen
unabhéngigen Risikofaktoren fiir das Eintreten negativer kardialer Ereignisse identifiziert
werden konnte (16). Der am haufigsten zur kardialen Innervationsbildgebung
herangezogene PET-Tracer ist der 'C-Tracer HED, ein weiteres NE Analogon. ''C-HED
wird #hnlich wie 'I-MIBG aktiv und selektiv durch den NE-Uptake-1 in die
prasynaptische Nervenendigung aufgenommen, jedoch mit einer héheren Affinitét zum
Transporter (17). Im Anschluss wird ''C-HED mittels der zweiten Isoform des VMAT 2
in die prisynaptischen NE Speicher-Vesikel eingelagert. Ein Abbau durch die Catechol-
o-Methyltransferase (COMT) findet nicht bzw. durch die MAO in einem nur sehr
geringen Ausmal statt. Gegeniiber der konventionellen Bildgebung bietet die PET eine
deutlich bessere rdumliche und zeitliche Auflésung und eignet sich somit besser zu
Darstellung lokaler, regionaler kardialer Krankheitsprozesse wie z.B. im Narbenbereich
nach Myokardinfarkt (18). Zur Verbesserung der kardialen sympathischen Bildgebung
wurde vor kurzem der neuartige 'SF-markierte Tracer (N-[3-bromo-4-(3-'SF-
fluoropropoxy)-benzyl]-guanidin) (LMI1195) entwickelt. Ein Bericht iiber den Einsatz
dieses Tracers in einer Phase-1 Studie am Menschen wurde 2014 ver6ffentlicht. Die
genauen Uptake-Mechanismen dieses neuen Tracers fiir die neuronale sympathische
Bildgebung, sowie seine weitere Metabolisierung in unterschiedlichen Organismen sind

jedoch noch nicht abschlieBend geklart (19).



Eine Ubersicht iiber die besagten Tracer und die physiologische ,,Muttersubstanz* NE
findet sich in Abbildung 1:

e

Norepinephrin 123]-lodomethylbenzylguanidin (MIBG)

(e
=)

1C-Hydroxyephedrin (HED) (N-[S;tj)_rc))rTE'\-:l-ﬁ;;f-fluoropropoxy)-benzyl]-
guanidin

Abbildung 1: Die Radiopharmaka zur Darstellung des Innervationssystems des Herzens
leiten sich vom physiologischen Norepinephrin (NE) ab und basieren iiberwiegend auf

einer Guanidin-Ringstruktur.

Zwar wird der fiir die konventionelle SPECT hergestellte Tracer '>I-MIBG in der
téglichen Praxis hiufig verwendet, dennoch bieten die fiir die PET entwickelten Tracer
''C-HED sowie das erst kiirzlich eingefiihrte '®F-markierte LMI1195 den Vorteil einer

deutlich besseren raumlichen und zeitlichen Auflosung (12).



1.2.3.2 Vorteile '®F-markierter Radiopharmaka

Wihrend durch den Einsatz bereits etablierter PET-Tracer des sympathischen
Nervensystems wie z.B. ''C-HED bereits eine deutliche Verbesserung in der Bildgebung
gegeniiber den konventionellen Verfahren demonstriert werden konnte, bleibt der
klinische Nutzen dieser Verfahren aufgrund der kurzen Halbwertszeit (HWZ) von ''C-
markierten Tracern sehr limitiert. '®F-markierte Tracer wie LMI1195 wiirden aufgrund
der deutlich lingeren HWZ von '°F eine Zyklotron-unabhingige Distribution des Tracers
ermdglichen, wie er bereits fiir den Vertrieb von ®F-Fluoro-Desoxyglukose (FDG) gut
etabliert ist. Der Einsatz von LMI1195 wiirde somit zum einen eine breitere klinische
Anwendung der kardialen sympathischen Bildgebung ermdglichen, zum anderen wéren
aufgrund der lingeren HWZ dieses Tracers auch Verlaufsstudien zu einem spéteren
Zeitpunkt nach Injektion moglich, was ggf. zu weiteren Erkenntnissen iiber die
Verstoffwechselung und Redistribution von sympathischen Neurotransmittern unter
anderem im Rahmen der Herzinsuffizienz fiihren konnte (12, 19). Die Vorteile eines
flichendeckenden klinischen Einsatzes von LMI1195 gegeniiber dem bisher verwandten

''C-HED zur kardialen Innervationsbildgebung finden sich in Abbildung 2.



e |
A

Zentrale
Produktionsstelle

Zyklotron Peripheres Krankenhaus
Praxis

Abbildung 2: Vorteile eines klinischen Einsatzes von LMI1195 gegeniiber dem bisher
verwandten ''C-HED zur kardialen Innervationsbildgebung; zum einen kénnte LMI1195
an weiter entfernt gelegene Krankenhiuser geliefert werden, wohingegen !'C-HED “on-
site” direkt nach der Zyklotron-Produktion umgehend injiziert werden muss (''C-HED,
Halbwertszeit (HWZ) ca. 20 Minuten; LMI1195, HWZ ca. 110 Minuten), zum anderen
wiren mit LMI1195 Studienansitze mit spiaten Aufnahmen bis zu 2-4 Stunden nach

Tracerinjektion méglich (12, 19).



1.4 FRAGESTELLUNG

Zielsetzungen dieser Studie war es, (1.) die Biodistribution des PET-Radiopharmakons
LMI1195 in der Ratte zu analysieren und (2.) die zu Grunde liegenden ,,Uptake*-Prozesse
an der sympathischen kardialen Nervenendigung im Rattenherz zu evaluieren. Um dies
zu erreichen, wurde einer Teil-Gruppe der Versuchstiere zundchst der PET-Tracer
LMI1195 intravends injiziert, um im Anschluss iiber den Zeitraum einer Stunde eine
dynamische PET/CT Studie zu akquirieren. Hiermit konnte die zeitliche und rdumliche
Umverteilung von LMI1195 bestimmt werden. Im Anschluss an die Bildgebung erfolgte
die Entnahme mehrerer Gewebeproben unterschiedlicher Organe und die Bestimmung
der Aktivitdtsverteilung in den Proben ex-vivo. Zur Validierung des kardialen LMI1195-
Uptakes wurden im Anschluss an die PET/CT und die Gewebeentnahme Proben des
Myokards asserviert, um sie mittels Autoradiographie auszuwerten. Es ist davon
auszugehen, dass LMI1195 aufgrund seines molekularen Designs einen guten,
langanhaltenden kardialen Uptake zeigt bei gleichzeitig geringer Aktivititsaufnahme im
Bereich der iibrigen angrenzenden Organe wie z.B. Leber und Lunge. Im zweiten
Abschnitt der vorliegenden Studie erfolgte die genauere Analyse der verschiedenen
kardialen neuronalen Uptake-Varianten von LMI1195 mittels pharmakologischer
Interventionsstudien. Durch den Einsatz von Blockern bzw. Hemmern des neuronalen
NE-Uptakes sollte es gelingen zu bestdtigen, dass LMI1195 hochselektiv iiber den NE-
Uptake-1 in die sympathischen Nervenzellen des Ventrikelmyokards von Ratten
aufgenommen wird und zu evaluieren, welchen Anteil der NE-Uptake-2 Transporter an
der Verstoffwechselung von LMI1195 im Myokard der Ratte beitrdgt. Das genauere
Versténdnis der Pharmakokinetik und der kardialen Verstoffwechselung von LMI1195
sollte die Diagnostik der Herzinsuffizienz fiir betroffene Patienten deutlich verbessern.
Der Einsatz von LMI1195 konnte auflerdem zu neuen Erkenntnissen iiber die
pathophysiologische Rolle des neurohumoralen Systems im Krankheitsbild der

Herzinsuffizienz fithren.



2. MATERIAL und METHODEN

2.1 Tiermodell

Zur Durchfiihrung aller unserer Experimente wurden gesunde minnliche Wistar Ratten
mit einem Korpergewicht von 250-300 g eingesetzt, welche iiber die Charles River
Deutschland GmbH bezogen wurden. Dieses Tiermodell ist in der kardialen
sympathischen Bildgebung mittels PET bereits gut etabliert (20, 21). Samtliche
Untersuchungs-Protokolle waren genehmigt durch die regionale staatliche Tierschutz-
Kommission (Regierung von Oberbayern, Deutschland, Antrags-Nr. 55.2-2531.01-11/12
gemél TierSchG) und entsprachen den Vorgaben des ,,Institute for Laboratory Research
Animals® (22). Die Versuche wurden im Rahmen eines Kooperationsprojektes mit der

Technischen Universitit Miinchen durchgefiihrt.

2.2 Versuchsablauf

2.2.1 Tracersynthese

Synthese und Qualititskontrollen von LMI1195 wurden geméfl dem zuvor von Yu et al.
beschriebenem Verfahren durchgefiihrt (23). In einem PET-Trace6-Zyklotron (General
Electrics) produziertes ['*F]Fluorid in wissriger Losung wurde in einem
Radionuklidabzug auf einer QMA-Kartusche (Waters) fixiert, mit 2 ml Wasser
gewaschen und anschlieBend mit einer Elutionslosung, bestehend aus 900 pl Acetonitril,
100 ul Wasser, 30 ul 1 M Kaliumcarbonatldsung und 20 mg Kryptofix, von der Kartusche
entfernt. Das Eluat wurde bei 85°C im Argonstrom zur Trocknen eingeengt und
anschliefend zweimal mit je | ml Acetonitril azeotrop getrocknet. Der Riickstand wurde
mit 5 mg des Brosylat-Precursors in 1 ml DMSO versetzt und fiir 20 Minuten auf 150°C
erhitzt. Die Reinigung der Reaktionsmischung erfolgte mittels Hochdruckfliissigkeits-
Chromatographie (HPLC). Der Tracer wurde in isotonischer Kochsalzlosung / 10%
Ethanol formuliert. Das fiir die biologische Evaluation und die Kleintier-PET-Studien
eingesetzte LMI1195 hatte eine radiochemische Reinheit von 98 % und eine spezifische

Aktivitdt von 600 Gigabecquerel (GBq)/pmol oder mehr.
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2.2.2 In-vivo Versuchsprotokoll mittels Positronen-Emissions-
Tomographie (PET)

Wistar-Ratten wurden im Alter von 8 Wochen bezogen. Die Tiere wurde im Kleintierstall
der Technischen Universitit Miinchen iiber 4 Wochen unter fiir Kleinnager geeigneten
Umweltbedingungen gehalten (12 Stunden Nachtzyklus, geregelte Luftfeuchtigkeit).
Wihrend dieser Zeit hatten alle Versuchstiere freien und unbeschriankten Zugang zu
Standard- Kleintiernahrung (Purina, Charles River), sowie zu Wasser. Unmittelbar vor
Beginn der Experimente wurden die Tiere gewogen. Im Anschluss wurden die Tiere mit
2 % Isofluran andsthesiert und wéhrend der gesamten Untersuchungsdauer unter Narkose
gehalten. Nach Eintritt der Narkose und Erreichen einer suffizienten Analgesie wurden
die Tiere auf eine vorbereitete Arbeitsplatte (30°) umgebettet und bekamen einen vendsen
Zugang in die Schwanzvene gelegt. Nach erneuter Umbettung der Tiere auf die PET/CT-
gantry wurden zwei Serien von Experimenten mit insgesamt 16 Tieren durchgefiihrt
(Abbildung 3). Wéhrend der gesamten Untersuchungsdauer wurde die Korpertemperatur
der Versuchstiere mittels einer Wéarmelampe stabil gehalten. Gema8 Protokoll A wurde
zunéchst die systemische und kardiale Tracer-Verteilung von LMI1195 iiber 60 Minuten
bestimmt (n = 4). Der Start der dynamischen PET-Aufnahme (iiber 60 Minuten p.i.)
erfolgte unmittelbar vor Injektion von 37 Megabecquerel (MBq) LMI1195 in die
Schwanzvene (Abbildung 3). Protokoll B wurde erstellt, um die genauen Mechanismen
des kardialen LMI1195-Uptakes zu untersuchen. Ein Teil der zu untersuchenden Tiere
(n=4) wurde zundchst mit Phenoxybenzamin (50 mg/kg, intravends; nicht selektive
Blockade des neuronalen NE-Uptake-1 und des nicht-neuronalen NE-Uptake-2)(Sigma
Aldrich Co., Darmstadt) vorbehandelt. Je einer weiteren Versuchsgruppe wurde
Desipramin (n = 4)(2 mg/kg, intravends; selektiver Blocker des neuronalen NE-Uptake-
1)(Sigma Aldrich Co., Darmstadt) oder 0,9 % Kochsalzlosung (n = 4; Kontrollgruppe)
intravenos injiziert. Jeweils zehn Minuten nach der jeweiligen Vorbehandlung wurde den
Tieren 37 MBq LMI1195 in die Schwanzvene verabreicht. Eine 10-miniitige, dynamische
PET-Sitzung wurde kurz vor der Tracer-Injektion gestartet. Unmittelbar nach Abschluss

der Bildgebung wurden die Tiere mittels cervikaler Dislokation euthanasiert.
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ProtokollA  '8F-LMI1195 37 MBq i.v. n=4

Dynamische PET Akquisition tiber 60 Min. p.i.

Protokoll B Phenoxybenzamin i.v. (50mg/kg) n=4
oder Desipramin iv. (2mg/kg) n=4
oder 0,9% Kochsalz i.v. (Kontrollgruppe) n=4

18F-LMI1195 37 MBq i.v.

l 10 Min . Dynamische PET Akquisition

Gber 10 Min. p.i.

Abbildung 3: Schematische Darstellung der PET-Untersuchungs-Protokolle zur
Bildgebung mit i.v. appliziertem LMI1195. i.v. = intravends, PET = Positronen-
Emissions-Tomographie. MBq = Megabecquerel.

223 Ex-vivo-Analyse mittels Autoradiographie

Nach Abschluss der PET-Studien und unmittelbar nach Euthanasierung der Versuchstiere
erfolgte eine Blutentnahme zur weiteren ex vivo-Analyse. Die Resektion des Herzens
sowie die Entnahme weiterer Gewebeproben aus Leber, Lunge, Niere, Nebenniere,
Muskel und Knochen erfolgte nach Durchfithrung einer medianen Thorako- bzw.
Laparotomie. Nach Abtrennung der groen Gefafle und der Entfernung von Blutresten
wurde das Herz gewogen und in fliissigen Stickstoff gefriergetrocknet. Die weiteren
entnommenen Organproben wurden ebenfalls gewogen und im Anschluss in Test-
Rohrchen zur weiteren Analyse verbracht. Nach Anfertigung von Kurzachsenschnitten
des Herzens mittels Kryostat (Kryostat Microm, Typ HM 500 Microm, Walldorf,
Deutschland) wurde eine  Autoradiographie (CR35 Bio; Raytest Straubenhardt,
Deutschland) der Herzschnitte (Abbildung 4), sowie eine Analyse des Blutes und der
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Gewebeproben im Gamma-Counter (Walac 1480-011 Automatic Gamma-Counter;
Perkin Elmer, Shelton, CT 06484-4794 USA) durchgefiihrt. Zum Abschluss erfolgte eine
ergianzende Hamatoxylin-Eosin (HE) Farbung der angefertigten Kurzachsenschnitte des
Herzens. Die Rattenkadaver wurden separat gesammelt und durch die

Tierkorperbeseitigung der Technischen Universitdt Miinchen entsorgt.

Abbildung 4: Autoradiographiegerdt der Firma Raytest. (CR35 Bio; Raytest
Straubenhardt, Deutschland) mit dem die Autoradiographie der entnommenen Herzen zur

ex-vivo Kontrolle des kardialen LMI1195-Uptakes durchgefiihrt wurde
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2.3 PET-Bildgebung

2.3.1 Datenakquisition und Rekonstruktion

Alle Scans wurden mittels eines dedizierten Kleintier-PET/CT Systems (Inveon
microPET/CT; Siemens Preclinical Solutions, Erlangen, Deutschland) durchgefiihrt. Die
Tiere wurden in Bauchlage auf der PET/CT-gantry platziert und CT-Bilder des Thorax
angefertigt. Es erfolgte eine kontinuierliche Ableitung der Herzstrome mittels eines
Kleintier-Elektrokardiographie. Die CT-Aufnahmen wurden akquiriert mit einer
Spannung von 80 kV, einer Spulen-Stromstirke von 500 pA und einem totalen Rotations-
Winkel von 220° in 121 Projektionen. Die CT-Daten wurden mittels gefilterter
Riickprojektion, mit auf die Nyquist Frequenz gesetztem Shepp Filter rekonstruiert,
gefolgt von der PET-Bild-Akquisition im List-Mode Verfahren. Die Daten wurden
zundchst in 3-dimensionale Sinogramme eingeteilt. Im Anschluss wurden diese durch
einen Fouriers-Algorithmus neu unterteilt, um danach mittels eines 2-dimensionalen
ordered subset expectation maximization (OSEM) Algorithmus dynamische Bilder zu
rekonstruieren. Die rekonstruierten dynamischen Bilder wurden in die folgenden
Zeitabschnitte unterteilt: 12 x 15's, 7 x 60 s und 5 x 10 min, insgesamt 1 Stunde, und 12
x 15 s und 7 x 70 s, insgesamt 10 Minuten. Alle Aufnahmen wurden fiir '3F-Zerfall,
Zufallsereignisse und Tot-Zeit korrigiert; eine Schwéchungskorrektur wurde nicht

durchgefiihrt.

2.3.2 Datenanalyse

Die aufgenommenen PET-Bilder wurden mit der frei erhiltlichen Bildanalyse-Software
AMIDE imaging (Version 1.01, UCLA Berkley CA, USA, freeware
http://amide.sourceforge.net/static/amide_snm_poster.pdf) analysiert. Zeit-
Aktivitdtskurven wurden generiert unter Einsatz von 3-dimensionalen Referenzregionen,
sogenannten ,,Regions of interest“ (ROI), welche manuell im Myokard, im linken
Ventrikel, in der Lunge, der Leber, den Nieren, den Nebennieren, im Knochen und im

Muskel platziert wurden. Die durchschnittliche Radioaktivitétskonzentration in den ROI
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wurde umgerechnet in Becquerel (Bq) pro Kubikzentimeter und als Prozentanteil der

injizierten Dosis pro Kubikzentimeter angegeben (%/ID/cm?).

2.4 Statistische Verfahren

Die Daten wurden présentiert als Mittelwert +/- Standardabweichung. Der Vergleich der
kontinuierlichen Variablen zwischen multiplen Gruppen wurde mit ANOVA
durchgefiihrt unter Nutzung von ,,ranks“ (Kruskal-Wallis Test), gefolgt von einem Dunn
multiple-contrast  Hypothesen-Test zur Identifikation von unterschiedlichen
Gruppenpaaren. Ein p-Wert kleiner 0,05 wurde als statistisch signifikant betrachtet. Die
statistischen Analysen wurden mittels StatMate III (ATMS Co. Ltd, Tokyo, Japan)
durchgefiihrt.
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3. ERGEBNISSE

31 In-vivo Analyse: Kinetik des PET-Tracers LMI1195

Die in-vivo Analysen der Kinetik von LMI1195 wurden ohne vorherige Primedikation
iber 60 Minuten durchgefiihrt (n = 4). Trotz der noch deutlich erhShten
linksventrikuldren ,,Blood Pool“-Aktivitit lieB sich der myokardiale LMI1195-Uptake
bereits im ersten Zeitabschnitt der PET Sitzung (0 - 3 Minuten p.i.) eindeutig darstellen.
Mit zunehmendem Tracer-Washout im zweiten Abschnitt der PET-Sitzung (3 — 10
Minuten p.i.), lie sich die Wand des linken Ventrikels zunehmend besser abgrenzen. Die
Tracer Aufnahme im linksventrikuldren Myokard blieb bis zum letzten Abschnitt der
PET-Untersuchung (50 — 60 Minuten p.i.) konstant und klar abgrenzbar (Abbildung 5).
Die in-vivo PET Studie zeigte somit ein homogenes Verteilungsmuster des Tracers im
linksventrikuldren Myokard. Der rechte Ventrikel liess sich hingegen nur bedingt
gegeniiber dem linken Ventrikel abgrenzen: Die nur geringe Diskriminierbarkeit des
rechten Ventrikels gegeniiber dem Septum bzw. der linken Kammerwand lésst sich a.e.
mit dem Partial-/Teilvolumeneffekt erkldren, also dem Verlust von visualisierter Aktivitat
in &uflerst kleinen Objekten aufgrund der limitierten Auflosungsfahigkeit des

verwendeten Kleintier-PET-Systems (24).
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5 min p.i. 40 min p.i. 60 min p.i.

Abbildung 5: Beispiel einer dynamischen PET/CT-Bildgebung mit LMI1195 zu
verschiedenen Zeitpunkten nach Injektion am Beispiel koronarer Herzschnitte junger
Ratten. Abgebildet Zeitpunkte 5, 40 und 60 Minuten p.i.; zu allen Zeitpunkten deutlich
erhéhter, persistierender kardialer LMI1195-Uptake. Uber den gesamten
Untersuchungszeitraum nur geringer und schnell abnehmender Tracer-Uptake der
Leber, somit optimaler Kontrast und Diskriminierbarkeit des gesamten linken

Ventrikels.

17



Die Analyse der Zeit-Aktivitatskurven (TAC) beziliglich der absoluten myokardialen
Tracer-Konzentration zeigte eine hohe und relativ stabile Tracer-Konzentration von im
Durchschnitt ca. 2 %ID/cm?® iiber den gesamten Zeitraum der PET Sitzung von 60
Minuten. Zu Beginn der Untersuchung lief3 sich im Herz ein Tracer-Uptake von ungeféhr
2,5 %ID/cm? bestimmen, welcher dann langsam abnahm, um am Ende der PET-
Untersuchung einen Wert von ca. 2 %ID/cm?® zu erreichen. Der myokardiale Tracer-
Washout war mit ca. 0,4 % pro Minute gering: es zeigte sich somit ein stabiler kardialer
Uptake iiber die Zeit (Abbildung 6). Insbesondere konnte eine gute Diskriminierung zur
Blut-Clearance nachgewiesen werden: Der Uptake wies im Blut initial Werte von >

1%ID/cm?, die aber rasch auf ein Niveau von < 0,5 %ID/cm? abfielen.

B .

7 + Blut 7 1 = Nebenniere
=18 = Herz 6 - Knochen
gs Lunge §'5 1 = Muskel
;:4 « Leber E:: 4 1 Niere
®3 . . w.3
S . =
£27 £2 'ﬁu-mmu'xumxmxmpxhunp’-[uu,--lm; -

I Tresesatltss ”
0 0
0 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60
Zeit nach Tracer-Injektion (in min p.i.) Zeit nach Tracer-Injektion (in min p.i.)

Abbildung 6: Mittels PET/CT bestimmte Zeit-Aktivitdtskurven (TAC) des Myokards
und anderer Organe. Es zeigt sich ein kontinuierlicher, stabiler kardialer LMI1195-

Uptake tiber den gesamten Zeitraum der PET/CT-Untersuchung (25).

Die das Herz umgebenden Organe und Gewebe, insbesondere die Leber zeigten nur einen
geringen Tracer-Uptake. Dieser blieb wihrend der gesamten Untersuchungsdauer auf
niedrigem Niveau stabil: die Analyse der TAC ergab einen initialen Leber-Uptake von

LMI1195 von ungefahr 1,2 %ID/cm?, welcher dann in der Folge in den néchsten 20
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Minuten der Untersuchung rasch sank und etwa ab der 20. Minute bei einem Wert von
0,5 %ID/cm? stabil blieb. Wie bereits qualitativ in der Bildgebung zu vermuten, entsprach
der hepatische LMI1195-Uptake (~0,5% ID/cm?®) zum Ende der 60 miniitigen PET-
Untersuchung nur etwa einem Viertel des myokardialen LMI1195-Uptakes (~2,0
%]ID/cm?). Die TAC fiir die Lunge ergab ein dhnliches Bild: nach einem initialen Uptake
von 1-2 %ID/cm? folgte ein rascher Abfall, welcher ab Minute 20 ein konstantes Niveau
von < 0,5 %ID/cm? erreichte. Da die Ausscheidung von LMI1195 iiberwiegend renal
erfolgt, zeigte sich zu Beginn der PET-Untersuchung ein hoher Tracer-Uptake im Bereich
der Nieren von ca. 4,5 %ID/cm?®. Bereits nach ungefahr 15 Minuten war ein Grofiteil der
injizierten Dosis in die Blase ausgeschieden und der renale Tracer-Uptake belief sich nur
noch auf 2,0 %ID/cm?. Der ossdare LMI1195-Uptake lag zu Beginn der Untersuchung bei
0,4 %ID/cm?, stieg aber in der Folge bis zum Ende der Untersuchung kontinuierlich an
und erreichte einen Wert von ca. 1,5 %ID/cm?. Die Kinetik der adrenalen LMI1195
Aufnahme zeigte ein dhnliches Verhalten wie die kardiale Tracer-Aufnahme mit bereits
initial hohen Uptake-Werten von bis zu 2,0 %ID/cm? bereits nach 3 Minuten p.i., welcher
dann in Folge nahezu stabil blieb und insgesamt nur einen geringen Washout von ca. 0,2
%ID/cm? zeigte. Die Kinetik der muskuldren LMI1195 Aufnahme zeigte sich iiber die

gesamte Untersuchungsdauer mit Werten von < 0,2 %ID/cm? konstant gering.

3.2 Ex-vivo Analyse: Ergebnisse der Autoradiographie

Die ergidnzend durchgefiihrte Autoradiographie zeigte in Korrelation mit den
angefertigten HE gefdrbten Schnitten eine sehr homogene LMI1195 Verteilung in der
linken Ventrikelwand. Auch die rechte Ventrikelwand zeigte in der Autoradiographie
einen erhohten, homogenen LMI1195-Uptake. In Abbildung 7 ist eine in-vivo PET Serie
der Kurzachsen-Schnitte des linken Ventrikels von Basis bis Apex der durchgefiihrten

ex-vivo Analyse mittels Autoradiographie und HE-Schnitten gegeniibergestellt.
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Abbildung 7: Dargestellt sind transversale Kurzachsenschnitte des linken Ventrikels
derselben Ratte, in der obersten Reihe zu sehen ist eine in vivo PET Serie zum Zeitpunkt
60 Minuten p.i. (unmittelbar vor Ende der Aufnahme). Klar zu erkennen ist das Myokard
des linken Ventrikels bei vernachldssigbarem Tracer-Uptake in die umliegenden
Strukturen (Leber, Lunge). In der mittleren Reihe dargestellt sind die Autoradiographie-
Schnitte desselben Herzens, es bestitigt sich ex-vivo, dass LMI1195 hochselektiv im
Myokard angereichert wird. In der untersten Reihe abgebildet korrelierende HE-gefarbte

Schnitte des linken Ventrikels zur besseren Visualisierung der Kammerwand (25).
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33 Einfluss der medikamentésen Vorbehandlung auf den kardialen

LMI1195-Uptake

331 Einfluss des nicht-selektiven NE-Uptake-1 und NE-Uptake-2

Blockers Phenoxybenzamin

Die Vorbehandlung mit dem nichtspezifischen nicht-neuronalen NE-Uptake-1 (n=4) und
-2 (n=4) Blocker Phenoxybenzamin mit einer Dosis von 50 mg/kg i.v. fiihrte bereits von
Beginn an zu einem, im Vergleich zur nicht vorbehandelten Kontrollgruppe (n = 4),
wesentlich niedrigerem kardialen Tracer-Uptake. So lie sich die Wand des linken
Ventrikels im Verlauf der PET-Untersuchung kaum mehr abgrenzen. Die Auswertung
zeigte eine deutliche Reduktion des kardialen LMI1195-Uptakes mit einem Standardized
Uptake Value (SUV)-Wert von ca. 4 zum Ende der Untersuchung (Abbildung 8) im
Vergleich zu einem Wert von ca. 13 in der Kontrollgruppe. Die Analyse der kardialen
TAC zeigte, dass es nach einer initial leicht gesteigerten myokardialen Tracer-Aufnahme
mit einer Spitze von bis zu 1,8 %ID/cm? rasch zu einem schnellen Tracer-Washout kam
und sich die Tracer-Aufhahme erst auf einem sehr niedrigen Niveau bei ca. 1,3 %ID/cm?
stabilisierte. In der Kontrollgruppe lag die kardiale Tracer-Konzentration 10 Minuten p.i.
bei 2,35 + 0,59 %ID/cm?® und bei 1,20 + 0,04 %ID/cm?® in der Phenoxybenzamin-
pramedizierten Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe. 10 Minuten p.i. zeigte sich mit
einem p-Wert von <0,001 ein signifikanter Unterschied (Abbildung 8). Die TAC fiir das
Blut hingegen verlief fiir beide Gruppen (Kontroll- und Phenoxybenzamin-priamedizierte

Gruppe) konstant niedrig ohne einen signifikanten Unterschied.
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Abbildung 8: Diagramm der myokardialen- und Bloodpool SUV Werte von LMI1195
10 Minuten p..: Verteilung nach Vorbehandlung mit Desipramin (n = 4) bzw.
Phenoxybenzamin (n = 4) im Vergleich zu einer mit Kochsalz vorbehandelten
Kontrollgruppe (n = 4). Zu sehen ist sowohl in der Desipramin vorbehandelten Gruppe,
als auch in der Kontrollgruppe ein hoher kardialer LMI1195-Uptake wohingegen die
Vorbehandlung mit Phenoxybenzamin in der Ratte zu einem deutlich erniedrigten

kardialen LMI1195-Uptake fiihrte.
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3.3.2 Einfluss des selektiven NE-Uptake-1 Blockers Desipramin

Die Applikation von Desipramin, einem selektiven neuronalen NE-Uptake-1 Blocker,
fihrte im Vergleich zur Kontrollgruppe zu keiner signifikanten Abnahme des
myokardialen LMI1195-Uptakes. Bereits zu Beginn der PET-Untersuchung war die
Wand des linken Ventrikels klar abgrenzbar, die Bildqualitit war vergleichbar mit der
Kontrollgruppe. Eine Verdanderung des Washouts im Vergleich zur Kontrollgruppe war
nicht feststellbar. Der myokardiale SUV-Wert zum Ende der Untersuchung war ca. 16,5
(Abbildung 8). Die Analyse der kardialen TAC ergab im Vergleich zur Kontrollgruppe
einen dhnlichen Tracer-Uptake mit einem raschen Anstieg der Tracer-Anreicherung in
den ersten Minuten nach Injektion bis auf einen Wert von ca. 2,8 %ID/cm* welcher sich
in der Folge auf einem Niveau von ungefahr 2,7 %ID/cm? stabilisierte (Abbildung 8). In
der Kontrollgruppe lag die kardiale Tracer-Konzentration 10 Minuten p.i. bei 2,35 + 0,59
%ID/cm?; in der Desipramin-pramedizierten Gruppe zeigten sich vergleichbare Werte
2,59+ 0,37 %ID/cm?); im Vergleich zur Kontrollgruppe 10 Minuten p.i. konnte kein
Signifikanzniveau erreicht werden (Abbildung 8). Die TAC fiir das Blut hingegen verhielt
sich fiir beide Gruppen (Kontroll- und Desipramin-pramedizierte Gruppe konstant niedrig
ohne signifikanten Unterschied. In Abbildung 8 sind die SUV-Werte fiir den kardialen-
und den Bloodpool-Washout 10 Minuten p.. unter den verschiedenen
Pramedikationsprotokollen dargestellt. Korrespondierend hierzu die jeweiligen in-vivo
PET Aufnahmen, die das Verhalten des Washouts in der Kochsalz-primedizierten
Kontrollgruppe sowie die Abnahme des Uptakes unter Phenoxybenzamin aber auch den

weiterhin konstanten Uptake in der Desipramin-pramedizierte Gruppe darstellen.
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4. DISKUSSION

4.1 LMI1195-Stoffwechsel im Rattenherz

Die Ergebnisse unserer Studie weisen darauf hin, dass LMI1195 ein groes Potential fiir
die Bildgebung des kardialen NE Stoffwechsel in Rattenherzen besitzt. In den von uns
angefertigten dynamischen PET-Aufnahmen iiber den Zeitraum von einer Stunde war die
Wand des linken Ventrikels zu allen Zeitpunkten klar abgrenzbar, bei insgesamt
minimalem kardialem Tracer-Washout. Ein weiterer positiver Aspekt der Bildgebung mit
LMI1195 ist der geringe Leber-Uptake dieses Tracers: Aufgrund der reduzierten
Streuungsartefakte stellt dies eine verbesserte Beurteilbarkeit der Herz-Hinterwand dar.
Um myokardiale Perfusionsdefekte sicher auszuschlieBen, wire eine zusitzliche Studie
mit einem dezidierten Perfusions-Referenz-Tracer wie beispielsweise '*N-Ammonia
erforderlich gewesen. Hier muss jedoch angemerkt werden, dass myokardiale
Perfusionsdefekte im gesunden Tier hochstwahrscheinlich nicht auftreten, sondern v.a.
nach Myokardinfarkt (26, 27). Dariiber hinaus hat "*N-Ammonia mit ca. 9 Minuten eine
ausgesprochen kurze HWZ, was eine Implementierung in einen tierexperimentellen
Versuch mit mehreren Tracern zusétzlich erschwert (28). Die kurze HWZ bedingt
ebenfalls einen hohen Koordinationsaufwand, da eine optimale Abstimmung zwischen
der Synthese des Radiotracers und der Versuchsdurchfiihrung bestehen muss, um
verldssliche Untersuchungsbedingungen zu erreichen. Fiir die vorliegende Studie wurde

daher auf die Durchfiihrung einer dedizierten Perfusions-Bildgebung verzichtet.

4.2 Blockierungsstudie mittels Desipramin und Phenoxybenzamin:

Blockierung des NE-Uptake-1 und des NE-Uptake-2

Um die unterschiedlichen Mechanismen des NE Umsatzes nach Freisetzung von NE aus
der Prasynapse zu kldren, sind bereits Studien mit diversen NE-Uptake Blockern
durchgefiihrt worden. Die am haufigsten eingesetzte und allgemein akzeptierte Substanz
fur die Blockade des selektiven neuronalen NE-Uptake-1 ist Desipramin, ein starker,
hoch affiner Inhibitor des neuronalen NE-Uptake-1 Mechanismus (29). Der fiir den nicht

neuronalen NE-Uptake-2 zustdndige Transporter wurde bereits identifiziert und der
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,,Organischen Kationen-Transporter* (OCT)- Gruppe zugeordnet (30). Eine spezifische
Blockade des nicht neuronalen NE-Uptake-2 gestaltet sich sehr schwierig: derzeit ist der
am héufigsten eingesetzte Blocker des nicht neuronalen NE-Uptake-2 Phenoxybenzamin,
welches den OCT irreversibel blockiert, zugleich aber auch den selektiven neuronalen
NE-Uptake-1 (31). Metanephrine und Glucosteroide konnten auch als NE-Uptake-2
Blocker in Betracht gezogen werden (32, 33), wobei sich die Verwendung von
Phenoxybenzamin insbesondere in nuklearkardiologischen préklinischen Studien
durchgesetzt hat (3, 21). Mittels Blockierungsstudien mit dem nicht selektiven NE-
Uptake-Blocker Phenoxybenzamin konnten wir nachweisen, dass LMII1195
hochspezifisch fiir den kardialen NE Re-Uptake ist. Eine Praimedikation mit Desipramin
(selektiver neuronaler NE-Uptake-1 Hemmer) im Rattenherz fiihrte zu keiner Reduktion
des kardialen LMI1195-Uptakes. Dies weist darauf hin, dass im Rattenherz der (nicht
selektive) NE-Uptake-2 eine signifikant grolere Rolle beim kardialen NE Stoffwechsel
spielt. Da bereits bekannt ist, dass der NE-Uptake-2 eines der kritischen Elemente in der
Elimination von NE aus dem Synapsenspalt ist (34), scheinen unsere Ergebnisse darauf
hinzudeuten, dass durch den Einsatz von LMI1195 das Verstindnis fiir die kardiale NE
Verstoffwechselung, insbesondere in pathologischen Situationen, deutlich verbessert
werden kann. Ein weiterer Aspekt des Einsatzes von LMI1195 an Rattenherzen konnte
das Therapie-Monitoring unter laufender kardio-vaskuldrer Medikation sein, indem man
die Verdnderungen des kardialen NE Re-Uptake in verschiedenen Herz-

Erkrankungsmodellen der Ratte beobachtet.

4.3 Vorteile von LMI1195 gegeniiber konventionellen Tracern und

anderen PET Tracern

Die Bildgebung mittels '**I-MIBG SPECT ist derzeit die am weitesten verbreitete und
am besten etablierte Methode zur Bildgebung des sympathischen myokardialen
Nervensystems  (16). Der  Einsatz von  PET-Scannern bietet jedoch
Verbesserungsmoglichkeiten im Rahmen der neuronalen Bildgebung aufgrund der
deutlich hoheren zeitlichen und rdumlichen Auflosung, sowie der Mdoglichkeit der
absoluten Quantifizierbarkeit der Daten mit einer hochakkuraten Schwachungskorrektur

(5,21, 24). ''C markierte Tracer wie ''C-HED werden zu diesem Zweck bereits teilweise
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in der Klinik eingesetzt (35, 36), der allgemeine klinische Nutzen dieser Methodik war
jedoch bisher aufgrund der geringen HWZ der ''C Tracer von nur ca. 20 Minuten gering,
da der Einsatz dieser Tracer auf gro3e Zentren mit einem eigenen Zyklotron beschrénkt
ist (3). Der Einsatz von '®F-markierten Tracer mit einer HWZ von ca. 110 Minuten kénnte
hier einen Losungsansatz bieten, indem man die Tracer von einer zentralen Einrichtung
an periphere Krankenhauser liefert, wie es aktuell bereits mit FDG geschieht. Die ldngere
HWZ 'SF-basierter Tracer konnte es auBerdem ermdglichen, neue Studiendesigns zu
erstellen, z.B. mit zeitverzogerter Bildgebung 2 — 4 Stunden nach Tracer-Injektion.
Einzelne '°F basierte Tracer fiir die Bildgebung des sympathischen Nervensystems wie
zB. BF-Metaraminol, '®F-DOPA und '8F markiertes Benzylguanidin sind bereits
entwickelt bzw. vorgestellt worden, eine griindlichere Evaluation dieser Tracer beziiglich
ihrer genauen Verstoffwechselung, des Syntheseprozesses und der Tracer-Spezifitit steht
jedoch vor Uberfiihrung in die klinische Routine noch aus (37-39). LMI1195 basiert auf
einer Benzylguanidin-Ring-Struktur, welche Ahnlichkeiten mit '**I-MIBG teilt und sich
somit gut zur Bildgebung des neuronalen sympathischen Nervensystems eignet. Der
Synthese-Prozess von LMI1195 kann mittels einer ,,Single-Step*“-Substitutions-Reaktion
mit einer High Pressure Liquid Chromatography (HPLC) durchgefiihrt werden. Der erste
Einsatz von LMI1195 in in-vitro Modellen, sowie der prélimindre Einsatz von LMI1195
in Tiermodellen wurde von Yu et al. vorgestellt (40). In-vitro Zellexperimente mit
Zellmembranen, welche den humanen NE Transporter iiberexprimierten, sowie unter
Verwendung von humanen Neuroblastomzelllinien zeigten, dass LMI1195 eine dem NE
vergleichbare Affinitdt zu den Uptake Transporten, sowie auch eine dhnliche Uptake-

Kinetik wie NE besitzt (23).

4.4 Vergleich des kardialen Verhaltens von LMI1195 im Rattenherz mit
4.4.1 anderen Spezies (Nicht-Humanen Primaten, Kaninchen)

Bereits bekannte Ergebnisse wiesen bereits darauf hin, dass mit LMI1195
moglicherweise eine hochspezifische PET Bildgebung des kardialen sympathischen

Nervensystems moglich sein konnte. Werner et al. zeigten am Kaninchenherz einen

hohen persistierenden LMI1195 -Uptake, welcher durch den selektiven NE-Uptake-1
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Blocker Desipramin signifikant reduziert wurde (3). Der Fokus unserer Studie war es,
den kardialen LMI1195-Uptake am Beispiel der Ratte genauer zu untersuchen. Obwohl
die Ratte eines der am héufigsten zur Untersuchung des Herzversagen herangezogene
Tiermodell ist, ist bereits von einigen Unterschieden im kardialen NE Stoffwechsel der
Ratte im Vergleich zu Menschen und anderen Spezies berichtet worden (41). Nach der
Freisetzung von NE aus der Prd-Synapse in den Synapsenspalt beruht die Elimination von
NE nach allgemeinem Verstdndnis tiberwiegend auf zwei Mechanismen: zum einen dem
Re-Uptake durch den neuronalen NE-Uptake-1 Mechanismus zuriick in die Prisynapse
zur erneuten Wiederverwendung, sowie zum anderen durch den nicht neuronalen NE-
Uptake-2 Transporter in nicht-neuronale Zellen wie z.B. Myozyten, hier gefolgt von
Degradierung von NE durch COMT und die MAO. Es gibt Hinweise darauf, dass im
Myokard von Ratten die Verteilung deutlich zugunsten des nicht neuronalen NE-Uptake-
2 Transporters verschoben ist im Vergleich zu nicht menschlichen Primaten (42). In einer
Kaninchenstudie unter Verwendung gesunder ,,New Zealand White* Kaninchen wurde
ein Vergleich zwischen ''"C-HED, LMI1195 und 'I-MIBG durchgefiihrt: Hier zeigte
sich fir LMI1195 fiir das sog. ,,DMI chase* Protokoll (DMI-Gabe 10 Minuten nach
Tracer-Gabe), sowohl fiir LMI1195 als auch fiir '>’I-MIBG kein Washout; dies liee sich
erneut durch die Ahnlichkeit dieser beiden Radiopharmaka (beide Benzylguanidin-
Ringstruktur) erkldren (3). Jedoch zeigte ein Versuch mit Elektrostimulation einen
verstérkten kardialen LMI1195-Washout im Kaninchenherz. Eine solche elektrobasierte
Stimulierung sorgt bekanntermaBen fiir eine gesteigerte Ausschiittung von NE in den
synaptischen Spalt aus préasynaptischen Vesikeln (43): Im Kaninchenherz scheint
LMI1195 somit in den priasynaptischen Vesikeln aufgenommen zu werden (3). Unsere
Versuche zeigten am Rattenherz hingegen nach Vorbehandlung mit dem selektiven NE-
Uptake-1 Hemmer Desipramin keine signifikante Abnahme des kardialen LMI1195-
Uptake, wohingegen die Vorbehandlung mit dem NE-Uptake-2 Blocker
Phenoxybenzamin zu einer signifikanten Reduktion des kardialen LMI1195-Uptake
fithrte. Somit konnten wir bestétigen, dass es bei der neurohumoralen Verstoftfwechselung
von LMI1195 einen deutlichen Spezies Unterschied gibt mit einem deutlich héheren
Anteil des nichtselektiven NE-Uptake-2  Transporters an der kardialen

Verstoffwechselung von LMI1195 im Rattenherz im Vergleich zum Kaninchenherz.
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4.4.2 dem gesunden Menschenherz

Erste Ergebnisse einer klinischen Phase-1 Studie mit LMI1195 erbrachten einen deutlich
erhohten kardialen Tracer Uptake bei vergleichbarer Tolerabilitdt und Strahlenexposition
im Vergleich zu anderen tiblicherweise am Menschen eingesetzten Tracern (19). Die
Durchfithrung weiterer klinischer Phase 2 Studien zur Auslotung der moglichen
Anwendungsgebiete von LMI1195 erscheint somit sinnvoll. Insbesondere stellt sich bei
einer Evaluation am Patienten die Frage, inwieweit LMI1195 zur Risikostratifizierung
genutzt werden konnte, da 'ZI-MIBG und LMII195 dieselbe Benzylguanidin-
Ringstruktur besitzen und '*I-MIBG bereits vielfach hinsichtlich Risikostratifizierung in
prospektiven Studien getestet wurde (44). Zur weiteren Reduktion der Strahlenexposition
und Verbesserung der morphologischen und funktionellen Bildqualitit konnte die
Einfithrung von PET/MRT Scannern in die klinische Herzdiagnostik bieten. Aufgrund
des besseren Weichteilkontrastes diirfte so auch eine bessere Beurteilung ischdmischer,

infarzierter oder entziindlich veranderter Myokardareale gelingen.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Die Bedeutung des neuro-humoralen Systems als einer der kontribuierenden Faktoren zur
Auslésung einer Herzinsuffizienz sowie seine Rolle in der Verschlechterung einer
bestehenden Herzinsuffizienz durch den Circulus vitiosus der dauerhaften adrenergen
Stimulation des Herzens wurde bereits in einigen Studien nachgewiesen (4, 5). Der neue
innovative Tracer LMI1195 erscheint ideal, um weitere Erkenntnisse iiber die
sympathische myokardiale Innervation zu gewinnen. Da in priklinischen Studien hiufig
Rattenmodelle eingesetzt werden, sollte mit der vorliegenden Arbeit evaluiert werden, ob
eine Bildgebung des neurohumoralen Systems auch am Rattenherz moglich ist. Zur
Evaluation der Pharmakokinetik von LMI1195 wurden an einer Sub-Gruppe dynamische
PET/CT Studien iiber eine Stunde nach Injektion durchgefiihrt. Zur weiteren Beurteilung
der Pharmakokinetik wurden verschiedene Gewebeproben im Anschluss an die
Bildgebung ex-vivo mittels eines Gammacounters ausgewertet. Um die kardiale
Verstoffwechselung von LMI1195 zu analysieren erfolgten statische PET/CT Studien mit
und ohne Primedikation. Zur ex-vivo Validierung des kardialen LMI1195-Uptakes
wurden Autoradiographie-Schnitte und HE-Farbungen angefertigt. Insgesamt zeigte sich
eine sehr gute Bildqualitdt {iber den gesamten Zeitraum der PET-Untersuchung.
Insbesondere hervorzuheben ist der gute Kontrast zu umgebenden Strukturen, was z.B.
eine gute Beurteilbarkeit der Herzhinterwand ermdglicht. Die Auswertung der
Gewebeproben ex-vivo bestitigten die vorteilhaften pharmakokinetischen Eigenschaften
von LMII1195. Die pharmakologischen Interventionsstudien mit Desipramin und
Phenoxybenzamin zeigten, dass im Rattenherz der nicht selektive NE-Uptake-2
Mechanismus einen essentiellen Beitrag zur Verstoffwechselung von NE im Herzen
leistet. Die Durchfiihrung weiterer Studien mit LMI1195 an Ratten, insbesondere auch an
spezifischen Krankheitsmodellen wie z.B. der Herzinsuffizienz ist moglich. Die
Bedeutung des kardialen NE-Uptake-2 Mechanismus beim Menschen, insbesondere im
Rahmen kardialer Erkrankungen ist letztlich noch unklar und muss in Zukunft noch
weiter abgeklart werden, LMI1195 erscheint hierfiir ein sehr vielversprechender Tracer
zu sein. Limitierend ist zu erwihnen, dass in der vorliegenden Studie zur Beurteilung der
Pharmakokinetik nur eine Gruppe von vier Tieren untersucht wurde, ebenso in den

medikamentdsen Blocker-Studien. Somit ist die Aussagekraft aufgrund der geringen
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Untersuchungszahl moglicherweise limitiert. Ebenso ist zu erwéhnen, dass keine
,,Chase“-Studien, wie sie von anderen Forschungsgruppen berichtet wurden (3),
durchgefiihrt wurden, so dass die endgiiltige Verstoffwechselung von LMI1195 in der
kardialen Synapse des Herzens letztlich noch nicht abschlieBend geklart ist.
Weiterfithrende Studien erscheinen diesbeziiglich erforderlich. Eine weitere Limitation
der Studien am Rattenherz ist die intrinsische maximale Auflésung der PET von ca. 1 cm
im center field of view, sowie der eingeschriankte Kontrast der CT im Weichteilgewebe.
Waihrend man beziiglich der PET aufgrund der physikalischen GesetzméBigkeiten keine
weitere Verbesserung der Auflosung erwarten kann, steht mit der Entwicklung von
PET/MRT Gerdten in Zukunft eventuell eine deutliche Verbesserung des
Weichteilkontrastes bei der Herzuntersuchung bevor. Aufgrund der Reduktion der
Gesamt-Strahlenexposition erscheint diese Entwicklung auch fiir den klinischen Einsatz
von LMI1195 am Menschen sehr vielversprechend. Da zudem aufgrund der lédngeren
HWZ von LMII195 im Vergleich zu zB. ''"C-HED ein Vertrieb in periphere
Krankenhduser moglich ist, wére auch eine flichendeckende Versorgung, wie sie bereits

mit '»[-MIBG besteht, prinzipiell mdglich.
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ABBILDUNGSVERZEICHNIS

Tabelle 1:
Stadien der Herzinsuffizienz gemd NYHA; Modifiziert nach (5, 6)

Abbildung 1:
Die Radiopharmaka zur Darstellung des Innervationssystems des Herzens leiten sich vom
physiologischen Norepinephrin (NE) ab und basieren iiberwiegend auf einer Guanidin-

Ringstruktur.

Abbildung 2:

Vorteile eines klinischen Einsatzes von LMI1195 gegeniiber dem bisher verwandten ''C-
HED zur kardialen Innervationsbildgebung; zum einen konnte LMI1195 an weiter
entfernt gelegene Krankenhéuser geliefert werden, wohingegen ''C-HED “on-site” direkt
nach der Zyklotron-Produktion umgehend injiziert werden muss (''C-HED,
Halbwertszeit (HWZ) ca. 20 Minuten; LMI1195, HWZ ca.110 Minuten), zum anderen
waren mit LMI1195 Studienansitze mit spaten Aufnahmen bis zu 2-4 Stunden nach

Tracerinjektion moglich (12, 19).

Abbildung 3:

Schematische Darstellung der PET-Protokolle zur Bildgebung mit i.v. appliziertem
LMI1195. iv. = intravends, PET = Positronen-Emissions-Tomographie. MBq =
Megabecquerel.

Abbildung 4:
Autoradiographiegerit der Firma Raytest. (CR35 Kryostat, Bio; Raytest Straubenhardt,
Deutschland) mit dem die Autoradiographie der entnommenen Herzen zur ex-vivo

Kontrolle des kardialen LMI1195-Uptakes durchgefiihrt wurde

Abbildung 5:

Beispiel einer dynamischen PET/CT-Bildgebung mit LMI1195 zu verschiedenen
Zeitpunkten nach Injektion am Beispiel koronarer Herzschnitte junger Ratten.
Abgebildet Zeitpunkte 5, 40 und 60 Minuten p.i.; zu allen Zeitpunkten deutlich
erhéhter, persistierender kardialer LMI1195-Uptake. Uber den gesamten
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Untersuchungszeitraum nur geringer und schnell abnehmender Tracer-Uptake der
Leber, somit optimaler Kontrast und Diskriminierbarkeit des gesamten linken

Ventrikels.

Abbildung 6:

Mittels PET/CT bestimmte Zeit-Aktivitdtskurven (TAC) des Myokards und anderer
Organe. Es zeigt sich ein kontinuierlicher, stabiler kardialer LMI1195-Uptake tiber den
gesamten Zeitraum der PET/CT-Sitzung.

Abbildung 7:

Dargestellt sind transversale Kurzachsenschnitte des linken Ventrikels derselben Ratte,
in der obersten Reihe zu sehen ist eine in vivo PET Serie zum Zeitpunkt 60 Minuten p.i.
(unmittelbar vor Ende der Aufnahme). Klar zu erkennen ist das Myokard des linken
Ventrikels bei vernachldssigbarem Tracer-Uptake in die umliegenden Strukturen (Leber,
Lunge). In der mittleren Reihe dargestellt sind die Autoradiographie Schnitte desselben
Herzens, es bestatigt sich ex-vivo das sich LMI1195 hochselektiv im Myokard anreichert.
In der untersten Reihe abgebildet korrelierende HE-gefarbte Schnitte des linken

Ventrikels zur besseren Visualisierung der Kammerwand.

Abbildung 8:

Diagramm der myokardialen- und Bloodpool-SUV Werte von LMI1195 10 Minuten p.i.
: Verteilung nach Vorbehandlung mit Desipramin (n = 4) bzw. Phenoxybenzamin (n = 4)
im Vergleich zu einer mit Kochsalz vorbehandelten Kontrollgruppe (n = 4). Zu sehen ist
sowohl in der Desipramin vorbehandelten Gruppe, als auch in der Kontrollgruppe ein
hoher kardialer LMI1195-Uptake wohingegen die Vorbehandlung mit Phenoxybenzamin
in der Ratte zu einem deutlich erniedrigten kardialen LMI119-Uptake fiihrte.
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GLOSSAR

(N-[3-bromo-4-(3-'*F-fluoropropoxy)-benzyl]-guanidin) LMII1195
''C-Hydroxyephedrin 1C-HED
13I-metaiodobenzyl-guanidin IZ1-MIBG
F-_Fluoro-Desoxyglukose FDG
Acetylcholin ACh
Adenosintriphosphat ATP
Becquerel Bq
Catechol-o-Methyltransferase COMT
Gigabecquerel GBq
Halbwertszeit HWZ
Hématoxilin-Eosin HE

High Pressure Liquid Chromatography HPLC
Megabecquerel MBq
Monoaminoxidase MAO
New York Heart Association NYHA
Nicht-selektiver Norepinephrin-Uptake-2 Transporters NE-Uptake-2
Norepinephrin NE
Ordered subset expectation maximization OSEM
Organischer Kationen-Transporter OCT
Positronen-Emissions-Tomographie PET
Region of interest ROI
Selektiver Norepinephrin-Uptake-1 Mechanismus NE-Uptake-1
Single-photon emission computed tomography SPECT
Standardized Uptake Value SUV
Vesikuldren Mono-Amin-Transporters VMAT
Zeit-Aktivititskurven TAC
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