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1 Einleitung und Zielsetzung

Die Schilddriise (Glandula thyroidea) ist ein essentielles Organ im endokrinen System von Wir-
beltieren. Die von ihr synthetisierten Hormone sind in die Regulation zahlreicher Stoffwechsel-
vorgange einbezogen. lhre Morphologie, Funktion im Organismus und pathologischen Ver-

anderungen sind schon lange Gegenstand der klinischen und praklinischen Forschung.

Mit der Etablierung bildgebender funktioneller Verfahren in der Nuklearmedizin, wie der Szinti-
graphie, ergaben sich neue Méglichkeiten der Schilddriisenuntersuchung in lebenden Objekten.
Sie erlauben die bildliche Darstellung der Schilddriise sowie die Quantifizierung der Organ-
funktion durch die Aufnahme und Verstoffwechslung radioaktiver Nuklide. Im Gegensatz zur
klinischen Bildgebung fand die Szintigraphie in der praklinischen Forschung im Tiermodell
weniger Anwendung. Dieser Umstand war auf die unzureichende Auflésung der Gerate flr die
Bildgebung im Kleintier zurlickzufihren. Lange Zeit basierte die Analyse von radioaktivem
Schilddriisengewebe daher auf Untersuchungen nach Euthanasie des Tieres. Doch das Inter-
esse an molekularen Untersuchungsverfahren im Kleintier fir die Grundlagen- sowie Krank-
heitsforschung wuchs. Mit dem Fortschritt auf technischer Ebene kam es zur Entwicklung spe-
zialisierter Geratesysteme, die in Analogie zur klinischen Diagnostik in der Kleintierbildgebung
angewendet werden kdnnen. Mit dem szintigraphischen Verfahren der Single-Photon-Emission-
Computed-Tomography (SPECT) steht eine Untersuchungsmaglichkeit zur Verfligung, die eine
dreidimensionale und nicht invasive Bildgebung ermdglicht. Hochauflésende praklinische
Geratesysteme erlauben die Untersuchung von kleinsten Objekten wie der Schilddriise in der
Maus. Zur Anwendung kommt bei der Schilddriisenuntersuchung vorwiegend Technetium®"-
Pertechnetat (**"TcO,), das in der klinischen sowie préklinischen Bildgebung als gebrauchlicher
Ersatz firr radioaktive lodisotope dient. Dabei ist der Uptake von ®™TcO4in der Schilddriise der
nuklearmedizinische Standardparameter zur Beurteilung der regionalen und globalen

Schilddriisenfunktion.



1 Einleitung und Zielsetzung

In der klinischen Diagnostik stehen etablierte Daten zum humanen Schilddrisenuptake bei
physiologischer Organfunktion sowie bei einer Vielzahl von Schilddrisenerkrankungen zur Ver-
figung. Fir die Maus sind jedoch nur wenige Daten beziglich des Schilddriisenuptakes ver-
fligbar. Zudem stehen keine etablierten Untersuchungsablaufe fir die Schilddrisenszintigraphie
in Studien an Mausen zur Verfiigung. Vor diesem Hintergrund sollte in der vorliegenden Arbeit
im Rahmen einer longitudinalen Studie an gesunden C57BL/6N Mausen ein Untersuchungs-
protokoll fiir die SPECT-Bildgebung der Schilddriise mit *"TcO, entwickelt werden. Das weitere
Ziel war die Etablierung eines systematischen Datenbestandes zum ™TcO,-Schilddriisen-
uptake bei der Maus. Diese Daten sind eine notwendige Grundlage flir zuklnftige praklinische
Studien an Mausen, da nur mit Hilfe von vergleichbaren Untersuchungsablaufen sowie stan-
dardisierten Uptake-Werten die individuelle Organfunktion charakterisiert, im Verlauf beurteilt
und mit anderen Individuen verglichen werden kann. Darlber hinaus war das Ziel, physio-
logische Faktoren zu untersuchen, die einen signifikanten Einfluss auf den 9OmTCO,-
Schilddriisenuptake haben kénnten. Einen dieser Faktoren stellt das Geschlecht der Mause dar.
Haufig werden in praklinischen Studien im Tiermodell nur mannliche Tiere untersucht.
Zurlckzufiuhren ist dieser Umstand auf Konvention in der Forschung und der Sorge vor einer
maoglichen Beeinflussung der Daten durch den weiblichen Zyklus. Im Hinblick auf den thyreo-
tropen Regelkreis ist eine vielfaltige Verknipfung mit dem Reproduktionssystem nachgewiesen.
Daher wurden in dieser Studie beide Geschlechter eingeschlossen und ein maéglicher ge-
schlechtsspezifischer Einfluss auf den Schilddriisenuptake untersucht. Ein weiterer Faktor ist
das Alter der Tiere. Nicht nur das Reproduktionssystem unterliegt Veranderungen im Alter-
ungsprozess, sondern auch die Schilddriise selbst verandert sich im Verlauf der Ontogenese.
Das Organ unterliegt Veranderungen auf histologischer Ebene und durchlauft verschiedene
Phasen der Aktivitat. Um altersassoziierte Unterschiede im Schilddriisenuptake von %mTcO, zu
ermitteln, erfolgte in dieser Studie eine wiederholte Untersuchung der Mause bis zu einem Alter

von 24 Monaten. Des Weiteren sollte der Einfluss des circadianen Rhythmus auf den
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Schilddriisenuptake durch die systematische Untersuchung der Tiere zu unterschiedlichen
Tageszeiten bestimmt werden. Dieser biologische Rhythmus hat einen grofien Einfluss auf das
Verhalten sowie auf zahlreiche physiologische Prozesse im Korper bei Mensch und Tier. Auch
der thyreotrope Regelkreis im endokrinen System folgt einem circadianen Verlauf, jedoch in un-
terschiedlicher Weise fur Mensch und nachtaktive Arten wie der Maus. Trotzdem werden tier-
experimentelle Untersuchungen meist am Tage durchgefihrt in der Hauptzeit von Ruhe- und
Schlafphasen der Mause ohne Berlcksichtigung der circadianen Rhythmik. Zudem sollte in der
aktuellen Studie die Volumetrie der murinen Schilddriisen anhand der szintigraphischen Organ-
aufnahmen erfolgen, um geschlechts- und altersspezifische Unterschiede zu untersuchen sowie
das Organvolumen in Bezug zum Korpergewicht setzen zu kdénnen. Weiterhin sollte die
Knochenlange von Femur und Tibia im Alter von 1 bis 12 Monaten bestimmt und in Bezug zum
Korpergewicht der Mause gesetzt werden, um das Korperwachstum der Tiere und somit die im

Vorfeld der Studie vorgenommene Wahl der Altersgruppen retrospektiv beurteilen zu kénnen.

Zusammenfassend waren die Hauptziele dieser Arbeit:

1. Erarbeitung eines standardisierten Untersuchungsablaufs fir die SPECT-

Bildgebung der Schilddriise mit ®"TcO,in gesunden C57BL/6N Mausen.

2. Etablierung eines systematischen Datenbestandes zum normalen *™TcO,-

Schilddriisenuptake bei der C57BL/6N Maus.

3. Erfassung von alters- und geschlechtsabhangigen Unterschieden im *™TcO,-

Uptake sowie Beurteilung der Abhangigkeit vom circadianen Rhythmus.



2 Literaturiuibersicht

2.1. Physiologische Parameter der Maus

Der Abschnitt Uber die physiologischen Parameter umfasst die in dieser Arbeit relevanten
Themen der Geschlechtsreife bei der Maus und des Sexualzyklus bei weiblichen Tieren. Auch
die Altersstufen von Mausen sowie deren Benennung in der Literatur werden hier aufgefihrt.
Des Weiteren werden der circadiane Rhythmus und seine Entwicklung im Verlauf der Onto-

genese beschrieben.

2.1.1. Geschlechtsreife und Sexualzyklus

Der Eintritt in die Geschlechtsreife beginnt im zentralen Nervensystem. Es kommt zu einer
gesteigerten Freisetzung von Gonadotropin-Releasing-Hormon im Hypothalamus des Gehirns,
was eine Stimulation der Hypophysen-Gonaden-Achse bewirkt mit einhergehender Synthese

von Steroidhormonen sowie Reifung der Keimzellen (Mayer et al. 2010).

Zum Eintritt der Geschlechtsreife bei der Maus findet man in der Literatur unterschiedliche An-
gaben. Visser et al. (2015) gaben den Beginn der Geschlechtsreife fir die weibliche und mann-
liche Maus zwischen dem 28. und 49. Lebenstag an. Weiss et al. (2014) beschrieben das
gleiche Zeitfenster fir das Offnen der Vagina bei der weiblichen Maus, was zu den uReren An-
zeichen flr den Eintritt in die Geschlechtsreife zahlt. Die erste Brunst erfolgte 1 bis 2 Tage spa-
ter. Den Eintritt in die Pubertat beim mannlichen Tier gaben die Autoren zwischen dem 28. bis
35. Lebenstag an. Whary et al. (2015) beschrieben bei der weiblichen Maus ab einem Alter von

3 Wochen ansteigende Gonadotropinspiegel im Blut sowie die voranschreitende Follikel-
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reifung im Eierstock. Ostrogenbedingte Veréanderungen wie eine Verhornung des vaginalen Epi-
thels kdnnen mit 24 bis 28 Tagen eintreten. Der Beginn der Pubertat bei der mannlichen Maus
wurde, im Vergleich zum Weibchen, mit bis zu 2 Wochen spater angegeben. Anhand der Para-
meter von Vaginaléffnung und dem Einsetzen der ersten Brunst untersuchten Smidt und
Monzavifar (1970) unterschiedliche Mausstamme. Es zeigte sich eine Offnung der Vagina mit
ungefahr 24 bis maximal 33 Tagen. Die erste Brunst setzte mit ca. 31 bis spatestens 42 Tagen
ein. Caligioni (2009) konnte einen ahnlichen Zeitpunkt der Vaginal6ffnung nachweisen. Sie er-
folgte um den 26. Lebenstag. Bis zu 10 Tage konnte es daraufhin dauern bis der erste Zyklus
einsetzte. Monteiro und Falconer (1966) gaben mit 31 Lebenstagen und einem Koérpergewicht

der Tiere von 16,3 g durchschnittliche Werte flir den Eintritt der sexuellen Reife an.

Der Beginn der Geschlechtsreife kann je nach Mausstamm variieren und beeinflusst werden von
auBeren Umweltbedingungen wie saisonalen Einflissen (Whary et al. 2015). Auch das soziale
Umfeld der Tiere kann sich auf den Eintritt der Pubertat auswirken. So kann die Anwesenheit
eines Mannchens durch Pheromone im mannlichen Urin den Beginn der Geschlechtsreife bei

der weiblichen Maus beschleunigen (Drickamer und Mikesic 1990; Pritchett und Taft 2007).

Der Sexualzyklus der weiblichen Maus ist ganzjahrig polydstrisch und gliedert sich in vier
Phasen: den Prodstrus, gefolgt vom Ostrus mit der spontanen Ovulation, dem Metdstrus und
Diostrus. Die Zykluslange betragt 4 bis 5 Tage (Wood et al. 2007; Byers et al. 2012). In seiner
Lange und Regelmaligkeit unterliegt der Zyklus individuellen Unterschieden und ist be-
einflussbar durch die Genetik des Tieres und durch aufiere Umweltbedingungen (Pritchett und
Taft 2007). Stressoren, die das Befinden des Tieres beeinflussen, kdnnen sich auf den Zyklus
der weiblichen Maus auswirken. Besonders vulnerabel sind hierbei die Phasen der Fol-
likelreifung im Ovar und die anschlieliende Ovulation (Moberg 1991). Im Alltag der Labortiere
wird ihr Befinden u. a. durch die Betreuung durch den Menschen beeinflusst. Schon der normale

Laboralltag mit der Kafigreinigung oder dem Umsetzen der Tiere kann Stress induzieren. Die
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Tiere reagieren u. a. mit Veranderungen im Verhalten, Steigerung der Herzfrequenz und der
Glucocorticoidwerte im Blut. Diese Reaktionen der Tiere kdnnen zeitlich auch Uber das akute
Stresserlebnis hinaus andauern (Balcombe et al. 2004). Auch die Haltung der Mause kann auf
den weiblichen Zyklus Einfluss nehmen. Eine Gruppenhaltung mit ausschlielllich weiblichen
Tieren kann den Zyklus hemmen, wahrenddessen die Anwesenheit eines Mannchens Uber
Pheromone im Urin den Ostrus in einer Gruppe weiblicher Tiere induzieren und synchronisieren
kann (Jemiolo et al. 1986). Andere Umweltbedingungen wie die AuRentemperatur kénnen bei
der Maus auch Einfluss nehmen auf den Zyklus (Garrard et al. 1974) und fihren in der Natur zu

einer jahreszeitlichen Abhangigkeit.

Im Alterungsprozess treten bei der Maus ahnliche Veranderungen im weiblichen Sexualzyklus
wie bei der Frau auf. Es kommt zu einer Abnahme der Ovarialfollikel, Schwankungen im Hor-
monhaushalt und Veranderungen im Zyklusverlauf. Dem Pendant zur Perimenopause bei der
Frau nahert sich die Maus in einem Alter von ungefahr 9 Monaten (Diaz Brinton 2012). In
diesem Alter beginnt eine charakteristische Abnahme der Zyklusfrequenz bei C57B/6N Mausen
(Nelson et al. 1982). Auch eine zunehmende Variabilitat im Zyklus tritt auf (Finch et al. 1984).
Das Alter variiert, in dem die weibliche Maus in einen azyklischen Zustand eintritt. Es beginnt
ungefahr zwischen dem 11. und 16. Lebensmonat (Felicio et al. 1984). In dieser Phase treten
auch anovulatorische polyfollikulare Eierstécke und eine persistierende vaginale Verhornung auf
(Finch et al. 1984). Der zirkulierende Plasmadstrogenwert sinkt und der Wert des lutein-
isierenden Hormons steigt auf das Niveau von ovarektomierten Tieren (Gee et al. 1983). Laut
Diaz Brinton (2012) traten 30 bis 40 % der alternden Ratten und Mause nach einer un-
regelmafigen Zyklusphase in den Status des persistierenden Andstrus mit gleichbleibend nied-
rigen Steroidhormonspiegeln Uber. Der gréRere Teil der weiblichen Tiere kam spontan in einen
polyfollikuldren anovulatorischen Zustand des konstanten Ostrus, welcher fiir bis zu 100 Tage

mit einem gleichbleibendem Plasmaspiegel von Ostradiol und niedrigem Progesteronspiegel an-
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dauerte. Bei mannlichen Mausen gibt es in der Literatur widerspriichliche Angaben beziglich
des Testosteronlevels im Blut und dem Alterungsprozess der Tiere. Finch et al. (1984)
beschrieben keine automatische Rickbildung der Gonaden im Alter bei der mannlichen Maus
und Finch et al. (1977) konnten einen stabilen Plasmatestosteronwert bei C57BL/6 Mausen im
Verlauf des Lebens nachweisen. Andere Autoren beschrieben dagegen einen absinkenden Tes-
tosteronwert im Altersverlauf bei unterschiedlichen Mausstammen (Machida et al. 1981; vom

Steeg et al. 2016).

2.1.2. Altersstufen

Die durchschnittliche Lebenserwartung der Maus wird in der Literatur mit ungefahr 1 bis 3

Jahren angegeben (Baumans 2010; Danneman et al. 2012).

Bei der Einteilung der Mause in Altersgruppen sowie deren Benennung bestehen jedoch in der
Literatur erhebliche Unterschiede. Auch die verwendete Zeiteinheit bei der Altersangabe variiert
zwischen den Autoren. Weinert und Weiss (1997) bezeichneten Tiere aus ihrem eigenen In-
zuchtstamm (Haz:ICR) bis zur 13. Lebenswoche als juvenil. Ab der 23. Woche ihres Lebens gal-
ten sie als adult und ab der 72. Woche als senil. Dabei orientierte sich die Einteilung primar an
der Entwicklung des circadianen Systems. Ahnliche Angaben machten Valentinuzzi et al. (1997)
fur ihre C57BL/6 Mause. Sie bezeichneten Tiere ab dem Alter von 6 Monaten (26 Wochen) als
adult. Ab 19 Monaten (82 Wochen) galten die Mause als alt. Bei Possidente et al. (1995) galten
C57BL/6J Mause bei einer durchschnittlichen Lebenserwartung von ca. 2,3 Jahren mit 215
Tagen (ca. 30 Wochen) bereits als alt. Als jung wurden die Tiere von den Autoren mit 50 Tagen

(ca. 7 Wochen) bezeichnet. Eine andere Klassifizierung wahlten Lamason et al. (2006) fir ihre
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C57BL/6 Mause. Sie benannten 3 bis 4 Wochen alte Mause als prapubertar. In einem Alter von

6 bis 9 Wochen wurden sie als pubertar und mit 24 bis 28 Wochen als postpubertar bezeichnet.

2.1.3. Circadianer Rhythmus

In der Biologie basieren viele Prozesse auf wiederkehrenden Rhythmen. Sie kénnen als An-
passung an die Umwelt verstanden werden und unterscheiden sich in ihrer Periodendauer. Zu
den biologischen Rhythmen zahlen u. a. der Rhythmus der Jahreszeiten und der Tag/Nacht-
Rhythmus. Sie gehen einher mit geophysikalischen Zyklen und stellen eine Anpassung an unser
Leben auf der Erde dar. Einzeller, Pflanzen und Tiere reagieren nicht nur passiv auf Veran-
derungen ihrer Umweltbedingungen, wovon man urspriinglich ausging, sondern sie kdnnen sich
durch innere Uhren auf wiederkehrende Bedingungen einstellen. Zunachst wurde eine innere
Uhr fir die Tagesperiodik entdeckt. lhre Periodendauer betragt ungefahr 24 Stunden und tragt
daher den Namen des circadianen Rhythmus (von lat. circa fir ,,um”; dies ,,Tag”) (Heldmaier et
al. 2013). Dieser Rhythmus beschreibt eine biologische Dynamik, die auf genetischer Basis ge-

steuert und vom Metabolismus realisiert wird.

Als Ubergeordneter Schrittmacher fungiert bei Saugetieren der Nucleus suprachiasmaticus
(SCN) des Hypothalamus, der eng mit dem optischen Sinnessystem verkniipft ist (Saper 2013;
Madller et al. 2015). Inzwischen weil3 man, dass es darlber hinaus periphere Schrittmacher bzw.
Oszillatoren in unterschiedlichen Geweben gibt. Diese sind untereinander verbunden, kénnen
aber auch relativ eigenstandig schwingen (Balsalobre 2002). Die innere Uhr ermoglicht eine
gewisse Unabhangigkeit von der aulieren Zeit. Dennoch erfolgt eine tagliche Synchronisation

mit der Umwelt, was nétig ist, um sich duBeren Bedingungen anpassen zu kénnen.



2 Literaturtibersicht

Der bedeutendste duRere Zeitgeber fiir Tiere ist das Licht bzw. der Hell-Dunkel-Wechsel unser-
er Umwelt, was auch die anatomische Lage des circadianen Zentrums verdeutlicht. Bei Sauge-
tieren stellt die Netzhaut das einzige Lichtsinnesorgan dar, Gber welches das circadiane System
verfigt. Somit dient als Sinnesorgan alleine das Auge flir die Synchronisation der Rhythmik.
Dabei ist der retinohypothalamische Trakt die Verbindung zum SCN (Heldmaier et al. 2013).
Regulierte Laborbedingungen mit einem konstanten Lichtregime sind daher in circadianen Ex-

perimenten von Bedeutung.

Der circadiane Rhythmus beeinflusst den Organismus auf vielfaltige Weise. Neben Verhaltens-
weisen wie korperlicher Aktivitat oder Schlafphasen wirkt er sich auf zahlreiche physiologische
Prozesse im Korper aus. So folgen z. B. Schwankungen in der Kérperkerntemperatur oder im
Herz-Kreislaufsystem einem tageszeitlichem Verlauf (Weinert und Waterhouse 1998; Arraj und
Lemmer 2006; Steinlechner 2012). Im endokrinen System zeigt u. a. die Aktivitat des thyreo-
tropen Regelkreises eine circadiane Rhythmik (Haus 2007; Russell et al. 2008; Philippe und

Dibner 2015).

Im Laufe des Lebens unterliegt das circadiane System eines Individuums Veranderungen, be-
sonders in der frihen Entwicklung und im Alter (Weinert 2000; Weinert 2010). Postnatal sind cir-
cadiane Rhythmen nur schwach ausgepragt. Innerhalb der ersten Wochen und Monate ent-
wickeln sie sich dann allmahlich (Weinert et al. 1994). Bei den Nagern zahlen neugeborene
Mause zu den Nesthockern (Visser et al. 2015). Zwar ist postnatal die Projektion von der
Netzhaut zum SCN schon frih ausgepragt und eine Wahrnehmung von Lichtreizen erfolgt
schon vor dem Offnen der Augenlider, jedoch fungiert zundchst das Muttertier als externer Zeit-
geber. lhr circadianer Rhythmus koordiniert die Jungtiere in der ersten Zeit nach der Geburt.
Auch unter Laborbedingungen ist die Mutter als nachtaktives Tier wahrend der Dunkelphase ak-
tiv und die Jungtiere werden durch An- und Abwesenheit des Muttertieres synchronisiert.

Dartber hinaus erfolgt die Synchronisierung auch durch die Fitterungszeiten, die hauptsachlich
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wahrend der Hellphase bzw. der Ruhephase der Mutter erfolgen. Je alter die Jungtiere werden,
desto mehr sinkt die Valenz der Mutter als Zeitgeber und die Relevanz des Lichts bzw. des Hell-
Dunkel-Zyklus steigt. Mit der Entwéhnung der jungen Mause von der Milchnahrung gehen
Veranderungen im Stoffwechsel sowie eine Reorganisation der zeitlichen Ordnung einher
(Viswanathan 1999; Weinert 2005). Adulte Mause sind nachtaktiv. In der Dunkelphase zeigen
sie die hochste korperliche Aktivitat bestehend u. a. aus der Nahrungsaufnahme oder dem Er-
kundungsverhalten. Unter einem konstanten Hell-Dunkel-Zyklus, wie es in der Labortierhaltung

Ublich ist, zeigt sich ein stabiles Aktivitatsmuster bei adulten Tieren.

In der Forschung werden tierexperimentelle Untersuchungen meist am Tag durchgefihrt, in der
Arbeitszeit der Wissenschaftler und der Zeit von Ruhe- und Schlafphasen bei den nachtaktiven

Arten, ohne Berlicksichtigung des circadianen Rhythmus der Tiere (Steinlechner 2012).

Auch in spateren Lebensphasen beeinflusst das Alter der Tiere das circadiane System
(Valentinuzzi et al. 1997). Es wurden Veranderungen in der kérperlichen Aktivitat bezlglich
verschiedener Parameter zuerst bei alternden Ratten bestimmt. Zu gleichen Ergebnissen kamen
spatere Studien auch beim Hamster und bei der Maus. Es zeigten sich bei alten Mausen eine
Abnahme der Fahigkeit zur Synchronisation mit inneren und aufleren Veranderungen und eine

erhebliche interindividuelle Variabilitat der Aktivitatsrhythmen (Weinert 2000).

2.2. Die Schilddriise der Maus

Embryonal ist die Schilddriise die erste angelegte endokrine Drlise bei der Maus (Taylor 2014).
Sie ist als inkretorische Drise im Organismus von Wirbeltieren an einer Vielzahl von meta-

bolischen Prozessen beteiligt. Als wichtiger Bestandteil des endokrinen Systems steht sie in In-
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teraktion mit anderen Organsystemen im Korper. Das endokrine System kommuniziert tGber
Hormone als Botenstoffe und kann sich auf verandernde innere und aufRere Umstande ein-

stellen.

2.2.1. Anatomie

Die Schilddriise der Maus besteht aus zwei Seitenlappen (Lobi) von eher plump ovaler Form.
Der Lobus dexter und Lobus sinister liegen der Luftrohre peritracheal an. Eine Schildform, wie
der Name des Organs andeutet, findet sich nur beim Schwein und Menschen. Bei vielen an-
deren Saugetieren ist der Mittellappen, welcher dem Organ eine schildartige Form verleiht zu
einer Parenchymbriicke (Isthmus) zurlickgebildet (Schmidt und Dahme 2007). Bei Nagern gibt
es beziglich dieser Verbindung in der Literatur unterschiedliche Angaben. Ein Isthmus zwischen
den Schilddriisenlappen kann vorhanden sein (Nilsson und Fagman 2017) oder auch fehlen, so
dass die Schilddriise aus zwei unabhangigen Schilddriisenlappen besteht (Bianco et al. 2014).
Umgeben ist das Organ von einer fibrésen Kapsel, welche die Nebenschilddrisen (Glandulae

parathyreoideae) mit einschlie3t (Taylor 2014).

Neben zahlreichen kleinen Speicheldriisen besitzt die Maus drei paarig angelegte groRle
Speicheldriisen (s. Abbildung 1): die Glandula parotidea, Glandula sublingualis und Glandula
submandibularis (submakxillaris), welche die grofte Speicheldriise bei der Maus darstellt
(Hukkanen et al. 2017). Sie ist mandelférmig und liegt mittig in der ventralen Halsregion. Die lin-
senformige Glandula sublingualis liegt der submandibularen Speicheldriise im rostralen Drittel
seitlich an. Getrennt sind sie durch eine dinne bindegewebige Schicht (Boschi et al. 2013).

Beide Speicheldriisen bilden zusammen den Submandibular-Sublingual-Komplex (submandi-
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bular-sublingual complex; SSC) (Cecchini et al. 2014). Der Abstand zwischen der murinen

Schilddrise und den Speicheldrisen betragt ca. 1 bis 3 mm (Brandt et al. 2012).

Abbildung 1: Anatomie der ventralen Halsregion der Maus

Die ventrale Halsregion der Maus nach Eréffnung der Haut. Die abgebildeten Speicheldriisen
sowie ein Lymphknoten sind schwarz umrandet: Glandula submandibularis (SM) mit an-
grenzender Glandula lingualis (SL) sowie die Glandula parotidea (P) und Lymphknoten (LN).
(Abb. 8.1 aus: Hukkanen et al. (2017))
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Bedeckt ist die Schilddriise von Haut, den Speicheldriisen sowie Muskulatur (s. Abbildung 2).
Typischerweise liegt die Schilddriise unter den Musculi sternohyoideus und sternothyroideus
sowie unter der Prominenz des Kehlkopfes und in der Nahe seines Ringknorpels. Die
Schilddriise erstreckt sich vom Kehlkopf entlang der ersten drei bis vier Knorpelspangen der

Trachea (Mancini et al. 2009; DuBray La Perle und Dintzis 2017).

Abbildung 2: Histologischer Querschnitt der Schilddriisenregion einer gesunden Maus
Trachealring (1), Speicheldrise (2), Musculus sternohyoideus und Musculus sternothyreoideus
(3), Musculus sternomastoideus (4), Schilddrisenlappen (5), Arteria carotis communis (6),
Musculus scalenus und Musculus longus colli (7) und Haut (Dermis) (8). (Abb. 1.B aus: Mancini
et al. (2009))

In der Literatur finden sich unterschiedliche GréRenangaben zur Schilddriise bei der Maus.

Beekman et al. (2005) beschrieben die charakteristische GroRe des Organs mit 1 x 1 mm.
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Franken et al. (2010) bemalien einen Schilddriisenlappen mit ca. 1 x 0,3 mm und laut DuBray
La Perle und Dintzis (2017) hat ein Lappen in der adulten Maus eine Groéfe von 2 x 1 x 0,5 mm.
Mancini et al. (2009) bestimmten die Schilddriisengréf3e in adulten lebenden Mausen per Sono-
graphie. Die maximale Lange des Organs betrug 3,34 mm und die maximale Breite 1,44 mm.

Das absolute Schilddrisenvolumen lag zwischen 2,1 und 4,9 pl.

Die OrgangroRe kann innerhalb einer Art variieren und wird von inneren und auferen Faktoren
beeinflusst. Zu den exogenen Faktoren zahlt das Klima. Zu den endogenen Einfliissen zahlen
das Geschlecht und Alter des Tieres (B6hme 2004). Die Beziehung der SchilddriisengréRe zum
Korpergewicht eines Individuums wurde schon bei unterschiedlichen Spezies untersucht. Dabei
muss der Unterschied zwischen dem absoluten und relativen Schilddrisenvolumen beachtet
werden. Das absolute Volumen gibt das tatsachliche Volumen des Organs an, wahrenddessen
das relative Volumen in Bezug zum Kdérpergewicht steht. Beim Menschen wurde wiederholt eine
positive Korrelation zwischen dem Korpergewicht und dem Organvolumen der Schilddriise
beschrieben (Hegedus et al. 1983; Hegedus 1990; Gomez et al. 2000; Sari et al. 2003). Auch in
der Veterinarmedizin zeigten Studien an Hund und Ratte eine positive Korrelation (Schmidt
1998; Reese 2002; Bailey et al. 2004; Bromel et al. 2006). Mit steigendem Koérpergewicht stieg
das absolute Organvolumen, wahrend das relative Volumen der Schilddrise sank. Somit zeig-
ten das absolute und relative Schilddriisenvolumen eine gegenlaufige Tendenz (Schmidt 1998;

Reese 2002).
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2.2.2. Regulation und Funktion

Die zwei Lappen der Schilddrise werden von Septen der Organkapsel in Lappchen unterteilt.
Jedes Lappchen besteht aus zahlreichen sogenannten Schilddrisenfollikeln. Sie sind histo-
logisch ein Strukturmerkmal der Schilddriise und variieren in Gréf3e und Form. Die Schilddriise
enthalt zwei endokrine Zelltypen. Zum einen die parafollikularen C-Zellen, welche einzeln oder
in Gruppen im Bindegewebe lokalisiert sind und das Mineralstoffwechselhormon Calcitonin
produzieren. Zum anderen die Schilddriisenzellen, auch Thyreozyten genannt. Sie bilden ein

einschichtiges Epithel, welches das eosinophile Kolloid im Lumen der Follikel umgibt.

Die Thyreozyten produzieren die Peptidhormone 3,5,3’-Triiodthyronin (T3) und 3,5,3,5-
Tetraiodthyronin bzw. Thyroxin (T4). Hierbei handelt es sich um jodierte Tyrosinderivate, die in
mehreren Stoffwechselschritten synthetisiert und im Schilddriisenkolloid gespeichert werden.
Das hierflr bendtigte lod wird mittels Natrium-lodid-Symporter (NIS) aktiv aus der Blutbahn
aufgenommen (lodination) (Grinwald und Derwahl 2017). Als integrales Membranprotein ver-
mittelt der NIS den Cotransport von zwei Natriumionen (Na*) und einem lodidion (I") oder einem
anderen monovalenten Anion wie z. B. ®"TcO, (Bizhanova und Kopp 2009). Das Anion gelangt
Uber den basolateral gelegenen Symporter in die Follikelepithelzelle (s. Abbildung 3). Der
Transport verlauft entlang des Natriumgradienten, der von der Na*/K*-ATPase generiert wird
(Kohrle et al. 2014). Im Schilddrisenstoffwechsel nimmt der NIS eine Schllisselposition ein
(Spitzweg und Morris 2002) und stellt die Grundlage fir die Schilddriisenszintigraphie dar. Im
Vergleich zum Menschen kommt der NIS bei Maus und Ratte in allen Thyreozyten vor
(Josefsson et al. 2002). Neben der Schilddrise findet man den NIS auch in anderen Organen
des Korpers wie dem Ovar, Magen oder den Speicheldrisen (Zuckier et al. 2004; Brandt et al.
2012; Boschi et al. 2013). Nach der Aufnahme von lodid diffundiert dieses von der basalen zur
apikalen Zellmembran. Dort gelangt es Giber den lonenkanal Pendrin in das Kolloid des Follikels

und wird mittels des Enzyms Thyreoperoxidase zu elementarem lod oxidiert. Im Kolloid wird das
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lod an Thyrosinanteile des Thyreoglobulins (Tg) gebunden (Griinwald und Derwahl 2017). Das
Tg ist ein Glykoprotein der Schilddriise, was als Hauptbestandteil des Kolloids in den Thyreozy-
ten gebildet und mittels Exozytose in das Schilddriisenkolloid abgegeben wird. Durch die lodi-
erung entstehen Mono- und Diiodtyrosinverbindungen (MIT, DIT) im Kolloid der Schilddrise.
Durch eine Kopplung der lodthyrosine entstehen hier die an Tg gebundenen Hormone T; und T4
(Lang 2017). Im Schilddriisenkolloid werden die synthetisierten Hormone gespeichert. Bei Be-
darf erfolgt die Aufnahme der Hormone Uber Endozytose und ihre Aktivierung in der
Schilddrisenzelle. Dabei erfolgt eine enzymatische Deiodierung der lodthyrosine und das
abgespaltene lod steht zur Neusynthese wieder zur Verfiigung. AnschlieRend kénnen die Hor-

mone in den Blutkreislauf sezerniert werden.

Hauptsachlich wird das biologisch inaktive T, von der Schilddriise abgegeben. T; wird nur im
geringen Malde sezerniert (Kohrle et al. 2014). Im Blutkreislauf liegen die Schilddrisenhormone
zum groBten Teil proteingebunden vor. Dabei spielen die Transportproteine thyroxinbindendes
Globulin, Albumin und thyroxinbindendes Praalbumin eine bedeutende Rolle (Greco und
Stabenfeldt 2013). Extrathyroidal wird durch gewebespezifische Deiodasen in den Zielzellen aus
T4 das biologisch wirksame T3 gebildet, welches 85 bis 90 % der Homonwirkungen vermittelt
(Kohrle et al. 2014). Von den nicht proteingebundenen zirkulierenden Schilddriisenhormonen
liegen nur ca. 0,3 % von Tsund ca. 0,02 % von T, als freie, aktive Hormone vor (Russell et al.

2008).
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Abbildung 3: Hormonsynthese in der Schilddriise

Die Abbildung zeigt den Transport von einem lodidion (I") und von Natriumionen (Na*) mittels
Natrium-lodid-Symporter (NIS) in die Schilddriisenzelle sowie den Transport von Thyreoglobulin
(Tg) in sekretorischen Vesikeln zur apikalen Zellmembran. Im Kolloid entstehen Mono- und Di-
iodtyrosinverbindungen (MIT, DIT) sowie die Schilddrisenhormone T; und T4. Die Hormone
bleiben im Lumen bis zur Aufnahme in die Zelle. Im Thyreozyten erfolgt der lysosomale Abbau.
MIT und DIT werden deiodiert und die Schilddriisenhormone werden in den Blutkreislauf abge-
geben. (modifiziert nach Abb. 14.34: Paschke (2018))

Die Regulierung der Schilddrise unterliegt dem hypothalamisch-hypophyséaren System im zen-
tralen Nervensystem. Das Hormon Thyrotropin-releasing hormone (TRH) bzw. Thyreoliberin aus
dem Hypothalamus regt die Biosynthese und Sekretion des glandotropen Glykoproteinhormons
Thyroid-stimulating hormone (TSH) bzw. Thyreotropin an. TSH wird in den thyreotropen Zellen

der Adenohypophyse gebildet (Paschke 2018) und bindet nach Freisetzung in den Blutkreislauf
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an den G-Protein gekoppelten TSH-Rezeptor der Schilddrise (Szkudlinski et al. 2002), der ba-
solateral in der Membran des Thyreozyten liegt. TSH beeinflusst wesentlich die Funktion und
Morphologie der Schilddriise. Es bestimmt das Wachstum des Organs und erhéht die Blutver-
sorgung. TSH stimuliert die Expression sowie Aktivitat des lonenkanals Pendrin und des NIS in
der Schilddriise und bestimmt die Biosynthese und Sekretion der Schilddriisenhormone T3 und
T4 (Bianco et al. 2014; Paschke 2018). Zudem schiitzt es die Schilddriisenzellen vor dem pro-
grammierten Zelltod (Szkudlinski et al. 2002). Die Steuerung des thyreotropen Regelkreises un-
terliegt einem komplexen System, was daflir sorgt, dass die Konzentration der Schilddriisen-
hormone den physiologischen Bedingungen im Kérper angepasst wird. Auf hypophysarer Ebene
bindet freies Ts;, was v. a. aus T, gebildet wird an Rezeptoren der thyreotrophen Zellen und
bewirkt dort eine Reduktion der hypophysaren TRH-Rezeptoren. Uber einen direkten Einfluss
hemmt es zudem die Sekretion von TRH im Hypothalamus (Janssen et al. 2001). Fasten-
perioden oder Stress haben eine inhibierende Wirkung. Stress hemmt die TSH-Sekretion durch
den Einfluss von Glucocorticoiden auf das zentrale Nervensystem und somit die Schilddriisen-
funktion (Ranabir und Reetu 2011). Dagegen kann eine niedrige Aulientemperatur die Bildung
von TRH und TSH anregen (Deutzmann 2017). Neben der zentralen Regulation verfligt die
Schilddriise unter physiologischen Bedingungen zudem Uber eine Autoregulation, die auf der
lodidkonzentration im Blut basiert und v. a. der Okonomie von lod dient. So kann die lod-

aufnahme nach Bedarf gesteigert oder vermindert werden (Paschke 2018).

Die biologischen Einfliisse der Schilddrisenhormone auf den Organismus sind vielfaltig. Sie
nehmen Einfluss auf Wachstums- und Reifungsprozesse u. a. beim Knochenwachstum und der
Entwicklung des Gehirns. Auch im Erwachsenenalter haben sie Einfluss auf das Nervensystem.
Bei einem Mangel an Schilddrisenhormonen kann es zu Abgeschlagenheit kommen. Auf der
anderen Seite kann eine Hyperthyreose zur Ubererregbarkeit filhren (Deutzmann 2017). Des
Weiteren haben sie Einfluss auf das Herz-Kreislauf-System. |hre sympathomimetische Wirkung

fuhrt zu einer Steigerung des Herzzeitvolumens und zur Senkung des peripheren Ge-
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falwiderstands. Durch Aktivierung des Atemzentrums kommt es zudem zu einer erhdhten
Lungenventilation. Auf Stoffwechselebene haben die Schilddrisenhormone eine stimulierende
Wirkung auf den Grundumsatz (Lang 2017). In fast allen Geweben, mit Ausnahme von Gehirn,
Milz und Gonaden, fiihren sie zu einem erhéhten Sauerstoffverbrauch und zu einem Anstieg der
Korperkerntemperatur (Paschke 2018). Auch auf den Kohlenhydrat- und Lipidstoffwechsel ha-
ben die Hormone eine stimulierende Wirkung. Kohlenhydrate werden verstarkt aus dem Darm
resorbiert und die Gluconeogenese sowie die Glykogensynthese in der Leber aktiviert. Auch die
Lipogenese in der Leber wird angeregt. Zudem férdern sie auch katabole Reaktionen wie die Li-

polyse und Glykogenolyse (Deutzmann 20017).

Auf unterschiedlichen Ebenen ist der thyreotrope Regelkreis mit dem Reproduktionssystem ver-
knupft. Die Schilddrisenfunktion beeinflusst die Fertilitdit bei beiden Geschlechtern. Die
Schilddrisenhormone stimulieren bei mannlichen Tieren die Entwicklung des testikularen
Gewebes. Sie beeinflussen die Entwicklung und Funktion der Sertoli-Zellen sowie der Leydig-
Zellen im Interstitium des Hodens (Choksi et al. 2003; Krajewska-Kulak und Sengupta 2013). Im
weiblichen Organismus bestehen vielfaltige Verbindungen auf unterschiedlichen Ebenen. Auf
hypophysarer Ebene im Gehirn wird die Sekretion von TSH sowie Prolaktin durch TRH aus dem
Hypothalamus stimuliert. Effekte vom Schilddrisenhormon T, auf Prolaktin, auf das Iu-
teinisierende Hormon und das sexualhormonbindende Transportglobulin sind bei der Frau
bekannt (Bullmann 2013). Uber die Variation dieses Transportglobulins wird der Ostrogen-
spiegel beeinflusst. Andererseits haben auch Ostrogene dosisabhéngig einen Einfluss auf das
zirkulierende Transportprotein der Schilddrisenhormone (Raue 1994). Die Schilddrisen-
hormone selbst sind auf unterschiedlichen Ebenen Teil des Reproduktionssystems. Und auch

die weiblichen Sexualhormone nehmen Einfluss auf den Schilddriisenstoffwechsel.
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2.2.3. Geschlechtsspezifische Unterschiede

Wie bereits in Abschnitt 2.2.1. aufgeflihrt, beschreiben Studien aus der Human- sowie Veterinar-
medizin das Verhaltnis zwischen Schilddrisenvolumen und Kérpergewicht. Die Autoren besta-
tigten eine positive Korrelation zwischen dem absoluten Organvolumen und dem Kdérpergewicht
und gaben beim Mann das Schilddrisenvolumen als signifikant hdher an im Vergleich zur Frau.
Keine geschlechtsspezifischen Unterschiede bestanden im Vergleich der relativen Volumina, so
dass das hohere absolute Schilddrisenvolumen mit der groReren Koérpermasse des Mannes
erklart werden konnte (Hegedus et al. 1983; Gomez et al. 2000). Russfield (1967) erwahnte fir
die Schilddriise bei der Maus auch ein absolut, aber nicht relativ groReres Volumen bei mann-

lichen Tieren.

Im Hinblick auf den thyreotropen Regelkreis konnten Fukuda et al. (1975) bei der weiblichen
Ratte einen niedrigeren TSH- und T4;-Wert verbunden mit einem héheren Ts;-Wert im Plasma
feststellen. Marassi et al. (2007) zeigten in einer Studie ahnliche Ergebnisse. Ein hdherer Ts-
Wert konnte auch hier bei weiblichen Tieren nachgewiesen werden, allerdings nur bei adulten
Tieren. Im T4-Wert lag kein signifikanter Unterschied zwischen den Geschlechtern vor. Die
hochsten TSH-Werte zeigten adulte mannliche Tiere. Das bestatigten auch Choksi et al. (2003).
Auch bei mannlichen C57BL/6 Mausen konnte ein héherer TSH-Wert im Vergleich zu weiblichen

Tieren nachgewiesen werden (Pohlenz et al. 1999).

Bei weiblichen Tieren beschrieb Slebodzinski (1994) eine divergierende Schilddriisenaktivitat
innerhalb des sexuellen Zyklus mit einer gesteigerten Aktivitat in den Phasen des Prodstrus und
Ostrus bei der Sau, Kuh und weiblichen Labortieren. In euthyreoten weiblichen Ratten konnten
Ayala et al. (2013) mit dem Zyklusverlauf schwankende TSH-Werte nachweisen. Die hochsten
Werte zeigten sich wahrend des Proostrus mit 3,51 £ 0,26 ng/ml (Mittelwert £ Standard-

abweichung). Im Ostrus lagen die TSH-Werte bei 2,74 + 0,18 ng/ml und im Dibstrus bei
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2,35 + 0,15 ng/ml. Wahrend des Prodstrus waren bei der Ratte auch die héchsten Ostradiol-
werte nachweisbar. Nach Wood et al. (2007) zeigte sich bei C57BL/6 Mausen der signifikant
héchste zirkulierende Ostradiolwert vor der Ovulation im Ostrus (ca. 65 pg/ml) im Vergleich zu
den anderen Zyklusphasen. Ein gleichbleibender Wert bestand vom Met- bis zum Prodstrus (ca.
50 pg/ml). Die Progesteronwerte im Serum zeigten eine groflere Schwankung wahrend des
weiblichen Zyklus. Sie waren signifikant héher im Didstrus (ca. 18 ng/ml) und signifikant nied-

riger im Ostrus (ca. 2 ng/ml) im Vergleich zu den anderen Zyklusphasen.

2.2 4. Altersbedingte Veranderungen

Die Schilddriise der Maus unterliegt Veranderungen mit fortschreitendem Alter und ihre Aktivitat

variiert mit verschiedenen physiologischen Umstanden im Verlauf des Lebens.

Schon in den 60er Jahren des 20. Jahrhunderts untersuchte van Heyningen (1961) den Beginn
der Schilddrisenfunktion im Mauseembryo. Der Autor zeigte, dass dieser bereits im Mutterleib
erfolgt. Die Fahigkeiten lod aus dem Blutkreislauf aufzunehmen und organisch zu binden sowie
die Formation von Kolloid in der fetalen Schilddriise erfolgten zwischen dem 15. und 16. Tag.
Die Entstehung von Follikeln in der Schilddriise sowie die Bildung von T, konnten ungefahr
einen Tag spater beobachtet werden. Nur wenige Jahre spater beschrieb Eickhoff (1965) das
Lebensalter als endogenen Faktor, der sich auf die Aktivierung der Schilddriise bei den ver-
schiedenen Tierspezies postnatal unterschiedlich auswirkt. Mause werden relativ unreif ge-
boren, und der thyreotrope Regelkreis muss sich nach der Geburt erst vollstdndig entwickeln

(Fisher und Polk 1989), im Vergleich zum Menschen. Bei der Maus ist der Regelkreis ungefahr
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zwei Wochen nach der Geburt ausgebildet. Die Ts- und T4- Werte im Blut steigen postnatal

schrittweise an mit einem deutlichen Anstieg ca. 12 bis 15 Tage nach der Geburt (Li et al. 2014).

Bei alteren Mausen kommt es zu histologischen Veranderungen der Schilddriise. Es handelt
sich u. a. um eine zunehmende Variabilitat in der Follikelgrélie sowie eine allgemeine Zunahme
im Follikeldurchmesser (Hardisty und Boorman 1999). Die VergroRerung betrifft nach
Blumenthal (1955) die zentralen Follikel einhergehend mit einer Atrophie des Epithels. Auch
eine fortschreitende interstitielle Fibrose ab einem Alter von 9 bis 12 Monaten wurde vom Autor
beschrieben. Russfield (1967) vermutete eine starke Zunahme von fibrésem Bindegewebe ab
dem Alter von zwei Jahren. Studer et al. (1978) beschrieben beginnend ab einem Alter von 5
Monaten die Bildung von Schilddrisenfollikeln, die sich histologisch und in ihrer Funktion ver-
anderten. Morphologisch zeichneten sich diese Follikel durch ein vergréliertes Lumen und ein
vergleichsweise flaches Epithel aus. Mit ca. 13 Monaten waren 80 % der Schilddrisenfollikel
von diesem Typ. Auch eine Grélkenzunahme der Schilddriise mit dem Alter der Tiere wurde
beschrieben. Chai et al. (1964) konnten bei weiblichen und mannlichen Mausen unterschied-
licher Mausstamme ab dem Alter von 7,5 bis 9,5 Monaten einen Riickgang in der Aufnahme von

radioaktivem lod zeigen.

Im Hinblick auf pathologische Veranderungen der Mauseschilddriise lassen sich neoplastische
Veranderungen wie in der Humanmedizin in Anlehnung an die Klassifizierung der Welt-
gesundheitsorganisation unterteilen in Hyperplasie, benigne und maligne Schilddriisentumore.
Jedoch ist eine klare Abgrenzung der histologischen Organveranderungen nicht immer mdglich.
Im Allgemeinen zeigen sich bei der Labormaus eher selten neoplastische Veranderungen der
Schilddrise, und sie werden mit weniger als 1 % angegeben (Brayton 2007; Taylor 2014). Frith
und Heath (1984) konnten eine Abhangigkeit vom Auftreten von Spontantumoren der
Schilddrise zum Geschlecht und zur Mauslinie beobachten. Sie ermittelten die Inzidenz fir Tu-

more je nach Maussstamm von 0,13 bis zu 8,6 %. Weibliche Tiere zeigten generell ein hdheres

22



2 Literaturtibersicht

Auftreten von spontanen Tumoren. Haines et al. (2001) bezifferten in alternden B6;129 Mausen
das Auftreten von Adenomen oder Karzinomen mit 2 % flr mannliche und 8 % fur weibliche
Tiere. Haufiger als maligne Schilddriisenkarzinome treten bei der Maus Adenome auf, wobei fol-
likulare Adenome Uberwiegen (Brayton 2007). Ward et al. (1979) beschrieben auch bei dieser
Form des Adenoms ein vermehrtes Auftreten bei weiblichen im Vergleich zu mannlichen Mau-
sen. Auch bei entziindlichen Organveranderungen der Schilddriise besteht bei alternden Mau-

sen eine hohere Inzidenz flr weibliche Tiere (Haines et al. 2001).

Zu einer Induktion von neoplastischen Veranderungen der Schilddriise kann es auch durch exo-
gene Einflisse wie Strahlung kommen. Gammastrahlen haben eine karzinogene Wirkung auf al-
le Spezies, die in experimentellen Studien untersucht wurden. Sie induzieren u. a. Mutationen
und Strangbriiche der DNA in somatischen Zellen (Jameson et al. 2003). Die Induktion von
Schilddriisentumoren durch interne und externe Bestrahlung wurde bei der Maus v. a. seit den
1960er Jahren untersucht. Walinder (1972) fasste in seiner Arbeit die Ergebnisse von voran-
gegangenen Studien an Mensch und Tier zusammen. Er beschrieb das vermehrte Auftreten von
neoplastischen Veranderungen der Schilddriise bei der Anwendung von radioaktivem lod im
Vergleich zum Einsatz von externer Strahlung in Form von Réntgenstrahlung. Dabei waren
junge Individuen besonders sensibel flir die karzinogene Wirkung. Eine hoéhere Inzidenz fir
Schilddriisenkrebs konnte auch bei Kindern nach externer Bestrahlung u. a. als Folge der
Nuklearkatastrophe von Tschernobyl festgestellt werden (Reiners et al. 2008). Walinder (1972)
untersuchte die Wirkung von Radioiod auf die Schilddriise von CBA-Mausen. Hier stellte er fest,
dass die Strahlung einen initialen Zelltod induzierte und die epitheliale Regeneration ver-
hinderte. Dies ging einher mit einer erhéhten TSH-Produktion sowie der teilweisen Entstehung

von neoplastischen Veranderungen.
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2.2.5. Circadianer Rhythmus

Wie bereits erwahnt, beeinflusst der circadiane Rhythmus den Organismus auf vielfaltige Weise.
Im endokrinen System zeigt u. a. die Aktivitat des thyreotropen Regelkreises eine circadiane
Rhythmik bei Mensch und Tier. Die Sekretion von TSH aus dem Hypophysenvorderlappen er-
folgt pulsatil in einem circadianen Rhythmus (Fisher 1996). Beim Mensch ist die Konzentration
von TSH im Blut tagsiber niedrig mit dem tiefsten Wert am Nachmittag. Zum Abend hin steigt
die Konzentration wieder an und erreicht den Hohepunkt in der Nacht. Es besteht beim Mensch
auch ein circadianer Rhythmus von T3. Ungefahr 90 min nach dem Héhepunkt von TSH zeigt T;
sein Maximum. Keine Korrelation besteht dagegen zwischen TSH und T, (Russell et al. 2008;

Philippe und Dibner 2015).

Bei nachtaktiven Arten unterscheidet sich der Rhythmus von dem des Menschen. Martino et al.
(1985) konnten bei weiblichen Ratten abhangig vom Hell-Dunkel-Rhythmus einen circadianen
Verlauf des TRH-Wertes nachweisen. Unter dem gangigen Lichtregime von 12 Stunden Hel-
ligkeit und 12 Stunden Dunkelheit zeigte sich der hochste Gehalt von TRH gegen 12.00 Uhr im
Hypothalamus. Der niedrigste Gehalt war messbar gegen 24.00 Uhr. Jordan et al. (1980)
beschrieben bei mannlichen Ratten, die unter dem gleichen Lichtregime aus 12 Stunden Hel-
ligkeit und 12 Stunden Dunkelheit lebten, einen circadianen Rhythmus von TSH im Blut. Der Se-
rumwert war abends zu Beginn der Dunkelperiode am niedrigsten. Seinen Héhepunkt erreichte
er um die Mittagszeit (11.30 Uhr £ 01.05 Stunden). Auch die Schilddriisenhormone zeigten
einen circadianen Verlauf mit maximalen Serumkonzentrationen 1,5 und 2,2 Stunden nach dem
Hbéhepunkt von TSH. Ottenweller und Hedge (1982) beschrieben auch einen tageszeitlichen
Verlauf bei weiblichen Ratten. Unter dem gleichen Lichtregime von 12 : 12 Stunden lag in ihren
Versuchen der maximale TSH-Wert kurz nach dem Einschalten des Lichts. Die hdchste Konzen-

tration der Schilddriisenhormone zeigte sich 3 bis 4 Stunden spater.
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2.3. Schilddriisenszintigraphie in der Nuklearmedizin

Die Nuklearmedizin basiert auf der Verwendung radioaktiver Substanzen und kernphysikalischer
Verfahren in der klinischen und praklinischen Diagnostik sowie zu therapeutischen Zwecken. Als
Feld der modernen Medizin ist die Nuklearmedizin maRlgeblich beeinflusst von Entwicklungen
unterschiedlicher Fachbereiche auf naturwissenschaftlicher sowie technischer Ebene. Der ste-
tige Fortschritt in diesen Bereichen ermdglicht eine medizinische Bildgebung beim Menschen bis
hin zur molekularen Bildgebung im Kleintiermodell. Zur Anwendung in der Diagnostik kommen
Tracer bzw. radioaktiv markierte Substanzen, die am Stoffwechsel teiinehmen und eine Detek-
tion der emittierenden Strahlung aufRerhalb des Organismus erlauben. In der klinischen Diag-
nostik stellt die Szintigraphie der Schilddrise seit Jahrzehnten eine anerkannte Methode dar
(Franken et al. 2010). Sie erlaubt die bildliche Darstellung des Organs und bei speziellen szinti-
graphischen Verfahren die Quantifizierung der Organfunktion durch die Aufnahme und Ver-

stoffwechslung spezieller Radiopharmaka.

In der Bundesrepublik Deutschland wurden zwischen 2008 und 2012 ungefahr 2,8 Millionen Un-
tersuchungen in der Nuklearmedizin durchgeflihrt. Die Szintigraphie der Schilddrise war mit

42 % die am haufigsten durchgeflhrte Untersuchung (Trugenberger-Schnabel et al. 2016).

2.3.1. Historie

Historisch ist die Nuklearmedizin gepragt durch Erkenntnisse aus verschiedenen Bereichen der

Wissenschaft. Nach grundlegenden kernphysikalischen Entdeckungen ab Ende des 19. Jahr-
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hunderts rickten die radiopharmakologischen und apparativen Entwicklungen zunehmend in

den Vordergrund der Forschung und der klinischen Anwendung.

Begriindet ist die Geschichte auf der Entdeckung der Radioaktivitdt durch den franzésischen
Physiker Antoine Henri Becquerel im Jahr 1896 (Becquerel 1896). Die erste biologische Unter-
suchung mit einer radioaktiven Markierung erfolgte 1923 durch den Nobelpreistrager Georg
Charles de Hevesy. Er erforschte die Bleiaufnahme in Pflanzen (Hevesy 1923). Im tierischen
Organismus von Ratten untersuchte er zudem den Weg von radioaktivem Phosphor (Chievitz
und Hevesy 1975). Es folgten sowonhl die ersten diagnostischen Untersuchungen als auch thera-
peutischen Behandlungen am Menschen, zunachst 1936 mit radioaktivem Phosphor bei einem

Patienten mit Leukamie (Lawrence 1954).

Im Jahr 1934 wurde das lodisotop 1'%

mit einer Halbwertszeit (HWZ) von 24,99 min hergestelit.
Es fiel in Versuchen an Kaninchen auf, dass eine erhohte Aufnahme in der Schilddriise nach-
weisbar war. Durch die kurze HWZ des lodisotops war der medizinische Einsatz jedoch
beschrankt. In den folgenden Jahren kam es zur Herstellung der lodisotope 1'* (HWZ 12,37
Stunden) und 1"*" (HWZ 8,02 Tage) sowie zur ersten diagnostischen Anwendung von Radioiod
am Menschen. Zum ersten therapeutischen Einsatz kam es 1942. Ein Patient mit Hyperthyreose
wurde mit 1'*" behandelt (Hamilton und Lawrence 1942). Kurz darauf kam es zum ersten erfolg-

reichen Einsatz von Radioiod bei einem Schilddriisenkarzinom. Die erste Behandlung eines

metastasierenden Schilddriisenkarzinoms in Deutschland erfolgte 1949 mit I'*" (Winkler 1950).

Der unumstrittene Nachweis des chemischen Elements Technetium (Tc) erfolgte 1937 durch die
Chemiker Emilio Segre und Carlo Perrier (Perrier und Segré 1937). Sie benannten das erste
kinstlich hergestellte Element nach dem altgriechischen Wort technétés fir ,,klnstlich”. Der
Umstand, dass alle 34 bekannten Isotope von Technetium radioaktiv sind, hat die Erforschung
dieses Elements lange Zeit erschwert. Es existieren zudem einige metastabile Zustande, die

neben der Massenzahl durch den oberen Index ,,m” gekennzeichnet sind. Die Radiochemie des
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Elements Technetium entwickelte sich schnell und die Bedeutung dieses Nuklids in der
Nuklearmedizin wuchs seit einer Veroéffentlichung im Jahre 1960 durch Powell Richards
(Richards 1960). Er erkannte das Potential des metastabilen Kernisomers **"Tc und forschte an
seiner potentiellen medizinischen Nutzung. Noch vor Ende des Zweiten Weltkrieges bot sich
durch die Entwicklung des ersten Kernreaktors in Amerika die Mdéglichkeit kostenglnstiger und
in grélkeren Mengen reaktorhergestellte Radioisotope zu produzieren. Auf messtechnischer
Ebene kam es zur Entwicklung von Kristalldetektoren, zur ersten bildlichen Darstellung einer Ak-
tivitatsverteilung mittels rektilinearem Scanner sowie zur Einflihrung der ersten Szintillations-
kamera. Sie wurde nach ihrem Entdecker Hal O. Anger auch als Anger-Kamera bezeichnet
(Anger 1958). Anfang der sechziger Jahre des 20. Jahrhunderts beschrieben David E. Kuhl und
Roy Q. Edwards die sogenannte SPECT-Technik (Single-Photon-Emission-Computed-
Tomography) bzw. Einzelphotonen-Emissionscomputertomographie (Kuhl und Edwards 1963),
ein Verfahren zur dreidimensionalen Darstellung der Aktivitatsverteilung im lebenden Orga-
nismus unter Verwendung von einfachen Gammastrahlern (Single-Photon Emitter). Seit den
spaten 80er und friihen 90er Jahren des 20. Jahrhunderts wurden verschiedene Prototypen von
SPECT/CT-Hybridsystemen entwickelt. Sie ergdnzen zur primar funktionalen Darstellung der
SPECT-Technik die morphologischen Informationen der Computertomographie. Das erste Sys-

tem war 1999 kommerziell erhaltlich (Hasegawa et al. 2002).

2.3.2. Tracer fiir die Schilddriisendiagnostik

Das Tracer-Prinzip nach Hevesy basiert auf einer radioaktiv markierten Substanz, die in einen
lebenden Organismus eingebracht wird, an Stoffwechselvorgangen teilnimmt und sich in Ziel-

strukturen anreichert. Bei der in vivo Anwendung kommt es zur Aufnahme und Verteilung
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(Inkorporation) des Tracers. Dabei spielt der Raum eine Rolle, in der sich die Substanz befindet.
Wenn sich die Substanz in extrazellularen Flissigkeiten befindet wie bei der intravasalen Injek-
tion, kommt dem Blut eine Transportfunktion zu (Hermann 2004a). Ein Tracer (engl. to trace fir
,,aufspilren”) setzt sich typischerweise aus zwei Komponenten zusammen. Zum einen besteht
der Tracer aus einem Molekll, das als Tragerstoff fungiert und Uber die Verteilung und selektive
Anreicherung im Koérper entscheidet. Und zum anderen besteht der Tracer aus einem radio-
aktiven Isotop, was an dem entsprechenden Molekll gebunden ist und somit die Detektion
aulBerhalb des Kdrpers erlaubt (Neumaier 2017). Fir die diagnostische Anwendung eines Tra-
cers werden besondere chemische, biochemische und pharmakologische Anforderungen
gestellt. Das an ein Radionuklid gekoppelte Pharmakon muss an die gewinschte Zielstruktur
gelangen und an Stoffwechselvorgangen teilnehmen ohne diese zu beeinflussen. Mittels spe-
zieller Kamerasysteme ist die Detektion emittierender Strahlung au3erhalb des Koérpers und die
Abbildung der Tracerverteilung méglich. Die Darstellung eines Organsystems dient der visuellen
Beurteilung und macht eine quantitative Auswertung maoglich. Der hierfir ermittelte sogenannte
Uptake stellt den Prozentsatz einer applizierten Radioaktivitat dar, welche sich zu einem defi-

nierten Zeitpunkt in einem Gewebe befindet.

Im Reaktor oder Zyklotron lassen sich ber tausend Radionuklide kiinstlich herstellen, die sich
im Vergleich zu natirlich vorkommenden Nukliden meist durch eine kirzere HWZ und hohe
Reinheit auszeichnen (Koétz und Botterweck 2014). Fir die Anwendung im Bereich der Nuklear-
medizin geeignet sind jedoch nur wenige (Hermann 2004b). Je nach Anwendungsgebiet inner-
halb der Nuklearmedizin unterscheiden sich die Anforderungen an die radioaktiven Nuklide und
der Einsatz wird durch chemische sowie physikalische Eigenschaften bestimmt. Charakteristika
wie die Art der ionisierenden Strahlung, die Zerfallsenergie, die Grélkenordnung der
Halbwertszeit und die biochemischen Eigenschaften, welche die Markierung beeinflussen, sind
fur die Wahl entscheidend. Aber auch der Preis und die Verfligbarkeit spielen eine zentrale

Rolle (Kétz und Botterweck 2014). Bei wiederholter Anwendung eines Radionuklids muss der
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sogenannte Effekt des Stunnings berlicksichtigt werden. Hierbei kann die initiale Gabe abhangig
von der verabreichten Energiedosis den Uptake des Organs in nachfolgenden Untersuchungen

beeintrachtigen (Brenner 2002; Lundh et al. 2009).

Auf dem medizinischen Fachgebiet der Nuklearmedizin zahlt die szintigraphische Untersuchung
der Schilddrise zu den altesten Untersuchungsformen. In der modernen Diagnostik ist eine
funktionstopographische Untersuchung der Schilddrise in vivo méglich, sowohl in der Klinik als
auch in der praklinischen Forschung im Tiermodell. So kann die Lage, Form, Grélie sowie das
Speicherverhalten des Organs beurteilt werden. Zur Untersuchung stehen verschiedene Radio-
pharmaka zur Verfligung. Sie erlauben eine Darstellung des lodstoffwechsels in direkter Form
Uber lodisotope, die eine natlrliche Affinitdt zu diesem Organ aufweisen, oder in indirekter
Form. Die unterschiedlichen Isotope des lods weisen die selben chemischen Eigenschaften auf
und unterliegen somit im Metabolismus der Schilddriise identischen Stoffwechselprozessen. Der

Korper unterscheidet dabei nicht zwischen dem stabilen lod oder einem radioaktiven Isotop.

Unter den lodisotopen spielt in der diagnostischen Bildgebung vorwiegend der reine Gam-

mastrahler 1'%

mit einer HWZ von 13,22 Stunden eine Rolle. Jedoch ist die Herstellung mittels
Zyklotron relativ aufwendig, was zu Lasten der Verfligbarkeit geht (Kétz und Botterweck 2014).
Eine Indikation zur Szintigraphie beim Menschen besteht z. B. bei Verdacht auf ektopes
Schilddriisengewebe. Der Einsatz des lodisotops 1'*'in der Diagnostik spielt nur eine Rolle in
der Dosisabschatzung vor Beginn einer Radioiodtherapie bei benignen Schilddrisen-
erkrankungen (Dietlein et al. 2014a). Das lodisotop verfligt neben hochenergetischer Gam-
mastrahlung auch Uber eine Betastrahlenkomponente und wird daher aus Strahlenschutz-
grinden vorwiegend in der Therapie eingesetzt. Der biologische Effekt der ausgesandten Beta-
strahlung im Gewebe und die ausreichend lange HWZ von 8,02 Tagen stehen hierbei im

Vordergrund. Eine Indikation zum therapeutischen Einsatz besteht beim Menschen u. a. bei

Morbus Basedow und Schilddriisenautonomien (Dietlein et al. 2015). Auch in der Veterinar-
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medizin ist der therapeutische Einsatz bei einer Hyperthyreose der Katze in Betracht zu ziehen.
Diese Funktionsstérung stellt die haufigste endokrine Erkrankung bei der Katze dar. Mit einer
Radioiodtherapie ist nach einmaliger Anwendung die Wiederherstellung eines euthyreoten

Zustandes mdglich (Peterson 2006).

Die konventionelle szintigraphische Diagnostik der Schilddriise basiert in der klinischen und
praklinischen Anwendung jedoch auf der indirekten Darstellung des lodstoffwechsels mittels Tc
(Siegel et al. 1984; Boschi et al. 2013). Das bedeutenste Radioisotop stellt das metastabile
%MT¢c mit einer HWZ von 6,02 Stunden dar. Die Entwicklung vieler Radiopharmaka auf Basis
von ®™Tc beruhen auf den zahlreichen Vorteilen dieses Isotops. Es kann mittels Generator-
system vor Ort produziert werden und besitzt somit eine gute Verfiigbarkeit und ist relativ preis-
giinstig. Aus dem abgeschirmten Mutternuklid Molybdan (Mo) im Inneren des *Mo/*®"Tc-
Isotopengenerators wird es als *"Tc-Pertechnetat (**"TcO,) durch radioaktiven Zerfall gewon-
nen. Das eluierte Tochternuklid **"Tc kann nach der Gewinnung direkt zu szintigraphischen
Zwecken genutzt werden. Ein weiterer Vorteil fir die szintigraphische Untersuchung ist der Um-
stand, dass *™TcO, ein reiner Gammastrahler mit einer Gammaenergie in Hohe von 141 keV
ist. Das ermdglicht eine Detektion auBerhalb des Kdrpers mittels gangiger Gammakameras
ohne das Risiko einer zu hohen Strahlenexposition im Vergleich zu Isotopen mit einer Be-

tastrahlenkomponente.

¥MTcO, besitzt als einfach negativ geladenes Anion eine vergleichbare MolekiilgroRe und
Molekiilbeschaffenheit wie das lodion. Uber den NIS gelangt es analog zu lod in die Thyreo-
zyten (Bizhanova und Kopp 2009). Im Gegensatz zu den lodisotopen durchlauft es jedoch nur
die lodination und wird nicht organisch gebunden d. h. nicht in die Thyrosinreste des Thyreo-
globulins eingebaut, sondern mit kurzer HWZ wieder ausgewaschen (Siegel et al. 1984). Die
Anreicherung im Gewebe basiert bei *"TcO, auf einem Gleichgewicht zwischen Ein- und Aus-

strom. Im Vergleich dazu basiert die Anreicherung von Radioiod in der Schilddriise zusatzlich
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auf der Menge an organisch gebundenem lod (Brandt et al. 2012). Korrekterweise handelt es
sich bei der Aufnahme von *®™TcO, in die Schilddriise um eine Akkumulation. Da jedoch inter-
national in der Nuklearmedizin der Begriff Uptake Verwendung findet, um die Anreicherung ei-
nes Tracers im Zielgewebe zu beschreiben, wird dieser Terminus auch in dieser Arbeit beibe-

halten.

Obwohl *™TcO, nur passager angereichert wird, korreliert der relative thyreoidale Uptake
ausreichend mit der lodclearence des Organs (Dietlein 2017) und kann zur funktionellen Beur-
teilung der Schilddriise herangezogen werden. Laut den Leitlinien der Deutschen Gesellschaft
fir Nuklearmedizin sollte 5 bis 25 min nach intravendser (i. v.) Injektion von ca. 70 MBq *™TcO,
die Schilddriisenszintigraphie beim Menschen beginnen. In diesem Zeitraum ist die Variabilitat
des relativen thyreoidalen Uptakes gering. Der Einstrom in die Schilddrise erfolgt ca. 5 bis
15 min nach Injektion. Anschlieliend stellt sich ein Gleichgewicht zwischen Ein- und Ausstrom
ein und eine Plateauphase wird ca. 15 bis 25 min nach Injektion erreicht (Dietlein et al. 2014b).
Der Uptake fir einen euthyreoten Menschen bei einer ausreichenden lodversorgung liegt bei

ungefahr 0,5 bis 2,0 % der applizierten Aktivitat (Dietlein 2017).

Heutzutage ist die Nutzung von Radiopharmaka basierend auf **"Tc weit verbreitet und in
schatzungsweise 85 % der nuklearmedizinischen Anwendungen werden sie verwendet

(Eckelman 2009).

2.3.3. Nuklearmedizinische Bildgebung beim Mensch

Durch die Einfihrung der Anger-Kamera war erstmals eine bildliche Darstellung von dyna-

mischen Prozessen im Korper moglich. Es folgte die Entwicklung von emissionstomo-
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graphischen Verfahren wie der SPECT, die eine Struktur in Form von Schnittbildern darstellen
konnte. Im Vergleich zur planaren Szintigraphie machen die Schnittbildverfahren eine drei-
dimensionale Darstellung mdglich. Sie sind nicht durch eine Tiefenbegrenzung limitiert und
bieten die Mdglichkeit zur Quantifizierung einer Organfunktion. Zahlreiche Techniken und Radio-
isotope zur Markierung fir diese Verfahren stehen zur Verfligung und sind klinisch erprobt.
Zudem erlaubt die hohe molekulare Sensitivitat der Radiopharmaka den Einsatz einer geringen
Substanzmenge und flhrt somit zur Reduktion der Strahlenbelastung. Da die bildgebenden Sys-
teme in ihren Eigenschaften differieren, ist eine Wahl des geeigneten Verfahrens je nach

spezifischer Fragestellung erforderlich.

In der klinischen Diagnostik der Humanmedizin zahlen Untersuchungen mittels nuklear-
medizinischer Verfahren zu den quantitativen Standarduntersuchungen. Zur Untersuchung der
Schilddrise stellt die SPECT ein bedeutendes Verfahren dar. Die Funktionsszintigraphie eines
Organs macht die Erstellung einer Zeit-Aktivitatskurve méglich, welche die Stoffwechselfunktion
verbildlicht. Eine wiederholte Untersuchung mit dieser nicht invasiven Methode stellt Patienten-
daten zur Verfiigung, die als Grundlage fir Verlaufsuntersuchungen dienen kdénnen. Die
SPECT-Technik basiert auf dem Prinzip der Gammakamera und verfligt iber einen nach Hal O.

Anger konzipierten Messkopf (s. Abbildung 4).

Zur Untersuchung werden meist Kamerasysteme mit mehreren Koépfen verwendet, die
gleichzeitig aus unterschiedlichen Positionen akquirieren, um die Zahlrate zu steigern oder die
Dauer der Aufnahme zu reduzieren. Bei der Untersuchung rotieren die Detektorképfe um den
Patienten und detektieren die emittierte Gammastrahlung aus unterschiedlichen Winkel-

richtungen zum Objekt (Ritt et al. 2011).
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Abbildung 4: Prinzip der Gammakamera
Der Messkopf einer Gammakamera nach Hal O. Anger mit Kollimator, Kristall, Lichtleiter, Photo-

multiplier und nachgeschalteter Elektronik. (Abb. 5.1 aus: K6tz und Botterweck (2014))

Zunachst treffen die primar emittierten Gammaquanten auf Kollimatoren, die den Detektor der
Gammakamera bedecken. Diese Bleiplatten bestehen aus Septen sowie kleinen Bohrungen und
unterscheiden sich in ihrem Design (Newiger et al. 2003). Die Kollimatoren erlauben eine Filter-
ung und Richtungsortung der Gammaquanten durch eine mechanische Kollimation. Hierbei
passieren nur die Quanten den Kollimator, die aus definierter, meist senkrechter Richtung ein-
fallen. Zwischen dem Entstehungs- und Detektionsort treffen die Photonen auf Materie und
treten mit ihr in Wechselwirkung. Dabei kommt es zum Energieverlust und zu Streuprozessen
(Geworski 2004). Durch die Anwendung eines schmalen Energiefensters bei der SPECT-
Technik wird der Anteil der gestreuten Photonen reduziert und somit die quantitative Be-

einflussung der Streustrahlung begrenzt. Das Ausmal} der Streuung ist abhangig von der Pho-
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tonenenergie und von dem zu untersuchenden Objekt (Herzog und Résch 2005). Die Wahl des
geeigneten Kollimators richtet sich nach dem Anwendungsgebiet sowie dem eingesetzten Ra-
dioisotop und seiner Gammaenergie. Der Szintillationskristall der Gammakamera, der zumeist
aus thalliumdotiertem Natriumiodid besteht, kann die einfallende Gammastrahlung gut absor-
bieren (Kétz und Botterweck 2014). Durch die einfallenden Quanten werden die Elektronen des
Szintillationskristalls angeregt, und beim Ubergang der Elektronen zurtick in ihren Grundzustand
wird die Energie in Form von Licht freigesetzt (Newiger et al. 2003). Die entstehenden Lichtblitze
geben dem Vorgang der Szintillation (von lat. scintillare fir ,,blitzen”; ,,flackern”) ihren Namen.
Der Szintillator ist dicht bestickt mit sogenannten Photomultipliern. Sie messen das
ausgesandte Licht und verstarken das Signal, welches in Form eines elektrischen Impulses
weitergeleitet, von der nachgeschalteten Elektronik detektiert und weiterverarbeitet wird (Kotz
und Botterweck 2014). Durch entsprechende Auswertverfahren kdnnen aus den akquirierten
zweidimensionalen Bildern (Projektionen) bei der SPECT dreidimensionale Datensatze berech-
net werden. Die visuelle Darstellung ist in unterschiedlichen Ebenen wie z. B. der transversalen
Ebene oder auch in schrager Schnittfihrung mdglich. Der dreidimensionale Datensatz erlaubt
die Volumendarstellung eines Organsystems und verhindert die Uberlagerung der Aktivitatsver-

teilung, wie es bei einem planaren Szintigramm der Fall ist.

Lange bestand durch die eingeschrankte topographische Information des SPECT-Verfahrens
eine Limitierung in der nuklearmedizinischen Bildgebung (Ritt et al. 2011). Mit der Entwicklung
von Hybridsystemen, die die apparativen Vorteile unterschiedlicher Gerate kombinieren, wurde
fur dieses Problem eine Lésung gefunden und eine weitere Verbesserung in der medizinischen
Diagnostik erreicht. Das multimodale SPECT/CT-System erganzt zur SPECT-Bildgebung mor-
phologische Informationen durch die Computertomographie. Die Emissions- und Transmission-
seinheit befinden sich hintereinander im selben Gerat und verfligen Uber einen gemeinsamen
Patiententisch, was eine Repositionierung des Patienten zwischen den Akquisitionen vermeidet.

Zur Auswertung kénnen die SPECT- und CT-Aufnahmen nach der Untersuchung fusioniert
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werden. Die daraus resultierenden Fusionsbilder erlauben die gleichzeitige Datenanalyse am

selben Computersystem und lagerungsbedingte Artefakte werden reduziert.

Zudem bietet die Kombination aus zwei Untersuchungsmodalitaten die Méglichkeit, das Problem
der Absorption mittels einer Computertomographie-basierten Schwachungskorrektur zu I6sen
(Herzog und Rosch 2005; Ahmadzadehfar et al. 2015). Durch Absorptions- und Streuungs-
vorgange bei der Szintigraphie kommt es zu einer Schwéachung, die sich auf die Bildqualitat
sowie die quantitative Auswertung auswirkt. Sie muss mittels Schwachungskorrektur berichtigt

werden.

Von zunehmender Bedeutung sind bildgebende Verfahren, die analog zum Menschen auch am
Tier angewandt werden kdnnen, vor allem im Bereich der praklinischen Forschung, in der die

molekulare Bildgebung ein aufstrebendes Feld darstellt (Auletta et al. 2017).

2.3.4. Nuklearmedizinische Bildgebung bei der Maus

Seit Jahrhunderten dienen Untersuchungen an Tieren der Analyse physiologischer Prozesse
und stellen eine etablierte Methode zur Validierung von Diagnoseverfahren dar (Exner et al.
2004). Bereits im Corpus Hippocratum, dem medizinischen Handbuch des Abendlandes, fanden
Tierversuche Erwadhnung (Guerrini 1989). Zur Publikation der ersten wissenschaftlichen Unter-
suchung an Tieren kam es 1638 durch William Harvey (Streba et al. 2012). Im Jahr 1664 fand
das erste Mal die Maus in wissenschaftlichen Versuchen Erwahnung. In England studierte Ro-
bert Hook die Konsequenzen flir den Organismus bei einer Veranderung des Luftdrucks

(Guenet et al. 2012).
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Seither wuchs die Bedeutung der Maus als Versuchstier und heutzutage kommt ihr eine
gesonderte Stellung zu. Die Griinde liegen u. a. in der genetischen Ahnlichkeit zum Menschen
und der relativ einfachen Haltungsmaoglichkeit der kleinen Nager. Im Jahr 2016 waren laut dem
Bundesministerium fur Erndhrung und Landwirtschaft (2017) in Deutschland tber 66 % der ver-
wendeten Versuchstiere Mause. Auch innerhalb der Europaischen Union stellte die Maus mit ca.
61 % die am meisten verwendete Versuchstierspezies im Jahr 2011 dar (Europaische
Kommission 2013). Die meisten Untersuchungen finden in der tierexperimentellen Forschung an
mannlichen Tieren statt (Beery und Zucker 2011). Das liegt u. a. an der Konvention in der For-
schung (Clayton und Collins 2014). Ein anderer Grund ist die Sorge vor einer hormonellen Be-
einflussung der Ergebnisse durch den weiblichen Zyklus (Prendergast et al. 2014). Eine Analyse
von Studien aus unterschiedlichen Fachgebieten zeigte, dass selbst bei Inklusion beider Ge-

schlechter haufig keine geschlechtsspezifische Auswertung erfolgt (Wald und Wu 2010).

Auch in der Nuklearmedizin kommt dem Tiermodell in der Forschung eine bedeutende Rolle zu.
Neben der Grundlagenforschung an molekularen Prozessen ist auch die Ubertragung von
klinischen Fragestellungen in das Tiermodell und die Translation der Ergebnisse zurlick in die
Klinik von Interesse. In der Krankheitsforschung sind fiir das Verstandnis von Krankheits-
mechanismen die physiologischen Funktionszustande eines Organsystems von groler

Bedeutung.

Uber lange Zeit waren die Méglichkeiten der nuklearmedizinischen Untersuchung an Nagern in
vivo limitiert und viele Verfahren fanden ihre Anwendung nach der Euthanasie des Tieres wie
z. B. bei der Messung von radioaktiven Organproben (Beekman et al. 2002; Franc et al. 2008).
Die ersten Bestrebungen an Kleintieren mittels SPECT Versuche durchzufliihren, basierten auf
der Anwendung von Kklinischen Gammakameras kombiniert mit sogenannten Pinhole-
Kollimatoren (Meikle et al. 2005). Diese fokussierenden Kollimatoren funktionieren nach dem

Prinzip einer Lochkamera und ermdglichen eine vergroRerte Abbildung des Objekts auf dem De-

36



2 Literaturtibersicht

tektor. Es bedurfte jedoch der Miniaturisierung und Weiterentwicklung von Kamerasystemen, um
bildgebende Systeme speziell flir die Untersuchung von Kleintieren nutzen zu kénnen. Die
GroRe der zu untersuchenden Objekte sowie Unterschiede in physiologischen Ablaufen im Ver-
gleich zum Menschen, wie z. B. eine hohe Herzfrequenz bei der Maus, erschweren eine funk-
tionale Bildgebung (Hasegawa et al. 2002). Das erste SPECT-System fir Kleintiere bestand aus
einer einzelnen Szintillationskamera in Kombination mit einem Pinhole-Kollimator mit einer
Offnung. Zur Untersuchung bedurfte es einer Aufnahmedauer von ca. einer Stunde sowie einer

relativ hohen Dosis eines Radionuklids (Franc et al. 2008).

Im letzten Jahrzehnt wuchs das Interesse an der in vivo Bildgebung im Kleintier und mit ihm der
weitere Fortschritt auf technischer Ebene. Heutzutage stehen fiir die tierexperimentelle For-
schung hochauflésende und hochsensitive Modalitdten zur Verfligung wie dedizierte
SPECT/CT-Systeme. Es sind verschiedene kommerzielle Gerate fiir Kleintiere erhaltlich, die
eine SPECT-Auflésung von unter 1 mm erreichen (Khalil et al. 2011). Nach wie vor werden Pin-
hole-Kollimatoren eingesetzt in Form von Multipinhole-Kollimatoren. Sie verfligen Uber Loch-
bohrungen in unterschiedlichen Richtungen, die verschiedene Projektionswinkel mit-
einschlielen. Um einen Kompromiss zwischen einer hohen Auflésung und einer ausreichenden
Sensitivitdt zu erhalten, werden mehrere Detektoren in Kombination mit Multipinhole-
Kollimatoren eingesetzt (Behe et al. 2007; Franc et al. 2008). In Analogie zum Menschen eignet
sich das Verfahren zur seriellen Diagnostik. Das ermdglicht Verlaufsuntersuchungen (ber einen
groflen Zeitraum und das einzelne Tier kann der eigenen Kontrolle dienen (Khalil et al. 2011;
Koba et al. 2013). Aus ethischer und finanzieller Sicht ist dabei auch die Reduzierung der Ver-
suchstierzahl von Bedeutung (Grimm und Wunder 2005; Behe et al. 2007). Erschwerend ist hi-
erbei die Tatsache, dass im Vergleich zur Humanmedizin fir die Kleintierbildgebung teilweise
keine etablierten Untersuchungsablaufe zur Verfligung stehen. Aufgrund von Speziesunter-

schieden z. B. im Metabolismus ist die direkte Ubertragung von Untersuchungsabldufen vom
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Mensch auf das Tier fraglich, so dass flr die Versuchstierspezies Maus ein gesondertes Unter-

suchungsschema etabliert werden muss.
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3.1. Tiere und Tierhaltung

Die Tierversuche wurden vom Landesamt flir Gesundheit und Soziales Berlin (Genehmigungs-
nummer G0353/12) entsprechend dem deutschen Tierschutzgesetz zum Schutz von Ver-
suchstieren genehmigt und durchgefiihrt. Als Versuchstiere wurden 12 gesunde weibliche und
12 gesunde mannliche C57BL/6N Mause (Mus musculus) verwendet. Die Tiere wurden in den
Forschungseinrichtungen fir experimentelle Medizin (FEM) der Charité, Universitatsmedizin
Berlin, gezlichtet. Die 24 Versuchstiere wurden mit einem Absetzalter von 21 Tagen in die
Tierhaltung des Berlin Experimental Radionuclide Imaging Centers (BERIC) verbracht, eine

Core Facility der Fakultat und der Klinik flir Nuklearmedizin der Charité.

Die Mause wurden nach Geschlechtern getrennt und in vier Gruppen zu je sechs Tieren
eingeteilt. Jede Gruppe wurde in einem Makrolon Typ Il Ké&fig (37 x 21 x 18 cm) mit Filtersystem
gehalten. Zur Verbesserung der Haltungsbedingungen dienten ein rotes Plastikhaus, ein Plastik-
tunnel, Zellstoff als Nestbaumaterial sowie Nageholz. Die Kafige wurden wdéchentlich gereinigt
und mit neuer Einstreu (Lignocel, Rettenmaier und Séhne, Rosenberg, Deutschland) versehen.
Die Tiere erhielten ein pelletiertes Alleinfuttermittel (SSNIF, Soest, Deutschland) und Wasser ad
libitum. Die Haltungsbedingungen im Tierschrank (UniProtect, Bioscape, Schénwalde, Deutsch-
land) mit einer relativen Luftfeuchtigkeit von 50 £ 5 % und einer Temperatur von 22 + 2 °C waren
konstant. Auch das Lichtregime richtete sich nach einem konstanten Rhythmus. Der periodische
Hell-Dunkel-Zyklus folgte einem 12-stiindigen Rhythmus. Die Beleuchtung wurde in dem
Zeitraum von 7.00 bis 19.00 Uhr automatisch eingeschaltet. Die Dunkelphase begann um 19.00

Uhr und endete um 7.00 Uhr zentraleuropaischer Zeit.

Unter den gegebenen Umstidnden der Versuchtierhaltung wurde auf eine Reduktion von

auleren Stressoren fir die Mause geachtet, um mdgliche negative Einflisse auf den sexuellen
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Zyklus zu reduzieren. Auch die Haltung von beiden Geschlechtern im selben Tierhaltungs-
schrank sollte durch Pheromone im mannlichen Urin einen positiven Einfluss auf die Regel-

maRigkeit des weiblichen Zyklus haben.

3.2. Untersuchungsschema

Die Mause wurden in einer longitudinalen Studie bis zu einem Alter von 24 Monaten wiederholt
untersucht. Nach einer Eingewdhnungszeit von mindestens 7 Tagen erfolgte die erste Unter-
suchung im Alter von 1 Monat in der Phase der Pubertat. Die zweite Untersuchung erfolgte an
geschlechtsreifen, aber noch nicht ausgewachsenen Mausen im Alter von 3 Monaten. Im Alter
von 6 Monaten wurden die ausgewachsenen Mause untersucht. Die vierte Untersuchung fand
an alten Tieren mit 12 Lebensmonaten statt. Eine letzte Untersuchung erfolgte mit 24 Monaten

an senilen Mausen.

Eine ausflihrliche Auflistung des Lebensalters der Mause zu den einzelnen Untersuchungszeit-

punkten ist in Tabelle 1 aufgefiihrt.
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Tabelle 1: Das Alter der C57BL/6N Mause zu den einzelnen Untersuchungszeitpunkten

1.U 2.U 3.U 4.U 5.U
Alter (Monat)

weibliche Mause

Median 1,0 27 5,8 12,2 23,6
IQR 0,9-1,1 2,5-3,0 5,6-6,0 12,0-12,4 23,4-23,7
Min-Max 0,9-1,1 24-3,9 5,5-7,3 11,8-12,6 23,3-23,8

mannliche Mause

Median 1,1 2,9 5,8 12,1 23,6
IQR 1,0-1,2 2,8-3,0 5,7-6,1 11,9-12,3 23,4-23,9
Min-Max 1,0-1,2 2,7-3,7 5,7-6,7 11,8-13,1 22,9-241

Alle Messwerte angegeben als %ID; U=Untersuchung

Aufgrund der unterschiedlichen Gruppierung von Mausen in Altersstufen sowie Abweichungen
in deren Benennung in der Literatur wurden an den Mausen dieser Studie unabhangig von der
Schilddrisenuntersuchung eine Ganzkoérper-CT-Aufnahme durchgefiihrt. Diese Untersuchung
erfolgte wiederholt bei weiblichen und mannlichen Tieren im Alter von 1 bis 12 Monaten. Anhand
dieser CT-Aufnahmen konnte eine Vermessung der Femur- und Tibialange durchgefiihrt
werden, um das Korperwachstum der Mause bestimmen zu kdnnen. Die Langenmessung der
zwei Réhrenknochen der Hinterextremitat erfolgte mittels der Software PMOD 3.4 (PMOD Tech-
nologies Ltd., Zirich, Schweiz). Im CT-Bild wurde die Femurlange vom proximalsten Punkt des

Femurkopfes (Caput femoris) bis zur Fossa intercondylaris bestimmt. Die Lange der Tibia wurde
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ausgehend von der Articulatio femorotibialis bis zur distalen Tibiagelenkflache vermessen. Auf-
grund dieser Messungen konnte retrospektiv die Einteilung der Tiere in Altersgruppen, die mit
dem Wachstum korreliert, beurteilt werden. Das Knochenwachstum wurde in Millimetern als

Median [Interquartilsabstand; IQR] sowie Minimum und Maximum angegeben.

Um den Einfluss des circadianen Rhythmus bestimmen zu kénnen, wurden die Untersuchungen
wahrend der ersten Halfte der Hellphase in den Stunden der héchsten kérperlichen Ruhe
(Schlafphase; SP) sowie wahrend der ersten Halfte der Dunkelphase in den Stunden der héch-
sten koérperlichen Aktivitat (Wachphase; WP) der Mause durchgefiihrt. Zur Schonung der ju-
venilen Tiere erfolgte im Alter von 1 Monat nur eine Untersuchung, entweder in der SP oder WP.
Die einmalige Untersuchung der juvenilen Mause erklart die geringe Tierzahl im Alter von 1
Monat von jeweils 6 Mausen in der SP sowie WP bei beiden Geschlechtern. Die morgendliche
Injektion des Tracers erfolgte von 7.30 bis maximal 14.40 Uhr. Die abendliche Injektion von

frihestens 16.30 bis maximal 23.10 Uhr.

Im Studienverlauf mussten einige Tiere aufgrund von gesundheitlichen Problemen von den Ver-
suchen ausgeschlossen werden. Daher reduzierte sich die anfangliche Tierzahl von insgesamt
24 Mausen. Ausgeschlossene Tiere wurden nicht ersetzt, damit jede Maus als eigene Kontrolle
dienen konnte. Im Alter von 3 Monaten wurden bei beiden Geschlechtern jeweils 11 Mause in
der SP sowie WP untersucht. Im Alter von 6 Monaten wurden 10 weibliche Mause in der SP
sowie WP untersucht. Bei den mannlichen Tieren wurden 11 Mause in der SP und 10 Tiere in
der WP untersucht. Im Alter von 12 Monaten wurden bei beiden Geschlechtern jeweils 10 Mau-
se in der SP sowie WP untersucht. Bei den senilen Tieren im Alter von 24 Monaten wurden

jeweils 4 weibliche Mause und 8 mannliche Mause in der SP sowie WP untersucht.

Um eine eventuelle Beeinflussung der Narkose auf den circadianen Rhythmus ausschliel3en zu
kénnen, wurde eine Untersuchungspause von mindestens 72 Stunden eingehalten. Um einen

maoglichen Einfluss der vorangegangenen Narkose zusatzlich auszuschlieen, wurde die Halfte
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einer Mausgruppe zunachst in der Hellphase bzw. SP und anschlieRend in der Dunkelphase
bzw. WP untersucht, wahrend die andere Halfte der Gruppe in umgekehrter Reihenfolge unter-

sucht wurde.

An 6 weiblichen und 6 mannlichen Mausen wurden im Alter von 1 Monat und 6 Monaten eine
zusatzliche Aufnahme 5 bis 9 Stunden (Median 6,3 Stunden) nach Injektion durchgefihrt, um
die verbleibende Aktivitat in der Schilddriise nach dieser Zeitspanne zu bestimmen. Zu diesem
Zeitpunkt befindet sich eine nur geringere Restaktivitat in der Schilddriise, was zerfallsbedingt
sowie auf der Elimination des Radiopharmakons in der Schilddriise zuriickzufiihren ist. Daher
wurde die Aufnahmedauer von 10 min auf einmalig 20 min erhdht, um eine ausreichende Bild-

qualitat zu erzielen.

3.3. Narkose und Tracerinjektion

Die Maus wurde vor dem Versuch zunachst auf ihren Gesundheitszustand und somit auf ihre
Versuchsfahigkeit hin untersucht und gewogen. Fir die anschlieRende Inhalationsnarkose
wurde das Tier in eine 60 ml Spritze verbracht, welche mit einem Gasgemisch aus 1-2 Vol.-%
Isofluran und 0,5 I/min medizinischem Sauerstoff geflutet wurde. Die narkotisierte Maus wurde
auf eine beheizte Warmematte verbracht und erhielt zum Schutz der Cornea Bepanthen-
Augensalbe (Bayer, Leverkusen, Deutschland) (s. Abbildung 5). Nach der Desinfektion der Haut
im Schwanzbereich (SoftaseptN, B. Braun, Melsungen, Deutschland) fiihrte ein Infrarotstrahler
zur Erwarmung und somit zur Hyperamisierung und Vasodilatation im Punktionsbereich. An-
schlieRend erfolgte die i.v. Injektion von durchschnittlich 80 MBq **"TcO, in die Schwanzvene

(lat. Vena caudalis mediana) der Maus (s. Abbildung 6).
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Unter Einhaltung der Strahlenschutzvorschriften wurde das mittels Generator (Tekcis-20, CIS
Bio, Berlin, Deutschland) der Klinik fir Nuklearmedizin gewonnene ®mTc0, bei Bedarf mit
0,9 %iger physiologischer Natriumchloridldsung verdinnt und auf ein Volumen von maximal
0,15 ml fur die Injektion gebracht. Zur Vermeidung von Totvolumen wurde das Radiopharmakon
in einer speziellen Insulinspritze ohne Restvolumen im Konus (Micro-Fine U-100 Insulin,
0,33 mm (29 G) x 12,7 mm, BD Medical, Franklin Lakes, U.S.A.) aufgezogen und aus Strahlen-
schutzgriinden in eine Spritzenabschirmung (MiE medical imaging electronics, Elk Groove Vil-
lage, U.S.A.) verbracht. Die Injektion wurde durchgeflihrt mittels selbsthergestelltem Katheter
aus einer Kanlulenspitze (30 G) und einem Katheterschlauch mit einem Durchmesser von
0.28 x 0.61 mm (Portex, A. Hartenstein, Wirzburg, Deutschland). Vor Punktion der Schwanz-
vene wurde der Katheter mit 0,9 %iger physiologischer Natriumchloridlésung luftblasenfrei ge-

spult.

Mittels Aktivimeter (ISOMED 2010, MED Nuklear-Medizintechnik, Dresden, Deutschland) er-
folgte die Messung der vollen Spritze vor der Injektion sowie die Messung der leeren Spritze und
des verwendeten Katheters nach der Injektion. Zur Bestimmung der injizierten Aktivitat wurde
vor jeder arbeitstaglichen Messung eine Qualitdtskontrolle durchgefiihrt durch Kalibrierung des
Aktivimeters mit dem langlebigen Priifstrahler '*’Caesium. Bei der HWZ von **"TcO, von 6,02
Stunden wurde zur genauen Ermittlung der injizierten Aktivitat die Zeit der Aktivitdtsmessung der

vollen Spritze sowie der leeren Spritze auf die Injektionszeit zerfallskorrigiert.
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Abbildung 5: Vorbereitung der Maus vor der Injektion
Eine narkotisierte C57BL/6N Maus in Seitenlage mit desinfizierter Haut im Schwanzbereich vor
der Injektion von *™TcO,. (Berlin Experimental Radionuclide Imaging Center (2014))
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Abbildung 6: Punktion der Schwanzvene bei der Maus und Injektion des Tracers

Punktion der Schwanzvene mit der Kaniilenspitze (A). Die Uberpriifung der intravenésen Lage
des Katheters erfolgte anhand des Rickflusses von venésem Blut in den Katheterschlauch
aufgrund der wirkenden Kapillarkraft. AnschlieBend erfolgte die Injektion des Tracers (B).
Spritze in der Spritzenabschirmung aus Wolfram mit Bleiglassichtfenster (C). (Berlin Experi-

mental Radionuclide Imaging Center (2014))
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3.4. SPECT/CT Bildgebung

Umgehend nach der Injektion wurde die narkotisierte Maus in das in dieser Studie verwendete
Geratesystem NanoSPECT/CTplus flr Kleintiere (Mediso, Budapest, Ungarn; Bioscan,

Wahington, U.S.A.) verbracht (s. Abbildung 7).

Die CT-Einheit des NanoSPECT/CTplus verfiigt tGber eine Roéntgenréhre mit 8 Watt und einer
Auflésung von 48 um. Das Sichtfeld (Field of View) betragt 70 @ x 45 mm. Die SPECT-Einheit
verflgt Uber vier Detektoren. Sie werden mit austauschbaren Pinhole-Kollimatoren ausgestattet.
In dieser Studie wurden Multipinhole-Kollimatoren mit 9 Léchern (APT 106) und einem Loch-
durchmesser von 1,0 mm verwendet (s. Abbildung 8). Sie verfligten Uber ein Sichtfeld von

36 @ x 20 mm und eine Auflésung von 0,7 mm FWHM (Full Width at Half Maximum) fiir **™TcO,.

Beide Untersuchungsmodalitaten befanden sich hintereinander in derselben rotierenden Gantry.
Sie verfligten Uber einen gemeinsamen beweglichen Untersuchungstisch, was die sequenzielle
Anwendung beider Untersuchungseinheiten ohne eine Repositionierung des narkotisierten
Tieres erlaubte. Die Maus befand sich wahrend der Untersuchung in einem beheizbaren Unter-
suchungsbett (Equipement Vétérinaire Minerve, Esternay, Frankreich), welches die Aufrecht-
erhaltung der Koérperkerntemperatur wahrend der Untersuchung ermdglichte. Der Erhalt der
Narkose war Uber eine von aullen regulierbare Inhalationsnarkose moglich. Die
Narkoseuberwachung wahrend der Untersuchung konnte mittels Elektrokardiogramm oder
durch Uberwachung der Atemfrequenz erfolgen. Die narkotisierte Maus wurde nach Injektion im
vorgeheiztem Mausbett (37 °C) in Bauchlage gelagert (s. Abbildung 9). Die Uberwachung der
Maus und die Steuerung der Narkosetiefe erfolgte wahrend der Untersuchungszeit mit Hilfe der
Atemfrequenzerfassung. Ein Atemkissen wurde hierfiir thorakoabdominal unter der liegenden
Maus platziert (s. Abbildung 10). Zur genauen Positionierung des 20 mm grof3en Scanbereichs

wurde zunachst ein CT-Ubersichtsbild vom Halsbereich erstellt. Die anschlieRende SPECT-
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Untersuchung startete durchschnittlich 5 min nach Injektion. Das Energiefenster fiir **™TcO,
wurde bei 140 keV £ 10 % eingestellt. Die dynamische Untersuchung bestand aus 9
aufeinanderfolgenden SPECT-Aufnahmen mit einer Dauer von je 10 min. Jede Aufnahme
bestand aus 20 Projektionen bzw. aus 5 Winkelschritten mit 4 Detektoren um je 18 Grad
versetzt. Da zu jeder Aufnahmedauer eine Zeitspanne als Totzeit hinzukam, in der sich die Gan-
try drehte, ergab sich insgesamt fir jede Untersuchung eine Aufnahmedauer von 97,5 min. Jede
der 9 Aufnahmen hatte somit eine Dauer von 10,8 min. Der SPECT-Untersuchung schloss sich
eine erneute CT-Aufnahme des Halsbereiches an. Bis zur Rickkehr in die Gruppenhaltung
konnte sich die untersuchte Maus in einer bleiummantelten Warmebox (35 °C; MediHeat, Peco

Services, Cumbria, England) von der Narkose erholen.

Abbildung 7: NanoSPECT/CTplus
Das NanoSPECT/CTplus fir Kleintiere. (Darstellung mit Dank an Mediso Kft.)

48



3 Material und Methoden

Abbildung 8: Multipinhole-Kollimator
Einer von vier Multipinhole-Kollimatoren (APT 106) mit 9 Pinholes (D1.0) flir das Nano-
SPECT/CTplus. (Berlin Experimental Radionuclide Imaging Center (2017))

Abbildung 9: Maus im Untersuchungsbett

Eine narkotisierte Maus in Bauchlage im Mausbett des NanoSPECT/CTplus. (Berlin Experi-
mental Radionuclide Imaging Center (2014))
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Abbildung 10: Atemfrequenzerfassung

Das Atemkissen zur Uberwachung der Atemtatigkeit wahrend der Narkose im Mausbett (A). Der
Monitor mit abgebildeter Atemfrequenz von 72/min einer narkotisierten Maus (B). (Berlin Ex-

perimental Radionuclide Imaging Center (2014))

3.5. Bildrekonstruktion und -quantifizierung

Die Rekonstruktion der SPECT/CT-Bilder erfolgte mit der System-Software HISPECT (Bioscan,
Washington, U.S.A.). Die Bildrekonstruktion erfolgte iterativ mithilfe des OSEM-Algorithmus (Or-
dered Subset Expectation Maximization) und den Standardparametern (3 x 3 Iterationen, 35 %

Postfilter, 0.3 x 0.3 x 0.3 mm? isotrope Aufldsung).
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Die rekonstruierten Bilder wurden mit der Software PMOD 3.4 ausgewertet. Um einen dyna-
mischen Bildverlauf zu erzeugen, wurden die 9 aufeinanderfolgenden SPECT-Aufnahmen fu-
sioniert. Abbildung 11 zeigt die Lage von Schilddriise und Speicheldriisen in der Halsregion bei
der Maus. In transversaler Projektion (s. Abbildung 11A) war eine klare Abgrenzung der Organe

voneinander moglich.

Im fusionierten Bildverlauf wurde die Schilddrise mittels ROI-Technik (Region-of-Interest) aus-
gewertet. Im Schnittbild mit dem héchsten Schilddriisenuptake wurde eine dreidimensionale VOI
(Volume-of-Interest) Uber das Organ gelegt (s. Abbildung 12). Die 5 % Isokontur bezogen auf
die Maximalaktivitdt wurde anschlieltend in jedem Bild manuell korrigiert, um den quantitativen
Fehler durch die Speicheldriisen (Spill-over) zu minimieren. Durch Regulation des Schwellen-
wertes war eine visuell definierte Unterscheidung von Schilddriise, Speicheldriisen und Hinter-
grund moglich, um eine quantitative Beeinflussung durch Einstrahlung von extrathyroidalen
Bereichen (Spill-over) auf die Auswertung ausschlieRen zu koénnen. Die erhaltenen Zeit-
Aktivitats-Kurven wurden im Hinblick auf den radioaktiven Zerfall zum Injektionszeitpunkt korri-
giert sowie die zeitliche Angabe berichtigt im Hinblick auf die verstrichene Zeit zwischen Injek-
tion des Radiopharmakons und dem Start der Untersuchung. Der Uptake wurde angegeben in
%ID. Die Angabe steht in der Literatur fir Prozent der injizierten Dosis. Da es sich beim Schild-
drisenuptake nicht um eine Dosis im pharmakologischen Sinn handelt, steht in dieser Arbeit die
in der internationalen Literatur verwendete Einheit %ID fir den Uptake in Prozent der injizierten

Aktivitat.

Beziglich der Volumetrie der Mauseschilddriise war eine Vermessung mittels Computertomo-
graphie aufgrund der geringen Organgrof3e und dem geringen Weichteilkontrast nicht moglich.
Daher wurde das Volumen der Schilddrise anhand der SPECT-Aufnahmen szintigraphisch
abgeschatzt (PMOD 3.4). Diese Methode flhrt durch den Partialvolumeneffekt zu einer

Uberschatzung der Volumina, was nur relative und keine absoluten Riickschliisse tber das Or-
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3 Material und Methoden

ganvolumen (mm?®) zulasst. Auch die Bestimmung des Schilddriisenvolumens in Bezug zum
Korpergewicht lasst nur relative Rickschlisse zu. Da die Masse der Mausschilddriise un-
bekannt war und somit keine prozentuale Angabe erfolgte, wurde die Einheit in mm?®g bei-

behalten.

00 0.13
UNK  kBg

Abbildung 11: SPECT- und CT-Aufnahmen der Schilddriise und der Speicheldriisen bei
der Maus

Die in vivo SPECT- und CT-Aufnahmen des Halsbereiches einer 6 Monate alten weiblichen
Maus 30 min nach Injektion von 65 MBq *™TcO,. Die Aufnahme zeigt das 3. von 9 konsekutiven
SPECT-Bildern in transversaler (A), coronaler (B) und sagittaler Ebene (C). Deutlich zeigen sich
die zwei Schilddrisenlappen (Glandula thyroidea, T), der submandibular-sublingual-Komplex
(SSC) sowie die Glandula parotidea (P).
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Abbildung 12: Volume-of-Interest

Der Schilddriisenuptake von *™TcO4 wurde mittels manuell eingezeichneter VOI (Volume-of-
Interest) Uber beiden Lappen der Schilddriise (Glandula thyroidea, T) bestimmt. Hier eine Ab-
bildung in transversaler Projektion (PMOD 3.4).

3.6. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit der Software R in der Version 3.1.3 (R Foundation for
Statistical Computing, Wien, Osterreich). Aufgrund der geringen StichprobengréRe wurde eine
nicht parametrische Verteilung der Daten angenommen. Der Uptake der Schilddriise wurde an-
gegeben in %ID. Die deskriptive Statistik wurde aufgefuhrt als Median [Interquartilsabstand;
IQR] sowie Minimum und Maximum und mit Hilfe von Boxplots grafisch dargestellt. Die verbun-
denen Daten mit mehr als zwei Stichproben wurden mittels Friedman- sowie Wilcoxon-Test mit
Bonferroni-Holm-Adjustierung ausgewertet. Die Gegenliberstellung unverbundener Daten erfol-
gte mittels Mann-Whitney-U-Test (MWU-Test). Ein p-Wert < 0,05 wurde als statistisch signifikant
gewertet. Ein p-Wert < 0,1 wurde als Tendenz zur Signifikanz gewertet. Mittels Spearman’s
Rangkorrelationskoeffizient (Spearman’s Rho) flr nicht-parametrische Daten wurde der

Zusammenhang zweier metrischer Parameter analysiert.
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Wie im Untersuchungsablauf beschrieben, wurden bei weiblichen und mannlichen C57BL/6N
Mausen wiederholt eine SPECT- sowie CT-Aufnahme des Halsbereiches akquiriert nach i. v. In-
jektion von *™TcO,. Die Untersuchungen erfolgten in unterschiedlichen Altersstufen sowie in der
Schlafphase (SP) und in der Wachphase (WP) der Mause. Bei einigen Tieren erfolgte eine
zweite Untersuchung 5 bis 9 Stunden nach Injektion, um den verbleibenden Uptake in der

Schilddriise zu bestimmen.

Der folgende Ergebnisteil gliedert sich in 4 Abschnitte. Er umfasst die statistische Auswertung
vom Zeitpunkt des Auftretens des maximalen Schilddrisenuptakes (tmax) sowie von der Hohe
des Schilddrisenuptakes (%ID) in Abhangigkeit von Geschlecht, Alter und circadianem
Rhythmus der Mause. Zudem umfasst der Ergebnisteil die Ergebnisse der szintigraphischen
Volumetrie der Schilddriise sowie der La&ngenmessung von Femur und Tibia bei den Mausen.

Die Einzeldaten zu den Abbildungen des Ergebnisteils befinden sich im Anhang (Tab. A1-A9).

4.1. Zeitpunkt des maximalen Schilddriisenuptakes

Der Verlauf des ®™TcO,-Schilddriisenuptakes bei Mausen zeigte einen steilen Anstieg nach i.v.
Injektion bis zum Erreichen vom Zeitpunkt des maximalen Schilddrisenuptakes (tmax). Dieser trat
frlihestens 8 min bis spatestens 43 min (26,9 min [22,2-31,4] 8,4-43,3) nach Injektion ein. Der

anschlieRende Abfall des Schilddriisenuptakes erfolgte langsamer als der Anstieg, aber stetig.

Der Zeitpunkt, wann der Uptake noch 75 % vom maximalen Schilddriisenuptake betrug, lag bei

75,8 min ([65,7-85,9] 37,5-97,6). Der Zeitpunkt, wann sich noch 50 % vom maximalen Uptake
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in der Schilddriise befand, lag bei 138,5 min ([125,6-174,9] 100,3-215,1).

Die Abbildung 13 veranschaulicht den Verlauf des Schilddriisenuptakes von **"TcO, innerhalb
der ersten 100 min sowie 6 bis 8 Stunden nach Injektion beispielhaft anhand der charak-

teristischen Zeit-Aktivitats-Kurven von zwei Mausen.
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Abbildung 13: Charakteristische Zeit-Aktivitats-Kurven des Schilddriisenuptakes bei der
Maus

Dargestellt sind 9 konsekutive SPECT-Aufnahmen ca. 5 min nach Injektion von ca. 70 MBq
¥MTcO, sowie weitere Untersuchungen 6 bis 8 Stunden nach Injektion bei zwei weiblichen Mau-
sen im Alter von 1 Monat (Maus 1 und Maus 6). Nach der Injektion zeigte sich ein steiler Anstieg
im Uptake bis zum Erreichen von t.x hach 22 min bei Maus 1 bzw. nach 31 min bei Maus 6. Es
folgte ein stetiger Abfall des Uptakes. Zum Zeitpunkt der zweiten Untersuchung bis zu 8 Stun-

den nach Injektion war der Uptake in der Schilddriise noch messbar.
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Das Alter der Mause hatte keinen signifikanten Einfluss auf t,.x. Jedoch zeigte sich eine Ten-
denz (p = 0,063) zu einem spateren tn.x mit zunehmendem Alter (s. Abbildung 14A). Der Zeit-
punkt des maximalen Schilddriisenuptakes von allen Tieren zusammengefasst lag bei 23,5 min
sowohl im Alter von 1 Monat ([20,5-28,5] 9,4-40,5) als auch im Alter von 3 Monaten
([20-27,7] 8,4-41,4). Im Alter von 6 Monaten lag ty.x bei 27,3 min ([25,7-30,5] 14,5-33,3). Bei 12
Monate alten Mausen lag tmax bei 29,6 min ([24,7-31,7] 8,4-42,2) und bei 24 Monate alten Tieren

bei 31,9 min ([25,3-33,7] 19,1-43,3).

Getrennt nach Geschlecht zeigte sich weder bei weiblichen noch bei mannlichen Mausen ein
signifikanter Einfluss des Alters auf tnax (s. Abbildung 14B und 14C). Eine Tendenz zum spater
eintretenden Zeitpunkt des maximalen Uptakes mit zunehmendem Alter zeigte sich nur bei

mannlichen Mausen (p = 0,059), aber nicht weiblichen Tieren (p = 0,463).

In Bezug auf den circadianen Rhythmus zeigten weibliche Mause nur im Alter von 1 Monat
einen signifikant spateren tmax (p =0,015) wahrend der Schlafphase
(30,6 min [27,3-33,3] 23,1-40,5) im Vergleich zur Wachphase (21,1 min [19,3-24,6] 14,7-27,7)
(s. Abbildung 15). Bei mannlichen Mausen war in keiner Altersstufe ein signifikanter Einfluss des

circadianen Rhythmus auf t,.x zu erkennen (s. Abbildung 16).
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Abbildung 14: Zeitpunkt des maximalen Uptakes
Der *™TcO,-Schilddriisenuptake aller Mause in Bezug zum Alter der Tiere angegeben als Zeit-
punkt des maximalen Uptakes (tmax) in Minuten (A). Der Zeitpunkt des maximalen Uptakes (tmax)

getrennt nach weiblichen (B) und mannlichen Mausen (C).
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Abbildung 15: Zeitpunkt des maximalen Uptakes in Bezug zum circadianen Rhythmus bei

weiblichen Mausen
Der Zeitpunkt des maximalen Uptakes (tmax) in Abhangigkeit vom circadianen Rhythmus bei

weiblichen Mausen in unterschiedlichen Altersstufen (SP=Schlafphase; WP=Wachphase).
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Abbildung 16: Zeitpunkt des maximalen Uptakes in Bezug zum circadianen Rhythmus bei

mannlichen Mausen
Der Zeitpunkt des maximalen Uptakes (tmax) in Abhangigkeit vom circadianen Rhythmus bei

mannlichen Mausen in unterschiedlichen Altersstufen (SP=Schlafphase; WP=Wachphase).

59



4 Ergebnisse

4.2. Der Schilddriisenuptake

Der maximale Schilddriisenuptake von ®MTcO, bei C57BL/6N Mausen lag bei 1,3 %ID

([1,1-1,6] 0,7-2,3) zum Zeitpunkt t.x. Anschlielend erfolgte ein stetiger Abfall des Uptakes.

Zum Zeitpunkt der Untersuchung 5 bis 9 Stunden nach Injektion zeigte sich ein noch
verbleibender Uptake in der Schilddrise von 0,2 %ID ([0,1-0,3] 0,1-0,5). Dies entsprach 16,1 %

([13,9-19,6] 6,9-27,9) des maximalen Schilddrisenuptakes.

Eine detaillierte Ubersicht des maximalen ™TcO,-Schilddriisenuptakes gibt Tabelle 2.
Aufgeflihrt ist der Schilddrisenuptake in den Altersstufen von 1 bis 24 Monaten in Bezug zum

Geschlecht und circadianen Rhythmus der Mause.
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Tabelle 2: Der *"TcO,-Schilddriisenuptake in Bezug zum Geschlecht, Alter und circadianen Rhythmus von C57BL/6N Mausen

Alter (Monate)
1 Mo 3 Mo 6 Mo 12 Mo 24 Mo
SP WP SP WP SP WP SP WP SP WP
weibliche Mause
Median 1,6 1,6 1,5 1,8 1,8 1,8 1,6 1,5 1,1 1,1

IQR  1,5-1,7 1,4-1,6 1,417 1,7-1,9 1,7-2,0 1,7-2,0 1,6-1,7 1,417 1,0-1,3 1,1-1,2

Min-Max  0,9-2,1 1,417 1,2-1,9 1,4-2,0 1,5-2,3 1,1-2,2 1,417 1,2-1,9 0,8-1,7 1,0-1,5

mannliche Mause
Median 1,1 1,2 1,2 1,1 1,2 1,1 1,2 1,1 1,2 1,1
IQR 1,0-1,2 1112 1112 0911 1,1-1,3 1,0-1,2 1,1-1,3 1,0-1,2 1,1-1,3  1,0-1,2
Min-Max 0,9-1,3 1,0-1,3 0914 0,813 1,0-1,4 0,9-1,5 1,0-1,3 0,8-1,3 0,7-1,7 0,9-1,3

Alle Messwerte angegeben als %ID; Schlafphase=SP, Wachphase=WP

assiuqabig ¢
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4.2.1. Der Schilddrisenuptake in Abhangigkeit vom Geschlecht und Alter

Generell zeigten weibliche Mause mit 1,6 %ID ([1,5-1,8] 0,8-2,3) einen signifikant hdheren

¥mTc04-Schilddriisenuptake (p < 0,001) als mannliche Tiere mit 1,1 %ID ([1,1-1,2] 0,7-1,7).

Dieser geschlechtsbezogene Unterschied war in fast allen Altersstufen der Mause sichtbar
(s. Abbildung 17). Es zeigte sich ein signifikant héherer Uptake der weiblichen Mause im Ver-
gleich zu den mannlichen Tieren im Alter von 1 bis 12 Monaten (p < 0,001). Im Alter von 1 Mo-
nat war der Uptake von weiblichen Mausen mit 1,6 %ID ([1,5-1,6] 0,9-2,1) hoher als bei den
mannlichen Tieren mit 1,1 %ID ([1,1-1,3] 0,9-1,3). Im Alter von 3 Monaten zeigten weibliche
Mause einen Uptake von 1,7 %ID ([1,4-1,8] 1,2-2,0) und mannliche Tiere von 1,1 %ID
([1,0-1,2] 0,8-1,4). Weibliche Mause im Alter von 6 Monaten wiesen einen Schilddriisenuptake
von 1,8 %ID ([1,7-2,0] 1,1-2,3), mannliche Tiere einen Schilddriisenuptake von 1,2 %ID
([1,1-1,3] 0,9-1,5) auf. Im Alter von 12 Monaten lag der Uptake bei 1,6 %ID ([1,5-1,7] 1,2-1,9) bei
weiblichen Mausen und bei 1,2 %ID ([1,1-1,2] 0,8-1,3) bei mannlichen Tieren. Danach fiel der
Schilddriisenuptake der weiblichen Mause auf das Niveau der mannlichen Tiere ab. Im Alter von
24 Monaten zeigten weibliche Mause (1,1 %ID [1,1-1,3] 0,8-1,7) keinen signifikant héheren Up-

take mehr (p = 0,928) im Vergleich zu den mannlichen Tieren (1,1 %ID [1,1-1,2] 0,7-1,7).

Die Veranderung des Schilddriisenuptakes im Altersverlauf getrennt nach Geschlecht der Mau-
se wird nochmals in Abbildung 18 verdeutlicht. Weibliche Mause zeigten im Verlauf von 1 bis 24
Monaten eine Tendenz zu einem variierenden Uptake mit dem Alter (p = 0,056). Mit 6 Monaten
war bei weiblichen Mausen der héchste Uptake von 1,8 %ID erreicht. Im weiteren Altersverlauf
verringerte sich ihr Schilddriisenuptake signifikant bis zum Alter von 12 Monaten (p = 0,02) und
fiel weiter auf das Niveau der mannlichen Mause im Alter von 24 Monaten (p = 0,048). Im Ver-
gleich zu den weiblichen Tieren war bei den mannlichen Mausen kein relevanter Einfluss des Al-

ters auf den Schilddriisenuptake sichtbar (p = 0,267).
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Abbildung 17: Schilddriisenuptake in Bezug zum Geschlecht
Der *™TcO,-Schilddriisenuptake von weiblichen und mannlichen Mausen im Vergleich. Im Alter
von 1, 3, 6, 12 und 24 Monaten.
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Abbildung 18: Schilddriisenuptake im Altersverlauf

Der *"TcO,-Schilddriisenuptake im Altersverlauf von 1 bis 24

schlecht der Mause.
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4.2.2. Der Schilddriusenuptake in Abhangigkeit vom circadianen Rhythmus

Wurden die jeweiligen Werte der weiblichen sowie mannlichen Mause der gesamten Unter-

suchungszeit von 24 Monaten zusammengefasst, zeigte sich ein geschlechtsabhangiger Effekt

des circadianen Rhythmus (s. Abbildung 19). Bei den altersgepoolten Daten der weiblichen

Mausen zeigte der circadiane Rhythmus keinen signifikanten Effekt auf den %™TcO,-

Schilddrisenuptake (p = 0,651). In der Schlafphase (SP) hatten weibliche Mause einen maxi-

malen Schilddrisenuptake von 1,6 %ID ([1,5-1,7] 0,8-2,3). In der Wachphase (WP) zeigten sie
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einen Uptake von 1,7 %ID ([1,4-1,8] 1,0-2,2). Bei den mannlichen Mausen dahingegen zeigte
der circadiane Rhythmus einen signifikanten Einfluss auf den Schilddrisenuptake (p = 0,02).
Jedoch lag die Differenz zwischen der SP mit 1,2 %ID ([1,1-1,3] 0,7-1,7) und der WP mit

1,1 %ID ([1,0-1,2] 0,8-1,5) bei nur 0,1 %ID.

Die in Tabelle 2 aufgefiihrten maximalen Werte des *™TcO,-Schilddriisenuptakes zeigten je-
doch in keiner Altersstufe einen signifikanten Einfluss des circadianen Rhythmus auf den Schild-
drisenuptake, weder bei weiblichen noch bei mannlichen Mausen. Grafisch wird dies in Ab-

bildung 20 und Abbildung 21 dargestellt.
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Abbildung 19: Schilddriisenuptake in Bezug zum circadianen Rhythmus
Der *"TcO,-Schilddriisenuptake aller Altersstufen zusammengefasst in Bezug zum circadianen
Rhythmus bei weiblichen und mannlichen Mausen (Schlafphase=SP; Wachphase=WP).
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Abbildung 20: Schilddriisenuptake in Bezug zum circadianen Rhythmus bei weiblichen
Mausen
Der **"TcO,-Schilddriisenuptake in Abhangigkeit vom circadianen Rhythmus bei weiblichen

Mausen in unterschiedlichen Altersstufen (SP=Schlafphase; WP=Wachphase).
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Abbildung 21: Schilddriisenuptake in Bezug zum circadianen Rhythmus bei mannlichen
Mausen
Der *®™TcO,4Schilddriisenuptake in Abhangigkeit vom circadianen Rhythmus bei méannlichen

Mausen in unterschiedlichen Altersstufen (SP=Schlafphase; WP=Wachphase).
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4.3. Szintigraphisches Schilddriisenvolumen

Das szintigraphische Organvolumen der Schilddriise zeigte geschlechtsspezifische Unter-
schiede bei den C57BL/6N Mausen. Generell zeigten mannliche Mause mit 13,9 mm?
([12,7-15,2] 10,4-21,0) ein signifikant héheres Organvolumen (p < 0,001) als weibliche Mause

mit 12,7 mm® ([11,8-13,5] 10,2-14,9).

Unter Einbeziehung des Korpergewichts hatten weibliche Mause mit 0,51 mm®g
([0,40-0,62] 0,29-0,99) ein signifikant héheres relatives Organvolumen (p < 0,01) im Vergleich zu

mannlichen Mausen mit 0,45 mm3/g ([0,39-0,50] 0,29-0,75).

Im Alter von 1 bis 3 Monaten stieg das Schilddrisenvolumen bei weiblichen Tieren signifikant an
(p =0,04), von 11,8 mm® ([11,4-12,6] 10,3-14,0) auf 12,8 mm® ([12,0-13,8] 10,2-14,9). An-
schlieBend waren bis zum Alter von 24 Monaten keine relevanten Veranderungen im Volumen
der weiblichen Mauseschilddrise messbar (12,9 mm? ([11,7-13,9] 11,0-14,7; p=0,8). Im
Hinblick auf das Organvolumen in Bezug zum Koérpergewicht zeigte sich bei weiblichen Mausen
ein signifikanter Abfall (p < 0,001) von 0,76 mm?®g ([0,71-0,83] 0,64-0,99) im Alter von 1 Monat
auf 0,35 mm®/g ([0,34-0,41] 0,29-0,52) im Alter von 12 Monaten. Danach lag bis zum Alter von
24 Monaten keine signifikante Veranderung des Schilddriisenvolumens vor (p = 0,5). Im Alters-
verlauf zeigte das Schilddrisenvolumen bei den weiblichen Mausen keine signifikante Korre-

lation mit dem Kdrpergewicht (rho = 0,15; p = 0,17).

Auch die Schilddriisen von mannlichen Tieren unterlagen einer signifikanten Zunahme des Vo-
lumens (p < 0,01) zwischen dem 1. Lebensmonat (11,1 mm®[10,9-12,4] 10,4-13,4) und dem 3.
Lebensmonat (13,1 mm®[12,7-14,1] 11,8-16,7). Im Vergleich zu weiblichen Mausen stieg das
Schilddriisenvolumen bei mannlichen Tieren ab dem Alter von 3 Monaten weiter signifikant an
(p=0,046) bis es im Alter von 12 Monaten das maximale Organvolumen von

14,8 mm?® ([14,2-15,6] 11,9-18,3) erreichte. Bis zum Alter von 24 Monaten fand keine weitere
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Volumenanderung statt (14,8 mm? [13,4-17,7] 12,2-21,0; p = 0,77). Im Hinblick auf das
Schilddrisenvolumen in Bezug zum Kérpergewicht bei mannlichen Mausen zeigte sich ein signi-
fikanter Abfall (p <0,001) von 0,61 mm®g ([0,59-0,68] 0,52-0,75) im Alter von 1 Monat auf
0,42 mm3/g ([0,39-0,45] 0,36-0,51) im Alter von 6 Monaten. Bis zum Alter von 24 Monaten fand
keine signifikante relative Volumenanderung statt (p = 0,88). Im Gegensatz zu den weiblichen
Mausen zeigten mannliche Tiere im Altersverlauf eine signifikante Korrelation zwischen

Schilddriisenvolumen und Kdérpergewicht (rho = 0,59; p < 0,001).

Da weibliche Mause einen generell hdheren Schilddriisenuptake sowie ein vergleichsweise klei-
neres Schilddriisenvolumen aufwiesen, verfiigten sie lber einen signifikant (p < 0,001) héheren
Uptake pro mm?® Schilddriisengewebe (0,13 %ID/mm?[0,12-0,14] 0,05-0,18) im Vergleich zu

mannlichen Tieren (0,08 %ID/mm? [0,07-0,09] 0,04-0,13).

4.4. Langenmessung von Femur und Tibia

Bei den weiblichen Mausen zeigte der Femur eine Lange von 11,9 mm ([11,9-12,2] 10,8-12,6)
im Alter von 1 Monat. Die Femurlange stieg auf 13,6 mm ([13,3-13,7] 13,0-14,2) im Alter von 3
Lebensmonaten. Bei der Messung im Alter von 6 Monaten zeigte der Rdhrenknochen eine
Lange von 13,8 mm ([13,6-14,0] 13,2-14,2) und im Alter von 9 Monaten von 13,8 mm
([13,7-14,0] 13,3-14,2). Im Alter von 12 Monaten betrug die Knochenlange ebenfalls 13,8 mm
([13,6-13,9] 13,5-14,3). Die Lange der Tibia war im Alter von 1 Monat bei 15,2 mm
([15,1-15,8] 14,7-16,1). Sie stieg im Alter von 3 Monaten auf eine Lange von
16,6 mm ([16,5-16,7] 16,2-16,8) an. Mit 6 Monaten betrug die Tibialange 17,0 mm

([16,9-17,1] 16,4-17,4).
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Bei den letzten Messungen betrug die Knochenlange 17,0 mm ([16,9-17,2] 16,8-17,7) im Alter

von 9 Monaten und 17,2 mm ([17,1-17,4] 16,8-17,7) im Alter von 12 Monaten.

Bei den mannlichen Mausen stieg der Langenwert des Femurs von 11,8 mm
([11,5-12,0] 11,2-12,1) im Alter von 1 Monat auf 14,0 mm ([13,7-14,3] 13,2-14,5) im Alter von 3
Monaten. Mit 6 Monaten betrug die Knochenlange 14,0 mm ([13,8-14,6] 13,2-14,7), mit 9
Monaten 14,1 mm ([13,9-14,5] 13,4-14,6) und im Alter von 12 Monaten lag sie bei 14,2 mm
([13,9-14,5] 13,4-14,8). Die Lange der Tibia stieg von 15,4 mm ([15,3-15,6] 15,0-16,1) im Alter
von 1 Monat auf 17,0 mm ([17,0-17,1] 16,8-17,6) im Alter von 3 Monaten. Im weiteren Verlauf
betrug die Knochenlange 17,1 mm ([17,1-17,5] 17,0-18,0) im Alter von 6 Monaten, 17,6 mm
(17,2-17,71 17,0-17,8) im Alter von 9 Monaten und 17,6 mm ([17,4-17,9] 17,2-18,1) bei der letz-

ten Messung im Alter von 12 Monaten.

Das Korpergewicht der Tiere lag bei der Einstallung im Alter von 21 Tagen bei
7,049 ([7,0-7,8] 7,0-8,0) bei den weiblichen und bei 9,9 g ([9,5-10,4] 9,2-10,5) bei den mann-
lichen Mausen. Bei weiblichen Mausen stieg das Gewicht im Altersverlauf an und erreichte sein
Maximum im Alter von 18 Monaten mit 35,3 g ([31,6-41,3] 30,8-42,3). Bei den mannlichen Mau-
sen zeigte sich das Maximalgewicht auch im Alter von 18 Monaten mit

41,6 g ([39,8-46,3] 37,9-51,2).

Die Medianwerte der Femur- und Tibialangen sowie der Kérpergewichte der Mause sind in Ab-

bildung 22 noch einmal grafisch wiedergegeben.
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Abbildung 22: Langenwachstum von Femur und Tibia und Kérpergewicht

Das Langenwachstum der zwei Réhrenknochen Femur und Tibia bei C57BL/6N-Mausen im Al-
tersverlauf bei weiblichen und mannlichen Tieren. Des Weiteren ist das Kdrpergewicht der Mau-
se im Absetzalter mit 21 Tagen sowie mit 1, 3, 6, 9, 12, 18 und 24 Monaten getrennt nach Ge-

schlecht abgebildet. Alle Werte sind angegeben als Median.
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Die Schilddrise ist ein essentielles Organ im endokrinen System und ihre Morphologie, Funktion
im Organismus und pathologischen Veranderungen sind schon lange Gegenstand der
klinischen und praklinischen Forschung. Die Etablierung nicht invasiver, bildgebender Verfahren
in der Nuklearmedizin, wie der SPECT-Bildgebung, ergaben neue Moglichkeiten der Schild-
drisenuntersuchung in lebenden Objekten. Im Gegensatz zur praklinischen Forschung stehen
fur die klinische Diagnostik am Menschen etablierte Untersuchungsablaufe und Normwerte zur
Verfiigung, die eine Charakterisierung der Schilddriisenfunktion mittels *"TcO, anhand der bild-
lichen Darstellung sowie der Quantifizierung der Organfunktion erlauben. Bis zum jetzigen Zeit-
punkt gab es nur wenige Studien, die sich mit der SPECT-Bildgebung der Schilddriise mit
¥MTcO, in gesunden Mausen auseinandersetzten. Und es existiert keine vergleichbare longi-
tudinale Studie, die Daten in diesem Umfang bereitstellt. In der vorliegenden Arbeit konnte erst-
mals ein umfassender Datenbestand fiir den *™TcO,Schilddriisenuptake bei gesunden
C57BL/6N Mausen Uber einen Zeitraum von 24 Monaten im Hinblick auf das Geschlecht, das
Alter und den circadianen Rhythmus der Tiere erhoben werden. Zudem konnte mit dieser Arbeit
ein reproduzierbarer Untersuchungsablauf fir die SPECT-Bildgebung der Mausschilddriise fir

zukinftige, weiterflihrende Studien erarbeitet werden.

Bisherige Studien bezlglich des Schilddriisenuptakes bei Mausen zeigten sehr heterogene Ver-
suchsanordnungen. Daten wurden gewonnen mittels unterschiedlicher Untersuchungsme-
thoden, entweder durch in vivo Verfahren oder nach Euthanasie des Tieres. Abweichungen
zwischen den Studien bestanden auch in der Injektionsart des Radiopharmakons und im fol-
genden Untersuchungsablauf nach Injektion. Die Anzahl der untersuchten Mause variierte und
teilweise wurde nur eine geringe Tierzahl untersucht wie in der Arbeit von Zuckier et al. (2004),
in der die Zeit-Aktivitatskurve von einer Maus bestimmt wurde. Weiterhin bestanden Unter-

schiede beziglich Geschlecht und Alter der Mause oder es fehlten betreffende Angaben
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(Zuckier et al. 2004; Franken et al. 2010; Brandt et al. 2012; Boschi et al. 2013; Cambien et al.

2014).

In der aktuellen Studie wurden weibliche und méannliche Mause wiederholt untersucht im Alter
von 1 Monat bis zu 24 Monaten sowie in jeder Altersstufe zu zwei unterschiedlichen Tages-
zeiten. Die Untersuchung erfolgte mit dem NanoSPECT/CTplus fir Kleintiere, welches in Kom-
bination mit den verwendeten Multipinhole-Kollimatoren eine Auflésung von 0,7 mm erreicht
(Lange et al. 2013). In Bezug auf die Bildauswertung zeigte sich in der aktuellen Arbeit, dass
eine quantitative Auswertung der Mausschilddrise mittels ROI-Technik mdéglich ist. Trotz der
kleinen OrgangroRe bei der Maus von ca. 1 mm?® (Beekman et al. 2005) und der anatomischen
Nahe zu den *"™TcO, akkumulierenden Speicheldriisen in der Halsregion (Brandt et al. 2012)
war eine separate Bestimmung des Schilddrisenuptakes moglich. Die Auswahl der drei-
dimensionalen VOI im fusionierten Bildverlauf erfolgte bei allen Tieren und allen Einzel-
untersuchungen manuell durch eine Person, um den untersucherabhangigen Fehler zu redu-
zieren. Sowohl eine geringgradige Uberschatzung des Organuptakes durch Uberlappung der
Signale von Schilddriise und Speicheldriisen (sogenanntes Spill-over) als auch eine Unter-
schatzung des Uptakes, der auf mégliche Absorptions- und auflésungsbedingte Streuvorgange
(sogenannte Partialvolumeneffekte) basiert, kbnnen nicht ganzlich ausgeschlossen werden.
Deren eventueller Einfluss auf die statistischen Ergebnisse wird aber bei einer Grofle der

Schilddriise Uber der Auflésung als gering angenommen.

Anhand der dynamischen Funktionsszintigraphie der Schilddriise lber eine Aufnahmedauer von
90 min war eine Generierung von Zeit-Aktivitatskurven nach der i. v. Injektion von **™TcO, und
somit die Darstellung der Stoffwechselfunktion des Organs bei jeder Maus mdglich. Mittels
Katheter erfolgte die Injektion in die Schwanzvene der Maus unter Einhaltung der Strahlen-
schutzvorschriften. Durch Uberpriifung der intravendsen Lage der Kanilenspitze anhand des

Rickflusses von vendsem Blut in den Katheterschlauch konnte die paravendse Injektion als
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Fehlerquelle ausgeschlossen werden. Die Injektion von durchschnittlich 80 MBq pro Tier richtete
sich einerseits nach der Referenzaktivitat in der klinischen Schilddriisendiagnostik am Men-
schen (Dietlein et al. 2014b), andererseits nach der niedrigen Sensitivitat der hochauflésenden
Multipinhole-Kollimatoren. Eine Veroffentlichung von Cambien et al. (2014) zeigte keinen
Zusammenhang des Schilddriisenuptakes (%ID) in Bezug zur injizierten Aktivitat von *™TcO,
bei Mausen. So lag bei der Injektion von 10 MBq **™TcO, der Uptake bei 2,84 %ID und bei der
Injektion von 150 MBq **"TcO, bei 2,63 %ID. Beziiglich des Stunningeffekts von *™TcO, bei
wiederholter Schilddriisenszintigraphie konnte von Cambien et al. (2014) nachgewiesen werden,
dass die Fahigkeit des Organs zur **"TcO,-Akkumulation bei der Maus ungestért ist bei Einhal-
tung einer 4-tagigen Pause zwischen den Untersuchungen. Abhangig ist der Stunningeffekt von
der verabreichten Energiedosis. Bei Verwendung von **"TcO, lag ein Stunningeffekt bei einer
absorbierten Aktivitatsdosis von Uber 20 Gray vor, was der Injektion von ca. 150 MBq entspricht.
Daher ist abgesehen von der anzustrebenden Reduktion der injizierten Aktivitat aus Strahlen-
schutzgriinden auch die Vermeidung des mdglichen Stunningeffekts und somit eines redu-
zierten Uptakes bei einer wiederholten Schilddriisenszintigraphie bei der Maus mit *™TcO,

ratsam.

Die ermittelten Zeit-Aktivitatskurven in dieser Arbeit bildeten einen raschen Anstieg im
Schilddriisenuptake nach i. v. Injektion von **™TcO, ab. Der Zeitpunkt des maximalen Uptakes
(tmax) trat 8 bis spatestens 43 min nach Injektion ein. Daran wird deutlich, dass die Injektion vor
der Positionierung der Maus im SPECT/CT-Gerat erfolgen kann. Die breite Streuung des Zeit-
punkts des maximalen Uptakes empfiehlt eine Untersuchung der Maus beginnend ca. 5 min
nach Injektion sowie eine Aufnahmedauer von 60 min bestehend aus sechs aufeinander-
folgenden SPECT-Aufnahmen von je 10 min Dauer. Dieser Untersuchungsablauf erlaubt eine
zuverlassige Bestimmung des maximalen Schilddriisenuptakes bei jeder Maus, ungeachtet von
Geschlecht, Alter oder circadianem Rhythmus. Eine weitere Verkirzung der Untersuchungszeit

kénnte zur Folge haben, dass der maximale Schilddriisenuptake nicht bei jeder Maus erfasst
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werden wirde und somit ein intra- sowie interindividueller Vergleich des Uptakes nicht mdglich
ware. Bisher liegen nur wenige Veroéffentlichungen vor, die Zeit-Aktivitatskurven bei der Maus
dokumentierten. Zuckier et al. (2004) zeigten nach intravendser Injektion von 18 MBq *™TcO,
anhand einer Zeit-Aktivitatskurve einen stetig ansteigenden Schilddriisenuptake tUber 60 min.
Jedoch wurde der weitere Verlauf nicht dokumentiert und es wurde lediglich eine Maus unter-
sucht. Dagegen konnten Franken et al. (2010) an 9 Mausen nach intraperitonealer Injektion von
250-300 MBq ®mTc0, nachweisen, dass der maximale Uptake innerhalb der ersten 20 bis
40 min nach Injektion erreicht wurde. Dieser schnelle Anstieg im Schilddriisenuptake entspricht
den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit. Auch Cambien et al. (2014) konnten einen ahnlichen
Verlauf mit dem Erreichen des maximalen Uptakes innerhalb der ersten 60 min nach intraperi-
tonealer Injektion von 150 MBq nachweisen, obwohl davon auszugehen ist, dass die intraperi-
toneale Injektion im Vergleich zur intravendsen Injektion eine langsamere Verteilungs-

geschwindigkeit im Organismus bewirkt (Dulsner et al. 2017a).

Die Auswertung des maximalen Schilddrisenuptakes in dieser Studie ergab geschlechts-
unabhangig einen Uptake von 1,3 %ID ([1,1-1,6] 0,7-2,3) bei der C57BL/6N Maus. Dieser Up-
take ist vergleichbar zu anderen in vivo Studien an Mausen. Franken et al. (2010) bestimmte
einen Schilddrisenuptake von 1,9 £ 0,6 %ID und die Messungen von Brandt et al. (2012) er-
gaben schatzungsweise einen Uptake von 1 bis 3 %ID. Auch dem *™TcO,-Schilddriisenuptake
von klinisch euthyreoten Menschen mit 0,5 bis 2,0 %ID ahnelt das Ergebnis der aktuellen Studie
(Dietlein 2017). Cambien et al. (2014) bestimmten mit 2,6 + 0,35 %ID bis 2,84 + 0,63 %ID einen
hoheren Schilddrisenuptake bei Mausen. Wie in der aktuellen Studie erfolgte eine Auswertung
der SPECT-Aufnahmen mittels ROI-Technik, jedoch ist keine Abbildung einer positionierten ROI
einsehbar. Eine mdgliche Uberschatzung des Schilddriisenuptakes durch eine Uberlappung der
Signale mit den umliegenden Speicheldriisen kann somit fir die Studie von Cambien et al.

(2014) nicht ausgeschlossen werden.
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Im Hinblick auf das Geschlecht zeigte sich in der vorliegenden Studie bei weiblichen Mausen ein
signifikant héherer Schilddrisenuptake. Mannliche Mause zeigten einen geringerer Uptake un-
geachtet von dem in der Literatur beschriebenen héheren TSH-Wert bei mannlichen im Ver-
gleich zu weiblichen Tieren (Pohlenz et al. 1999; Choksi et al. 2003; Marassi et al. 2007). Brandt
et al. (2012) konnten keinen signifikanten Einfluss des Geschlechts auf den Schilddriisenuptake
bei der SPECT-Untersuchung von FVB/N Mausen feststellen. Jedoch basierte diese Bewertung
auf der Untersuchung einer geringen Stichprobengrofe, die maximal drei Mause des gleichen
Geschlechts pro Untersuchungszeitpunkt umfasste. In anderen Studien wurde lediglich ein Ge-
schlecht untersucht oder es fehlte die Geschlechtsangabe bei den Mausen (Zuckier et al. 2004;

Franken et al. 2010; Boschi et al. 2013; Cambien et al. 2014).

Verantwortlich fir den gemessenen geschlechtsspezifischen Unterschied im Schilddrisenup-
take ist vermutlich der Einfluss der weiblichen Sexualhormone. Schon im Alter von 1 Monat
zeigte sich ein geschlechtsspezifischer Unterschied im Schilddriisenuptake. In dieser Al-
tersphase werden die Mause geschlechtsreif und bei weiblichen Tieren flihrt die gesteigerte
Freisetzung des Gonadotropin-Releasing-Hormons zu einer Stimulation der Hypophysen-
Gonaden-Achse mit einhergehender Steigerung der Sexualhormone (Mayer et al. 2010). Bei
adulten Tieren und dem Mensch besteht eine vielfaltige Verknlpfung zwischen dem thyreotro-
pen Regelkreis und dem weiblichen Reproduktionssystem. Das Ovar ist, wie die Schilddriise, im
Stande lod aus dem Blutkreislauf aufzunehmen. Die lodkonzentration im Eierstock ist hdher als
in allen anderen Organen im Korper, mit Ausnahme der Schilddriise. Die Konzentration kann
schwanken und ist héher im Stadium des Follikelwachstums im Vergleich zur prapubertaren
Phase oder der Postmenopause. Beim Mensch und der Maus konnte bereits die Expression der
NIS mRNA im Ovar nachgewiesen werden (Slebodzinski 2005). Der NIS kommt bei der Frau im
Oberflachenepithel des Ovars und dem Eileiter vor. Bei der Ratte konnte eine gesteigerte Radio-
iodaufnahme im Ovar und dem Eileiter vom Metdstrus bis zum frilhen Prodstrus nachgewiesen

werden. Eine abfallende Aufnahme von Radioiod zeigte sich im spaten Prodstrus bis zum
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Ostrus (Riesco-Eizaguirre et al. 2014). Die zunehmende Aufnahme von Radioiod geht einher mit
einem steigenden Ostradiolwert im Prodstrus, den Ayala et al. (2013) bei der weiblichen Ratte
nachweisen konnten. Der NIS vermittelt die lodaufnahme im Reproduktionssystem und seine
Expression befindet sich, wie der Sexualzyklus auch, unter hormonaler Regulation. So steigert
Ostrogen iber den Ostrogenrezeptor-alpha die Transkription des NIS im Ovar. Die Regulation
der NIS Expression im Zyklusverlauf kdnnte auch von Bedeutung sein fiir seine Expression in
anderen Geweben wie der Schilddrise (Riesco-Eizaguirre et al. 2014). Eine weitere Ver-
knipfung zwischen der Schilddrise und dem Ovar besteht durch den Nachweis von
Schilddriisenhormonen in der Follikelflissigkeit des Ovars bei der Frau in gleicher Konzentration
wie im Serum. Zudem konnte in Granulosazellen von praovulatorischen Follikeln und in
Stromazellen des Ovars die Expression von alpha- und beta-mRNA des Schilddriisenhormon-
rezeptors nachgewiesen werden, was eine zentrale Rolle der Schilddriisenhormone in der Phy-
siologie des Ovars erkennen lasst (Wakim et al. 1993; Wakim et al. 1994). Slebodzinski (2005)
fanden das Enzyms 5’-Deiodinase in der Follikelflissigkeit von Hasen, Stuten und Sauen. Die-
ses Enzym ist in der Lage, im Ovar das Schilddriisenhormon Tj (ovary-born T3) durch Aulien-
ringdeiodierung aus T, zu generieren. Somit kénnte das ovary-born T3 anteilig zu dem gemes-
senen Tz-Wert im Ovar beitragen. In Stuten konnte zudem eine mit dem Zyklus schwankende
Enzymaktivitat und schwankende T3-Spiegel in der Follikelflissigkeit nachgewiesen werden. Sie
waren in der Phase der Ovulation héher gegeniber anderen Zyklusphasen. Diese Erkenntnisse
weisen darauf hin, dass das ovary-born T3z mdéglicherweise Einfluss nimmt auf die Follikelreifung
im Ovar. Aghajanova et al. (2009) konnten in den Granulosazellen der Follikel in verschiedenen
Entwicklungsstadien den TSH-Rezeptor in unterschiedlichen Konzentrationen nachweisen. Dies
deutet auf eine variierende Ansprechbarkeit der Follikel in verschiedenen Stadien der Fol-
likelreifung hin. Monteleone et al. (2017) konnten zum ersten Mal das Enzym Thyreoperoxidase
aus den Cumuluszellen des humanen Ovars isolieren. Das Enzym spielt eine wichtige Rolle fir

den Einbau von lod in Thyreoglobulin und somit fiir die Synthese der Schilldrisenhormone. Die
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Expression des Enzyms wird durch TSH gesteigert, fur das auch die Granulosazellen sensibel
sind. Durch Anfarben der Zellen zeigte sich ein Thyreoperoxidasevorkommen in Uber 80 % des
Cytoplasmas, was die bedeutende Rolle des Enzyms im Ovar aufzeigt. Auf Ebene der
Schilddriise gingen Lima et al. (2006) davon aus, dass Ostradiol einen Einfluss auf das Organ
nimmt und eine direkt modulierende Wirkung auf die Schilddrisenfunktion hat. Die Existenz von
Ostrogenrezeptoren in der Schilddriise konnten bei der Frau und der Ratte nachgewiesen
werden. Die Autoren vermuteten einen Einfluss von Ostradiol auf die Expression von Genen, die
wichtige Proteine in der Biosynthese der Schilddrisenhormone kodieren. Zum einen vom NIS

und zum anderen von dem Enzym Thyreoperoxidase.

Diese sich gegenseitig verstarkenden Interaktionen zwischen Ovar und Schilddrise wiirden den
in dieser Arbeit nachgewiesenen, signifikant hoheren Schilddriisenuptake bei weiblichen Mau-
sen gegenlber mannlichen Tieren bis zu einem Alter von 12 Monaten erklaren. Bei Mausen mit
24 Monaten zeigte sich kein geschlechtsspezifischer Einfluss mehr und der Schilddriisenuptake
der weiblichen Mause sank auf das Niveau der mannlichen Tiere. Zudem zeigte sich im Al-
tersverlauf bei weiblichen Mausen ein signifikant sinkender Uptake bereits ab dem Alter von 6
Monaten. Zu erklaren sind diese Ergebnisse mit den physiologischen Veranderungen im Repro-
duktionssystem der weiblichen Maus im Alterungsprozess. Es kommt zu einer Abnahme der
Ovarialfollikel und zu Veranderungen im Zyklusverlauf (Diaz Brinton 2012). Mit ca. 9 Monaten
beginnt die charakteristische Abnahme der Zyklusfrequenz bei C57B/6N Mausen (Nelson et al.
1982). Ungefahr zwischen dem 11. und 16. Lebensmonat treten die Mause in einen azyklischen
Zustand ein (Felicio et al. 1984). Der zirkulierende Ostrogenwert sinkt und der Wert des lu-

teinisierenden Hormons steigt auf das Niveau von ovarektomierten Tieren (Gee et al. 1983).

Ob und inwieweit der sinkende Schilddrisenuptake bei weiblichen Mausen auch in Zusammen-
hang mit histologischen Veranderungen des Organs steht, konnte in dieser Arbeit nicht unter-

sucht werden. Studer et al. (1978) beschreiben den Beginn einer histologischen und funk-
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tionalen Veranderung der Schilddrisenfollikel bei der weiblichen Maus ab dem Alter von 5
Monaten. Und Chai et al. (1964) konnten im Alter von 7,5 bis 9,5 Monaten einen Riickgang in
der Schilddrisenaufnahme von Radioiod bei der Maus feststellen. Jedoch erfolgte leider keine
geschlechtsspezifische Auswertung der Ergebnisse. In der Humanmedizin treten bekanntlich
Schilddriisenerkrankungen wie Schilddriisenkrebs haufiger bei der Frau als beim Mann auf und
das vorwiegend in der Lebensphase zwischen Pubertat und Menopause. Das vermehrte
Auftreten beim weiblichen Geschlecht in diesem Lebensabschnitt legt den Einfluss von Ostro-
genen auf die Entstehung von Schilddriisenpathologien nahe. Beide Ostrogenrezeptoren (alpha
und beta) konnten sowohl in normalem als auch in verandertem Schilddriisengewebe sowie in
den meisten Krebszelllinien bei der Frau nachgewiesen werden (Santin und Weber Furlanetto
2011). Auch bei der Maus wurden Pathologien der Schilddriise wie inflammatorische und neo-
plastische Veranderungen vermehrt bei weiblichen Tieren beobachtet (Ward et al. 1979; Frith
und Heath 1984; Haines et al. 2001). Interessant ware vor diesem Hintergrund in weiter-
fihrenden Studien eine mit dem Versuchsende einhergehende histopathologische Unter-

suchung der Schilddrise.

Neben dem héheren Schilddriisenuptake bei weiblichen Mausen zeigte sich in der vorliegenden
Arbeit auch eine groRere Streubreite des Uptakes in vergleichbaren Altersgruppen im Gegen-
satz zu mannlichen Tieren. Dieses Ergebnis kann wahrscheinlich auch auf den Einfluss des
weiblichen Zyklus zurlickgefiihrt werden. Bei der Sau, Kuh und weiblichen Labortieren
beschreibt Slebodzinski (1994) eine divergierende Schilddrisenaktivitat innerhalb des sexuellen
Zyklus. Bei euthyreoten Ratten wurden neben einem variierenden Ostradiolwert auch schwan-
kende TSH-Werte mit dem Zyklusverlauf beobachtet (Ayala et al. 2013). TSH wiederum regt die
Expression sowie Aktivitdt des lonenkanals Pendrin und des NIS in der Schilddriise an, dem
eine Schlisselrolle im Schilddrisenstoffwechsel zukommt (Spitzweg und Morris 2002) und der
die Grundlage flr die Schilddriisenszintigraphie darstellt. Um Schwankungen im Schild-

drisenuptake bei der Maus mit dem weiblichen Zyklus naher bestimmen zu kénnen, ware es
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von Interesse in weiterfliihrenden Arbeiten eine Zyklusbestimmung durchzuflihren, um die Unter-
suchungen entsprechend zuordnen zu kénnen. Aufgrund des geringen Blutvolumens der Maus
von ca. 6,6 % des Kdrpergewichts ist eine regelmaRige Blutabnahme in ausreichender Menge
zur Bestimmung der Hormonkonzentrationen nicht moéglich (Dulsner et al. 2017b). Alternativ
ware als Verfahren zur Bestimmung des murinen Zyklusstandes die Vaginalzytologie geeignet

(McLean et al. 2012).

Im Vergleich zu den weiblichen Mausen zeigten die mannlichen Tiere einen signifikant nied-
rigeren Schilddrisenuptake. Neben dem fehlenden Einfluss der weiblichen Sexualhormone
kdnnte ein moglicher weiterer Grund daflir erhdhter Stress bei mannlichen Mausen sein. Stress
hemmt die TSH-Sekretion durch den Einfluss von Glucocorticoiden auf das zentrale Nerven-
system und somit die Schilddrisenfunktion (Ranabir und Reetu 2011). Die Gruppenhaltung der
mannlichen Mause, die in der Natur territorial leben, kann zu Rangauseinandersetzungen und
zu chronisch psychosozialem Stress filhren (Busch et al. 2014). Zudem zeigte sich bei mann-
lichen Mausen im Gegensatz zu weiblichen Tieren ein stabiler Schilddriisenuptake, ohne signi-
fikante Schwankungen zwischen den Altersstufen. Auch im senilen Alter von 24 Monaten waren
keine Veranderungen im Uptake messbar. Zurlickzufiihren ist dieser Umstand womaoglich auf
den stabilen Plasmawert von Testosteron im Verlauf des Lebens und der nicht zwangslaufigen

Rickbildung der Gonaden im Alter (Finch et al. 1977; Finch et al. 1984).

Im Hinblick auf den circadianen Rhythmus der Mause zeigte sich nur bei mannlichen Tieren ein
signifikanter Einfluss auf den Schilddriisenuptake. In der Schlafphase bestand ein geringgradig
hoherer Uptake gegentiber der Wachphase. Dieser Unterschied stimmt (iberein mit dem circa-
dianen Verlauf von TSH, den Jordan et al. (1980) an mannlichen Ratten nachweisen konnte.
Der Hohepunkt der gemessenen TSH-Werte lag in der Mittagszeit gefolgt von einem Maximum
der Schilddrisenhormone 1,5 bis 2,2 Stunden spater. Die in der vorliegenden Arbeit gemessene

Differenz im Schilddrisenuptake bei mannlichen Mausen betrug lediglich 0,1 %ID und somit
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weniger als 10 % des totalen Uptakes. Wahrscheinlich besteht durch die geringe Differenz nur
eine begrenzte Relevanz fiir die Interpretation der Daten. Interessanterweise konnte bei weib-
lichen Mausen kein signifikanter Einfluss des circadianen Rhythmus nachgewiesen werden.
Vermutlich lasst sich diese Beobachtung auf die gréReren Schwankungen im individuellen Up-
take zurickfihren, die einen evtl. geringen Einfluss des circadianen Rhythmus auf den Schild-
drisenuptake unentdeckt lassen. Obwohl ein circadianer Einfluss bei weiblichen Mausen im
Vergleich zu dem beobachteten Effekt bei mannlichen Tieren nicht wahrscheinlich oder nur sehr
gering scheint, kann dieser nicht ganzlich ausgeschlossen werden. Im Hinblick auf den Unter-
suchungsablauf bei Mausen kann der circadiane Rhythmus jedoch als einflussnehmender

Faktor vernachlassigt werden.

Die Ergebnisse der szintigraphischen Volumetrie zeigten einen geschlechtsbezogenen Unter-
schied im Volumen der Schilddrise. Mannliche Mause hatten ein signifikant groleres Volumen
im Vergleich zu weiblichen Tieren, wohingegen unter Einbeziehung des Koérpergewichts die
weiblichen Mause allgemein ein hdheres relatives Volumen der Schilddriise aufwiesen. Beide
Volumina zeigten somit eine gegenlaufige Tendenz. Diese Ergebnisse stimmen mit Studien aus
der Human- und Veterindrmedizin Uberein, die einen Zusammenhang zwischen dem Organ-
volumen und dem Koérpergewicht sowie dem Geschlecht bei unterschiedlichen Spezies herstel-
len konnten (Hegedus et al. 1983; Hegedus 1990; Schmidt 1998; Gomez et al. 2000; Reese
2002; Sari et al. 2003; Bailey et al. 2004; Bromel et al. 2006). Wahrend bei den mannlichen
Mausen das Schilddriisenvolumen mit dem Alter zunahm, blieb der Schilddriisenuptake kon-
stant. Umgekehrt lag eine Tendenz zum schwankenden Schildriisenuptake bei weiblichen Mau-
sen in unterschiedlichen Altersstufen vor, wahrend das Schilddriisenvolumen ab dem 3. Le-
bensmonat nahezu unverandert blieb. Insofern lie} sich kein direkter Zusammenhang zwischen
dem Schilddrisenuptake und dem Organvolumen feststellen. Das bekraftigt Russfield (1967),
der keinen Zusammenhang zwischen Organvolumen und Schilddrisenfunktion bei der Maus

vermutete. Da die Volumetrie der Schilddriise in der aktuellen Studie szintigraphisch erfolgte,
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fihrte die Volumenbestimmung aufgrund des Partialvolumeneffekts zu einer Uberschatzung der
Volumina. Mancini et al. (2009) ermittelten das Schilddrisenvolumen in lebenden C57B/6N
Mausen mittels Sonographie. Das Volumen bei einer adulten Maus lag zwischen 2,1 und 4,9 ul
und war somit wesentlich geringer als das in der vorliegenden Studie bestimmte Organvolumen
von durchschnittlich 10 bis 15 ul. Dennoch lasst die Auswertung der aktuellen Arbeit Rick-
schliisse auf Anderungen des Schilddriisenvolumens zu und erméglicht einen Vergleich
zwischen den Geschlechtern und den unterschiedlichen Altersstufen, da es sich um einen
methodenbedingten systematischen Fehler handelt, der alle Volumina gleichermalen betrifft. In
weiterfihrenden Studien ware es ratsam in Bezug auf die Volumetrie der Schilddrise und der
Bestimmung des Uptakes pro mm? Schilddriisengewebe die GréRe des Organs mit einer Unter-
suchungsmethode zu erfassen, die Uber eine groRere Genauigkeit verfiigt. Als geeignete
bildgebende Verfahren kommen die Sonographie oder die Magnetresonanztomographie in

Frage (Schlogl et al. 2001; van Isselt et al. 2003).

Letzendlich konnte die Langenmessung der beiden Réhrenknochen Femur und Tibia der
Hinterextremitat der weiblichen und mannlichen C57BL/6N Maus zeigen, dass das grofite
Wachstum zwischen dem 1. und 6. bzw. 9. Lebensmonat erfolgt. Das Korpergewicht der Mause
zeigte zwischen der ersten Messung am 21. Lebenstag und dem 6. Lebensmonat einen ebenso
starken Anstieg. Im weiteren Altersverlauf stieg das Korpergewicht, im Gegensatz zum Langen-
wachstum, weiter stark an und erreichte im Alter von 18 Monaten sein Maximum bei beiden Ge-
schlechtern. Diese Ergebnisse zeigten, dass die Mause ab ca. 6 Monaten ausgewachsen waren
und im spateren Altersverlauf nur noch eine Gewichtszunahme erfolgte. Halloran et al. (2002)
konnten bei méannlichen C57BL/6J Mausen einen ahnlichen Wachstumsverlauf der Tibia be-
obachten. Das Langenwachstum fand sein Maximum zwischen 3 und 5,5 Lebensmonaten und
zeigte im weiteren Verlauf keine Veranderung. Das Kdorpergewicht der mannlichen Mause stieg
im folgenden Altersverlauf ebenfalls weiter an. Die Ergebnisse bezliglich der Langenmessung

von Femur und Tibia der vorliegenden Arbeit konnten die im Vorfeld der Studie vorgenommene
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Wahl der Altersgruppen fir die C57BL/6N Maus im Alter von 3 und 6 Monaten retrospektiv als

geeignet bestatigen.

Die Ziele dieser Arbeit waren die Erarbeitung eines Untersuchungsablaufs fir die SPECT-
Bildgebung der Schilddriise mit ®"TcO, in gesunden C57BL/6N Mausen sowie die Etablierung
eines systematischen Datenbestandes zum normalen %*"TcO,-Schilddriisenuptake unter
Beriicksichtigung von Geschlecht, Alter und circadianem Rhythmus der Tiere. Das erste Ziel
wurde erreicht durch Erfassung der Schilddriisenfunktion in einer Zeit-Aktivitatskurve Uber
90 min und Bestimmung des Zeitpunkts des maximalen Uptakes bei jeder Maus. Es wurde deut-
lich, dass die Positionierung der Maus nach der i. v. Injektion in aller Ruhe im Gerat erfolgen
kann sowie eine Verklirzung der Untersuchungszeit auf 60 min ausreichend ist, um den maxi-
malen Schilddrisenuptake von jedem Tier sicher zu erfassen. Mit der Akquirierung und Analyse
eines systematischen Datenbestandes zum **™TcO,-Schilddriisenuptake im Hinblick auf Ge-
schlecht, Alter und circadianen Rhythmus der Mause wurden auch das zweite und dritte Ziel
dieser Studie erreicht. Die Ergebnisse machten einen signifikanten Einfluss des Geschlechts auf
den Schilddriisenuptake von %*"TcO, deutlich. Weibliche Mause zeigten einen signifikant
hoheren Schilddrisenuptake sowie eine hohere Variabilitdit des Uptakes im Vergleich zu
mannlichen Tieren. Diese Ergebnisse legen nahe, dass der Schilddriisenuptake durch den weib-
lichen Zyklus beeinflusst wird. Das Geschlecht ist zudem ein bedeutender Faktor flir alters-
bedingte Veranderungen im Uptake. Das konnte bei weiblichen, aber nicht bei mannlichen
Tieren beobachtet werden und ist wahrscheinlich auch auf den Einfluss der weiblichen Sexual-
hormone zurlickzuflhren. Im Gegensatz dazu hatte der circadiane Rhythmus keinen signifikan-
ten Einfluss auf den 99’“TCO4-Uptake bei weiblichen Mausen. Bei mannlichen Tieren war der Ein-
fluss zwar signifikant, jedoch so gering, dass eine klinische Relevanz fraglich ist. Die ge-
schlechtsbezogenen Unterschiede in dieser Studie bestatigen die Sorge vieler Wissenschaftler
vor dem hormonellen Einfluss bei weiblichen Tieren auf die Untersuchungsergebnisse (Beery

und Zucker 2011; Clayton und Collins 2014; Prendergast et al. 2014). Jedoch sollte dieser Ein-
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fluss nicht zur Vermeidung der Inklusion von weiblichen Tieren in der tierexperimentellen For-
schung fuihren, sondern wie in der aktuellen Studie zu einer Einbeziehung beider Geschlechter
mit einhergehender geschlechtsspezifischer Auswertung der Daten. So sollten zukinftige
Studien zur Schilddrisenfunktion bei Mausen das Geschlecht sowie in weiblichen Studien-
gruppen das Alter als bedeutende Faktoren berticksichtigen. Neben einer Charakterisierung der
Schilddrisenfunktion bei der Maus und einer Empfehlung fliir die SPECT-Bildgebung der Mau-
seschilddriise bietet die aktuelle Studie zudem einen kritischen Einblick in Untersuchungen im
Mausmodell fir die Grundlagen- sowie Krankheitsforschung. Der Funktionszustand der
Schilddrise ist auch fiir tierexperimentelle Krankheitsmodelle und somit flir das Verstandnis von

Krankheitsmechanismen von entscheidender Bedeutung.
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Szintigraphische Untersuchungen zum Technetium-99m-Pertechnetat-Uptake der Schild-

driise in Abhangigkeit von Geschlecht, Alter und circadianem Rhythmus bei der Maus

In der klinischen Diagnostik zahlt die Szintigraphie der Schilddriise zu den quantitativen Stan-
darduntersuchungen. Das szintigraphische Verfahren der Single-Photon-Emission-Computed-
Tomography (SPECT) stellt eine nicht invasive Untersuchungsmoglichkeit dar, die eine drei-
dimensionale Bildgebung sowie die Quantifizierung der Organfunktion in vivo erlaubt. Durch den
Fortschritt auf technischer Ebene stehen heutzutage praklinische SPECT/CT-Geratesysteme zur
Verfligung, die eine hochauflésende Bildgebung in kleinsten Objekten wie der Schilddriise der
Maus ermdglichen. Jedoch stehen im Vergleich zur Humanmedizin bisher keine standardisierten
Untersuchungsablaufe flr die SPECT-Bildgebung der Schilddriise mit dem gebraulichen Radio-
pharmakon *™TcO, zur Verfiigung und bisherige Studien an Mausen zeigten heterogene Ver-
suchsanordnungen. Darlber hinaus sind fir die Maus nur wenige Daten verfligbar beziiglich
des Schilddriisenuptakes von *™TcO, bei physiologischer Organfunktion, im Vergleich zur Dia-

gnostik am Menschen.

Vor diesem Hintergrund waren die Ziele dieser Arbeit, im Rahmen einer longitudinalen Studie
an gesunden C57BL/6N Mausen einen Untersuchungsablauf flir die SPECT-Bildgebung der
Schilddriise mit ®®*"TcO, zu entwickeln sowie einen umfassenden Datenbestand zum *™TcO,-
Schilddrisenuptake bei der Maus zu generieren. Mit der wiederholten Untersuchung von weib-
lichen und mannlichen Mausen bis zu einem Alter von 24 Monaten sowie zu jeweils unter-
schiedlichen Tageszeiten war es mdglich, die Schilddriisenfunktion in Abhangigkeit von Ge-
schlecht, Alter und circadianem Rhythmus der Mause zu bestimmen und die Signifikanz dieser
Einflussfaktoren zu evaluieren. Zudem erfolgte anhand der szintigraphischen Organaufnahmen

die Volumetrie der Schilddriisen, welche durch einen methodenbedingten Fehler relative
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Rickschlisse Uber geschlechts- und altersspezifische Unterschiede sowie das Organvolumen
in Bezug zum Korpergewicht erlaubte. Weiterhin wurden in der aktuellen Studie das Langen-
wachstum von Femur und Tibia im Alter von 1 bis 12 Monaten sowie das Kdorpergewicht der
Mause bestimmt, um das Wachstum der Tiere zu beurteilen und somit die im Vorfeld der Studie

vorgenommene Wahl der Altersgruppen retrospektiv bestatigen zu kénnen.

Diese Studie zeigte, dass ein signifikanter geschlechtsbezogener Einfluss auf den Schilddriisen-
uptake von *™TcO, bei Mdusen besteht mit einem signifikant héheren Uptake bei weiblichen
Tieren. Das Geschlecht nahm zudem einen signifikanten Einfluss als Faktor flir altersbedingte
Veranderungen im Uptake von weiblichen Mausen, jedoch nicht bei mannlichen Tieren. Im Ge-
gensatz zum Geschlecht und Alter hatte der circadiane Rhythmus keinen signifikanten und rele-
vanten Einfluss auf den %*™TcO,-Uptake. Daher sollten zukiinftige Studien zur Schild-
drisenfunktion bei Mausen das Geschlecht sowie in weiblichen Studiengruppen das Alter als
bedeutende Faktoren beriicksichtigen, wohingegen der circadiane Rhythmus vernachlassigt
werden kann. Auch ein geeignetes Untersuchungsprotokoll fir die SPECT-Bildgebung der
Schilddriise mit **"TcO, konnte entwickelt werden. Eine Aufnahmedauer von 60 Minuten mit
sechs konsekutiven 10 Minuten Akquisitionen nach intravenéser Injektion von **"TcO, macht die
zuverlassige Bestimmung des maximalen Schilddriisenuptakes bei jeder Maus mdoglich, un-

geachtet von Geschlecht, Alter oder circadianem Rhythmus.

Damit bietet die vorliegende Arbeit mit dem vorgestellten Untersuchungsprotokoll sowie den
systematischen Daten zum Uptake von ®™TcO,in der Schilddriise von gesunden Mausen unter
Berlcksichtigung von Geschlecht, Alter und circadianer Rhythmik eine solide Grundlage fir
zukinftige Untersuchungen zur Schilddriisenszintigraphie in der Grundlagen- und Krankheits-

forschung im Mausmodell.
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Scintigraphic investigations on the thyroid uptake of 99mTc-pertechnetate in mice with

respect to age, sex, and circadian rhythm

Thyroid scintigraphy is one of the mainstays for evaluating thyroid function in clinical diagnostics.
Single-photon emission computed tomography (SPECT) provides a non-invasive tool to genera-
te three-dimensional imaging and quantification of thyroid radiopharmaceutical uptake. Recent
developments in high-resolution multi-modality imaging devices such as small-animal
SPECT/CT for dedicated rodent imaging offer the abilty to analyze small objects like the thyroid
gland in mice. Although there are well-established procedures for thyroid scintigraphy in hu-
mans, there are none for SPECT imaging in mice for the commonly used *"TcO, so far. There
are only few published references on thyroid uptake in mice with heterogeneous experimental
setups. In addition, quantitative data for *™TcO, thyroid uptake are well-established as scinti-
graphic parameters for the thyroid gland functional status in humans, but there are few data

available in mice for research study purposes.

The aims of this longitudinal study were to develop a protocol for SPECT thyroid imaging in
healthy C57BL/6N mice and to establish a systematic data base for normal *™TcO, thyroid up-
take values as reference for future studies. A further goal was to systematically investigate po-
tential physiological factors that might have a significant impact on **™TcO, thyroid uptake, i.e.
sex and age of the mouse, and the time of day as a result of animal circadian rhythm. In ad-
dition, the volumetry of the thyroid glands was determined on the basis of thyroid scintigraphy,
which allowed relative conclusions about sex- and age-related differences and about the thyroid
volume in relation to body weight due to a method-related error. Furthermore, the bone growth

of tibia and femur were determined at the age of 1 to 12 months as well as the body weights of
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mice in order to assess the body growth of mice and retrospectively the choice of age groups

made in advance of the study.

This thesis showed a significant influence of sex on thyroid *™TcO, uptake in mice with a signif-
icantly higher uptake in females. Sex was also a significant factor affecting age-related changes
in thyroid uptake in female mice but not in males. In contrast to sex and age, circadian rhythm
had no relevant impact on thyroid *™TcO, uptake. Therefore, the design of thyroid function
studies in mice should consider animal sex and, in female mice, age as significant factors affec-
ting uptake, whereas circadian rhythm has a negligible effect. A guideline for the use of *"TcO,
for murine thyroid SPECT imaging was developed as well. It was demonstrated that SPECT
imaging after intravenous injection of *™TcO, over 60 min with six consecutive acquisitions of
10 minutes each is sufficient to determine the maximal uptake in every mouse regardless of

sex, age and circadian rhythm.

Thus, this thesis with the presented protocol for SPECT thyroid imaging and the systematic data
collection on *™TcO, thyroid uptake in healthy mice considering sex, age and circadian rhythm
provides a solid basis for thyroid investigations in the murine model for basic and disease re-

search.
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Anhang

Zusammenstellung der Untersuchungsergebnisse:

Tabelle A1: Der 99"‘Tc04-Schilddrﬁsenuptake von 9 konsekutiven SPECT-Aufnahmen

sowie der Uptake 6 bis 8 Stunden nach Injektion bei 2 weiblichen C57BL/6N Mausen
im Alter von 1 Monat

SPECT-Aufnahme Maus
(Nr.) 1 6
1 1,4355818 1,267583
2 1,5288729 1,540921
3 1,4685979 1,626754
4 1,3521793 1,589017
5 1,2399193 1,498475
6 1,1251038 1,386587
7 1,0233899 1,312327
8 0,9569952 1,232595
9 0,8766435 1,154147
10 0,2994558 0,183160

Alle Messwerte angegeben als %ID; Nr.=Nummer
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Tabelle A2: Zeitpunkt des maximalen *™TcO,-Schilddriisenuptakes (tma) von weiblichen C57BL/6N Mausen (Maus 1-12)

Maus Alter (Monate)
1 Mo 3 Mo 6 Mo 12 Mo 24 Mo
SP WP SP WP SP WP SP WP SP WP
1 23,05221 - - - - - - - - -
2 40,50054 - 27,28671 | 24,12349 | 29,19477 30,52121 14,42000 31,61315 - -
3 26,44993 - 25,12349 | 26,28671 | 21,37866 20,72577 31,77638 36,52121 - -
4 29,77638 - 10,42000 | 29,19477 @ 29,61315 33,10282 23,54188 31,52121 30,35799  30,35799
S 31,52121 - 15,42000 | 33,68443 @ 24,37866 27,70510 29,35799 8,42000 - -
6 33,84765 - 41,40859 = 38,01087 | 32,52121 25,96027 24,96027 24,96027 29,19477 = 26,86832
7 - 27,70510 | 25,54188 | 22,79705 | 31,19477 27,28671 34,10282 22,54188 - -

Bueyuy



8 21,79705 | 20,30738 | 21,19852 - - - - - -
9 25,54188 @ 22,96027 | 10,42000 @ 24,96027 26,54188 30,93960 29,54188 - -
10 14,65450 @ 23,37866 | 21,21544 | 30,93960 22,21544 28,19477 25,70510 43,33732 = 38,50054
" 18,88899 @ 26,28671 17,98094 | 26,70510 26,70510 30,35799 29,61315 36,84765 = 31,93960
12 20,47060 @ 25,37866 | 16,81772 = 29,44993 26,12349 31,35799 16,42000 - -

Alle Messwerte angegeben in Minuten; Schlafphase=SP; Wachphase=WP; - = nicht untersuchte Tiere
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Tabelle A3: Zeitpunkt des maximalen *"TcO,-Schilddriisenuptakes (tmax) von mannlichen C57BL/6N Mausen (Maus 1-12)

Maus Alter (Monate)
1 Mo 3 Mo 6 Mo 12 Mo 24 Mo
SP WP SP WP SP WP SP WP SP WP
1 28,39933 - - - - - - - - -
2 20,42000 - 19,14416 | 14,81772 | 23,37866 - - - - -
3 21,05221 - 33,84765 9,42000 26,70510 27,28671 23,79705 29,61315 - -
4 23,96027 - 27,44993 = 31,35799 | 25,70510 27,03154 26,70510 16,42000 - -
S 27,86832 - 20,72577 | 35,35799 | 29,19477 28,35799 20,88899 26,79705 19,14416 | 21,47060
6 28,86832 - 36,01087 | 11,42000 | 30,93960 28,19477 25,54188 23,54188 32,35799  25,37866
7 - 21,05221 18,56255 | 21,79705 | 27,44993 28,03154 19,30738 31,35799 32,10282 | 39,08215

Bueyuy
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8 21,30738 | 30,77638 | 25,86832 @ 27,28671 24,30738 | 30,35799 | 42,08215  23,63383 | 25,12349
9 9,42000 28,61315 | 27,03154 | 31,19477 | 32,03154 33,26604 | 34,84765 @ 33,84765 | 24,12349
10 29,77638 | 36,17409 8,42000 33,26604 | 22,21544 | 2521544 = 34,26604 31,93960 | 34,42926
" 9,42000 23,54188 | 21,05221 31,93960 14,49128 = 42,24537 | 35,10282 33,26604 = 32,52121
12 10,42000 @ 20,30738 | 22,05221 31,93960 = 21,47060 30,35799 | 38,91893 = 22,79705 33,68443

Alle Messwerte angegeben in Minuten; Schlafphase=SP; Wachphase=WP; - = nicht untersuchte Tiere

Bueyuy
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Tabelle A4: *TcO,-Schilddriisenuptake von weiblichen C57BL/6N Mausen (Maus 1-12)

Maus Alter (Monate)
1 Mo 3 Mo 6 Mo 12 Mo 24 Mo
SP WP SP WP SP WP SP WP SP WP
1 1,5004879 - - - - - - - - -
2 2,1358213 - 1,249900  2,000932 2,313420 1,649867 | 1,541366 1,653909 - -
3 1,5472960 - 1,501303  1,416755 1,499065 1,131394 | 1,367004 1,545849 - -
4 1,6996906 - 1,221937 1,671392 2,050268 2,154869 1,628836 1,922669 1,7421680 | 1,536994
5 0,8818861 - 1,716717 1,641144 1,507861 1,689433 1,691737 1,223610 - -
6 1,6175925 - 1,343985  1,755714 1,768519 1,738887 | 1,676067 1,333970 | 1,1798796 = 1,087466
7 - 1,631207 | 1,812310 | 1,699038 1,757914 1,746947 | 1,600565 1,460343 - -

Bueyuy
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8 1,408275 @ 1,444807 @ 1,835926 - - - - - -
9 1,683774  1,481523 = 1,402138 1,650339 1,824593 1,725717 1,263002 - -
10 1,538715 = 1,739386 @ 1,865872 1,832359 2,044733 1,561391 1,844922 | 0,7733957 1,018152
11 1,586883 = 1,905287 @ 1,840197 1,791909 2,107715 1,605733 1,479353 | 1,0920356 1,137869
12 1,393857 = 1,449935 @ 2,044237 2,096176 1,827940 1,674422 1,709183 - -

Alle Messwerte angegeben als %ID; Schlafphase=SP; Wachphase=WP; - =nicht untersuchte Tiere

Bueyuy
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Tabelle A5: *™TcO,4-Schilddriisenuptake von mannlichen C57BL/6N Mausen (Maus 1-12)

Maus Alter (Monate)
1 Mo 3 Mo 6 Mo 12 Mo 24 Mo
SP WP SP WP SP WP SP WP SP WP
1 0,9604518 - - - - - - - - -
2 1,2623187 - 1,3564135 | 1,1359002 = 1,3390775 - - - - -
3 0,9426167 - 1,0676932  0,8364537 0,9940166 @ 0,8843678  1,025434  0,9533439 - -
4 1,0759653 - 1,2199128 1,0639583  1,2067981 @ 1,2628838  1,059557  0,8358269 - -
5 1,3301857 - 1,0958897 @ 1,2644009 1,2317251 = 1,4850513 1,141733  1,0698468 @ 1,1199326 1,0849974
6 1,1232775 - 0,9497091 1,1376271  1,1925612  1,0996187  1,154821 1,1760188 | 0,7472072 1,1213671
7 - 1,2709402 1,0196575 @ 1,0581468 1,3028411  0,9483775 1,290497  0,9442788 1,6979373 1,2372135

Bueyuy
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11

12

0,9829184

1,1034245

1,2182981

1,0908609

1,2555814

1,2074837

1,2144154

1,3940686

1,1698419

1,1522680

1,1487874

0,9339525

0,9415636

1,2218339

0,8529624

1,1231848

1,0767048

1,3753665

1,2359183

1,0617077

1,0097699

1,1409994

1,1576452

1,1645445

1,2902776

1,149539

1,268248

1,270935

1,204865

1,204888

1,2708257

1,0870739

1,2284575

1,1930736

1,1428140

1,1348378

1,2378622

1,3824320

1,2376069

1,2404273

0,9714060

1,2698487

0,8539583

1,1603156

1,0201087

Alle Messwerte angegeben als %ID; Schlafphase=SP; Wachphase=WP; - = nicht untersuchte Tiere

Bueyuy
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Tabelle A6: Kérpergewichte der weiblichen C57BL/6N Mause (Maus 1-12)

Maus Alter

21 Tage 1 Mo 3 Mo 6 Mo 9 Mo 12 Mo 18 Mo 24 Mo
1 7,00 - - - - - - -
2 7,00 19,48 22,18 26,78 30,26 29,23 - -
3 7,00 16,40 19,82 22,32 24,72 30,29 - -
4 7,00 17,20 22,12 24,21 26,62 29,11 35,30 25,08
5 7,00 19,77 22,11 24,00 28,84 32,33 31,30 -
6 7,00 18,18 21,10 24,97 29,16 24,33 31,80 29,80
7 7,78 18,72 22,52 31,47 40,05 41,20 30,80 -
8 7,23 17,42 20,95 - - - - -
9 8,04 16,89 21,40 26,47 33,32 36,14 42,30 -
10 6,95 16,48 20,35 30,99 35,70 37,80 41,50 29,02
11 7,89 16,92 23,74 27,75 32,85 36,80 41,10 30,60
12 7,76 15,85 20,30 29,00 36,98 38,30 - -

Alle Messwerte sind angegeben in Gramm; Mo= Monate; - = nicht untersuchte Tiere

Bueyuy
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Tabelle A7: Korpergewichte der mannlichen C57BL/6N Mause (Maus 1-12)
Maus Alter

21 Tage 1 Mo 3 Mo 6 Mo 9 Mo 12 Mo 18 Mo 24 Mo
1 - 21,13 - - - - - ]
2 - 20,20 24,56 28,26 - - - -
3 - 22,10 30,61 34,85 35,34 34,80 46,60 -
4 - 21,09 30,35 34,30 36,89 36,56 39,60 -
5 - 18,76 30,75 42,01 44,40 45,07 51,20 37,60
6 - 21,13 29,09 33,79 33,77 36,58 42,40 36,46
7 9,48 19,86 27,22 29,88 33,56 33,80 37,90 32,49
8 9,67 20,98 31,77 37,45 41,63 42,30 47,00 41,75
9 10,11 20,54 29,76 32,74 37,03 40,00 45,40 41,29
10 9,20 19,58 22,90 27,89 33,77 35,90 40,80 39,55
1 10,54 20,55 26,67 30,44 33,70 36,80 40,20 38,79
12 10,51 19,06 25,70 31,18 33,57 32,40 39,30 36,73

Alle Messwerte sind angegeben in Gramm; Mo= Monate; - = nicht untersuchte Tiere

Bueyuy
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Tabelle A8: Lingenmessung von Femur und Tibia bei weiblichen C57BL/6N Mausen (Maus 1-12)

Maus Alter (Monate)
Femur Tibia

1 Mo 3 Mo 6 Mo 9 Mo 12 Mo 1 Mo 3 Mo 6 Mo 12 Mo 24 Mo
1 - - - - - - - - - -
2 12,440 14,220 14,230 14,210 14,285 16,080 16,690 16,975 17,715 17,190
3 11,940 13,650 13,545 13,850 13,860 15,175 16,205 16,390 16,925 16,840
4 11,900 13,570 13,970 13,790 13,805 15,830 16,645 17,345 17,045 17,665
5 12,090 13,805 14,130 14,050 14,315 15,805 16,770 16,965 17,045 17,110
6 12,570 13,660 13,915 13,310 13,570 15,775 16,610 16,855 17,195 17,160
7 11,900 13,610 13,955 13,515 13,775 15,425 16,745 16,995 16,980 17,505

Bueyuy



8 11,905 - - - - 14,715 - - - -

9 11,815 13,450 13,710 13,800 13,570 14,990 16,330 17,095 17,505 17,055
10 11,490 13,305 13,715 14,030 13,835 15,155 16,490 17,180 16,950 17,215
11 10,795 13,015 13,510 13,725 13,495 15,130 16,570 17,160 16,810 17,440
12 12,380 13,055 13,215 13,625 13,760 15,100 16,505 16,725 16,850 17,080

e Alle Messwerte sind angegeben in Zentimetern; - = nicht untersuchte Tiere

Bueyuy
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Tabelle A9: Lingenmessung von Femur und Tibia bei mannlichen C57BL/6N Mausen (Maus 1-12)

Maus Alter (Monate)
Femur Tibia
1 Mo 3 Mo 6 Mo 9 Mo 12 Mo 1 Mo 3 Mo 6 Mo 12 Mo 24 Mo
1 11,785 - - - - 15,780 - - - -
2 11,755 13,680 13,995 - - 15,380 16,975 16,960 - -
3 11,475 14,530 14,585 14,550 14,540 15,780 17,055 17,805 17,705 18,090
4 12,090 14,255 14,605 14,445 14,530 15,470 16,810 17,565 17,510 17,530
5 12,120 14,185 14,580 14,535 14,745 16,045 17,610 17,970 17,765 17,925
6 11,770 14,265 14,665 14,495 14,675 15,235 17,410 17,495 17,710 17,725
7 12,110 13,225 13,215 13,365 13,415 15,345 17,005 17,095 17,400 17,365

Bueyuy
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8 11,710 14,240 14,020 14,250 14,265 15,250 17,215 17,455 17,600 17,870
9 11,450 13,605 13,560 13,830 13,845 15,550 16,915 17,010 17,100 17,190
10 11,420 13,950 13,875 13,935 14,065 14,960 16,775 17,075 17,030 17,555
11 11,235 13,675 13,745 13,625 14,040 15,390 17,025 17,115 17,095 17,285
12 11,955 13,695 13,770 13,950 13,770 15,430 17,060 17,120 17,710 17,895

Alle Messwerte sind angegeben in Zentimetern; - = nicht untersuchte Tiere

Bueyuy
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