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1. Abstract deutsch

Ziel: Ziel dieser Studien ist erstens die Ermittlung eines optimierten standardisierten
Untersuchungsalgorithmus in der Multi-Pinhole Einzelphotonen-
Emissionscomputertomographie (SPECT) fir die dreidimensionale Nierenfunktions- und
Speicheldrusenszintigraphie an Mausen zur praklinischen Forschung sowie zweitens die
Erstellung von  Normwerten fir die  Uptake-Kinetik von  %™Technetium-
Mercaptoacetyltriglycin  (®*™Tc-MAG3) der Nieren sowie **™Technetium-Pertechnetat
(**™TcO4) der Speicheldriisen in Abhangigkeit von Alter, Geschlecht und circadianem
Rhythmus.

Methoden: Zunéchst wurde anhand von Phantomen die optimale Aufnahmetechnik unter
Vergleich der rdumlichen und zeitlichen Auflésung und des systematischen Fehlers von
konventioneller, semi-stationérer sowie stationarer SPECT-Bildgebung ermittelt. AnschlieRend
wurden bei jeweils 12 weiblichen (F) und 12 ménnlichen (M) Mausen dynamische semi-
stationdre SPECT-Akquisitionen der Nieren mit ®*™Tc-MAG3 bzw. konventionelle SPECT-
Aufnahmen der Speicheldriisen mit **™TcO4 durchgefiihrt. Jede Maus wurde im Altersverlauf
mit 1, 3, 6, 12 und 22 — 24 Monaten untersucht. Um physiologische Veranderungen beziglich
des circadianen Rhythmus zu erfassen, wurden die Tiere jeweils wahrend der Schlafphase (SP)
sowie der Wachphase (AP) untersucht. Die Nierenfunktion ist als Zeit-Aktivitats-Kurve
dargestellt und die Zeit bis zum Maximum (Tmax) als Median in Minuten aufgefiihrt. Bei den
Speicheldriusen wurde ebenfalls zum Zeitpunkt Tmax der maximale Uptake ermittelt. Diese
Daten wurden getrennt fir die Parotiden (PG) und den Submandibulédren-Sublingualen-
Speicheldrisen-Komplex (SSC) dargestellt.

Ergebnisse: Generell zeigt sich bei den Nieren ein altersabhéngiger Einfluss auf Tmax. Bei 1
Monate alten Tieren erfolgt Tmax (1,8 min) spéter als im Alter von 3 Monaten (1,7 min;
p = 0,035). Im weiteren Altersverlauf zeigen die Mause einen kontinuierlich spateren Zeitpunkt
von Tmax bis 22 Monate (2,3 min; p <0,001). F zeigen ein spéteres Tmax als M (F = 2,1 min,
M = 1,7 min; p <0,001) ab einem Alter von 3 Monaten. Bei gepoolten Daten erfolgt Tmax
wéhrend der SP (2,0 min) generell spater als wéhrend der AP (1,8 min; p =0,019), wéhrend
sich in den alters- und geschlechtsgetrennten Gruppen keine signifikanten Unterschiede
nachweisen lassen.

Der maximale ®™TcOs-Uptake erfolgt bei der PG friiher im Vergleich zum SSC (11 min versus
79 min; p <0,001). Weder PG (p =0,64) noch SSC (p =0,27) zeigen einen Unterschied in
Abhangigkeit vom circadianen Rhythmus. Mit dem Alter fallt der **"TcOs.Uptake der PG
signifikant ab (p <0,001), wahrend er im SSC (p <0,001) ansteigt. Bei Normierung des
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Uptakes auf das Speicheldriisenvolumen zeigen F einen signifikant hoheren Uptake als M in
beiden Speicheldrisen (PG: p < 0,001, SSC: p < 0,001).

Schlussfolgerung: Die Studien zeigen einen deutlichen Einfluss von Alter und Geschlecht auf
die Funktionsparameter der Szintigraphie von Niere und Speicheldriisen bei der Maus, wéhrend
der circadiane Rhythmus keinen eindeutigen Effekt aufweist. Deshalb sollten bei zukiinftigen
Studien mit Mausen die Faktoren Alter und Geschlecht beruicksichtigt werden, wahrend der
circadiane Rhythmus vernachldssigbar erscheint.

2. Abstract englisch

Aim: The aim of these studies was to establish optimized and standardized acquisition protocols
for multi-pinhole single photon emission computed tomography (SPECT) for kidney and
salivary gland scintigraphy and to generate normal values for renal uptake kinetics with
¥Mtechnetium-mercaptoacetyltriglycine (*"Tc-MAG3) and for salivary gland uptake kinetics
with **™technetium-pertechnetate (**"TcOa) as a function of age, sex and circadian rhythm in
mice.

Methods: First, different acquisition modes like conventional, stationary and semi-stationary
SPECT were tested to find the best solution with respect to high spatial and time resolution and
low systemic error. Subsequently, dynamic semi-stationary SPECT acquisitions with %MTc-
MAGS3 for kidney scintigraphy in 12 female (F) and 12 male (M) mice were performed. In
another 12 F and M mice conventional SPECT acquisitions were performed with *°*"TcO, for
salivary gland scintigraphy. Each mouse had follow-up examinations at 1, 3, 6, 12 and 22 — 24
months of age. To assess physiological changes related to circadian rhythm, animals were
imaged during both sleeping phase (SP) and awake phase (AP). Renal excretion time activity
curves were analysed to determine time to peak uptake (Tmax). For analysis of salivary gland
function, Tmax Of the parotid gland (PG) and submandibular-sublingual salivary gland complex
(SSC) were calculated separately.

Results: There is an age-related effect on renal Tmax. In one-month-old mice, median Tmax
(2.8 min) occurs later than in 3-month-old mice (1.7 min; p = 0.035). Thereafter, mice show a
continuously increasing time to Tmax Up to an age of 22 months (2.3 min; p < 0.001). F show a
later renal Tmax than M (F 2.1 min, M 1.7 min; p < 0.001) from 3 months onwards. An effect of
circadian rhythm on renal function is also observed with borderline relevance. Pooled results
for all animals show that renal Tmax appears at a later timepoint during SP (2.0 min) than during
AP (1.8 min; p = 0.019), while in age and sex matched animal groups no significant differences

are observed.



Maximum %°™TcO, uptake occurs earlier in PG (11 min) than in SSC (79 min; p < 0.001). No
significant effect of circadian rhythm is observed in PG (p = 0.64) and SSC (p = 0.27) uptake.
With aging, ®™TcOs uptake decreases for PG (p <0.001), while it increases for SSC
(p < 0.001). Normalizing the uptake to gland volume shows that F have a higher uptake in PG
and SSC than M (each: p < 0.001).

Conclusion: These studies show that scintigraphy of kidney and salivary glands in mice is
dependent on age and sex, whereas circadian rhythm does not cause a significant effect.
Therefore, age and sex should be considered as important parameters for study design
considerations for further scintigraphic examinations in mice, while the impact of circadian

rhythm seems negligible.



3. Zusammenfassung

3.1 Einleitung

Radioligandentherapien sind effektive Therapien der Nuklearmedizin: *Yttrium (*°Y) oder
U utetium (*Lu) gebunden an ein Somatostatinanalogon (z.B. (DOTA(0)-Phe(1)-
Tyr(3))octreotid (DOTATOC)) wird bereits seit etwa 20 Jahren zur Behandlung von
metastasierten neuroendokrinen Tumoren, die hadufig einen Somatostatinrezeptorbesatz
aufweisen, eingesetzt (1). Seit etwa funf Jahren wird auch mit ’Lu markiertes Prostata-
spezifisches Membranantigen (PSMA) bei der Behandlung des metastasierten,
kastrationsresistenten Prostatakarzinoms verwendet (2, 3); experimentell wird bereits mit o-
Strahlern markiertes (?*Actinium, 2°Ac) PSMA therapeutisch eingesetzt (4). Diese Therapien
machen sich die Uberexpression von PSMA in Prostatakarzinomzellen zunutze, welche sogar
bei héhergradigen Karzinomen, Entdifferenzierung sowie bei kastrationsresistenten Formen zu
finden ist (2, 5).

Physiologisch werden sowohl Y-/ 17|_y-Somatostatinanaloga als auch *’’Lu- / 2°Ac-PSMA
iber die Nieren ausgeschieden; 7Lu-/ 2®Ac-PSMA zeigt auBerdem eine deutliche
Anreicherung in den Speicheldriisen (2-4, 6). Das fiihrt zur erhohten Strahlenexposition in
diesen Organen und damit verbunden auch zu einer moglichen Funktionseinschrankung. Bisher
wurden eine Klinisch nicht relevante Nierenfunktionsstorung in 12 % und eine milde
Xerostomie in 8 % nach ’Lu-PSMA-Therapien beobachtet wahrend bei 22Ac-PSMA nahezu
regelhaft eine ausgepréagte Funktionseinschrankung der Speicheldriisen zu beobachten ist; nach
Therapien mit °°Y- /1"Lu-Somatostatinanaloga traten in bis zu 35 % Nephrotoxizitaten auf (2,
7).

Um diese Therapien weiter zu optimieren und Nebenwirkungen zu reduzieren, ist eine
systematische praklinische Forschung an Nieren und Speicheldriisen von Noten. Kombinierte
Einzelphotonen-Emissionscomputertomographie / Computertomographie (SPECT/CT)-Gerate
mit hoher Auflésung, welche sich fir die in-vivo Funktionsuntersuchung dieser Organe an
Mausen und Ratten eignen, gibt es seit den 2000er Jahren (8). Bisher sind jedoch keinerlei
Normwerte fir die Nieren- und Speicheldriisenfunktionsszintigraphie bei gesunden Mé&usen als
Grundlage fur die préklinische Forschung ermittelt. Um gezielt Nebenwirkungen neuartiger
Therapieverfahren (z.B. nach Radioliganden- oder auch Immun- oder Chemotherapien)
erfassen bzw. organspezifische Schutzmanahmen beurteilen zu kénnen, ist es notwendig,
zunachst Normwerte flr die szintigraphische Funktionsuntersuchung von Nieren und
Speicheldriisen zu erstellen und ebenso auf Unterschiede zwischen Geschlechtern, Altersstufen

und circadianem Rhythmus bei der Maus zu untersuchen. Darlber hinaus sollten zuverléassige
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und reproduzierbare Untersuchungsprotokolle fiir beide Organsysteme fir eine zukinftig

standardisierte szintigraphische Untersuchung erstellt werden.

Die erste vorliegende Studie dieser Arbeit befasst sich mit der Evaluation der optimalen
Aufnahmeparameter der Kleintier-SPECT bei dynamischen Nierenaufnahmen mit
®MTechnetium  (*®™Tc)-Mercaptoacetyltriglycin - (MAG3). Aufgrund der  schnellen
Nuklidanflutung in der Niere und der Ausscheidungsfunktion der Nieren sind schnelle
dynamische Aufnahmen notwendig, um die Nierenfunktion und somit deren Kinetik abzubilden
und Funktionsstérungen adaquat zu detektieren.

Hochauflosende  Kleintier-Multi-Pinhole-SPECT  basiert auf vier  konventionellen
szintigraphischen Detektoren mit jeweils einem Multi-Pinhole-Kollimator. Dieser besteht aus
neun Pinholes, welche in unterschiedlichen Winkeln angelegt sind und so mit hoher Auflésung
die Abdeckung eines fir Pinhole-Kollimatoren relativ groen Gesichtsfeldes ermdglichen. Um
schnelle, das heil3t zeitlich hochaufgelOste dreidimensionale Aufnahmen zur Messung der
Nierenkinetik zu erhalten, gibt es folgende Mdoglichkeiten der Aufnahmetechnik: Zum einen
konventionelle SPECT-Aufnahmen mit Rotation der Gamma-Kamera um den gesamten Korper
zur Detektion der Strahlung aus unterschiedlichen Raumrichtungen nach Injektion eines
Nuklids. Des Weiteren die stationdre SPECT-Technik, bei der die Detektoren in der Gantry
nicht rotieren. Zuletzt existiert eine semi-stationdre Aufnahmetechnik, bei der die Gantry mit
den Detektoren in zwei Positionen um jeweils 45° versetzt rotiert. Bei Rotation der Gantry muss
die Rotationszeit bedacht werden, in welcher keine Detektion der Strahlung durch die Gamma-
Kamera stattfinden kann. Je weniger Rotationszeit, desto schnellere dreidimensionale
Bildfolgen sind mdoglich, allerdings muss dann der Einfluss auf die Erfassung der
dreidimensionalen Verteilung und damit auf die Genauigkeit der quantitativen Messung
untersucht werden.

Nachdem die optimale Aufnahmetechnik fir dynamische Nierenuntersuchungen in der ersten
Studie ermittelt worden war, wurden in einer zweiten Studie Normwerte fir die
Nierenfunktionsszintigraphie bei der Maus in Abhangigkeit von Tageszeit, Geschlecht und
Alter erhoben. Die Nierenfunktionsszintigraphie ist eine der &ltesten und am besten
entwickelten Moglichkeiten der Nierenfunktionsdiagnostik in der Nuklearmedizin (9). Die
ersten Untersuchungen der Niere mittels Radionukliden (**'lod-Diodrast) wurden 1956
beschrieben (10, 11). Schon damals konnten hierdurch Nierenbeckenstenosen,
Nierenarterienstenosen und die tubuldre Nekrose nachgewiesen werden (12). Heute wird die

Nierenfunktionsszintigraphie hauptsachlich zur Ermittlung der renalen Clearance, zur
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Funktions-Seitentrennung sowie zur Detektion von Funktionsstérungen genutzt (13). Dabei
spielen die Zeit bis zum maximalen Uptake (Tmax) genauso wie der Zeitpunkt der Abnahme der
detektierten Strahlung zur Halfte (Tso) als Funktionsparameter eine wesentliche Rolle (9, 14,
15). Als Nuklid wird heutzutage fiir die Nierenszintigraphie %™Tc verwendet. Dieses wird an
MAGS3 gebunden, welches tubulér sezerniert wird (16).

In der dritten Studie wurden SPECT-Aufnahmen von den Speicheldriisen der Maus mit *™Tc-
Pertechnetat (*®™TcO.) fir die Erhebung von Normwerten erstellt. Die Hauptaufgabe der
Speicheldrisen ist die Speichelproduktion, welche fir die Verdauung nétig ist sowie
ausschlaggebend fir die enorale Gesundheit. Der gré3te Anteil des Speichels (99,5 %) besteht
aus Wasser, der Rest belduft sich auf Elektrolyte, Enzyme und Muzine (17). Bei der Maus gibt
es drei paarig angelegte Speicheldriisen: die Parotiden (PG), die sublingualen und die
submandibularen Speicheldriisen (18). Die Szintigraphie der Speicheldriisen umfasst die
Diagnostik der Sekretionsstérungen des Speichels. Fiir die Darstellung wird **™TcOy als lod-
Analogon injiziert, das aufgrund des Vorhandenseins von Natrium-lodid-Symportern (NIS)
(19), welche sich hauptsachlich im duktalen Epithel befinden, wie lod ins Gewebe der

Speicheldrisen aufgenommen wird (20).



3.2 Materialien und Methodik

SPECT-Technik

Verwendet wurde fir alle szintigraphischen Untersuchungen das nanoSPECT/CTplus (Mediso,
Ungarn / Bioscan, Frankreich). Um die optimale Aufnahmetechnik flr tierexperimentelle
Untersuchungen zu ermitteln, erfolgten Untersuchungen mit **™Tc¢ und *2%lod (*23I) an vier
verschiedenen Multi-Pinhole Aperturen: eine fur Ratten mit hoher Auflésung (Pinhole-
Durchmesser =1,5mm), eine fir Ratten mit ultra-hoher Auflésung (Pinhole-
Durchmesser =0,8 mm), eine fur Mause mit hoher Auflosung  (Pinhole-
Durchmesser = 1,0 mm) sowie eine fur Ma&use mit ultra-hoher Auflosung (Pinhole-
Durchmesser = 0,5 mm). Die Bilder wurden mit der Software HISPECT (Bioscan, Washington,
DC, USA) rekonstruiert.

R&aumliche Auflésung

Um die optimale rdumliche Auflésung zu ermitteln, wurde eine Glaskapillare mit einem
Durchmesser von 1,0 mm mit **"Tc oder 2| (ca. 50 MBg/ml) gefiillt. AnschlieBend wurde sie
axial ins axiale Zentrum des field of view (FOV) des SPECT/CT-Gerdts gelegt. Da sowohl bei
stationdren als auch bei semi-stationdren Aufnahmen nur mit einer Bettposition untersucht
werden kann, ist das maximale FOV bei der Verwendung der Rattenaperturen 22 mm und der
Mausaperturen 14 mm. Die Untersuchungen wurden in jedem Modus (konventionell mit zehn
Winkelschritten, semi-stationar mit zwei Winkelschritten und stationdr ohne Rotation der
Gantry) durchgefthrt. Jeder Scan wurde dreimal durchgefuhrt, um die statistische
Zuverlassigkeit der Ergebnisse zu optimieren. Die rdumliche Auflésung wurde durch das
transaxiale Intensitatsprofil bestimmt (21). Nach der Korrektur wurde eine Gaul3"sche Kurve
zur Bestimmung der full-width-at-half-maximum (FWHM) angepasst. Die vertikale und
horizontale FWHM wurden gemittelt. Das entstehende FWHM wurde iber 40 konsekutive,
transaxiale Schichten gemittelt, da iber die axiale Lange keine relevante Variation besteht.

Quantifizierung

Spritzen mit verschiedenen GrélRen wurden als Phantomersatz fur Versuchstiere genutzt: eine
5 ml Spritze mit einem Durchmesser von 12 mm (entspricht GroRe eines Mausgehirns), eine
20 ml Spritze mit einem Durchmesser von 19 mm (entspricht GroR3e eines Rattengehirns) und
eine 50 ml Spritze mit einem Durchmesser von 27 mm (entspricht GroRe eines Mausthorax).

Jede Spritze wurde mit ca. 50 MBg/ml *™Tc gefiillt und in jedem Aufnahmemodus mit der
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gleichen Netto-Dauer gescannt, welche sich aufgrund der Totzeit bei der Detektorrotation
unterschied. 1.000.000 Counts wurden in jedem Scan aufgenommen, um eine gute Bildqualitat
zu erreichen. In jeder SPECT Aufnahme wurde anschlieBend die Aktivitdt durch das
Einzeichnen einer groflen volume of interest (VOI), welche die gesamte Spritze einschlief3t,

gemessen.

Rauschen

Eine 5 ml Spritze wurde mit *®*™Tc mit einer Aktivitat von 0,5 MBg/ml gefiillt und anschlieBend
in jedem Modus netto gleich lang gescannt. Es wurden auch Aufnahmen mit unterschiedlichen
Frame-Dauern durchgefiihrt, um den Rauscheffekt und die damit verbundene Bildunschérfe zu
untersuchen. Auch hier wurde anschlieBend eine zylinderférmige VOI mit einem Radius von
4 mm um die Spritze gelegt und der relative Wert des Rauschens wurde innerhalb der VOI

berechnet.

Jaszczak-Phantom

Ein kleines Jaszczak-Phantom mit 6 Stabchenfeldern mit 1,0 - 1,5 mm innerem Durchmesser
wurde mit 90 MBg/ml *™Tc gefiillt und in jedem Akquisitionsmodus mit einer Netto-Dauer
von 60 min gescannt. Der radioaktive Zerfall wahrend der drei Untersuchungen wurde durch
verlangerte Frames ausgeglichen. Fir diesen Versuch wurde die Ratten-Apertur mit hoher

Auflésung genutzt.

Nieren- und Speicheldrisenszintigraphie

Versuchstiere und Studiendesign

Um szintigraphische Normwerte von den Nieren und Speicheldriisen der Maus zu ermitteln,
wurden in zwei weiteren Studien zwei Gruppen mit je 24 Mausen (je 12 mannliche und
12 weibliche) gebildet. Die Versuchstiere waren gesunde C57BL/6N Mause und alle Versuche
wurden von der Tierversuchskommission des Landesamts fir Gesundheit und Soziales
(LAGeSo0) genehmigt. Gehalten wurden jeweils 6 Mause in einem K&fig getrennt nach
Geschlechtern unter standardisierten Bedingungen, welche einen festen 12-Stunden-Rhythmus
mit Tageslicht (7.00-19.00 Uhr) und Dunkelheit (19.00 — 7.00 Uhr) beinhalteten.

Fur die Untersuchungen an der Niere und den Speicheldriisen wurde jedes Tier im Rahmen
einer Longitudinalstudie untersucht. Die erste Untersuchung erfolgte in einem juvenilen Alter
von einem Monat, die zweite Untersuchung mit 3 Monaten (geschlechtsreif, jedoch nicht

vollstandig ausgewachsen), die dritte mit 6 Monaten (vollstdndig ausgewachsen), die vierte
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Untersuchung im Alter von 12 Monaten (alt) und die letzte in einem Greisenalter von
22 — 24 Monaten. Um mdogliche Unterschiede in Abhéangigkeit vom circadianen Rhythmus
feststellen zu kénnen, erfolgten die Untersuchungen in jeder Altersgruppe jeweils in der ersten
Hélfte des Tages (8.00 - 14.00 Uhr), welche der Ruhe- und Schlafphase der Mause entspricht,
sowie in der ersten Halfte der Nacht (17.00 - 23.00 Uhr), welche der Wachphase der Mause
entspricht. Damit die Belastung der Untersuchungen fir die jlngsten Mause (1 Monat)
reduziert wird, wurde hier jeweils nur eine Untersuchung durchgefiihrt: sechs Mdause nur in der
Wachphase und sechs Tiere nur in der Schlafphase. Um den Narkoseeffekt auf eine
nachfolgende Untersuchung auszuschlieRen, wurden mindestens 84 Stunden Pause zwischen
zwei Untersuchungen eingehalten.

Waéhrend der longitudinalen Untersuchung mussten einige Maéuse aufgrund von
gesundheitlichen Problemen oder Tod aus der Studie ausgeschlossen werden. So nahm die Zahl
der Versuchstiere wahrend der 24 Monate ab. Es wurden keine Ersatztiere neu eingeschlossen,
da auf die longitudinale Untersuchungsfolge wert gelegt wurde. Details zur Anzahl der Tiere
zu den einzelnen Studienzeitpunkten sind in Tabelle 1 aufgefihrt.

Aufgrund des geringen Blutvolumens einer Maus, war eine Bestimmung von Laborparametern

(z.B. Serum-Kreatinin) aus dem Blut am lebenden Versuchstier nicht maglich.

SPECT/CT Bildgebung und Auswertung

Die Mause wurden vor jedem Versuch mit einem 1 -2 %igen Isofluransauerstoffgemisch
narkotisiert. Bei der Nierenfunktionsszintigraphie wurde fur die Injektion in die Schwanzvene
eine 30 G Kaniile genutzt, an welche ein 0,28 x 0,61 mm Katheter von 40 cm Lange (A.
Hartenstein, Portex, Deutschland) befestigt war. Dieser wurde mit 2 IE Heparin (Medunasal)/
ml 0,9 % Natriumchlorid befiillt. Als erstes erfolgte eine low-dose CT-Untersuchung, um die
Maus richtig im Gerat zu positionieren. AnschlieBend wurde ein semi-stationarer SPECT-Scan
gestartet mit einem FOV von 14 mm. Dieser Scan wurde direkt vor Injektion von ca. 50 MBq
¥MTc-MAG3 in einem Volumen von 0,2 ml gestartet. Die semi-stationire, dynamische
SPECT-Untersuchung wurde mittels zwei um 45° versetzte Detektorpositionen pro Frame
durchgefiihrt. Die Untersuchungsfolge bestand aus zehn 20s Frames (10s pro
Detektorposition), gefolgt von funfundzwanzig 50 s Frames (25 s pro Detektorposition). Um
die zeitliche Auflésung zu verbessern, wurden zur Rekonstruktion der 68 Bilder nicht nur die
beiden Aufnahmen eines Frames genutzt, sondern auch die zweite Aufnahme eines Frames mit
der ersten Aufnahme des folgenden verrechnet. Die Totzeit aufgrund der Detektorrotation

betragt ungefahr 10 sec. Somit betrug die Gesamtdauer eines Scans etwa 35 min.
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Die SPECT-Bilder sind mit einem Algorithmus der Software HISPECT (Bioscan, Washington,

DC, USA) mit standardisierten Bedingungen (3 x 3 Wiederholungen; 35 % Glé&ttung)
rekonstruiert. Die anschlieRende Bildauswertung erfolgte mit manuellem Einzeichnen des
volume-of-interest (VOI) um die Niere mittels der Software VivoQuant 1.22 (inviCRO LCC.,
USA). Gezeichnet wurde die VOI in der Aufnahme mit dem stérksten renalen Uptake mit einer
Bildintensitat von ca. 25 % fur jede Niere. Die VOI um die Niere beinhaltete den renalen
Cortex, das Mark und das Nierenbeckenkelchsystem (siehe Abbildung 1). Zu jeder Niere wurde

eine Zeit-Aktivitats-Kurve (TAC) erzeugt, welche die absolute Aktivitat jeder VOI im
Verhaltnis zur Zeit darstellt. Tmax, Tso (50 % des Nuklides sind ausgeschieden) und T2s (75 %

des Nuklides sind ausgeschieden) wurden anhand der TAC berechnet. Die Korrektur der Zeit

zur Injektion erfolgte durch die zusétzliche Darstellung von To.

Abbildung 1: SPECT Bilder einer 12-
Monate-alten weiblichen Maus. Hier ist
der Uptake 12 min nach intravendser
Injektion von 30 MBq *"Tc-MAG3
dargestellt. A zeigt  fusionierte
SPECT/CT Bilder maximaler Intensitat,
B in koronarer Projektion. SPECT mit
einem axialen FOV von 14 mm (C;

Skala=14mm). D zeigt eine 3-

dimensionale VVOI beider Nieren.

Bei der Untersuchung der Speicheldriise erfolgte die Injektion ca. 5 min vor dem Start der
SPECT-Untersuchung. Aufgrund des weniger raschen Anflutens in den Speicheldriisen war

dieses VVorgehen ausreichend. Es wurden 80 MBq **™TcO4 (0,1 — 0,15 ml) in die Schwanzvene
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injiziert. Es erfolgten neun aufeinanderfolgende SPECT-Aufnahmen von je zehn Minuten
Dauer, weshalb die Gesamtuntersuchungsdauer hier durch die Rotationsdauer 97,5 min betrug.
Der jeweilige Uptake bei den Speicheldriisen wurde durch manuelles Zeichnen einer VOI
mittels der Software PMOD (PMOD 3.4; PMOD Technologies Ltd., Switzerland) ermittelt.
Hierbei sind die beiden PG getrennt ermittelt, spéter jedoch bei der statistischen Auswertung
zusammengefasst worden (siehe Abbildung 2). Aufgrund der engen Lagebeziehung und der
morphologisch in der Bildgebung nicht eindeutig voneinander zu unterscheidenden
submandibularen und sublingualen Speicheldrisen sind diese beim Zeichen der VOI als
submandibular-sublingualer-Speicheldrisen-Komplex ~ (SSC)  zusammengefasst.  Der
prozentuale Anteil des Uptakes in den Speicheldrisen ist zum Zeitpunkt des maximalen
Uptakes in der jeweiligen VOI in Prozent der gesamten injizierten Aktivitat (%ID) bestimmt.

Durch die nicht ausreichende Darstellung der Speicheldriisen in der CT-Untersuchung wurden
die SPECT-Bilder genutzt, um das Volumen der Speicheldriise zu bestimmen, auch wenn die
SPECT-Bildgebung methodenbedingt kein genaues bildgebendes Verfahren darstellt, um die
absolute GroRe eines Organs zu bestimmen. Um zwischen den verschiedenen Untersuchungen
vergleichbare Ergebnisse zu schaffen, wurde die VVolumenbestimmung jeweils bei gleicher

Kontrasteinstellung durchgefihrt.

Abbildung 2: Der Uptake in den PG und dem SSC
wurde durch manuelles Einzeichnen einer VOI um

das jeweilige Organ ermittelt.

Statistik
Die statistische Analyse der erhobenen Daten erfolgt mit R 3.4.1 (R Foundation for Statistical

Computing, Wien, Osterreich). Die Ergebnisse sind als Median, Interquartilabstand [IQR,
25. - 75. Perzentile] und Minimum und Maximum angegeben. Diese Werte wurden auch
mittels Boxplots dargestellt. Gepaarte Daten mit mehr als zwei Gruppen wurden mittels
Friedman-Test analysiert. Um den Alphafehler zu korrigieren, wurde die Bonferroni-Methode
angewandt. Um ungepaarte Daten zu vergleichen, wurde der Mann-Whitney-U (MWU) Test
genutzt. Ab einem p-Wert kleiner 0,05 wurden Unterschiede als signifikant gewertet. Der
Zusammenhang von zwei metrischen Parametern ist mittels Spearman’s rho-

Korrelationskoeffizient analysiert.
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3.3 Ergebnisse

Optimaler Aufnahmemodus fir dynamische Untersuchungen

Die ortliche Auflésung nimmt bei den verschiedenen SPECT-Aufnahmen mit abnehmendem
Pinhole-Durchmesser zu. Bei den Rattenaperturen ist dieser Effekt auf Grund der gréfieren
Durchmesser deutlicher ausgepragt als bei den Mausaperturen. Fur die Untersuchung der
Mause konnen Aufnahmen mittels Mausapertur mit ultrahoher Auflésung fur schnelle Scans
nicht empfohlen werden, da die geringe Verbesserung der raumlichen Auflésung verglichen
mit der hohen Auflésung der Mausapertur mit hoher Auflésung mit deutlicher Verminderung
der Z&hleffizienz um 75 % einhergeht. Die semi-stationdren und die stationdren Aufnahmen
zeigen nur gering schlechtere Ergebnisse als die konventionellen Aufnahmen in der rdumlichen
Auflésung. Jedoch ist die konventionelle Aufnahmetechnik im Verhaltnis zu der stationdren
und semi-stationdren Technik zu langsam, weshalb sie flr schnelle dynamische
Untersuchungen nicht geeignet ist. Der semi-stationare Aufnahmemodus fihrt zu einer nur
geringen Unterschatzung der Aktivitat (3 % im Verhaltnis zur konventionellen Aufnahme). Der
stationdre Aufnahmemodus fuhrt zu einer deutlich héheren Unterschatzung der Aktivitat um
ca. 13 %. Der stationdre Aufnahmemodus zeigt darlber hinaus bei der visuellen Auswertung
deutlich stérkere Streifenartefakte sowie raumliche Verzerrung der Ecken der Spritzen im
Vergleich zum semi-stationdren Modus. In den rekonstruierten Bildern ist auch das statistische
Rauschen bei den semi-stationiren Aufnahmen geringer. Einen Uberblick des Vergleiches der

verschiedenen Aufnahmetechniken zeigt Abbildung 3.

5 ml syringe

50 ml syringe

PN
W N
ok X4

conventional semi-stationary stationary

Abbildung 3: Darstellung der Auflésung in den verschiedenen Aufnahmetechniken einer 5 ml Spritze, einer

50 ml Spritze sowie des Jaszczak-Phantoms.
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So verbessert der semi-stationdre Aufnahmemodus signifikant die Madoglichkeiten des
nanoSPECT/CT bei schnellen dynamischen Untersuchungen, die mit rein konventioneller
SPECT-Aufnahmetechnik methodenbedingt nicht moglich sind.

Die Untersuchungen an den Nieren wurden daher im semi-stationdaren Aufnahmemodus
durchgefuhrt. Die entstandenen Zeit-Aktivitats-Kurven (time-activity curve, TAC) zeigen

dabei eine gute zeitliche Aufldsung.

Niere
Tabelle 1 zeigt die ermittelten Normwerte des Uptakes von **"Tc-MAG3 in der Niere in

Abhéngigkeit von Alter, Geschlecht und circadianem Rhythmus.

Tabelle 1: Tmax des ®™"Tc-MAG3 Uptake der Nieren in Abhingigkeit von Alter, Geschlecht und circadianem

Rhythmus.
Kidney (Tmax)
(minutes) 1 month 3 months 6 months 12 months 22 months
Age
sleep awake sleep awake sleep awake sleep awake sleep awake
Sex
median 1.7 1.9 1.8 1.7 2.3 2.2 2.5 2.3 2.7 2.5
[IQR] [1.7-1.8] | [1.8-2.2] | [1.7-1.9] | [1.6-1.8] | [2.1-2.5] | [2.1-2.3] | [2.3-2.6] | [2.1-2.5] |[2.6-3.0] | [2.2-2.8]
females
min-max 16-21 | 16-28 | 1.6-24 | 15-2.7 | 2.0-29 | 2.0-29 | 2.2-82 | 2041 | 2.0-44 | 2.0-33
no. of animals 6 6 12 12 10 10 9 9 6 6
median 2.1 1.5 1.6 1.6 1.6 1.6 2.0 1.8 2.3 1.8
[IQR] [2.0-2.4] | [1.4-1.6] | [1.6-1.6] | [1.4-1.7] | [1.6-1.7] | [1.4-1.7]| [1.6-2.1] | [1.7-1.8] | [1.9-3.0] | [1.6-1.9]
males
min-max 19-33 | 1417 | 1521 | 14-19 | 1519 | 1320 | 15-28 | 1520 | 1.7-76 | 15-34
no. of animals 6 6 11 12 10 10 9 8 8 8
Kinetik

Um Normwerte zu ermitteln, wurden die M&use mit Nierenfunktionsstérungen von der
Datenanalyse ausgeschlossen. Zu den Ausschlusskriterien z&hlen eine pathologische TAC mit
einem deutlich verspateten Tmax (> 5 min) und/oder eine Restaktivitdt in der Niere von 50 %
oder mehr der injizierten Aktivitdt am Ende der Akquisition.

Abbildung 4 zeigt eine typische TAC fiir den Nierenuptake und die Clearance bei gesunden
C57BL/6N Méusen. Die TAC von der rechten und der linken Niere sind bei allen Tieren nahezu
vollstandig kongruent. Der Unterschied belduft sich in den statistischen Analysen im Median

auf 2 % ([-0,5 —4,7] -24,3 — 30,1). Der Uptake von " Tc-MAGS3 steigt nach Injektion schnell
15



an und erreicht Tmax im Median bei 1,9 min ([1,6 —2,2] 1,3 —8,2), der Abfall ist deutlich
langsamer. So wird Tso erst bei 6,3 min ([5,4 —7,7] 4,0 —34,9) nach Injektion und T2s nach
10,4 min ([9,0 — 12,8] 6,6 — 34,9) erreicht. Am Ende der Akquisition bei 35 min sind noch ca.

10 % der Aktivitat in den Nieren zu finden.

4{ g Tmax L 0.14
—o— left kidney
—0— right kidney
31§ —0— aorta L 0.10

[=]
-
N

- 0.08

Kidney uptake [MBq]
[\]
Aorta uptake [MBq]

Time [min]

Abbildung 4: Zeit-Aktivitats-Kurven der Nieren sowie der Aorta einer einen Monat alten Maus. Dargestellt

ist der Uptake der Aorta sowie der linken und rechten Niere.

Alter

Die Untersuchungen zeigen einen Einfluss des Alters auf Tmax. Bei den einen Monat alten
Mausen wurde Tmax im Median bei 1,8 min ([1,6 —2,0] 1,4 — 3,3) erreicht, etwa 8 Sekunden
spater als bei Tieren im Alter von 3 Monaten (1,7 min [1,6 —1,8] 1,4 —2,7; p =0,035). Ab
diesem Alter wird der Zeitpunkt des maximalen Uptakes bis zum Alter von 22 Monaten
zunehmend spater erreicht (2,3 min [1,9 —-2,7] 1,5 -8,7; p < 0,001). Ebenso verhalten sich Tso

und T2s mit zunehmendem Alter.

Geschlecht

Unterschiede in Abhangigkeit vom Geschlecht zeigen sich deutlich im Erreichen von Tmax bei
der Nierenfunktionsszintigraphie (Abbildung 5). Tmax wird bei weiblichen Mdausen ca. 24
Sekunden spéter erreicht als bei méannlichen (weiblich: 2,1 min [1,8 — 2,5] 1,5 — 8,2; ménnlich:
1,7min [1,6 -19] 1,3-7,6; p<0,001). Im Alter von einem Monat kénnen noch keine
Unterschiede von Tmax in Abhéngigkeit vom Geschlecht nachgewiesen werden. Zu jedem der
ubrigen Alterszeitpunkte wird Tmax bei den weiblichen Mé&usen signifikant spater erreicht.

Jedoch werden keine signifikanten Unterschiede beim Erreichen von Tso gefunden (weiblich:
16



6,4 min [5,5-8,1] 4,0 —16,3; mannlich: 6,0 min [5,2-7,3] 4,0-34,9; p=0,19). Bei Tz
hingegen wurden erneut signifikante Unterschiede nachgewiesen, wobei erneut die weiblichen
Méuse Tos spater erreichen als die ménnlichen (weiblich: 10,8 min [9,7 — 13,2] 7,1 — 25,4,
méannliche Mause: 10,0 min [8,5 —12,4] 6,6 — 34,9; p = 0,030).

1 month 3 months 6 months 12 months 24 months
O 1 o o o o
= MWU-test, p = 0.503 - MWU-test, p < 0.001 = MWU-test, p < 0.001 = MWU-test, p < 0.001 - MWU-test, p = 0.002
°
o
— 0 - © © © 8 © - 2
£
E o - © - © - © - © -
x ® °
© °
£ Y1 o < - < . L [— < - > 9
= o = = —_— 8 —_— :
| — — | | ——— e | | | —— N
o o o - o o
T T T T T T T T T T
female male female male female male female male female male

Abbildung 5: Unterschiede im Zeitpunkt des maximalen **"Tc-MAG3 Uptakes in der Niere in Abhéngigkeit
vom Geschlecht in den verschiedenen Altersstufen
Circadianer Rhythmus
Auch der circadiane Rhythmus hat einen signifikanten Einfluss auf den Zeitpunkt des
Erreichens von Tmax. Wahrend der Schlafphase wird Tmax marginal spater erreicht als in der
Wachphase (Schlafphase: 2,0 min[1,7 - 2,4] 1,5 - 8,2; Wachphase: 1,8 min[1,6 - 2,1] 1,3 - 4,1;
p =0,019). Tso und T2s zeigten ebenso einen signifikant spateren Tmax in der Schlafphase (Tso:
Schlafphase 6,7 min [5,6 -8,9] 4,5-34,9; Wachphase 59 min [52-7,1] 4,0-28,4;
p = 0,003; T2s: Schlafphase 11,3 min [9,5 — 14,2] 6,6 — 34,9; Wachphase 9,8 min [8,8 — 11,5]
6,8 — 34,9; p = 0,003). Getrennt nach Geschlechtern, zeigen beide Geschlechter im Alter von
einem Monat Unterschiede in Abh&ngigkeit vom circadianen Rhythmus. Spéter im Alter von

22 Monaten kénnen die Unterschiede nur noch bei méannlichen Méusen beobachtet werden.

Speicheldrisen
Die Tabellen 2 und 3 zeigen die ermittelten Normwerten im Uptake von ®™TcO4in % ID in
den Speicheldriisen in Abhangigkeit von Alter, Geschlecht und circadianem Rhythmus bei der

Maus.
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Tabelle 2: ®"TcO, Uptake (%ID) der PG in Abhangigkeit von Alter, Geschlecht und circadianem Rhythmus.

(monglgs(; 1 month 3 months 6 months 12 months 24 months
Sex sleep awake | sleep awake | sleep Awake | sleep awake | sleep  awake
median 0.8 0.9 0.6 0.5 0.6 0.6 0.4 0.4 0.3 0.3
[IOR] [0.7-  [0.8- [0.5- [04- | [0.6- [05- | [0.4- [0.4- | [0.3- [0.3-
0.9] 0.9] 0.6] 0.6] 0.6] 0.6] 0.5] 0.5] 0.4] 0.3]
females iy | 07 07- | 03- 04 | 05  02- | 03 03 | 02- 03
max 11 1.2 0.9 0.6 0.7 0.7 0.5 0.6 0.4 0.3
no. of
animals 6 6 11 11 10 10 10 10 4 4
median 0.4 0.7 0.3 04 0.3 0.3 0.3 0.3 0.2 0.2
[IQR] [0.4- [0.6- | [0.3- [0.3- | [0.2- [0.2- | [0.2- [0.2- | [0.1- [0.2-
min — 0.5] 0.7] 0.4] 0.4] 0.3] 0.4] 0.3] 0.3] 0.2] 0.3]
males max 03 06 | 02 02 | 02- 02 | 01- 02 | 01- 0.1-
0.6 0.9 0.7 0.5 0.4 0.5 0.5 0.4 0.3 0.3
no. of
animals 6 6 11 11 11 10 10 10 8 8

Tabelle 3: ®*"TcO,4 Uptake (%ID) des SSC in Abhangigkeit von Alter, Geschlecht und circadianem Rhythmus.

(mon?f?s? 1 month 3 months 6 months 12 months 24 months
Sex sleep awake | sleep awake | sleep awake | sleep awake | sleep  awake
median 4.6 4.6 4.7 5.1 5.3 55 85 7.8 6.7 5.7
[IQR] [4.5- [4.5- [4.1- [45- | [6.1- [63- | [8.0- [6.9- [5.4- [5.3-
min — 54]  4.7] 5.0] 6.0] | 571 56] | 93] 88] | 91] 6.6]
females max 3.4- 4.0- 3.1- 3.5- 4.3- 0.6- 5.9- 6.0- 4.8- 5.2-
11.9 4.9 6.3 14.7 6.2 6.6 10.8 10.9 12.8 7.9
no. of
animals 6 6 11 11 10 10 10 10 4 4
median 3.7 4.0 7.9 8.4 122 7.9 16.0 8.2 105 11.3
[IQR] [3.5- [3.7- [6.6- [5.8- | [9.0- [6.3- | [13.4- [7.3- [9.7- [9.3-
45] 41] | 131] 12.8] | 14.8] 10.7] | 184] 14.7] | 11.2] 138]
min — 3.1- 2.8- 4.8- 3.3- 5.2- 4.3- 6.9- 4.8- 6.0- 8.2-
males max 56 42 | 169 139 | 178 168 | 195 207 | 115 148
no. of 6 6 11 11 11 10 10 10 8 8
animals

18



Kinetik

In Abbildung 6 ist ein typischer Verlauf des Speicheldriisen-Uptakes im Verhaltnis zur Zeit
wahrend der ersten 100 min nach Injektion von %™TcO4 zu sehen. Dabei zeigen die PG ein
deutlich friheres Tmax als der SSC (PG: 11,4 min [9,4—20,5] 7,4 —45,0; SSC: 78,8 min
[54,2 - 96,1] 13,9 -103,1). Die linke und rechte Parotis gleichen sich im Verhalten des
Uptakes. Die Exkretion gemessen als Tzs (75 % der Aktivitat noch nachweisbar) wird bei
beiden Speicheldriisen relativ spét erreicht. So findet sich Tzs bei den PG im Median nach
48,6 min ([38,6 — 60,1] 23,4 — 90,6). Tso lasst sich im Median bei 138,5 min ([125,6 — 174,9]
100,3 — 215,1) ermitteln. Beim SSC ist die Exkretionsrate so verlangsamt, dass schon Tzs beli

den meisten M&usen nicht im Untersuchungszeitraum erreicht wird.
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Abbildung 6: Zeit-Aktivitats-Kurven der Speicheldrisen einer drei Monate alten Maus.
Dargestellt ist der Uptake der SSC und der linken und rechten PG.

Alter

Ein Unterschied in Abhadngigkeit vom Alter der Mause wurde auch bei Tmax in den
Speicheldrisen gefunden. Beim SSC wurde ein spaterer Zeitpunkt des maximalen Uptakes mit
dem Alter festgestellt. Bei weiblichen M&usen ist dieser Unterschied signifikant (p = 0,05),
dagegen ist bei den mannlichen Mausen nur eine Tendenz (p = 0,08) zu spateren Tmax-Werten
nachzuweisen. Im Gegensatz zum SSC findet sich ein mit dem Alter zunehmend friiherer Tmax
in den PG: bei weiblichen Tieren ist der Effekt signifikant (p = 0,03), bei den ménnlichen
Mausen ist zwar derselbe Effekt zu sehen, jedoch zeigt sich auch hier nur eine nicht signifikante
Tendenz (p = 0,06).

Auch bei der Hohe des Uptakes wurden Unterschiede in Abhéngigkeit vom Alter bei den
Speicheldrisen nachgewiesen. So zeigen Mause beider Geschlechter eine signifikante
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Abnahme des Uptakes in den PG wéhrend des Alterns (weiblich: p =0,011, méannlich:
p <0,001).

Im Gegensatz zu den PG weist der SSC einen Anstieg des Uptakes wéhrend des
Alterungsprozesses auf. Jedoch ist dieser Unterschied nicht zwischen jeder Altersgruppe zu
sehen. So zeigt sich bei weiblichen Mausen ein signifikanter Anstieg des Uptakes nur ab einem
Alter von 6 Monaten (6 Monate: 5,4 %ID [5,1 - 5,7] 0,6 — 6,6; 12 Monate: 8,2 %ID [7,1 —9,0]
5,9-10,9; p<0,001). Bei den mannlichen Mdusen erfolgt ein signifikanter Anstieg des
9MTcO, Uptakes bereits bei den jiingsten Altersstufen (1 Monat: 3,8 %ID [3,6 — 4,1] 2,8 — 5,6;
3 Monate: 7,9 %ID [6,1—-13.3] 3,3-16,9; p<0,001). Bei den alteren Mausen bzw. im
Altersverlauf ist dann kein weiterer signifikanter Unterschied des Uptakes im SSC zu

beobachten.

Geschlecht

In den verschiedenen Altersgruppen gibt es bei den PG sowie beim SSC ebenfalls signifikante
Unterschiede zwischen mannlichen und weiblichen Mdusen, bei den PG jedoch nur bis zu
einem Alter von 12 Monaten (siehe Abbildung 7). In den gepoolten Daten der weiblichen bzw.
mannlichen Mause jeglichen Alters findet sich ebenfalls ein signifikanter Unterschied fir Tmax
zwischen den Geschlechtern: Bei den PG wird Tmax bei den weiblichen Mdusen signifikant
spater erreicht (weiblich: 18,3 min [12,4 — 25,7] 7,4 —45,0; ménnlich: 10,4 min [9,4 — 11,4]
7,4 —29,8; p <0.001). Beim SSC zeigen sich geschlechtsabhéngige Unterschiede im Erreichen
von Tmax hur bei Mausen bis zu einem Alter von 3 Monaten. Bei altersgepoolten Daten des SSC
ist kein signifikanter Unterschied mehr zu finden (weiblich: 73,0 min [56,9 — 95,1]
21,5-101,1; mannlich: 95,1 min [48,2 - 97,1] 13,9 — 103,1; p = 0,31).
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Abbildung 7: Unterschiede von Tmax des *™TcO, Uptakes in den PG (obere Reihe) und im SSC (untere Reihe)

0
!

in Abhéngigkeit vom Geschlecht in den verschiedenen Altersstufen.
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Bei der Hohe des Uptakes in %ID sind in jedem Alter geschlechtsabhéngige Unterschiede zu
finden (siehe Abbildung 8). Hier zeigen weibliche M&use einen signifikant htheren Uptake von
%MTcO,4 in den PG im Vergleich zu ménnlichen Mausen (weiblich: 0,5 %ID [0,4 —0,6]
0,2-1,2; mannlich: 0,3%ID [0,2-0,4] 0,1-0,9; p<0,001). Beim SSC sind die
geschlechtsabhangigen Unterschiede invers zu den Unterschieden der PG. Bei weiblichen
Méusen besteht in allen Altersgruppen bis auf die jlingsten Mé&use ein geringerer Uptake als bei
den mannlichen Tieren (weiblich: 5,6 %ID [4,7-6,7] 0,6 —14,7; méannlich: 9,2 %ID
[6,1—-13,7] 2,8 —20,7; p<0,001). Normiert auf das Volumen der Speicheldriisen, zeigen
jedoch die weiblichen Méuse wiederum einen héheren Uptake in %ID pro mm3 (weiblich:
0,110 %ID/mm? [0,097 —0,119] 0,013 —0,371; mannlich: 0,075 %ID/mm?® [0,060 — 0,088]
0,024 —0,118; p <0,001). In der jungsten Altersklasse zeigen weibliche Mé&use in Bezug auf
die PG einen hoheren Uptake von %MTcOs als im SSC (weiblich: 4,6 %ID [4,5—4,8]
3,4-11,9; mannlich: 3,8 %ID [3,6 — 4,1] 2,8 - 5,6; p = 0,014).
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Abbildung 8: Unterschiede des **™TcO4 Uptakes (%ID) in den PG (obere Reihe) und im SSC (untere

Reihe) in Abhéngigkeit vom Geschlecht in den verschiedenen Altersstufen.

Circadianer Rhythmus

Bei den Speicheldriisen wurden im Gegensatz zur Niere kaum signifikante Unterschiede in
Abhangigkeit vom circadianen Rhythmus gefunden.

Beim SSC zeigen nur die jingsten weiblichen Mause einen signifikanten Unterschied in

Abhangigkeit vom circadianen Rhythmus beim Zeitpunkt des Erreichens von Tmax
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(Schlafphase: 75,6 min [69,3-79,0] 64,9-95,1; Wachphase: 53,7 min [50,8-60,5]
46,1 —65,4; p=0,004). Die ménnlichen Mduse zeigen zu keinem Alter einen signifikanten
Unterschied (Schlafphase: 43,6 min [39,9-499] 31,5-61,4; Wachphase: 43,3 min
[36,6 —52,8] 27,3 -57,7; p = 0.8).

Bei den PG gibt es in keiner Altersgruppe, auch nicht bei getrennter Betrachtung der
mannlichen und weiblichen Mause, einen signifikanten Unterschied beim Erreichen von Tmax
in Abhangigkeit von der Tageszeit (p jeweils > 0,1).

Im Alter von drei Monaten zeigen weibliche Mé&use einen signifikanten Unterschied in der
Hohe des M TcOs-Uptakes in den PG beziiglich der Untersuchungszeit (Schlafphase: 0,6 %ID
[0,5-0,6] 0,3-0,9; Wachphase: 0,5 %ID [0,4-0,6] 0,4-0,6; p=0,034). Die ménnlichen
Mause hingegen weisen nur im Alter von einem Monat einen signifikanten Unterschied
(Schlafphase: 0,4 %ID [0,4-0,5] 0,3-0,6; Wachphase: 0,7 %ID [0,6-0,7] 0,6 -0,9;
p = 0.009) auf.

Beim SSC zeigen weder mannliche noch weibliche M&use zu keinem Alter einen relevanten

tageszeitabhangigen Unterschied beim Uptake von **™TcOs,.
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3.4 Diskussion

In den vorliegenden Studien wurden standardisierte Untersuchungsabldufe etabliert und
Normwerte flr die Nierenfunktions- sowie Speicheldriisenszintigraphie bei Mausen unter
Beachtung von mdglichen Einflussfaktoren wie Alter, Geschlecht und circadianem Rhythmus
ermittelt.

Stationdre, semi-stationdre sowie konventionelle SPECT-Aufnahmen erlauben quantitative,
dreidimensionale, nicht-invasive in-vivo Funktionsstudien an Labornagern (8, 22). Um Organe
mit einer GroRe wie der Niere einer Maus (ca. 12 x 7 x5 mm) oder kleinere Organe zu
untersuchen, sind Multi-Pinhole-Kollimatoren essentiell, da damit eine VergroRerung des
Sichtfeldes (FOV) sowie eine Erhéhung der Zahlrate und damit der Sensitivitat bei der
Aufnahme ohne Verringerung der ortlichen Auflésung gegenuber der Einzel-Pinhole
Aufnahme maoglich ist (23, 24). Multi-Pinhole Systeme erlauben eine Auflésung von 0,3 bis
2 mm (25). Diese hohe Auflosung ist fur die korrekte und separate Darstellung der Organe bei
Kleintieren notig, da bei M&usen die Nieren nahe am Gastrointestinaltrakt und der Gallenblase
gelegen sind — Organe, die aufgrund der Ausscheidung tber das hepatobilidre System (26, 27)
sowie Uber den Magen-Darm-Trakt (28) ebenfalls *MTc-MAG3 anreichern kdnnen. Ein
weiterer Vorteil des Kleintier-Multi-Pinhole SPECT Systems ist die geringe Anzahl der
Detektorpositionen, welche nétig ist, um dreidimensionale Bilder zu generieren. Selbst ohne
Detektorpositionswechsel koénnen im sogenannten stationdren Modus mit Multi-Pinhole
Detektoren dreidimensionale wenn auch rdumlich etwas verzerrte Bilder erstellt werden, bei
denen, wie wir zeigen konnten, die tatsachlich im Zielvolumen vorhandene Aktivitat jedoch
deutlich um ca. 13 % unterschatzt wird. Im semi-stationdren Modus mit einem einzigen
Detektorwechsel um 45° innerhalb eines Frames, d.h. innerhalb eines Aufnahmezeitpunktes,
sind sowohl die raumlichen Verzerrungen minimal als auch die Aktivitatsmessungen mit einer
Abweichung von nur etwa 3 % gegeniiber dem konventionellen SPECT-Standard sehr genau,
obwohl dieser Modus auf Grund des nur einmal erforderlichen Wechsels der Detektorposition
sehr schnelle Sequenzaufnahmen deutlich unter einer Minute erlaubt. Diese semi-stationare
Methode verbessert damit im Vergleich zur konventionellen SPECT mit ihren zahlreichen
notwendigen Detektorpositionen, und damit relativ langen Untersuchungszeiten, vor allem —
wie bereits in der ersten der vorliegenden Studien dargestellt — die schnelle dynamische
Bildgebung. Basierend auf den Ergebnissen dieser ersten methodischen Studie wurden die
longitudinalen Untersuchungen  zur  Erhebung  der  Normwerte  fir  die

Nierenfunktionsszintigraphie auf Grund der hierfur erforderlichen schnellen Bildfolge von 20 s
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im semi-stationdren Modus (10s pro Detektorposition) durchgefiihrt, wéhrend bei der
deutlichen langsameren Kinetik der Speicheldrisen die konventionelle Technik mit
zehnminutigen SPECT-Aufnahmen zur Erfassung der Speicheldrusenkinetik vollig

ausreichend ist.

Niere

Fur die verschiedensten systemischen Therapien in der Medizin sind Einflusse auf die
Nierenfunktion bekannt, z.B. bei Antibiotikatherapien (29), Chemotherapien bspw. mit
Cisplatin (30) oder bei Radioligandentherapien wie zum Beispiel *"’Lu-markiertes
Somatostatin (23, 31, 32) oder ""Lu- / ?®Ac-PSMA (33). Deshalb ist eine friine Detektion von
Veranderungen der Nierenfunktion zur Uberwachung der Nebenwirkungen solcher Therapien
von grofler Bedeutung. Hierflr wird standardméaRig die Bestimmung des Serumkreatinins
genutzt. Dieser Parameter ist jedoch auch von anderen Faktoren abhéngig, wie zum Beispiel
von der Muskelmasse des Patienten, von der nicht-renalen Ausscheidung des Kreatinins sowie
von der Proteinzufuhr mit der Nahrungsaufnahme (34). So kommt es zu einer eingeschrankten
Sensitivitat dieses Parameters unter bestimmten Bedingungen (35, 36). Ebenso ist ein relevanter
Anstieg des Serumkreatinins erst nach Abnahme der Nierenfunktion um Uber 50 % zu
beobachten (37). Die Nierenszintigraphie ist zur Feststellung von Nierenfunktionsstérungen
deutlich sensitiver. So wird in vielen klinischen und préaklinischen Studien die
Nierenszintigraphie genutzt, um die Nierenfunktion zu Uberwachen oder Einfllsse
nephroprotektiver bzw. nephrotoxischer Substanzen friihzeitig zu detektieren.

Aufgrund des friihen Zeitpunktes von Tmax zwischen 1,3 und 8,2 min nach Injektion mussten
die M&use mit einem intravendsen Katheter im Gerét positioniert werden. Der Scan wurde
direkt vor Injektion gestartet, um das Anfluten des Radiopharmakons in den Nieren sicher zu
erfassen. Bei gesunden Mausen erwiesen sich Untersuchungszeiten von 30 — 40 min als
ausreichend, um neben Tmax auch Tso und T2s zu ermitteln. Eine semi-stationdre SPECT-
Aufnahmetechnik mit Multi-Pinhole-Kollimatoren ist dringend zu empfehlen, da trotz
Reduzierung der Gantry-Positionen eine hohe rdumliche und zeitliche Auflésung bei der
Bildrekonstruktion ebenso wie eine zuverldssig genaue Quantifizierung des Uptakes
gewadhrleistet wird. Diese Aufnahmetechnik ermoglicht somit eine schnelle dynamische
Bildgebung, um die korrekten quantitativen Parameter der Nierenfunktion zu ermitteln (38).
Eine methodenbedingte Limitation dieser Studie ist, dass die direkte Messung der renalen
Clearance bei der Maus mittels mehrmaliger Blutproben bei einem Blutvolumen von nur 1,7

ml bei einer 25 g schweren Maus nicht méglich ist. Deshalb wurde in der vorliegenden Studie
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Tso der Aorta genutzt, um die Clearance des Radiopharmakons als Verschwinderate aus dem
Blutvolumen der Aorta zu berechnen. Tmax der Aorta wird jedoch bereits innerhalb weniger
Sekunden nach Injektion erreicht, was aufgrund der im Vergleich dazu langen Zeit pro
Detektorposition von 10 Sekunden sowie der Detektorrotationszeit nicht exakt erfasst werden
kann. Der Anstieg bis Tmax ist mit der verfligbaren Untersuchungstechnik somit nicht sicher zu
ermitteln. Auch die langsame Injektion Uber einen Zeitraum von 15 — 20 Sekunden wegen
maoglicher kardialer Nebenwirkungen bei schneller Bolusinjektion hatte einen Einfluss auf Tmax
der Aorta. Auf Grund dieser methodischen Limitationen wurde in den einzelnen Untergruppen
kein signifikanter Unterschied von Tmax der Aorta in Abhé&ngigkeit von Geschlecht, Alter oder
circadianem Rhythmus gefunden, weshalb dieser Parameter bei der SPECT-basierten
Nierenfunktionsszintigraphie eher irrelevant scheint.

Kinetik

Die TAC von Nieren der Mduse gleicht denen, die bei Menschen beschrieben sind (39). So ist
der ermittelte Zeitpunkt flir Tmax der Nieren in der vorliegenden Studie &hnlich der bei
Menschen mit ca. 5 min (40, 41). Tso tritt bei den Mé&usen jedoch friiher als bei Menschen auf

(Maus: 6 min (min-max: 3,9 — 12,8 min; Mensch ca. 15 min).

Alter

Dass sich die Nierenfunktion mit dem Alter verandert, ist bereits lange bekannt. Bei Menschen
ist eine chronisch abnehmende Nierenfunktion mit zunehmendem Alter beschrieben (42). Es
ist weiterhin bekannt, dass nicht nur die glomerulére Filtrationsrate, sondern auch die Clearance
von ®MTc-MAG3 im Alter abnehmen (43). Diese Veranderungen scheinen auf histologischen
Verdnderungen zu basieren. Bridges et al. (2017) zeigen, dass eine Glomerularsklerose, eine
glomeruldre und tubuldre Hypertrophie sowie eine tubulo-intestinale Fibrose die
Plasmaflussrate in der Niere herabsetzen und dadurch zu einer Abnahme der glomeruléren
Filtrationsrate und damit der Abnahme der Nierenfunktion fiihren (44). Studien mit Ratten
zeigten ebenso eine Anderung der Nierenfunktion im Alter in Abhéangigkeit von der
mesangialen Proliferation sowie der Dicke der Basalmembran und der glomerul&ren Sklerose.
Daraus resultiert eine Abnahme der Nierenfunktion durch die Veradnderung der Flussrate in den
Nieren sowie der glomeruléren Filtrationsrate (45).

In der vorliegenden Studie werden diese Veranderungen in Abhéngigkeit vom Alter durch das
spatere Erreichen von Tmax in der Nierenszintigraphie wiedergespiegelt. Dies passt zu den o0.g.

und bereits vielfach beschriebenen histologischen Verédnderungen der Organe wahrend des
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Alterns. So zeigen die Untersuchungen an den Nieren nicht nur einen dazu passenden
zunehmend spéteren Tmax im Alter, sondern auch eine verlangsamte Exkretion mit spéter

auftretenden Tso und Tas.

Geschlecht

Auch geschlechtsabhéngige Unterschiede der Nierenfunktion beim Menschen sind bekannt,
insbesondere bei der Entwicklung von chronischen Nierenerkrankungen. Bei Mannern zeigt
sich ein schnelleres VVoranschreiten der Erkrankung als bei Frauen (46, 47). Studien fiihren
diese Unterschiede auf den Sexualhormonspiegel im Blut zuriick (48). An Ratten konnte
beispielsweise gezeigt werden, dass durch eine Orchiektomie Symptome einer chronischen
Niereninsuffizienz, wie zum Beispiel Proteinurie, reduziert werden kdnnen; hingegen fiihrt eine
steigende Testosteronkonzentrationen im Blut zu einer raschen Progression der Erkrankung
(46, 49, 50). Auch bei Ratten wird den weiblichen Sexualhormonen ein protektiver Einfluss auf
die Nierenfunktion zugesprochen (46, 51).

In der vorliegenden Studie zeigen die jungsten, noch nicht geschlechtsreifen Mause keinen
geschlechtsabhangigen Unterschied in der TAC. Ab dem Erwachsenenalter finden sich
geschlechtsspezifische Unterschiede, allerdings wird — anders als auf Grund der Literatur

erwartet — bei weiblichen Mausen Tmax Signifikant spater erreicht als bei ménnlichen Méausen.

Circadianer Rhythmus

Der circadiane Rhythmus ist durch Einflisse von aulen — wie zum Beispiel Licht und
Dunkelheit — sowie durch innere Einfliisse, und zwar iber den Hypothalamus, gesteuert. Durch
die Hypothalamus-Hypophysen-Achse ist der hormonelle Haushalt tageszeitabhéngig. So ist
anzunehmen, dass ebenso die Nierenfunktion dem circadianen Rhythmus folgt. Hier spielt vor
allem das antidiuretische Hormon (ADH) eine Rolle, welches im Hypothalamus gebildet und
aus dem Hypophysenhinterlappen freigesetzt wird (52). ADH beeinflusst einerseits die Wasser-
und Elektrolytresorption in der Niere, zum anderen durch eine vasopressive Wirkung den
Blutdruck. Es wurde herausgefunden, dass die Nierenfunktion im Rahmen ihres circadianen
Zyklus vor allem den tageszeitlichen Aktivitatsphasen folgt. Studien zeigten, dass die
glomerulére Filtrationsrate beim Menschen um 5 % wahrend der Aktivitat ansteigt (53, 54).
Auch ist tageszeit- bzw. aktivitatsabhéngig eine Anpassung des Blutdruckes nétig. Diese
Anpassung geschieht zum einen durch das vegetative Nervensystem durch das Wechselspiel
des Parasympathikus und des Sympathikus, zum anderen durch die tageszeitabhangig

wechselnde Reninaktivitit und Aldosteronsekretion. Die hdchste Reninaktivitdt beim
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Menschen wurde am Morgen nachgewiesen (55). So wie die Nierenfunktion in Abhangigkeit
von der Tageszeit variiert, sind auch tageszeitliche Unterschiede von Aufnahme und Exkretion
von ¥MTc-MAG3 zu erwarten. Aufgrund der geringeren Hydratation wahrend des Schlafens ist
ein Einfluss von Schlaf- und Wachphase auf die Exkretion des Tracers zu erwarten, da Achong
et al. (2003) eine veranderte Exkretion von %*™Tc-MAG3 bei Dehydratation (56) zeigen
konnten. Ebenso konnte eine steigende Aminoséaure-Absorption in der Niere von M&usen
wéhrend der Wachphase nachgewiesen werden, welche auf einer tageszeitlich
unterschiedlichen mRNA Expression der Aminosaure-Transporter im proximalen Tubulus
beruht (53).

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen nur teilweise eine Abhédngigkeit vom
circadianen Rhythmus. Bei den jungen sowie den senilen ménnlichen Mdusen wird ein deutlich
friiherer Tmax wahrend der Wachphase nachgewiesen. Die tibrigen M&use unabhangig von Alter
oder Geschlecht zeigen dagegen keinen signifikanten Unterschied in Abhangigkeit vom
circadianen Rhythmus. Diese Differenz zur Literatur konnte evtl. durch die Interaktion des
Menschen mit der Maus wahrend der Versuchsvorbereitung und Durchfuhrung erklért werden,
wodurch auf Grund des damit verbundenen Stresses insbesondere in der Schlafphase

physiologische Unterschiede zwischen Schlaf- und Wachphase nivelliert werden kénnten.

Speicheldrisen

Der Zeitpunkt des maximalen **™TcO4-Uptakes der Speicheldriisen bei der Maus erfolgt bei
den PG zwischen 7 und 45 min (Median 11,4 min). Bei dem SSC wird Tmax mit einem Median
von 78,8 min (14 — 103 min) deutlich spéter erreicht.

Auch beim maximalen Uptake von ®™TcO, sind deutliche Unterschiede zwischen PG und SSC
zu beobachten: beim SSC ist der Uptake deutlich hoéher als bei den PG (SSC: 6.7 %ID
[4.9-10.2] 0.6 —20.7; PG: 0.4 %ID [0.3—-0.6] 0.1 - 1.2). Dieses Ergebnis kann durch die
unterschiedlichen Funktionen der einzelnen Speicheldriisen erklart werden. Deutlich wird
dieser Unterschied bei den Speicheldriisen der M&use zum Beispiel in der Féhigkeit, Jod zu
konzentrieren. Das Verhaltnis von der Konzentration von Jod im Speichel zu Serum betrégt bei
den PG der Mduse 0,59 und bei den submandibuléren Drisen 5,1 (57). Der Unterschied in der
Konzentrationsfahigkeit von Jod in den verschiedenen Speicheldriisen der Mduse liegt an den
unterschiedlichen Ausfliihrungsgangen der einzelnen Drisen (58). So kénnen die
submandibularen Speicheldrisen 31 am besten konzentrieren, die Fahigkeit ist bei den
sublingualen am wenigsten ausgepragt. Auch beim Menschen sind Unterschiede im Verhalten

vom %™TcO4-Uptake durch Hermann et al. (1998) bei den einzelnen Speicheldriisen
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beschrieben: Die PG zeigen einen hdheren Uptake sowie eine héhere Exkretionsfraktion im

Vergleich zu den submandibularen Drisen (59).

Alter

Verénderungen bei den Speicheldriisen in Abhangigkeit vom Alter sind beim Menschen
bekannt, welche sich vor allem mit abnehmendem Speichelfluss und somit Mundtrockenheit
im Alter bemerkbar machen (60, 61). Histologisch ist eine zunehmende Fibrose der
Ausfiihrungsgange und eine Atrophie der Azini nachgewiesen (62). So beschreiben Choi et al.
(2013) histologische Unterschiede in den Speicheldriisen in Abhangigkeit vom Alter bei
Untersuchung an C57BL/6-Mausen: 30 Wochen alte Mé&use zeigen im Vergleich zu 90 Wochen
alten Tiere eine normale Drisenstruktur mit dicht gelegenen Azini und gut entwickeltem
Gangsystem. Die 90 Wochen alten Tiere zeigen eine Atrophie der Azinuszellen, eine Zunahme
der Anzahl der Vakuolen, der Lymphozyteninfiltration, der apoptotischen Zellen sowie eine
periduktale und perivaskulére Fibrose (63). Auch bei Ratten sind &hnliche VVerédnderungen wie
die Abnahme der Zellen der Ausfiihrungsgange wéhrend des Alterungsprozesses nachgewiesen
(64). Neben den Nagetieren zeigen auch die Speicheldriisen des Menschen histologische
Veranderungen wahrend des Alterungsprozesses, wie z.B. eine Abnahme des Azinusvolumens
vom Erwachsenenalter zum Seniorenalter (65-67). Auch nimmt bei gesunden 80-jahrigen der
Speichelfluss deutlich ab (60).

Die vorliegende Studie kann den Einfluss des Alters in der Speicheldriisenszintigraphie
nachvollziehen. Wie durch die beschriebenen histologischen Unterschiede zu erwarten, wurde
nicht nur ein spateres Auftreten von Tmax beobachtet, sondern ebenso eine Abnahme des
Uptakes in %ID mit zunehmenden Alter.

Geschlecht

Geschlechtsabhéngige Unterschiede bei den Speicheldriisen der Maus sind bekannt. Bei den
Speicheldrusen sind vor allem histologische Unterschiede nachgewiesen. So zeigen weibliche
Mause kleinere Azinuszellen als ménnliche M&use mit geringerer Granulation (18, 68, 69). Bei
submandibularen Drusen von mannlichen M&usen konnten dominante Ausfiihrungsgange mit
groReren duktalen Epithelzellen und héherer Anzahl nachgewiesen werden als bei weiblichen.
Bei weiblichen Mdausen dominieren dagegen im Gesamtbild die Azinuszellen (70, 71).
Sexualhormone beeinflussen die Speicheldriisengrofle: Testosteron stimuliert bspw. den
Wachstumsfaktor der submandibularen Speicheldrisen (72). Weitere Unterschiede zeigen sich

in der Struktur der Ausfuhrungsgange: Weibliche Mause weisen im Gegensatz zu méannlichen
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in den submandibularen Speicheldriisen mehr Streifenstiicke und lange Ausfuhrungsgange
(> 20 Zellen) auf (73). Es konnten auch zwischengeschaltete, granulierte Epithelzellen
gefunden werden, welche bei ménnlichen Mé&usen fehlen (74, 75). In den PG der Mé&use ist der
NIS in den Ausfuhrungsgéngen nachgewiesen (76). Aufgrund der langeren Ausfiihrungsgange
bei weiblichen Mausen ist anzunehmen, dass dadurch vermehrt vorhandene NIS zu einer
erhéhten Transportkapazitat von Jod und %MTcO, fiinren, welche zu einem erhéhten Uptake —
wie in der vorliegenden Studie gezeigt — bei weiblichen Mé&usen flhrt. Ebenso konnte bei
méannlichen Mdusen vor allem beim SSC ein signifikant groReres Volumen im Vergleich zu

den weiblichen Mdusen gezeigt werden, bei den PG besteht dieser Unterschied jedoch nicht.

Circadianer Rhythmus

Es ist bekannt, dass der Speichelfluss dem circadianen Rhythmus folgt (77-79). Die
Unterschiede in Abhéngigkeit vom circadianen Rhythmus zeigen sich beim Speichel nicht nur
im Fluss, sondern auch in der Zusammensetzung. Hierbei spielt der tageszeitabhéngige Einbau
von Agquaporin 5, einem Kanalprotein in den Ausfiihrungsgéngen der Speicheldriisen, eine
Rolle (80). Beim Menschen wird der maximale Speichelfluss am Abend um 18:00 Uhr, der
minimale am Morgen um 6:00 Uhr beobachtet (77). Die Unterschiede in der Zusammensetzung
wurden vor allem in den enthaltenen Proteinen sowie in der Elektrolytkonzentration von Na,
Cl" und K" gefunden. Interessanterweise senkt eine erhdhte Aktivitat des sympathischen
Nervensystems die Speichelflussrate sowie auch die Konzentration der enthaltenen Proteine
(81).

Die vorliegende Studie zeigt nur bei den PG der jungsten weiblichen M&use sowie beim SSC
der jlngsten méannlichen Méuse einen signifikanten Unterschied in Abhé&ngigkeit vom
circadianen Rhythmus, alle anderen Alters- und Geschlechtsgruppierungen wiesen keine
signifikanten Unterscheide bezlglich der Tageszeit auf.

Der geringe Einfluss des circadianen Rhythmus auf die Speicheldrisenfunktionsszintigraphie
bei der Maus mag daran liegen, dass auch hier durch die Interaktion mit dem Menschen

Unterschiede zwischen Schlaf- und Wachphase nicht zum Tragen kommen.

Schlussfolgerung

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass flr schnelle dynamische dreidimensionale Untersuchungen
der Nierenfunktion bei der Maus die semi-stationdre SPECT sehr gut geeignet ist, da sie bei

vernachl&ssigharem systematischen Fehler eine hohe rdumliche Auflésung bei ausreichender

29



Schnelligkeit ermdglicht. Dahingegen l&sst sich die Speicheldriisenfunktion sehr gut mit der
konventionellen jedoch in der Zeitauflosung deutlich langsameren SPECT untersuchen, die den
Standard der quantitativen dreidimensionalen Bildgebung darstelit.

Sowohl Alter als auch Geschlecht zeigen signifikante Einfliisse auf die Ergebnisse bei der
Nieren- und Speicheldriisenszintigraphie. Im Gegensatz dazu ist der Einfluss des circadianen
Rhythmus von geringer Bedeutung. Fur zukiinftige tierexperimentelle Untersuchungen miissen
somit die Variablen Alter und Geschlecht beachtet werden. Die Tageszeit der
Versuchsdurchfiihrung erscheint jedoch als Einflussfaktor vernachlassigbar.

So beschreiben die vorliegenden Studien einerseits eine optimierte und standardisierte
Vorgehensweise zur Nierenfunktions- und Speicheldrisenszintigraphie bei Mausen und stellen
andererseits eine solide Grundlage fir die zukunftige tierexperimentelle Forschung an M&usen
dar. Durch die Berucksichtigung der Variablen Alter und Geschlecht kann zudem die Streuung
der Ergebnisse verringert und somit die nétige Tieranzahl im Sinne des Tierschutzes reduziert
werden.

Weiterhin stellen diese Normwerte eine systematische Datengrundlage zur Verfugung, auf die
bei der Untersuchung von Nebenwirkungen an Speicheldriisen oder Nieren im Rahmen der
Entwicklung von neuen Therapeutika z.B. in der Radioligandentherapie, Chemotherapie oder
anderen Therapien, welche die Funktion von Nieren oder Speicheldriisen beeinflussen kénnen,

zuriickgegriffen werden kann.
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