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1 Abstract deutsch

Einleitung: Ziel dieser Arbeit war die Etablierung der szintigraphischen Untersuchungs-
verfahren Skelett-PET und Nierenfunktionsszintigraphie bei Méusen sowie die Erhebung von
Normwerten fiir den Uptake radioaktiver Tracer in Knochen und Niere in Bezug auf Alter,
Geschlecht und zirkadianem Rhythmus. Des Weiteren wurden zwei Mausstimme beziiglich
Unterschieden in den Nierenparametern verglichen, sowie SCID-Méuse auf

Nierenschidigungen nach '7’Lu-Somatostatin-Rezeptor-Liganden-Therapie untersucht.

Methodik: Der Knochen-Uptake von '8F-Na wurde mittels dynamischer und statischer
Kleintier-PET/MRT ermittelt und die Nierenfunktion mittels dynamischer semistationdrer
Kleintier-SPECT-Akquisitionen mit *"Tc-MAG3. Um die Einflussfaktoren Alter, Geschlecht
und zirkadianer Rhythmus zu untersuchen, wurden in zwei Studien jeweils 12 weibliche und
12 ménnliche C57BL/6N-M4iuse im Alter von 1-24 Monaten mehrmals jeweils wihrend der
Ruhephase sowie der Wachphase in Isoflurannarkose untersucht. In der dritten Studie wurden
vergleichend 12 weibliche und 12 ménnliche gesunde SCID-Miuse beziiglich der
Nierenfunktion sowie der Effekt der !"’Lu-Therapie bei weiteren 6 weiblichen SCID-Mausen

mit neuroendokrinen Tumoren untersucht.

Ergebnisse: Der hochste Knochen-Uptake trat im Alter von 1 Monat mit einem Abfall
(p<0,001) mit 3 Monaten auf, tendenziell gefolgt von einem Anstieg ab 13 Monaten. Bei den
Nieren zeigte sich ebenfalls ein altersabhéngiger Einfluss auf Tmax. Bei 1 Monate alten Tieren
erfolgte Tmax spéter als im Alter von 3 Monaten (p=0,035). Im weiteren Altersverlauf zeigten
die Miuse einen kontinuierlich spiteren Zeitpunkt von Tmax bis 22 Monate (p<0,001).
Weibchen zeigten ein kleineres Knochenvolumen als Mannchen (p=<0,001). Zudem zeigten
Weibchen sowohl einen hoheren Gesamt-Uptake (p=0,026) als auch einen hoéheren Uptake je
ml Knochengewebe (p<0,001). Bei der Nierenfunktion zeigten Weibchen ab einem Alter von
3 Monaten ein spéteres Tmax als Madnnchen (p<0,001).

Nur bei Weibchen im Alter von 3 und 6 Monaten zeigte sich ein signifikant hoherer Knochen-
Uptake wihrend der Ruhephase. Nur in gepoolten Daten der Nierenstudie erfolgte Tmax
wihrend der Ruhephase spéter als wahrend der Wachphase (p=0,019).

Beim Vergleich zwischen C57BL/6N und SCID Méusen zeigten sich signifikante geschlechts-
abhingige Unterschiede in den Nieren-Uptake-Kinetiken. Auflerdem konnte eine

Verschlechterung der Nierenfunktion durch '7’Lu-Therapie nachgewiesen werden.



Schlussfolgerung: Geschlecht, Alter und zirkadianer Rhythmus sind wichtige Einflussfaktoren
bei szintigraphischen Untersuchungen des Skeletts und der Nieren bei Méusen. Daher miissen
beim Studiendesign beziiglich des Knochen-Uptakes neben dem Geschlecht der Tiere bei
Minnchen das Alter und bei Weibchen das Alter sowie der zirkadiane Rhythmus als
Einflussfaktoren berlicksichtigt werden. Bei Nierenstudien sollten die Faktoren Alter und
Geschlecht beriicksichtigt werden, wéhrend der zirkadiane Rhythmus vernachléssigbar
erscheint. Zur Beurteilung einer Nephrotoxizitidt im Rahmen experimenteller Therapiestudien
ist die Etablierung von Normwerten in Abhdngigkeit von Mausstamm, Alter und Geschlecht

wichtig.

2 Abstract english

Introduction: The aim of this thesis was to establish the scintigraphic procedures bone-PET
and kidney-SPECT for mice and collect normal uptake values of radioactive tracers in bone
and kidneys with regard to age, sex and circadian rhythm. Furthermore, a comparison of two
different strains of mice was conducted to check for differences in scintigraphic kidney
parameters. Additionally, SCID mice were tested for kidney damage after treatment with !’"Lu-

somatostatine receptor ligands therapy.

Methods: Bone uptake of 'F-Na was determined using dynamic and static PET/MR while
kidney function was measured by dynamic semi-stationary SPECT with *™Tc¢-MAG3. To
investigate a potential effect of age, sex and circadian rhythm in two studies, 12 female and 12
male C57BL/6N mice, respectively, were anaesthetised with isoflurane and imaged several
times between 1-24 months of age during sleep and awake phase. In a third comparative study,
kidney function was investigated in 12 female and 12 male healthy SCID as well as the effect

of "Lu-therapy in further 6 female SCID mice with neuroendocrine tumours.

Results: The highest uptake in bone was found at age 1 month with a decrease (p<0.001) at age
3 months, followed by a non-significant increase from age 13 months. There was also an age-
related impact on kidney function with respect to Tmax. At age 1 month, mice reached Tmax
significantly later than at 3 months (p=0.035). As mice grew older, Tmax was continuously
reached at later time points until 22 months (p<0.001).

Females revealed a smaller bone volume than males (p<0.001). Moreover, females showed both

a higher total uptake in bone (p=0.026) and a higher uptake per ml bone volume (p<0.001). In



kidney function studies, females reached Tmax later than males from 3 months onwards
(p<0.001).

Only in females at the age of 3 and 6 months a higher bone uptake during sleep phase occurred.
Only pooled kidney data indicate a later Tmax during sleep phase (p=0.019) than during awake
phase.

Comparing C57BL/6N and SCID mice, significant sex related differences in kidney uptake

kinetics were found. Furthermore, kidney damage could be indicated after !7’Lu-therapy.

Conclusion: Sex, age and circadian rthythm are important factors of influence on scintigraphic
imaging of the skeleton and kidney function in mice. Thus, for studies on bone uptake sex in
general, and in males age, and in females age and circadian rhythm should be taken into
account. For studies on kidney function, sex and age are important parameters while circadian
rhythm seems negligible. For the assessment of nephrotoxic effects of experimental treatment
regimens, the establishment of normal values with respect to mouse strain, age and sex seems

important.



3 Zusammenfassung
3.1 Einleitung

In der Nuklearmedizin kommt es zur Anwendung von offenen Radionukiden zu funktions- und
lokalisationsdiagnostischen sowie therapeutischen Zwecken. Hierbei wird bei der Entwicklung
und Priifung neuer Radiopharmazeutika (Tracer, Kopplung eines Radionuklids an einen
Vektor) fiir die bildgebende Diagnostik sowie fiir die Therapie verschiedener Erkrankungen
hdufig als Tiermodell die Maus verwendet. Die Ermittlung von Normwerten zur Darstellung
von Organfunktionen und Detektion von Einflussfaktoren bei der Maus stellt somit eine
essentielle Grundlage fiir die weitere experimentelle Forschung und translationale Medizin dar.
Der Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit liegt auf der Erhebung von Normwerten fiir den '3F-
Natriumfluorid('*F-NaF)-Knochenstoffwechsel bei Mausen in Abhingigkeit von Alter, Ge-
schlecht und zirkadianem Rhythmus. Hierflir wurde ein Positronen-Emissions-Tomographie-
gerit (PET) verwendet, das den B*-Zerfall des Positronenstrahlers '8Fluor indirekt mittels der
daraus entstehenden Vernichtungsstrahlung in Form von zwei Photonen detektiert. Des Wei-
teren wurden bei Méusen Nierenfunktionsuntersuchungen mit *"Technetium-Mercaptoacetyl-
triglycin (**™Tc-MAG3) durchgefiihrt. AnschlieBend wurden zusétzlich die Nierenfunktion
zweier Mausstdmme verglichen, sowie die Untersuchung des Einflusses einer onkologischen
Radionuklidtherapie auf die Nierenfunktion durchgefiihrt. Hierfiir diente ein Single-Photonen-
Emissions-Computer-Tomographiegeréit (SPECT) zur Darstellung des Verteilungsmusters des
y-Strahlers **™Technetium (**™Tc¢).

In der Medizin wird '8F-NaF meist in der Onkologie zur Visualisierung von Skelettmetastasen
genutzt!. Ebenso kommt '8F-NaF bei entziindlichen Gelenkerkrankungen mit Knochen-
beteiligung wie Arthritis, Autoimmunerkrankungen oder degenerativen Erkrankungen wie
Osteoporose zum Einsatz?*. Erstmalig verwendet wurde es 1962 von Blau et al.. Da die damals
verwendeten Gammakameras aber nicht auf die hohe Emission von 511 keV von !8F ausgelegt
waren, wurden zunehmend andere **™Tc-markierte Knochentracer bevorzugt™ ®. Die Einfiih-
rung von PET-Geriten seit 1975 hat die Verwendung von '®F-NaF befordert, allerdings sind
wesentliche Nachteile die hohen Anschaffungskosten der PET-Gerite, wenige Zyklotrone zur
Herstellung der PET-Tracer und damit lange Transportwege’. Mit der Entwicklung von
mTechnetium-Methyldiphosphonat (*™Tc-MDP) in den 1970ger Jahren bestand lange kein

klinisches Interesse an '8F-NaF. Bis heute ist die Nutzung von **"Tc¢c-MDP als Knochentracer



weit verbreitet, wihrend '8F-NaF primédr fiir wissenschaftliche Fragestellungen eingesetzt
wird”?.

Mit der Zunahme der Bedeutsamkeit von '*F-Fluorodeoxyglucose (**F-FDG) als Tracer in der
onkologischen Diagnostik kam es zu einem Anstieg von PET-Geréten in nuklearmedizinischen
Kliniken sowie zur Optimierung der Herstellung von PET-Tracern und der Transportwege’.
Folglich gewann '8F-NaF als Nebenprodukt bei der Herstellung von '8F-FDG zunehmend mehr
wissenschaftliches Interesse. Die Entwicklung von Hybridgerdten in Kombination mit der
Computer-Tomographie (CT) oder Magnet-Resonanz-Tomographie (MRT) wie PET/CT und
PET/MRT seit 2001 steigerte die Ortsauflosung auf bis zu 4 mm bei Geréten fiir den klinischen
Gebrauch und damit die Genauigkeit der Untersuchung!®. Zwei Studien von Hillner et al.
(2014) bestitigten die Uberlegenheit der PET-Untersuchung mit '8F-NaF gegeniiber der
Skelettszintigraphie und der SPECT. Sie konnten aufzeigen, dass durch die Erfassung selbst
kleiner Lésionen im Knochen das Therapieregime bei Tumorerkrankungen friihzeitig verandert
wurde!!> 12,

Aufgrund der aktuell hoheren Kosten einer PET-Untersuchung im Vergleich zur SPECT-
Untersuchung sowie der geringeren Verbreitung von PET-Geréten und den héheren Kosten bei
der Herstellung von '8F-NaF sowie der geringeren Halbwertszeit (109,8 min) und somit einer
groBeren Zeitabhéngigkeit bei den Untersuchungen mit '8F-NaF, ist die Verwendung von
9mTc-MDP bei Knochenuntersuchungen weiterhin das Mittel der Wahl 7 13- 14, Ein Vorteil von
BF-NaF ist die geringere Untersuchungszeit der PET-Gerdte, wodurch es zu weniger
Bewegungsartefakten kommt; auch wird das Radionuklid durch die geringere Halbwertzeit
schneller aus dem Korper eliminiert 7 3. Ebenfalls spielt '®F-NaF insbesondere in der
nuklearmedizinischen Knochenstoffwechselforschung eine wesentliche Rolle.

Erste nuklearmedizinische Untersuchungen der Niere fanden bereits 1956 mit *!Tod-Diodrast

statt!>: 16

und haben sich seitdem stetig weiterentwickelt. Wurden damals mittels dieser
Untersuchungen Nierenbeckenstenosen, Nierenarterienstenosen und die tubuldre Nekrose
nachgewiesen!’, liegt der heutige Fokus hauptsichlich auf der Funktionsdarstellung durch die
Ermittlung der renalen Clearance, der Funktions-Seitentrennung sowie der Detektion von
Funktions- und AbfluBstorungen'®. Hierbei ist die Ausscheidung des Tracers iiber die Nieren
in Abhingigkeit von der Zeit besonders relevant. Der maximale Uptake (Tmax), die
Eliminierung der Strahlung um die Hilfte (Tso bezogen auf Tmax)'*2! sowie von 75 % (T2s) sind
wichtige diagnostische Parameter. Alter, Geschlecht und zirkadianer Rhythmus sind Faktoren,

die Einfluss auf diese Parameter haben konnen. *™Tc-MAG3 ist der heutzutage verwendete

Standardtracer fiir die Nierenszintigraphie, es wird tubuldr aufgenommen und sezerniert®2,



Hiufig werden Radionuklide, die in der Therapie eingesetzt werden, {iber die Nieren ausge-
schieden bzw. teilweise in diesen tubuldr akkumuliert und kdnnen somit die Nierenfunktion
beeinflussen. Dies kann schwerwiegende Folgen fiir den gesamten Organismus haben, da die
Niere neben der Entgiftung des Kdrpers auch fiir die Regulation des Elektrolyt- und Fliissig-
keitshaushaltes, des pH-Wertes im Blut, des Blutdrucks, sowie der Vitamin-D-Produktion und
der Blutbildung durch die Produktion von Erythropoetin zustindig ist. Daher ist von groBer
Bedeutung, dass bei der Entwicklung neuer Radionuklidtherapien ein negativer Einfluss auf die
Nierenfunktion minimiert wird.

Die vorliegende Arbeit wurde initiiert, da bis zum heutigen Stand nur wenige Studien zum
Knochen-Uptake von '8F-NaF und zu Nierenfunktionsuntersuchungen mit *™Tc-MAG3 bei
Mausen existieren und keinerlei Vergleichs/Normwerte vorliegen, wie das im klinischen
Bereich Standard ist. Damit fehlen aktuell Normwerte fiir tierexperimentelle und translationale
Studien. Neben der Untersuchung von potentiellen Einflussfaktoren wie Mausstamm, Ge-
schlecht, Alter, zirkadianem Rhythmus und Radionuklidtherapien sollten auch standardisierte

und reproduzierbare Untersuchungsprotokolle erarbeitet werden.



3.2 Material und Methodik

Versuchstiere und Studiendesign

Die Versuche wurden wie vom Landesamt fiir Gesundheit und Soziales (LAGeSo; G0353/12)
genehmigt durchgefiihrt.

Fir die Ermittlung der Normwerte fiir den 'F-NaF-Knochenstoffwechsel®® sowie fiir die
Nierenfunktionsuntersuchungen®* wurden jeweils 12 weibliche und 12 ménnliche gesunde
C57BL/6N Méuse, ein hiufig verwendeter Inzuchtstamm, eingesetzt. Die Tiere wurden im
Berlin Experimental Radionuclide Imaging Center (BERIC) der Charité — Universititsmedizin
Berlin untersucht und dort in der Tierhaltung unter standardisierten Bedingungen mit einem 12-
Stunden-Rhythmus mit Tageslicht (7.00-19.00 Uhr) und Dunkelheit (19.00 — 7.00 Uhr)
gehalten. Jedes Tier wurde in Longitudinalstudien zu folgenden Zeitpunkten untersucht: Im
jugendlichen Alter von einem Monat, mit 3 Monaten (geschlechtsreif, jedoch nicht vollstindig
ausgewachsen), mit 6 Monaten (vollstindig ausgewachsen), im Alter von 12-13 Monaten (alt)
und in einem Greisenalter von 21-24 Monaten. Um mdgliche Unterschiede in Abhéngigkeit
vom zirkadianen Rhythmus feststellen zu konnen, erfolgten die Untersuchungen in jeder
Altersgruppe jeweils in der ersten Halfte des Tages (8.00 - 14.00 Uhr), welche der Ruhe- und
Schlafphase der Miuse entspricht, sowie in der ersten Hélfte der Nacht (17.00 - 00.30 Uhr)
wiahrend der Wach- bzw. Aktivititsphase. Damit die Belastung der Untersuchungen fiir die
juvenilen Méduse (1 Monat) reduziert wurde, wurde hier jeweils nur eine Untersuchung
durchgefiihrt. Um den Narkoseeffekt auf eine nachfolgende Untersuchung auszuschlieBen,
wurden mindestens 72 Stunden zwischen zwei Untersuchungen eingehalten.

Wihrend der longitudinalen Untersuchung mussten einige Méuse aufgrund von gesundheit-
lichen Problemen oder Tod aus der Studie ausgeschlossen werden. So nahm die Zahl der
Versuchstiere wihrend 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 und Tabelle 2 aufgefiihrt.

Um potentielle Mausstammunterschiede in der Nierenfunktion untersuchen zu kénnen, wurden
weitere 12 weibliche und 12 minnliche gesunde Severe Combined Immunodeficient (SCID)
Maiuse im Alter von 3 Monaten untersucht. Fiir die Detektion von Nierenfunktionsstérungen
durch Radionuklidtherapien bei der Maus wurden zusitzlich 6 weibliche SCID Méuse im Alter
von 5-10 Monaten mit neuroendokrinen Pankreastumoren (NET, 4 orthotop, 2 subkutan),

welche zuvor ein bis zwei !""Lutetium-Somatostatin-Receptor-Liganden (!’’Lu-SRL)



Therapiezyklen mit etwa 30 MBq '""Lu-DOTATOC oder '""Lu-DOTA-JR11 erhalten haben,
untersucht?.

Aufgrund des geringen Blutvolumens von 1,7 ml einer 25 g Maus war eine wiederholte Be-
stimmung von Laborparametern (z.B. Serum-Kreatinin) aus dem Blut am lebenden Versuchs-
tier nicht moglich.

Die Mause wurden fiir die Tracerinjektion und wihrend der Bildakquisition mit einem 1-
2 %igen Isofluransauerstoffgemisch narkotisiert. Fiir die Injektion in die Schwanzvene wurde
eine 30 G Kaniile verwendet, an welche ein 0,28 x 0,61 mm Katheter (A. Hartenstein, Portex,
Deutschland) befestigt war. Der Katheter wurde mit 2 IE Heparin (Medunasal)/ml 0,9 % NaCl
befiillt. Fiir die Untersuchung des Einflusses des zirkadianen Rhythmus auf den Knochen bzw.
die Nierenfunktion erfolgten die Tracerinjektionen (max. 0,2 ml) von ca. 20 MBq '8F-NaF bzw.
50 MBq *™Tc-MAG3 entweder zwischen 8.00 und 14 Uhr oder zwischen 17.00 und 0.30 Uhr.
Fir Kinetikuntersuchungen erfolgte die Injektion direkt nach Beginn der Bildakquisition.
Wihrend der Bildakquisition lagen die Méuse in einem beheizten Narkosebett (37°C), und mit
einem Atemkissen unter dem Abdomen wurde die Atemfrequenz iiberwacht und entsprechend

die Narkose justiert.

PET/MRT-Bildgebung und Auswertung

Die '8F-NaF-Knochenuntersuchungen wurden in einem 1 Tesla nanoScan PET/MRI Gerit
(Mediso, Hungary) durchgefiihrt?*. Fiir Kinetikuntersuchungen des Knochenuptakes wurde das
erste Tier einer Untergruppe des jeweiligen Untersuchungstages fiir 120 min untersucht. Die
generierten Rohdaten wurden in Listmode generiert, indem einzelne detektierte
Strahlenereignisse in zeitlicher Reihenfolge ihres Auftretens einzeln in einer Liste gesammelt
und anschlieBend beliebig, fiir unsere Auswertungen in 12 x 10 min Bildern rekonstruiert
werden konnten. Zusétzlich wurden die letzten 30 min der 120 min Akquisition in ein Bild
rekonstruiert. In allen weiteren Tieren erfolgte eine 30 min PET-Akquisition nach ca. 95 min
Inkubation (im Wachzustand) des Tracers. Die Schwéchungskorrektur der PET-Bilder erfolgte
mit dem jeweilig dazugehdrigem MRT-Bild.

Beziiglich der Knochenvolumina bediente sich unsere Arbeitsgruppe schon vorhandener
Aufnahmen mittels Computertomographie (CT; NanoSPECT/CTplus, Mediso, Hungary
/Bioscan, France) einer weiteren Studie mit dhnlichem Studiendesign (unpublizierte Daten).
Dazu wurden die Knochenvolumina der C57BL/6N Maiuse mit deren Korpergewichten
korreliert und dann das Gewicht der Méuse aus der vorliegenden Arbeit zur Analyse ihrer

Knochenvolumina verwendet. Da weibliche C57BL/6N Maéiuse bis zu einem Alter von 3
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Monaten und ménnliche Maéuse bis zu 6 Monaten wachsen und danach nur noch an
Korpergewicht zunehmen, wurde die Korrelation entsprechend angepasst.

Fiir die Quantifizierung des Knochen-Uptakes von '*F-NaF wurde das Programm PMOD 3.5
(PMOD Technologies Ltd., Switzerland) benutzt. Alle Artefakte sowie nicht Knochen-
gebundene Aktivitdt wurden manuell herausgeschnitten. Anschlieend wurde eine Volume-of-
Interest (VOI, Abbildung 1) mittels eines Schwellenwerts von 1,5 {iber das Skelett gelegt und
somit der prozentuale Uptake der injizierten Aktivitdt im gesamten Skelett (%IA) beziehungs-

weise in Relation zum Knochenvolumen (%IA/ml) berechnet.

Abb. 1: Ganzkorper PET einer 3 Monate alten weiblichen C57BL/6N Maus nach Injektion von
20 MBq "8F-NaF (A). Volume of Interest (VOI) des Knochen-Uptakes iiber einer

reprisentativen coronaren Schicht (B)%.

SPECT/CT Bildgebung und Auswertung

Die SPECT-Untersuchungen zur Nierenszintigraphie wurden mit dem NanoSPECT/CTplus
Gerit (Mediso, Hungary /Bioscan, France) durchgefiihrt. Um die Sekretionskinetik der Nieren
untersuchen zu konnen, wurden 68 Bilder in einer Gesamtdauer von 35 min im semi-stationdren
Modus dynamisch akquiriert** 2°, Die anschlieBende Bildauswertung erfolgte mit manuellem
Einzeichnen einer VOI (Abbildung 2) um die Niere (renaler Cortex, Mark, Nierenbeckenkelch-
system) mittels der Software VivoQuant 1.22 (inviCRO LCC., USA) bzw. PMOD 3.5 (PMOD
Technologies Ltd., Switzerland). Zu jeder Niere wurde eine Zeit-Aktivitits-Kurve (TAC)

erzeugt, welche die absolute Aktivitit jeder VOI im Verhéltnis zur Zeit darstellt. Tmax, Tso (50

11



% des Nuklids sind ausgeschieden) und Tas (75 % des Nuklids sind ausgeschieden) wurden
anhand der TAC berechnet.

Abb. 2: SPECT Bilder einer 12-Monate-alten weiblichen Maus 12 min nach intravendser
Injektion von 30 MBq *™Tc-MAG3. A zeigt fusionierte SPECT/CT Bilder maximaler
Intensitét, B in coronarer Projektion. Semi-stationdres SPECT mit einem axialen FOV von 14

mm (C; Skala =14 mm). D zeigt eine 3-dimensionale VOI beider Nieren?,

Statistik

Die statistische Analyse der erhobenen Daten erfolgte mit R 3.6.3 (R Foundation for Statistical
Computing, Wien, Osterreich) bzw. Matlab R2017b (The MathWorks Inc., Natick,
Massachusetts, United States). Die Ergebnisse sind als Median, Interquartilabstand [IQR, 25.-
75. Perzentile] und Minimum-Maximum angegeben sowie mittels Boxplots dargestellt.
Gepaarte Daten mit mehr als zwei Gruppen wurden mittels Friedman-Test analysiert. Um den
Alphafehler zu korrigieren, wurde die Bonferroni-Holm-Methode eingesetzt, und zum
Vergleich ungepaarter Daten der Mann-Whitney-U (MWU) Test genutzt. Ein p-Wert < 0,05
wurde als signifikant bewertet. Der Zusammenhang von zwei metrischen Parametern ist mittels

Spearman’s rho-Korrelationskoeffizient analysiert worden?3-2°,

12



3.3 Ergebnisse

Knochen

Uptake-Kinetik von * F-NaF

Abbildung 3 zeigt beispielhaft Kinetikdaten des Knochen-Uptakes zu verschiedenen Alters-
stufen einer Maus wihrend 120 min nach Injektion von 8F-NaF.

In gepoolten Daten tritt bei allen Mdusen der Zeitpunkt des maximalen Knochen-Uptakes
(Tmax) im Alter von 1 Monat mit 85 min [60-110] 60-110 auf, bei 3 Monaten mit 86 min [82-
90] 72-107 und bei 6 Monaten mit 94 min [72-97] 30-110. Mit 13 Monaten kommt es zu einem
signifikant spdteren Anstieg des maximalen Uptakes mit 110 min [110-110] 109-110; p=0,019
bei geschlechtsgepoolten Daten; jedoch nicht reproduzierbar bei geschlechtsabhéngigen Daten.
Sobald Tmax erreicht wird, kommt es wéhrend der weiteren Untersuchungszeit zu keinem
Abfall des Plateaus. Folglich wurden alle weiteren PET-Untersuchungen ca. 95 min nach

Injektion von '8F-NaF begonnen, mit einer Dauer von 30 min.

90 1
80 1
Z' 70 1
X
2260 -
o
© 50 A
o —&— 1 month
D 40 A —O— 3 months
| —B— 6 months
30 —{1— 13 months
20 1

0 20 40 60 80 100 120
Time [min]
Abb. 3: Kinetikkurven von 12 konsekutiven 10 min PET-Bildern des Knochen-Uptakes mit

Beginn zum Zeitpunkt der Injektion von jeweils 11-13 MBq '8F-NaF bei einer weiblichen Maus

im Alter von 1, 3, 6 und 13 Monaten?’.

13



Gesamt-Knochen-Uptake von '*F-NaF (%IA)
Im Durchschnitt zeigen die Méuse einen '*F-NaF-Uptake von 45,4 %IA [41,1-55,8] 27,5-77.,6.
Tabelle 1 zeigt die ermittelten Werte des Gesamt-Uptakes (%IA) von '®F-NaF im Skelett in

Abhingigkeit von Alter, Geschlecht und zirkadianem Rhythmus.

Zirkadianer Rhythmus: Bei gepoolten Daten zeigt sich ein signifikant hoherer Uptake wéihrend
der Schlafphase (48,2 %IA [43,6-57,7] 27,5-77,6) im Vergleich zur Wachphase (43,1 %IA
[37,8-52,2]27,5-76,8; p <0,001). Jedoch geschlechtsspezifisch l4sst sich nur bei den Weibchen
ein FEinfluss des zirkadianen Rhythmus nachweisen, indem der Uptake wihrend der
Schlafphase (50,5 %IA [44,8-59,1] 27,5-77,6) signifikant hoher als wahrend der Wachphase
(43,6 %IA [39,6-50,1] 27,6-75,7; p = 0,001) ist. Bei den Ménnchen ist kein signifikanter
Unterschied zwischen Schlafphase (44,6 %IA [41,0-50,6] 30,4-74,0) und Wachphase zu sehen
(42,8 %IA [36,7-55,4] 27,5-76,8; p = 0,264). Im Hinblick auf die unterschiedlichen Alters-
gruppen zeigen auch hier nur die Weibchen einen hoheren Uptake in der Schlafphase im Alter

von 3 Monaten (p = 0,007) und 6 Monaten (p = 0,034).

Geschlecht: Generell haben weibliche Mause (48,2 %IA [42,2-57,1] 27,5-77,6) einen
signifikant hoheren Knochen-Uptake als Méannchen (43,8 %IA [39,6-52.6] 27,5-76,8; p =
0,026). Jedoch entfillt dieser Unterschied, wenn die Geschlechter innerhalb einer Altersstufe

miteinander verglichen werden (Abbildung 4).

Alter: Bezogen auf das Alter der Méuse zeigen sich deutliche Unterschiede im Uptake (p <
0,001). Den hochsten Uptake zeigen die jiingsten Méuse im Alter von 1 Monat (61,1 %IA [57,7-
66,4] 52,5-77,6) mit einem signifikanten Abfall im Alter von 3 Monaten (43,6 %IA [40,5-45,4]
30,4-64,5; p <0,001). Zwischen 13 Monaten (47,3 %IA [41,4-50,0] 27,5-70,5) und 21 Monaten
(52,2 %IA [48,4-60,4] 40,6-76,8; p = 0,015) steigt der Uptake wieder signifikant an. Bei
geschlechtsspezifischer Betrachtung ist sowohl bei den weiblichen als auch den ménnlichen
Mausen im Alter von 1 bis 3 Monaten der Abfall im Uptake signifikant (p <0,001). Der Anstieg
zwischen 13 und 21 Monaten hingegen zeigt nur bei den Weibchen eine Tendenz (p = 0,07)

und ist bei den Miannchen nicht signifikant (p = 1,0).
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Abb. 4: 8F-NaF Knochen-Uptake (%IA) in Miusen bezogen auf Alter und Geschlecht?.

Knochen-Uptake von '* F-NaF bezogen auf das Knochenvolumen (%IA/ml)

Allgemein zeigen die CT Untersuchungen von Miusen, dass Weibchen (1,79 ml [1,66-1,92]
1,25-2,01) im Vergleich zu Ménnchen (1,99 ml [1,89-2,03] 1,21-2,05) ein signifikant kleineres
Knochenvolumen haben (p <0,001). Im Alter von 1 Monat finden sich jedoch noch keine signi-
fikanten Unterschiede im Knochenvolumen zwischen den Geschlechtern (p = 0,29). Das Skelett
der weiblichen Méuse wéchst bis zu einem Alter von 3 Monaten (1,8 ml [1,73-1,92] 1,66-2,01;
p <0,001) und bei den Ménnchen bis zu einem Alter von 6 Monaten (2,03 ml [1,99-2,05] 1,89-
2,05; p <0,001).

Bei gepoolten Daten zeigen die Mause in Relation zum Knochenvolumen einen '®F-NaF-Up-
take von 24,6 %IA/ml [21,2-31,6] 13,6-55,4. Die Spannbreite der Werte (Minimum-Maximum)
verringert sich somit auf 41,8 % fiir [A/ml, im Vergleich zu 50,1 % fiir [A des Gesamt-Uptakes.
Eine Zusammenfassung des Knochen-Uptakes bezogen auf das Knochenvolumen (IA%/ml) in

Abhingigkeit von Geschlecht, Alter und zirkadianem Rhythmus ist in Tabelle 2 aufgefiihrt.

Zirkadianer Rhythmus: Wie beim Gesamt-Uptake zeigt der Knochen-Uptake bezogen auf das
Knochenvolumen nur bei weiblichen Méusen einen Einfluss des zirkadianen Rhythmus, wobei
der Uptake wéhrend der Schlafphase (29,3 %IA/ml [25,4-35,3] 14,0-55,4) signifikant hoher als
wihrend der Wachphase (24,6 %IA/ml1[20,9-28,0] 14,4-38,8; p <0,001) ist. Bei den Madnnchen
ist kein signifikanter Unterschied zwischen Schlafphase (23,1 %IA/ml [20,4-25,0] 15,7-51,1)
und Wachphase zu sehen (21,7 %IA/ml [19,3-30,1] 13,6-50,4; p = 0,215). Im Hinblick auf die
unterschiedlichen Altersgruppen zeigen auch hier nur die Weibchen einen hoheren Uptake in

der Schlafphase im Alter von 3 Monaten (p = 0.005) und 6 Monaten (p = 0.027).

Geschlecht: Da die weiblichen Tiere im Gegensatz zu den Méannchen bereits beim Gesamt-
Uptake hohere '*F-NaF-Uptake-Werte aufweisen, haben diese mit einem kleineren Knochen-
volumen auch einen héheren Uptake je ml Knochengewebe (Weibchen 27,0 %IA/ml [23,1-
33,5] 14,0-55,4; Miannchen 22,4 %IA/ml [20,0-26,8] 13,6-51,1; p < 0,001). Im Gegensatz zum
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Gesamt-Uptake zeigen die Werte je ml Knochengewebe auch in den Altersgruppen 6 bis 21
Monate bei den Weibchen einen signifikant hoheren Uptake (Abbildung 5).

Alter: Wie beim Gesamt-Uptake zeigt sich auch beim Uptake bezogen auf das Knochenvolu-
men, dass der Uptake vom Alter der Méuse abhéngig (p < 0,001) ist. Der hochste Uptake findet
sich im Alter von 1 Monat (44,5 %IA/ml [41,1-48,8] 35,0-55,4), mit einem signifikanten Abfall
(p <0,001) mit 3 Monaten (23,6 %IA/ml [20,7-24,9] 16,5-33,6). Zwischen 13 Monaten (24,5
%IA/ml [20,6-29,8] 13,6-39,4) und 21 Monaten (28,1 %IA/ml [24,5-35,3] 20,0-39,8; p=0,098)
steigt der Uptake wieder an. Geschlechtsspezifisch zeigt sich ebenfalls bei Weibchen (p <
0,001) und Ménnchen (p < 0,001) ein Abfall im Uptake zwischen 1 und 3 Monaten. Jedoch ist
kein erneuter Anstieg zwischen 13 und 21 Monaten zu sehen (Weibchen p = 0,66, Mannchen p

- 1,0).

1 month 3 months 6 months 13 months 21 months
8 A 8 - 8 A 8 A 8 A
. MWU-test, p = 0.755 * MWU-test, p=0.215 = MWU-test, p = 0.001 - MWU-test, p = 0.007 - MWU-test, p=0.011
£ 81 2 8 1 8 1 2
X 819 __ 8 - 8 8 8 1
Q o = E o | o o o
< < —— — < < —_— < R < —— L]
£ — ' : — e
.
2 g Q - el Q A . —— Q{ —— ==
o - o o o - o -
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Abb. 5: "8F-NaF Knochen-Uptake in Relation zum Knochenvolumen (%IA/ml) bei Méusen
bezogen auf Alter und Geschlecht?*.
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Tabelle 1: '®F-NaF Knochen-Gesamt-Uptake (%IA) in Abhingigkeit von Alter, Geschlecht und zirkadianem Rhythmus?3.

Age
(months) 1 month 3 months 6 months 13 months 21 months
Sex (%IA) sleep awake sleep awake sleep awake sleep awake sleep awake
median 61.1 n.a. 454 41.3 44.6 39.3 48.9 49.3 55.8 53.0
[IQR] [567.5-66.4] [44.1-46.7] [38.1-43.2] | [43.1-49.6] [36.6-43.1] | [44.0-51.4] [43.9-50.0] | [50.7-61.0] [46.6-59.8]
fernales min — max 52.5-77.6 37.7-64.5 30.4-45.4 39.4-68.1 32.7-64.7 27.5-70.5 27.6-67.9 49.7-72.9 42.1-75.7
no. of 12 12 12 12 12 12 11 10 10
animals
median 63.4 58.6 43.6 42.7 43.2 36.4 42.6 434 48.9 44 .4
[IQR] [67.7-67.3] [57.5-60.3] | [41.7-45.1] [37.0-44.3] | [38.7-45.3] [34.3-40.6] | [40.4-48.2] [41.3-58.3] | [48.2-49.7] [43.8-53.0]
males min — max 52.5-73.7 55.4-64.5 36.7-57.2 34.8-59.4 30.4-64.2 31.6-64.0 36.6-49.7 27.5-69.8 41.3-74.0 40.6-76.8
no. of 8 4 12 11 12 11 10 10 5 5
animals

17



Tabelle 2: 'F-NaF Knochen-Uptake (%IA/ml) in Relation zum Knochenvolumen in Abhingigkeit von Alter, Geschlecht und circadianem

Rhythmus?3.
Age
(months) 1 month 3 months 6 months 13 months 21 months
Sex (%IA/ml) sleep awake sleep awake sleep awake sleep awake sleep awake
median 429 n.a. 26.3 234 255 22.2 28.5 26.5 31.1 29.7
[IQR] [41.1-48.0] [23.7-27.5] [20.2-24.6] | [22.5-28.3] [20.0-23.9] | [23.6-30.6] [22.8-29.9] | [28.5-35.3] [26.1-35.6]
fernales min — max 35.0-55.4 18.8-33.6 16.5-25.0 20.5-35.5 19.3-33.7 14.0-39.4 14.4-38.8 25.9-39.8 22.2-38.4
no. of 12 12 12 12 12 12 11 10 10
animals
median 452 44.3 234 22.6 214 18.4 214 215 24.5 22.3
[IQR] [43.3-49.0] [41.3-46.9] | [21.7-24.3] [19.6-24.2] | [19.2-22.2] [16.8-20.5] | [19.8-23.9] [20.2-30.0] | [23.5-24.6] [21.4-25.9]
males min — max 40.0-51.1 36.9-50.4 20.3-29.7 17.8-30.8 15.7-31.3 16.4-31.2 18.4-24.6 13.6-34.4 20.1-36.5 20.0-37.8
no. of 8 4 12 11 12 11 10 10 5 5
animals
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Niere

Uptake-Kinetik von **"Tc-MAG3 bei C57BL/6N Miiusen

Abbildung 6 zeigt eine typische TAC fiir den *™Tc-MAG3-Nieren-Uptake und die Clearance
bei einer C57BL/6N Maus. Alle untersuchten gesunden Miuse weisen einen fast kongruenten
Verlauf der TAC der rechten und linken Niere auf, mit einem mittleren Unterschied von 2 % [-
0,5-4,7] -24,3-30,1. Der Uptake von *"T¢c-MAGS3 steigt nach Injektion schnell an und erreicht
Tmax bei 1,9 min [1,6-2,2] 1,3-8,2. Der Abfall ist deutlich langsamer mit Tso bei 6,3 min [5,4-
7,7] 4,0-34,9 und T»s nach 10,4 min [9,0-12,8] 6,6-34,9. Beim Untersuchungsende nach 35

Minuten sind noch ca. 10 % der Aktivitit in den Nieren zu finden.

4{ qTmax 0.14

—e— |eft kidney 0.12
=2 & —0— right kidney ' =
g 31 ¥ © —O0— aorta L 0.10 GEJ
£ - 0.08 @
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o -—
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Abb. 6: Zeitaktivitdtskurven (TAC) dynamischer SPECT-Untersuchungen (68 Einzelbilder)
der Nieren bei einer 1 Monate alten weiblichen C57BL/6N Maus. Dargestellt ist der **™Tc-
MAG3-Uptake der Aorta sowie der linken und rechten Niere.?*

Zirkadianer Rhythmus: Der zirkadiane Rhythmus hat einen signifikanten Einfluss auf den
Zeitpunkt des Erreichens von Tmax bei C57BL/6N Mausen. Wihrend der Schlafphase (2,0 min
[1,7-2,4] 1,5-8,2) wird Tmax marginal aber signifikant spdter erreicht als wiahrend der Wach-
phase (1,8 min [1,6-2,1] 1,3-4,1; p = 0,019). Tso (p = 0,003) und T>5 (p = 0,003) treten ebenso
signifikant spater wihrend der Schlafphase (Tso 6,7 min [5,6-8,9] 4,5-34,9; T25 11,3 min [9,5-
14,2] 6,6-34,9) als wihrend der Wachphase (Tso 5,9 min [5,2 — 7,1] 4,0 — 28,4; T25 9,8 min
[8,8-11,5]6,8-34,9) auf. Geschlechtsspezifisch kann ein Einfluss des zirkadianen Rhythmus bei
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beiden Geschlechtern nur noch im Alter von 1 Monat und nur bei Mannchen auch im Alter von

22 Monaten beobachtet werden.

Geschlecht: Geschlechtsspezifische Unterschiede zeigen sich deutlich im Erreichen von Tmax
und sind in Abbildung 7 dargestellt. Die weiblichen Miuse (2,1 min [1,8-2,5] 1,5-8,2) erreichen
Tmax etwa 24 sec spéter als die minnlichen (1,7 min [1,6-1,9] 1,3-7,6; p <0,001). Die jiingsten
Tiere mit 1 Monat weisen keine geschlechtsspezifischen Unterschiede in der Nierenfunktion
auf. Jedoch ab einem Alter von 3 Monaten erreichen die weiblichen Mduse Tmax signifikant
spater. Tso weist keine signifikanten Unterschiede zwischen Weibchen (6,4 min [5,5-8,1] 4,0-
16,3) und Minnchen (6,0 min [5,2-7,3] 4,0-34,9; p = 0,19) auf. Hingegen verhalten sich die
Tas-Werte dhnlich wie Tmax, wobei Weibchen (10,8 min [9,7-13,2] 7,1-25,4) T»s signifikant
spater erreichen als Ménnchen (10,0 min [8,5-12,4] 6,6-34,9; p = 0,030).

Alter: Die Analyse der Daten zeigt einen altersabhéngigen Einfluss auf Tmax bei C57BL/6N
Maiusen. Ein Monat (1,8 min [1,6-2,0] 1,4-3,3) alte Tiere erreichen Tmax 8 sec spéter als 3
Monate alte Tiere (1,7 min [1,6-1,8] 1,4-2,7; p = 0,035). Ab einem Alter von 3 Monaten wird
Tmax mit zunehmendem Alter spéater erreicht (22 Monate: 2,3 min [1,9-2,7] 1,5-8,7; p <0,001).

Die Werte von Tsound Tas verhalten sich dhnlich wie Tmax.
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Abb. 7: Erreichen von Tmax (min) des *™Tc-MAG3 Nieren-Uptakes in Abhéngigkeit vom
Alter und Geschlecht bei C57BL/6N Méusen?*.
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Vergleich von Uptake-Kinetiken von **"Tc-MAG3 bei C57BL/6N und SCID Miiusen
Abbildung 8A zeigt typische Nierenaktivititskurven (TAC) in gesunden SCID Miusen. Wie
bei den C57BL/6N Miusen sind die TAC fiir die linke wie die rechte Niere fast kongruent.
Ebenfalls dhnlich zeigt sich ein schneller Anstieg von Tmax nach **"Tc-MAG3-Injektion bei
den SCID Miusen. In gepoolten Daten tritt kein signifikanter Unterschied (p = 0,7) von Tmax
zwischen beiden Mausstimmen auf. Auch zeigt der Verlauf, gemessen als Tso (p = 0,9) und Tzs
(p = 0,08), keinen signifikanten Unterschied zwischen C57BL/6N und SCID Méusen.

Tabelle 3 zeigt, dass geschlechtsspezifisch weibliche C57BL/6N (1,6 min [1,4-1,7] 1,3-2,0)
Miuse Tmax 9 sec spiter als weibliche SCID Maiuse (1,4 min [1,3-1,5] 1,2-5,3, p = 0,05)
erreichen. Im Gegensatz dazu tritt bei ménnlichen C57BL/6N Méusen (1,4 min [1,3-1,4] 1,2-
2,0) Tmax 12 sec frither als bei mannlichen SCID Méiusen (1,6 min [1,4-1,7] 1,2-2,0, p = 0,04)
auf. Fiir Tso zeigen sowohl die Weibchen (p = 0,8) als auch die Ménnchen (p = 0,9) sowie fiir
T2s auch die Méannchen (p = 0,8) keinen signifikanten Unterschied zwischen beiden Mausstam-
men. Nur Weibchen zeigen bei Tzs einen signifikanten Unterschied (p < 0,01).

Innerhalb eines Mausstamms zeigen weibliche C57BL/6N Mause ein spiteres Tmax von 14
sec als Ménnchen (p < 0,01), wohingegen bei SCID kein geschlechtsabhdngiger Unterschied
nachweisbar ist (p = 0,14).

Einfluss von '’ Lu-Somatostatin-Rezeptor-Liganden ('’ Lu-SRL) Therapien auf die
Nierenfunktion bei SCID Mdusen

Abbildung 8B zeigt typische Nieren TAC einer mit '7’Lu-SRL behandelten SCID Maus. Im
Gegensatz zu gesunden SCID Madusen zeigt sich ein Einfluss der Radionuklidtherapie auf den
Verlauf der TAC beider Nieren, indem die Ausscheidung von *™Tc-MAG3 verzogert ist. Auch
wenn die Ergebnisse nicht signifikant sind, zeigen die therapierten weiblichen SCID Mause ein
spateres Tmax von 2,0 min [1,4-2,7] 1,3-6,9 im Vergleich zu den gesunden weiblichen SCID
Miusen von 1.4 min [1,3-1,5] 1,2-5,3; p = 0,15. Die verzogerte **"Tc-MAG3-Ausscheidung
zeigt sich anhand signifikanter Unterschiede von Tso (p = 0,02) mit 2,5 min und T2s (p = 0,01)
mit 4,1 min. Die Daten fiir die renale Ausscheidung (Tmax, Tso und T2s) sind in Tabelle 3

zusammengefasst.
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Abb. 8: Nieren-Zeit-Aktivititskurven (TAC) von dynamischen semi-stationdiren SPECT
Aufnahmen (je 68 Bilder) gestartet direkt vor Injektion. A: Normale Nieren TAC von einer
gesunden 3 Monate alten weiblichen SCID Maus nach Injektion von 68 MBq *"MAG3. B:
Nieren TAC von einer 11 Monate alten weiblichen SCID Maus 5 Monate nach Behandlung mit
2 Therapiezyklen '""Lu-DOTA-JR11 (23 MBq und 20 MBq im Abstand von 3 Monaten) nach
Injektion von 58 MBq #“™MAG3%.

Tabelle 3: ®™MAG3-Nieren-Uptake fiir Tmax, Tso und Tos fiir 3 Monate alte C57BL/6N und
SCID Méuse sowie nach 7"Lu-SRL-Therapie bei 5-10 Monate alten SCID Méusen. Die Ergeb-
nisse sind als Median, Interquartilabstand [IQR, 25.-75. Perzentile] und Minimum-Maximum
angegeben®* 23

* p < 0.05 zwischen Mausstdmmen gleichen Geschlechts, + p < 0.05 zwischen Geschlechtern

eines Mausstamms, # p < 0.05 zwischen gesunden und !"’Lu-SRL therapierten SCID Miusen.

Kidney CS7BL/6N SCID SCID
uptake _ _ 177
(minutes) (n=11) n=12) Lu-SRL treatment
(n=0)
females Tmax 1.6[1.4-1.8] 1.3-2.0 */+  1.4[1.3-1.5]1.2-5.3 2.0[1.4-2.7] 1.3-6.9
Tso 4.0 [3.5-4.5]2.9-4.8 3.8[3.5-4.3]3.0-4.9 6.3 [4.5-10.1]3.4-11.6 #
Tas 7.71[7.3-8.2] 6.4-9.0 6.5[5.9-7.214.9-7.8 */+  10.5[7.7-19.3] 5.8-19.6 #
males Tmax 1.4[1.3-14]1.2-2.0* 1.6 [1.4-1.7] 1.2-2.0
Tso 4.3 [4.0-5.1]3.1-6.2 4.5 [4.0-5.0] 2.9-6.1
Tas 8.0 [7.5-8.8] 5.5-11.6 7.8[7.3-9.2] 6.2-12.9
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3.4 Diskussion

Die vorliegende Arbeit stellt Untersuchungsprotokolle und Normwerte fiir den '*F-NaF-
Knochen-Uptake mittels PET und die *™Tc-MAG3-Nierenfunktionsszintigraphie mittels
SPECT bei Méusen vor und zeigt die Bedeutung der Einflussfaktoren Alter, Geschlecht und
zirkadianer Rhythmus auf die Untersuchungsergebnisse. Des Weiteren wurden vergleichende
Untersuchungen der Nierenszintigraphie zwischen zwei Mausstammen und die Untersuchung
des Einflusses von Radionuklidtherapien auf die Nierenfunktion durchgefiihrt. Da Mause die
am héufigsten verwendeten Versuchstiere in préklinischen Studien sind, stellen die Ergebnisse
eine wesentliche Grundlage fiir zukiinftige tierexperimentelle Untersuchungen in der Nuklear-
medizin dar.

SPECT- sowie PET-Aufnahmen sind nicht invasive Diagnostikmethoden, die in-vivo Studien
an Labortieren erlauben®® 27, Die hohe Auflésung von préklinischen Kleintiergerdten von 0,3
bis 0,5 mm?® beim SPECT/CT sowie eine Ortsaufldsung von bis zu 0,8 mm bei PET-Hybrid-
gerdten ermOglichen die Darstellung und Abgrenzung selbst kleiner Strukturen auch bei kleinen

Versuchstieren wie Miusen.

Knochen

Nach Injektion von 'F-NaF steigt der Uptake im Knochen bei der Maus kontinuierlich an und
bleibt, sobald nach 85-110 min Tmax erreicht wird, wahrend der Untersuchungszeit bis 120
min p.i. auf dem erreichten Niveau. Daher sollte bei Méusen eine PET-Untersuchung zur
Bestimmung des '8F-NaF-Uptake im Knochen 90 min nach Injektion mit einer Dauer von
30 min erfolgen. Bei spiteren Aufnahmen nehmen auf Grund der kurzen Halbwertszeit von !8F
von nur 110 min die Zahlratenstatistik und damit die Bildqualitét ab. Tomographische Ganz-
korperuntersuchungsgerite bei Mausen ermdglichen so die Quantifizierung der Radioaktivitit
in kBg/ml. Damit kann der prozentuale Gesamt-Uptake des Skeletts bzw. der Uptake je ml
Knochengewebe berechnet werden. In der vorliegenden Studie zeigen alters-, geschlechts-und
Tageszeit-gepoolte Daten (Median) von C57BL/6N Maiusen einen Gesamt-Uptake im Skelett
von 45,4 %IA bzw. in Relation zum Knochenvolumen von 24,6 %IA/ml. Da Weibchen ein
kleineres Knochenvolumen als Méannchen aufweisen, stellt der Knochenuptake je ml Knochen-
gewebe (%IA/ml) einen aussagekriftigeren Parameter zur Beurteilung der Knochenstoffwech-
selsituation gegeniiber des Gesamt-Uptakes (%IA) dar.

Bei alters-gepoolten Daten zeigen weibliche Méiuse einen signifikant hoheren 'F-NaF-
Knochen-Uptake als ménnliche Méuse. Dabei tritt im Altersverlauf der hochste Uptake mit 1

Monat sowohl bei Weibchen als auch bei Ménnchen auf. Dies ist die Zeit des grofiten
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Knochenwachstums, so dass hier der hochste Knochenumbau stattfindet und '®*F-NaF vermehrt
aufgenommen wird®® 3°, AnschlieBend féllt mit zunehmender Verlangsamung des Knochen-
wachstums der Gesamt-Uptake um ca. 29 % und der Uptake in Relation zum Knochenvolumen
um 47 % bis zu einem Alter von 3 Monaten ab. Ein erneuter Anstieg erfolgt dann zwischen 13
und 21 Monaten. Halloran et al. (2002) untersuchten ménnliche Méuse und fanden dhnliche
altersbedingte Knochenverinderungen wie beim Menschen®!. Die Ergebnisse sprechen fiir
einen erhohten Knochenstoffwechsel im Alter.

Der tendenziell erhohte Uptake im Alter insbesondere bei weiblichen Méusen spricht wahr-
scheinlich wie bei der Frau iiber 55 Jahre fiir primir geschlechtsbedingte osteoporotische
Knochenverinderungen, die im Szintigramm zu einem erhohten Uptake fithren konnen32,
Hierbei mdgen die Ostrogene eine wesentliche Rolle auf den Knochenstoffwechsel spielen’.
Somit kann ein reduzierter Ostrogenspiegel bei ilteren Miusen, bedingt durch eine ovarielle
Azyklie zwischen 11 und 16 Monaten®** zu Knochenumbauverénderungen wie bei Frauen nach
der Menopause fiihren®>. So zeigen ovarektomierte C57BL/6 Méiuse eine verringerte
Vaskularisierung und Volumen des Knochens??. Andererseits hebt eine Ostrogensubstituion bei
ovarektomierten Ratten die erfolgten Anderungen im Knochen wieder auf™’.

Der zirkadiane Rhythmus hat auf viele physiologische Prozesse im Korper einen Einfluss. Er
wird nicht nur durch duflere Einfliisse wie Licht und Dunkelheit definiert, sondern auch durch
innere Hormonausschiittungen. Hierzu zdhlen die Hypothalamus-Hypophysen-Achse, das
Schilddriisen- und das Nebennierenhormonsystem. Auch auf den Knochenumbau hat der zirka-
diane Rhythmus einen Einfluss. Studien haben gezeigt, dass ein vermehrter Knochenumbau in
der Schlafphase stattfindet*®. In der vorliegenden Arbeit zeigt sich bei gepoolten Daten eben-
falls, dass wahrend der Schlafphase der Knochen-Uptake gegeniiber der Wachphase erhdht ist.
Die Bedeutung der Schlafphase fiir Umbauprozesse im Knochen zeigt ein Review von
Bukowska-Damska et al. von 2019, wo Zusammenhinge zwischen Schichtarbeitern mit Fokus
auf Nachtschicht und Osteoporose untersucht wurden. Die Ergebnisse der Studien konnten auf-
grund der kleinen Probandenzahl nur Hinweise geben, jedoch drei von vier Studien unterstiitzen
einen positiven Zusammenhang zwischen den Schichtarbeitern und einem erhdhten Risiko an
Osteoporose zu erkranken®’. Werden in unserer Arbeit die Daten jedoch geschlechtsspezifisch
analysiert, zeigt sich in den jetzt kleineren Subgruppen nur bei weiblichen Mausen wéhrend der
Schlafphase im Alter von 3 und 6 Monaten, ein Lebensabschnitt mit hoher Ovaraktivitit, ein
hoherer Uptake gegeniiber der Wachphase.

Insgesamt konnten fiir den Knochenuptake von '8F-NaF im Skelettsystem von C57BL/6N

Maiusen die Parameter Alter, Geschlecht und Tageszeitpunkt der Untersuchung als Korrelat des
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zirkadianen Rhythmus als relevante Einflussfaktoren ermittelt werden und entsprechende al-
ters-, geschlechts- und Schlaf/Wachphasen-bezogenen Uptakewerte zusammengestellt werden
als Basis fiir zukiinftige Studien zum Knochenstoffwechsel bei Médusen. Dabei sind insbeson-
dere die bei den parameter-bezogenen Subgruppen auftretenden Unterschiede gegeniiber den
gepoolten Daten oft nicht mehr signifikant, was vermutlich primdr auf die aus tierschutz-

rechtlichen Griinden begrenzten GruppengroBen zuriickzufiihren ist.

Niere
Die Niere ist neben der Leber das wichtigste Organ des Kdrpers, um Schadstoffe zu eliminieren.

38,39 weshalb

Die meisten medikamentdsen Therapien sind von der Nierenfunktion abhidngig
ihre Uberwachung einer der wichtigsten Parameter in der klinischen Medizin ist. Der klinisch
am weitetesten verbreitete Laborparameter zur Uberwachung der Nierenfunktion ist das Serum
Kreatinin*’. Abhingig von der Muskelmasse und dem Proteingehalt der Nahrung ist der Wert
des Serum Kreatinin jedoch fehleranfillig*> 2. Weiterhin einschrénkend ist der spéte Anstieg
von Kreatinin im Blut trotz Nierenschiddigung. Erst ein Nierenfunktionsverlust ab 50 % fiihrt
zu einem Anstieg des Serum Kreatinins*. Die Nierenfunktionsszintigraphie mittels **™Tc-
MAGS3 ist ein deutlich sensitiveres Verfahren zur Bestimmung von Nierenschiden als die
Bestimmung des Serum Kreatinin** 4. Zudem erlaubt die Aufnahmetechnik der semi-
stationdrem SPECT mit Multi-Pinhole-Kollimatoren, wie bei dem in der Studie verwendeten
préklinischen SPECT/CT-Gerét, eine schnelle dynamische dreidimensionale Bildgebung zur
genauen und quantitativen Beurteilung der seitengetrennten Nierenfunktion*®.

Eine laborchemische Ermittlung des Serum Kreatinins war aufgrund des geringen Blutvolu-

mens der Maus in der vorliegenden Studie als Vergleich nicht moglich.

Nierenfunktionsuntersuchungen bei der C57BL/6N Maus

Es zeigte sich, dass Untersuchungszeiten von 30-40 min bei gesunden Miusen ausreichend
sind, um die Funktionsparameter (Tmax, Tso und Tazs) sicher zu berechnen. Die Kinetik der
Nierenfunktion bei Mdusen dhnelt der von Menschen und zeigt eine vergleichbare TAC*. Bei
Menschen wird Tmax innerhalb von 5 min erreicht und Tso innerhalb von 15 min, was mit den
bei Méusen erhobenen Daten vergleichbar ist*® 49,

Im Alter von 1 Monat mit sexueller Unreife zeigt sich kein signifikanter Unterschied in der
Nierenfunktion (TAC) zwischen den Geschlechtern. Ab einem Alter von 3 Monaten erreichen
die weiblichen Miuse dann Tmax zu einem signifikant spdteren Zeitpunkt, und auch die

Elimination des Tracers (T»s) ist verzogert.
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Mehrere Studien beschreiben eine abnehmende Clearance von °Tc-MAG3 im Alter

einhergehend mit einer verzogerten glomeruldren Filtrationsrate>® 3!

. Eine Studie von Bridges
et al. beschiftigt sich mit den mdglichen Ursachen einer abnehmenden Nierenfunktion®. Die
Autoren sehen fiir die verminderte Nierenfunktion eine Glomerularsklerose, eine glomerulére
und tubuldre Hypertrophie sowie das Herabsetzten der Plasmaflussrate der Niere durch eine
tubulo-intestinale Fibrose als Ursache®2. Auch wird eine &hnliche Abnahme der Nierenfunktion
im Alter in Studien mit Méusen beschrieben®. Auch die Méuse dieser Arbeit erreichen ebenso
mit zunehmendem Alter Tmax spdter und die Elimination des Tracers (Tso und Tas) erfolgt
verzogert.

Durch die Abhingigkeit des zirkadianen Rhythmus vom Hormonsystem ist auch ein Einfluss
auf die Nierenfunktion wahrscheinlich. Wie schon beim Knochen erwéhnt, unterliegen die
Hormone des Hypothalamus-Hypophysen-Systems dem zirkadianen Rhythmus. Eines dieser
Hormone ist das antidiuretische Hormon (ADH), welches im Hypothalamus gebildet und aus
dem Hypophysenhinterlappen freigesetzt wird>*. Dieses Hormon ist verantwortlich fiir die
vermehrte Bildung von Aquaporinen in den Sammelrohren der Niere, die eine Riickresorption
von Wasser und Harnstoff ermdglichen und somit das intravasale Volumen erhéhen. Studien
belegen einen Einfluss des zirkadianen Rhythmus auf die Nierenfunktion beim Menschen. Die
Studien postulieren auch eine gesteigerte glomeruldre Filtrationsrate um 5 % wéhrend der
Aktivitdtsphase > %,

Ein wichtiger Faktor bei Ruhe- und Aktivitdtsphasen ist die Regulation des Blutdrucks. Regula-
toren sind das vegetative Nervensystem durch Aktivierung von Sympathikus und Parasym-
pathikus sowie durch die Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldostern-Systems. Armbruster
et. al. (1975) haben eine tageszeitabhéngige Reninausschiittung beim Menschen nachgewiesen
mit Maximalwerten am Morgen®’. Ein weiterer Faktor im Tag-Nacht-Zyklus ist sicherlich die
verminderte Fliissigkeitsaufnahme wéhrend des Schlafes. Dehydratation als Ausloser einer
verminderten Nierenfunktion wurde in verschiedenen Studien belegt und lief3 sich auch durch
eine verlangsamte Exkretion von *™Tc-MAG3 beim Menschen aufzeigen®®. Im Unterschied zu
den Ergebnissen in der Literatur konnte jedoch die vorliegende Arbeit nur bedingt einen
zirkadianen Einfluss bei den Méusen feststellen. Die jiingsten Mduse sowie die Mannchen im
Alter von 22-24 Monaten zeigen ein signifikant fritheres Erreichen von Tmax wihrend der
Wachphase. Ein Einfluss des zirkadianen Rhythmus in den iibrigen Altersstufen konnte nicht

belegt werden.
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Einfluss vom Mausstamm auf die Nierenfunktion (C57BL/6N versus SCID Maus)

Viele Studien zeigen bei Nagetieren den Einfluss von unterschiedlichen Stimmen und des
Geschlechts auf die Nierenfunktion®-¢!, Hackbarth et al. zeigten eine Abhéngigkeit der
glomerulédren Filtrationsrate vom Korpergewicht und dem Gewicht der Nieren, was unter-
schiedlich in Abhéngigkeit von Mausstamm und Geschlecht ist®” ¢!, Die vorliegende Arbeit
konnte keine signifikanten Unterschiede zwischen C57BL/6N (Tmax 1,4 min) und SCID
Maiusen (Tmax 1,5 min) nachweisen. Die TAC der untersuchten C57BL/6N und SCID Méuse
sehen mit einem raschen Anstieg auf Tmax und einer anschlieBend stetigen Eliminierung des
Tracers sehr dhnlich aus®?.

In vorangegangenen Studien zeigte das Geschlecht der Nagetiere Auswirkungen auf verschie-
dene Nierenerkrankungen®®. Die vorliegende Arbeit zeigt ebenfalls geschlechtsspezifische
Unterschiede der Nierenfunktion bei unterschiedlichen Mausstimmen. Die Ergebnisse belegen
einen signifikant spiteren Zeitpunkt fiir Tmax bei weiblichen C57BL/6N Miusen im Vergleich
zu mannlichen. Im Gegensatz zu C57BL/6N Maiusen erreichen weibliche SCID Miduse Tmax
schneller als ménnliche SCID Méuse, jedoch nicht signifikant. Diese Unterschiede weisen auf
einen relevanten Einfluss der verschiedenen Stimme auf die Nierenfunktion hin, wenn das
Geschlecht beriicksichtigt wird. Diese Befunde stehen im Gegensatz zu Daten bei Menschen,

welche keine geschlechtsspezifischen Unterschiede aufzeigen®!.

Einfluss von '’ Lu-Somatostatin-Rezeptor-Liganden ('’ Lu-SRL) Therapien auf die
Nierenfunktion bei der SCID Maus

Radioligandentherapien sind effektive und vielversprechende Therapien in der Nuklearmedi-
zin: *°Yttrium (°°Y) oder '""Lutetium (!7’Lu), gebunden an ein Somatostatinanalogon (z.B.
DOTATOC), werden seit etwa 20 Jahren zur Behandlung von metastasierten neuroendokrinen
Tumoren, die hdufig einen Somatostatinrezeptorbesatz aufweisen, eingesetzt®. Eine bekannte
Nebenwirkung der '7"Lu-SRL Therapie ist die Nierentoxizitdt®. Die Aufnahme von !”’Lu-SRL
erfolgt liber den proximalen Tubulus der Niere mittels Endozytose durch Rezeptormolekiile
(Megalin-Cubulin)®¢7. Das Verstehen der der Nephrotoxizitit zugrundeliegenden Prozesse ist
wichtig, um sowohl potentiell protektive MaBnahmen zu untersuchen als auch die Dosis des
Therapeutikums zu bestimmen, welche zu einer Einschrédnkung der Nierenfunktion fiihrt®® bzw.
ein akutes bis chronisches Nierenversagen verursachen kann®- 70,

Ziel war daher eine Validierung der Nierenszintigraphie mit *™Tc-MAG3 fiir die Erfassung

von Nierenfunktionsverdnderungen nach der Behandlung mit '7’Lu-SRL bei tumortragenden

SCID Mausen. Hier zeigen die Ergebnisse erwartungsgeméf eine Einschrinkung der Nieren-
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funktion bei Mausen nach einer Therapie mit !7’Lu-SRL. Auch wenn Tmax dhnlich schnell wie
bei gesunden Méusen erfolgt, tritt Tso und Tas signifikant verzogert auf als Hinweis auf eine
verzogerte intrarenale Sekretion, passend zu einer durch '"Lu-SRL erwarteten tubulidren
Schéidigung, da wie bereits erwéihnt !”’Lu-SRL {iber den proximalen Tubulus aufgenommen

wird und diesen schidigen!.
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3.5 Schlussfolgerung

Die préklinische Radionuklidbildgebung mit PET und SPECT eignet sich gut fiir longitudinale,
quantitative in-vivo Untersuchungen des Knochen-Uptakes und der Nierenfunktion bei
Mausen. Hierfiir konnten standardisierte Untersuchungsprotokolle sowohl fiir die Skelett-PET
als auch die Nierenfunktionsszintigraphie bei der Maus erstellt werden.

Geschlecht, Alter und der zirkadiane Rhythmus sind wichtige Einflussfaktoren. So zeigte sich
beim Knochen-Uptake ein Einfluss des zirkadianen Rhythmus, wobei weibliche Mause im
Gegensatz zu Minnchen einen hoheren Uptake wihrend der Schlafphase haben. Insgesamt lag
der Knochen-Uptake bei weiblichen Tieren durchgéngig hoher als bei mannlichen Méusen. Im
Altersverlauf fand sich bei beiden Geschlechtern im Alter von 1 Monat der hochste Knochen-
Uptake, der nachfolgend mit der Skelettreife abnahm. Folglich miissen beim Design von
Studien zum Knochen-Uptakes bei ménnlichen Méusen das Alter und bei weiblichen Mausen
der zirkadiane Rhythmus sowie das Alter als Einflussfaktoren beriicksichtigt werden, wobei
das Geschlecht ebenfalls einen wesentlichen und signifikanten Parameter darstellt.

Auch auf die Nierenfunktion zeigte sich ein deutlicher Einfluss von Alter und Geschlecht bei
der Maus, wihrend der zirkadiane Rhythmus keinen eindeutigen Effekt aufwies. Deshalb
sollten bei Nierenstudien mit Mausen die Faktoren Alter und Geschlecht beriicksichtigt werden,
wiahrend der zirkadiane Rhythmus vernachlédssigbar erscheint. Beim Vergleich zwischen
C57BL/6N und SCID Mausen zeigten sich signifikante geschlechtsabhdngige Unterschiede in
den Nieren-Uptake-Kinetiken. Fiir experimentelle Therapiestudien ist daher zur Beurteilung
einer Nephrotoxizitéit die Etablierung von Normwerten in Abhéngigkeit von Mausstamm und
Geschlecht wichtig. Die *™Tc-MAG3 Nierenfunktionsszintigraphie erwies sich zudem als eine
ausreichend sensitive Methode zum Nachweis von Nierenschadigungen durch !’Lu-SRL mit
Verschlechterung der Nierenfunktion.

Die Vorstellung standardisierter Untersuchungsprotokolle fiir dedizierte Kleintiergeréte und die
Erhebung von Normwerten fiir den Knochen-Uptake und die Nierenfunktion bei Miusen in
Abhéngigkeit relevanter Einflussgrof8en wie Alter und Geschlecht der Tiere sowie Tageszeit-
punkt der Untersuchung schafft somit eine Grundlage fiir zukiinftige tierexperimentelle und

translationale Studien.
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