2 Material und Methoden

2.1 Rekrutierung, Ein- und AusschluBkriterien

Durch Aushang an den Berliner Universitdten wurden gesunde, mannliche Rechtshander
im Alter zwischen 18 und 35 Jahren als Probanden fiir die vorliegende Arbeit gesucht.
Aufgrund der zu erwartenden geringfiigigen Konzentrationsunterschiede und in Hinblick
auf die eingeschrankte Prézision der spektroskopisch ermittelten Konzentrationen wurde
eine homogene Stichprobe hinsichtlich Alter und Geschlecht gesucht, um interindivi-
duelle Ursachen fiir die Variabilitat der Messungen zu minimieren. So wurden weibliche
Probanden nicht in die Untersuchung eingeschlossen, um zyklusbedingte Einfliisse auf
das HPA-System als Storvariable auszuschlieflen.

Nach Kontaktaufnahme und weiterer ausfithrlicher Information tiber Ziel und Ablauf
der Untersuchungen wurden die Probanden in einer ersten Screening-Untersuchung auf
Ein- und Ausschlusskriterien untersucht. Ausschlusskriterien waren aktuell vorliegende
oder chronische korperliche Erkrankungen, eine Medikamenteneinnahme in den letzten
4 Wochen vor oder voraussichtlich wihrend des Untersuchungszeitraumes, aulerdem ak-
tuell vorliegende bzw. in der Anamnese bekannte psychiatrische Erkrankungen. Weitere
Ausschlusskriterien waren regelméssiger Konsum illegaler Drogen aktuell oder in der Ver-
gangenheit, neurochirurgische Operationen oder Operationen bei denen Metallteile im
Korper verblieben sind und ebenso aktuell vorliegende oder voraussichtliche Storungen
des Tag-Nacht-Rhythmus, zum Beispiel durch Schichtarbeit.

Zum Ausschluss einer aktuellen psychiatrischen Erkrankung wurde als standardisierter
Fragebogen das Mini International Neuropsychiatric Interview (MINI) verwendet [149].

Die Handigkeit der Probanden wurde anhand der Edinburgh-Handigkeitsskala iiber-
priift. Probanden, die einen Wert < 20 auf der Edinburgh-Handigkeitsskala erreichten,
wurden als Nicht-Rechtshander gewertet [116].

Die vorliegende Untersuchung wurde von der Ethikkommission der Charite gepriift

und als ethisch unbedenklich angesehen. Alle Probanden unterzeichneten nach aus-
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fithrlicher miindlicher und schriftlicher Aufklarung sowohl eine ausfiihrliche Probanden-

information als auch eine Einwilligungserklarung.

2.2 Studiendesign und zeitlicher Ablauf

Zur Untersuchung der Fragestellung wurde ein placebokontrolliertes 2-Phasen Cross-
Over-Design gewahlt. Alle Messungen wurden doppelblind durchgefiihrt.

Insgesamt wurden 22 Probanden eingeschlossen und, um Reihenfolgeeffekte zu ver-
meiden, randomisiert zwei Gruppen zugeordnet, die sich in der Abfolge der Cortisol-
exposition unterschieden. Die Probanden der einen Untersuchungsgruppe erhielten in
der ersten Versuchsbedingung Cortisol und im darauffolgenden Durchgang Placebo (im
folgenden Gruppe Cortisol/Placebo). Die Probanden der anderen Gruppe nahmen im
ersten Untersuchungsdurchgang Placebo und im zweiten Durchgang Cortisol ein (Grup-
pe Placebo/Cortisol).

Ein Proband aus der Cortisol/Placebo-Gruppe erkrankte nach dem ersten Untersu-
chungstermin, konnte aus diesem Grund die anderen Untersuchungstermine nicht wahr-
nehmen und schied deswegen aus der Untersuchung aus.

Pro Versuchsbedingung wurde je eine Pre- und eine Postmedikations-Messung durch-
gefiihrt. Zwischen diesen beiden Messungen lagen 4 Tage, in denen die Studienmedikation
jeweils morgens und abends von den Probanden selbststandig eingenommen wurde.

Die Studienmedikation wurde von der Apotheke der Charite - Campus Virchow Klini-
kum hergestellt. Die Cortisol- und Placebokapseln waren hinsichtlich Kapselgréfie, Form
und Farbe identisch.

Die Zeit zwischen beiden Untersuchungsbedingungen, wurde als passive Eliminati-
onszeit, d.h. ohne Placebo- oder Medikamenten-Einnahme, durchgefithrt und betrug 4
Wochen. Durch dieses Vorgehen war ein vollstandiges Abfallen der erhohten Cortisol-
konzentration vor Beginn des nachsten Untersuchungsdurchganges gewéhrleistet.

Mit der Einnahme der Studienmedikation (80 mg Cortisol bzw. Placebo) wurde am
Abend des Untersuchungstages nach der Basis-Messung begonnen. Die letzte Medika-
menteneinnahme eines Untersuchungsdurchganges erfolgte am Morgen vor der Post-
medikations-Messung. Wihrend der Versuchsbedingung Cortisol nahmen die Probanden
die Tagesdosis von 160 mg Cortisol auf zwei Einnahmezeitpunkte (8.00 und 20.00 Uhr)

verteilt ein.
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An jedem Untersuchungstermin kamen die Probanden selbststandig zum Ort der Un-
tersuchung. Nach einer kurzen Ruhephase von 10 Minuten erfolgte die Blutentnahme
fiir die Bestimmung der Serumcortisolkonzentration. Im Anschluff an die Blutentnah-
me absolvierten die Probanden eine neuropsychologische Testung, nach der die MRT-

Messungen durchgefithrt wurden.

2.3 Magnetresonanzspektroskopische Messungen

Alle Messungen wurden unter Aufsicht eines in der Durchfithrung von MR-Spektroskopien
sehr erfahrenen Radiologen, PD Dr. rer. nat. Dipl.-Chem. H. Bruhn, an einem 3-Tesla
Signa MR-Scanner (General Electric Healthcare, USA), durchgefiihrt.

Der eigentlichen spektroskopischen Messung ging die Aufnahme T1-gewichteter struk-
tureller Planungsbilder mittels einer inversionspraparierten 3D Gradientenecho-Sequenz
voraus. In Tabelle 2.1 sind die Parameter der anatomischen und spektroskopischen Se-

quenz angegeben.

3D-FSPGR PRESS PRESS
Gyrus cinguli Linker Hippocampus

Weisse Substanz Rechter Hippocampus

TR/TE 7,9/3,2 ms 6000/30 ms 6000/30 ms
Auflssung 0,86 x 0,86 x 1 mm?
Voxelgréfe - 16 x 16 x 16 mm? 12 x 12 x 12 mm?3
Scan-Zeit in min 5:08 8:24 8:24
Flipwinkel 20° 90° 90°

Tabelle 2.1: Parameter der MR-Sequenzen

Zu jedem Untersuchungstermin wurden in folgenden Hirnregionen Untersuchungsvo-
lumina fiir die Spektroskopien plaziert: Gyrus cinguli posterior, rechte frontale weisse
Substanz, linker und rechter anteriorer Hippocampus.

Die VoxelgroéBe in den Hippocampi betrug jeweils 1,7 ml (12 x 12 x 12 mm?), in den
beiden anderen Untersuchungsregionen 4,1 ml (16 x 16 x 16 mm3). Die geringere Voxel-
grofe fir die Hippocampus-Messungen wurde gewéhlt, um eine spezifische Selektion

des Hippocampus-Gewebe zu erreichen, wobei ein geringeres Signal-Rausch-Verhéltnis
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Abbildung 2.1: Voxelpositionierung

in Kauf genommen wurde. Abbildung 2.1 zeigt am Beispiel eines Probanden die Voxel-
positionierungen.

Um eine konstante Voxelpositionierung tiber alle vier Messzeitpunkte hinweg zu ge-
wahrleisten, wurde die Voxelposition des ersten Meflzeitpunkt als Referenz benutzt und
bei jeder Wiederholungsmessung die Position der Untersuchungsvoxel entsprechend ein-
gestellt.

Fiir die spektroskopischen Messungen wurde eine PRESS-Sequenz fiir die Volumen-
selektion verwendet. Vor jeder Messung wurde die Magnetfeldhomogenitiat der Unter-

suchungsvolumina optimiert.

LCModel Analyse der Spektren

Fir die Auswertung der spektroskopischen Daten wurde das Programm LCModel (Li-
near Combination Model Version 6.01) benutzt [122]. LCM verwendet Referenzspektren
der Metabolite und fithrt mittels Linearkombination unter anderem eine absolute Kon-

zentrationsbestimmung durch.
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Aktuell werden von verschiedenen Autoren einheitlichere Qualitdtsstandards fiir spek-
troskopische Untersuchungen gefordert und vorgeschlagen [86, 165]. Die vorliegende
Arbeit orientiert sich an den von Provencher im LCM-Manual genannten Qualitéts-
Kriterien. Messungen mit einer zu geringen spektralen Auflosung (FWHM der Wasser-
resonanz > 0,1 ppm) sind nicht in die weiteren Analysen einbezogen worden.

Als weiterer entscheidender Qualitéits- und Reliabilitats-Indikator wurden die von LC-
Model angegebenen Cramer-Rao lower bounds berticksichtigt. Dieser Wert reflektiert
zum einen die Qualitdt der Messungen hinsichtlich spektraler Auflosung und Signal-zu-
Rausch-Verhéltnis, zum anderen die erreichte Qualitat der Anpassung mittels linearer
Kombination. Konzentrationswerte mit Cramer-Rao-Werten > 20 sind ebenfalls nicht in
der weiteren statistischen Analyse berticksichtigt worden.

Weiterhin wurden die von Kreis genannten Qualitéatskriterien umgesetzt [86]. So wur-
den, neben Beriicksichtigung der eben genannten Qualitéitsindikatoren, alle Spektren
durch PD Dr. Harald Bruhn durch Ansicht einzeln tiberpriift, um mogliche Artefakte zu
identifizieren, die in den vorgeschlagenen Grenzwerten und automatisierten Qualitats-
kriterien nicht erfasst werden. Die auf den nachsten Seiten folgenden Abbildungen sind
Beispiele von LCM-Spektren der vorliegenden Arbeit. Fiir die untersuchten Hirnregionen

ist beispielhaft jeweils ein solches LCModel-Spektrum abgebildet.

SAGE-Analyse der Wasserresonanz

Brown et al. [15] haben in ihrer Arbeit auf den moglichen Einfluss von Cortisol auf
die Hohe des unsupprimierten Wassersignals hingewiesen und erklarten damit die Dis-
krepanz zwischen ihren Ergebnisse und den Ergebnissen von Khiat et al. [82], die das
unsupprimierte Wassersignal als Referenz zur Konzentrationsbestimmung genutzt ha-
ben.

Um einen Einfluss von Cortisol auf das nicht unterdriickte Wassersignal zu iiberpriifen
wurde mittels der Scanner eigenen Analyse-Software SAGE (Spectroscopy Application
General Electric), die Werte der nicht unterdriickten Wasserresonanzen ebenfalls auf

Unterschiede zu den jeweiligen Untersuchungsbedingungen iiberpriift.
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Data of: Strahlenklinik der Charite, Humboldt-Universitaet, Berlin

5 LCModel (Version 6.1-0) Copyright: S.W. Provencher. Ref.: Magn. Reson. Med. 30:672-679 (1993). 04-October-2005 12:49
2
A T T R R N R Conc. %SD /Cre Metabolite
R 0.000 999%  0.000 Ala
g 1.729 31%  0.245 Asp
& 7.056 3%  1.000 Cre
2 0.574 84%  0.081 GABA
0.000 999%  0.000 Gle
2.882 24%  0.408 Gln
8.281 7%  1.174 Glu
1.451 4% 0.206 GPC
0.000 999%  0.000 PCh
0.260 139%  0.037 Lac
2.987 7% 0.423 mI
8.649 3% 1.226 NAA
0.000 999%  0.000 NAAG
0.000 999%  0.000 Scyllo
0.240 155%  0.034 Tau
2.050 11%t  0.290 -CrCH2
0.547 40%  0.077 Gua
1.451 4% 0.206 GPC+PCh
8.649 3% 1.226 NAA+NAAG
11.163 8% 1.582 GlutGln
2.592 81%  0.367 Lipl3a
0.000 999%  0.000 Lipl3b
0.676 115%  0.096 Lip09
7.295 14%  1.034 MMOY
0.322 151%  0.046 Lip20
10.492 17%  1.487 MM20
2.541 41%  0.360 MMI2
6.490 22%  0.920 MM14
2.348 39%  0.333 mM17
2.592 81%  0.367 Lipl3a+tLipl3b
11.622 208 1.647 MMI4+Lipl3a+L
7.971 11%  1.130 MMO9+Lip09
10.814  16% _ 1.533 MM20+Lip20
DIAGNOSTICS
1 info MYBAST 2
1 info STARTV 20

Doing Water-Scaling

——————T
24 22 20 1.8 1.6
Chemical Shift (ppm)

42

MISCELLANEOUS OUTPUT

FWHM = 0.029 ppm S/N = 26
Data shift = 0.019 ppm
Ph: -1 deg 0_deg/ppm

Abbildung 2.2: LCM-Output Gyrus cinguli posterior

Data of: Strahlenklinik der Charite, Humboldt-Universitaet, Berlin

@  LCModel (Version 6.1-0) Copyright: S.W. Provencher. Ref.: Magn. Reson. Med. 30:672-679 (1993). 20-June-2005 17:48
I
3 Conc. %SD /Cre Metabolite
0.000 999%  0.000 Ala
7 1.044 60% 0.184 Asp
g 5.675 4%  1.000 Cre
i 0.027 999% 4.8E-03 GABA
o 0.000 999%  0.000 Glc
0.806 110%  0.142 Gln
7.333 11%  1.292 Glu
1.996 5%  0.352 GPC
0.000 999%  0.000 BCh
0.468 96¢  0.082 Lac
2.041 13%  0.360 mI
8.408 3% 1.482 NAA
0.324 117¢  0.057 NAAG
0.000 999%  0.000 Scyllo
0.000 999%  0.000 Tau
1.836 16%  0.323 -CrcE2
0.461 54%  0.081 Gua
1.996 5%  0.352 GRC+ECh
8.732 4%  1.539 NAANAAG
8.139 143  1.434 Glu+Gln
1.880 1445  0.331 Liplla
0.000 999%  0.000 Lipl3b
0.412 229%  0.073 Lip09
5.706 22%  1.006 MMO9
0.135 429%  0.024 Lip20
8.755 26%  1.543 MM20
1.916 45%  0.338 MM12
5.024 36% 0.885 MM14
2.289 53%  0.403 MM17
1.880 144%  0.331 Lipl3a+Lipl3b
8.820 34%  1.554 MM14+Lipl3a+L
6.118 20%  1.078 MMO9+Lip09
8.890 25%  1.567 MM20+Lip20
DIAGNOSTICS
1 info MYBAST
1 info STARTV 20
2 info's  RFALSI 11
od Doing Water-scaling
I I ourpuUT
42 24 22 20 FWHM = 0.038 ppm  S/N = 24
Chemical Shift (ppm) Data shift = 0.019 ppm
Ph: -2 deg 0_deg/ppm

Abbildung 2.3: LCM-Output Weisse Substanz rechts frontal
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Data of: Strahlenklinik der Charite, Humboldt-Universitaet, Berlin

o LCModel (Version 6.1-0) Copyright: S.W. Provencher. Ref.: Magn. Reson. Med. 30:672-679 (1993). 17-September-2005 17:56
8
g 0 o Conc. SD /Cre Metabolite
0.158 674%  0.023 Ala
| 0.857 1038  0.122 Asp
7.001 6%  1.000 Cre
I 0.385 213%  0.055 GABA
3.631 22%  0.519 Glc
5.593 27%  0.799 Gln
5.719 21%  0.817 Glu
2.355 6% 0.336 GPC
0.000 999%  0.000 BCh
2.166 34%  0.309 Lac
5.161 10%  0.737 mI
6.696 6% 0.956 NAR
0.000 999%  0.000 NAAG
0.303 61%  0.043 Scyllo
0.574 120%  0.082 Tau
2.742 20%  0.392 -CrCH2
2.237 26%  0.320 Gua
2.355 6% 0.336 GPC+PCh
6.696 6% 0.956 NAA+NAAG
11.313 13%  1.616 Glu+Gln
0.000 999%  0.000 Lipl3a
0.000 999%  0.000 Lipl3b
0.000 999%  0.000 Lip09
7.121 16%  1.017 MMO9
0.000 999%  0.000 Lip20
12.332 17%  1.761 mM20
2.141 39%  0.306 MMI2
6.120 43%  0.874 MM14
5.980 20%  0.854 MM17
0.000 9998  0.000 Lipl3a+Lipl3b
8.261 35%  1.180 MM14+Lipl3a+L
7.121 16%  1.017 MMO9+Lip09
12.332 17%  1.761 MM20+Lip20
DIAGNOSTICS
; 1 info MYBASI 2
: 3 info's  RFALSI 11
1 info FINOUT 9
: Doing Water-scaling
T oumeor
42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 12 10 080 060 040 02p FWHM = 0.038 ppm s/ = 8
Chemical Shift (ppm) Data shift = 0.019 ppm
Ph: 7 deg -2 deg/ppm

Abbildung 2.4: LCM-Output Linker Anteriorer Hippocampus

Data of: inik der Charite, boldt-Uni , Berlin
@ LCModel (Version 6.1-0) Copyright: S.W. Provencher. Ref.: Magn. Reson. Med. 30:672-679 (1993). 02-May-2005 18:21
8
s 5 T s e Conc. $SD /Cre Metabolite
0.212 471% 0.028 Ala
2.045 43% 0.274 Asp
7.475 6% 1.000 Cre
1.155 76% 0.155 GABA
4.471 15% 0.598 Glc
5.165 29% 0.691 Gln
8.000 16% 1.070 Glu
8 2.820 6% 0.377 GPC
5 0.000 999% 0.000 PCh
2 0.000 999% 0.000 Lac
6.002 8% 0.803 mI
7.136 7% 0.955 NAA
0.000 999% 0.000 NAAG
0.000 999% 0.000 Scyllo
0.000 999%  0.000 Tau
0.567 99% 0.076 -CrCH2
0.587 99% 0.078 Gua
2.820 6% 0.377 GPC+PCh
7.136 7% 0.955 NAA+NAAG
13.164 10% 1.761 Glu+Gln
3.753 58% 0.502 Lipl3a
0.000 999% 0.000 Lipl3b
1.024 89% 0.137 Lip09
4.266 27% 0.571 MMO9
0.424 141% 0.057 Lip20
5.810 34%  0.777 MM20
1.249 62% 0.167 MM12
3.419 72% 0.457 MM14
2.561 42% 0.343 MM17
3.753 58%  0.502 Lipl3a+Lipl3b
8.422 25% 1.127 MM14+Lipl3a+L
5.290 17%  0.708 MMO9+Lip09
6.235 31%  0.834 MM20+Lip20
DIAGNOSTICS
1 info MYBASI 2
2 info's RFALSI 4
o Doing Water-Scaling
: : MISCELLANEOUS OUTPUT
H H H . FWHM = 0.048 ppm S/N = 8
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T s
42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 12 10 080 060 040 02p Data shift =0.029 ppm
Chenmical Shift (ppm) Ph: -3 deg 1 deg/ppm

Abbildung 2.5: LCM-Output Rechter Anteriorer Hippocampus
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2.4 Bestimmung der Serum-Cortisolkonzentration

Die Blutproben (10 ml Serumroéhrchen Saarstedt) wurden sofort nach Entnahme in
das Institut fiir Laboratoriumsmedizin Charité Campus Virchow Klinikum zur Bestim-
mung der Serumcortisolkonzentration gebracht. Die Konzentrationsmessungen erfolgte
mit dem ADVIA Centaur-Cortisol Test (Siemens Medical Solutions Diagnostics).
Dieser Test ist ein kompetitiver Immunoassay unter Anwendung der direkten Chemi-
lumineszenz-Technologie. Zwischen der Menge an Cortisol in der Patientenprobe und den
vom System gemessenen relativen Lichteinheiten besteht eine umgekehrt-proportionale
Beziehung. Die Sensitivitét und der Messbereich der Methode betragt 5,5 - 2069 nmol /1.

2.5 Statistische Analyse

Fir die Analysen wurden zunéchst die Konzentrationsverdnderung wéhrend einer Un-
tersuchungsbedingung berechnet. Diese wurde als Differenz der Konzentration der Post-
medikations-Messung und der Premedikations-Messung der jeweiligen Untersuchungs-
bedingung errechnet. Negative Werte entsprechen dabei einer Konzentrationsabnahme
im Vergleich zur Ausgangsmessung, positive entsprechen einer Konzentrationszunahme.

Diese Konzentrationsveranderungen fiir beide Untersuchungsbedingungen wurden dann
in einem T-Test fiir verbundene Stichproben zweiseitig auf statistisch signifikante Un-
terschiede gepriift. Dabei wurde ein Signifikanzniveau von 0,05 fiir Fehler erster Art
angenommen. Der Unterschied zwischen den Untersuchungsbedingungen Cortisol bzw.
Placebo errechnet sich aus der Differenz der Konzentrationsverénderung unter Cortisol
und unter Placebo. Hinsichtlich der Effektrichtung entsprechen also negative Werte ei-
ner Konzentrationsabnahme bzw. geringeren Konzentrationszunahme unter Cortisol im
Vergleich zur Placebobedingung.

Eine ANOVA mit Mefiwiederholung, die theoretisch bei diesem Design als statistische
Analysemethode verwendet werden konnte, wurde aus Griinden der besseren Darstell-
barkeit durch die eben beschriebene Methdode nicht gewahlt. Richtung und Starke der
Konzentrationsverianderung sind durch den Vergleich der Differenz zur Ausgangskonzen-
tration weitaus verstandlicher.

Die gesamte statistische Analyse der Daten wurde mit der Software R [125] und SPSS
durchgefithrt. Die Abbildungen wurden mit der Software GraphPad Prism (Version 5.0)
erstellt.
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