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Abstract
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BACKGROUND: Converging lines of evidence suggest cognitive, electrophysiologic, func-
tional, and structural alterations of specific brain regions in smokers compared to never-
smokers, notably the anterior cingulate cortex (ACC). Some of these deficits were also de-
tected in former smokers even after several years of abstinence. Animal studies in fetal and
adolescent rodents imply neurotoxic effects of nicotine during brain development and indicate
a potential for developmental disruption or damage of distinct brain regions, since ninety per-
cent of smokers start their smoking habit during adolescence. When performing this study,
there was only one magnetic resonance spectroscopic imaging (MRSI) study published com-
paring smokers to nonsmokers. That study suggested that cigarette smoking exacerbates
chronic alcohol-induced brain damage, since N-acetylaspartate (NAA) deficits could only be
detected in smoking 1-week abstinent revocering alcoholics but neither in nonsmoking 1-

week abstinent recovering alcoholics nor in healthy smokers or nonsmokers.

METHODS: Absolute concentrations of total creatine (Cre), N-acetylaspartate (NAA), total
choline (tCho) and myo-inositol (mIns) were measured in anterior cingulate cortex (ACC),
posterior cingulate cortex (PCC) and right frontal white matter (RFWM) in 11 healthy smok-
ers and 22 healthy never-smokers without any history of mental or physical disease or abnor-
mality. To control for potential differences of cerebrospinal fluid content in voxels, ratios of
absolute concentrations of NAA, tCho and mlns were built with Cre. It was postulated that
smokers would show NAA/Cre deficits in ACC but not or to a smaller degree in PCC. For
RFWM it was hypothetisized that NAA/Cre levels would not differ significantly between

smokers and never-smokers.

RESULTS: Analysis of covariance (ANCOVA) showed that absolute concentrations of Cre
did not differ significantly between smokers and never-smokers in any of the three volumes of
interest (VOI) (p = 0.485). As hypothesized, NAA/Cre levels of smokers and never-smokers
did not differ significantly in PCC (p = 0.994) or RFWM (p = 0.563). However, NAA/Cre
levels in ACC showed no significant difference between smokers and never-smokers, either

(p = 0.229). Post-hoc analysis of secondary parameters showed significant smoking effects for
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tCho/Cre in gray matter of ACC (p = 0.025) and mIns/Cre in white matter (RFWM)
(p=0.010). After all, neither significance level survived Bonferroni correction (p = 0.225 for
tCho/Cre in ACC; p = 0.090 for mIns/Cre in REWM), despite a persisting statistical trend
towards a smoking effect for mIns/Cre in RFWM (p < 0.100).

CONCLUSIONS: A possible reason for not being able to detect significant NAA/Cre differ-
ences in smokers and never-smokers in the ACC may either lie in the rather small study popu-
lation or in pattern differences of neurotoxicity of fetal and adolescent nicotine exposure in
animal models: fetal nicotine exposure in rodents points to neuronal damage in midbrain and
neocortex while adolescent nicotine exposure in rodents points to neuronal damage in mid-
brain, hippocampus, and striatum but not in neocortex. This is in line with a recently pub-
lished MRS study describing NAA deficits in hippocampus but not in ACC. However, the
observed statistical trend towards a smoking effect of mIns/Cre in RFWM may suggest glial
alteration (p = 0.090 after Bonferroni correction), since NAA/Cre as a potential neuronal
marker is not significantly affected and recent imaging studies describe regional alteration of
fractional anisotropy (FA) or white matter volume in smokers, while animal experiments of
neonatal rat optic nerves describe an irreversible nicotinic receptor dependent conduction

block, histologically characterized by profound glial alterations with intact axonal structure.

Interpreting the observed statistical trend for mIns/Cre in RFWM as potential glial alteration
of frontal white matter remains speculative until this effect is replicated by other studies.
Should other groups be able to observe a similar smoking effect, an a priori nature of this
finding might still not be ruled out, although animal models point to a causal relationship be-

tween nicotine exposure and neuronal and glial alteration.
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1 Einleitung

1.1 Aktueller Wissensstand

1.1.1 Epidemiologie

Laut statistischem Bundesamt beziffert sich der Anteil der aktiven Raucher im Jahr 2005 auf
27 Prozent aller Einwohner der Bundesrepublik mit einem Mindestalter von 15 Jahren (Stati-
stisches Bundesamt, 2006). Dementsprechend belaufen sich Nichtraucheranteil auf 73 Pro-
zent, Nieraucheranteil auf 54 Prozent und Exraucheranteil auf 19 Prozent. In der Altersgruppe
der 15- bis 39-Jéhrigen liegt der prozentuale Anteil der aktiven Raucher iiber 34 Prozent. Be-
trachtet man Ménner und Frauen separat, sind 32 Prozent der Manner aktive Raucher, bei den
Frauen dagegen nur 22 Prozent. 56 Prozent aller Manner gegeniiber 36 Prozent aller Frauen
hatten zum damaligen Zeitpunkt oder zu einem fritheren Zeitpunkt aktiv geraucht; die Aus-
stiegsquote, entsprechend des Anteils ehemaliger Raucher, liegt bei den Ménnern mit 24 Pro-
zent deutlich hoher als bei den Frauen mit 14 Prozent. Die Wahrscheinlichkeit zu irgendeinem
Lebenszeitpunkt aktiver Raucher zu sein ist somit fiir Méanner groBer als fiir Frauen, haben
Frauen jedoch erst einmal mit dem Rauchen begonnen, sind ihre Aussichten auf einen erfolg-
reichen Ausstieg aus der Nikotinabhidngigkeit geringer. Zudem beschreibt der Mikrozensus
2005 einen Zusammenhang zwischen Bildungsstand und Raucherstatus: Nur 18 Prozent aller

mannlichen und 14 Prozent aller weiblichen Akademiker sind aktive Raucher.

Mehr als 90 Prozent aller Raucher beginnen noch in ihrer Jugend mit dem Zigarettenrauchen.
Dabei kommt es umso hédufiger zur Ausbildung von Nikotinabhéngigkeit, je frither mit dem

Rauchen begonnen wird (Chen et Millar, 1998, Nelson et al., 1995; Pierce et Gilpin, 1996).

2003 waren 13,4 Prozent (114.647) aller Todesfélle Deutschlands urséchlich auf Zigaretten-
rauchen zuriickzufiihren (20,2 Prozent der minnlichen gegeniiber 7,6 Prozent der weiblichen
Todesfille); die Summe der infolge Zigarettenrauchens verlorenen Lebensjahre soll mehr als
1,5 Millionen betragen (Neubauer et al., 2006). Laut CDC (Center for Disease Control and
Prevention, USA) stellt Zigarettenrauchen das haufigste vermeidbare Risiko beziiglich eines
frithen Todes dar. Jeder fiinfte Todesfall in den USA steht in engem kausalen Zusammenhang
mit Rauchen (CDC, 1991, 2008). Zigarettenrauchen gilt zudem als Hauptursache der erh6hten

Morbiditdt und Mortalitét kardiovaskulérer, pulmonaler sowie maligner Erkrankungen von
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Lunge, Kehlkopf, Speiserohre, Oropharynx, Blase, Zervix, Pankreas, Nieren u.a. (Haustein,

2008).

Weltweit liegt der Anteil aktiver Zigarettenraucher bei etwa einem Drittel der Gesamtbevol-
kerung. Wihrend der Anteil aktiver Raucher innerhalb entwickelter Lander in den letzten Jah-
ren und Jahrzehnten riickliufig ist, steigt dieser in Entwicklungsldndern jahrlich um tiber 3
Prozent. Laut WHO wird bereits jede dritte Zigarette im westpazifischen Raum geraucht, dort
ist der Prozentsatz aktiver Raucher weltweit am grof3ten - fast zwei Drittel der mannlichen
Bevolkerung raucht, in ldndlichen Regionen Kambodschas liegt die Quote sogar iiber 80 Pro-
zent. Eine Umfrage an Chinesen verdeutlicht die Versdumnisse der 6ffentlichen Gesundheits-
politik in dieser Region: 60 Prozent der Befragten wissen nicht, dass Rauchen Lungenkrebs
verursachen kann und 96 Prozent ist eine Kausalitdt zwischen Herz-/Kreislauferkrankungen

und Rauchen unbekannt (WHO, Regional Office for the Western Pacific, 2002).

1.1.2 Bestandteile des Tabaks

Nikotin stellt nur einen der fast 4800 aus Tabakrauch isolierbaren Inhaltsstoffe dar (Rodgman
et al., 2000; Rompp et al., 1996). Wihrend des Rauchens verbrennt der grofite Anteil des Ni-
kotins in der Glutzone und im Nebenstromrauch, so dass insgesamt nur 15 bis 20 Prozent des
Nikotins die Mundhohle erreichen. Davon werden nach Inhalation ca. 90 Prozent resorbiert;
erfolgt keine Inhalation werden etwa 5 Prozent des Nikotins {iber die Mundschleimhaut resor-
biert. Tabakrauch beinhaltet neben Nikotin zahlreiche weitere Stoffe, bei denen es sich um
organische und anorganische Verbindungen in Gas- und/oder Partikelphase (Kondensat) han-

delt (Ambrose et Barua, 2004; Rompp et al., 1996).

Die im Kondensat enthaltenen Stoffe gelten als besonders schidlich. In der Partikelphase las-
sen sich freie Radikale in einer Konzentration von etwa 10'’/g[ Tabakrauch] nachweisen, in
der Gasphase liegt die entsprechende Konzentration bei etwa 10'*/g[ Tabakrauch]. Die freien

Radikale der Partikelphase verfiigen iiber Halbwertszeiten von Stunden bis Monaten (Ambro-

se et Barua, 2004).

Bei der Herstellung von Tabakprodukten werden haufig Stoffe zugesetzt, um Produkteigen-
schaften wie Abbrennverhalten oder Mindesthaltbarkeit zu verdndern. Als weitere Tabakzu-

sdtze verstairken Ammoniak, Harnstoff oder Natron die Wirkung des Tabaks und bedingen so
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ein noch hoheres Abhédngigkeitspotential. Zucker und Glykol karamellisieren beim Verbren-
nungsvorgang und erzeugen einen weicheren Geschmack. Menthol wird auch ,,mentholfrei-
en* Zigaretten zugesetzt, um die Schmerzempfindlichkeit der Lunge herabzusetzen. Diesen
Effekt kann man auch durch Zusatz von Gewiirznelken erreichen. Neben Schellack als Kle-
bemittel werden haufig Lakritze, Kaffee, Konservierungsstoffe, Ammoniumchlorid und wei-

tere Stoffe zugesetzt (Haustein, 2008).

Das Suchtpotential von Tabakprodukten wird hauptsidchlich dem Nikotin zugeschrieben, da es
auf das dopaminerge Belohnungssystem wirkt und psychoaktive Eigenschaften aufweist (Pic-
ciotto et Corrigall, 2002; Pidoplichko et al., 1997). Neben Verhalten und Motivation beein-
flusst Nikotin zahlreiche weitere neurophysiologische Vorgédnge (Laviolette et van der Kooy,
2004). Aufgrund seiner unmittelbaren Resorption durch die Lungenalveolen erreicht es das
Gehirn nur wenige Sekunden nach seiner Inhalation; der kurze Abstand zwischen Reizung der
Atemwege und subjektivem Wirkungseintritt spielt verhaltensbiologisch eine bedeutende Rol-
le (Oldendorf, 1992). Pharmakologisch z&hlt man Nikotin wie Koffein, Amphetamin oder
Kokain zur Gruppe der Stimulanzien. Eine direkte kanzerogene Wirkung konnte fiir Nikotin
bislang nicht nachgewiesen werden. Es wird aber diskutiert, ob Nikotin infolge Interaktion
mit nikotinergen Acetylcholin-Rezeptoren biologische Vorgédnge deregulieren kann, bei-

spielsweise Angiogenese, Apoptose oder zellvermittelte Immunitét (Zeidler et al., 2007).

1.1.3 Nikotinrezeptoren

Acetylcholin-Rezeptoren unterscheiden sich anhand ihrer unterschiedlichen Ansprechbarkeit
auf Agonisten oder Antagonisten. Es werden muskarinerge Acetylcholin-Rezeptoren von ni-
kotinergen Acetylcholin-Rezeptoren (nAChR) unterschieden. Wihrend es sich bei muskari-
nergen Acetylcholin-Rezeptoren um metabotrope Rezeptoren handelt, stellen nikotinerge Re-
zeptoren (Nikotinrezeptoren) ionotrope Rezeptoren dar, also ligandengesteuerte lonenkanile
(in diesem Fall fiir Na+, K+ oder Ca2+) (Rogers et Wonnacott, 1997). Der liberwiegende An-
teil neuronaler Nikotinrezeptoren des Sdugerhirns wird vom Subtyp des a4f,-nAChR repri-
sentiert (Flores et al., 1992; Wonnacott, 1990), a;-nAChR stellen einen weiteren bedeutenden
Subtyp dar (Chen et Patrick, 1997) und werden mit der Symptomatik des Nikotinentzugs in
Verbindung gebracht (Markou et Paterson, 2001). ouf>-nAChR weisen eine etwa eintausend-

fach hohere Affinitdt gegeniiber Nikotin auf als ai7-nAChR (Gotti et al., 1997). Neben Auf-
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bau, Lokalisation und Nikotinaffinitit unterscheiden sich die Subtypen insbesondere beziig-
lich ihrer Desensibilisierungs- und Erholungseigenschaften (Kuryatov et al., 2000; Mansvel-
der et al., 2002; McGehee et al., 1995). In Anwesenheit von Nikotin wird die Anzahl der neu-
ronalen nAChR heraufreguliert, bei langerer Nikotinexposition kommt es zur anhaltenden
Rezeptordesensibilisierung, woraus eine Tachyphylaxie resultieren kann. Vareniclin (Cham-
pix®) stellt einen selektiven Partialagonisten des ouf3,-Nikotinrezeptors dar und wird wie
Bupropion zur pharmakologischen Raucherentwohnung eingesetzt (Coe et al., 2005). Bei Bu-
propion handelt es sich um ein atypisches Antidepressivum, das bereits im unteren umolaren
Dosisbereich spannungsunabhéngig o;sf3,-, oisf, und o;-nAChR hemmt (Slemmer et al.,

2000).

Aufgrund ihrer priasynaptischen, postsynaptischen oder priaterminalen (am Zellkorper gelege-
nen) Lokalisation konnen nAChR unterschiedliche Effekte vermitteln. Durch Bindung an
nAChR bahnt Nikotin die Ausschiittung der Neurotransmitter Noradrenalin, Acetylcholin,
Serotonin, GABA, Dopamin und f-Endorphin und verursacht somit die Vielfalt und Komple-

xitdt seiner ausgelosten Wirkung (Benowitz, 2008).

1.1.4 Kognitive Defizite bei Rauchern

Mehrere Studien beschreiben kognitive Leistungssteigerungen infolge akuter Nikotinapplika-
tion, insbesondere fiir Konzentration, Erinnerungsvermdgen und Arbeitsgedidchtnis. Solche
Leistungssteigerungen wurden sowohl bei Nichtrauchern, aber auch bei Rauchern mit und
ohne gleichzeitige Nikotinkarenz beobachtet (Ernst et al., 2001; Foulds et al., 1996; Kumari et
al., 2003; Le Houezec et al., 1994; Perkins et al., 1994; Phillips et Fox, 1998; Pritchard et al.,
1992). Allerdings beschreiben nicht alle Studien derart positive Effekte (Hasenfratz et al.,
1989; Heishman et al., 1993; Hindmarch et al., 1990; Jacobsen et al., 2006; Keenan et al.,
1989; Landers et al., 1992; Petrie et Deary, 1989; Sakurai et Kanazawa, 2002; Spilich et al.,
1992).

Am héufigsten zeigten sich schnellere Reaktionszeiten und bessere Gesamtresultate bei Auf-
gaben mit erhohten Aufmerksamkeitsanforderungen (Rezvani et Levin, 2001). Auch im
Tiermodell konnte nach einmaliger oder dauerhafter Nikotinverabreichung eine verbesserte

Leistung von Komponenten des Arbeitsgeddchtnisses demonstriert werden (Rezvani et Levin,
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2001). Dass nicht alle Studien konsistent positive oder negative Nikotineffekte beschreiben,
konnte genetisch bedingt sein: Erst kiirzlich beschrieb Jacobsen, dass positiver Tragerstatus
fiir das 957T-Allel des D,-Rezeptors (Dopaminrezeptor) mit einer nach Nikotinapplikation
hoheren Fehlerquote beim Losen von Aufgaben zum verbalen Arbeitsgedéchtnis assoziiert ist

(Jacobsen et al., 20006).

Jugendliche Raucher (n = 41) zeigen unabhédngig vom Zeitpunkt ihrer zuletzt gerauchten Zi-
garette gegeniiber nach Alter, Geschlecht und Bildung vergleichbaren Nierauchern (n = 32)
kognitive Defizite ihres Arbeits- und Wortgedéchtnisses. Das Ausmal3 beobachteter Defizite
korreliert positiv mit dem zeitlichen Abstand der zuletzt gerauchten Zigarette. Interessanter-
weise begannen ménnliche Raucher dieser Studie signifikant frither mit dem Rauchen als
weibliche Raucher und zeigten signifikant groBere Aufmerksamkeitsdefizite als Raucherinnen
oder Nieraucher. Jacobsen schlie3t daraus, dass sich ein fritherer Rauchbeginn besonders

schidlich auswirkt (Jacobsen et al., 2005).

1.1.5 Veranderungen im EEG bei Rauchern

Mehrere elektrophysiologische Untersuchungen beschreiben, dass akuter Nikotin- oder Ta-
bakkonsum im EEG gesteigerte Erregbarkeiten bedingt und Nikotin- oder Tabakentzug ge-
gensitzliche Effekte verursacht. Umstritten ist jedoch, ob gesteigerte Erregbarkeiten Normali-
sierungen entzugsbedingter Defizite oder dariiber hinausgehend Stimulierungen widerspiegeln
(Conrin, 1980; Domino, 2003; Knott et al., 1998). Nach akuter Nikotinzufuhr zeigt sich im
EEG eine dosisabhédngige Verschiebung des Frequenzmusters zugunsten schnellerer a-(7,6 —
12,4 Hz) und B-(12,6 — 26,0 Hz) Frequenzen bei gleichzeitig vermindertem Anteil an 6-(1,0 —
3,4 Hz) Rhythmen, entsprechend einer zunehmenden Desynchronisierung der Aktivitét korti-

kaler Neurone (Domino, 2003; Knott et al., 1998).

Zudem werden fiir Raucher verminderte Amplituden ereigniskorrelierter P300-Potenziale

beschrieben, die sich zum Teil nach Nikotinapplikation wieder normalisieren (Anokhin et al.,
2000; McDonough et Warren, 2001; Neuhaus et al., 2006; Polich et Ochoa, 2004). Interessan-
terweise beobachtet man entsprechende Verdnderungen der P300-Komponente auch bei Pati-

enten mit Schizophrenien, eine aktuelle Metaanalyse beschreibt derartige Verdanderungen der
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P300-Komponente sogar als moglichen Endophénotyp fiir Erkrankungen des schizophrenen

Formenkreises (Bramon et al., 2005).

Basierend auf Untersuchungsergebnissen mit LORETA (low resolution brain electromagnetic
tomography analysis) wurde berichtet, dass gesunde Raucher (n = 84) im Gegensatz zu Niko-
tin-naiven Probanden (n = 110) umschrieben kortikale Aktivierungsdefizite aufweisen, u.a. in
ACC (anteriorer Gyrus cinguli) und PFC (prifrontaler Kortex). Vergleichbare Aktivierungs-

defizite zeigten sich im ACC auch bei Exrauchern nach einer durchschnittlichen Nikotinabsti-

nenz von 11,9 Jahren (n = 53) (Neuhaus et al., 2006).

1.1.6 Zerebrale Bildgebung bei Rauchern

Im Gegensatz zur Rontgen-Computertomographie ist die Magnetresonanztomographie nicht
mit der Belastung durch ionisierende Strahlung verbunden, so dass sich die MRT besonders
gut fiir Untersuchungen gesunder Probanden eignet. Neben der klassischen MR-Bildgebung
ermoglicht diese Technologie volumetrische (VBM), spektroskopische (MRS) oder funktio-
nelle (fMRT) Untersuchungen. Weitere Optionen funktioneller Bildgebung bieten PET (Posi-
tronen-Emissions-Tomographie) und SPECT (Single Photon Emission Computed Tomo-

graphy), im Gegensatz zur MRT allerdings nicht ohne radioaktive Strahlenbelastung.

Mittels PET konnten Konzentrationsunterschiede der zentralen und peripheren Monoamino-
Oxidase (MAO) nachgewiesen werden. Konzentrationen von MAO-A und MAO-B sind bei
Rauchern bis zu 40 Prozent niedriger als bei Nierauchern oder Exauchern (Fowler et al., 1996,
1998, 2003). Da Monoamino-Oxidasen am Abbau von Noradrenalin, Serotonin und Dopamin
beteiligt sind, wird spekuliert, ob manche Effekte des Zigarettenrauchens hierdurch bedingt
sein konnten. Moglicherweise besteht ein Zusammenhang zu dem seit lingerem diskutierten
und umstrittenen protektiven Effekt des Zigarettenrauchens gegeniiber Morbus Parkinson

(Quik, 2004).

Die im Folgenden beschriebenen funktionellen Bildgebungsstudien untersuchen akute Niko-
tineffekte unter Ruhebedingung bzw. kognitiver Beanspruchung bei Rauchern oder Exrau-
chern und Verdnderungen der Hirnaktivitit wihrend des gesteigerten Rauchverlangens (Cra-

ving). Bildgebungsstudien struktureller Verdnderungen bei Rauchern werden im Anschluss an
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die funktionelle Bildgebung beschrieben, gefolgt von Untersuchungen des zerebralen Metabo-

litenprofils mittels der 'H-Magnetresonanz-Spektroskopie ('H-MRS).

1.1.6.1 Funktionelle Bildgebung

Fiir den Zeitraum unmittelbar nach erfolgter Nikotinzufuhr bzw. nach dem Zigarettenrauchen
beschreiben mehrere Autoren (Domino et al., 2000; Stapleton et al., 2003; Yamamoto et al.,
2003) unter Ruhebedingungen global erniedrigte Hirnaktivitdten. Eine dieser Studien zeigt
regional nach entsprechender Datentransformation relative Aktivitatsanstiege (Domino et al.,

2000).

Regionale Verdanderungen der Hirnaktivitit unmittelbar nach intravendser Nikotinzufuhr wur-
den mittels fMRT (BOLD-Kontrast) ohne vorausgehende Nikotinabstinenz untersucht und
zeigten sich bei Stein und Kollegen als Aktivitdtsanstiege in Teilen aller vier Hirnlappen, so-
wie in Thalamus, Hypothalamus, Amygdala, Cingulum und einem Teil der Basalganglien
(Stein et al., 1998). Unter vergleichbaren Untersuchungsbedingungen konnten Bruhn und
Kollegen jedoch keine Aktivitidtsanstiege limbischer Regionen beobachten (Bruhn et al.,
2003). Untersuchungen der Glukoseverwertung (Domino et al., 2000) bzw. des regionalen
Blutflusses (Domino et al., 2000; Zubieta et al., 2001) nach erfolgter Nikotinapplikation wur-
den mittels PET nach néchtlicher Nikotinabstinenz durchgefiihrt, Verdnderungen ergaben sich
dabei insbesondere frontal und okzipital, zum Teil aber auch temporal, in Zerebellum und

Thalamus.

Mehrere Studien untersuchen zudem Verdnderungen des Aktivierungsmusters unter kogniti-
ver Aufgabenbearbeitung (visuelle Wiedererkennung oder Aufgaben zum Arbeitsgedéchtnis)
unmittelbar nach oder wihrend intravendser (Ghatan et al., 1998; Jacobsen et al., 2002),
subkutaner (Kumari et al., 2003), transdermaler (Jacobsen et al., 2004; Lawrence et al. 2002)
bzw. bukkaler (Ernst et al., 2001) Nikotinapplikation. Aktivititsanstiege zeigen sich dabei je
nach Aufgabentyp oder untersuchter Region in Thalamus (Jacobsen et al., 2002; Lawrence et
al., 2002) und visuellem System (Ghatan et al., 1998; Lawrence et al., 2002). Innerhalb des
ACC beschreiben Ernst und Ghatan erniedrigte (Ernst et al., 2001; Ghatan et al., 1998), Ja-

cobsen und Kumari gesteigerte Aktivierungen (Jacobsen et al., 2004; Kumari et al., 2003).
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Nikotinabhéngige Raucher verspiiren bereits Minuten nach ihrer zuletzt gerauchten Zigarette
erneut den Drang zu Rauchen (Craving). Die Intensitdt des subjektiven Verlangens steigt in-
nerhalb der nidchsten drei bis sechs Stunden kontinuierlich an (Schuh et Stitzer, 1995) und
kann innerhalb dieses Zeitraums durch Zigaretten-assoziierte Stimuli (Cues) verstirkt werden
(Carter et Tiffany, 1999). Cues spielen in der funktionellen Bildgebung von Abhingigkeitser-
krankungen eine wichtige Rolle, da das dadurch ausgeloste oder gesteigerte Craving mit
messbaren Aktivititsverdnderungen regionaler Hirnstrukturen einhergeht. Funktionelle Unter-
suchungen des Zigaretten-Cravings erfolgten unter Cue-Préisentation und stammen von Due
(Due et al., 2002), Brody (Brody et al., 2002 , 2004) und Wilson (Wilson et al., 2005). Alle
Autoren beschreiben dabei Aktivierungen von Subregionen des priafrontalen Kortex und drei
der vier Studien beschreiben Aktivititsanstiege innerhalb des anterioren Gyrus cinguli (ACC).
Dass Due keine gesteigerte Aktivitdt innerhalb des ACC findet, fiihrt Brody auf methodische
Unterschiede hinsichtlich Dauer und Intensitit der Cues zuriick. In einer der Studien wurden
auch Raucher unter Bupropionbehandlung untersucht, deren taglicher Zigarettenkonsum vor
Behandlungsbeginn bei 27,1 Zigaretten lag und zum Untersuchungzeitpunkt nur 3,7 Zigaret-
ten betrug. Raucher unter Bupropionbehandlung zeigten im Vergleich zu Rauchern ohne Bu-
propionbehandlung niedrigere Cravingscores und geringere Aktivititsanstiege innerhalb des

ACC (Brody et al., 2004).

1.1.6.2 Bildgebung struktureller Verdnderungen

Erste Hinweise auf strukturelle Hirnverdnderungen, welche mit positivem Raucherstatus as-
soziiert sind, ergaben sich durch retrospektive Cluster-Analyse kranialer MRT-Bilder, die im
Rahmen der Cardiovascular Health Study bei dlteren Patienten (= 65 Jahre) angefertigt wur-
den. Nach Einteilung in 5 Cluster zeigte sich, dass Probanden innerhalb der Atrophieclusters
(n=891; 18,6 Zigaretten-Packungsjahre) eine signifikant groBere Anzahl an Packungsjahren
aufweisen als Probanden innerhalb des Normalbefundclusters (n = 981; 14,0 Packungsjahre).
Einfache bzw. mehrfache Hirninfarkte sowie prominente Verdnderungen der weilen Substanz
waren von diesen beiden Clustern ausgeschlossen, da sie den anderen drei Clustern zugeord-

net wurden (Longstreth et al., 2001).

2004 zeigte Brody mittels Voxel-basierter Morphometrie hochauflosender MRT-Schichten

bei gesunden Rauchern Volumen- und Dichtedefizite grauer Substanz, die iiber das Mal3 der
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bis dahin beschriebenen Atrophien oder Ventrikelerweiterungen hinausgingen: Signifikant
kleinere Volumina grauer Substanz zeigten sich in Subregionen von linkem anterioren Gyrus
cinguli (ACC) und bilateralem préfrontalen Kortex (PFC), signifikante Dichteverminderun-
gen in Subregionen von PFC (bilateral) und Kleinhirn (rechts). Die Summe der Packungsjahre
korrelierte dabei negativ mit der Dichte grauer Substanz in Subregionen des PFC (Brody et

al., 2004).

Gallinat beschrieb 2006 in einer Studie vergleichbaren Studiendesigns (verdffentlicht nach
Aufgabenstellung dieser Dissertation) ebenfalls Volumen- und Dichtedefizite bei Rauchern.
Volumenverminderungen fanden sich in Subregionen aller vier Hirnlappen, Thalamus und
ACC, Dichteverminderungen u.a. in frontalen, temporalen und parietalen Subregionen, sowie
in Zerebellum und Insula. Auch hier waren regionale Defizite (frontal, temporal und zerebel-

lar) mit Packungsjahren korreliert (Gallinat et al., 2006).

1.1.6.3 Magnetresonanz-Spektroskopie (MRS)

Entsprechend der MRT nutzt auch die Magnetresonanz-Spektroskopie (MRS) das Phdnomen
der magnetischen Kernresonanz. Infolge ihrer Noninvasivitét erlaubt die MRS Gewebsunter-
suchungen in vivo und ermdglicht indirekt Aussagen iiber pathologische Gewebsverdnderun-
gen. Héufig sind Verdnderungen des Metabolitenprofils frither nachweisbar als strukturelle

Auffilligkeiten.

Infolge von geringeren Feldstiarken, Magnetfeldinhomogenititen, Bewegungsartefakten und
kiirzeren Messzeiten ist die in vivo Protonenspektroskopie ('H-MRS) im Vergleich zur NMR
(nuclear magnetic resonance spectroscopy) der analytischen Chemie jedoch durch eine gerin-
gere spektrale Auflosung gekennzeichnet, so dass zerebrale MR-Spektren bei 3 Tesla ein typi-
sches Metabolitenprofil zeigen: Am markantesten stellen sich die Singlettresonanzen fiir Ge-
samtcreatin (Cre), N-Acetylaspartat (NAA) und Gesamtcholin (tCho) sowie die
Pseudosinglettresonanz fiir myo-Inositol (mlIns) dar. Creatin gilt als relativ stabiler Metabolit,
so dass quantitative Aussagen beziiglich NAA, tCho und mlns hiufig als Quotienten mit
Creatin im Nenner getroffen werden: NAA/Cre, tCho/Cre bzw. mIns/Cre. Anhand solcher
Quotienten kann der Einfluss interindividueller Unterschiede des Liquoranteils innerhalb ent-

sprechender Untersuchungsvolumina minimiert werden.
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1.1.6.3.1 Resonanzen zerebraler MR-Spektren bei 3,0 Tesla.

N-Acetylaspartat (NAA) zeigt innerhalb zerebraler MR-Spektren den prominentesten Peak.
NAA wird innerhalb neuronaler Mitochondrien produziert und anschlieBend entlang neurona-
ler Axone transportiert (Knizley, 1967). Da sich NAA fast ausschlieBlich in Neuronen findet,
gilt NAA als neuronaler Marker (Bruhn et al., 1989a; Ross et Bluml, 2001).

Das Cholinsignal resultiert hauptsidchlich aus Phosphocholin und Glycerophosphocholin,
normalerweise tragen Cholin und Acetylcholin nur geringfiigig zum Signal bei, ebensowenig
Phosphatidylcholin, das trotz seiner hohen Konzentration innerhalb des Myelins infolge sei-
ner Immobilitdt mittels '"H-MRS kaum detektiert werden kann. Daher unterscheiden sich Cho-
linkonzentrationen zwischen grauer und weiller Substanz nur geringgradig. Verdnderungen
der Cholinkonzentrationen konnen einen Hinweis auf die zelluldre Dichte innerhalb eines
Untersuchungsvolumens geben, erhohte Cholinkonzentrationen konnen einen erhéhten Mem-
branumsatz andeuten (Bruhn et al., 1989b; Burtscher et Holtas, 2001; Ross et Bluml, 2001).
Astrozyten und Oligodendrozyten zeigen gegeniiber isolierten Neuronen 20-fach bzw. 4-fach

erhohte intrazelluldre Cholin/Aminosdure-Quotienten (Urenjak et al., 1993).

Myo-Inositol (mlns) als ubiquitdrer zyklischer Sechsfachalkoholalkohol wird in der Protonen-
spektroskopie hdufig als Astrozytenmarker interpretiert. Ein erhohter Anfall von Myelin-
Spaltprodukten kann mit erhohten myo-Inositol-Konzentrationen assoziiert sein (Ross et

Bluml, 2001).

Die Resonanz des Gesamtcreatins setzt sich aus Creatin und Phosphocreatin zusammen. Bei
Phosphocreatin handelt es sich um einen wichtigen Energiespeicher und Phosphatgruppendo-
nor gegeniiber ADP, bei Creatin um eine organische Sdure mit zentraler Bedeutung fiir den
Energiemetabolismus. Konzentrationen von Gesamtcreatin verdndern sich wéhrend der Hirn-
entwicklung weniger stark als beispielsweise NAA-Konzentrationen und sind in verschiede-
nen Hirnarealen grauer bzw. weiler Substanz vergleichbar. Bei gesunden Probanden eignet
sich Gesamtcreatin als relativ stabile Konzentration daher als Referenzkonzentration, patho-
logische Verdnderungen der Cre-Konzentration zeigen sich bei Hypoxie, Tumoren oder nach

Traumen (Bruhn et al., 1989b; Burtscher et Holtas, 2001; Ross et Bluml, 2001).

Glx beinhaltet die gemeinsame Resonanz von Glutamat, Glutamin und GABA, kann aber in
physiologischen Konzentrationen anhand géngiger MR-Sequenzen nicht so genau wie Cre,

NAA, tCho und mIns quantifiziert werden, da hier gekoppekte Multiplettresonanzen vorlie-
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gen. Zudem finden sich weitere gekoppelte Multiplettresonanzen, die sich aber ebenfalls nicht
verldsslich genug quantifizieren lassen und daher wie GIx in dieser Dissertation nicht bertick-

sichtigt werden.

1.1.6.3.2 MR-Spektroskopische Untersuchungen bei Rauchern und Nichtrau-

chern

Eine 1,5 Tesla MRSI (magnetic resonance spectroscopy imaging) Untersuchung nichtrau-
chender und rauchender Alkoholabhéngiger zeigte nach einwdchiger Alkoholkarenz bei rau-
chenden Alkoholabhidngigen gegeniiber nichtrauchenden Alkoholabhingigen signifikante
Erniedrigungen fiir N-Acetylaspartat (NAA) in frontalen Regionen weifler Substanz sowie flir
NAA und Gesamtcholin (tCho) im Mesenzephalon (Durazzo et al., 2004). 2006 untersuchte
dieselbe Arbeitsgruppe Konzentrationsveranderungen bei rauchenden und nichtrauchenden
Alkoholabhingigen im Langsschnitt, jeweils eine Woche und einen Monat nach Entzugsbe-
ginn von Alkohol. Im Lingsschnitt zeigten sich Wiederanstiege fiir NAA und tCho in ver-
schiedenen Regionen, ein hauptsichlich durch nichtrauchende Alkoholabhéngige bedingter
Eftekt, da sich bei rauchenden Alkoholabhingigen geringere Wiederanstiege zeigten. Adju-
stierte Alkohol- und Rauchereffekte nach einmonatigem Alkoholentzug wurden mittels Kova-
rianzanalyse untersucht: Alkoholeffekte ergaben sich fiir NAA und tCho in der weiflen Sub-
stanz parietal, Rauchereffekte zeigten sich fiir NAA in der weilen Substanz frontal und

parietal, sowie in der grauen Substanz parietal (Durazzo et al., 2006).

MR-Spektroskopische Unterschiede des Metabolitenprofils gesunder Raucher und Nieraucher
werden bislang nur von zwei Arbeitsgruppen beschrieben (Durazzo et al., 2004; Gallinat et

Schubert, 2007; Gallinat et al., 2007):

Neben rauchenden und nichtrauchenden Alkoholabhidngigen verglichen Durazzo et al. gesun-
de Raucher mit gesunden Nichtrauchern. Gesunde Raucher und Nichtraucher unterschieden
sich im Gegensatz zu rauchenden und nichtrauchenden Alkoholabhédngigen innerhalb der
weillen Substanz nicht signifikant beziiglich ihrer NAA-Konzentration, dafiir zeigten gesunde
Raucher gegeniiber gesunden Nichtrauchern signifikant erniedrigte Gesamtcholinkonzentra-
tionen innerhalb des Kleinhirnwurms. Neben NAA und Gesamtcholin wurden auch Konzen-

trationen von Creatin und myo-Inositol bestimmt.
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Da Konzentrationen mittels 1,5 Tesla MRSI gemessen wurden, handelt es sich bei dieser Un-
tersuchung nicht wie in unserer Studie um spektroskopische Einzelvolumenmessungen, son-
dern um Multivoxelmessungen innerhalb jeweils einer Bildebene (MRS-Imaging), deren Pro-
blem im Vergleich zur Einzelvolumenspektroskopie jedoch eine deutlich geringere
Sensitivitét ist. Metabolitenkonzentrationen grauer Substanz, weiler Substanz und subkortika-
ler Areale wurden separat angegeben: Graue Substanz wurde in frontale, parietale und tempo-
rale Regionen unterteilt, weile Substanz dagegen in frontale, temporale, parietale und okzipi-
tale Regionen; subkortikale Areale beinhalten u.a. Thalamus, Mesenzephalon und
Kleinhirnwurm. Mit Ausnahme des Gesamtcholins im Kleinhirnwurm unterschieden sich
gesunde Raucher und Nichtraucher in keiner sonstigen Region signifikant beziiglich ihrer

gemessenen Metabolitenkonzentration (Durazzo et al., 2004).

Bei Gallinat zeigten gesunde Raucher signifikant erniedrigte NAA-Konzentrationen innerhalb
des Hippocampus, nicht jedoch im ACC. Weder Creatin noch Gesamtcholin unterschieden
sich in Hippocampus oder ACC signifikant zwischen Rauchern und Nierauchern, myo-
Inositol wurde aufgrund der ldngeren Echozeit (TE = 80ms) im Gegensatz zu unserer Studie
(TE = 30ms) nicht untersucht. Im Gegensatz zu Durazzos Untersuchung gesunder Raucher
und Nichtraucher handelte es sich bei dieser Untersuchung um MRS-
Einzelvolumenuntersuchungen zweier Untersuchungsregionen bei 3,0 Tesla (Veroftentli-

chung erfolgte nach Aufgabenstellung dieser Dissertation, Gallinat et al., 2007).

1.1.7 Nikotin wirkt neurotoxisch und neuroprotektiv

Insbesondere wihrend der embryonalen Entwicklung und in der Adoleszenz zeigt Nikotin im
Rattenmodell neurotoxische Effekte (Trauth et al., 1999, 2000; Xu et al., 2001). Aber auch an
adulten Ratten konnten neurotoxische Effekte in Gestalt verringerter Purkinjezellzahlen zere-
belldrer Subregionen nachgewiesen werden (Chen et al., 2003). In Zellkulturen kommt es bei
Vorléduferzellen der hippokampalen Formation unter Nikotinexposition zu erhdhten Apoptose-
raten (Berger et al., 1998). Rattenfoten, denen man kontinuierlich Nikotin in Raucher-
iiblichen Konzentrationen verabreicht, zeigen weniger Projektionen und verminderte Aktivita-
ten der unterschiedlichen Transmittersysteme fiir Noradrenalin, Acetylcholin, Dopamin oder

Serotonin (Slotkin 1998; Xu et al., 2001).
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Potentiell neuroprotektive Effekte werden von Yamashita, Maggio, Kaneko u.a. beschrieben
(Kaneko et al., 1997; Maggio et al., 1997, 1998; Yamashita et Nakamura, 1996), beispiels-
weise via oi;-nAChR als Schutz gegeniiber glutamaterger Exzitotoxizitdt (Kaneko et al., 1997)
oder B-Amyloid verstarkter glutamaterger Exzitotoxizitét (Kihara et al., 2001; Shimohama et
Kihara, 2001). Epidemiologische Untersuchungen beschreiben zudem eine negative Assozia-
tion zwischen Zigarettenrauchen und der Priavalenz von Morbus Parkinson, teils auch beziig-

lich der Pravalenz von Morbus Alzheimer (Picciotto et Zoli, 2008; Quik, 2004).

Kontinuierliche Nikotininfusionen fithren sowohl bei adoleszenten wie bei adulten Ratten zu
einer vermehrten Expression nikotinerger Acetylcholinrezeptoren: Bei adoleszenten Ratten
zeigen sich dabei keine regionalen Unterschiede, bei adulten Ratten folgt die Heraufregulation
der nAChR einer regionalen Hierarchie: am ausgepriagtesten im Hippokampus, gefolgt von
zerebralem Kortex und Mesenzephalon. Selbst einen Monat nach Beendigung der Infusion ist
bei adoleszenten Ratten die Expression von Nikotinrezeptoren noch signifikant gesteigert
(Trauth et al., 1999). Regionale und entwicklungsassoziierte Unterschiede der Expression
nikotinerger Acetylcholinrezeptoren erlauben bislang allerdings keine vereinfachende Aussa-
ge beziiglich neurotoxischer oder neuroprotektiver Effekte. Dennoch suggeriert die bei ado-
leszenten Ratten unspezifischere Heraufregulation der nAChR eine wéhrend der Adoleszenz

gesteigerte Vulnerabilitét gegeniiber Nikotinexposition.
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1.2 Herleitung der Aufgabenstellung und Hypothesen

Die fiir Raucher unter 1.1.6 beschriebenen zerebralen Abnormalitéten struktureller und funk-
tioneller Bildgebungsstudien lassen ebenso, wie die unter 1.1.4 und 1.1.5 fiir Raucher und
Exraucher beschriebenen kognitiven und elektrophysiologischen Alterationen vermuten, dass
regelméBiges Zigarettenrauchen mit molekularen Verdnderungen des zerebralen Metaboliten-

profils bestimmter Hirnregionen assoziiert ist.

Kognitive, neurophysiologische, strukturelle und funktionelle Untersuchungen beschreiben
bei Rauchern tiberdurchschnittlich hiufig Unterschiede der Funktion oder Struktur des ACC
(anteriorer Gyrus cinguli), weshalb dieser als eines von drei zu untersuchenden Untersu-

chungsvolumina (voxel of interest, VOI) ausgewiahlt wurde.

Eine entsprechende Evidenz beziiglich struktureller oder funktioneller Auffélligkeiten des
PCC (posteriorer Gyrus cinguli) liegt fiir Raucher zum Zeitpunkt der Aufgabenstellung nicht
vor, weshalb dieser als Vergleichsvolumen fiir den ACC ausgewéhlt wurde, um ACC-
spezifische Alterationen von globaleren Verdnderungen des kortikalen Metabolitenprofils zu

differenzieren.

Die einzige zum Zeitpunkt der Aufgabenstellung veroffentlichte 'H-spektroskopische MR-
Untersuchung eines gesunden Raucher- und Nichtraucherkollektivs bezieht sich auf eine
MRSI-Untersuchung von Durazzo und Kollegen bei 1,5 Tesla (Durazzo et al., 2004). Die
Echozeit von 144ms, deutlich kleinere Untersuchungsvolumina und die gewéhlte Feldstirke
von 1,5 Tesla trugen jedoch zur Datenungenauigkeit bei, weshalb Probanden unserer Studie
mittels Einzelvolumenspektroskopie bei einer Echozeit von 30ms und der Feldstirke von 3,0
Tesla untersucht werden. In der entsprechenden Studie verglich Durazzo alkoholabhédngige
Raucher, alkoholabhéngige Nichtraucher, gesunde Raucher und gesunde Nichtraucher, wobei
sich gesunde Raucher und Nichtraucher signifikant beziiglich ihrer
Gesamtcholinkonzentration innerhalb des Kleinhirnwurms unterschieden (Raucher zeigten
erniedrigte Konzentrationen), nicht aber beziiglich ihrer Metabolitenkonzentrationen
innerhalb der weilen Substanz. Demgegeniiber unterschieden sich rauchende und
nichtrauchende alkoholabhédngige Patienten nach jeweils einwdchiger Alkoholabstinenz
signifikant beziiglich ihrer NA A-Konzentrationen innerhalb der frontalen weilen Substanz
und beziiglich NAA und Gesamtcholin innerhalb des Mesenzephalons. Aufgrund dieser

Beobachtung wurde die weille Substanz rechtsfrontal (RFWM) als drittes VOI ausgewahlt.
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L.

II.

II1.

1.2.1 Haupthypothesen

Creatin gilt als relativ konzentrationsstabiler Metabolit, da Gesamtcreatin-
Konzentrationen wéhrend der Hirnentwicklung weniger stark variieren und physiologi-
sche Konzentrationen innerhalb verschiedener Hirnareale grauer bzw. weiller Substanz
vergleichbar sind. Daher wird hypothetisiert, dass sich absolute Creatin-Konzentrationen
zwischen Rauchern und Nierauchern nicht signifikant unterscheiden wiirden. Tréife diese
Hypothese zu, konnten quantitative Aussagen zu NAA, tCho und mIns anhand von
Quotienten mit Creatin im Nenner getroffen werden, um mdgliche interindividuelle Un-
terschiede des Liquorgehalts der entsprechenden VOI (volumes of interests) auszu-

schlieBen.

Raucher-assoziierte zerebrale Alterationen zeigen sich insbesondere beziiglich des ACC
als kognitive, elektrophysiologische, funktionelle und strukturelle Defizite und lassen
sich bei Exrauchern zum Teil noch nach jahrelanger Nikotinabstinenz nachweisen. Dar-
aus entsteht die Vermutung, dass sich mittels 'H-MRS innerhalb des ACC Verdnderun-
gen des zerebralen Metabolitenprofils nachweisen lassen konnten. Da 90 Prozent der
Raucher wihrend ihrer Adoleszenz mit dem Rauchen beginnen und Tierversuche insbe-
sondere wahrend der Fotalzeit und Adoleszenz neurotoxische Nikotineffekte beschrei-
ben, wird hypothetisiert, dass sich innerhalb des ACC signifikante Defizite fiir NAA
finden wiirden, die sich im PCC als nicht signifikant oder zumindest weniger deutlich

ausgeprigt erweisen wiirden.

Dass sich bei alkoholabhidngigen Rauchern gegeniiber alkoholabhdngigen Nichtrauchern
in Querschnitts- und Léngsschnittsuntersuchungen nach jeweils einwdchiger Alkoholab-
stinenz NAA-Defizite innerhalb der frontalen weiflen Substanz zeigten, welche sich in
einer Querschnittsuntersuchung gesunder Raucher und Nichtraucher bislang nicht
nachweisen lie3en, fiihrt zur dritten Hypothese, dass sich NAA innerhalb von RFWM
(rechtsfrontale weiller Substanz) zwischen gesunden Rauchern und Nierauchern nicht

signifikant unterscheiden wiirden.
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1.2.2 Nebenhypothesen und weitere Fragestellung

Neben NAA/Cre sollen Raucher und Nieraucher sekundér auf signifikante Unterschiede der
Gewebsspiegel von tCho/Cre (Gesamtcholin) bzw. mlns/Cre (myo-Inositol) untersucht wer-

den (Post-hoc):

* Sollten sich bei Rauchern kortikal in ACC oder PCC signifikante Defizite oder signifi-
kant erhohte Metabolitenspiegel fiir tCho/Cre oder mIns/Cre zeigen, wird analog der
zweiten Haupthypothese postuliert, dass Rauchereffekte innerhalb des ACC deutlicher
ausfallen als innerhalb des PCC.

* Innerhalb der weif3en Substanz soll weiterhin untersucht werden, ob sich die Gewebs-
spiegel von tCho/Cre oder mlIns/Cre zwischen Rauchern und Nierauchern signifikant

unterscheiden.

* Innerhalb des Raucherkollektivs sollen NAA/Cre-Gewebsspiegel innerhalb des ACC
auf Korrelationen mit der Anzahl tdglich gerauchter Zigaretten (gemessen in Pac-
kungsjahren) und Alter bei Rauchbeginn untersucht werden. Weitere Korrelationen
zwischen Packungsjahren, tiglicher Anzahl gerauchter Zigaretten bzw. Alter bei
Rauchbeginn und Metabolitenquotienten werden fiir Metaboliten untersucht, welche

signifikante Rauchereffekte zeigen.
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2 Probanden und Methoden

2.1 Aufbau eines Magnetresonanz-Tomographen (MRT)

Ein MRT koordiniert drei Magnetfelder:

* Hauptmagnetfeld, als statisches Magnetfeld By bezeichnet und vom Hauptmagneten er-

zeugt

* Hochfrequenz-Feld, als dynamisches Magnetfeld B, bezeichnet und vom Hochfre-
quenzsystem erzeugt

* Gradientenfeld, vom Gradientensystem erzeugt (iiberlagert das statische Magnetfeld By
um AG)

Komponenten eines MRT

* Hauptmagnet (zumeist supraleitender Magnet)

* Hochfrequenzsystem (Senderspule, Hochfrequenz-Verstirker, Empfangsspule, Vorver-
stirker), die Frequenz hingt dabei vom untersuchten Kern (z.B. 'H) ab

* Gradientensystem (drei zueinander orthogonale Gradientenspulen mit je einem Verstir-
ker, welche durch den Gradientencontroller koordiniert werden)

* Steuercomputer mit Pulssequenzgenerator, Rekonstruktionscomputer und Hauptcompu-

ter

Der Magnet erzeugt das statische Hauptmagnetfeld B,. Statisch bedeutet in diesem Zusam-
menhang zeitlich konstant. Die Magnetfeldstirke eines Magnetresonanz-Tomographen be-
stimmt in erster Linie das Signal-zu-Rauschverhiltnis (SNR), welches mit ansteigender Feld-
starke proportional ansteigt und zur verbesserten Bildqualitét fiihrt. Der Magnet gehdrt zu den

teuersten Bestandteilen eines MRT.

Das Gradientensystem besteht aus drei separaten Gradientenspulen mit jeweils einem Ver-
starker. Entsprechend eines dreidimensionalen Koordinatensystems stehen diese orthogonal
zueinander und entsprechen den Raumrichtungen x, y und z. Kombiniert man Gradienten un-

tereinander, kann man schriage Gradientenfelder erzeugen. Das Isozentrum eines MRT ent-
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spricht dabei dem Schnittpunkt aller drei Raumachsen, so dass an diesem Punkt kein Gradient
erzeugt wird. Gradientenspulen sind fester Bestandteil des Tomographen und weitgehend fiir

das charakteristische Klopfen wihrend der Untersuchung verantwortlich.

Die Hauptfunktion des Hochfrequenzsystems besteht in der Aussendung von Hochfrequenz-
impulsen zur Anregung des Spin-Systems und in der Detektion des Magnetresonanzsignals.
Da die Larmorfrequenz fiir 'H bei 3,0 Tesla mit 128 MHz im Bereich von Rundfunkfrequen-
zen liegt und das detektierbare Magnetresonanzsignal relativ schwach ist, muss ein MRT in
einem gut abgeschirmten Raum installiert werden, um Stdrstrahlungen von auf3erhalb des
Untersuchungsraumes zu vermeiden. Besonders wichtige Bestandteile des Hochfrequenzsy-
stems sind neben Analog-Digital-Wandlern, Radiofrequenz-Synthesizer, Mixer, Splitter und
Sende-Empfangsschalter vor allem ein leistungsfahiger Hochfrequenzsender mit Verstarker

sowie ein Hochfrequenzempfinger mit hochempfindlichem Vorverstirker (Edelman, 2005).

2.2 Physikalische Grundlagen der Magnetresonanz-

Tomographie

Intrinsischer Spin

Atomkerne bestehen aus Nukleonen, also aus Protonen und Neutronen. Ausnahme dieser Re-
gel ist der 'H-Kern, da dieser aus nur einem Proton besteht. Nukleonen verfiigen iiber eine
physikalische Eigenschaft, die man als intrinsischen Spin bezeichnet: Sie drehen sich um sich
selbst. Die Grofe des Spins ist dabei konstant und héngt vom untersuchten Isotop ab. Zusétz-
lich zur Eigenschaft des intrinsischen Spins verfiigen Nukleonen iiber einen Drehimpuls, d.h.
sie verfiigen iiber relativ konstante Rotationsachsen. Rotiert ein Nukleon, resultiert daher ein
zur Rotationsebene orthogonales magnetisches Moment. Dieses magnetische Moment verhélt
sich in einem Magnetfeld wie ein kleiner Magnet und wird auch als mikroskopische Magneti-

sierung bezeichnet.

Statisches Magnetfeld B,

Kommt kein kiinstlich erzeugtes dufleres Magnetfeld zur Anwendung betragt die makroskopi-
sche Nettomagnetisierung entsprechend des Summenvektors einzelner magnetischer Momen-

te praktisch Null, da die Ausrichtung der Vektoren infolge des thermodynamischen Gleich-
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gewichts zufillig erfolgt. Kommt ein statisches, also iiber die Zeit konstantes, externes Ma-
gnetfeld By zum Einsatz, nimmt die makroskopische Magnetisierung dagegen mit steigender
Feldstirke zu: Wahrend sich die einzelnen magnetischen Momente parallel zu By ausrichten,
vollfiihren sie Kreisbahnen um B mit unterschiedlicher Auslenkung, bedingt durch Wech-
selwirkungen von externem Magnetfeld und Drehmomenten. Diese Kreisbewegung um die
Achse By bezeichnet man als Priazession, die Geschwindigkeit dieser Kreisbewegung als Pra-

zessionsfrequenz oder Larmorfrequenz wy.
Aus der Larmorgleichung

o=y By
geht hervor, dass Verdnderungen der Feldstirke By zu direkt proportionalen Verdnderungen
der Larmorfrequenz fiihren, da es sich bei y um eine kernspezifische Konstante handelt. Jedes
Isotop besitzt ein bestimmtes gyromagnetisches Verhiltnis vy, das sich aus der Grof3e von

Spins und magnetischem Moment berechnen lisst. 'H besitzt ein relativ groBes gyromagneti-

sches Verhiltnis von 42,58 MHz/T.

Dynamisches Magnetfeld B,

Die zur Anregung magnetischer Momente notwendige Resonanzfrequenz wird durch Hoch-
frequenz-Impulse appliziert. Infolge Applikation einer Wechselspannung innerhalb der Hoch-
frequenz-Spule kommt es zum richtungswechselnden Ladungsfluss und somit zur Erzeugung
des dynamischen (also iiber die Zeit inkonstanten) Magnetfelds B,. Die Leistung des HF-
Impulses bedingt die Abkippung der Lingsmagnetisierung um einen bestimmten Winkel, der

als Kippwinkel (engl. flip angle) bezeichnet wird.

Resonanzbedingung

Die Resonanzbedingung gilt als erfiillt, wenn die Prézessionsfrequenz mit der vom Hochfre-

quenz-System orthogonal ausgesandten Radiofrequenz identisch ist und ist Voraussetzung filir
den Ubergang eines magnetischen Moments in seinen energiereicheren Quantenzustand. Ma-
gnetische Momente konnen in einem energiereicheren und einem energiedrmeren Quantenzu-

stand vorliegen, was als parallele oder antiparallele Ausrichtung aufgefasst werden kann.
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Magnetresonanz-Signal

Die aus einem Anregungsimpuls resultierende Quermagnetisierung My, prizediert dabei mit
der entsprechenden Larmorfrequenz um die Achse des statischen Magnetfelds By. Folge ist
ein sich iiber die Zeit verdnderndes Magnetfeld, das in einer Spule eine Spannung induziert.
Je ndher die Spannung dabei am Probanden detektiert wird, umso besser ist das erhaltene Si-

gnal.

Das Signal, welches sich direkt im Anschluss an einen HF-Impuls messen l4sst und welches
der um By prizedierenden transversalen Magnetisierung entspricht, wird als freier Induktions-
zerfall (FID, engl. free induction decay) bezeichnet. Da man B, nur kurzzeitig appliziert, fiihrt
dies dazu, dass die gemessene Magnetisierung der Transversalebene infolge Phasendispersion
entsprechend einer Exponentialfunktion riicklaufig ist, wihrend sich die Langsmagnetisierung
wieder erholt. Die Erholung der Lingsmagnetisierung bezeichnet man als T;-Relaxation
(Spin-Gitter-Wechselwirkung), die transversale Relaxation entsprechend des Riickgangs der

Quermagnetisierung als T,-Relaxation (Spin-Spin-Wechselwirkung).

T1-Relaxation und T2-Relaxation

Die longitudinale Relaxation wird auch Spin-Gitter-Relaxation genannt, da hierbei Energie
vom Spin-System an die molekulare Umgebung abgegeben wird, welche als Gitter aufgefasst
werden kann. Analog zur longitudinalen Relaxation bezeichnet man die transversale Relaxati-
on als Spin-Spin Relaxation, da der Energieaustausch hierbei unter den einzelnen magneti-
schen Momenten selbst erfolgt und keine Energie an die Umgebung abgegeben wird. Longi-
tudinale und transversale Relaxation erfolgen exponentiell. Aufgrund gewebsspezifischer
Werte beziiglich T,-Relaxation und T,-Relaxation ergibt sich die Moglichkeit Gewebe anhand
spezifischer Relaxationseigenschaften zu differenzieren: Da die T-Relaxationszeit den Anteil
der Langsmagnetisierung bestimmt, der fiir eine wiederholte Anregung des Spin-Systems zur
Verfligung steht und T; gewebsspezifisch ist, lassen sich durch Wahl kurzer Repetitionszeiten
(TR) Gewebe mit kiirzeren und langeren T;-Relaxationszeiten unterschiedlich gewichten.
Wiahlt man langere Echozeiten (TE), gewichtet man Gewebe mit lingerer T,-Relaxation stér-

ker als solche mit kiirzeren T,-Relaxationszeiten.
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Gradienten

Voraussetzung fiir das Darstellen von Schnittbildern mit dem MRT ist neben der Applikation
des statischen und des dynamischen Magnetfelds der Einsatz von Gradienten in x-, y- und z-
Richtung (Lauterbur, 1973). Will man ein schichtselektives Signal erhalten, muss man die
Feldstérke innerhalb des Tomographen graduell so verdndern, dass der HF-Impuls ausschlieB3-
lich die Schicht anregt, deren Feldstirke der Larmorfrequenz des HF-Impulses entspricht.
Entscheidet man sich beispielsweise fiir die Darstellung eines Transversalschnitts verlauft der
Schichtselektionsgradient entlang der z-Richtung. Zwei weitere Gradienten stehen entlang der
x- und y-Richtung zur Verfiigung, und werden fiir die Ortskodierung genutzt. Meist entspricht
der x-Gradient der frequenzkodierenden Information des MR-Signals wéhrend der y-Gradient
die Phasenkodierung iibernimmt. Sowohl x-Gradient, als auch y-Gradient werden dann erst

nach dem HF-Puls appliziert.

Fourier-Transformation

Fourier-Transformationen sind fiir die Magnetresonanz-Tomographie und die Magnetreso-
nanz-Spektroskopie von grofler Bedeutung: Sie ermoglichen die Transformation eines in der
Zeitdoméne kodierten Signals in die Frequenzdoméne und bei Bedarf auch umgekehrt (inver-

se FT) (Edelman, 2005).

2.3 Magnetresonanz-Spektroskopie (MRS)

2.3.1 Grundlagen der MRS

Zahlreiche Phanomene der MRS (beziehungsweise der MRT) lassen sich anhand der folgen-

den Larmorgleichung veranschaulichen:
vo=vY/2m By

Anders ausgedriickt besagt diese Gleichung, dass ein Spin eines bestimmten gyromagneti-
schen Verhéltnisses y innerhalb eines Magnetfelds mit der Feldstirke By Radiowellen der
Frequenz v, empfangen und aussenden kann. vy wird deshalb auch als Resonanzfrequenz be-
zeichnet. Zudem wird an obiger Gleichung deutlich, dass die Resonanzfrequenz vy sowohl

von der Stirke des Magnetfelds als auch vom gyromagnetischen Verhiltnis y abhédngt. Da das
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gyromagnetische Verhiltnis fiir die "H-MRS einen konstanten Wert darstellt (42,58 MHz/T),
hiangt die Resonanzfrequenz direkt von der Feldstdrke B innerhalb des Magnetfelds ab.

Schreibt man die Larmorgleichung wie folgt
vxAv)=y/2xn " (Bx AB)

wird deutlich, dass die Verdnderung der Feldstirke B + AB eine messbare Verdnderung der

Resonanzfrequenz v+ Av nach sich zieht.
Verdnderungen der Feldstérke konnen Folge zweier Mechanismen sein:

1. Gradienten erzeugen eine Uberlagerung des statischen Magnetfelds Bo. Aufgrund der
Verdnderungen der Feldstirke B entlang des Gradienten um AB, verdndert sich auch
die Resonanzfrequenz v um Av. Diesen Effekt nutzt man in der MRS zur Definition
des Untersuchungsvolumens (engl. VOI, voxel of interest).

2.Chemische Verschiebung (engl. Chemical Shift): Kovalente Bindungen innerhalb eines
Molekiils sind durch gemeinsame Elektronenpaare zweier Atomkerne bedingt. Elek-
tronenpaare schirmen das Magnetfeld ab, so dass deren Atomkerne schwécheren Feld-
starken ausgesetzt sind. Die Elektronenverteilung ist allerdings infolge unterschiedli-
cher Elektronegativititen der verschiedenen Elemente ungleich. Dies fiihrt dazu, dass
ein Proton innerhalb einer Methylgruppe deutlich besser abgeschirmt wird als ein Pro-
ton, das an ein C-Atom gebunden ist, welches {liber eine Doppelbindung mit O verfiigt.
Derartige Unterschiede des Abschirmungsverhaltens fithren zu Verschiebungen der

Resonanzfrequenzen.

Man kann die Larmorgleichung um die Abschirmungskonstante o erweitern:

v=y/2xm By(1-0)
Schirmen Elektronen einen Atomkern wirksam ab, ist der Frequenzwert flir o relativ grof3 und
die Resonanzfrequenz entsprechend kleiner. Ist o jedoch mangels abschirmender Elektronen
relativ klein ist die Resonanzfrequenz entsprechend grofer. In Relation zur Gesamtfeldstirke
sind charakteristische Verdnderungen der Feldstirke jedoch so gering, dass sie in parts per
million (ppm) angegeben werden. Fiir diese Einheit entschied man sich unter anderem auf-
grund der besseren Vergleichbarkeit von Spektren unterschiedlich starker Magneten: Wasser-
stoffkerne der Methylgruppe des NAA finden sich im MR-Spektrum der Protonenspektrosko-

pie bei 2,0 ppm, egal ob das Spektrum bei 1,5 Tesla oder 3,0 Tesla aufgenommen wurde.
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Die Einflihrung der Fourier-Transformation (FT) in das Feld der Magnetresonanz-
Spektroskopie ermdoglichte deutlich effizientere Messvorgénge als die bis dato iibliche Conti-
nuous-Wave-Methode: Anstatt, wie vor Einfithrung der FT iiblich, Signale in ihrer Frequenz-
doméne zu messen und somit Einzelmessungen mit kontinuierlich ansteigenden Frequenzen
durchfiihren zu miissen, kann bereits eine einzige Messung des Signals in der Zeitdoméne die
Darstellung der beteiligten Frequenzen liefern, wenn das gemessene Signal anschlieBend mit-
tels FT von der Zeitdoméne in die Frequenzdoméne umgewandelt wird. Ein qualitativ hoch-
wertiges Spektrum erhilt man jedoch erst nach Mittelung mehrerer Spinechos. (Edelman,

2005)

2.3.2 H-NMR-Spektrum des Gehirns in vivo

Da die chemische Verschiebung der "H-Atome an bestimmten Orten eines Molekiils unter
identischen Untersuchungsbedingungen konstant ist und 0 ppm einer Referenzsubstanz zuge-
ordnet wird, identifiziert die x-Achse chemische Gruppen bestimmter Metabolite oder gibt
zumindest Auskunft iiber die ndhere Auswahl potentieller Kandidaten. Bei nidherer Betrach-
tung des Spektrums stellt man fest, dass die Ordinate nicht weiter bezeichnet ist. Dies deutet
bereits die Komplexitét der absoluten Quantifizierung an und ist unter anderem durch die
mehrfache und teils beliebige elektronische Verstarkung der Spannung des detektierten Ma-
gnetresonanzsignals bedingt. Zudem muss man beriicksichtigen, dass bestimmte Resonanzen
das Signal mehrerer 'H-Atome desselben Molekiils (beispielsweise tCho) oder Protonen ande-
rer Molekiile enthalten und dass bestimmte Metaboliten {iber mehr als eine Resonanz verfii-

gen.

2.3.3 Sequenzen zur Volumenselektion

Als hiufigste Sequenzen kommen in der Einzelvolumen-"H-MRS PRESS (Point Resolved
Spectroscopy) und STEAM (Stimulated Echo Acquisition Mode) zur Anwendung. Die Spek-
tren dieser Untersuchung wurden mittels PRESS gemessen. PRESS und STEAM haben ge-
meinsam, dass drei aufeinanderfolgende Hochfrequenzimpulse das VOI definieren und zum

detektierbaren Signal fithren. Die beiden Sequenzen unterscheiden sich hauptsichlich durch
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die Orientierung ihrer HF-Impulse. Mittels STEAM detektiert man das stimulierte Echo, wel-
ches man nach drei aufeinander folgenden HF-Impulsen von exakt 90° erhilt. Das stimulierte
Echo verfiigt dabei tiber eine maximale Amplitude von 50 Prozent des theoretisch erreichba-
ren Spinechos. Hierin kann man einen Nachteil von STEAM gegeniiber PRESS sehen. Ande-
rerseits sind mit STEAM kiirzere Echozeiten moglich (bis ca. 10ms) als mit PRESS (meist >
30ms), was zu einer geringeren T2-Wichtung und zu einem SNR-Anstieg fiihrt. Zudem hat
STEAM Vorteile bei der Darstellung gekoppelter Resonanzen und der genaueren Ortscodie-
rung des VOI.

Point Resolved Spectroscopy (PRESS)

Das reformierte Spinecho stellt das zweite Spinecho eines doppelten Spinechos dar und wird
als Signal der PRESS-Sequenz detektiert. Die Gradienten der einzelnen HF-Impulse richten

sich dabei wie folgt aus:
90°-180°-180°

Der erste HF-Impuls (90°) verlagert die Langsmagnetisierung in die Transversalebene. Auf-
grund der folgenden 180° HF-Impulse bleibt sie dies bis zur Formierung des zweiten Spine-
chos. Um ein dreidimensionales Volumen entsprechend des gewiinschten VOI zu messen,

werden drei zueinander orthogonale Schichten angeregt.

Das maximal detektierbare Signal des zweiten Spinechos unterliegt natiirlich auch T—
Prozessen, weshalb die PRESS-Sequenz so kurz wie moglich gestaltet werden sollte. Will
man von dem intrinsisch hoheren SNR des PRESS-Signals profitieren, muss man jedoch (wie
bei dieser Untersuchung erfolgt) kurze Echozeiten realisieren und tiber moderne, fiir PRESS
geeignete Gradientensysteme verfiigen, da hiervon die Genauigkeit der 180°-HF-Impulse ab-

hingt.
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2.4 Studiendesign

2.4.1 Ein- und Ausschlusskriterien

Einschlusskriterien:
Alter: 18 bis 75 Jahre
Geschlecht: minnliche oder weibliche Probanden

Raucherstatus: Raucher (regelméfig mindestens 1 Zigarette pro Tag) oder Nieraucher (nicht

mehr als 5 Zigaretten im gesamten Leben)
Héndigkeit: Rechtshdnder

Einverstiandniserkldarung: schriftliches Einverstindnis durch die Probanden nach detaillierter

Aufklarung iiber die Studie und Beantwortung offener Fragen (written informed consent)

Ausschlusskriterien:
Alter: jiinger als 18 Lebensjahre oder élter als 75 Lebensjahre

Anamnestisch: aktuell oder frither neurologische Erkrankung; aktuell oder friiher psychiatri-
sche Erkrankungen/Auffilligkeiten (erfragt mittels M.I.N.I. (Sheehan et al., 1998) und struk-
turiertem Telefoninterview); aktuell somatische Erkrankung; regelméfige Medikamentenein-
nahme oder Medikamenteneinnahme innerhalb der letzten sieben Tage vor der
spektroskopischen Untersuchung; Abhéngigkeitserkrankungen au3er Nikotinabhiangigkeit;
Exraucher; Gelegenheitsraucher (weniger als 1 Zigarette pro Tag aber mehr als 5 Zigaretten in
der gesamten Vorgeschichte); Drogenkonsum; durchschnittlicher Alkoholkonsum > 1 Drink-
aquivalent pro Tag (1 Drinkdquivalent entspricht 13g Ethanol); Zustand nach Schidelhirn-
trauma oder Bewusstlosigkeit langer als 60 Minuten; ungeniigende Deutschkenntnisse; positi-
ve Familienanamnese (Blutsverwandte 1. Grades) beziiglich Depression, Schizophrenie und
anderen Psychosen, bipolaren Storungen, Angststorungen, Phobien, Alkoholabhangigkeit,
Polytoxikomanie, ADHD, Zwangserkrankungen, Suizidalitit, Essstorungen, Migréne, Epilep-

sie, Demenzerkrankungen oder Enzephalomyelitis disseminata.

MRT-assoziiert: Eisenstaub-haltige Tatowierungen, Metallimplantate im Kopfbereich mit

Ausnahme von Titan oder Platin, potenzielle Schwangerschaft, Platzangst oder Beklemmung

in engen Rdumen, Herzschrittmacher, Cochleaimplantat o.4.
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Drop-Out: Strukturelle Auffilligkeiten in den angefertigten MR-Bildern; Artefakte auch nach
Wiederholung des Spektrums; FWHM (full width at half maximum) der Wasserresonanz < 10
Hz (entsprechend 0,07 ppm).

2.4.2 Ablauf der Studie

35 Probanden (12 Raucher und 23 Nieraucher) wurden iiber Annoncen in regionalen Tages-
zeitungen rekrutiert. Potentielle Kandidaten konnten ihre Kontaktdaten auf einem Anrufbe-
antworter hinterlassen oder sich im Zeitfenster von 18:00 bis 22:00 Uhr innerhalb einer Wo-
che nach Anzeigenschaltung personlich um die Studienteilnahme bewerben. Probanden,
welche ihre Telefonnummer auf dem Anrufbeantworter hinterlieBen, wurden innerhalb einer

Woche zuriickgerufen.

Die Eignung beziiglich einer Studienteilnahme wurde zunédchst anhand strukturierter Telefon-
interviews Uberpriift. Vor Durchfiihrung der MRT-Untersuchungen wurden Patienten anhand
des Mini-International Neuropsychiatric Interview (M.LN.I. - Sheehan et al., 1998) ausfiihr-
lich beziiglich neuropsychiatrischer Erkrankungen befragt. Erfolgte insofern kein Ausschluss
und lagen keine anderen Ausschlusskriterien vor, konnten die Probanden in die Studie einge-
schlossen werden, nachdem sie zuvor ausfiihrlich iiber die Studie informiert worden waren
und ihr schriftliches Einverstindnis abgegeben hatten. Ablauf und Aufklarung der Studie wa-
ren zuvor von der Ethikkommission des Campus Mitte der Charité-Universititsmedizin Berlin
als ethisch unbedenklich bescheinigt worden. Nach Durchfiihrung aller Untersuchungen er-
hielten die Probanden eine Aufwandsentschadigung von 40 Euro. Im Rahmen der Studie
nahmen Probanden an einem anderen Tag auch an einer EEG-Untersuchung teil. Die Proban-
den hatten jederzeit die Option, ihre Studienteilnahme ohne Angabe von Griinden vorzeitig zu

beenden.

Wihrend der gesamten Studie war es den Probanden gestattet, ihre bisherigen Rauchgewohn-
heiten ohne Einschrankungen bis zum Beginn der Untersuchungen beizubehalten. Wéhrend
der Untersuchungen war das Rauchen jedoch nicht gestattet. Die Probanden wurden weiterhin
instruiert, 24 Stunden vor den Untersuchungsterminen keinen Alkohol zu trinken und an Un-

tersuchungstagen nicht mehr als eine Tasse Kaffee zu trinken.
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Zwei Probanden wurden infolge Drop-Outs nicht in die statistische Analyse miteinbezogen.
Dabei handelte es sich um einen Raucher und eine Nieraucherin. Die Nieraucherin zeigte
nach wiederholter Spektrenmessung Artefakte innerhalb des ACC, der Raucher schied infolge
schlechter Spektrenqualitét aus (siche Abschnitt 2.4.1).

2.4.3 Ablauf der MR-Untersuchung

Die Magnetresonanz-spektroskopischen Untersuchungen wurden im 3,0 Tesla MR-Scanner
(3T94SIGNA, General Electric Healthcare, Wisconsin, USA) mit der 8 Kanal-Kopfspule
HRBRAIN in der Klinik fiir Strahlenheilkunde am Campus Virchow-Klinikum der Charité-
Universitidtsmedizin Berlin durchgefiihrt und erfolgten unter Aufsicht des Radiologen und

Diplom-Chemikers PD Dr. rer. nat Dr. med. H. Bruhn.

Vor Durchfiihrung der bildgeleiteten spektroskopischen Messungen wurden T1- und T2-
gewichtete strukturelle Planungsbilder angefertigt (Transversalschichten parallel zur gedach-
ten Linie zwischen anteriorer und posteriorer Kommissur). Im Anschluss daran erfolgte eine
inversionspraparierte 3D-Gradientenechosequenz zum Ausschluss struktureller Hirnveridnde-
rungen (FSPGR-Sequenz: 84 Schichten in 246 Sekunden, Teilung 2 mm, a = 20°, TR/TE/TI
=8 ms/3,2 ms/500 ms, 256 x 192 Matrix, Field of View 220 x 170 mm, Voxelgréfe 0,86 x
0,89 x 2 mm).

Danach erfolgte die spektroskopische Datenaufnahme: Nach Messung des anterioren Gyrus
cinguli (ACC) wurden der posteriore Gyrus cinguli (PCC) und schlief3lich die rechtsfrontale
weille Substanz (RFWM) gemessen. Mittels Shimming auf die lokale Wasserresonanz erfolgte
eine Optimierung der Magnetfeldhomogenitit. Die Volumenselektion wurde anhand der
PRESS-Sequenz durchgefiihrt. Koordinaten entsprechender Untersuchungsvolumina ergaben
sich aus den Planungsbildern angrenzender Schichten, woraus der Steuercomputer vollauto-
matisch die benotigten Gradienten und Bandbreiten der Hochfrequenzimpulse errechnete. Die
Platzierung der Voxel in ACC, PCC bzw. RFWM wird unter 2.4.4 dargestellt. Die kubischen
Untersuchungsvolumina betrugen in allen Interessensregionen und bei allen Probanden 4,1 ml
(entsprechend 16 mm x 16 mm x 16 mm Kantenlidnge). Der Kippwinkel entspricht 90°, die

Repetitionszeit 6000 ms und die Echozeit 30 ms.
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2.4.4 Die unterschiedlichen Untersuchungsvolumina (Volumes Of In-
terest (VOI)

2.4.4.1 Anteriorer Gyrus Cinguli (ACC)

Abbildung 2.1a:  Voxelplatzierung im ACC, angezeigt durch ein Quadrat im links T1- und rechts T2-
gewichteten MRT-Bild unterhalb des Seitenventrikeldachs

2.4.4.2 Posteriorer Gyrus Cinguli (PCC)

Abbildung 2.1b:  Voxelplatzierung im PCC, angezeigt durch ein Quadrat im links T1- und rechts T2-
gewichteten MRT-Bild in Hohe des Seitenventrikeldachs
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2.4.4.3 WeiBe Substanz rechtsfrontal (RFWM)

Abbildung 2.1c:  Voxelplatzierung in der rechten frontalen Hirnsubstanz (RFWM), angezeigt durch ein Qua-
drat im links T1- und rechts T2-gewichteten MRT-Bild auf Hohe der Seitenventrikel

2.5 Qualitat der Spektren

Die Linienbreite FWHM (full width at half maximum) der Wasserresonanz ist abhingig von
T,*. To* hangt von den T,-Relaxationszeiten chemischer Gruppen ab, aber auch von der Ho-
mogenitit des Magnetfelds. Da die Homogenitét eines Magnetfelds mittels Shimming auf die
Wasserresonanz verbessert wird, stellt FWHM ein Gitekriterium des angewandten Shims dar.
Im Gegensatz zum Shim erfolgt die eigentliche Spektroskopie unter Suppression des Wasser-
signals. Alle von uns analysierten Spektren weisen Linienbreiten der Wasserresonanz < 0,07
ppm auf (siehe auch Kreis, 2004). Ein Proband schied infolge einer FWHM > 0,1 ppm aus.
Die Linienbreiten der anderen Probanden liegen im ACC bei 0,056 = 0,010 ppm, im PCC bei
0,044 £ 0,009 ppm und in REFWM bei 0,051 £ 0,008 ppm.

Signal-zu-Rauschverhiiltnis (SNR): Die Sensitivitit der Magnetresonanzspektroskopie ist
im Vergleich zur herkdmmlichen MRT gering, da die MRT einen GroBteil ihres Signals von
den Protonen des Wassers bezieht, welches in der "H-MRS jedoch unterdriickt werden muss,
da Konzentrationen der detektierbaren Metaboliten bei Konzentrationen im Millimolbereich
vergleichsweise gering sind. Um eine verhdltnismédfBige SNR zu erhalten, geht man folgen-

dermaBen vor: Durch wiederholte Einzelmessungen desselben Voxels erhidlt man mehrere
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Spektren, welche anschliefend automatisch gemittelt werden. Zudem wihlt man eine geeig-
nete GroBe der Untersuchungsvolumina, indem man berticksichtigt, dass die SNR exponenti-
ell vom Messvolumen abhéngt. Will man das SNR erhdhen, ohne langere Messzeiten in Kauf
zu nehmen, besteht neben der Wahl groBBerer Untersuchungsvolumina die Moglichkeit, Mes-
sungen an einem MRT groBerer Feldstirke durchzufiihren. Da die Spektren unserer Studie bei
3,0 Tesla gemessen wurden, besteht ein SNR-Gewinn von einem theoretischen Faktor 2 ge-

geniiber 1,5 Tesla. Die VoxelgroBe betrug in ACC, PCC und RFWM jeweils 4,1 ml.

Basislinie der Spektren: Die Basislinie wird hauptsidchlich durch Makromolekiile verursacht
und ist flir die Quantifizierung von grofler Bedeutung. Die Abgrenzung der Basislinie von
Metabolitenpeaks kann kompliziert und vom Untersucher beeinflusst sein, wurde aber in un-
serer Studie vollautomatisch und objektiv anhand mathematischer Dekonvolution mittels der

Fitting-Software LCModel durchgefiihrt (siche Abschnitt 2.8).

Alle Spektren wurden durch PD Dr. H. Bruhn einzeln auf Artefakte iiberpriift und gegebenen-
falls innerhalb derselben Untersuchung wiederholt. Alle analysierten Spektren entsprechen
den u.a. von Frahm etablierten (Frahm, 1991) und Kreis (Kreis, 2004) geforderten Qualitats-
mafBstdben. Keines der analysierten Spektren zeigt Artefakte oder unklare Fittingresiduen.
Alle Spektren weisen Linienbreiten der Wasserresonanz < 0,07 ppm auf. Die Cramer Rao
lower bounds liegen fiir alle Metaboliten deutlich unter 50%SD (%SD fiir NAA < 10; %SD
fiir Creatin < 10; %SD fiir Gesamtcholin < 15; %SD fiir myo-Inositol < 50, davon 89 Prozent
<20).

2.6 Relative Quantifizierung anhand von Quotienten

Grundsatzlich gibt es zwei verschiedene Ansitze zur Beschreibung der quantitativen Informa-
tionen von MR-Spektren: Die Angabe relativer Metabolitenquotienten (engl. ratio) oder die
Berechnung absoluter Konzentrationen in mmol/l [ Laborstandard]. Beide Methoden bieten

Vor- und Nachteile.

Haufig werden quantitative Metabolitenangaben als relative Quotienten gemacht, als Refe-
renzmetabolit dient dann zumeist Creatin. Diese Dissertation verwendet die von LCModel
errechneten Creatin-Quotienten entsprechend NAA/Creatin, Gesamtcholin/Creatin und myo-

Inositol/Creatin. Nachteil der Verwendung solcher Quotienten ist allerdings, dass von vier
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robusteren Metaboliten nur drei Quotienten auswertbar sind. Zudem geht diese Methode von
der Annahme aus, dass die fiir Creatin gemessenen Konzentrationen interindividuell bei ge-
sunden Probanden vergleichbar sind. Ist dies jedoch nicht der Fall, fithren relative Anstiege
der Creatinkonzentration zu kleineren Quotienten und erniedrigte Creatinkonzentrationen zu
erhohten Quotienten. Daher wurde vor der Analyse der Creatin-Quotienten postuliert und
tiberpriift, dass sich absolute Creatin-Konzentrationen von Rauchern und Nierauchern nicht
signifikant unterscheiden wiirden. Vorteile der Verwendung von Quotienten bestehen vor
allem in der unkomplizierten und dadurch besser standardisierten Anwendung sowie der mog-
licherweise geringeren Fehleranfilligkeit. Gleichzeitig minimiert man durch die Angabe von
Creatin-Quotienten die Wahrscheinlichkeit zu grof3 oder zu klein gemessener Konzentratio-
nen, welche aus interindividuell schwankenden Liquoranteilen innerhalb des jeweiligen Un-

tersuchungsvolumens resultieren kdnnen.

2.7 Untersuchte Metaboliten

Zu den robusteren Peaks gehoren neben dem besonders markanten Signal des N-
Acetylaspartats (NAA) bei 2,0 ppm auch das Signal von Creatin (Cre), Gesamtcholin (tCho)
und myo-Inositol (mIns). Neben diesen Singlett- bzw. Pseudosinglett-Resonanzen kann man
unter anderem auch Glx als gemeinsame gekoppelte Multiplett-Resonanz von Glutamat, Glu-

tamin und GABA nachweisen.

Statistisch ausgewertet werden NAA/Cre, tCho/Cre und mlns/Cre. Glx/Cre wird nicht in die
statistische Auswertung einbezogen, da dessen Konzentration unter den gegebenen Untersu-

chuchsbedingungen nicht genau genug bestimmt werden kann.
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Abkiirzungen:

Cre: Creatin

NAA: N-Acetylaspartat
tCho: Gesamtcholin
mins: myo-Inositol

Glx: Glutamin + Glutamat
ppm: parts per million

ACC: anteriorer cinguldrer Kortex

Abb. 2.2: Beispielspektrum der grauen Substanz (ACC) eines Rauchers

Abkirzungen:

Cre: Creatin

NAA: N-Acetylaspartat
tCho: Gesamtcholin

mins: myo-Inositol

Glx: Glutamin + Glutamat

ppm: parts per million
RFWM: right frontal white matter

Abb. 2.3: Beispielspektrum der weilen Substanz (RFWM) eines Rauchers
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2.7.1 [Creatin]

Die Creatin-Resonanz resultiert aus dem Gesamtcreatin, das sich aus Creatin und
Phosphocreatin zusammensetzt. Die Hauptresonanz des Creatins findet sich bei 3,0 ppm und
resultiert aus quaterndren, Stickstoff-gebundenen Methylgruppen. Eine weitere Resonanz
kann bei 3,9 ppm nachgewiesen werden, bedingt durch Protonen der Methylengruppen
(Michaelis, 1991; Imamura, 2003). Bei Phosphocreatin handelt es sich um einen wichtigen
Energiespeicher und Phosphatgruppendonor gegeniiber ADP, bei Creatin um eine organische

Sdure mit zentraler Bedeutung fiir den Energiemetabolismus.

Quantitativ verdndert sich die Creatin-Resonanz wihrend der Hirnentwicklung weniger stark
als beispielsweise NAA (Hiippi, 1991). Physiologische (Gesamt-)Creatinkonzentrationen
verschiedener Hirnareale grauer bzw. weiler Substanz sind inter- und intraindividuell relativ
konstant. Bei gesunden Probanden eignet sich Gesamtcreatin als relativ stabile Konzentration
daher als Referenz, Konzentrationsverdnderungen zeigen sich beispielsweise bei Hypoxie,

Tumoren oder nach Traumen (Bruhn et al., 1989a+b; Ross et Bluml, 2001).

Ist im Folgenden von Creatin die Rede, bezieht sich dies auf die gemeinsame Resonanz von

Creatin und Phosphocreatin.

2.7.2 N-Acetylaspartat (NAA/Cre)

N-Acetylaspartat (NAA) zeigt innerhalb zerebraler MR-Spektren die prominenteste Reso-
nanz. Diese findet sich bei 2,0 ppm und wird durch dessen Methylgruppe als Singlett-
Resonanz verursacht. Ein weiteres, jedoch kleineres Signal zeigt sich bei 2,4 ppm und resul-
tiert aus der Methylengruppe des Aspartats. Aufgrund gekoppelter Resonanzen stellt sich die-
se Resonanz in hoheraufgelosten Spektren als Doublett dar (Imamura, 2003). NAAG (N-
Acetylaspartyl-Glutamat) weist eine kleine Resonanz neben der prominenten NAA-Resonanz
auf und ist mittels in vivo Spektroskopie bei 3,0 Tesla nicht ausreichend davon abzugrenzen.
Daher ist dessen Signal Teil der NAA-Resonanz bei 2,0 ppm und bedingt einen (geringen)

Teil der errechneten NAA-Konzentration.

NAA wird innerhalb neuronaler Mitochondrien produziert und anschlieBend entlang neurona-

ler Axone transportiert (Knizley, 1967). Da sich NAA fast ausschlieBlich in Neuronen findet,
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gilt NAA als neuronaler Marker (ausfiihrlich diskutiert unter 4.3 und 4.4).

Quantitative Angaben des NAA erfolgen anhand von Quotienten mit Creatin im Nenner:

NAA/Cre.

2.7.3 Gesamtcholin (tCho/Cre)

Die Hauptresonanz des Gesamtcholins bei 3,20 ppm resultiert aus freiem Cholin und cholin-
haltigen Verbindungen, also Phosphocholin und Glycerophosphocholin. Die Hauptresonanz
ist durch jeweils drei Methylgruppen am Stickstoff bedingt (Imamura, 2003). Das Gesamt-
cholinsignal resultiert hauptsidchlich aus Phosphocholin und Glycerophosphocholin, da Cholin
und Acetylcholin normalerweise nur geringfiigig zum Signal beitragen. Entsprechendes gilt
fiir Phosphatidylcholin, das trotz hoher Konzentrationen innerhalb des Myelins infolge seiner
Immobilitit physiologisch mittels 'H-MRS kaum detektiert werden kann. Daher unterschei-
den sich die Gesamtcholin-Gewebsspiegel zwischen grauer und weiler Substanz nur gering-
gradig. Verdnderungen des Gesamtcholin-Gewebsspiegels konnen einen Anhalt auf die zellu-
lare Dichte innerhalb des Voxels geben, erhohte Gesamtcholin-Spiegel konnen einen erhdhten
Membranumsatz andeuten (Burtscher et Holtds, 2001; Ross et Bluml, 2001). Astrozyten und
Oligodendrozyten zeigen hohere intrazelluldre Gesamtcholinkonzentrationen als Neuronen

(Urenjak et al., 1993). Gesamtcholin wird ndher unter 4.5.1.1 und 4.5.2.1 diskutiert.

Diese Dissertation verwendet fiir die quantitative Angabe und Analyse des Gesamtcholins

Quotienten mit Creatin im Nenner: tCho/Cre.

2.7.4 myo-Inositol (mIns/Cre)

Bei myo-Inositol (mIns) handelt es sich um einen ubiquitéren zyklischen Sechsfachalkohol,
welcher in Spektren Resonanzen bei 3,6 ppm (Pseudo-Singlett) und 4,1 ppm verursacht. Bei
3,0 Tesla kann sich die Resonanz, die bei 1,5 - 2,0 Tesla bei 3,57 ppm gemessen wird unter
Umsténden als Doublett bei 3,55 ppm und 3,61 ppm aufspalten. Das Pseudo-Singlett bei 3,57
ppm reprisentiert die Protonen der Kohlenstoffatome 3 bis 6, die Resonanz bei 4,05 ppm hin-

gegen Protonen des Kohlenstoffatoms 2. Die myo-Inositol-Resonanz liegt relativ nah am un-
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terdriickten Wassersignal, wurde aber aufgrund der exzellenten Wasserunterdriickung in der
statistischen Auswertung beriicksichtigt. Reproduzierbarkeit und Sensitivitit gemessener
myo-Inositol-Niveaus sind bei 3,0 Tesla signifikant hoher als bei 1,5 Tesla (Ross et Bluml,
2001; Srinivasan et al., 2004).

Myo-Inositol wird héufig als Astrozytenmarker beschrieben und unter 4.5.1.2 und 4.5.2.2
ausfiihrlich diskutiert.

Quantitative Angaben zu myo-Inositol werden als Quotienten mit Creatin im Nenner angege-

ben: mlns/Cre.

2.8 Berechnung der Spektren mit LCModel

LCModel (Linear Combination Model) integriert ,,Prior Knowledge “ durch Applikation eines
Basisspektrums (Provencher, 1993). ,,Prior Knowledge “ beinhaltet Informationen {iber die
charakteristischen Signalparameter der einzelnen Metabolite, beispielsweise hinsichtlich ge-
koppelter Resonanzen. Das gemessene Probandenspektrum wird also mit einem Basisspek-
trum verglichen, welches in die LCModel Software integriert ist. Je nach Anzahl der im Ba-
sisspektrum vorhandenen Metabolite werden die entsprechenden Resonanzen im
Probandenspektrum zugeordnet und angepasst (,, gefittet ). Dabei wird eine Basislinie be-
rechnet, welche die untere Begrenzung der Resonanzen darstellt und deshalb fiir die Quantifi-

zierung von grofler Bedeutung ist.

Nach Auswertung der Probandenspektren mit LCModel erhdlt man einen Ausdruck, dem u.a.
das gefittete Spektrum, das ungefittete Spektrum, LWHM, die Baseline, die errechneten abso-
luten Konzentrationen (in mmol/l(Laborstandard)) und die relativen Metabolitenquotienten zu
entnehmen sind. Zusétzlich zur FWHM werden Phase und SNR angegeben. Fiir die Berech-
nung der Basislinie wurde in unserer Studie der Bereich zwischen 4,2 ppm und 0,2 ppm ge-
wihlt. Angewandt wurde LCModel in der Version 6.1-0. Das Handbuch fiir LCModel steht

zum freien Download zur Verfiigung (Provencher, 2005).
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2.9 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte anhand der Computersoftware SPSS 16.0 fiir Windows
(SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Vor Auswahl entsprechender statistischer Tests wurden ab-
héngige Variablen mittels Kolmogorov-Smirnov-Test auf eine hinreichende Normalverteilung
untersucht. Bei hinreichender Normalverteilung (p > 0,05 im KS-Test) wurden parametrische
Tests gewdhlt, bei nicht hinreichender Normalverteilung (p < 0,05 ) nonparametrische Tests.
Folgende Testverfahren kamen zum Einsatz: Chi-Quadrat-Test, t-Test unabhingiger Stich-
proben, Mann-Whitney-U-Test, einfaktorielle Kovarianzanalyse (ANCOVA), sowie die Be-
rechnung der Korrelationskoeffizienten nach Pearson bzw. Spearman. Boxplots und Streudia-
gramme wurden mit SPSS erstellt, Tabellen mit Microsoft Word fiir Windows (Redmond,
WA, USA). Aufgrund der hdufig beschriebenen Effekte von Alter und Geschlecht auf zere-
brale Metaboliten-Gewebsspiegel wurden Metabolitenquotienten zwischen Rauchern und
Nierauchern anhand einer Kovarianzanalyse (ANCOVA) mit den Kovariablen Alter, Ge-
schlecht und durchschnittlicher Anzahl alkoholischer Getrdnke pro Woche analysiert. Fiir den
Fehler 1. Art wurde ein Signifikanzniveau von 0,05 festgelegt.
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2.10 Deskriptive Statistik

2.10.1 Gruppencharakteristik

Tabelle 2.10.1 Gruppencharakteristik: Raucher/Nieraucher

Nieraucher Raucher

n (ménnlich/weiblich)® 22 (10/12) 11 (4/7)

Alter (Jahre)® 40,3 = 14,5 30,8 +9,0
Schuljahre® 11,7+ 1,5 11,0+ 1,6
*alkohol. Getrinke/Woche* 1,303 3,0+0,7
Zigaretten/Tag® - 11,1 +7,7
Packungsjahre’ - 7,1 £3,9
Jahre aktiver Raucher® - 10,7 = 8,5
Alter bei Rauchbeginn (Jahre)" - 17,5+3,0

*"Mittelwerte + Standardabweichung, *absolute Angaben
27 (1) = 0,248, p = 0,618 (Chi-Quadrat-Test)

® (31) = 1,976, p= 0,057 (t-Test)

‘u = 85,000, p = 0,135 (Mann-Whitney-U-Test)

9 = 60,500, p = 0,019 (Mann-Whitney-U-Test)

*ein alkoholisches Getrank entspricht 330 ml Bier (13,2 g Ethanol bei 5 Vol%), 150 ml Wein (13,2 g Ethanol bei 11 Vol%) oder 4 cl Spiri-

tuosen (12,8 g Ethanol bei 40 Vol%)
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Abb. 2.4: Balkendiagramm der Geschlechterverteilung untersuchter Raucher und Nieraucher
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Abb. 2.5: Boxplot der Altersverteilung untersuchter Raucher und Nieraucher
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Abb. 2.6: Boxplot des durchschnittlichen Alkoholkonsums untersuchter Raucher und Nieraucher

2.10.2 Einfluss des Alters auf zerebrale Metaboliten

Korreliert man innerhalb des Nieraucherkollektivs (n = 22) Alter und relative Metaboliten-

quotienten fiir ACC, PCC und RFWM, ergeben sich statistisch signifikante Korrelationen fiir

- NAA/Cre in PCC (Fpearson = -0,453; p = 0,034)
- tCho/Cre in ACC (Fpearson = -0,424; p = 0,049)
- tCho/Cre in RFWM (Fpearson = -0,460; p = 0,031)

- mlns/Cre in RFWM (#pearson = 0,549; p = 0,008)

Alter und [Cre] korrelieren weder in ACC, PCC oder RFWM signifikant, dasselbe gilt fiir
NAA/Cre in ACC und RFWM, tCho/Cre in PCC und mIns/Cre in ACC und PCC.
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NAA/Cre im PCC
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Abkurzungen: NAA: N-Acetylaspartat; Cre: Creatin; PCC: posteriorer Gyrus cinguli

Abb. 2.7: Altersabhingigkeit von NAA/Cre im PCC (nur Nieraucher)
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Abb. 2.8: Altersabhingigkeit von tCho/Cre innerhalb der rechtsfrontalen weilen Substanz REWM

(nur Nieraucher)
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mins/Cre in RFWM
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Abkurzungen: mins: myo-Inositol; Cre: Creatin; RFWM: rechtsfrontale weille Substanz

Abb. 2.9: Altersabhéngigkeit von mIns/Cre innerhalb der rechtsfrontalen weillen Substanz RFWM
(nur Nieraucher)

2.10.3 Einfluss des Geschlechts auf zerebrale Metaboliten

Untersucht man die Nieraucher (als Referenzkollektiv) in allen drei Untersuchungvolumina
hinsichtlich geschlechtsabhéngiger Mittelwertsunterschiede fiir [Creatin], NAA/Cre, tCho/Cre

und mlIns/Cre, zeigt sich ein signifikanter Geschlechtseffekt fiir

- tCho/Cre in ACC (= 5,008; p < 0,001)

- tCho/Cre in RFWM (¢ =2,796; p = 0,011)

[Creatin], NAA/Cre, mIns/Cre unterscheiden sich dagegen weder in ACC, PCC oder RFWM

signifikant zwischen mannlichen und weiblichen Nierauchern (¢ < 0,984 , p > 0,337), dasselbe

gilt fiir tCho/Cre im PCC (¢= 1,571, p = 0,132).
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Abkurzungen: tCho: Gesamtcholin; Cre: Creatin; ACC: anteriorer Gyrus cinguli

Abb. 2.10: Boxplot - tCho/Cre-Quotienten im ACC nach Geschlecht (nur Nieraucher)
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Abkurzungen: tCho: Gesamtcholin; Cre: Creatin; RFWM: rechtsfrontale weille Substanz

Abb. 2.11: Boxplot - tCho/Cre-Quotienten der weillen Substanz rechtsfrontal (RFWM) nach

Geschlecht (nur Nieraucher)
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3 Ergebnisse

3.1 Absolutes Creatin

3.1.1 Mittelwerte absoluten Creatins

Tabelle 3.1.1 Mittelwerte + SD fiir [Creatin] in ACC, PCC bzw. RFWM

VOI Metabolit Nieraucher (n = 22) Raucher (n =11)

ACC [Creatin] 5,81 £ 0,64 5,71 £ 0,87

PCC [Creatin] 6,00 = 0,61 5,98 £ 0,53
RFWM [Creatin] 5,35 0,64 5,24 = 0,55

[Creatin] als absolute Konzentration in mmol/l (Laborstandard)

Abkiirzungen: SD: Standardabweichung; VOI: voxel of interest; ACC: anteriorer Gyrus cinguli; PCC: posterio-
rer Gyrus cinguli; RFEWM: rechtsfrontale weifle Substanz; NAA/Cre: N-Acetylaspartat/Creatin ; tCho/Cre:

Gesamtcholin/Creatin; mIns/Cre: myo-Inositol/Creatin

3.1.2 ANCOVA (analysis of covariance): [Creatin] in ACC, PCC bzw.
RFWM

Wie unter 2.10.1 beschrieben wird, unterscheiden sich die untersuchten Raucher von den un-
tersuchten Nierauchern signifikant beziiglich ihres durchschnittlichen Alkoholkonsums (mehr

als acht alkoholische Getrianke a 13 g Ethanol/Woche galten jedoch als Ausschlusskriterium).

In der Literatur werden haufig Geschlechts- und Alterseffekte gegeniiber zerebralen Metaboli-
tenspiegeln beschrieben (Kaiser et al., 2005; Wilkinson et al., 1997), so dass die statistische
Analyse, neben der durchschnittlichen Anzahl der alkoholischen Getrdnke pro Woche, Alter
und Geschlecht als Kovariablen beriicksichtigt.

Abhéngige Variablen des unabhédngigen Faktors Stafus (Raucher bzw. Nieraucher) sind die
absoluten Creatin-Konzentrationen der unterschiedlichen VOI in ACC, PCC bzw. REWM.
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Tabelle 3.1.2 Einfaktorielle ANCOVA fiir Creatin in ACC, PCC bzw. RFWM
VoI abhing.  “Status ohne  “Status ad- "Alter Geschlecht  "Alkohol-
Variable Adjustierung justiert nach konsum
Kovariablen

ACC [Creatin] F(1)=0,153 F(1)=0,397 F(1)=2,826 F(1)=0,100 F(1)=0,368
p=0,698 p=0,534 p=0,104 p=0,754 p=10,549

PCC [Creatin] F(1)=0,012 F(1)=0,500 F(1)=0,046 F(1)=0,986 F(1)=2,469
p=00914 p=0,485 p=0,832 p=0,329 p=0,127

RFWM  [Creatin] F(1)=0224 F(1)=0,129 F(1)=3,887 F(1)=0,194 F(1)=1,743
p=0,639 p=0,722 p=10,059 p=10,663 p=0,197

[Creatin] als absolute Konzentration in mmol/l (Laborstandard)

Abhéngige Variable: [Creatin] in ACC, PCC bzw. RFWM

“Faktor: Status (Raucher/Nieraucher) o/ine Beriicksichtigung der Kovariablen bzw. adjustiert nach

Alter, Geschlecht und Alkoholkonsum

°Kovariablen: Alter, Geschlecht, Alkoholkonsum

Freiheitsgrade in Klammern

Abkiirzungen: SD: Standardabweichung; VOI voxel of interest; abh. Variable: abhingige Variable; ACC: ante-

riorer Gyrus cinguli; PCC: posteriorer Gyrus cinguli; REWM: weifle Substanz rechtsfrontal; NAA/Cre: N-

Acetyl-aspartat/Creatin; tCho/Cre: Gesamtcholin/Creatin; mIns/Cre: myo-Inositol/Creatin; Alkohol: durch-

schnittliche Anzahl alkoholischer Getrdnke pro Woche

3.1.3 I. Haupthypothese

Entsprechend der I. Haupthypothese unterscheidet sich Creatin als relativ konzentrationsstabi-

ler Metabolit in keinem der drei Untersuchungsvolumina signifikant zwischen Rauchern und

Nierauchern (p > 0,485). Dementsprechend kdnnen Metabolitenquotienten mit Creatin als

Referenzkonzentration gebildet und analysiert werden.
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3.2 Metabolitenquotienten: NAA/Cre, tCho/Cre, mIns/Cre in

ACC, PCC bzw. RFWM

3.2.1 Mittelwerte der Metabolitenquotienten NAA/Cre, tCho/Cre,
mIns/Cre in ACC, PCC bzw. RFWM

Tabelle 3.2.1

mlns/Cre in ACC, PCC bzw. RFWM

Mittelwerte + SD der Metabolitenquotienten NAA/Cre, tCho/Cre,

VOI Metabolit Nieraucher (n = 22) Raucher (n =11)
ACC NAA/Cre 1,13 +£0,17 1,19+ 0,13
tCho/Cre 0,27 = 0,04 0,25 = 0,04
mlIns/Cre 0,58 = 0,09 0,51 = 0,08
PCC NAA/Cre 1,18 = 0,14 1,24 = 0,04
tCho/Cre 0,17 = 0,02 0,18 = 0,03
mlns/Cre 0,54 = 0,08 0,53 £0,09
RFWM NAA/Cre 1,42 + 0,22 1,44 = 0,21
tCho/Cre 0,33 +0,05 0,32 = 0,06
mlns/Cre 0,54 0,13 0,59 0,14

NAA/Cre, tCho/Cre bzw. mIns/Cre als Quotienten

Abkiirzungen: SD: Standardabweichung; VOI: voxel of interest; ACC: anteriorer Gyrus cinguli; PCC: posterio-
rer Gyrus cinguli; RFWM: rechtsfrontale weile Substanz; NAA/Cre: N-Acetylaspartat/Creatin; tCho/Cre: Ge-

samtcholin/Creatin; mIns/Cre : myo-Inositol/Creatin
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3.2.2 ANCOVA (analysis of covariance) der Metabolitenquotienten
NAA/Cre, tCho/Cre, mlIns/Cre in ACC, PCC bzw. RFWM

Analog den Creatin-Konzentrationen werden Unterschiede der Metabolitenquotienten des
jeweiligen Untersuchungsvolumens anhand einer entsprechenden Kovarianzanalyse unter-

sucht.

Als abhédngige Variablen des unabhédngigen Faktors Status (Raucher bzw. Nieraucher) werden
die Metabolitenquotienten NAA/Cre, tCho/Cre bzw. mIns/Cre in ACC, PCC bzw. RFWM
mittels einfaktorieller ANCOVA unter Beriicksichtigung der Kovariablen Alter, Geschlecht
und Alkoholkonsum auf signifikante Effekte untersucht. Die detaillierten Ergebnisse der

ANCOVA sind in Tabelle 3.2.2 dargestellt.

Tabelle 3.2.2 Einfaktorielle ANCOVA der Metabolitenquotienten NAA/Cre,
tCho/Cre, mIns/Cre in ACC, PCC bzw. RFWM

VoI abhing.  “Status ohne  “Status adju- °Alter ®Geschlecht °Alkohol-
Variable Adjustierung stiert nach konsum
Kovariablen

ACC  NAA/Cre F(1)=0301 F(1)=1512 F(1)=0418 F(1)=0269 F(1)=1,371

p=0,587 p=0229 p=0,523 p=0,608 p=0252

tCho/Cre F(1)=1486 F(1)=5590 F(1)=5211 F(1)=20,339 F(1)=1,179

p=0,232 p=0,025 p=0,030 p <0,001 p=0,287

mIns/Cre  F(1)=4,136 F(1)=1,490 F(1)=2341 F(1)=0,111 F(1)=0,012

p=10,051 p=0,232 p=0,137 p=0,742 p=0912
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VOI abh. Variable  Status nicht adjust. Status adjust. Alter Geschlecht Alkoholkonsum
PCC  NAA/Cre F(1)=1,791 F(1)<0,001 F(1)=3,695 F(1)=0,106 F(1)=2,896
»=0,190 p=0,994 p=0,065 p=0,747 »=0,100
tCho/Cre  F(1)=0257 F(1)=0,023 F(1)=0,657 F(1)=4,098 F(1)=1,582
p=0,616 p=0,881 p=0,424 p=0,053 p=0219
mIns/Cre  F(1)=0,053 F(1)=0,032 F(1)=2,059 F(1)=0322 F(1)=0,015
»=0,820 p=0,859 p=0,162 p=0,575 »=0,903
RFWM NAA/Cre F(1)=0,083 F(1)=0,343 F(1)=4,627 F(1)=1,556 F(1)=0,339
p=0,776 »=0,563 p=0,040 p=0,223 p=0,565
tCho/Cre  F(1)=0392 F(1)=0,711 F(1)=1,131 F(1)=5,348 F(1)=0,033
p=0,536 p=0,406 p=0297 p=0,028 p=0,856
mlns/Cre F(1)=0,739 F(1)=7,589 F(1)=8,973 F(1)=0,827 F(1)=4319
p=0397 p=0,010 p=0,006 p=0371 p=0,047

Abhéngige Variable: NAA/Cre, tCho/Cre bzw. mlIns/Cre in ACC, PCC bzw. RFWM

“Faktor: Status o/ne Beriicksichtigung der Kovariablen bzw. adjustiert nach Alter, Geschlecht und

Alkoholkonsum

PKovariablen: Alter, Geschlecht, Alkohol

Freiheitsgrade in Klammern

Abkiirzungen: VOI: voxel of interest, ACC: anteriorer Gyrus cinguli; PCC: posteriorer Gyrus cinguli; REFEWM:
weille Substanz rechtsfrontal; NAA/Cre: N-Acetylaspartat/Creatin; tCho/Cre: Gesamtcholin/Creatin; mIns/Cre:
myo-Inositol/Creatin; Alkoholkonsum: durchschnittliche Anzahl alkoholischer Getrinke a 13 g Ethanol pro
Woche

3.2.3 II. Haupthypothese

Entgegen der 1. Haupthypothese findet sich fiir NAA/Cre im ACC kein signifikanter Unter-
schied zwischen Rauchern und Nierauchern (F' = 1,512; p = 0,229). Auch innerhalb des PCC
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findet sich fiir NAA/Cre kein signifikanter Unterschied zwischen Rauchern und Nierauchern.
Entsprechend der II. Haupthypothese ist die Effektstérke des adjustierten Rauchereffekts in-
nerhalb des PCC jedoch geringer (F < 0,001; p = 0,994). Bei Interpretation der Boxplots be-
riicksichtige man den fiir NAA/Cre in PCC zuvor beschriebenen Alterseffekt.
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Nieraucher Raucher

Abkurzungen: NAA: N-Acetylaspartat; Cre: Creatin; ACC: anteriorer Gyrus cinguli

Abb. 3.1: Boxplot — NAA/Cre-Quotienten im ACC nach Raucherstatus
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Abkurzungen: NAA: N-Acetylaspartat; Cre: Creatin; PCC: posteriorer Gyrus cinguli

Abb. 3.2: Boxplot — NAA/Cre-Quotienten im PCC nach Raucherstatus
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3.2.4 III. Haupthypothese

Entsprechend der I11. Haupthypothese unterscheidet sich NAA/Cre zwischen Rauchern und
Nierauchern nicht signifikant (F = 0,343; p = 0,563).

NAA/Cre in RFWM

I I
Nieraucher Raucher

Abkurzungen: NAA: N-Acetylaspartat; Cre: Creatin; RFWM: rechtsfrontale weille Subst.

Abb. 3.3: Boxplot — NAA/Cre-Quotienten der weillen Substanz rechtsfrontal nach Raucherstatus

Bei Interpretation des Boxplots beriicksichtige man den zuvor fiir NAA/Cre in RFWM be-

schriebenen, signifikanten Alterseffekt.

56



3.2.5 Nebenhypothesen und weitere Fragestellungen

3.2.5.1 Sollten sich bei Rauchern kortikal in ACC oder PCC signifikante Defi-
zite oder signifikant erhéhte Metaboliten-Niveaus fir tCho oder mIns
nachweisen lassen, wird analog der 2. Haupthypothese postuliert, dass

Rauchereffekte innerhalb des ACC deutlicher ausfallen als innerhalb
des PCC

Im ACC lasst sich ein signifikanter adjustierter Rauchereffekt fiir Gesamtcholin/Creatin

nachweisen (£ = 5,590; p = 0,025).

Analog der 2. Haupthypothese ist die Effektstérke innerhalb des PCC deutlich geringer (F =
0,023), das Signifikanzniveau liegt dort bei p = 0,881.

Fiir mIns/Cre zeigt sich weder im ACC (F = 1,490; p = 0,232) noch im PCC (F =0,032; p =
0,859) ein signifikanter Rauchereffekt.

tCho/Cre im ACC

0,207

0,157

| 1
Nieraucher Raucher

Abkurzungen: tCho: Gesamtcholin; Cre: Creatin; ACC: anteriorer Gyrus cinguli

Abb. 3.4: Boxplot — tCho/Cre-Quotienten im ACC nach Raucherstatus
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Abkurzungen: tCho: Gesamtcholin; Cre: Creatin; RFWM: rechtsfrontale weille Substanz

Abb. 3.5: Boxplot —tCho/Cre-Quotienten im ACC nach Raucherstatus und Geschlecht

Bei Interpretation der Boxplots beriicksichtige man die fiir tCho/Cre zuvor beschriebenen,

signifikanten Alters- und Geschlechtseffekte.

3.2.5.2 Innerhalb der weiBen Substanz soll untersucht werden, ob sich die

Gewebsspiegel von tCho oder mIns zwischen Rauchern und Nierau-

chern signifikant unterscheiden

In RFWM zeigt sich ein signifikanter Rauchereffekt fiir mIns/Cre (F' = 7,589; p = 0,010). Fiir

tCho/Cre ldsst sich dagegen innerhalb der weilen Substanz kein signifikanter Rauchereffekt

nachweisen (F'=0,711; p = 0,4006).

58



0,84

0,44

mins/Cre in RFWM
o
o
1

1 |
Nieraucher Raucher

Abkurzungen: mins: myo-Inositol; Cre: Creatin; RFWM: rechtsfrontale weille Substanz

Abb. 3.6: Boxplot — mIns/Cre-Quotienten der weilen Substanz rechtsfrontal nach Raucherstatus

Bei Interpretation der Boxplots beriicksichtige man die zuvor beschriebenen, signifikanten
Alters- und Alkoholeffekte.

3.2.5.3 Korrelationen: NAA/Cre in ACC, tCho/Cre in ACC bzw. mIns/Cre in

RFWM mit Raucherparametern (Packungsjahre, Zigaretten/Tag bzw.
Alter bei Rauchbeginn

Weder fiir NAA/Cre innerhalb des ACC, noch fiir tCho/Cre in ACC bzw. mlns/Cre in RFWM
zeigen sich statistische Signifikanzen beziiglich entsprechender Korrelationen (n = 11). Die
Signifikanzniveaus beziiglich der entsprechenden Korrelationskoeffizienten nach Pearson
bzw. Spearman betragen fiir NAA/Cre im ACC p = 0,358, fiir tCho/Cre im ACC p = 0,602
bzw. fiir mIns/Cre in RFWM p = 0,308.
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4 Diskussion

4.1 Kovariablen - Alter, Geschlecht, Alkoholkonsum

Zwischen Rauchern und Nierauchern finden sich keine signifikanten Unterschiede hinsicht-
lich der Geschlechterverteilung. Zwar unterscheiden sich beide Gruppen beziiglich ihres
Durchschnittsalters ebenfalls nicht signifikant, es zeigt sich aber ein statistischer Trend zu-
gunsten eines Altersunterschiedes. In der Literatur werden hiufig Alters- und Geschlechtsef-
fekte gegeniiber zerebralen Metabolitenspiegeln beschrieben, so dass Alter und Geschlecht als

Kovariablen berticksichtigt wurden.

Rauchende Probanden unserer Studie trinken signifikant mehr alkoholische Getrianke pro
Woche als Nieraucher (pro Getrénk ca. 13 g Ethanol), vereinbar mit Untersuchungen der All-
gemeinbevolkerung, die berichten, dass Personen, die regelméfig Alkohol trinken und Ziga-
retten rauchen, jeweils mehr Alkohol trinken und Zigaretten rauchen als Personen, die aus-
schlieBlich Alkohol trinken oder Zigaretten rauchen (Bien et Burge, 1990; DiFranza et
Guerrera, 1990; Gulliver et al., 1995). Mehr als durchschnittlich acht alkoholische Getranke
pro Woche galten jedoch als Ausschlusskriterium. Hinsichtlich der durchschnittlich absolvier-

ten Schuljahre finden sich in unserer Studie keine signifikanten Gruppenunterschiede.

Als Kovariablen der Kovarianzanalyse (ANCOVA) wurden daher Alter, Geschlecht und wo-
chentlicher Alkoholkonsum beriicksichtigt.

4.2 I. Haupthypothese

Die Gewebsspiegel des Gesamtcreatins unterscheiden sich, wie a priori hypothetisiert, weder
in ACC, PCC oder RFWM signifikant zwischen gesunden Rauchern und Nierauchern, so dass
Metabolitenquotienten mit Cre als Referenz gebildet werden kdnnen. Zerebrales Gesamtcrea-
tin gilt als konzentrationsstabil, da sich dessen Konzentrationen zwischen verschiedenen Hirn-
regionen grauer bzw. weiller Substanz weniger deutlich unterscheiden als die anderer Metabo-
liten und weil dessen Konzentrationsverdnderungen wihrend der Hirnentwicklung relativ

gering ausgepragt sind. Pathologische Verdnderungen des Creatin-Spiegels finden sich infol-
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ge von Hypoxien, Traumen oder Tumoren (Bruhn et al., 1989a+b; Burtscher et Holtas, 2001;
Ross et Bluml, 2001).

4.3 II. Haupthypothese

In der Hirnsubstanz Erwachsener findet sich N-Acetylaspartat (NAA) fast ausschlieBlich in
Neuronen. NAA wird daher in der Literatur haufig als neuronaler Marker interpretiert, nicht
zuletzt deshalb, weil neurodegenerative Vorgénge im Tiermodell von parallelen Konzentrati-
onsverminderungen fiir NAA begleitet werden und postmortale Untersuchungen neurodege-
nerativer Erkrankungen dasselbe Phinomen beschreiben. Verdnderungen der Synapsendichte
werden in der Literatur ebenfalls mit Verdnderungen von NAA-Gewebsspiegeln in Verbin-
dung gebracht. Anstiege des NAA-Spiegels finden sich kompensatorisch infolge axonaler
Regenerationsprozesse bei vorausgehender Neuronenschédigung (Jackson et Connelly, 1999)
sowie physiologisch innerhalb der ersten Lebensjahre (Hiippi, 1991; van der Knaap et al.,
1990; Kreis et al., 1993), vermutlich als Resultat einer Zunahme von Anzahl, GréB3e und
Komplexitit neuronaler Dendriten und synaptischer Verbindungen (van der Knaap et al.,
1990). Trotzdem ist NAA als ,,neuronaler Marker* nicht unumstritten, da NAA auch mit tran-
sienten Dysfunktionen des mitochondrialen Energiestoffwechsels (Demougeot et al., 2001)
oder osmoregulativen Funktionen in Verbindung gebracht wird (Taylor et al., 1995) und weil
ein Fallbericht eines dreijdhrigen, neurologisch retardierten Jungen mit moderat verzogerten
Myelinisierungsprozessen existiert, bei dem man mittels "H-MRS iiberraschenderweise in

Nervengewebe kein NAA nachweisen konnte (Martin et al., 2001).

Entgegen der 2. Haupthypothese unterscheiden sich Raucher und Nieraucher in unserer Studie
innerhalb des ACC nicht signifikant beziiglich ihres NAA-Niveaus (p = 0,229). Innerhalb des
PCC unterscheiden sich Raucher und Nieraucher ebenfalls nicht signifikant beziiglich
NAA/Cre (p = 0,994), die Effektstarke féllt fiir den PCC jedoch deutlich geringer aus als flir
den ACC. Entsprechend des Fehlers 2. Art kann nicht ausgeschlossen werden, dass sich infol-
ge diskreterer Konzentrationsunterschiede anhand eines gro3eren Probanden- und Raucher-

kollektivs nicht moglicherweise doch signifikante Unterschiede zeigen.
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In der Literatur wurden bislang zwei magnetresonanzspektroskopische Studien beschrieben,
welche gesunde Raucher und Nichtraucher beziiglich ihres zerebralen Metabolitenprofils un-

tersuchen (Durazzo et al., 2004; Gallinat et al., 2007).

Die erste Studie (Durazzo et al., 2004) wurde bereits unter 1.1.6.3.2 ausfiihrlich beschrieben
und spielte eine Rolle fiir die Formulierung der I1I. Haupthypothese. Im Vergleich gesunder
Raucher mit gesunden Nichtrauchern wurden mittels MRSI bei 1,5 Tesla signifikante Kon-

zentrationsunterschiede fiir Gesamtcholin (tCho) im Kleinhirnwurm beschrieben, wobei ge-

sunde Raucher niedrigere Gesamtcholin-Spiegel zeigten als gesunde Nichtraucher.

Die zweite angesprochene Studie (Gallinat et al., 2007) untersucht gesunde Raucher und Nie-
raucher, die sich beziiglich Alter, Geschlecht, Bildung oder durchschnittlichem Alkoholkon-
sum nicht signifikant unterscheiden. Signifikant erniedrigte NAA-Konzentrationen wurden
fiir das Untersuchungsvolumen des linken Hippokampus beschrieben, nicht aber fiir das ande-
re Untersuchungsvolumen im ACC. Unsere Studie zeigt ein vergleichbares Ergebnis fiir den
ACC: Raucher und Nieraucher unterscheiden sich hier nicht signifikant beziiglich ihrer

NAA/Cre-Quotienten.

Dass sich zwischen Rauchern und Nierauchern kortikal im ACC und PCC keine signifikanten
Unterschiede fiir NAA/Cre nachweisen lassen, wahrend Raucher bei Gallinat innerhalb des
(linken) Hippokampus signifikante Erniedrigungen absoluter NA A-Konzentrationen zeigten,
ist vereinbar mit Ergebnissen tierexperimenteller Studien, laut welchen Neurone adulter Rat-
ten im Gegensatz zu denen adoleszenter Ratten hierarchische Nikotinempfindlichkeiten unter-
schiedlicher Hirnstrukturen zeigen, wobei die hochste Vulnerabilitét fiir den Hippokampus
beschrieben wird (Abrous et al., 2002; Trauth et al., 2000; Trauth et al., 1999; Xu et al.,
2001). Das Muster neuronaler Schiadigung bestimmter Transmittersysteme unterscheidet sich
tierexperimentell weiterhin zwischen fotaler und adoleszenter Nikotinexposition: Unter konti-
nuierlicher Nikotininfusion zeigt sich bei fotalen Ratten eine verminderte kortikale Paroxetin-
bindung bei vermehrter Paroxetinbindung im Hirnstamm, interpretiert als Schidigung kortika-
ler serotonerger Nervenendigungen bei reaktiver Aussprossung ihrer Zellkorper innerhalb des
Hirnstamms (Xu et al., 2001); adoleszente Ratten zeigen unter vergleichbaren Untersu-
chungsbedingungen ebenfalls erhdhte Paroxetinbindungskapazititen innerhalb des Hirn-
stamms, die verminderte Paroxetinbindungskapazitit wurde jedoch in Hippokampus und
Striatum beobachtet, nicht aber kortikal (Xu et al., 2001). Kortikale Konzentrationen der Cho-

linacetyltransferase als Marker des Ausmaf3es cholinerger Innervation unterscheiden sich bei
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adoleszenten Ratten vor und nach entsprechender Nikotininfusion ebenfalls nicht signifikant,
demgegeniiber finden sich hierfiir im Mesenzephalon selbst noch einen Monat nach Beendi-

gung der Nikotininfusion signifikante Konzentrationsverminderungen (Trauth et al., 2000).

Bereits seit lingerem ist bekannt, dass im Hippokampus von Ratten und Menschen im Gegen-
satz zu anderen Hirnstrukturen auch postnatal eine kontinuierliche Neurogenese stattfindet
(Altman et Das, 1965; Eriksson et al., 1998), inzwischen konnte tierexperimentell gezeigt
werden, dass neu entstehende Nervenzellen anschlieBend zu funktionellen Neuronen ausreifen
(van Praag et al., 2002). Der in der Literatur zum Teil als neurotoxisch, zum Teil als neuro-
protektiv beschriebene Nikotineffekt scheint somit insbesondere vom neuronalen Entwick-
lungsstand abzuhingen: Vermutlich gelten neuroprotektive Nikotineffekte adulten Neuronen
(Yamashita et Nakamura, 1996), wihrend neurotoxische Nikotineffekte v.a. bei unausgereif-
ten Neuronen, insbesondere wihrend der fotalen und adoleszenten Entwicklung beobachtet
werden (Slotkin, 2004). Allerdings wurden neurotoxische Effekte auch gegeniiber adulten
Neuronen beschrieben: Im Rattenmodell ist eine ldngerfristige Nikotinexposition mit redu-
zierten Purkinjezellzahlen im Kleinhirnwurm assoziiert (Chen et al., 2003). Interessanterweise
beobachtete Durazzo dort bei Rauchern signifikant niedrigere Gewebsspiegel fiir tCho, nicht

jedoch fiir NAA (Durazzo et al., 2004).

Die Annahme einer vorwiegenden Schddigung neu entstehender bzw. neu entstandener Neu-
rone innerhalb des Hippokampus konnte erkléren, weshalb NAA-Defizite bei Rauchern bis-
lang ausschlieBlich in dieser Region nachgewiesen wurden, vorausgesetzt die entsprechenden
Raucher- und Nichtraucherkollektive unterschieden sich nicht signifikant beziiglich ihrer et-
waigen intrauterinen Nikotinexposition. Dies kann in unserer Studie nur zum Teil ausge-
schlossen werden, zumal das Zutreffen anamnestischer Angaben beziiglich des miitterlichen

Schwangerschaftverlaufs aus verschiedenen Griinden schwierig zu evaluieren ist.

Subtile neuronale Schddigungen miissen allerdings nicht zwangsldufig mit quantitativen
NAA-Veridnderungen assoziiert sein, nicht zuletzt deshalb, weil die frontale Hirnreifung ab
dem 12. Lebensjahr in Form von Synapseneliminierungen ablduft: Zwar erreicht die graue
Substanz des menschlichen frontalen Kortex ihre maximale Dicke durch Arborisierungspro-
zesse bereits mit einem Alter von durchschnittlich 11,5 Lebensjahren, einen wichtigen Teil
der neuronalen Hirnentwicklung iibernimmt jedoch das folgende Pruning, bei dem es durch
selektive Synapseneliminierung (Cowan et al., 1984; Huttenlocher et al., 1982; Oppenheim,

1985; Purves et Lichtman, 1980; Rakic et Riley, 1983) zur konsekutiven Abnahme der Kor-
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texdicke kommt. Dieser zweite Reifungsprozess beginnt okzipital und endet erst wihrend der

spiten Adoleszenz in frontalen Hirnarealen (Huttenlocher, 1979).

Da das Durchschnittsalter bei Rauchbeginn in unserer Studie bei 17,2 + 3,0 Jahren liegt und
der durchschnittliche Zigarettenkonsum 11,1 + 7,7 Zigaretten pro Tag betragt, ist weiterhin
nicht auszuschliefen, dass sich im ACC bei einem groBeren Raucherkollektiv mit fritherem
Rauchbeginn und stirkerem Tabakkonsum ein signifikanter Rauchereffekt fiir NAA/Cre zei-
gen konnte. Dagegen spricht jedoch das zuvor beschriebene, tierexperimentell unter Nikotin-

exposition beobachtete lokale Verteilungsmuster neuronaler Schidigungen.

4.4 1III. Haupthypothese

Weille Substanz besteht aus markhaltigen Nervenfasern und Gliazellen. Die Reifung des
Marklagers (weille Substanz) erstreckt sich beim Menschen bis in die dritte Lebensdekade
und ist somit bei einem Teil der untersuchten Probanden noch nicht abgeschlossen. Postnatal
verlauft sie im Gegensatz zur Reifung der grauen Substanz nicht in Form eines inversen U,
sondern anndhernd linear mit dhnlichen Geradenverldufen in Frontal-, Temporal, Parietal- und

Okzipitallappen (Giedd, 2004).

Wihrend des Reifungsprozesses erfolgt durch Oligodendrozyten die Myelinisierung von Ner-
venfasern, was bis zu 100-fach erhohte Axonleitgeschwindigkeiten ermdglicht. Nervenfasern
der weiflen Substanz werden unterteilt in Projektionsfasern, Assoziationsfasern und Kommis-
surenfasern, wobei Assoziationsfasern den grofiten Anteil des Marklagers ausmachen und
verschiedene Kortexareale innerhalb derselben Hemisphare miteinander verbinden (Duus,

1995).

Unsere Studie zeigt fiir RFWM zwischen Rauchern und Nierauchern keinen signifikanten
Unterschied der NAA/Cre-Quotienten. Dies entspricht der III. Haupthypothese und ist verein-
bar mit der Studie von Durazzo und Kollegen, die zwischen gesunden Rauchern und Nicht-
rauchern keinen signifikanten Unterschied fiir NAA innerhalb der frontalen weillen Substanz

beobachten.

Wie fiir den ACC kann jedoch auch fiir RFWM nicht ausgeschlossen werden, dass sich, ent-
sprechend des Fehlers 2. Art, bei Wahl eines grofleren Probanden-/Raucherkollektivs diskre-
tere Unterschiede fiir NAA/Cre als signifikant erweisen konnten. Zumindest kann man aber
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interpretieren, dass sich der Neuronenanteil innerhalb des entsprechenden Untersuchungsvo-
lumens nicht deutlich zwischen Rauchern und Nierauchern unterscheidet. Dies schlief3t gliale

Verdnderungen des (frontalen) Marklagers allerdings nicht aus:

MR-Untersuchungen mittels Diffusionstensor-Imaging (DTI) ergaben bei adoleszenten Rau-
chern erhohte Werte fraktioneller Anistotropie (FA), und zwar insbesondere frontal (Jacobsen
et al., 2007). Innerhalb des Corpus callosum wurden bei Rauchern ebenfalls erhohte Werte
fraktioneller Anisotropie beobachtet (Paul et al., 2008). Verdnderungen der FA assoziiert man
insbesondere mit dem Myelinisierungsgrad, dem Faserdurchmesser, der direktionalen Kohi-
renz bzw. der axonalen Organisation von Faserverbindungen (Beaulieu, 2002). Erst kiirzlich
konnte mittels DTI gezeigt werden, dass die physiologische Entwicklung frontotemporaler
Verbindungen besonders langsam ablauft und 90 Prozent der maximalen FA erst nach dem
25. Lebensjahr erreicht werden (Lebel et al., 2008). Eine volumetrische Untersuchung bei
Rauchern berichtet zudem temporal vergroBerte Volumina weiller Substanz (Gazdzinski et al.,

2005).

Da Astrozyten (Sharma et Vijayaraghavan, 2001, 2002; Teaktong et al., 2003) und oligoden-
rogliale Vorlduferzellen (Rogers et al., 2001) funktionelle Nikotinrezeptoren exprimieren
konnen, konnte eine Nikotinexposition wihrend der Adoleszenz den ungestorten Ablauf der
Reifung weiller Substanz beeintrichtigen, zumal etwa 90 Prozent der aktiven Raucher wih-
rend dieser Phase mit dem Rauchen beginnen (Chen et Millar, 1998; Nelson et al., 1995; Pier-
ce et Gilpin, 1996) und das Durchschnittsalter bei Rauchbeginn in unserer Studie bei 17,5 +
3,0 Jahren liegt.

Anhand optischer Nerven neonataler Ratten wurde erst kiirzlich ein irreversibler, partieller
Leitungsblock infolge Nikotinexposition beschrieben (50 wmolare Nikotinldsung), inhibierbar
durch vorausgehende Applikation des asf8,-nAChR- und a7-nAChR-Antagonisten Mecamy-
lamin. Histologische Untersuchungen zeigten keine axonalen Schéiden, dafiir aber ausgedehn-
te Schadigungen von Oligodendrozyten und Astrozyten, wobei signifikant mehr Astrozyten
als Oligodendrozyten betroffen waren. Bei Oligodendrozyten kam es gehduft zur Vakuolen-
bildung innerhalb der Zellmembran, bei Astrozyten zu einer plumpen Vergréferung von Mi-
tochondrien, generalisierter Vakuolenbildung und einem gesteigerten Membranumsatz. Ca**-
Konzentrationsanstiege infolge Aktivierung nikotinerger Acetylcholinrezeptoren werden so-

wohl flir Astrozyten als auch fiir Oligodendrozyten beschrieben und konnten Teil des zugrun-
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deliegenden Pathomechanismus beschriebener Astrozyten- und Oligodendrozytenverdnderun-

gen sein (Constantinou et Fern, 2009).

Dass Nikotin experimentell in relativ hoher Konzentration einen irreversiblen, partiellen, Re-
zeptor-vermittelten Nervenleitungsblock verursacht, welcher histologisch mit Verédnderungen
der Gliastruktur ohne markante axonale Schadigung einhergeht, suggeriert, dass Nikotin in-
nerhalb der weilen Substanz mdglicherweise auch in Raucher-iiblichen Konzentrationen eher
toxisch auf gliales Gewebe als auf Axone wirkt und wire vereinbar mit dem von uns nicht
nachweisbaren signifikanten Rauchereffekt fiir NAA/Cre in REFWM. Dafiir sprache auch, dass
sich fiir myo-Inositol in RFWM ein signifikanter Rauchereffekt nachweisen lisst, zumal myo-
Inositol hdufig als Astrozytenmarker interpretiert wird bzw. einen vermehrten Anfall von
Myelinspaltprodukten widerspiegeln kann (siehe Abschnitt 4.5.2). Allerdings geht die Signi-
fikanz dieses Effekts (p = 0,010) nach Durchfiihrung der Korrektur nach Bonferroni verloren
(p = 0,090), ein statistischer Trend (p < 0,100) bleibt jedoch bestehen.
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4.5 Nebenhypothesen und weitere Fragestellungen

4.5.1 Kortikale Voxel grauer Substanz: tCho/Cre bzw. mIns/Cre in
ACC und PCC

4.5.1.1 tCho/Cre in ACC bzw. PCC

Das mittels 'H-NMR gemessene Gesamtcholin (tCho) setzt sich vor allem aus freiem Cholin,
Phosphocholin und Glycerophosphocholin zusammen. In der Literatur werden absolute Kon-
zentrationen fiir [tCho] fiir die weile Substanz mit durchschnittlich 1,6 mmol/l angegeben,
Konzentrationen fiir die graue Substanz mit durchschnittlich 1,4 mmol/l (Ross et Bluml,
2001). Dieser relativ geringe Konzentrationsunterschied fiir [tCho] zwischen weiller und
grauer Substanz ist hauptsdchlich dadurch bedingt, dass Phosphatidylcholin als bedeutender
Mpyelin- und Membranbestandteil normalerweise mittels Protonenspektroskopie infolge seiner
Immobilitét nicht detektiert werden kann (Ross et Bluml, 2001). Direkte Riickschliisse auf
relative Myelin- oder Membrananteile lassen sich daher aus [tCho] bzw. tCho/Cre nicht zie-
hen, indirekte Riickschliisse hingegen schon, insofern diese messbaren Metabolite ein Bau-

steinreservoir fiir metabole und katabole Membranprozesse (Myelinstoffwechsel) widerspie-

geln (Ross & Michaelis, 1994).

Signifikant erhohte tCho/Cre-Quotienten im Sinne vermehrt anfallender Myelin- oder Mem-
branspaltpodukte, beispielsweise als Folge eines gesteigerten Membranumsatzes oder von
Demyelinisierungsprozessen, lassen sich in unserer Studie bei rauchenden Probanden jedoch
weder kortikal noch in der weiflen Substanz nachweisen. Wie unter 4.5.2.2 ausfiihrlich be-
schrieben, wird in der Literatur neben Gesamtcholin auch myo-Inositol als Myelinabbaupro-
dukt interpretiert (Ross et Bluml, 2001): In unserer Studie zeigen Raucher gegeniiber Nierau-

chern kortikal jedoch keine signifikanten Unterschiede ihrer myo-Inositol/Creatin-Quotienten.

Laut Miller beschreibt die Flidche unterhalb der Cholinresonanz bei 3,20 ppm nicht nur die
Gesamtresonanz freien Cholins, Phosphocholins und Glycerophosphocholins, sondern auch
den zelluldren Dichtegrad innerhalb des untersuchten VOI. VOI hyperplastischer Tumoren
zeigen hohere Gesamtcholin-Spiegel, Voxel zerfallender Tumoren oder Abszesse niedrigere

tCho-Spiegel (Miller et al., 1996).
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Anhand der unter 3.2.2 dargestellten ANCOVA zeigen Raucher im ACC signifikant niedrige-
re tCho/Cre-Quotienten (p = 0,025). Interpretiert man die im ACC erniedrigten tCho/Cre-
Quotienten als Verminderung der zelluldreren Dichte (Miller et al., 1996), unterscheiden sich
Raucher und Nieraucher dort beziiglich ihrer Zelldichte signifikant. Fiir PCC oder RFWM
lassen sich keine signifikanten Unterschiede fiir tCho/Cre nachweisen, es handelt sich somit

um einen regionalen Effekt innerhalb des ACC.

Allerdings zeigt sich bei Gallinat im ACC kein signifikanter Mittelwertunterschied fiir Ge-
samtcholin. Zudem beschreibt Gallinat im ACC von Rauchern eine positive Korrelation zwi-
schen Packungsjahren und absoluter Gesamtcholinkonzentration (Gallinat et al., 2007). Unse-
re Studie zeigt fiir tCho/Cre keine entsprechende Korrelation, mdglicherweise aufgrund
vorhandener Alters- oder Geschlechtseffekte. Dass Packungsjahre bei Gallinat mit hoheren
[tCho]-Konzentrationen korreliert sind, aktiver Raucherstatus in unserer Studie dagegen mit
erniedrigten tCho/Cre-Quotienten assoziiert ist, erscheint widerspriichlich, konnte jedoch
durch den fritheren Rauchbeginn der Probanden unserer Studie bedingt sein oder Folge ge-
schlechtsspezifischer Nikotineffekte, zumal sich Ménner und Frauen beziiglich tCho/Cre im

ACC hochsignifikant unterscheiden (p < 0,001, siche 3.2.2).

Mittels Voxel-basierter Morphometrie wurden fiir Raucher bereits erniedrigte Volumina des
ACC beschrieben, die sich allerdings, wie unter 1.1.6.2 beschrieben, auch in anderen Hirnre-
gionen nachweisen lassen. Dichtedefizite des ACC wurden jedoch weder von Brody oder Gal-
linat beschrieben, Gallinat beschreibt aber Dichteverminderungen innerhalb des mittleren
Cingulums und beide beobachten Dichteverminderungen innerhalb unterschiedlicher Regio-

nen des priafrontalen Kortex (Brody et al., 2004; Gallinat et al., 2006).

Fiir eine Dichteverminderung infolge nichtneuronaler Defizite innerhalb des ACC spréche
neben der Abwesenheit eines NAA-Effekts die Beobachtung, dass frontotemporale Projektio-
nen innerhalb des Cingulums zu den am spéteststen myelinisierten Faserverbindungen des
Menschen gehdren, wie erst kiirzlich mittels Diffusionstensor-Imaging (DTI) gezeigt werden
konnte (Lebel et al., 2008). Nikotinabusus wihrend der Adoleszenz konnte diese Verbindun-
gen schadigen, zumal seit kurzem bekannt ist, dass hohere Nikotinkonzentrationen experi-
mentell mit Nikotinrezeptor-vermittelten Gliaschdden assoziiert sein konnen (Constantinou et
Fern, 2009; ausfiihrlich unter 4.4 beschrieben) und Nikotinrezeptoren nicht nur von Neuronen

exprimiert werden, sondern auch von Astrozyten und Oligodendrogliavorlauferzellen. Ent-
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sprechende Gliaschddigungen geringeren Ausmalfes konnten die in Kapitel 1 beschriebenen

funktionellen und strukturellen Verdnderungen des ACC zum Teil erkldren.

Es ist allerdings nicht auszuschlieen, dass der hier beschriebene Rauchereffekt Zufallscha-
rakter tragt, zumal eine Korrektur nach Bonferroni zum Signifikanzverlust fiihrt (p = 0,225),

so dass die vorausgehende Interpretation spekulativ bleibt.

4.5.1.2 mlIns/Cre in ACC bzw. PCC

Bei Inositol handelt es sich um einen zyklischen Polyalkohol, welcher ubiquitér in neun Iso-
meren vorkommen kann. Von diesen neun Isomeren findet man myo-Inositol als biologisch
aktives Stereoisomer im ZNS am hiufigsten. Myo-Inositol kann entweder als wichtiger Er-
ndhrungsbestandteil oral mit der Nahrung aufgenommen werden oder aber im ZNS enzyma-
tisch aus Glucose-6-Phosphat de novo synthetisiert werden. Zudem stellt es einen bedeuten-
den Wachstumsfaktor menschlicher Zellen dar, aber auch ein wichtiges Osmolyt (Haussinger,

1994; Kim et al., 2005).

Veranderungen des myo-Inositol-Niveaus konnen unterschiedlich interpretiert werden. Einer-
seits wird myo-Inositol in MRS-Untersuchungen neben freiem Gesamtcholin als Myelin-
Spaltprodukt beschrieben, andererseits als Astrozytenmarker (Ross et Bluml, 2001; Ross et
Michaelis, 1994). Zudem ist myo-Inositol Ausgangssubstrat des Phosphatidylinositol-
Stoffwechsels und somit eine Vorstufe der Inositol-1,4,5-trisphophat(IP3)-Kaskade (Kim et
al., 2005). Allerdings liegen physiologische Gewebskonzentration von IP; bei weniger als 100
nmol/l und somit weit unterhalb der Detektionsgrenze der in vivo 'H-MRS von etwa 1

mmol/I.

In unserer Studie unterscheiden sich Raucher und Nieraucher kortikal weder im ACC noch im

PCC signifikant hinsichtlich ihrer myo-Inositol/Creatin-Quotienten (p = 0,232).

Im Vergleich gesunder Raucher mit gesunden Nichtrauchern mittels MRSI findet Durazzo
kortikal ebenfalls keine signifikanten Unterschiede fiir myo-Inositol (Durazzo et al., 2004),
allerdings eignet sich die von dieser Arbeitsgruppe angewandte Methodik nur dulerst be-

grenzt fiir quantitative Aussagen zu myo-Inositol (siche 4.5.2.2).

Der Fehler 2. Art ist auch hier nicht sicher auszuschlief3en.
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4.5.2 WeiBe Substanz rechtfrontal (RFWM): tCho/Cre bzw. mIns/Cre

4.5.2.1 tCho/Cre in RFWM

Fiir tCho/Cre ergibt die Kovarianzanalyse in RFWM keine signifikanten Unterschiede zwi-

schen Rauchern und Nierauchern.

Signifikante Unterschiede zwischen Rauchern und Nierauchern hinsichtlich der zelluldren
Dichte oder der Konzentration vermeintlicher Membran- bzw. Myelinspaltprodukte (siehe
auch 4.5.1.1) innerhalb der rechtsfrontalen weillen Substanz erscheinen daher eher unwahr-
scheinlich, es sei denn, es kime zum vermehrten Anfall solcher Spaltprodukte bei gleichzeitig
verringerter Zelldichte. Auch bei Durazzo (Durazzo et al., 2004) unterscheiden sich Raucher
und Nichtraucher nicht signifikant beziiglich ihrer Gesamtcholin-Spiegel innerhalb der wei-

Ben Substanz.

4.5.2.2 mliIns/Cre in RFWM

Wihrend die Kovarianzanalyse unter 3.2.2 zwischen Rauchern und Nierauchern kortikal kei-

ne signifikanten Unterschiede fiir mIns/Cre-Konzentrationen anzeigt, zeigen Raucher im Ver-
gleich zu Nierauchern innerhalb des rechtsfrontalen Marklagers (RFWM) unter Adjustierung

signifikant hohere mIns/Cre-Quotienten (p = 0,010).

Wie aus Tabelle 4.2 ersichtlich wird, werden mIns/Cre-Quotienten der weilen Substanz wei-
terhin signifikant durch Alter (p = 0,006) und Alkoholkonsum (p = 0,047) beeinflusst, nicht
aber durch das Geschlecht (p = 0,371). Postmortale Untersuchungen bestétigen, dass sich
Mainner und Frauen hinsichtlich ihrer zerebralen myo-Inositol-Konzentrationen nicht signifi-

kant unterscheiden (Shimon et al., 1997).

Urséchlich fiir die bei Rauchern innerhalb der frontalen weilen Substanz erhdhten mlns/Cre-
Quotienten konnten Gliaverdnderungen sein, zumal DTI-Untersuchungen bei Rauchern er-
hohte Werte fraktioneller Anistotropie (FA) zeigen (Jacobsen et al., 2007; Paul et al., 2008)
und erst kiirzlich anhand derselben Methode gezeigt werden konnte, dass die physiologische
Ausreifung eines Teils der frontotemporalen Verbindungen nicht vor dem 25. Lebensjahr ab-

geschlossen ist (Lebel et al., 2008), die meisten Raucher jedoch in ihrer Adoleszenz mit dem
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Rauchen beginnen. Eine volumetrische Untersuchung beschreibt zudem fiir Raucher temporal

vergroflerte Volumina weiller Substanz (Gazdzinski et al., 2005).

Wie bereits unter 4.4 beschrieben, exprimieren Astrozyten (Sharma et Vijayaraghavan, 2001,
2002; Teaktong et al., 2003) und oligodenrogliale Vorlduferzellen (Rogers et al., 2001) funk-
tionelle Nikotinrezeptoren. Dementsprechend konnte Nikotinabusus wihrend der Adoleszenz
den Reifungsprozess der weillen Substanz beeintrachtigen. Dass Nikotin in hoheren Konzen-
trationen experimentell einen irreversiblen, Nikotinrezeptor-vermittelten Leitungsblock verur-
sacht, welcher histologisch durch gliale Schadigungen bei intakter Axonstruktur charakteri-
siert ist, suggeriert gegeniiber glialen Anteilen weiller Substanz eine hhere Vulnerabilitit als
gegeniiber axonalen Anteilen. Moglicherweise zeigen sich derartige Gliaschdden in geringe-
rem Aumal auch bei Nikotinkonzentrationen, welche Gewebs-Nikotinkonzentrationen aktiver

Raucher entsprechen.

Die in unserer Studie bei Rauchern erhohten mIns/Cre-Quotienten konnen als Zunahme des
relativen Astrozytenvolumens innerhalb des Untersuchungsvolumens der wei3en Substanz
Voxels interpretiert werden, beispielsweise infolge reaktiver Astrozytenschwellung. Ursich-
lich fiir derartige Astrozytenschwellungen konnten pathologische Ca®* -Konzentrationsan-
stiege infolge prolongierter Nikotinrezeptoraktivierung bei chronischem Nikotinabusus sein.
Moglicherweise triagt ein vermehrter Anfall an Myelinspaltprodukten zum signifikant erh6h-
ten Niveau des myo-Inositols bei, per se konnen derartige Spaltprodukte den signifikanten
Unterschied der mIns/Cre-Quotienten jedoch nicht erklédren, da sich fiir RFWM kein signifi-

kanter Unterschied des tCho-Spiegels nachweisen ldsst.

Dass sich bei Durazzo, im Gegensatz zu unserer Studie, in der frontalen weilen Substanz kein
signifikanter Unterschied fiir myo-Inositol ergibt, ist vermutlich dadurch bedingt, dass myo-
Inositol dort mit einer deutlich geringeren Sensitivitit gemessen wurde, bedingt durch multi-
ple kleine Voxel bei gleichzeitiger Wahl einer Echozeit von 144ms und der Feldstirke von 1,5
Tesla. Durch Wahl der optimalen Kopfspule, der kurzen Echozeit von 30 ms, der doppelten
Magnetfeldstarke von 3,0 Tesla und der groBBeren Untersuchungsvolumina fallt das SNR un-

serer Untersuchung um ein vielfaches hoher aus als bei Durazzo und Kollegen.

Es ist anzumerken, dass der in der weilen Substanz beobachtete adjustierte Rauchereffekt fiir
mlns/Cre (p = 0,010) Zufallscharakter tragen konnte, zumal auch hier eine Korrektur nach
Bonferroni zum Signifikanzverlust fiihrt (p = 0,090), allerdings besteht nach Bonferroni-

Korrektur weiterhin ein statistischer Trend (p < 0,100).
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4.5.2.3 Mdégliche klinische Relevanz des fiir mIns/Cre in RFWM beobachteten

Rauchereffekts

Eine aktuelle Metaanalyse beschreibt gegeniiber Rauchern ein 1,2- bis 1,5-fach erhohtes Risi-
ko an Enzephalomyelitis disseminata (ED; frither Multiple Sklerose) zu erkranken (Hawkes,
2007). Zudem gilt Rauchen als Risikofaktor fiir die Konversion eines Clinically isolated Syn-
dromes (CIS) zur klinisch diagnostizierten ED, zumal eine Langsschnittstudie von 129 Patien-
ten mit CIS ergab, dass 75 Prozent rauchender CIS-Patienten gegeniiber 51 Prozent nichtrau-
chender CIS-Patienten innerhalb des Beobachtungszeitraums von 36 Monaten mit einer ED
diagnostiziert wurden (Di Pauli et al., 2008). Insbesondere Patienten, die frith mit dem Rau-
chen beginnen, zeigen signifikant hdufiger Progressionen ihrer kdrperlichen Einschriankung
und chronischere Verlaufsformen als nichtrauchende Patienten (Sundstrom et Nystrom,
2008). Plaques von Patienten mit ED oder CIS zeigen in zahlreichen Studien erniedrigte
NAA-Konzentrationen bei gleichzeitig erhhten myo-Inositol-Konzentrationen (Bitsch et al.,
1999; Brex et al., 2000; Bruhn et al., 1992; Falini et al., 1998; Kapeller et al., 2001, 2002;
Landtblom et al., 1996).

In den letzten Jahren erfolgten zudem mehrfach MRS-Untersuchungen der sich im MRT nor-
mal darstellenden weillen Substanz (NAWM; normal appearing white matter) aullerhalb ED-
typischer Lésionen, von denen die Mehrheit erhohte myo-Inositol-Niveaus (Bitsch et al.,
1999; Chard et al., 2002; Fernando et al., 2004; Kapeller et al., 2001, 2002; Sastre-Garriga et
al., 2005; Summers et al., 2008) und ein Teil erniedrigte NAA-Niveaus (Chard et al., 2002;
Kapeller et al., 2001; Sastre-Garriga et al., 2005; Wattjes et al., 2008) beschreiben.

Moglicherweise finden sich leichtere Formen Nikotin-assoziierter Gliaschdden wie von Con-
stantinou und Fern experimentell nachgewiesen auch infolge chronischer Exposition niedrige-
rer Nikotinkonzentrationen bei gesunden Rauchern. Bei rauchenden Patienten mit ED oder
CIS konnte es sich um additive oder potenzierte Gliaschddigungen handeln, welche zum er-

hohten Erkrankungsrisiko bzw. der erhohten Konversionsrate beitragen konnten.
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4.5.2.4 Korrelationen

Packungsjahre, durchschnittliche Anzahl gerauchter Zigaretten pro Tag bzw. Alter bei Rauch-
beginn korrelieren weder mit NAA/Cre in ACC, tCho/Cre in ACC oder mlns/Cre in RFWM
signifikant.

Dass sich fiir NAA/Cre innerhalb des ACC keine signifikanten Korrelationen mit genannten
Rauchervariablen nachweisen lassen (p = 0,358), ist vermutlich dadurch bedingt, dass sich
Raucher und Nieraucher im ACC nicht oder zumindest nur geringgradig beziiglich ihrer

NAA/Cre-Quotienten unterscheiden.
Dass sich, trotz der beobachteten Rauchereffekte, fiir tCho/Cre in ACC (p = 0,602) bzw. fiir

mlns/Cre in RFWM (p = 0,308) keine signifikanten Korrelationen mit oben genannten Rau-

chervariablen ergeben, ist fiir tCho/Cre vermutlich durch gleichzeitig vorhandene, signifikante
Alters- (p < 0,030) und Geschlechtseffekte (p < 0,001) bedingt, bei mIns/Cre wahrscheinlich
Folge signifikanter Alters- (p < 0,006) und Alkoholeffekte (p < 0,047).
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4.6 Limitierung der Studie

Bei den beschriebenen Rauchereffekten handelt es sich um vorlaufige Ergebnisse, welche

zundchst von anderen Arbeitsgruppen repliziert werden miissen.

Da es sich bei den beobachteten Rauchereffekten fiir tCho/Cre im ACC und mlIns/Cre in
RFWM nicht um die primér zu untersuchenden Parameter handelt wurde eine Korrektur nach
Bonferroni durchgefiihrt. Diese Korrektur fiihrt im ACC fiir tCho/Cre zum vollstdndigen Si-
gnifikanzverlust (p = 0,225), fiir mIns/Cre bleibt in RFWM zumindest ein statistischer Trend

(p = 0,090) zugunsten eines Rauchereffekts bestehen.

Eine zukiinftige Studie konnte gleichaltrige Raucher und Nieraucher untersuchen, wobei Rau-
cher optimalerweise im selben Alter mit dem Rauchen begonnen haben sollten und eine ver-
gleichbare Anzahl an Packungsjahren und Zigaretten pro Tag aufweisen. Probanden mit frii-
herem Rauchbeginn und stiarkerem Tabakkonsum zeigen moglicherweise deutlichere
Unterschiede ihrer zerebralen Metabolitenkonzentrationen, sollten sich jedoch optimalerweise

beziiglich ihres Alkoholkonsums von Nierauchern kaum unterscheiden.

Die Anzahl der untersuchten Raucher unserer Studie ist eher gering und sollte in zukiinftigen
Studien groBer gewéhlt werden um die Wahrscheinlichkeit fiir das Auftreten des Fehlers 2.
Art zu reduzieren. Dadurch, dass nur 11 Probanden unserer Studie Raucher sind, kann nicht
ausgeschlossen werden, dass nichtsignifikante Effekte unserer Studie bei einem groBeren
Probanden-/ Raucherkollektiv signifikant ausfallen. Zudem muss man beriicksichtigen, dass
myo-Inositol-Gewebsspiegel inter- und intraindividuell stirker schwanken als die von Crea-
tin, NAA oder Gesamtcholin, was ebenfalls fiir ein groer zu wihlendes Probandenkollektiv

spricht.

An einem Alters-, Geschlechts- und Alkoholkonsum-gematchten Nieraucher-/ Raucherkollek-
tiv lassen sich moglicherweise auch Korrelationen mit Rauchervariablen nachweisen (z.B.
Packungsjahre, tiglich gerauchte Zigaretten bzw. Alter bei Rauchbeginn). Die in dieser Studie

erfolgte Adjustierung der Metabolitenquotienten konnte dann entfallen.

Interessant wire weiterhin eine Untersuchung bei noch groferer Feldstirke, da dann infolge
der verbesserten spektralen Auflosung Glutamat, Glutamin und GABA quantifiziert werden

konnten. Die Quantifikationsgenauigkeit der myo-Inositol-Resonanz ist infolge ihrer relativen
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Nahe zur Wasserresonanz fehleranfalliger als beispielsweise die Quantifikation der NAA-
Resonanz und wiirde ebenfalls von der Wahl eines Scanners noch gro3erer Feldstirke profi-

tieren.

Zudem entspricht unsere Studie einer Querschnittsuntersuchung, so dass nicht genau differen-
ziert werden kann, ob es sich bei den zu beobachtenden Rauchereffekten um a posteriori ent-
standene oder moglicherweise bereits a priori bestehende Unterschiede des zerebralen Meta-
bolitenprofils handelt. Eine Langsschnittstudie jugendlicher Nichtraucher konnte hinsichtlich

dieser Fragestellung weiterhelfen.

Eine der Stérken dieser Untersuchung ist die tiberdurchschnittliche hohe Tomographen-
Feldstiarke von 3,0 Tesla. Messzeiten an Tomographen mit 3,0 Tesla sind in Berlin derzeit nur

begrenzt verfligbar.

Insbesondere profitiert diese Untersuchung von der Expertise eines sehr erfahrenen Radiolo-
gen und MRS-Experten, so dass die ausgewerteten Spektren hohen Qualitdtsanforderungen
entsprechen und keine Artefakte enthalten, nicht zuletzt Folge optimaler Shimming-Resultate.
Aufgrund seiner Anwesenheit bei allen Messungen konnten Untersuchungsvolumina optimal
und reliabel platziert werden, Spektren mit Artefakten wurden gegebenenfalls unmittelbar
nach Durchfiihrung der entsprechenden PRESS-Sequenz identifiziert, verworfen und wieder-

holt gemessen.

Alle Probanden wurden weiterhin ausfiihrlich beziiglich psychiatrischer, neurologischer oder
somatischer Erkrankungen gescreent, so dass die Wahrscheinlichkeit fiir das Auftreten ent-
sprechender Confounder minimiert werden konnte. Zudem wurden nur Nichtraucher einge-
schlossen, die laut Anamnese in ihrem Leben maximal 5 Zigaretten geraucht hatten und Rau-
cher, die tdglich mindestens eine Zigarette rauchen. Gelegenheitsraucher und Exraucher

wurden ausgeschlossen, um einen moglichst deutlichen Rauchereffekt nachzuweisen.
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5 Zusammenfassung

Hintergrund: Rauchen stellt das grofite vermeidbare Gesundheitsrisiko unserer Zeit dar. Seit
langerem weill man, dass aktives und passives Zigarettenrauchen kanzerogen wirken kann
und neben kardiovaskuldren und pulmonalen Erkrankungen zahlreiche weitere Organsysteme

beeinflussen oder schidigen kann.

Im Vergleich dazu ist die Evidenzlage der mit Rauchen bzw. Nikotinabusus assoziierten zere-
bralen Effekte oder Defizite eher gering, es wird jedoch mehrfach beschrieben, dass Raucher
gegeniiber Nikotin-naiven Nichtrauchern kognitive und elektrophysiologische Defizite zei-
gen, die zum Teil auch fiir Exraucher nach jahrelanger Abstinenz nachgewiesen werden konn-
ten. Zudem beschreiben zerebrale Bildgebungsstudien in vivo funktionelle, strukturelle und
metabolische Alterationen bei Rauchern, teilweise auch bei Exrauchern. Insbesondere struktu-
relle Defizite, beispielsweise als Volumen- oder Dichtedefizite verschiedener Areale kortika-
ler und subkortikaler grauer Substanz, wie sie wiederholt mittels Voxel-basierter Morphome-
trie bei Rauchern nachgewiesen werden konnten, sowie tierexperimentelle Untersuchungen
fotaler und adoleszenter Ratten, welche ausgepriagte neurotoxische Nikotineffekte beschrei-
ben, suggerieren eine mit dem Zigarettenrauchen assoziierte schadliche Wirkung gegentiber

bestimmten Hirnarealen.

Methoden: Die Magnetresonanz-Spektroskopie (MRS) ermoglicht aufgrund ihrer Noninvasi-
vitdt zerebrale Gewebsuntersuchungen in vivo und mittels Quantifizierung detektierbarer Me-
tabolite Interpretationen beziiglich der Zusammensetzung eines Untersuchungsvolumens
(VOI). N-Acetylaspartat (NAA) beispielsweise wird hdufig als neuronaler Marker interpre-
tiert. Als robustere Metabolite der bei 3,0 Tesla mittels Einzelvolumen-1H-MRS im PRESS-
Modus gemessenen Spektren wurden Creatin (Cre), N-Acetylaspartat (NAA), Gesamtcholin
(tCho) und myo-Inositol (mlIns) quantifiziert. Definiert wurden drei Untersuchungsvolumina -
der anteriore cinguldre Kortex (ACC), der posteriore cingulire Kortex (PCC) sowie die
rechtsfrontale weille Substanz (RFWM). Untersucht wurden gesunde Raucher (n = 11) und
»Nieraucher (Nichtraucher, welche in ihrem Leben maximal 5 Zigaretten geraucht haben) (n

=22).

Hypothesen: /. Haupthypothese: Aufgrund der physiologisch relativ stabilen Konzentration
des Creatins wird postuliert, dass sich Raucher und Nieraucher beziiglich ihrer Creatin-

Spiegel in keinem der drei VOI signifikant unterscheiden. Trifft diese Hypothese zu, werden
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Metabolitenquotienten der absoluten Konzentrationen von NAA, tCho und mIns mit Cre ge-
bildet, um potentiell bestehende, interindividuelle Unterschiede des Liquorgehalts innerhalb

der jeweiligen VOI zu beriicksichtigen.

11. Haupthypothese: Kognitive, elektrophysiologische, funktionelle sowie strukturelle Defizite
von Rauchern deuten insbesondere auf Alterationen des ACC hin, entsprechende Hinweise
auf eine Beteiligung des PCC liegen derzeit nicht vor, weshalb der PCC als Kontrollvolumen
des ACC gewahlt wurde, um ACC-spezifische von globaleren kortikalen Defiziten differen-
zieren zu konnen. Da neunzig Prozent der Raucher wéhrend ihrer Adoleszenz mit dem Rau-
chen beginnen und Tierversuche wihrend der fotalen und adoleszenten Entwicklung neuroto-
xische Nikotineffekte beschreiben, wird hypothetisiert, dass sich innerhalb des ACC
signifikante Defizite fiir NAA/Cre finden, die sich innerhalb des PCC als nicht signifikant

oder weniger deutlich ausgeprigt erweisen.

1II. Haupthypothese: Alkoholabhiangige Raucher zeigten frontal gegentiber alkoholabhingi-
gen Nichtrauchern nach jeweils einwochiger Alkoholabstinenz im Querschnitt sowie im
Langsschnitt signifikante NAA-Defizite der weillen Substanz, gesunde Raucher und Nicht-
raucher unterschieden sich dort diesbeziiglich nicht signifikant. Daher wird hypothetisiert,
dass sich gesunde Raucher und Nieraucher unserer Studie in RFWM nicht signifikant hin-

sichtlich ihrer NAA/Cre-Quotienten unterscheiden.

Weitere Fragestellung: Sekundér sollen tCho/Cre- und mIns/Cre-Quotienten zwischen beiden
Gruppen explorativ analysiert werden, wobei hyothetisiert wird, dass diese, sollten sich korti-
kal entsprechende Defizite nachweisen lassen, im ACC deutlicher ausfallen als innerhalb des
PCC. Zudem sollen NAA/Cre-Quotienten innerhalb des ACC mit Rauchervariablen (u.a.
Packungsjahre) korreliert werden, weitere Korrelationen werden fiir Metabolite analysiert,

welche signifikante Rauchereffekte zeigen.

Ergebnisse: Anhand der durchgefiihrten Kovarianzanalyse (einfaktoriell, als Faktor Raucher-
status, als unabhéngige Variable der jeweilige Metabolitenquotient, als Kovariablen Alter,

Geschlecht und Alkoholkonsum) lassen sich die folgenden Aussagen treffen:

Analog zur I. Haupthypothese unterscheiden sich Raucher und Nieraucher nicht signifikant

beziiglich ihrer Creatin-Spiegel (p = 0,485).

Entgegen der II. Haupthypothese unterscheiden sich Raucher und Nieraucher im ACC nicht
signifikant beziiglich ihrer NAA-/Cre-Quotienten (p = 0,229). Fiir den PCC findet sich ebe-
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falls kein signifikanter Uterschied (p = 0,994). Signifikante Korrelationen zwischen NAA/Cre

und Rauchervariablen ergeben sich nicht.

Entsprechend der I1I. Haupthypothese unterscheiden sich Raucher und Nieraucher nicht signi-

fikant beziiglich ihrer NAA/Cre-Quotienten in RFWM.

Innerhalb des ACC zeigen Raucher gegeniiber Nierauchern signifikant niedrigere Metaboli-
tenquotienten fiir tCho/Cre (p = 0,025), in der weilen Substanz rechtsfrontal (RFWM) signi-
fikante hohere Metabolitenquotienten fiir mIns/Cre (p = 0,010). Analog zur II. Haupthypothe-
se zeigt sich innerhalb des PCC kein signifikanter Rauchereffekt fiir tCho/Cre (p = 0,881).
Die Korrektur nach Bonferroni fiihrt fiir tCho/Cre im ACC zum Signifikanzverlust (p =
0,225), fiir mIns/Cre in RFWM bleibt ein statistischer Trend bestehen (p = 0,090).

Korrelationen mit Rauchervariablen lassen sich weder fiir tCho/Cre im ACC, noch fiir

mlns/Cre in RFWM nachweisen.
Diskussion:

I. Haupthypothese: Wie hypothetisiert unterscheiden sich Raucher und Nieraucher nicht signi-
fikant beziiglich ihrer Creatin-Spiegel, so dass Quotienten fiir NAA, tCho und mIns mit Cre

gebildet werden konnen.

II. Haupthypothese: Dass sich entgegen der I1. Haupthypothese keine NA A-Defizite nachwei-
sen lassen, konnte einerseits durch schwéchere Effektstirken bei einer eher geringen Fallzahl
bedingt sein, sich andererseits aber dadurch erkliren, dass sich die lokalen, neuronalen Schi-
digungsmuster bestimmter Transmittersysteme im Tiermodell zwischen fotaler und adoles-
zenter Nikotinexposition unterscheiden: Fotale Ratten zeigen in verschiedenen Experimenten
unter Nikotininfusion beispielsweise eine verminderte kortikale Paroxetinbindung bei ver-
mehrter Paroxetinbindung im Hirnstamm, was als Schidigung kortikaler serotonerger Ner-
venendigungen bei reaktiver Aussprossung ihrer Zellkorper innerhalb des Hirnstamms inter-
pretiert wurde. Ein dhnliches Schadigungsmuster findet sich bei adoleszenten Ratten unter
Nikotininfusion, diese zeigen innerhalb des Hirnstamms vergleichbare Verdnderungen, korti-
kal zeigt sich die Paroxetinbindung jedoch nicht vermindert, dafiir aber in Hippocampus und
Striatum. Diese Beobachtung ist vereinbar mit einer aktuellen MRS-Untersuchung, welche
bei Rauchern innerhalb des Hippocampus NAA-Defizite nachweisen konnte, nicht aber in-
nerhalb des ACC, zumal der Grof3teil aller Raucher wiahrend der Adoleszenz mit dem Rau-

chen beginnt.
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Interessanterweise zeigen Raucher in unserer Studie signifikant niedrigere Werte fiir Gesamt-
cholin innerhalb des ACC (p = 0,025), interpretierbar als verminderte zelluldre Dichte bei
unverdndertem Neuronengehalt und moglicherweise verringertem Gliagehalt dieses VOI. Al-
lerdings fiihrt die durchgefiihrte Korrektur nach Bonferroni zum Signifikanzverlust dieses

Effekts (p = 0,225), so dass diese Interpretation spekulativ bleibt.

Entsprechend der III. Haupthypothese unterscheiden sich Raucher und Nieraucher nicht be-
ziiglich ihrer NAA/Cre-Quotienten in RFWM, Raucher zeigen dort jedoch signifikant erhohte
Werte fiir mIns/Cre (p = 0,010), was ebenso auf gliale Verdnderungen durch Zigarettenrau-
chen hinweisen konnte, zumal mlns hiufig als Astrozytenmarker interpetiert wird. Jedoch
bleibt auch diese Interpretation spekulativ, zumal die Korrektur nach Bonferroni hier eben-
falls zum Signifikanzverlust fiihrt, wenn auch diesbeziiglich ein statistischer Trend bestehen

bleibt (p = 0,090).

Letztendlich handelt es sich bei den beschriebenen Beobachtungen um vorldufige Ergebnisse.
Sollte der beobachtete statistische Trend eines Rauchereffekts fiir myo-Inositol in RFWM
statistisch signifikant repliziert werden kénnen, konnte die Frage nach der Kausalitit zwi-
schen Nikotin-/Tabakrauchexposition und dem beobachteten Rauchereffekt jedoch nur im
Falle einer Langsschnittstudie adressiert werden, da beobachtete Unterschiede bereits a priori

vorhanden sein konnen.
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Abkiirzungsverzeichnis

%SD Cramér-Rao lower bounds

[ Metabolit] absolute Konzentrationen entsprechender Metabolite in mmol/l
ACC anteriorer cinguldrer Kortex oder anteriorer Gyrus cinguli
ADHD Attention-deficit hyperactivity disorder

ANCOVA Kovarianzanalyse (engl. analysis of covariance)

BOLD Blood Oxygen Level Dependency

CDC Centers For Disease Control And Prevention, USA

ChAT Cholin Acetyltransferase

CIS Clinically isolated Syndrome

Cre (Gesamt-)Creatin

DTI Diffusionstensor-Imaging

ED Enzephalomyelitis disseminata (frither Multiple Sclerose, MS)
EEG Elektroenzephalogramm

EMG Elektromyogramm

FA fraktionelle Anisotropie

FID freier Induktionszerfall (engl. free induction decay)

FOV Bilderfassungsfeld (engl. field of view)

fMRT funktionelle Magnetresonanz-Tomographie

FSPGR fast spoiled gradient echo sequence

FT Fourier-Transformation

FWHM Linienbreite der Wasserresonanz (full width at half maximum)
GABA y-Aminobuttersdure

Glx gemeinsame Resonanz flir Glutamat, Glutamin und GABA
HF Hochfrequenz
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HF-Impuls
IP3
KS-Test
LCModel
NAA
nAChR
MAO
ml
M.LN.L
MR
MRS
MRSI
MRT
NAWM
NMR
PCC
PET
PFC

PJ

ppm
PRESS
RFWM
ROI

SD
SNR
SPECT

SPSS

Hochfrequenzimpuls

Inositol-1,4,5-trisphosphat

Kolmogorov-Smirnov-Test

Linear Combination Model

N-Acetylaspartat

nikotinerger Acetylcholinrezeptor oder Nikotinrezeptor
Monoamino-Oxidase

myo-Inositol

Mini-International Neuropsychiatric Interview
Magnetresonanz

Magnetresonanz-Spektroskopie

MRS-Imaging

Magnetresonanz-Tomographie

normal imponierende weille Substanz (Patienten mit ED/CIS)
nuclear magnetic resonance spectroscopy

posteriorer cinguldrer Kortex oder posteriorer Gyrus cinguli
Positronenemissions-Tomographie

préfrontaler Kortex

Packungsjahre (20 Zigaretten pro Tag iiber 365 Tage)

parts per million

Point Resolved Spectroscopy

rechtsfrontale weile Substanz (engl. right frontal white matter)
Interessensregion (engl. region of interest)
Standardabweichung

Signal-zu-Rauschverhéltnis (engl. signal to noise ratio)
Single Photon Emission Computed Tomography

Statistical Package for the Social Sciences
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SSRI selektiver Serotonin-Wiederaufnahmehemmer

Status Raucherstatus (Raucher, Nieraucher, Nichtraucher etc.)
STEAM Stimulated Echo Acquisition Mode

tCho Gesamtcholin

TE Echozeit (engl. time of echo)

TR Repetitionszeit (engl. time of repetition)
VBM Voxel-basierte Morphometrie

VOI Voxel of interest

Voxel Volumenelement (engl. volume element)
WHO Weltgesundheitsorganisation

WM weille Substanz (engl. white matter)
ZNS Zentrales Nervensystem
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Boxplot - mIns/Cre-Quotienten der weillen Substanz rechtsfrontal (RFWM)
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Gruppencharakteristik: Raucher/Nieraucher
Mittelwerte + SD fiir [ Creatin] in ACC, PCC bzw. RFWM
Einfaktorielle ANCOVA fiir [Creatin] in ACC, PCC bzw. RFWM
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