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1. Einleitung

1.1 Schizophrenie

Bei der Schizophrenie handelt es sich um eine schwere psychiatrische Erkrankung mit
einem Lebenszeitrisiko von ungefahr 1:100 (McGrath und Susser, 2009). Weltweit liegt
die jahrliche Inzidenz bei 1,7 bis 5,4 Fallen pro 10 000 Einwohnern (Jablensky, 2000).
Schizophrenie ist sowohl fir die Erkrankten als auch fir deren Angehoérige eine sehr
belastende Erkrankung. Sie fuhrt zu erheblichen sozialen und beruflichen Einschran-
kungen.

Daruber hinaus entstehen aufgrund der Tatsache, dass die ersten Symptome sich meist
im jungen Erwachsenenalter manifestieren, erhebliche Kosten fir Kranken- und Sozial-
kassen: 60 % der Erkrankten leben in Armut, 5 % werden aufgrund Ihrer Krankheit ob-
dachlos (Javitt und Coyle, 2004).

1.1.1 Symptomatik

Die Symptome der Erkrankung lassen sich in Gruppen einteilen: die Positivsymptome,
die Negativsymptome und globale Symptome.

Die Gruppe der Positivsymptome umfasst Symptome wie Halluzinationen, Wahn und
formale Denkstérungen. Halluzinationen kénnen in allen funf Sinnesmodalitaten auftre-
ten, jedoch sind akustische Halluzinationen am haufigsten (Tandon et al.,, 2009). Die
Inhalte und der Auspragungsgrad des Wahns sind von Patient zu Patient sehr unter-
schiedlich und oft von den individuellen Lebensumstanden beeinflusst. In vielen Fallen
handelt es sich um Verfolgungswahn aber auch andere Wahninhalte (GréRenwahn,
Verarmungswahn, Schuldwahn u.s.w.) kénnen vorkommen. Formale Denkstérungen
auRRern sich in Schwierigkeiten zielgerichtet zu denken, in einer Lockerung der Assozia-
tionen oder in Gedankenspringen. Dies kann im Schweregrad von leicht umstandlichem
Denken und Sprechen bis hin zu einem zusammenhangslosen Aneinanderreihen von
Wortern reichen (Andreasen, 1979).

Die Negativsymptome setzen sich aus Defiziten im Bereich des Sozialverhaltens, Ver-
ringerung der Affektbreite und passivem Rickzug zusammen (Andreasen und Olsen,
1982; Crow, 1980). Desweiteren kann die Sprachfliissigkeit betroffen sein oder es finden

sich stereotype Gedankenmuster.
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Weitere Symptome umfassen Beeintrachtigungen der Affektivitat, motorische Symptome
und kognitive Defizite (Tandon et al., 2009). Affektive Symptome kénnen wéahrend psy-
chotischer Phasen (Aleman und Kahn, 2005) Stimmungsschwankungen und Stim-
mungslabilitét sein. Schizophreniepatienten zeigen auch tberdurchschnittlich h&ufig De-
pressionen, die als Bestandteil der Prodromalphase, wahrend einer psychotischen Epi-
sode, als postpsychotische Depression oder auch zwischen den akuten Phasen auftre-
ten kbnnen (Planansky und Johnston, 1978). Viele Patienten, die unter Schizophrenie
leiden, sind psychomotorisch verlangsamt (Morrens et al., 2007) aber auch stereotype
Bewegungsmuster, Manierismen und Katatonie kdnnen Symptome der Schizophrenie
sein (Morrens et al.; 2006,Ungvari et al., 2007). Fast alle Patienten zeigen kognitive De-
fizite (Keefe et al. 2005; Saykin et al., 1991). Zu erwahnen sind die Geschwindigkeit mit
der Informationen verarbeitet werden (Dickinson et al., 2007), Sprache und Wortflissig-
keit (Henry und Crawford, 2005), Aufmerksamkeit (Fioravanti et al., 2005; Orzack und
Kornetsky, 1966), das Arbeitsgedachtnis und das episodische Gedachtnis (Barch und
Smith, 2008; Laws, 1999; Lee und Park, 2005; Reichenberg und Harvey, 2007).

1.1.2 Pathophysiologie der Schizophrenie

Entsprechend der Dopaminhypothese ist eine Hyperaktivitat von Dopaminrezeptoren
Grundlage der Symptomatik der Schizophrenie (Carlsson, 1988). Diese Hypothese wird
vor allem dadurch gestitzt, dass Dopaminrezeptor-Antagonisten die effektive Therapie
in der Behandlung von Symptomen der Schizophrenie darstellen (Carlsson, 1988; Wrob-
lewska, 2006). Zur Erklarung der Negativsymptome und der kognitiven Defizite postu-
lierte Weinberger (Weinberger, 1987) ein hypoaktives mesocorticales Dopaminsystem
als Grundlage fur die Negativ- und kognitiven Symptome und ein hyperaktives mesolim-
bisches dopaminerges System als Ursache der Positivsymptome.

In jingerer Zeit gibt es zunehmende Hinweise, dass auch das glutamaterge System ei-
ne entscheidende Rolle in der Pathophysiologie der Schizophrenie spielt (Greene, 2001;
Tsai und Coyle, 2002). Dies ist begriindet durch die Beobachtung von Zukin und Jauvitt,
dass dissoziative Anésthetika, wie Ketamin und Phencyclidine (PCP) sowohl die Positiv-
als auch die Negativsymptome der Schizophrenie herbeizufiihren vermégen (Javitt und
Zukin, 1991; Krystal et al., 1994; Krystal et al., 1999). Diese Substanzen wirken antago-
nistisch auf den N-Methyl-D-Aspartate (NMDA) Glutamatrezeptor. In postmortem Stu-
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dien von Schizophreniekranken konnte aul3erdem im préafrontalen Kortex im Hippocam-
pus eine reduzierte Expression von Glutamatrezeptoren, insbesondere vom NMDA-Typ,
festgestellt werden (Harrison et al., 2003).

Weiter untermauert wird diese Glutamathypothese durch Tierversuche die zeigen, dass
einige Effekte, die durch PCP hervorgerufen werden, durch die Gabe von Substanzen
die agonistisch auf die metabotropen Glutamatrezeptor (mGIuR) der Gruppe Il wirken,
gehemmt werden konnen (Cartmell et al., 1999; Moghaddam und Adams, 1998). Diese
metabotropen Glutamatrezeptoren 2 (mGIluR2) und 3 (mGIuR3) haben eine modulatori-
sche Rolle und beeinflussen die Funktion des NMDA-Rezeptors. Sie weisen an der pra-
synaptischen Membran, der postsynaptischen Membran und an der Membran von Glia-
zellen unterschiedliche Verteilungsmuster auf (Ghose et al., 2009b). Den Uberzeugends-
ten Nachweis, dass mGIuR2 und mGIuR3 an der Pathogenese der Schizophrenie betei-
ligt sind, liefert eine aktuelle klinische Studie in der gezeigt wurde dass die Substanz
LY2140023, ein neuartiger mGluR2/mGIuR3 Agonist, eine antipsychotische Wirkung bei
Schizophreniepatienten hat (Patil et al., 2007).

Eine aktuelle Hypothese, die die Dopamin- und die Glutamathypothese vereint, schlagt
vor, dass genetische Varianten dazu fuhren, dass Proteine, die Bestandteile des NMDA-
Rezeptor-Komplexes bilden, eine gestorte Funktionalitat aufweisen. Dies bewirke eine
NMDA-Rezeptor-Hypofunktion, die wiederum zu einer Enthemmung des mesolimbi-
schen Dopaminsystems und konsekutiver Entwicklung von Positivsymptomen fuhre.
Gleichzeitig habe diese NMDA-Rezeptor Hypofunktion eine neurotoxische Wirkung, die
morphologische Veranderungen und eine verringerte mesocortikale Dopaminfreisetzung
zur Konsequenz habe, die fur die negativen Symptome und die kognitiven Defizite ver-
antwortlich sei (Coyle et al., 2003; Dawe et al., 2009; Goff und Coyle, 2001; Laruelle et
al., 2003).

1.2 Magnetresonanzspektroskopie

Mittels Magnetresonanzspektroskopie (MRS) lassen sich Veranderungen der biochemi-
schen Zusammensetzung von Geweben feststellen. Die Magnetresonanzspektroskopie
ist ein nicht-invasives Untersuchungsverfahren und erfordert weder Kontrastmittel noch
Radioaktivitat.
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1.2.1 Das Prinzip der Magnetresonanzspektroskopie

Die Magnetresonanzspektroskopie basiert darauf, dass Atome mit ungerader Kernla-
dungszahl Uber einen Eigendrehimpuls, den man als Kernspin bezeichnet, verfiigen und
ein magnetisches Moment besitzen. Das magnetische Moment und der Spin sind einan-

der proportional. Diese Proportionalitat kann tber folgende Formel beschrieben werden:

Magnetisches Moment =y * Spin

Hierbei ist y eine flr jeden Atomkern charakteristische Konstante, das sogenannte gy-
romagnetische Verhaltnis. Bringt man diese Atomkerne in ein statisches aul3eres Mag-
netfeld, richten sie sich nach der Achse des applizierten Magnetfeldes aus und bewegen
sich dabei, ahnlich der Bewegung eines Kreisels (sogenannte Prézessionsbewegung),
um die Magnetfeldlinien dieses Hauptfeldes, wobei jeder Atomkern mit einer charakteris-
tischen Frequenz préazediert. Diese Prazessionsfrequenz ist proportional zur Feldstarke
des applizierten Magnetfeldes und wird als Larmor-Frequenz bezeichnet. Sie lasst sich

wie folgt berechnen:

Larmorfrequenz = -y/21 * Feldstarke des statischen Magnetfeldes

Lenkt man durch kurzes Anlegen eines magnetischen Wechselfeldes die Kerne aus ih-
rer urspringlichen Position aus, so dass sie nicht mehr parallel zum Hauptfeld sind,
sondern gekippt werden, wird in der umgebenden Spule ein Wechselstrom erzeugt der
messbar ist. Schaltet man das Wechselfeld aus, verlieren die magnetischen Kernmo-
mente ihre durch das Wechselfeld aufgepréagte Phasenkorrelation und das in der Spule
gemessene Signal wird exponentiell schwécher. Diesen Prozess bezeichnet man als
T2-Relaxation. Gleichzeitig kehren die Spins der Atomkerne allmahlich zurtick in ihre
Ausgangsposition parallel zum magnetischen Hauptfeld (,T1-Relaxation®). Je nach Fre-
guenz des magnetischen Wechselfeldes kann man selektiv bestimmte Atomkerne anre-
gen, fir medizinische Zwecke meistens Wasserstoffkerne (Protonen).

Der Effekt, der es bei der *H-Magnetresonanzspektroskopie erlaubt, trotz Anregung nur
eines einzigen Atomkerns verschiedene Molekile zu identifizieren bezeichnet man als

,chemical shift* und wird in parts per million (ppm) gemessen. Der ,chemical shift* Effekt
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beruht darauf, dass die Atomkerne in jedem Molekll von Elektronen umgeben sind, die
die Kerne vor dem aufReren Magnetfeld schiitzen und so die Feldstarke, die auf den Nu-
cleus einwirkt, geringflgig herabsetzen. Je nach Aufbau des Molekiils ergeben sich un-
terschiedliche ,Abschirmeffekte“ durch die umgebenden Elektronenwolken, so dass die
Wasserstoffkerne in Abhéngigkeit von dem Molekil in das sie eingebunden sind, diffe-
rierende Resonanzfrequenzen haben. Durch Fouriertransformation kann man dieses
Resonanzsignal in seine Frequenzkompenenten aufspalten, und die Resonanzlinien
einzelnen Molekllen oder Molektlgruppen zuordnen. Die Flache unter einem ,Peak” ist
proportional zur Anzahl der Molekile, also zur Konzentration der betreffenden chemi-

schen Verbindung, im untersuchten Bereich.

1.2.2 Das *H-MR-Spektrum

Ein wasserunterdriicktes *H-MR-Spektrum, was bei einer Echozeit von mehr als 100 ms
aufgenommen wurde, zeigt drei prominente Peaks.

Der erste Peak liegt bei 3,2 ppm (in der auf Tetramethylbesilan als Referenzsubstanz
bezogenen relativen Frequenzskala) und ist Verbindungen zugeordnet, die Cholin ent-
halten (Cho), hauptséachlich sind dies Membran-Phospholipide. Diese kbnnen nur dann
gemessen werden, wenn sie frei vorliegen. Sind sie in Zellmembranen gebunden, ist die
T2-Relaxationszeit zu kurz. Das gemessene Cho-Signal entspricht also den Phospholi-
piden, die an Auf- oder Abbauvorgéngen von Zellmembranen beteiligt sind. Ein erhdhtes
Cholin-Signal wird deshalb als Indiz fir einen erhéhten Umsatz von Zellmembranen in-
terpretiert (Gill et al., 1990; Gupta et al., 2000; Miller et al., 1996). Mehrere Studien ha-
ben gezeigt, dass bei Schizophrenie-Patienten der Cholin-Peak erhoht ist (Bustillo et al.,
2002; O'Neill et al., 2004).

Der zweite Peak entspricht Kreatin (Cr) und Phosphokreatin (PCr), zusammengefasst
als (P)Cr, und liegt bei 3,0 ppm. Diese beiden Metaboliten sind eng mit dem zellularen
ATP-Stoffwechsel verknipft, so dass Veranderungen im (P)Cr-Peak einen veranderten
Energieumsatz reflektieren (Bertolino und Weinberger, 1999; Siesjo, 1978). Ein zweiter,
kleinerer (P)Cr Peak lasst sich bei 3,93ppm nachweisen.

Der dritte und grof3te Peak entspricht der Konzentration von Verbindungen mit einer N-
Acetyl-Gruppe. Er liegt bei 2,02 ppm. N-Acetylaspartat (NAA) macht etwa 85-90 % der
Signalintensitat aus. Die weiteren 10-15 % reflektieren N-Acetylaspartylglutamat
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(NAAG), dessen Peak bei 2,05 ppm liegt (Frahm et al., 1991). Obwohl der Abstand zwi-
schen NAA und NAAG im 'H-MRS Spektrum sehr klein ist (0,037 ppm), kénnen diese
Substanzen in vitro bei hohen Feldstarken klar voneinander getrennt werden (Govin-
daraju et al., 2000). Bei einer Feldstarke von 3 Tesla ist es auch in vivo moglich, das
NAAG-Signal von dem prominenten NAA-Peak abzugrenzen und somit auch die Kon-

zentrationen beider Stoffe getrennt zu ermitteln.

NAA
I
(P)Cr
I
Cho NAAG
(P)Cr [ T
MI Glx ™. .
\ ) | | \ I Laktat LiPide
II | g ' I-\.
i . ' ‘\ ' _.'
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Abb. 1: Ein typisches *H-MR-Spektrum bei 3 Tesla

Zu erkennen sind die drei prominenten Peaks von Cholin (Cho) bei 3,2ppm, Kreatin und
Phosphokreatin ((P)Cr) bei 3,0ppm und N-Acetylaspartat (NAA) bei 2,02ppm, sowie die
kleineren Peaks von Myo-Inositol (M) bei 3,56ppm, den Glutamatverbindungen (GIx) bei
2,1ppm und 2,29ppm und der zweite P(Cr)-Peak bei 3,93ppm. Weiterhin erkennt man
ansatzweise den Peak, der durch Laktat verursacht wird, bei 1,33ppm und das Signal
der freien Lipide bei 0,9-1,3ppm, welche sich jedoch am gesunden Gehirn nicht gut ab-
grenzen lassen. (modifiziert nach Fountas, 2013)
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Weitere Metaboliten, die man im *H-MRS Spektrum bei 1,5 bzw 3 Tesla messen kann,
wenn man kirzere Echozeiten (30 ms oder weniger) verwendet, sind Glutamat, Gluta-
min und GABA, die zu GIx zusammengefasst werden und Peaks bei 2,1 und 2,29 ppm
und in der Region zwischen 3,72 und 3,82 ppm verursachen, sowie Myo-Inositol, was
dem Peak bei 3,56 ppm zugeordnet ist (Bertolino und Weinberger, 1999).

Einige Stoffe lassen sich erst bei erhdhten Konzentrationen spektroskopisch gut ab-
grenzen. Hierzu gehoren Laktat (1,33 ppm), Alanin (1,48 ppm) und freie Lipide (0,9 und
1,3 ppm). In Abbildung 1 ist ein typisches *H-MR-Spektrum bei 3 Tesla dargestellt.

1.3 N-Acetylaspartat und N-Acetylaspartylglutamat

1.3.1 N-Acetylaspartat

NAA ist eine Aminosaure die in sehr hoher Konzentration im gesamten ZNS vorkommt
(Koller et al., 1984; Tallan et al., 1956; Tallan, 1957). Neuronen enthalten hohe Konzent-
rationen von NAA, in reifen Gliazellen hingegen lasst sich NAA nicht nachweisen (Uren-
jak et al., 1993). Bereits 1957 zeigte Tallan dass bei Rindern die Konzentration von NAA
in der grauen Substanz weitaus hoher ist als in der weil3en Substanz (Tallan, 1957).
Dies konnte spater durch immunhistochemische Untersuchungen bei Ratten bestatigt
werden (Moffett und Namboodiri, 1995). Innerhalb verschiedener Neuronenpopulatio-
nen ist NAA sehr unterschiedlich verteilt. Beispielsweise enthalten die glutamatergen
Pyramidenzellen der Lamina Pyramidalis interna des Neokortex weitaus hohere NAA-
Konzentrationen als die Neuronen der Lamina multiformis (Moffett und Namboodiri,
1995). Desweiteren konnte in immunhistochemischen Untersuchungen gezeigt werden,
dass Mitralzellen des Bulbus olfactorius (Simmons et al., 1991), Neuronen im Tuber-
culum olfactorium und viele Neuronen des Hirnstamms und Rickenmarks (Moffett et al.,
1993) ebenfalls hohe NAA-Konzentrationen aufweisen. Mal3ige NAA-Konzentrationen
wurden in den Axonen verschiedener Fasertractus, unter anderem dem Corpus Callo-
sum, corticospinaler Bahnen, der Nervi opticii und Tractus Optici, der lateralen Tractus
olfactorii und der Stria Terminalis nachgewiesen (Moffett und Namboodiri, 1995).

Die Tatsache, dass NAA im ZNS ausschliel3lich in Neuronen vorkommt und die Be-

obachtung, dass NAA bei vielen Krankheiten, denen ein neuronaler Zelluntergang zu-
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grunde liegt (z.B. Morbus Alzheimer) oder deren Konsequenz eine Abnahme der Neuro-
nendichte ist, erniedrigt ist (Moffett et al., 2007; Reynolds et al., 2005), fihrte dazu, dass
man NAA lange Zeit als Marker fur neuronale Zelldichte betrachtete (Bertolino et al.,
2001). Jungere Beobachtungen zeigten jedoch, dass diese Verringerung des NAA-
Signals bei einigen Erkrankungen reversibel ist, so dass NAA heute auch als Marker fur
Funktionalitéat und Intaktheit der Neuronen betrachtet wird (Bertolino et al., 2001; Davie
et al., 1994; De Stefano et al., 1995; Demougeot et al., 2004).

NAA wird durch Acetylierung von Aspartat durch die L-Aspartat-N-Acetyltransferase
(Asp-NAT) synthetisiert (Goldstein, 1969). Die Asp-NAT ist ein membrangebundenes
Enzym und nutzt Acetyl-CoA als Substrat fur die Acetylierung (Goldstein, 1969; Knizley,
1967). Sie weist eine sehr hohe Substratspezifitat fir Aspartat auf und ist nur im Ner-
vensystem nachweisbar (Benuck und D'Adamo, 1968; Truckenmiller et al., 1985).

In Untersuchungen an isolierten Mitochondrialpréparaten aus dem Gehirn von Ratten
wurde gezeigt, dass NAA in den Mitochondrien aus Aspartat und Acetyl-CoA syntheti-
siert und dann ins Cytosol transportiert wird. Glutamat und Malat dienten als Aspartat-
Quellen, Actetyl-CoA Donatoren waren Pyruvat oder 3-Hydroxy-Butyrat (Patel und
Clark, 1979).

NAA kann auch bei der Spaltung von N-Acetylaspartylglutamat entstehen (Slusher et al.,
1990), fir dessen Synthese es vermutlich auch als Substrat dient (Gehl et al., 2004).
Der Abbau von NAA zu Aspartat und Acetat erfolgt tber die N-Acetylaspartat Aminohyd-
rolase (auch als Aminoacylase Il oder Aspartoacyclase — ASPA bezeichnet) (D'Adamo
et al., 1973). Dieses Enzym ist, wie auch das Substrat NAA, in der weil3en Substanz in
héheren Konzentrationen vorhanden als in der grauen (Kaul et al., 1991), allerdings ist
die ASPA, im Gegensatz zu NAA vor allem in Oligodendrozyten lokalisiert (Klugmann et
al., 2003; Madhavarao et al., 2004).

Extrazellulares NAA wird von Astrozyten Uber einen speziellen Natrium-abhangigen
Transporter aufgenommen (Fujita et al., 2005; Ganapathy und Fujita, 2006; George et
al., 2004; Huang et al., 2000) und erscheint in sehr niedriger Konzentration im Urin, was
dafur spricht, dass es einen kontinuierlichen Abtransport von NAA aus dem Gehirn gibt
(Kelley und Stamas, 1992; Kvittingen et al., 1986; Miyake et al., 1982).

Bis heute sind die genauen Funktionen von NAA im neuronalen Stoffwechsel unbe-

kannt. Es gibt Hinweise, dass der Acetat-Anteil von NAA fir die Synthese von cerebral-
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en Lipiden genutzt wird, die vor allem postnatal fir die Myelinisierung von Axonen von
Bedeutung sind (Burri et al., 1991; Chakraborty et al., 2001; D'Adamo und Yatsu, 1966;
D'Adamo et al., 1968; Mehta und Namboodiri, 1995). Desweiteren ist nachgewiesen
worden, dass NAA mit dem zellularen Energiestoffwechsel verknipft ist: Bunitian et al.
(Buniatian et al., 1965) zeigten an Praparaten aus Rattengehirnen dass die Zugabe von
Glukose zu héheren NAA-Werten fuhrt. Patel und Clark konnten einen direkten Zusam-
menhang zwischen dem Energie-Metabolismus und der NAA-Produktion aufweisen,
indem sie zeigten, dass die NAA-Synthese durch ADP stimuliert wird (Patel und Clark,
1979) und eine spatere Studie mit cerebralen Mitochondrienpraparaten von Ratten zeig-
te, dass die Synthese von NAA verringert ist, wenn der Sauerstoffverbrauch und die
ATP Produktion verringert sind (Bates et al., 1996). Weiter untermauert wurden diese
Ergebnisse durch jungere Beobachtungen verschiedener Untersucher, die herausfan-
den, dass die NAA-Werte nach cerebralem Trauma erniedrigt sind. Diese Verringerun-
gen von NAA-Werten korrelieren mit Verringerungen von ATP, was ebenfalls darauf
hinweist, dass NAA-Reduktionen mit einem beeintrachtigten Energiestoffwechsel ein-
hergehen (Gasparovic et al., 2001; Signoretti et al., 2001; Signoretti et al., 2004; Tavazzi
et al., 2005; Vagnozzi et al., 2005). Desweiteren gibt es Hinweise, dass NAA eine Rolle
bei der Osmoregulation spielen kdnnte, moéglicherweise als Co-Transporter einer mole-
kularen Wasserpumpe, die tberschussiges Wasser aus den Neuronen herausbefordert
(Baslow und Guilfoyle, 2002; Baslow, 2002, 2003). Dieselben Autoren postulierten eine
Rolle in der Signaltibertragung zwischen Axonen und Gliazellen, aufgrund der Tatsache,
dass NAA und auch NAAG zwar intrazellular synthetisiert werden, die Enzyme die diese
beiden Stoffe spalten jedoch in Oligodendrozyten und Astrozyten lokalisiert sind
(Baslow, 2000; Baslow und Guilfoyle, 2006) und auch andere Autoren haben Hinweise
fiir NAA als Ubertrager von Informationen von Axonen zu Gliazellen gezeigt (Ledeen et
al., 2006; Lieberman et al., 2006).

1.3.2 N-Acetylaspartylglutamat

NAAG ist das am haufigsten vorkommende Neuropeptid im menschlichen Nervensys-
tem (Arun et al., 2008; Moffett et al., 2007; Tsai, 2005). Es wurde Mitte der Sechziger
Jahre erstmals im Nervensystem von S&augetieren identifiziert (Curatolo et al., 1965a,
1965b; Miyamoto et al., 1966). Verschiedene Studien deuten darauf hin, dass NAAG
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enzymatisch aus NAA und Glutamat synthetisiert wird (Arun et al., 2006; Cangro et al.,
1987; Gehl et al., 2004; Tyson und Sutherland, 1998; Urazaev et al., 2001). Aus Synap-
sen freigesetztes NAAG wird im Extrazellularraum von den Glutamatcarboxypeptidasen
[ und 1l (GCP Il und 1l1) inaktiviert (Bzdega et al., 1997, 2004; Carter et al., 1996; Luthi-
Carter et al., 1998). NAAG hat eine agonistische Wirkung am metabotropen Glutamatre-
zeptor 3 (MGIuR3), Uber die es die Freisetzung von Glutamat zu inhibiert (Wroblewska
et al., 1997), und wirkt zusatzlich am NMDA-Rezeptor als nicht-kompetitiver Antagonist
(Grunze et al., 1996; Puttfarcken et al.; 1993; Sekiguchi et al., 1989). Diese antagonisti-
sche Wirkung ist an GABAergen Interneuronen starker als an Pyramidenzellen (Grunze
et al., 1996). Abbildung 2 zeigt die durch NAA und NAAG vermittelten Interaktionen zwi-
schen Neuronen.

Die Hypothese der NMDA-Rezeptor Dysfunktion als wichtiger Faktor in der Pathogene-
se der Schizophrenie (Carlsson und Carlsson, 1990; Coyle, 1996; Olney und Farber,
1995; Tamminga, 1998) fuhren zu der Annahme, dass ein erhéhtes NAAG eine Rolle in
der Pathogenese der Schizophrenie spielen kdonnte.

Tsai et al. (Tsai et al., 1995) stellten in einer postmortem Studie erhdohte NAAG-
Konzentrationen und eine verringerte GCP-Aktivitat im Hippocampus und im prafronta-
len Kortex von Schizophreniekranken im Vergleich zu Kontrollpersonen fest. Ghose et
al. konnten im selben Jahr in einer post-mortem Studie nachweisen, dass die Expressi-
on von GCPII mRNA in der CA1 Region des anterioren Hippocampus bei Schizophre-
nen im Vergleich zu gesunden Kontrollen signifikant erniedrigt ist (Ghose et al., 2009a)
und postulierten dass NAAG durch ein geringeres Vorkommen des abbauenden En-
zyms, ansteigen musste.

Abbildung 2 zeigt die neuronalen Interaktionen, die durch NAA und NAAG vermittelt

werden.
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Abb. 2: N-Acetylaspartat (NAA) und N-Acetylaspartylglutamat (NAAG) vermittelte
neuronale Interaktionen

Die NAA-Synthese erfolgt in neuronalen Mitochondrien. Im Anschluss wird es in die Oli-
godendrozyten transportiert, wo es von der N-Acetylaspartat Aminohydrolase (ASPA) in
Acetat und Aspartat gespalten wird. Acetat dient daraufhin der Synthese von Myelin-
Lipiden. Durch die Verbindung mit Glutamat entsteht aus NAA N-Acetylaspatylglutamat
(NAAG). Aus Synapsen freigesetztes NAAG wirkt agonistisch am Glutamatrezeptor 3
(mGIuR3), wodurch es die Glutamatfreisetzung inhibiert und wirkt am NMDA-Rezeptor
als nicht-kompetitiver Antagonist. NAAG wird im Synaptischen Spalt durch die Gluta-
matcarboxypeptidasen Il und Il (GCP Il und Il) inaktiviert, wobei wiederum NAA als
Spaltungsprodukt entsteht. NAA unterliegt einem kontinuierlichen Abtransport aus dem
ZNS. (Abbildung Gibernommen von Benarroch, 2008)
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1.4 'H-MRS-Studien bei Schizophrenie-Patienten

Bisher wurden zahlreiche 'H-MRS-Studien durchgefilhrt, die (iber verringerte
[NAA+NAAG]-Konzentrationen in verschiedenen Hirnregionen berichten. In den bisheri-
gen Studien wurde jedoch immer der kombinierte [NAA+NAAG]-Peak als stellvertretend
fur die NAA-Konzentration betrachtet, zum einen weil angenommen wurde, dass die
wesentlichen kleinere NAAG-Franktion keinen Einfluss auf die Ergebnisse nehme, zum
anderen weil es bisher methodisch kaum mdglich war, diese beiden, sehr nah bei ei-
nander liegenden Peaks getrennt voneinander darzustellen.

Am héaufigsten untersucht wurden der préafrontale Kortex und der Hippocampus (Bertoli-
no et al., 1996, 2003; Callicott et al., 2000a; Deicken et al., 2000b; Tanaka et al., 2006;
Yurgelun-Todd et al., 1996).

Mehrere Studien haben im prafrontalen Kortex Verringerungen der [NAA+NAAG]-
Konzentrationen (Tanaka et al., 2006) beziehungsweise des [NAA+NAAG]/Kreatin Quo-
tienten (Bertolino et al., 2003; Callicott et al., 2000a; Jessen et al., 2006) nachweisen
konnen. Callicott et al. (Callicott et al., 2000a) fanden innerhalb des Patientenkollektivs
eine negative Korrelation zwischen dem [NAA+NAAG]/Kreatin Quotienten im dorsolate-
ralen prafrontalen Kortex und den Ergebnissen im ,Scale for Assessment of Negative
Symptoms® (SANS) (Andreasen, 1989). Tanaka et al. (Tanaka et al., 2006) verglichen
die [NAA+NAAG]-Konzentrationen im linken Frontallappen mit den Ergebnissen des
PANSS und ermittelten in der Patientengruppe eine negative Korrelation von
[NAA+NAAG]-Konzentration und Negativsymptomatik. In einer Studie von Sigmundsson
et al. (Sigmundsson et al., 2003) zeigte sich dagegen eine negative Korrelation von
[NAA+NAAG]-Werten und den Auspragungen der allgemeinen Psychopathologie und
Positivsymptomen des PANSS im rechten und linken dorsolateralen prafrontalen Kortex.
Eine Korrelation zwischen Negativsymptomen und [NAA+NAAG]-Werten zeigte sich hier
nicht (Sigmundsson et al., 2003). Bertolino et al. (Bertolino et al., 2003) untersuchten
den Zusammenhang zwischen den [NAA+NAAG]-Kreatin Quotienten und den Leistun-
gen des Arbeitsgedéachtnisses und fanden eine signifikante Korrelation dieser beiden
Parameter.

Im Temporallappen und speziell im Hippocampus wurden ebenfalls mehrfach erniedrigte
[NAA+NAAG]/Kreatin Quotienten bei Schizophreniepatienten ermittelt (Bertolino et al.,
1996, 2003; Yurgelun-Todd et al., 1996).
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Auch im anterioren Gyrus Cinguli wurden erniedrigte [NAA+NAAG]-Konzentrationen bei
Schizophreniekranken festgestellt (Deicken et al., 1997; Jessen et al., 2006). Weitere
Regionen, in denen Veranderungen der [NAA+NAAG]-Konzentrationen beziehungswei-
se des Verhaltnisses von [NAA+NAAG] zu Cr festgestellt wurden, sind der Thalamus
(Deicken et al., 2000a; Ende et al., 2003; Jakary et al., 2005) und das Cerebellum (Ende
et al., 2005). Steen et al. fassten 2005 die Ergebnisse von 64 *H-MRS Studien mit Schi-
zophrenen in einer Meta-Analyse zusammen und stellten signifikante Verringerungen
der [NAA+NAAG]-Konzentration im medialen Temporallappen und im préafrontalen Kor-
tex fest (Steen et al., 2005).

Die Reduktion des [NAA+NAAG]-Peaks wird in diesen Studien aufgrund der hohen
NAA-Konzentrationen im Hirngewebe und des grol3en spektralen Peaks als Verringe-
rung der cerebralen NAA-Konzentration interpretiert. NAA hat aber, im Gegensatz zu
NAAG, keine Funktion als Neurotransmitter und spielt keine Rolle im glutamatergen
System. Aus diesem Grunde ist es notwendig getrennte Informationen tGber NAAG als
Komponente der glutamatergen Neurotransmission, und NAA als Indikator fur die mito-
chondriale Funktionalitdt von Neuronen zu erlangen.

Die separate Messung von cerebralen NAAG- und NAA-Konzentrationen durch in vivo
'H-MR-Spektroskopie wurde bisher nur in zwei Studien an gesunden, freiwilligen Pro-
banden beschrieben (Edden et al., 2007; Pouwels und Frahm, 1997). Dies liegt daran,
dass aufgrund der starken Uberlappung dieser beiden Metaboliten eine getrennte Quan-
tifizierung erst bei hdheren Feldstarken méglich ist, die Mehrzahl der *H-MRS Untersu-
chungen an Schizophreniepatienten jedoch nach wie vor an Geraten mit Feldstarken
unter 3 Tesla durchgefuhrt wird. Desweiteren wird die getrennte Bestimmung der beiden
Metaboliten dadurch erschwert, dass laut bisherigen Studien, die NAAG-
Konzentrationen in Abhangigkeit von der untersuchten Hirnregion variieren.

Edden et al (Edden et al., 2007) trennen NAAG von NAA indem sie Spektren in separa-
ten Aquisitionen bearbeiten. Hierbei h&ngt die Genauigkeit in einem hohen Mal3e davon
ab, die jeweilige andere Komponente mitzubearbeiten. Unsere time-domain-fitting-
procedure dhnelte hingegen der Methode von Pouwels und Frahm (Pouwels und Frahm,
1997). Die NAAG Fraktionen von 0,08 und 0,18, die sie fur die graue beziehungsweise

weille Substanz des Frontallappens ermittelten, decken sich gut mit unserem
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NAAG/NAA — Verhaltnis von 0,10, das wir in der Kontrollgruppe der jetzigen Studie er-

mittelten.

1.5 Ziel der Studie

In dieser *H-MRS Studie fithren wir bei 3 Tesla eine getrennte Quantifizierung der ce-
rebralen NAAG- und NAA-Konzentrationen bei Schizophreniepatienten durch und ver-
gleichen diese Messwerte mit denen gesunder Individuen, um krankheitsspezifische
Veréanderungen in der Konzentration dieser beiden Metaboliten individuell beurteilen zu
koénnen.

Das Ziel dieser Studie ist zum einen, die Ergebnisse bisheriger postmortem und in-vitro-
Studien, die Hinweise darauf liefern, dass erhdhte NAAG-Konzentration in der Pathoge-
nese der Schizophrenie eine Rolle spielen, zu untermauern. Zum anderen mdchten wir
untersuchen, ob die Messung des gemeinsamen [NAA+NAAG]-Peaks wirklich eine
sinnvolle Methode zur Beurteilung der Konzentrationsanderungen von NAA darstellt o-
der ob durch diese Methode Schwankungen der NAAG-Konzentration Veranderungen
der NAA-Konzentrationen verstarken beziehungsweise maskieren.

Zusatzlich berechnen wir den Quotienten von NAAG/NAA und bestimmen die Absolut-
konzentrationen von Cholin, (Phospho-)Kreatin und Myoinositol.

Wir entschieden uns fur den linken prafrontalen Kortex und den linken Gyrus Cinguli
Anterior als zu untersuchende Zielregionen, da beide als wichtige Hirnregionen fir die
Pathophysiologie der Schizophrenie betrachtet werden und da in beiden Regionen in
vorangegangenen Studien uber eine Veranderung der Messwerte fir [NAA+NAAG] be-
richtet wurde (Bertolino et al., 2003; Callicott et al., 2000a; Deicken et al., 1997; Jessen
et al., 2006; Tanaka et al., 2006).

Der prafrontale Kortex ist wichtig fur die Durchfiihrung von kognitiven und mnemoni-
schen Aufgaben, die insbesondere das Arbeitsgedachtnis in Anspruch nehmen (Gold-
man-Rakic, 1999; McCarthy et al., 1994; McCarthy et al., 1996). Defizite im Bereich des
Arbeitsgedachtnisses gehéren zu den typischen neuropsychologischen Defiziten von
Patienten mit Schizophrenie und funktionelle Magnetresonanztomographie-Studien ha-
ben eine veradnderte Aktivierung des prafrontalen Kortex wahrend Aufgaben, die das
Arbeitsgedachtnis beanspruchen, zeigen kdnnen (Callicott et al., 2000b; Manoach et al.,
1999).
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Der Gyrus cinguli anterior verbindet sowohl kortikale als auch subkortikale Strukturen
wie der Amygdala, dem Thalamus, dem prafrontalen Kortex und dem inferioren Parie-
tallappen miteinander und fuhrt dadurch kognitive Funktionen mit affektiven Erfahrungen
zusammen (Deicken et al., 1997). Er spielt eine Rolle fur die exekutive Aufmerksamkeit,
die einem Individuum die Selbst-Kontrolle von Kognition und Emotionen erlaubt und er-
maoglicht zwischen relevanten und irrelevanten Aspekten eines Stimulus zu differenzie-
ren (Wang et al., 2005). Funktionelle Bildgebungsstudien haben auf eine Beeintrachti-
gung der exekutiven Aufmerksamkeit sowie auf Verdnderungen der Aktivitdt im Gyrus
Cinguli anterior bei Schizophreniepatienten hingewiesen (Carter et al., 1997; Fletcher et
al., 1999; Morey et al., 2005).

Wir fuhrten verschiedene neuropsychologische Tests sowie das ,Positive and Negative
Syndrome Scale” - Interview (PANSS) (Kay et al., 1987) durch, um den Zusammenhang
zwischen NAA und NAAG-Werten und kognitiver Fahigkeiten sowie klinischem Auspréa-

gungsgrad der Erkrankung bewerten zu kénnen.
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2. Methoden

2.1 Probanden

An der Studie nahmen 20 Patienten der Universitatsklinik Bonn, die die ICD 10 Kriterien
fur Schizophrenie erflllten, und 20 gesunde Probanden teil.

Die Patientengruppe bestand aus 14 Méannern und 6 Frauen mit einem Durchschnittsal-
ter von 34,5 Jahren (Standardabweichung: 10,2 Jahre). 19 der Patienten waren Rechts-
hander, 18 Patienten hatten als Muttersprache Deutsch, die weiteren zwei Patienten
verfugten uber sehr gute Deutschkenntnisse. Die durchschnittliche Zeit, die seit der ers-
ten Krankheitsepisode vergangen war, betrug 7,2 Jahre (Standardabweichung 8,5 Jah-
re). Alle Patienten erhielten eine medikamentdse Therapie (11 Patienten erhielten eine
Monotherapie, 9 Patienten eine Kombinationstherapie) und befanden sich hierunter be-
zuglich der Positivsymptome in partieller oder voller Remission. Eine Ubersicht tber die

verschiedenen Medikamente, die die Patienten einnahmen, liefert Tabelle 1.

. Que- Aripi-| . Pali- | . . Prothi-
Medika- . |Olan- Rispe- | Lora- |Venla-| . Mirta- | Cloza- [Dulo-| Val- |Rebo-Citalo- Pera-
tia- | pra- | .~ | pipe- . . ) . pen- |
ment . zapin ridon |zepam| faxin zapin | pin [xetin|proat|xetin| pram zin
pin zol ron dyl
Patienten
8 5 5 3 3 2 2 2 2 2 1 1 1 1 1
(n=20)

Tab. 1: Medikation der Patienten

Die Tabelle zeigt jeweils die Anzahl der Patienten, die zum Zeitpunkt unserer Studie das
jeweilige Medikament einnahmen. Da manche Patienten mit einer Medikamentenkombi-
nation behandelt wurden, ist die Summe der Patienten, welche die jeweiligen Medika-
mente einnehmen, groRer als das untersuchte Patientenkollektiv.

Die Querschnittssymptomatik in der Patientengruppe wurde mit dem Postive and Nega-
tive Syndrome Scale (PANSS) fir Schizophrenie bewertet (Kay et al., 1987). Hierfur
wurde innerhalb von 48 Stunden nach der MR-Untersuchung ein strukturiertes klini-
sches Interview von zwanzig bis dreif3ig Minuten Dauer mit den Patienten durchgefihrt.
Das Interview wurde in allen Fallen von demselben Untersucher durchgefuhrt und evalu-
iert, um Interrater-Unterschiede zu vermeiden. Es wurden Fragen zu sieben Posi-
tivsymptomen, sieben Negativsymptomen und sechzehn Symptomen allgemeiner Psy-

chopathologie gestellt. Fir jedes der abgefragten bzw. zu beurteilenden Symptome
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wurden Punkte zwischen 1 (Symptom nicht vorhanden) bis 7 (extreme Auspragung des
Symptoms) vergeben. Die Fragen in dem Interview wurden so gestellt, dass die Patien-
ten uber ihre Befindlichkeit und Symptomatik innerhalb der vergangenen Woche berich-
ten sollten. Zwei der Patienten waren nach den MR-Messungen nicht mehr bereit an
dem PANSS-Interview teilzunehmen. Eine Auflistung der abgefragten Symptome findet

sich in Tabelle 2.

Positivsymptome Negativsymptome Allgemeinsymptome
Wahnideen Affektverarmung Sorge um kdrperliche Integritat
Formale Denkstérungen Emotionaler Riickzug Angst

Halluzinationen Mangelnde Beziehungsféhigkeit Schuldgefuhle
Erregung Passiver/apathischer Riickzug Gespanntheit

GroRenwahn Erschwertes abstraktes Denkvermogen Manieriertheit und Positur
MiRtrauen/Verfolgungswahn | Mangelnde Spontaneitat und Redefluss Depressivitat

Feindseligkeit Stereotypes Denken Motorische Verlangsamung

Fehlende Kooperationsbereitschaft
Ungewohnliche Denkinhalte
Desorientiertheit
Aufmerksamkeitsschwéche
Mangelnde Urteils- und Einsichtsfahigkeit
Willensstérung
Verminderte Impulskontrolle

Selbstbezogenheit

Aktiver Sozialer Riickzug

Tab. 2: Abgefragte Symptome im Positive and Negative Syndrome Scale (PANSS)
Fur jedes Symptom werden Punkte von 1 (Symptom nicht vorhanden) bis 7 (Symptom
extrem ausgepragt) vergeben.

In der Probandengruppe lag das Durchschnittsalter bei 30,7 Jahren (Standardabwei-
chung 9,1 Jahre), in der Gruppe waren 11 Manner und 9 Frauen. Alle Probanden waren
rechtshandig, einer der Probanden hatte nur maRige Deutschkenntnisse, bei den ande-
ren war Deutsch die Muttersprache. Keiner der Probanden hatte zum Untersuchungs-
zeitpunkt oder in der Vorgeschichte eine bekannte neurologische, psychiatrische oder
schwere internistische Erkrankung. 5 Probandinnen nahmen orale Kontrazeptiva ein,
keiner der Probanden nahm weitere regelmafRige Medikamente ein. Drogen- oder Alko-

holabusus kamen in der Probandengruppe nicht vor, kein Proband berichtete tber eine
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schwere Kopfverletzung in der Vergangenheit oder Uber psychiatrisch erkrankte Ange-
horige. Tabelle 3 zeigt eine Ubersicht der demographischen Daten und der Ergebnisse
des PANSS.

Die Untersuchung wurde von der lokalen Ethikkommission der Universitat Bonn geneh-
migt (Votum 150/08). Die Patienten wurden in der Universitatsklinik Bonn direkt ange-
sprochen, ob sie an der Studie teilnehmen wollten. Die Probanden wurden Uber Aus-
hange rekrutiert und erhielten eine Aufwandsentschadigung von 20,00 €. Alle Teilneh-
mer wurden im Vorfeld ausfuhrlich mundlich und schriftlich Gber das Studienvorhaben

aufgeklart und partizipierten freiwillig.

Patienten Kontrollpersonen p-Wert
Geschlecht [m/f] 14/6 11/9 p=0,51
Alter [Jahre] 34,5 (10,2) 30,7 (9,1) p=0,23
Handigkeit [r/1] 19/1 20/0
Hochster Schulabschluss [HS/MR/Abi/Uni] 2/6/9/3 0/3/16/1 p=0,26
Zeit seit erster Krankheitsepisode [Jahre] 7,2 (8,5)
PANSS, Positivsymptome 10,8 (3,5)
PANSS, Negativsymptome 13,9 (3,9)
PANSS, Allgemeinsymptome 26,4 (6,2)
PANSS, Gesamt 51,0 (11,3)

Tab. 3: Demographische Daten und PANSS-Ergebnisse

Angegeben sind Mittelwerte und Standardabweichungen bzw. Absolutwerte (Ge-
schlecht, Handigkeit, Schulabschluss). Die Patienten- und die Kontrollgruppe weichen
in keiner der Kriterien signifikant voneinander ab.

Abkirzungen: HS, Hauptschulabschluss; MR, Mittlere Reife; Abi, Abitur; Uni, Hoch-
schulabschluss; PANSS, Positive and Negative Symptome Scale

2.2 Neuropsychologische Tests

Um die kognitiven Fahigkeiten der Probanden- und Patientengruppe miteinander ver-
gleichen zu kénnen und vor allem um die Korrelation zwischen bestimmten Aufgaben
und den Konzentrationen der untersuchten biochemischen Metaboliten beurteilen zu
kénnen, wurden innerhalb von 48 h nach der MR-Spektroskopie mit den Teilnehmern an

der Studie eine Reihe von neuropsychologischen Tests durchgefihrt. Zwei der Patien-
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ten waren jedoch nach dem MR-Messungen nicht mehr bereit an den neuropsychologi-
schen Tests teilzunehmen. Die Testbatterie enthielt die deutsche Version des Verbalen
Lern- und Merkfahigkeitstests (VLMT) (Helmstaedter, 2001), den Zahlenspannentest
(Tewes, 1991) und den Zahlensymboltest (Tewes, 1991) aus der revidierten Fassung
des Hamburg Wechsler Intelligenztests fir Erwachsene (HAWIE-R), den Blockspannen-
test (Harting et al., 2000) der deutschsprachigen revidierten Fassung des Wechsler Ge-
dachtnistests (WMS-R), den Buchstaben-Zahlen-Test (Gold et al., 1997) und den Trall
Making Test (TMT) A und B (Reitan, 1979).

Um die Anzahl der statistischen Analysen zu reduzieren erstellten wir drei ,composite
scores” flr die kognitiven Bereiche verbales Gedachtnis, Arbeitsgedéachtnis und Auf-
merksamkeit. Dazu wurden die unbearbeiteten individuellen Testergebnisse der gesam-
ten Stichprobe (Probanden+Patienten) z-transformiert und im Anschluss fur jeden dieser
Bereiche die Mittelwerte aus einzelnen Tests berechnet. Der ,composite Score® fur den
Bereich verbales Gedachtnis setzte sich aus den Ergebnissen der Durchgange 1-5, so-
wie 6 und 7 des VLMT zusammen (Cronbach Alpha: 0,95). Zu der kognitiven Domane
des Arbeitsgedachtnisses wurden die Ergebnisse des Zahlenspannentests, des Block-
spannentests und des Buchstaben-Zahlen-Tests zusammengefasst (Cronbach Alpha:
0,94). Der Aufmerksamkeitsscore wurde aus den Ergebnissen des TMT-A , TMT-B und
des Zahlen-Symbol-Tests abgeleitet (Cronbach Alpha 0,92).

2.2.1 Verbales Gedéchtnis

Der VLMT besteht aus einer Lern- und einer Interferenzliste, die sich jeweils aus 15 se-
mantisch unabhangigen Waortern zusammensetzen, sowie aus einer Wiedererkennungs-
liste, welche die Begriffe aus der Lern- und der Interferenzliste und 20 weitere Worter
enthélt. Zu Beginn des VLMT wird die Testperson aufgefordert aufmerksam zuzuhoren
und sich so viele der vorgelesenen Warter wie moglich zu merken. Die 15 Begriffe der
Lernliste werden im 2-Sekunden-Rhythmus vorgelesen, im direkten Anschluss wird die
Testperson aufgefordert, so viele Begriffe wie mdglich zu wiederholen. Die Reihenfolge,
in der die Begriffe genannt werden, ist hierbei nicht relevant. Die Lernliste wird finfmal
vorgelesen, wobei die Testperson nach jedem Durchgang mdglichst viele Woérter wie-
derholen soll (VLMT 1-5). Danach wird die Interferenzliste vorgelesen, hier soll die Test-

person im Anschluss ebenfalls mdglichst viele Begriffe wiederholen. Nach einer zeitli-
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chen Verzégerung von etwa 30 Minuten wird die Testperson erneut gebeten sich an die
Worter der Lernliste zu erinnern (VLMT 6). Im Anschluss wird die Wiederer- kennungs-
liste vorgelesen, die Testperson soll bei jedem Wort beurteilen, ob es zur Lernliste ge-
hort oder nicht (VLMT 7).

Beim VLMT 1-6 wird jeweils die Anzahl der richtigen Begriffe gezahlt, hierbei werden die
Durchgange 1-5 zu einer Gesamtsumme zusammenaddiert. Bei dem Wiedererken-
nungstest wird die Anzahl der falschlicherweise in die Lernliste eingeordneten Begriffe
von der Anzahl der richtig wiedererkannten Worter abgezogen.

Um den Composite Score zu berechnen wurden zunachst die individuellen Ergebnisse
der Durchgange 1-5, 6, und 7 aller Studienteilnehmer durch Z-Transformation umge-
wandelt. Im Anschluss daran wurden diese z-transformierten Ergebnisse jeweils ge-
trennt fir die Patienten-Gruppe und die Probanden-Gruppe addiert und der Mittelwert

berechnet.

2.2.2 Arbeitsgedachtnis

Der Composite Score fur das Arbeitsgedéchtnis setzt sich aus den erzielten Leistungen
im Zahlenspannen-, Blockspannen- und Buchstaben-Zahlen-Test zusammen (Cronbach
Alpha: 0,94).

Der Zahlenspannentest besteht aus zwei Teilen. Im ersten Teil des Tests liest der Test-
leiter der Testperson Zahlen im 1-Sekunden-Rhythmus vor und fordert sie auf, diese
nachzusprechen. Die ersten beiden Zahlenreihen bestehen aus 3 Ziffern. Fir jede kor-
rekt wiederholte Zahlenreihe wird ein Punkt vergeben. Die Lange der Zahlenreihe wird
nach jedem zweiten Durchgang um eine Ziffer erhdht, der Test wird abgebrochen wenn
beide Versuche der gleichen Zahlenlange misslingen oder wenn die letzten beiden
Durchgéange mit 9 Ziffern beendet sind. Die maximal mogliche Punktzahl betragt also 14.
Im zweiten Teil des Tests wird der Proband/Patient gebeten, die dargebotenen Zahlen-
reihen rickwarts zu wiederholen. Es wird mit zwei Zahlen begonnen, im letzten Durch-
gang werden acht Zahlen vorgelesen. Es sind also ebenfalls maximal 14 Punkte er-
reichbar. Ein Abbruch des Tests erfolgt, sobald die Testperson bei beiden Versuchen
einer Zahlenlange die Zahlenabfolge nicht korrekt wiedergeben kann.

Fur den Blockspannentest wird ein Brett verwendet, auf dem neun Wiirfel befestigt sind.

Auf einer Seite dieser Wiirfel sind die Zahlen von eins bis neun abgebildet. Diese Seite
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zeigt zum Untersucher. Der Untersucher tippt die Wiirfel in einer vorgegebenen Reihen-
folge an, die Testperson wird im ersten Teil des Tests aufgefordert die Wirfel im An-
schluss in derselben Reihenfolge anzutippen, im zweiten Teil des Tests sollen die Wir-
fel in der umgekehrten Reihenfolge angetippt werden. Wie bei dem Zahlenspannentest
gibt es pro Folge zwei Versuche, die Folgen werden jedes Mal um einen Wirfel verlan-
gert. Es wird jeweils mit einer Spanne von zwei Wrfeln begonnen, der Abbruch erfolgt
entweder wenn beide Versuche einer Lange erfolglos waren oder nach acht (vorwarts)
beziehungsweise sieben (rickwarts) Wirfeln in Folge. Im ersten Teil sind maximal 14,
im zweiten Teil maximal 12 Punkte erreichbar.

Beim Buchstaben-Zahlen-Test liest der Testleiter Reihen von Buchstaben und Zahlen
vor. Der Patient/Proband wird aufgefordert, zuerst die Zahlen in aufsteigender Reihen-
folge und dann die Buchstaben in aufsteigender, alphabetischer Reihenfolge zu wieder-
holen. Es werden zunachst vier Ubungsdurchgange zunehmenden Schweregrades ge-
macht, um sicher zu gehen, dass der Patient/Proband den Versuchsaufbau begriffen
hat. Es werden insgesamt 24 Buchstaben-Zahlen-Reihen (entsprechend maximal 24
erreichbaren Punkten) dargeboten, jeweils vier derselben Lange. Begonnen wird mit
einer Zahl und einem Buchstaben, die langsten Reihen enthalten 3 Ziffern und 4 Buch-
staben. Gelingt der Testperson keiner der vier Durchgange einer Lange wird der Test
beendet.

Der Composite-Score wurde berechnet, indem zunachst die individuellen Ergebnisse
aller Probanden und Patienten in den drei vorab beschriebenen Tests z-transformiert
wurden und anschliel3end jeweils der Mittelwert fir die Patienten- und Probandengruppe

getrennt ermittelt wurde.

2.2.3 Aufmerksamkeit

Der Composite Score fur die Aufmerksamkeitsleistung setzt sich zusammen aus den
Ergebnissen der Trail-Making-Tests A und B und des Zahlensymboltest (Cronbach Al-
pha: 0,92)

Beim Trail-Making-Test A wird der Testperson ein Blatt vorgelegt auf dem in 25 Kreisen
die Zahlen von 1 bis 25 abgebildet sind. Die Ziffer 1 ist mit ,Anfang“ markiert, die Zahl 25
mit ,Ende®. Die Testperson wird nun gebeten, auf ein Startkommando hin, so schnell wie

maoglich die Zahlen in aufsteigender Reihenfolge miteinander zu verbinden, dabei stoppt
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der Versuchsleiter die Zeit. Macht die Versuchsperson einen Fehler, wird sie sofort da-
rauf hingewiesen, die Zeit lauft dabei weiter. Nach maximal drei Minuten wird der Test
beendet. Vor Beginn des Tests wird ein Probedurchgang gemacht, bei dem die Zahlen
von eins bis acht abgebildet sind. Der Trail-Making-Test B wird dadurch erschwert, dass
sich Zahlen von 1 (Anfang) bis 13 (Ende) und Buchstaben von A bis K in den Kreisen
befinden. Die Testperson soll immer abwechselnd eine Zahl und einen Buchstaben ab-
fahren, jeweils in aufsteigender Reihenfolge. Vor Beginn des Tests wird wieder ein Pro-
bedurchlauf mit den ersten acht Zahlen/Buchstaben gemacht und der Testleiter verge-
wissert sich, dass der Patient das Alphabet flissig beherrscht. Wie im TMT-A wird die
Zeit gemessen, die die Testperson benétigt um den Test zu beenden, nach drei Minuten
wird der Test vorzeitig beendet. Abbildung 3 zeigt den Versuchsaufbau des TMT-A
(Abb. 3a) und TMT-B (Abb. 3b).

a b

Abbildung 3: Trail-Making Test A und B

Beim TMT-A (a) sollen mdglichst schnell die Zahlen der Reihe nach ohne Absetzen des
Stiftes verbunden werden. Beim TMT-B (b) wird die Aufgabenstellung erschwert indem
abwechselnd eine Zahl und ein Buchstabe in aufsteigender Reihenfolge verbunden
werden mussen. Gemessen wird jeweils die Zeit, die bis zur Fertigstellung benotigt wird.
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Im Zahlen-Symbol-Test wird der Testperson ein Blatt vorgelegt, auf dem die Ziffern von
eins bis neun in Kastchen abgebildet sind. Unter jeder Ziffer ist in einem weiteren Kast-
chen ein Symbol abgebildet. Es folgen vier Reihen mit Ziffern, unter jeder Ziffer ist ein
leeres Kastchen. Die Aufgabe der Testperson ist es, nach einem kurzen Probedurch-
gang mit sieben Ziffern, in jedes Kastchen das der dariiberstehenden Ziffer entspre-
chende Symbol einzutragen. Hierzu hat die Testperson 90 Sekunden Zeit, gezéahlt wird
danach jedes richtig eingetragene Symbol, falsche Symbole gehen nicht in die Wertung
ein. Abbildung 4 zeigt den Testbogen fur den Zahlen-Symbol-Test.

Die individuellen Ergebnisse des TMT-A und TMT-B sowie des Zahlen-Symbol-Tests
wurden durch Z-Transformation umgewandelt. AnschlieBend wurde aus den z-
transformierten Rohdaten jeweils fur die Patientengruppe sowie flr die Probandengrup-
pe der Mittelwert der Ergebnisse berechnet, um den Composite-Score zu ermitteln.

JEEEHEBEHEE O
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BI2[5[1192[83[71A6]5[0/A8 13 712[6 1[5/4[6]3[7]
o[2[8]117]9[41618[5]9[7]1[8[5[2[9[4[8]6]3[7]9]8[6

Abb. 4: Der Zahlensymboltest

Die Teilnehmer sind aufgefordert, nach einem kurzen Probedurchgang (bis zu dem di-
cken Balken), innerhalb von 90 Sekunden unter mdglichst viele der Zahlen das zugeho-
rige Symbol einzutragen. Gezahlt wird die Anzahl der richtig eingetragenen Symbole
nach Ablauf der Zeit.
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2.3 MR-Spektroskopie (MRS)

2.3.1 'H-MRS-Messungen

Samtliche MRS Untersuchungen wurden an einem 3 Tesla Ganzkérper MR-Gerat (Gy-
roscan Achieva 3.0 T, Philips Healthcare, Best, Niederlande) mit einer Sende-
/Empfangs-Quadratur Kopfspule (Durchmesser 28 cm, Lange 23 cm) durchgefiihrt. Be-
wegungsartefakte durch die Patienten wurden durch Schaumstoffblécke an beiden Sei-
ten des Kopfes und durch eine Stirnfixation mittels Klettstreifen minimiert.

Zunachst wurden Bildgebungsserien (eine sagittale 3D Turbo-Field Echo Sequenz und
ein transversales T2 Turbo-Spin-Echo) durchgefihrt, um die Platzierung der VOI (Volu-
mes of Interest) anhand der anatomischen Strukturen zu ermdglichen: Hieraus wurde
durch Reformatierung noch eine coronare Darstellung erstellt, um Planungsaufnahmen
in allen drei Ebenen zu erhalten. Das erste VOI mit einer Ausdehnung von 25 mm ent-
lang der sagittalen Achse, 20 mm entlang der transversalen Achse und 16 mm entlang
der longitudinalen Achse (entsprechend 8 cm3) wurde im dorsolateralen Bereich des
linken Lobus frontalis, vor dem Sulcus precentralis platziert. Das zweite VOI wurde in
den anterioren Bereich des Gyrus Cinguli anterior gelegt, so dass die vordere untere
Ecke des VOI direkt tber der Vorderkante des Corpus Callosum lag, die untere Kante
tangential zur oberen Begrenzung des Balkens war und die seitliche Begrenzung paral-
lel zum Hemispharenspalt lag. Dieses VOI hatte eine Groé3e von 6 cm3 mit 25 mm Kan-
tenlange entlang der sagittalen Achse, 20 mm entlang der longitudinalen Achse und 12
mm entlang der transversalen Achse. Die Ausdehnung dieses zweiten Voxels wurde
bewusst auf die linke Hemisphare beschréankt, um Spektrallinienverbreiterungen, die
durch Miteinbeziehung des Hemisphérenspaltes entstehen wirden, zu verringern. Die
Breite entlang der transversalen Achse konnte nicht grof3er gewahlt werden, da es sonst
zu Uberlappungen mit dem ersten Voxel im prafrontalen Kortex gekommen wére.

Die GrofRe der Voxel wurde so klein wie mdglich gehalten, um eine gute Qualitat der
Spektren zu gewahrleisten und mdglichst nur das Hirnparenchym der Zielregion einzu-
schlieBen. Jedoch konnte die Voxelgré3e aufgrund der héheren Anzahl an Signalmitt-
lungen, die bei kleineren Voxeln benétigt werden, und somit zu einer langeren Aufnah-
mezeit fihren, nicht zu gering gewahlt werden, da die Untersuchung die praktisch durch-

fuhrbare Dauer dann Uberschritten hatte. Abbildung 5 zeigt die Lokalisation und Aus-
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dehnung der beiden Voxel. Nach der Auswahl der geeigneten Voxel wurde im Messare-
al eine sogenannte automatisierte "Shimming-Prozedur" durchgefihrt. Hierbei werden in
zusatzlichen Gradientenspulen Korrekturfelder erzeugt, die das Magnetfeld der Haupt-

spule so uUberlagern, dass sie es in dieser Region noch weiter homogenisieren.

Abb. 5: Positionierung der *H-MRS Voxel im anterioren Gyrus Cinguli (a) und im
linken prafrontalen Kortex (b) Die Abbildung zeigt die Positionierung der beiden Voxel
(gelbe Kastchen) in allen drei Ebenen, einmal im anterioren Gyrus Cinguli (a) und ein-
mal im linken préafrontalen Kortex (b)

Die Volumenselektion erfolgte durch eine 90°-180°-180° Doppelecho-Anregung
(PRESS) (Luyten et al., 1990). Die Spektren wurden mit 1024 Datenpunkten und einer
Gesamtbandbreite von 2kHz akquiriert (entspricht einer Frequenzauflésung von 2 Hz).

Zunachst wurden wasserunterdriickte Spektren mit einer Echozeit (TE) von 140 ms und
einer Repetitionszeit (TR) von 2000 ms aufgenommen. Hieraus wurden spater die relati-

ven Metabolitenquotienten von NAA, Cho und Cr bestimmt. Diese Datenakquisitionen
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wurden im dorsolateralen prafrontalen Cortex mit 96 Signalmittlungen und im Gyrus
Cinguli anterior mit 128 Signalmittlungen durchgefiihrt. Um auch die Metaboliten mit ei-
ner sehr kurzen T2-Relaxationszeit (Glx, Myo-Inositol) bestimmen zu kénnen, wurden
zusatzlich Messungen mit einer kurzen Echozeit von 30 ms durchgefihrt. Auch diese
Spektren wurden wasserunterdriickt und mit TR 2000 ms und 96/128 Signalmittlungen
aufgenommen.

Fur die Absolutquantifizierung von NAA, mit dem Wassersignal aus dem Hirnparenchym
des Untersuchungsvolumens als internem Referenzwert, wurden Aufnahmen bei TE 80
ms und TR 4000 ms mit 32 Signalmittlungen gemacht. Die langere Repetitionszeit wur-
de gewahlt, um mogliche Einflisse der unterschiedlichen T1-Relaxationszeiten der Me-
taboliten weitestgehend zu eliminieren. Zunachst wurde ein nicht-wasserunterdrtickter
Referenzdatensatz aufgenommen, im direkten Anschluss folgte die Akquisition des
wasserunterdriickten Spektrums.

Die Relaxationszeiten der Metaboliten bei 3 Tesla im prafrontalen Kortex und im ACC,
die fur die Extrapolation zu TE 0 und TE « benotigt wurden, haben wir aus Daten be-
rechnet, die bereits in vorherigen Studien erhoben wurden (Traber et al., 2004). Als T2
Wert fur [NAA+NAAG] verwendeten wir im prafrontalen Kortex 279 ms, im ACC 254 ms.
Desweiteren gingen wir davon aus, dass die Relaxationszeiten der Acetylkomponenten
von NAA und NAAG keinen signifikanten Unterschied aufweisen (Edden et al., 2007).
Um die fir die Absolutquantifizierung bendtigten relativen Volumenanteile von Wasser
im Hirngewebe und im Liquor getrennt voneinander bestimmen zu kénnen, wurde noch
eine spektroskopische Relaxometriesequenz ohne Wasserunterdriickung durchgefihrt.
Die Repetitionszeit betrug 6000 ms (mit dem Ziel, T1-Effekte zu minimieren), die
Echozeiten betrugen 35, 60, 100, 140, 280, 500 und 800 ms mit je 4 Signalmittlungen.
Bei funf Personen wurde aul3erdem eine nicht-wasserunterdriickte Inversion-Recovery-
Serie  mit unterschiedlichen Inversionszeiten (Tl) aufgenommen, um die T1-
Relaxationszeiten von Wasser im frontalen Hirngewebe zu bestimmen.

Nach der Akquisition der kompletten Daten aus jedem der beiden Hirnareale wurde eine
weitere transversale Turbo-Spin-Echo Aufnahme durchgefuhrt. Diese diente als Lage-
kontrolle, um Spektren, bei denen sich die untersuchte Person bewegt hatte, auszu-
schlie3en, beziehungsweise um die Positionierung des VOI vor Beginn der nachsten

Aufnahmen noch einmal korrigieren zu kdnnen.



35

Aufgrund von Patientenbewegungen mussten die Datensatze des prafrontalen Kortex in
zwei Fallen verworfen werden, hieraus resultiert die differierende Anzahl der Datensétze

zwischen den beiden untersuchten Hirnregionen.

2.3.2 Post-Prozessierung

Fur die Postprozessierung wurde das MRUI-Software-Paket (Naressi et al., 2001b;
Vanhamme et al., 1997) verwendet. Zunachst wurde eine halbautomatische Vorprozes-
sierung der Daten vorgenommen: Es wurde eine Lorentz-Gauss-Filterung angewendet,
wodurch das Signal-Rausch-Verhaltnis verbessert wird (Gauss-Filter mit positivem Ex-
ponenten) und die Linienbreiten verschmalert werden (Lorentz-Filter mit negativem EXx-
ponenten), um die Trennung von NAA und NAAG zu optimieren.

Desweiteren wurde eine zuséatzliche Unterdriickung des residuellen Wassersignals vor-
genommen.

Die Datensatze wurden in der Zeitdomane durch ein sogenanntes ,zero-filling“ auf 4096
Datenpunkte mit dem Wert O erganzt, was einer geglatteten Interpolation der Messpunk-
te in der Frequenzdomane entspricht.

Danach erfolgte die benutzerunabhangige Quantifizierung mittels des AMARES-
Algorithmus des MRUI-Software-Pakets. Dieses Programm passt die Signale in der
Zeitdomane an und wandelt sie spater durch Fourier-Transformation in ein Frequenz-

spektrum um.

2.3.3 Absolutquantifizierung

Da die Peakintegrale zunachst nur Informationen tber die relativen Metabolitenkonzent-
rationen des untersuchten VOI beinhalten, ist es fur die Absolutquantifizierung notwen-
dig, eine Referenzsubstanz zu haben, deren Konzentration im VOI bekannt ist. Bei un-
seren Messungen stellt das Wassersignal aus dem Hirnparenchym diese interne Refe-
renz dar. Da sich bei in vivo-Messungen von unserer Voxelgrof3e, trotz der Bemihungen
den Liquoranteil moglichst gering zu halten, immer auch Liquor im gemessenen Volu-
men befindet, ist es zunachst einmal notwendig, das Wassersignal des Hirnparenchyms
vom Wassersignal des Liquors zu trennen. Man weil3, dass das Hirnparenchym (lber
graue und weil3e Substanz gemittelt) etwa 72 % Wasser enthalt (Kreis, 1993), was einer

Konzentration von 40 mol pro Liter Hirngewebe entspricht. Da der Wasseranteil im Hirn-
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gewebe eine sehr viel kiirzere T2-Relaxationszeit hat als das Wasser im Liquor (ca 65
msec gegenuber 500 ms) ist es mdoglich, uUber die durchgefihrte T2-
Relaxometriesequenz und eine biexponentielle ,least-squares-Anpassung®, zu bestim-
men wie das Volumenverhaltnis von Hirngewebe zu Liquor in der Probe ist. Mit diesen
Informationen lasst sich wiederum, unter der Annahme dass NAA ausschlie3lich im
Hirngewebe vorkommt, aus dem Spektrum bei TE 80 ms die Absolutkonzentration von
NAA berechnen.

TR [ms] 2000 2000 4000 6000

TE [ms] 30 140 80 35/60/100/140/280/500/800
WS WS us us

[NAA'+ NAAG?] X

INAAG] X

[NAA] X

NAAG / NAA X

[Cho’] X

[(P)Cr’] X

[MP°] X

GIx® / (P)Cr X

GIn” / (P)Cr X

T2 (H,0) und % CSF im X

MRS-Voxel

Tab. 4: Zur Metabolitenquantifizierung verwendete *H-MRS-Sequenzen
N-Acetylaspartat, °N-Acetylaspartylglutamat, *Cholin-Verbindungen, “Gesamt-Krea-
tin, °Myoinositol, °Glutamat/Glutamin/GABA-CH2, ’‘Glutamin (ws=wasserunter-
driickt, us=nicht wasserunterdrickt)

Da die Peaks von Cho und (P)Cr zu nah am Wasserpeak liegen, wurde darauf verzich-
tet, die Absolutkonzentrationen dieser beiden Metaboliten direkt aus dem TE 80 ms
Spektrum in Bezug auf das interne Wassersignal zu berechnen, stattdessen wurden die
Konzentrationen von Cho und (P)Cr anhand der Spektren bei TE 140 ms im Verhéltnis
zu NAA berechnet. Dies war moglich, weil wir Uber wiederholte anatomische Kon-
trollaufnahmen eine Bewegung der Patienten und Probanden wahrend der Untersu-
chung weitestgehend ausgeschlossen haben, und so davon ausgehen kdnnen, dass die

Position der VOI wahrend der gesamten Untersuchung gleichbleibend war. Myo-Inositol
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(MI) wurde ebenfalls im Vergleich zu NAA berechnet, jedoch bei TE 30 ms. Hierbei wur-
de eine T2 Relaxationszeit von 75 ms bei der Extrapolation von TE 30 ms zu TE 0 ver-
wendet. Die Metaboliten-Quotienten GIx/(P)Cr und GIn/(P)Cr wurden aus den Spektren
mit TE 30 ms ermittelt, wobei GIx als Summe der Uuberlappenden Gluta-
mat/Glutamin/GABA-CH, Komponenten in Frequenzbereich 2,1-2,4 ppm definiert wur-
de, der Wert fur Glutamin wurde vom Resonanzsignal des 4CH; bei 2,47 ppm abgelei-
tet. Tabelle 4 zeigt die *H-MRS Sequenzen aus denen die Metabolitenkonzentrationen

und —quotienten berechnet wurden.

2.3.4 Trennung von NAA und NAAG

Auch bei 3 Tesla gelingt es nicht, fir NAA und NAAG zwei voneinander getrennte Peaks
zu erhalten, allerdings ist der wesentlich kleinere NAAG-Peak, der unter dem NAA-Peak
liegt, deutlich besser als kleine Erhebung im linken abfallenden Schenkel des NAA-
Peaks abzugrenzen. Der Abstand zwischen den beiden Peaks betragt etwa 4,6 Hz,
deshalb ist es fur die Trennung dieser beiden Substanzen wichtig, dass die Linien so
schmal wie mdglich sind und sich dadurch weniger Uberlappen. Dies wurde durch die
Wahl der VoxelgroRen und die durchgefuhrten Nachbearbeitungsschritte der Datensétze
gewahrleistet. Die mittlere Linienbreite der NAA-Methyl-Resonanz betrug (nach Apodi-
sierung) bei TE 140 ms im prafrontalen Voxel 4,4 Hz und im ACC 4,2 Hz. Der Fre-
guenzabstand von 4,6 Hz wurde als fester Wert im AMARES-Programm eingefugt und
die Linienbreite beider Komponenten wurde gleich gehalten (Siehe Abbildung 6).

Um die Zuverlassigkeit der Ergebnisse zu optimieren, wurden nur die Spektren fir die
weitere Evaluation verwendet, deren NAA-Linienbreite weniger als 6 Hz betrug und bei
denen die NAAG-Komponente von AMARES mit einer Genauigkeit besser als 50 %
(Cramer-Rao lower bounds CRLB) ,gefitted” wurde. Aufgrund dieser Kriterien mussten
die gesamten Daten eines Patienten sowie die Daten des ACC eines Probanden ver-
nachlassigt werden. NAAG konnte in beiden Zielregionen mit einem durchschnittlichen
CRLB von 13 % ermittelt werden, fur NAA lag der CRLB Wert in allen Fallen unter 2,5 %
(im Mittel 1,4 %), so dass die Genauigkeit des NAAG/NAA Quotienten fast ganzlich
durch die CRLB-Werte der NAAG-Anpassung definiert ist.

Die angewandte Quantifizierungsmethode zur getrennten Messung von NAA und NAAG

wurde ebenfalls in Phantomexperimenten mit Lésungen auf Wasserbasis getestet. Die
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Testlosungen enthielten 3 mmol/l NAAG und 25 mmol/l NAA. Wéhrend die T1 Werte der
Phantomldésungen den in-vivo Werten glichen (Traber et al., 2004), waren die gemesse-
nen T2 Relaxationszeiten wesentlich langer (> 750 ms fur NAA und NAAG). Die gemes-
senen NAAG/NAA Quotienten entsprachen bei allen TE (30/80/140) dem tatsachlichen
Quotienten von 0,12 (mit Abweichungen von bis zu 7 %). CRLB von NAAG war 3,2 %
und 0,5 % von NAA bei TE 140 ms, dieser Wert stieg auch nicht an, nachdem die Li-
nienbreiten durch Gauss’sche Verbreiterung den in-vivo Linienbreiten angepasst worden
waren (Siehe Abbildung 7b).

NAAG wurde aus den wasserunterdriickten Datensatzen mit TE 140 ms und TE 80 ms
bestimmt. Aus den Akquisitionen bei TE 30 ms lasst sich die Konzentration von NAAG
nicht korrekt bestimmen, da bei dieser kurzen Echozeit die GIx- Signale, die in etwa bei
derselben Frequenz (2,0 — 2,14 ppm) liegen, noch zu stark sind und ca. 10 % der Ge-
samtintensitat von NAA+NAAG ausmachen, wie Matrix-Dichte Berechnungen mit Hilfe
des NMR-SCOPE Moduls des MRUI-Software Pakets zeigten (Naressi et al., 2001a).
Bei den gewahlten, langeren TE wurde diese Signaltuberlappung in der NAAG-Position,
aufgrund von Phasenverschiebung des gekoppelten Glutamat/Glutamin Spins, mit unter
3 % angegeben, die kirzere T2 Relaxationszeit dieser Komponenten reduziert diesen
Signalanteil noch ein bisschen weiter. Diese Berechnungen wurden durch Phantom-
Experimente bestatigt, in denen Testlosungen verwendet wurden, die zwar im Vergleich
zum Hirngewebe etwa doppelt so hohe Konzentrationen an NAA, Glutamat und Gluta-
min aufwiesen, deren Konzentrationsverhaltnisse jedoch mit 1:0,75:0,3 den in-vivo Kon-
zentrationsverhaltnissen des menschlichen Gehirns sehr eng angenéahert waren (Rati-
ney et al., 2005). Bei TE 30 ms betragt die GIx-Komponente bei 2,08 ppm 16 % der
Peak-Flache im Vergleich zu NAA und hat auch bei der NAAG-Frequenz von 2,04 ppm
noch ein betrachtliches Restsignal. Bei TE 80 ms betragt dieses Glx-Restsignal bei 2,05
ppm nur noch 3 % der NAA-Signalintensitat und bei TE 140 ms ist es nicht mehr mess-
bar (Siehe Abbildung 7a).

Die Absolutquantifizierung von NAAG wurde Uber das bei TE 140 ms gemessene Ver-
haltnis NAAG/NAA ebenso wie die von Cho und (P)Cr in Bezug auf den absoluten Wert
von NAA berechnet, da auch bei TE 80 ms das darunterliegende GIx-Signal das Spekt-

rum noch beeinflusst.
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Abb. 6: Beispiele der akquirierten 1H-MRS Spektren bei TE=140ms

a) Spektrum aus dem anterioren Gyrus cinguli eines Patienten. Oben abgebildet ist das
unbearbeitete Spektrum, in der Mitte die individuellen Komponenten, die berechnet wur-
den: Cholin (Cho), (Phospho)-Kreatinin ((P)Cr), N-Acetylaspartylglutamat (NAAG) und
N-Acetylaspartat (NAA) und unten das Restsignal. Die Positionen von NAAG (2,04 ppm)
und NAA (2,01 ppm) sind mit den gestrichelten bzw. gepunkteten Linien dargestellt. Die
Linienbreite von NAAG und NAA betrug 3,8 Hz und das Verhaltnis von NAAG zu NAA,
welches Uber das AMARES Programm berechnet wurde betrug 0,15. Die ,Fitting-
Genauigkeit® (CRLB) lag fur NAAG bei 8 %, fir NAA bei 1,3 %.

b) Der ACC einer gesunden Kontrollperson. Hier lag die Linienbreite fir NAAG und NAA
bei 3,4 Hz, das Verhaltnis NAAG/NAA betrug 0,08.

c) Der linke prafrontale Kortex eines Patienten mit einer Linienbreite von 4,7 Hz fir
NAAG und NAA und einem Verhaltnis NAAG/NAA von 0,14.
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Abbildung 7: *H-MRS Spektren zweier Phantomlésungen

Spektren von Phantomlésungen, die zur Testung der angewandten Quantifizierungsme-
thode verwendet wurden:

a) Phantomlésung bestehend aus N-Acetylaspartat (2.5 mmol/l), Glutamat (19 mmol/l)
und Glutamin (8 mmol/l). Bei TE=140 ms (obere Reihe) sind an der N-
Acetylaspartylglutamat-Position (Pfeil) keine Signale von Glutamat (Glu) oder Glutamin
(GIn) zu erkennen, bei kirzeren Echozeiten hingegen sind die Spektrallinientuberlap-
pungen mit diesen Komponenten bedeutend.

b) Phantomlésung bestehend aus N-Acetylaspartat (25 mmol/l) und N-
Acetylaspartylglutamat (3 mmol/l). Das Originalspektrum (obere Reihe) wurde durch
Gauss’sche Linienverbreiterung um 5 Hz den in-vivo Bedingungen angepasst, dadurch
wurden die Linien von 2,1 Hz auf 3,5 Hz (mittlere Reihe) verbreitert. In der unteren Rei-
he ist zu erkennen, dass das in der Phantomlésung bestehende Verhaltnis NAAG/NAA
von 0,12 auch in dem verbreiterten Spektrum realistisch abgebildet ist.

2.4  Statistische Methoden

Die Zusammensetzung der Patienten- und Kontrollgruppe hinsichtlich der Geschlechter-
verteilung wurde mittels Chi-Quadrat-Test verglichen. Fur den Vergleich des Bildungs-
grades zwischen den beiden Gruppen verwendeten wir den Trendtest. Die Alterszu-
sammensetzung der beiden Gruppen wurde mit dem t-Test fur unverbundene Stichpro-

ben verglichen.
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Samtliche Metabolitenkonzentrationen und —quotienten wurden zwischen Patienten- und
Probandenkollektiv mit Students t-Test verglichen. Desweiteren untersuchten wir inner-
halb der Patientengruppe die Korrelation der Absolutkonzetrationen von NAA und NAAG
sowie des NAAG/NAA Quotienten mit den Ergebnissen der PANSS-Unterpunkte mit
Hilfe des Pearson Korrelations-Koeffizienten. Die Korrelation der Konzentrationen von
NAAG, NAA und NAAG/NAA mit den Ergebnissen der drei kognitiven composite-scores
wurde ebenfalls tber den Pearson Korrelations-Koeffizienten berechnet, diese Berech-
nungen wurden flr die Patieten- und die Kontrollgruppe getrennt durchgefihrt. Samtli-

che der genannten Analysen fihrten wir fir jede der beiden Zielregionen getrennt durch.



3. Ergebnisse

3.1 Statistische Auswertung
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Tabelle 5 liefert eine Ubersicht der Ergebnisse der neuropsychologischen Tests inner-

halb der Patientengruppe im Vergleich zu der Probandengruppe. Tabelle 6 zeigt eine

Aufstellung der Mittelwerte und Standardabweichungen der Absolutkonzentrationen von
NAA, NAAG, Cho, (P)Cr und MI sowie der NAAG/NAA, GIx/(P)Cr und GIn/(P)Cr Quoti-

enten sowohl in der Patienten- als auch in der Probandengruppe.

Patienten Kontrollpersonen Differenz
(n=18) (n=20)

VLMT, immediate Recall _
(Durchgang 1-5) 50,1 (11,3) 61,9 (7,6) p=0,001
VLMT, delayed recall
(Durchgang 6) 9,3(3,2) 13,9(1,1) p<0,001
VLMT, Wiedererkennung _
(Durchgang 7) 11,8 (3,7) 14,1 (1,8) p=0,017
Zahlenspannentest 13,1 (4,3) 19,1 (2,9) p<0,001
Blockspannentest 13,5 (3,4) 17,9 (2,8) p<0,001
Buchstaben-Zahlen-Test 13,6 (4,2) 18,5(3,2) p<0,001
Zahlen-Symbol-Test 46,1 (13,8) 69,0 (7,1) p<0,001
Trail-Making-Test A 36,5 (19,6) 25,2 (10,4) p=0,032
Trail-Making-Test B 76,9 (42,6) 50,9 (17,6) p=0,018
Composite Score
Verbales Gedachtnis -0,66 (0,96) 0,56 (0,48) p<0,001
Composite Score

-0,67 47 1 1
Arbeitsgedachtnis 0,67 (0,86) 0,47/(0,61) p<0,00
Composite Score -0,54 (1,04) 0,46 (0,49) p<0,001

Aufmerksamkeit

Tab. 5: Neuropsychologische Testergebnisse

Die Tabelle zeigt die Mittelwerte und Standardabweichungen der Ergebnisse, die in den
einzelnen neuropsychologischen Tests von den Patienten bzw. Probanden erzielt wur-

den

VLMT: Verbaler Lern- und Merkfahigkeitstest
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Patienten Kontrollpersonen p-Wert
Anteriorer Gyrus Cinguli
NAA® + NAAG? [mmol/I] 11,42 (1,02) 11,83 (0,81) n.s.
NAAG [mmol/I] 1,36 (0,55) 1,05 (0,44) p=0,067
NAA [mmol/I] 10,16 (0,91) 10,77 (0,79) p=0,030
NAAG / NAA 0,14 (0,06) 0,10 (0,04) p=0,046
Cho® [mmol/I] 2,14 (0,27) 1,99 (0,21) n.s.
(P)Cr* [mmol/I] 9,73 (1,09) 9,47 (0,85) n.s.
MI> [mmol/1] 5,17 (0,71) 5,34 (0,60) n.s.
GIx®/ (P)Cr 2,11 (0,30) 2,06 (0,33) n.s.
GIn” / (P)Cr 0,28 (0,08) 0,25 (0,08) n.s.
Linker Prafrontaler Cortex
NAA + NAAG [mmol/I] 11,54 (0,53) 11,60 (0,88) n.s.
NAAG [mmol/I] 0,99 (0,33) 0,99 (0,49) n.s.
NAA [mmol/I] 10,58 (0,59) 10,64 (1,02) n.s.
NAAG / NAA 0,10 (0,05) 0,09 (0,05) n.s.
Cho [mmol/I] 1,96 (0,21) 1,87 (0,22) n.s.
(P)Cr [mmol/I] 9,05 (0,91) 8,98 (0,69) n.s.
MI [mmol/I] 4,96 (0,91) 5,10 (0,68) n.s.
Glx / (P)Cr 1,93 (0,23) 1,89 (0,25) n.s.
GlIn / (P)Cr 0,24 (0,06) 0,24 (0,05) n.s.

Tab. 6: 1H-MRS Messwerte

Die Tabelle zeigt Mittelwerte und Standardabweichungen der verschiedenen Metabo-
liten im anterioren Gyrus cinguli und im linken prafrontalen Kortex jeweils fur die Pati-
enten- und die Probandengruppe. Die statistischen Methoden sind im Text beschrie-
ben. Im anterioren Gyrus cinguli ist NAA in der Patientengruppe erniedrigt. Das Ver-
haltnis NAAG/NAA ist erhoht, die Absolutkonzentration von NAAG ist von der Ten-
denz her ebenfalls erhoht.

IN-Acetylaspartat, °N-Acetylaspartylglutamat, *Cholin-Verbindungen, *Gesamtkreatin,
*Myoinositol, °Glutamat/Glutamin/GABA-CH2, 'Glutamin

3.2 Gyrus Cinguli Anterior
Im anterioren Gyrus cinguli der Patientengruppe war der Quotient von NAAG/NAA mit
einem Mittelwert von 0,14 (Standardabweichung: 0,06) signifikant erhdht (p=0,046) ge-

genuber der Probandengruppe, in der der Mittelwert bei 0,10 (Standardabweichung



44

0,04) lag. Dies ist in Abbildung 8a graphisch dargestellt. In der Patientengruppe malien
wir eine durchschnittliche NAAG-Konzentration von 1,36 mmol/l (Standardabweichung
0,55 mmol/l). Dies war im Vergleich zu der Probandengruppe, in der die durchschnittli-
che Konzentration von NAAG bei 1,05 mmol/l (Standardabweichung 0,44 mmol/l) lag,
von der Tendenz her erhéht (p=0,067). Desweiteren zeigte sich eine signifikante Verrin-
gerung (p=0,030) der Absolutkonzentration von NAA bei den an Schizophrenie erkrank-
ten Patienten (Mittelwert 10,16 mmol/l, Standardabweichung 0,91 mmol/l) im Vergleich
zu dem gesunden Kontrollkollektiv, in dem die NAA-Konzentration im Mittel beli
10,77mmol/l (Standardabweichung 0,79 mmol/l) lag. Abbildung 8b zeigt diese Verringe-

rung graphisch auf.

25

12,00
20

157
10,00

10

8,00

NAAGINAA Gyrus Cinguli anterior

05

NAA (mmolll) Gyrus Cinguli anterior

00 6,00

T T T T
Kaortrolle Patient Hontrolle Patient

Gruppe Gruppe

Abb. 8: MR-Messwerte im Gyrus cinguli anterior bei Patienten und Probanden

a) Der Quotient NAAG/NAA st in der Kontrollgruppe (n=20, Mittelwert=0,10, Stan-
dardabweichung=0,04) signifikant niedriger als in der Patientengruppe (n=19, Mittel-
wert=0,14, Standardabweichung=0,06) (p=0,046)

b) Die Absolutkonzentration von NAA (mmol/l) ist in der Patientengruppe (n=19, Mittel-
wert=10,16, Standardabweichung=0,91) signifkant niegdriger als in der Kontrollgruppe
(n=20, Mittelwert=10,77, Standardabweichung=0,79) (p=0,030)

Die abweichende Fallzahl ergibt sich, da ein Datensatz innerhalb der Probandengruppe
nicht verwertbar war.
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Die Gesamtkonzentration von NAAG+NAA unterschied sich von Patientengruppe zu
Probandengruppe nicht signifikant. Die Konzentrationen der Cholinverbindungen, des
Gesamtkreatins und Phosphokreatins sowie des Myoinositols zeigten keine signifikanten
Unterschiede zwischen Probanden- und Patientenkollektiv. Auch bei den Quotienten
GIx/(P)Cr und GIn/(P)Cr fanden wir keine signifikanten Unterschiede zwischen schizo-
phreniekranken Patienten und gesunden Kontrollpersonen.

Die Absolutkonzentrationen von NAAG und NAA korrelierten innerhalb der Patienten-
gruppe weder mit einer der drei Untereinheiten des PANSS noch mit dem Gesamtwert
des PANSS-Interviews. Auch der Quotient NAAG/NAA korrelierte weder mit einer der
PANSS-Untereinheiten noch mit dem PANSS-Totalwert.

Bezuglich der Korrelation der neuropsychologischen Tests mit den gemessenen Meta-
bolitenkonzentrationen und —quotienten zeigte sich innerhalb der Patientengruppe eine
positive Korrelation des Aufmerksamkeits ,composite scores” mit der NAA-

Konzentration (r=0,64; p=0,005). Diese Korrelation ist in Abbildung 9 gezeigt.

12,00

11,00

10,00

9,00

NAA [mMol/l Hirngewebe] anteriorer Gyrus Cinguli

o
T T
-3,00 2,00 1,00 ao 1,00

§,00 T T
"Composite Score' Aufmerksamkeit

Abb. 9: Korrelation der NAA-Konzentration mit dem ,,composite Score” fiir Auf-
merksamkeit innerhalb der Patientengruppe

Die Abbildung zeigt die positive Korrelation zwischen der Konzentration von N-
Acetylaspartat im anterioren Gyrus cinguli im Verhéltnis zur Leistung in den neuropsy-
chologischen Tests, die die Aufmerksamkeit beurteilen.

Die geringere Fallzahl ergibt sich daraus, dass einige Messungen nicht verwertbar wa-
ren.
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Innerhalb des Kontrollkollektives konnte diese Korrelation nicht nachgewiesen werden.
Weder in der Patientengruppe noch in der Probandengruppe korrelierten die Absolut-
konzentration von NAAG oder der NAAG/ NAA Quotient mit dem ,composite score® fur
Aufmerksamkeit. Auch die ,composite scores® fur Arbeitsgedachtnis und verbales Ge-
dachtnis korrelierten weder in der Patienten- noch in der Kontrollgruppe mit den gemes-
senen Werten fur NAAG, NAA oder den Quotienten NAAG/NAA.

3.3 Préafrontaler Kortex

Im Prafrontalen Kortex zeigten sich keine signifikanten Unterschiede der NAAG-
Konzentration zwischen Patienten- und Probandengruppe. Auch die Konzentration von
NAA unterschied sich zwischen den beiden Gruppen nicht signifikant. Weder der Quoti-
ent NAAG/NAA noch die Summe der Konzentrationen von NAAG+NAA zeigten signifi-
kante Differenzen zwischen Probanden- und Patientenkollektiv. Bei den Absolutkonzent-
rationen von Cholin, (Phospho)Kreatin und Myoinositol stellten wir keine signifikanten
Gruppenunterschiede fest. Auch die Quotienten GIx/(P)Cr und GIn/(P)Cr unterschieden
sich nicht von der Patienten- zur Probandengruppe.

Hinsichtlich der Korrelationen der gemessenen Metabolitenkonzentrationen mit dem
Auspragungsgrad der Krankheitssymptome stellten wir innerhalb der Patientengruppe
eine signifikante, negative Korrelation zwischen der Absolutkonzentration von NAAG im
linken, prafrontalen Kortex und der Punktzahl fir Negativsymptome im PANSS-Interview
fest (r=-0,58; p=0,018). Desweiteren zeigte sich eine signifikante, negative Korrelation
zwischen dem PANSS-Gesamtergebnis und der Absolutkonzentration von NAAG im
linken prafrontalen Kortex (r=-0,50; p=0,049). Diese Korrelationen sind in Abbildung 10
dargestellt. Die NAAG-Konzentration korrelierte nicht mit den Positiv- oder Allgemein-
symptomen des PANSS. Die PANSS-Ergebnisse korrelierten weder mit dem Absolut-
wert fir NAA noch mit dem Quotienten NAAG/NAA.

Innerhalb der Patientengruppe korrelierte der ,composite score” flr verbales Gedachtnis
sowohl mit der NAAG-Konzentration (r=0,53; p=0,035) sowie mit dem Quotienten
NAAG/NAA (r=0,54; p=0,030) im préafrontalen Kortex (siehe Abbildung 11). Korrelatio-
nen zwischen anderen Bereichen der neuropsychologischen Tests und den gemesse-

nen Metabolitenkonzentrationen wiesen wir nicht nach.



47

a
o
1,50 ©
o

—_
[}
-]
@
= 1254
a
o
=
=
T
=
g 1007
E
A
:
=

75

[o] Q
50
(o]
T T T T T T T
8,00 10,00 12,00 14,00 16,00 18,00 20,00
PANSS Negativsymptome
Q
o
1,50
o

—_
[}
£
L
= 1254
L
o
=
=
I
=
2 1,001
E
s
:
=

75

50

0

T T T T T
30,00 40,00 50,00 60,00 70,00
PANSS Gesamtergebnis

Abb. 10: Korrelation der NAAG-Konzentration im dorsolateralen préafrontalen Kor-
tex mit den Ergebnissen des PANSS

a) Negative Korrelation der NAAG-Konzentration im dorsolateralen prafrontalen Kortex
der Patienten und der Negativsymptome im PANSS.

b) Negative Korrelation der NAAG-Konzentration im dorsolateralen prafrontalen Kortex
der Patienten und des PANSS-Gesamtergebnisses.

Die abweichende Anzahl der Messpunkte ergibt sich daraus, dass bei einigen Patienten
einzelne Messungen nicht verwertbar waren.
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Abb. 11: Korrelationen der MRS-Messwerte im dorsolateralen prafrontalen Kortex
mit den Ergebnissen der neuropsychologischen Tests

a) Positive Korrelation der NAAG-Konzentration im dorsolateralen prafrontalen Kortex
mit dem ,composite score® flr verbales Gedachtnis innerhalb der Patientengruppe.

b) Positive Korrelation des Quotienten NAAG/NAA im dorsolateralen prafrontalen Kortex
mit dem ,composite score” fur verbales Gedachtnis innerhalb der Patientengruppe.

Die abweichende Anzahl der Messpunkte ergibt sich daraus, dass bei einigen Patienten
einzelne Messungen nicht verwertbar waren.
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4. Diskussion

Die Bestimmung der cerebralen NAAG-Konzentrationen bei Patienten die an Schizo-
phrenie erkrankt sind, erméglicht eine vertiefte Untersuchung der Pathomechanismen
dieser Erkrankung und der Bedeutung der glutamatergen Dysfunktion. Dies ist wiede-
rum wichtig, um potentielle Wirkmechanismen neuer Medikamente zu beurteilen, die
maoglicherweise neue Therapieoptionen in der Schizophrenie darstellen kdnnten (Zhou
et al., 2005). In dieser ersten Magnetresonanzspektroskopie-Studie zur Konzentration
von NAAG bei Schizophreniepatienten fanden wir ein erhdhtes Verhaltnis von NAAG zu
NAA und einen Trend zu einer erhbhten NAAG-Konzentration im Gyrus Cinguli Anterior
innerhalb der Patientengruppe. Im linken préafrontalen Kortex beobachteten wir eine ne-
gative Korrelation zwischen der NAAG-Konzentration und den Negativsymptomen des
PANSS und eine positive Korrelation der NAAG-Konzentration mit dem episodischen

Gedéachtnis der Patienten.

4.1 NAAG, GCP Il und mGIuR3

4.1.1 Funktion von mGIuR3, GCP Il und NAAG

Die metabotropen Glutamatrezeptoren sind an der prasynaptischen und postsynapti-
schen Membran sowie an Gliazellen lokalisiert und haben an jeder dieser Lokalisationen
spezifische Funktionen (Petralia et al., 1996). Neuronale mGIluR3-Rezeptoren modulie-
ren das Glutamat- und das GABA-System, welche beide eine Rolle in der Pathogenese
der Schizophrenie spielen (Neale et al., 2000). An der prasynaptischen Membran inhi-
biert die Aktivierung des mGIuR3 die Freisetzung von Glutamat und GABA in den sy-
naptischen Spalt, postsynaptische mGIuR3-Rezeptoren modulieren die Funktion des
NMDA und des GABA typ A (GABAA) Rezeptors (Neale et al., 2000). Die Aktivierung
des mGIuR3-Rezeptors an Astrozyten fihrt zur Bildung der neuroprotektiven Wachs-
tumsfaktoren ,transforming growth factor 3,“ und ,transforming growth factor 3,“ (Bruno
et al., 1998). Diese Proteine beeinflussen zum einen die glutamatergen Funktionen (Ku-
risaki et al., 2008), zum anderen modulieren sie die synaptische Plastizitdt (Fukushima

et al., 2007) und fordern das Aussprossen von Dendriten (Esquenazi et al., 2002). Des-
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weiteren nimmt die Aktivierung des astrozytischen mGIuR3-Rezeptors Einfluss auf die
Modulation der Mikrozirkulation im Gehirn (Baslow et al., 2005).

Im Prafrontalen Kortex ist die mGIluR3-vermittelte Verstarkung der Glutamatwirkung am
NMDA-Rezeptor vermutlich verantwortlich fur die Aufhebung der PCP-induzierten

Symptome durch mGIluR3-Agonisten (Homayoun et al., 2005; Olszewski et al., 2008).

4.1.2 NAAG, GCP Il und mGIuR3 bei Schizophrenie

Bisherige postmortem Studien zur Konzentration und Verteilung von NAAG im Zentral-
nervensystem von Schizophreniepatienten im Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen
liefern kontroverse Ergebnisse. Tsai et al untersuchten die NAAG-Konzentrationen in 8
verschiedenen Hirnregionen und (Tsai et al., 1995) fanden erhdohte NAAG-
Konzentrationen nur im Hippocampus von Schizophrenie-Patienten, nicht jedoch im
Frontallappen oder im Gyrus Cinguli. In derselben Studie stellten Tsai et al (Tsai et al.,
1995) eine erhohte NAAG-Konzetration im Prafrontalen Kortex von Kontrollpersonen
fest, die vor dem Tod neuroleptisch behandelt waren, allerdings nicht an Schizophrenie
erkrankt waren. Nudmamud et al (Nudmamud et al., 2003) berichteten hingegen Uber
ein signifikant erniedrigtes NAAG im Gyrus temporalis superior von Patienten. Sie fan-
den keine signifikanten Unterschiede der NAAG-Konzentrationen zwischen Patienten
und Kontrollpersonen im Frontallappen.

In aktuelleren post-mortem Studien wurde die Genexpression des mGIuR3 und des
NAAG-inaktivierenden Enzyms GCP Il untersucht. Guilarte et al. (Guilarte et al., 2008)
zeigten mittels quantitativer Autoradiographie eine regional verringerte Bindung des
verwendeten Radioligandens [1251]|DCIT an GCP Il. Diese Verringerung war im prafron-
talen Kortex sowie im entorhinalen Kortex des Hippocampus signifikant. Eine Studie von
Ghose et al. (Ghose et al., 2009b) zeigte hingegen eine erhdhte Expression des GCP i
Proteins und eine Reduktion des mGIuR3 im dorsolateralen prafrontalen Kortex. In einer
weiteren Studie untersuchten Ghose et al. (Ghose et al., 2009a) die Expression von
GCP Il und mGIuR3 im Hippocampus. Dabei stellten sie eine signifikante Verringerung
der Expression der GCPIl mRNA fest.

In Tierversuchen war die Inhibition der GCP Il durch den NAAG-Peptidase-Inhibitor
ZJ43 in der Lage, die durch Phencyclidin und Dizocilpin (MK-801) induzierten, Schizo-

phrenie-ahnlichen Symptome wie stereotype Bewegungsmuster und Defizite in der In-
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teraktion mit Artgenossen zu reduzieren (Olszewski et al., 2004; Olszewski et al., 2008;
Profaci et al., 2011; Takatsu et al., 2011). In einer randomisierten klinischen Studie mit
an Schizophrenie erkrankten Patienten konnten Patil et al. (Patil et al., 2007) zeigen,
dass der mGIuR2/3 Agonist LY404039 im Vergleich zu einem Placebo eine deutliche
antipsychotische Wirkung hat.

Ghose et al (Ghose et al., 2009b) schlagen ein Modell vor, das die komplexen Rollen
des mGIuR3-Rezeptors mit der Hypothese eines dysfunktionellen Glutamatsystems in
Zusammenhang stellt. An der postsynaptischen Membran wurde eine Verringerung der
MGIuR3 Rezeptorendichte durch den Verlust der signalverstarkenden Wirkung am
NMDA-Rezeptor zu einer Abschwéachung des glutamatergen Signals fuhren (Ghose et
al., 2009b). Eine verminderte Expression des mGluR3-Rezeptors an der Astrozyten-
membran wirde die Synthese des ,transforming growth factor “ verringern, was mit der
verringerten Grol3e der prafrontalen Neuronen und der reduzierten Dendritenverzwei-
gung assoziiert sein kénnte, die man bei Schizophreniepatienten beobachtet (Ghose et
al., 2009b). AuRRerdem konnte eine reduzierte Aktivierung des mGIuR3 Rezeptors zu
einer verminderten Ca®*-vermittelten Signalisierung und in der Folge zu der verminder-
ten lokalen Durchblutung im dorsolateralen prafrontalen Kortex von Schizophrenen fiih-
ren, die in zahlreichen Studien beschrieben wird (Ghose et al., 2009b; Hill et al., 2004).
Desweiteren fuhre eine erhéhte Expression der GCP Il an Gliazellen durch aktiven en-
zymatischen Abbau zu einer verringerten NAAG-Konzentration, die eine weitere Reduk-
tion der Aktivierung des mGIuR3-Rezeptors zur Folge habe (Ghose et al., 2009b).

In einer aktuellen Publikation wurde die Funktion von NAAG als Agonist am mGIuR3-
Rezeptor in Frage gestellt (Fricker et al., 2009). Die Autoren beobachteten keine direkte
Wirkung von NAAG auf den mGIuR3, berichteten aber Uber modulatorische Effekte von
NAAG auf die Antwort des mGIluR3-Rezeptors auf glutamaterge Stimulation. Die Ergeb-
nisse dieser Studie unterstreichen die Notwendigkeit detaillierterer Untersuchungen zum
Einfluss von NAAG auf das glutamaterge System.

Aufgrund der antipsychotischen Wirkung von mGIluR2/3-Antagonisten wie LY404039 bei
Menschen (Patil et al., 2007) und der in Tierversuchen gezeigten Verbesserung psycho-
tischer Symptome durch GCP IlI-Inhibitoren (Olszewski et al., 2004; Olszewski et al.,
2008) wird eine erniedrigte NAAG-Konzentration als pathophysiologisches Merkmal der
Schizophrenie diskutiert (Ghose et al., 2009b; Tsai, 2005).



52

Im Gegensatz dazu fanden wir in unserer aktuellen *H-MRS-Studie Hinweise fiir erh6hte
NAAG-Spiegel im Gehirn erkrankter Patienten.

Eine maogliche Erklarung fur diese Unterschiede ist, dass die Ursache fur die immer wie-
der diskutierte Hypoaktivitat des glutamatergen Systems nicht etwa in einer verringerten
NAAG-Konzentration, sondern in einer verringerten Expression des mGIuR3 (Ghose et
al., 2009b) zu sehen ist. Eine geringere Dichte der mGIluR3-Rezeptoren an der postsy-
naptischen Membran sowie an der Membran von Gliazellen hatte denselben Effekt wie
eine verringerte NAAG-Ausschuttung (Ghose et al., 2009b; Tsai, 2005). Aufgrund der
fehlenden negativen Rickkopplung an der prasynaptischen Membran kame es zu einem
Anstieg der NAAG-Sekretion in den synaptischen Spalt. Dieses erhohte NAAG kdnnte
jedoch keine verstarkte Wirkung entfalten, da zum einen die Rezeptordichte des
MGIuR3 den limitierenden Faktor fur die Glutamatwirkung am NMDA-Rezeptor darstellt
und zum anderen das NAAG im synaptischen Spalt schnell wieder durch die vermehrt

exprimierte GCP Il inaktiviert wirde.

4.1.3 Mdogliche Beeinflussung der Ergebnisse durch Medikamente

Ein Faktor, der bei der Interpretation der Ergebnisse unserer und anderer klinischer und
postmortem-Studien bericksichtigt werden muss, ist die antipsychotische Medikation
der Patienten. Eine aktuelle Untersuchung an menschlichen Neuroblastom-Zellen weist
darauf hin, dass eine medikamentose antipsychotische Therapie moglicherweise die
Konzentration von NAAG erhdht (Arun et al., 2008). Dies kdnnte bedeuten, dass die er-
hohten NAAG-Konzentrationen, die post-mortem im Hirngewebe von Schizophreniepati-
enten nachgewiesen wurden (Tsai et al., 1995), ein Resultat der antipsychotischen Me-
dikation sind. Tsai et al untersuchten in ihrer postmortem-Studie zur NAAG-
Konzentration bei Schizophreniepatienten neben einer Patientengruppe und einer Kon-
trollgruppe auch noch eine Gruppe von neuroleptisch behandelten Kontrollpersonen
(Tsai et al., 1995). Interessanterweise war im Prafrontalen Kortex von neuroleptisch be-
handelten Kontrollpersonen die NAAG-Konzentration signifikant erhoht, nicht jedoch die
von therapierten Patienten (Tsai et al., 1995). Die Wirkung von Neuroleptika auf die
NAAG-Konzentration liefert auch eine mogliche Erklarung fir die in dieser Studie beo-

bachteten erhohten NAAG-Konzentrationen im Patientenkollektiv, da alle Patienten eine
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neuroleptische Dauertherapie erhielten und keine ausgepragte Positivsymptomatik auf-
wiesen. Dies wirde die Hypothese unterstiitzen, dass die Erhéhung von NAAG einen
potentiellen Therapieansatz in der Behandlung der Schizophrenie darstellt, wie es be-
reits in Tierversuchen und klinischen Studien impliziert wurde (Olszewski et al., 2004;
Olszewski et al., 2008; Patil et al., 2007).

4.1.4 Korrelation von NAAG mit Neuropsychologischen Tests

Im dorsolateralen prafrontalen Kortex fanden wir eine signifikante inverse Korrelation
zwischen dem Gesamtergebnis des PANSS sowie des PANSS Subscores fur Nega-
tivsymptome und der Konzentration von NAAG. Diese Ergebnisse passen zu der Hypo-
these, dass eine Erhdhung der NAAG-Konzentration bei Schizophreniepatienten mit
einer Verbesserung der Symptome assoziiert ist. Die positive Korrelation zwischen
NAAG-Konzentration und den erzielten Ergebnisse bei den Aufgaben die das episodi-
sche Gedachtnis beanspruchen spricht ebenfalls dafir, dass sich eine héhere NAAG-

Konzentration positiv auf die Symptomatik von Schizophrenen auswirkt.

42 NAA

4.2.1 Vergleich unserer NAA-Ergebnisse mit den Ergebnissen anderen Studien

NAA war im anterioren Gyrus Cinguli der Patientengruppe erniedrigt. Diese Beobach-
tung steht im Einklang mit vielen, wenn auch nicht allen *H-MRS-Studien, die eine Re-
duktion des kombinierten NAA+NAAG Peaks beschreiben, der haufig stellvertretend fir
NAA allein betrachtet wird (Deicken et al., 1997; Jessen et al., 2006; Steen et al., 2005).
Die Ergebnisse aus mehreren Studien, die ein reduziertes NAA ( bzw NAA+NAAG) im
Frontal-lappen beschreiben, kénnen wir nicht bestatigen. Steen et al. (Steen et al.,
2005) fiihrten eine Metaanalyse durch, in der sie die Ergebnisse von 27 'H-MRS-
Studien verglichen, in denen die graue Substanz des Frontallappens untersucht wurde.
Insgesamt kamen sie zu dem Ergebnis, dass die NAA- (bzw NAA+NAAG) Konzentration
im Frontallappen von Schizophreniepatienten erniedrigt sei, obwohl einige individuelle
Studien (Bertolino et al., 1996; Bertolino et al., 1998a; Bertolino et al.,, 1998b) keinen
signifikanten Unterschied zwischen Patientengruppe und Kontrollkollektiv feststellten.
Diese Unterschiede mdgen zum Teil dadurch bedingt sein, dass die untersuchten Stu-
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dien sich nicht nur in der Anzahl der untersuchten Probanden, sondern auch in Aspek-
ten wie Feldstarke, Platzierung der Voxel, und Ausschlusskriterien flr Patienten unter-

schieden.

4.2.2 NAA und Kognition

Die NAA-Konzentration im anterioren Gyrus cinguli korrelierte innerhalb der Patienten-
gruppe mit der Aufmerksamkeitsleistung. Da NAA als Marker fur die Funktionalitat neu-
ronaler Mitochondrien sowie auch allgemeiner neuronaler Funktionsfahigkeit angesehen
wird, steht diese Korrelation von NAA und Aufmerksamkeitsleistung im Einklang mit Be-
richten Uber die entscheidende Rolle, die der anteriore Gyrus Cinguli bei der Modulation
von Aufmerksamkeitsprozessen bei schizophreniekranken Personen spielt (Camchong
et al., 2008; Wang et al., 2005).

4.3 NAA und NAAG

Ein wichtiger Aspekt, der bei der Interpretation unserer Ergebnisse im Vergleich zu der
groRen Anzahl an bisherigen *H-MRS-Studien zu beriicksichtigen ist, ist die Tatsache,
dass in unserer Studie NAA und NAAG-Konzentrationen getrennt voneinander ermittelt
wurden. In bisherigen *H-MRS-Studien bei Schizophrenen wurde nur der kombinierte
NAA+NAAG-Peak gemessen, der Anteil den NAAG ausmacht, wurde vernachlassigt.

In unserer Studie stellten wir zum einen eine gegensinnige Veranderung der NAAG und
NAA Konzentrationen bei Patienten im Vergleich zu Kontrollpersonen fest, zum anderen
ermittelten wir einen signifikanten Unterschied des Verhéaltnisses von NAAG/NAA zwi-
schen Schizophreniepatienten und gesunden Probanden. Diese Veranderungen von
NAAG, als Komponente der glutamatergen Neurotransmission, und NAA, einem Stoff
der nicht auf die neuronale Signaltransmission einwirkt, maskieren sich moglicherweise
gegenseitig, was zu falschen Schlussfolgerungen, was die Rolle von beiden individuel-
len Stoffen im Zusammenhang mit Schizophrenie betrifft, flihren konnte. Diese potentiel-

le Fehlerquelle trifft auch auf *H-MRS-Studien zu, die andere Krankheiten betreffen.
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4.4  Glutamat und Glutamin

Wir stellten in unserer Studie weder im Gyrus Cinguli anterior noch im dorsolateralen
prafrontalen Kortex Unterschiede der Metabolitenquotienten, die Glutamat oder Gluta-
min enthalten, fest.

In einigen Studien wird berichtet, dass die Glutamatkonzentration in verschiedenen
Hirnarealen von Schizophreniekranken erniedrigt sei (Bustillo et al., 2010; Tayoshi et al.,
2009; Theberge et al., 2003) andere Untersucher wiederum fanden erhéhte Glutamat-
konzentrationen (Olbrich et al., 2008) oder aber keine Unterschiede zu Kontrollgruppen
(Shirayama et al.). Marsman et al. fihrten 2011 eine Meta-Analyse durch, in der sie die
Ergebnisse von 28 'H-MRS-Studien auswerteten, in denen die Absolutkonzetrationen
von Glutamat und Glutamin bei Schizophreniepatienten in verschiedenen Hirnarealen
untersucht worden waren (Marsman et al., 2013). In dieser Metaanalyse zeigte sich eine
signifikante Verringerung der Glutamatkonzentration in der medialen, frontalen Hirnregi-
on von Schizophreniepatienten im Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen, im Hippo-
campus und Thalamus fanden sich keine signifikanten Unterschiede der Glutamatkon-
zentrationen.

Im Hinblick auf Glutamin wurde in einer Studie eine Reduktion der Glutaminkonzentrati-
on im Gehirn von unbehandelten Schizophreniepatienten festgestellt (Bustillo et al.,
2010). In der im vorausgehenden Abschnitt bereits angefiihrten Meta-Analyse von
Marsman et al. fanden sich im Widerspruch hierzu jedoch signifikant erhéhte Glutamin-
konzentrationen in der medialen, frontalen Hirnregion von Schizophreniepatienten im
Vergleich zu den untersuchten Kontrollkollektiven (Marsman et al., 2013). Auch diese
Ergebnisse werden durch unsere Studie nicht gestutzt, wir beobachteten weder im dor-
solateralen prafrontalen Kortex noch im anterioren Gyrus Cinguli signifikante Unter-
schiede des GIn/PCr-Quotienten zwischen Patienten- und Kontrollgruppe.

Insgesamt sind die Ergebnisse der aufgefiihrten Studien bezlglich Glutamat- und Glu-
taminkonzentrationen sehr widersprtchlich, dies kann sowohl an unterschiedlichen
Mess- und Berechnungsmethoden liegen, als auch daran, dass Krankheitsstadium und
medikamentdse Therapie innerhalb der Patientengruppen von Studie zu Studie variie-
ren. Wir untersuchten in unserer Studie nicht die Absolutkonzetrationen von Glutamat
und Glutamin, sondern bestimmten das Verhéltnis von GIx und GIn zu PCr, auch dies

kann Grund dafir sein, dass wir die beobachteten Veranderungen nicht bestatigen kon-
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nen. Eine Studie aus dem Jahr 2010 untersuchte ebenfalls das GIx/(P)Cr — Verhaltnis im
anterioren Gyrus cinguli, die Autoren dieser Studie kommen wie wir zu dem Ergebnis,
dass es keine signifikanten Differenzen des GIx/(P)Cr-Verhéaltnisses zwischen Patien-
ten- und Kontrollgruppe gibt (Reid et al., 2010)

4.5 Einschrankungen dieser Studie

Bei der Interpretation unserer Ergebnisse gilt es zu bedenken, dass alle Patienten die
wir untersuchten, medikamentts behandelt waren und kaum Positivsymptome zeigten.
Weiterfihrende Studien an nicht therapierten Patienten sind notwendig. Desweiteren
muss man bertcksichtigen, dass die Patienten sich alle in unterschiedlichen Krankheits-
phasen befanden und dass die Dauer der Erkrankung zwischen den einzelnen Patienten
stark variierte. Eine 2010 veréffentlichte *H-MRS-Studie bei 4 Tesla untersuchte unter
anderem die NAA-Konzentration im anterioren Gyrus cinguli bei gesunden Kontrollper-
sonen und bei Schizophreniepatienten in einem frilhen Krankheitsstadium, die zuvor
nicht oder kaum antipsychotisch therapiert worden waren (Bustillo et al., 2010). Deswei-
teren wurde das Patientenkollektiv 1, 6 und 12 Monate nach Beginn einer medikamen-
tosen antipsychotischen Therapie untersucht. Zu Beginn dieser Studie wurden in der
Patientengruppe niedrigere NAA-Konzentrationen nachgewiesen als im Kontrollkollektiv,
in den nachfolgenden Untersuchungen ergaben sich jedoch keine weiteren Reduktionen
der NAA-Konzentration. Brugger et al filhrten eine Meta-Analyse von fast 100 *H-MRS
Studien durch, in denen NAA-Konzentrationen in verschiedenen Hirnregionen bestimmt
wurden, und verglichen das Ausmal3 der NAA-Reduktion von Patienten, die erstmalig
Symtome der Erkrankung zeigten und Patienten, die schon langer erkrankt waren, je-
weils im Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen. Es zeigte sich keine weitere NAA-
Reduktion von erstmals erkrankten Schizophreniepatienten gegeniiber Langzeit-
erkrankten (Brugger et al., 2011). Unklar bleibt durch diese Studien weiterhin, ob die
medikamenttse Therapie eine weitere NAA-Reduktion verhinderte, oder ob die NAA-
Konzentration von einer antipsychotischen Medikation nicht beeinflusst wird und im Ver-
lauf der Krankheit stabil bleibt. Bezlglich des Einflusses antipsychotischer Medikamente
scheint die Datenlage darauf hinzuweisen, dass die Behandlungsdauer mit typischen
Neuroleptika mit einer Reduktion der NAA-Konzentration, vor allem im anterioren Gyrus

cinguli korreliert, wahrend die Therapie mit atypischen Neuroleptika einen geringeren
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Einfluss auf die NAA-Reduktion zu haben scheint oder die NAA-Werte moglicherweise
sogar erhoht (Bertolino et al., 2001; Braus et al., 2001; Braus et al., 2002; Ende et al.,
2000). Diese Studien beziehen sich jedoch alle auf NAA, Studien zur Beeinflussung der
NAAG-Konzentrationen durch antipsychotisch wirkende Medikamente waren zum Zeit-
punkt unserer Studie nicht verfligbar.

Ob also die Veranderungen der Metabolitenkonzentrationen, die wir sehen, nur tempo-
rare Veranderungen sind, die in Zeiten akuter Verschlechterung der Symptomatik ver-
starkt nachweisbar sind (state marker), oder ob es sich um chronische Verdnderungen
(trait marker) handelt, die mit der Krankheitsdauer korrelieren, muss in weiteren Studien
mit homogeneren Patientengruppen und in weiteren Longitudinalstudien gezeigt wer-

den.
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5. Zusammenfassung

Ein Ungleichgewicht im neuronalen Glutamat-Stoffwechsel wird als einer der Schlussel-
faktoren im Hinblick auf die Symptome der Schizophrenie angenommen. Das Neuropep-
tid N-Acetylaspartylglutamat ist an der Modulation der Glutamat-Sekretion im zentralen
Nervensystem beteiligt. N-Acetylaspartat ist ein Vorlaufer- und Abbauprodukt von N-
Acetylaspartylglutamat, spielt jedoch selbst keine Rolle fir die glutamaterge Neuro-
transmission. Es gibt viele Studien, in denen die in-vivo (N-Acetylaspartat + N-
Acetylaspartylglutamat)-Konzentrationen mittels *H-Magnetresonanzspektroskopie so-
wohl bei Schizophreniepatienten als auch gesunden Kontrollpersonen untersucht wor-
den sind, jedoch sind, nicht zuletzt aufgrund der technischen Schwierigkeiten bei der
Trennung der *H-Magnetresonanzspektroskopischen Signale von N-Acetylaspartat und
N-Acetylaspartylglutamat, bisher keine Studien dazu durchgefuhrt worden, wie die Kon-
zentration von N-Acetylaspartylglutamat allein zwischen Schizophreniekranken und ei-
nem gesunden Kontrollkollektiv variiert.

Wir fihrten mittels *H-Magnetresonanzspektroskopie an einem 3.0 Tesla Magnetreso-
nanz-Gerat eine getrennte Quantifizierung von N-Acetylaspartylglutamat und N-
Acetylaspartat sowohl bei 20 Patienten, die an Schizophrenie erkrankt waren, wie auch
an einer Gruppe von 20 gesunden Kontrollpersonen durch. Wir untersuchten zwei fir
die Schizophrenie als bedeutend angesehene Hirnregionen, zum einen den linken ante-
rioren Gyrus cinguli, zum anderen den linken prafrontalen Kortex. Desweiteren wurden
die psychopathologischen Symptome und die kognitive Leistungsféahigkeit beurteilt.

Im anterioren Gyrus cinguli der Patienten war das Verhaltnis N-
Acetylaspartylglutamat/N-Acetylaspartat signifikant erhéht (p=0,046), in der Patienten-
gruppe zeigte sich eine Tendenz zu einer erhdohten N-Acetylaspartylglutamat-
Konzentration (p=0,066). N-Acetylaspartat hingegen war in dieser Region reduziert
(p=0,030). Wir beobachteten zudem innerhalb der Patientengruppe eine Korrelation der
N-Acetylaspartat-Konzentration im anterioren Gyrus cinguli mit der Aufmerksamkeitsleis-
tung (r=0,64; p=0,005). Im linken préfrontalen Kortex gab es weder hinsichtlich der Ge-
samtkonzentrationen von N-Acetylaspartat oder N-Acetylaspartylglutamat noch hinsicht-
lich des Verhéltnisses N-Acetylaspartylglutamat/N-Acetylaspartat einen Unterschied

zwischen den beiden Kollektiven, jedoch fanden wir innerhalb des Patientenkollektivs
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eine inverse Korrelation von N-Acetylaspartylglutamat mit den Negativsymptomen des
,positive and negative symptome scale” (r=-0,58; p=0,018) und des ,positive and negati-
ve symptome scale“-Gesamtscores (r=-0,50; p=0,035). Aul3erdem beobachteten wir im
linken prafrontalen Kortex eine positive  Korrelation zwischen der N-
Acetylaspartylglutamat-Absolutkonzentration (r=0,53; p=0,035) und des Verhaltnisses N-
Acetylaspartylglutamat/N-Acetylaspartat (r=0,54; p=0,030) und der verbalen Gedachtnis-
leistung der Patientengruppe.

Wir prasentieren in dieser Studie den ersten in-vivo Nachweis einer veranderten N-
Acetylaspartylglutamat -Konzentration bei Schizophreniepatienten im Vergleich zu ge-
sunden Kontrollpersonen. Unsere Ergebnisse legen nahe, dass eine erhdhte N-
Acetylaspartylglutamat-Konzentration sich positiv auf die Symptome der Schizophrenie

auswirkt.
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