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Cui dolet, meminit.

(Wer Schmerz erlitten hat, erinnert seiner sich.)

Marcus Tullius Cicero, Pro Murena 42
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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Definitionen und Zielsetzung der Arbeit

Die International Association For The Study Of Pain (IASP) definiert den Begriff Schmerz
wie folgt: ,Schmerz ist ein unangenehmes Sinnes- oder Geflhlserlebnis, das mit aktueller
oder potentieller Gewebeschadigung verkniupft ist oder mit Begriffen einer solchen
Schadigung beschrieben wird.“ Auf den akuten Schmerz bezogen, sind damit Vorgange
verbunden, die aktuell Gewebe schadigend sind oder Vorstufen daflr darstellen. Seine
Aufgabe kann evolutionar als Warnsignal interpretiert werden. Er klingt nach Beendigung
des Reizes, also nach Beseitigung der Ursache, sofort bzw. relativ schnell wieder ab.
Chronische Schmerzen sind hingegen solche, die langer als 6 Monate persistieren oder
rezidivieren. Beispiel hierfur sind tumorbedingte oder durch degenerative Veranderungen
ausgeloste Schmerzen. Aber auch Reorganisationsmechanismen auf zentralnervoser
Ebene (Neuroplastizitat) scheinen eine entscheidende Rolle fir die Entstehung und
Aufrechterhaltung chronischer Schmerzen zu spielen.

Die Behandlung von Schmerzen, vor allem chronischer Art, stellt fir die heutige Medizin
eine wichtige Aufgabe dar, mit der sich Vertreter verschiedenster Fachbereiche wie z. B.
Neurologie, Anasthesie, Psychiatrie oder Psychosomatik in Forschung und Therapie
beschaftigen. Im Rahmen eines multimodalen Behandlungsansatzes stehen neben der
medikamentbsen Schmerztherapie erganzend psychologische, physikalische oder auch
operative Behandlungsmaéglichkeiten zur Verfigung. Trotz der enormen Fortschritte in der
Medizin ist ein dauerhafter Erfolg zur Vermeidung und Behandlung chronischer
Schmerzen ausgeblieben. Insbesondere sind die zentralnervésen Vorgénge auf zerebraler
Ebene noch unzureichend verstanden, die an der Entwicklung und Aufrechterhaltung von
chronischen Schmerzen beteiligt sind.

In dieser experimentellen Arbeit sollen an gesunden Menschen die psychophysischen und
zerebralen Effekte einer Uber 2 Wochen taglich durchgefihrten Schmerzstimulation in
Abhé&ngigkeit eines bestimmten genetischen Polymorphismus untersucht werden. Bei
diesem genetischen Polymorphismus handelt es sich um den in der Bevdlkerung héufig
vorkommenden Polymorphismus des fir den Katecholaminstoffwechsel wichtigen Enzyms
Catechol-O-Methyltransferase (COMT). Hintergrund dieser Studie ist das Ergebnis einer
vor mehreren Jahren veroffentlichen funktionellen Bildgebungsstudie, bei der
nachgewiesen wurde, dass das Ausmald der Schmerzempfindung vom COMT Genotyp
abhéngig zu sein scheint (Zubieta et al. 2003). Moglicherweise spielt der COMT-
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Polymorphismus bei der Ausbildung chronischer Schmerzen eine wichtige Rolle. Daher
sollen unter  wiederholter =~ Schmerzreizung psychophysische Daten  wie
Schmerzempfindung, Angst und Depression der Probanden erfasst und mit Hilfe von
funktioneller Kernspintomographie die zerebrale Verarbeitung von Schmerz und deren

Veranderungen im Verlauf der Stimulation visualisiert werden.

1.2 Multidimensionale Schmerzempfindung

Das Schmerzempfinden wird durch das Zusammenspiel mehrerer Komponenten generiert
und beeinflusst. Die sensorisch-diskriminative Komponente umfasst die Lokalisation und
den Zeitpunkt des Schmerzeintritts, aulerdem die Intensitat und den Charakter des
Schmerzes, ob er z. B. als brennend, stechend oder pulsierend empfunden wird.
Schmerzhafte Reize verursachen meist unlustbetonte Emotionen, die als affektive
Komponenten bezeichnet werden. Vor allem starkere Schmerzen |6sen Reaktionen des
Korpers wie Herzfrequenz- und Blutdruckanstieg, Erhohung der Atemfrequenz und
vermehrte Schweil3sekretion aus. Bereits leichte Schmerzen kénnen zu Rétungen des
schmerzhaften Areals fuhren. Dies alles gilt als Ausdruck der reflektorischen Aktivierung
des vegetativen Nervensystems und wird deshalb vegetative Komponente genannt. Die
motorische Komponente dul3ert sich in Schutzreflexen des Bewegungsapparates, wie dem
reflektorischen Wegziehen einer Extremitat und damit Entfernung von der Schmerzquelle.
AuBBerdem konnen sich in  schmerzenden Korperpartien Schonhaltungen oder
Muskelverspannungen finden. Als psychomotorische Komponente von Schmerzen werden
charakteristische Ausdrucksformen in Mimik, Gestik, Verhalten und AuRerungen
bezeichnet, also das schmerzverzerrte Gesicht, Berihren der schmerzhaften Region,
Unruhe und Klagen tber die Schmerzen.

Als Ausdruck der integrativen Fahigkeiten des ZNS kénnen diese unterschiedlichen
Komponenten in eine Ubergeordnete Einheit einflieRen: Die kognitive Komponente
bewertet auf dem Boden von bisher gemachten Erfahrungen, also Erinnerungen an
frihere Schmerzen und anderen Faktoren wie kulturelle Herkunft oder Erziehung, die im
Moment einflieRenden Empfindungen und stuft sie nach der aktuellen Bedeutung ein.
AulRerdem beeinflusst diese Komponente wieder die anderen, besonders im Bereich der

Psychomotorik.
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1.3 Das nozizeptive System

Das nozizeptive System umfasst die Reizdetektion und -weiterleitung aus der Peripherie
Uber das Ruckenmark ins Gehirn. Dabei werden die nozizeptiven Reize sowohl auf
Ruckenmarksebene wie auch auf zerebraler Ebene moduliert und verarbeitet. Bei den
Nozizeptoren, den schmerzwahrnehmenden Rezeptorelementen des peripheren
Nervensystems handelt es sich um freie Nervenendigungen, die in ihrer Membran jeweils
mehrere Arten von Rezeptoren und lonenkanalen aufweisen. Nozizeptoren sind
polymodal, d. h. ein und dieselbe Nervenfaser kann durch unterschiedliche Reize aktiviert
werden. Diese kbnnen mechanischer, thermischer und chemischer Art sein und mussen
relativ intensiv wirken, um ein Aktionspotential auszulbésen, da es sich bei den
Nozizeptoren um hochschwellige Rezeptoren handelt. Wie genau die Offnung der
lonenkanéle durch die Reize veranlasst wird, ist im Einzelnen gerade bei mechanischen
und thermischen Reizen nicht genau bekannt und Gegenstand intensiver Forschung.
Allerdings weil3 man, dass z. B. der Vanilloidrezeptor einen Kationenkanal 6ffnet, aber
auch durch Hitzereize uber unbekannte Mechanismen aktiviert wird.
Bei Reizung von Nozizeptoren werden aus ihnen vasoaktive und entziindungsférdernde
Substanzen, z. B. Substanz P, freigesetzt, was unter anderem zu Vasodilatation und
Permeabilitdtserhohung der Endothelien fuhrt. Dieser neurogene Entziindung genannte
Vorgang erklart die R6tung und Uberwarmung eines schmerzhaften Hautareals.
Die Axone der Nozizeptoren ziehen meist als unmyelinisierte C-Fasern, teils auch als
dunn myelinisierte Ad-Fasern nach zentral. Im Hinterhorn der grauen Substanz des
Ruckenmarks werden sie auf das zweite nozizeptive Neuron umgeschaltet und ziehen im
Vorderseitenstrang als Tractus spinothalamicus und Tractus spinoreticularis in Richtung
Thalamus und Hirnstamm (Schaible et al. 2005).
Die Umschaltung der aufsteigenden nozizeptiven Neurone aus dem Tractus
spinothalamicus erfolgt im Thalamus. Von dort an ist fir die weitere Schmerzweiterleitung
der posteriore Anteil des Nucleus ventralis des Thalamus - unterteilt in einen lateralen und
einen medialen Teil - verantwortlich (Hudson 2000). Im so genannten lateralen System
befinden sich Kerngebiete mit kleinen rezeptiven Feldern und somatotoper Organisation.
Hier beginnen die Projektionen auf die sensorischen Cortexareale S1 und S2, welche flr
die sensorisch-diskriminative Schmerzkomponente verantwortlich gemacht werden.
AulRerdem existieren Projektionen zur Insula.
Das mediale System, welches u. a. der affektiven Schmerzkomponente zugeordnet wird,
besteht aus Arealen ohne somatotope Organisation und mit grof3en rezeptiven Feldern.
4
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Von hier aus verlaufen Projektionen zu assoziativen Arealen des Cortex. Zu ihnen zahlen
der anteriore cingulare Cortex (ACC), die Insula und der prafrontale Cortex (PFC)
(Schaible et al. 2005).

Im Gehirn existiert kein Schmerzzentrum, in dem man die zentrale Verarbeitung und
Bewertung von Reizen vermuten konnte. Vielmehr stellen die bereits genannten und
weitere Strukturen, wie einige motorische Areale, die Amygdala und das periaquéaduktale
Grau ein komplexes System dar, das durch Projektionsfasern miteinander verbunden ist

und in seiner Gesamtheit als Schmerzmatrix bezeichnet wird.

Abb. 2 Schematische Darstellung der Schmerzmatrix (aus Apkarian et al. 2005)
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S1

Der in den Brodman-Arealen 1, 2 und 3 im Gyrus postcentralis gelegene primar
somatosensorische Cortex (S1) beinhaltet neben Neuronen der anderen sensorischen
Modalitadten auch nozizeptive Neurone. Wie bei den anderen Modalitaten liegt eine hohe
somatotope Organisation vor, die Region spielt eine wichtige Rolle in der sensorisch-
diskriminativen Komponente des Schmerzerlebens (Jones et al. 1970; Amaral 1987). Bei
funktionellen Bildgebungsstudien fanden sich in dieser Region uneinheitliche Ergebnisse.
Der rCBF in PET-Studien bzw. das BOLD-Signal in fMRT-Studien war unter
Schmerzstimulation teilweise erhoht, teilweise vermindert und teilweise unverandert.
Maogliche Erklarungen sind die unterschiedlichen Methoden, die zur Schmerzstimulation
herangezogen werden und dass die durch somatotope Anordnung der Neuronen relativ
kleinen aktivierten Areale nicht durch jede Bildgebungsmethode aufgeldst werden kénnen
(Treede et al. 1999; Apkarian et al. 2005).

S2

Der sekundar somatosensorische Cortex (S2) liegt im Bereich des parietalen Operculums
oberhalb des Sulcus lateralis. Er wird bei noxischer Reizung ipsi- und kontralateral aktiviert
und ist wahrscheinlich ebenfalls bei der diskriminatorischen Verarbeitung von
Schmerzreizen beteiligt (Apkarian et al. 2005). Lasionen, die zum Ausfall des S2- Areals
fuhren, &ufRern sich bei Patienten in einer verminderten Sensibilitat auf schmerzhafte

Reize (Greenspan et al. 1992).

Insula

In der Tiefe des Sulcus lateralis, bedeckt vom Temporallappen, und den Opercula des
Frontal- und Parietallappens befindet sich der insulére Cortex, ein phylogenetisch altes
Areal, das eine Rolle fur die Verarbeitung von Reizen aller Art spielt. Das bedeutet, dass
dieses Areal nicht nur bei Schmerzreizen aktiviert wird, sondern auch bei
Tastempfindungen und Stimulation durch elektrische, vibratorische, schmerzlose
thermische und gustatorische Reize. Aktivierungsstudien haben gezeigt, dass bei der
Applikation von Hitzereizen die Aktivitat dann besonders stark ansteigt, wenn die
Reizintensitat schmerzhafte Bereiche erreicht, was bedeuten kdnnte, dass die Insula eine
wichtige Region zur Bewertung der Schmerzstarke ist (Peyron et al. 2000). Dartber
hinaus sprechen einige Argumente daflr, dass die Inselrinde eine wichtige Rolle bei der
Verbindung zwischen diskriminativ-sensorischer und affektiver Komponente von

Schmerzen spielt. Einerseits gibt es anatomisch gesehen Projektionen von den
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somatosensorischen Arealen S1 und S2 und zu Kerngebieten des limbischen Systems,
wie dem ACC und der Amygdala (Price 2000). Andererseits konnte gezeigt werden, dass
die Insula auch durch affektiv negativ belegte Stimuli, wie Bilder von angsterfillten
Gesichtern oder emotionsgeladene Stimmen aktiviert werden konnte (Peyron et al. 2000).
Des Weiteren kommt es bei Lasionen der Inselrinde zur Asymbolie fir Schmerz, wéhrend
also die sensorisch diskriminative Komponente erhalten bleibt, fehlt Patienten mit diesem

Defekt die Fahigkeit zur affektiven Bewertung von Schmerzreizen (Berthier et al. 1988).

Gyrus cinguli

Der zum limbischen System zéhlende Gyrus cinguli verlauft oberhalb des Corpus callosum
und unterhalb des Sulcus cinguli. Wahrend der hintere Teil anatomisch zum
Temporallappen gezahlt wird, gehort der vordere zum Frontallappen und wird auch als
anteriorer cingularer Cortex (ACC) bezeichnet. Die Aufgaben des ACC bei der
Schmerzverarbeitung sind vielfaltig und Uber viele Details besteht Unklarheit, da
verschiedene Untersuchungen zu unterschiedlichen Ergebnissen gefiihrt haben (Peyron et
al. 2000). Es wurde versucht, den ACC wiederum in einen kaudalen (BA24’, BA 32’) und
einen rostralen (BA 24, BA 25, BA 32) Teilbereich aufzugliedern und diesen Aufgaben bei
kognitiven bzw. affektiven Prozessen zuzuordnen (Bush et al. 2000).

Relativ eindeutig belegt ist, dass der ACC nicht zur Lokalisation von noxischen Reizen
beitragt, sondern an der affektiven Bewertung und an der kognitiven Modulation von
Schmerz beteiligt ist (Petrovic et al. 2002). Patienten, denen der Gyrus cinguli entfernt
wurde konnten weiterhin den Ort der Schmerzreizung angeben, die affektive Reaktion fiel
jedoch vermindert aus (Folz 1962). Die Aktivierung des ACC andert sich nicht in
Abhangigkeit von der Schmerzintensitat, also wenn Probanden unterschiedlich starke
Schmerzreize erhielten, sondern relativ zum subjektiven Schmerzgeftihl. Wenn Probanden
sehr emotional auf Schmerzen reagierten, also mit Angst und Unbehagen, zeigten sich
Aktivierungsanderungen in verschiedenen Teilen des ACC. Aul3erdem fiel auf, dass eine
Aktivierung des ACC auch abhangig von der Aufmerksamkeit ist, die der Proband dem
Schmerz entgegenbringt. Beteiligt ist der ACC auch an motorischen Reaktionen auf
Schmerzreize: Er ist bereits aktiviert, wenn ein noxischer Reiz nur erwartet wird, aber noch
nicht eingetreten ist (Peyron et al. 2000).

Interessant ist auch die Beobachtung, dass der ACC bei Lernvorgdngen eine Rolle zu
spielen scheint. Beim Erlernen von nicht-motorischen Aufgaben (Raichle et al. 1994) und
auch bei neu eintretenden schmerzhaften Reizen ist er aktiviert, mit fortschreitender

Ubung wie auch bei fortdauernden Schmerzen fehlt die Aktivierung (Hsieh et al. 1999), wie

7
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das auch bei Patienten mit chronischen Schmerzen zu beobachten ist (Apkarian et al.
2005).

Speziell bei Schmerzstimulationsversuchen wurde gezeigt, dass die Aktivierung im
hinteren Anteil des ACC mit den Werten fir Unangenehmheit auf der VAS korreliert (Tolle
et al. 1999).

Prafrontaler Cortex

Der Anteil des Neocortex, der rostral der pramotorischen Rinde liegt, wird als prafrontaler
Cortex (PFC) bezeichnet. Ihm werden wichtige Aufgaben im Bezug auf das
Kurzzeitgedachtnis und eine Reihe von hdheren kognitiven, sozialen und psychischen
Leistungen zugeordnet. Uber afferente und efferente Bahnen ist der PFC mit den meisten
andern Regionen des Grol3hirns und mit dem Thalamus verbunden (Trepel 2004). Daraus
lasst sich schlie3en, dass sich bezuglich der Schmerzwahrnehmung im PFC wohl die
Strukturen finden, die zur kognitiven Bewertung des Schmerzerlebens fuhren. Auf Grund
der GroRRe des PFC und der vielen Verbindungen zu anderen Strukturen ist es allerdings
schwierig seine funktionellen Eigenschaften genauer zu differenzieren (Hudson 2000). In
Bezug auf die Chronifizierung von Schmerzen ist von Wichtigkeit, dass in Studien bei
Patienten mit chronischen Schmerzen haufiger eine Aktivierung des PFC gezeigt werden
konnte als bei gesunden Probanden unter kinstlicher Schmerzstimulation (Apkarian et al.
2005).

Amygdala

Ein als Corpus amygdaloideum oder kurz Amygdala bezeichneter Kernkomplex liegt im
Temporallappen rostral der Cauda des Nucleus caudatus. Als Teil des limbischen
Systems ist die Amygdala Uber afferente und efferente Fasern mit den anderen limbischen
Strukturen, aber auch kortikalen Arealen verbunden. Funktionell werden ihr Aufgaben bei
der Vermittlung von emotional ausgeldsten Verhaltensweisen zugesprochen, wie dem
Fluchtreflex, Lachen und Weinen, ebenso wie eine Rolle bei der Speicherung emotionaler
Gedachtnisinhalte (Trepel 2004). In einigen Bildgebungsstudien traten Aktivierungen der
Amygdala bei Schmerzpatienten und bei gesunden Probanden unter Schmerzstimulation
auf (Apkarian et al. 2005; Valet et al. 2006).

PAG
Die wichtigste mesencephale Struktur im Bezug auf Schmerzverarbeitung stellt das
Periaguadduktale Grau (PAG) dar. Anatomisch gesehen umgibt es das Aquéadukt des
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Mittelhirns und erhalt Afferenzen einerseits aus dem aufsteigenden Tractus
spinoreticularis und andererseits aus kortikalen und limbischen Arealen. Efferenzen
entsendet das PAG u. a. zum Nucleus raphe magnus von dem aus serotonerge Neuronen
als so genanntes absteigendes inhibierendes System zu Interneuronen des Ruckenmarks
verlaufen, die wiederum Enkephalin als Neurotransmitter besitzen. Ein zweites
absteigendes System stellen die vom Locus coeruleus ausgehenden noradrenergen
Bahnen dar, die ebenfalls inhibierend auf Rickenmarksneurone wirken (Popescu 2005).

Wird das PAG experimentell elektrisch stimuliert, hat dies zur Folge, dass uber die
absteigenden Projektionen die spinalen inhibitorischen Interneurone zur Ausschittung
vom Enkephalinen veranlasst werden. Durch die Enkephaline wird einerseits die
Freisetzung erregender Transmitter gehemmt und andererseits eine Hyperpolarisation von
nozizeptiven Neuronen erreicht, was beides im Endeffekt analgetische Wirkung hat.
Diesen Mechanismus nimmt man auch fur die unter physiologischen Bedingungen
erfolgende Aktivierung des PAG und die daraus resultierende Analgesie an (Popescu
2005; Schaible et al. 2005). Schmerzstimulationsversuche ergaben, dass Aktivierungen
des PAG wohl vor allem mit der Angabe der Intensitat korreliert sind (T6lle et al. 1999).

Tab. 13 des Anhangs zeigt eine Ubersicht tUber die schmerzverarbeitenden Strukturen im
Zentralnervensystem, bei denen in Bildgebungsstudien Aktivierungen gefunden wurden.
Auf Grund der unterschiedlichen Stimulations- und Bildgebungsmethoden wurden nicht in
jeder Studie immer alle wesentlichen Areale dargestellt. Relativ konstant zeigten sich
jedoch priméarer und sekundérer somatosensorischer Cortex, Insula, ACC, prafrontale

Cortexanteile und der Thalamus (Apkarian et al. 2005).
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1.4 Genetik der Schmerzwahrnehmung und -verarbeitung

Genetische  Faktoren  werden  fur interindividuelle  Unterschiede in  der
Schmerzverarbeitung mitverantwortlich gemacht (Marx 2004). Gegenstand der
Forschungen sind unter anderem der an primar afferenten Neuronen — also im PNS —
exprimierte Vanilloid-Rezeptor 1 (VR1) (Kim et al. 2004) und Gene von peripher und
zentral vorkommenden Opioidrezeptoren wie dem OPRM1-Gen fur den p-Opioidrezeptor
(Lotsch et al. 2005) oder dem OPRD1-gen fir den &-Opioidrezeptor Subtyp 1 (Kim et al.
2004).
Insbesondere wurden Polymorphismen des Gens, welches fur das Enzym Catechol-O-
Methyltransferase (COMT) codiert, fir Unterschiede in Schmerzwahrnehmung und -
verarbeitung verantwortlich gemacht. Das Gen liegt auf Chromosom 22 g11.2 und codiert
fur zwei Isoformen: sCOMT, ein kirzeres (221 Aminoséauren) und losliches Enzym (s steht
fur soluble) und mbCOMT, ein mit 271 Aminosauren langeres und membrangebundenes
(mb) Enzym (Mannisto et al. 1999). In den meisten menschlichen Geweben kommen
beide Isoformen vor, im ZNS findet sich aber vor allem die membrangebundene Form
mbCOMT (Hong et al. 1998). Die COMT ist ein Enzym, das eine wesentliche Rolle beim
Abbau von Katecholaminen spielt, wobei die sCOMT effektiver Adrenalin, die mbCOMT
dagegen eher Dopamin und Noradrenalin metabolisiert (Lotta et al. 1995).
Zur Rolle der COMT-AKktivitat auf das Schmerz verarbeitende System vermuteten Zubieta
et al. folgenden Zusammenhang: Der sich indirekt proportional zur COMT-Aktivitat im ZNS
verhaltende Dopaminspiegel wirkt sich reziprok auf den neuronalen Gehalt von
Enkephalin, einem endogenen Opioid, aus. Niedrige COMT-Aktivitat hat hohe
Dopaminspiegel zur Folge und resultiert in einem erniedrigten Enkephalingehalt,
wohingegen aus hoher COMT-Aktivitat ein niedriger Dopaminspiegel und ein erhohter
Enkephalingehalt folgen (Zubieta et al. 2003).
Nun fanden sich bei der genaueren Untersuchung des COMT-Gens mehrere
Polymorphismen einzelner Basen (Single Nucleotide Polymorphism, SNP), von denen flr
die Sensibilisierung auf wiederholte bzw. chronische Schmerzreize vor allem ein — in der
Bevodlkerung sehr haufiger — Polymorphismus eine wichtige Rolle spielen soll: Im Codon
158 (mbCOMT) bzw. 108 (sCOMT) ist, bedingt durch den Austausch einer Base, im
Transkript die Aminoséaure Valin durch Methionin ersetzt (Abb. 3). Die Methioninform zeigt
auf Grund einer bereits bei 37°C erhéhten Thermolabilitdt eine insgesamt erniedrigte
Aktivitat (Val:Met = 4:1) (Rutherford et al. 2006; Rutherford et al. 2008a). Bei Met/Met-
Homozygoten zeigte sich, entsprechend dem oben angenommenen Mechanismus, bei
10
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experimenteller Schmerzreizung eine niedrigere Schmerzschwelle und bei PET-
Untersuchungen eine weniger stark ausgepragt Aktivierbarkeit des endogenen Opioid-
Systems als dies bei Val/Val-Homozygoten der Fall war. Die Gruppe mit der
heterozygoten Auspragung lag in der Aktivierbarkeit des opioidergen Systems jeweils
zwischen den beiden Homozygoten (Zubieta et al. 2003).

Genotyp ICOMT-AktiVitét |Dopamin-SpiegeI Enkephalin H(p)-Opioidrezeptoren

Val/Val  |[COMTa |Dopaminé Enkephalin & “(p)OP-R a
Met/Met |COMT§1 |Dopaminé Enkephalin & “(p)OP-R a

Tab. 1 Schema der COMT-Wirkung auf Dopaminstoffwechsel und endogenes Opioid-System (nach
Zubieta et al. 2003)

Neuere Untersuchungen aus dem Jahr 2005 zeigten, dass sich fur das COMT-Molkil so
genannte Haplotypen abgrenzen lassen (Diatchenko et al. 2005). Dieser Begriff
bezeichnet in diesem Zusammenhang das Ph&nomen, dass SNPs lberzufallig haufig in
einer festen Kombination zusammen vererbt werden (Gabriel et al. 2002). Diatchenko et
al. teilten vier haufige SNPs (rs6269, rs4633; rs4818; rs4680 (vall58met)) in die COMT-
Haplotypen hps (High Pain Sensivity = hohe Schmerzempfindlichkeit), aps (Average Pain
Sensivity = mittlere Schmerzempfindlichkeit) und Ips (Low Pain Sensivity = geringe
Schmerzempfindlichkeit) ein. Hinsichtlich der Schmerzsensitivitat ergab sich folgende
Reihenfolge so genannter Diplotypen: hps/aps > aps/aps > hps/lps > aps/lps > Ips/Ips
(Diatchenko et al. 2006). Aufgrund dieser neuen Erkenntnisse wurden die Probanden fir
die vorliegende Studie nachtraglich zusatzlich nach ihrem Haplotyp-Status unterschieden
und die Daten entsprechend ausgewertet.

11
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Abb. 3 Strukturelle Unterschiede der COMT-Varianten 108 (158) MET/VAL (Rutherford et al. 2008b)
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2. Methodik

2.1 Probandenauswahl

Teilnehmer an der Studie waren 30 ménnliche, gesunde und rechtshandige Probanden im
Alter zwischen 30 und 65 Jahren (42,7 = 9,5; Durchschnittsalter + Standardabweichung),
die sich auf ein Zeitungsinserat hin gemeldet hatten. Telefonisch wurden sie auf ihre
grundsatzliche Eignung hin befragt: Internistische, neurologische und psychiatrische
Erkrankungen wurden ausgeschlossen, die Rechtshandigkeit mit Hilfe des Edinburgh
Handigkeits-Fragebogens (Oldfield 1971) abgeklart und Ausschlusskriterien fir die MRT-
Untersuchung, wie Metallteile im Korper oder Klaustrophobie, abgefragt.

Geeignete Interessenten konnten der Einladung zu einem Vorgesprach folgen, bei dem
jeweils zuerst in Kleingruppen eine Aufklarung tber Versuchsablauf und Risiken erfolgte.
Dann wurden in Einzelgesprachen etwaige Ausschlussgriinde noch einmal gezielt
abgefragt und den Interessenten die Moéglichkeit gegeben Fragen zur Studie zu stellen.
Den zur Teilnahme bereiten Interessenten wurde im Anschluss daran Blut zur
Bestimmung des COMT-Genotyps abgenommen.

Alle 30 Probanden gaben gemald der Deklaration von Helsinki nach ausfuhrlicher
Erlauterung des Versuchsablaufs und der gesundheitlichen Risiken ihr schriftliches
Einverstandnis zur Teilnahme an der Studie. Alle Teilnehmer konnten die Studie zu jedem
Zeitpunkt abbrechen. Die Durchfihrung wurde von der Ethikkommission der

medizinischen Fakultat der Technischen Universitat Minchen genehmigt.

2.2 Bestimmung des COMT-Genotyps

Allen Versuchsteilnehmern wurde im Rahmen des Vorgesprachs eine Probe von 20 ml
EDTA-Blut entnommen. Aus der DNA der Leukozyten wurde durch die Methode des
Restriktionsfragmentlangen-Polymorphismus der COMT-Genotyp bestimmit.

Fur den Polymorphismus im Codon 158 (rs4680) wurde mittels Polymerase-Ketten-
Reaktion (PCR) in 30 Zyklen mit einer Anlagerungstemperatur von 54°C ein 109-Basen-
Paare langes PCR-Produkt hergestellt. Dazu wurden die Primer Comtl nt 1881
5'CTCATCACCATCGAGATCAA und Comt2 nt 1989 5'CCAGGTCTGACAACGGGTCA
verwendet. Unterschieden wurden die Met- und Val-Allele indem die PCR-Produkte mit
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dem Restriktionsenzym N1lalll bei 37°C fur 4 Stunden andauten und eine
Gelelektrophorese mit 4,5%iger Agarose durchgefihrt wurde. Dargestellt wurden die
Val/Val- (86 und 23 Basenpaare) und Met/Met-Homozygoten (86, 68, 23 und 18
Basenpaare) durch Ethidium-Bromid-Féarbung.

Fir die nachtragliche Bestimmung der COMT-Haplotypen wurde DNA mittels
5'exonuclease TagMan™ PCR auf die COMT-SNPs rs6269, rs4633 und rs4818 (Shi et al.
1999) untersucht. Uber die NCBI SNP-Datenbank wurden die SNP-Nummern bestimmt
und das Programm ,SAS proc haplotype® zur Haplotyp-Rekonstruktion benutzt.

Fur die Analyse gab jeder der Interessenten sein schriftliches Einverstandnis. Ausklnfte
Uber den eigenen Genotyp erhielten die Teilnehmer bei Interesse erst nach Ende der

Studie im personlichen Gesprach.

2.3 Versuchsablauf

Die bei der Untersuchung des COMT-Polymorphismus am Codon 158 als homozygot
ermittelten Probanden wurden in zwei altersgematchte genetische Untergruppen mit
jeweils 15 Personen eingeteilt (Met/Met: ,MET-Gruppe“ bzw. Val/Val: ,VAL-Gruppe®). Die
Einteilung geschah doppelverblindet, der genetische Status war wahrend der Studie weder
den Probanden noch den Untersuchern bekannt. Heterozygote (Met/Val) konnten nicht an
der Studie teilnehmen.

Nach Abschluss der Messungen lieRen sich auf Basis des von Diatchenko et al. 2006
vorgeschlagenen Ansatzes die Daten von 19 Probanden in zwei homozygote
Haplotypengruppen (aps/aps: ,aps-Gruppe“ n=12 und Ips/Ips: ,Ips-Gruppe“ n=7) einteilen
(Diatchenko et al. 2006). Die Ubrigen 11 Probanden wiesen andere Konstellationen bzgl.
Haplotypgruppen auf. Allerdings waren die Gruppen zu klein, um sie statistisch signifikant

vergleichen zu kbnnen, so dass sie verworfen wurden.

Der Versuchszeitraum fur einen Probanden erstreckte sich auf jeweils 11 aufeinander
folgende Werktage, die Wochenenden blieben frei. An jedem der 11 Studientage wurden
den Probanden dber ca. 22 Minuten hinweg 16 Hitzereize auf den rechten Unterarm
appliziert, wobei 8 davon schmerzhafte Reize waren. Am 1. und 11. Untersuchungstag,
also am Anfang und Ende des Zeitraumes, erhielten die Probanden eine Untersuchung mit
funktioneller Kernspintomographie (fMRT) wahrend der Stimulation (Abb. 4).

Zur Schmerzreizung wurde eine 3x3cm grol3e Thermode benutzt, die nach dem
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Peltierprinzip arbeitet und mit Hilfe des Steuerungsgerats (Thermo-Sensory-Analyser 2001
System (TSA 2001) der Firma MEDOC™, Ramat Yishai, Israel) und eines Computers in
ihrer Temperatur sehr genau geregelt werden kann. Die Thermode wurde um
Hautschaden und lokale Sensibilisierung zu vermeiden fur die Schmerzreizung in
taglichem Wechsel an drei verschiedenen Orten der Innenseite des rechten Unterarms
angebracht: knapp proximal des Handgelenkes, knapp distal der Ellenbeuge und die Mitte
zwischen den beiden anderen Orten.

Die Schwellenbestimmung fand aul3erhalb des Kernspintomographen statt. Dazu wurden
die Probanden aufgefordert aus einer Serie von stufenférmig ansteigenden Hitzereizen
(beginnend bei 35,0°C; Abstufung 0,5°C), die Reize zu benennen, bei denen sie jeweils
zum ersten Mal die Empfindung ,Warme*, ,Hitze", ,leicht unangenehmer Hitzeschmerz*
und ,mittel unangenehmer Hitzeschmerz“ verspirten.

.Leicht unangenehm® wurde als Skalenpunkt 1 von 10 auf der NRS-Skala fur die
Unangenehmheit definiert und reprasentiert die Schmerzschwelle. ,Mittel unangenehm*
wurde als Skalenpunkt 5 von 10 definiert. Die am ersten Versuchstag als ,mittel
unangenehm® bewertete Temperatur wurde fur die Stimulation an allen folgenden Tagen
verwendet. Lag diese Temperatur Uber 46°C, wurde im weiteren Verlauf trotzdem mit
hochstens 46°C stimuliert, um Hitze bedingte Schaden auszuschlieen. Aul3erdem wurde
die Temperatur fur nicht-schmerzhafte Hitze als 3°C unterhalb der Reiztemperatur fir
schmerzhafte Reize definiert, es sei denn Probanden empfanden bereits bei dieser
Temperatur wahrend der Schwellenbestimmung Schmerzen. In diesen Féllen ware die
Temperatur der nicht-schmerzhaften Hitze entsprechend nach unten korrigiert worden,
was allerdings bei keinem der Probanden nétig war. An den weiteren Tagen fand jeweils
zu Anfang wiederum eine Schwellenbestimmung statt, wobei den Probanden suggeriert
wurde, dass dies zum Neujustieren der Reiztemperatur diene. Die Reizung fand aber
trotzdem stets mit der am ersten Tag festgelegten Temperatur statt, so dass die
Probanden hinsichtlich der Reiztemperatur verblindet waren.

Im Kernspintomographen wurden den Probanden insgesamt 8 schmerzhafte und 8 nicht-
schmerzhafte Hitzereize im Wechsel appliziert (Abb. 5 A). Jeder Reiz dauerte 40
Sekunden, zwischen den Reizen blieb die Temperatur fur jeweils 40 Sekunden auf einer
Baseline von 35°C. Um Hautschaden zu vermeiden oszillierte die Temperatur mit einer
Frequenz von 0,5 Hz und einer Amplitude von 1°C um die individuelle Reiztemperatur.
Untersuchungen bestatigen, dass trotz der Oszillation derartige Reize von Probanden als
tonisch empfunden werden (Lautenbacher et al. 1995). Reizort im Kernspintomographen

war stets die Innenseite des rechten Unterarms ca. 2 cm proximal des Handgelenks. Nach
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acht Stimuli wurde der Durchgang kurz unterbrochen und der Proband nach seiner
durchschnittlichen Bewertung der Schmerzreize fur Intensitat und Unangenehmheit auf
der NRS-Skala gefragt. Nach der zweiten Stimulationsreihe mit wiederum 8 Reizen gaben
die Probanden ein zweites Mal eine Bewertung ab (Abb. 5 A). Wahrend der Stimulation
wurden funktionelle Kernspinbilder mittels EPI-Sequenztechnik durch einen Siemens
Symphony 1,5 Tesla Scanner generiert. Aquisitionsparameter waren: TR 3000ms; TE:
50ms; Matrix: 64x64; FOV: 230x230mm; Flipwinkel: 90°; 28 Schichten (5mm Dicke).
Anschlieend an die funktionellen Messungen erfolgte eine sagittale Aufnahme des
Gehirns in isotrop hochaufgeloster T1-Wichtung (Matrix: 256x256x160, PixelgroRe: 1x1x1
mm).

Wahrend der Hitzeschmerzstimulationen an den Tagen 2 bis 10 wurde im Unterschied zur
Stimulation im Kernspintomographen gegen Ende jedes schmerzhaften Reizes die
Intensitat und die Unangenehmheit auf der NRS-Skala abgefragt (Kapitel 2.4), nicht aber
die Durchschnittsbewertung in der Mitte und am Ende eines Stimulationsdurchlaufs (Abb.
5 B).
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Hitzeschmerzstimulation wahrend fMRT

Abb. 4 Versuchablauf

1. NRS-Rating 2. NRS-Rating
S
H
Base“ne 40s 40s 40s 40s 40s 40s 40s 40s 40s 40s 40s 40s 40s 40s 40s 40s 40s 40s 40s 40s 40s 40s 40s 40s 40s 40s 40s 40s 40s 40s 40s 40s
B) Stimulationsschema tégliche Stimulationen
(Tag 2-10)
1.NRS 2.NRS 3.NRS 4. NRS 5.NRS 6. NRS 7.NRS 8. NRS
S
H
Base“ne 40s 40s 40s 40s 40s 40s 40s 40s 40s 40s 40s 40s 40s 40s 40s 40s 40s 40s 40s 40s 40s 40s 40s 40s 40s 40s 40s 40s 40s 40s 40s 40s
S = individuelle Stimulationstemperatur
H = S — 3°C = nicht schmerzhafte Hitze
Baseline = 35°C
NRS = Numerische Ratingskala: Abfrage von Schmerzintensitat und Schmerzunangenehmheit

Abb. 5 Versuchsprotokolle
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2.4 Erhebung psychophysischer Daten

Zur Messung der Schmerzempfindung der Probanden wurde in Anlehnung an die klinisch
routinemaRig eingesetzte Visuelle Analogskala (VAS) aus Grinden der besseren
Praktikabilitat im Kernspintomographen und bei der taglichen Schmerzstimulation die
Numerische Rating Skala (NRS) eingesetzt. Fur die Zwecke der Studie wurden die
Probanden aufgefordert mundlich jeweils eine Angabe fur die Schmerzkomponenten
Intensitat (I) und Unangenehmheit (U) zu machen. Die Skala besitzt die Stufen O bis 10
wobei 0 ,kein Schmerz* bzw. ,nicht unangenehm® bedeutet und 10 ,schlimmste
vorstellbare Schmerzen® bzw. ,schlimmstes unangenehmes Gefuhl*. Es waren
Abstufungen in Schritten von 0,5 Skalenpunkten mdoglich, also auch Angaben wie
,Zwischen 5 und 6“, was dann als 5,5 notiert wurde. Die Intensitat ist als Einstufung der
Schmerzstarke definiert, betont also die sensorische Schmerzkomponente. Dagegen soll
die Skala Unangenehmheit eher die affektive Komponente wiedergeben.
Die Hospital Anxiety and Depression Scale (HADS) in ihrer deutschen Adaptation HADS-D
erlaubt es als Screeningverfahren einen schnellen Eindruck tber Angst und Depressivitat
bei Erwachsenen mit somatischen Beschwerden zu geben. Dieser Fragebogen wurde
jeweils vor einer fMRT-Messung (an Tag 1 und Tag 11) ausgeflllt. Der Fragebogen
umfasst insgesamt 14 Single-Choice Fragen, wobei sieben Fragen zu Angst und sieben
zu Depressivitat gestellt werden, die alle spontan und ohne langeres Uberlegen bezogen
auf die letzten sieben Tage beantwortet werden sollen. Der Fragebogen kann sowohl zur
Differentialdiagnose funktionaler Stérungen, wie auch zur Erfassung und Verlaufskontrolle
reaktiver Storungen eingesetzt werden (Snaith 2003).
Der Fragebogen zur Erfassung der Schmerzverarbeitung (FESV) gibt Aufschluss Uber die
psychische Belastung durch Schmerzen (FESV-BE) und deren Verarbeitung (FESV-BW).
Dieser wurde von den Probanden am Tag 1 und Tag 11 direkt nach Ende der fMRT-
Messung ausgefullt. Der Abschnitt FESV-BE enthalt die Teilskalen schmerzbedingte
Hilflosigkeit und Depression (5 Fragen), schmerzbedingte Angst (4 Fragen) und
schmerzbedingter Arger (5 Fragen).
FESV-BW besteht aus zwei Grundkomponenten, die wiederum in jeweils 3 Teilskalen
unterteilt sind:
- Kognitive Schmerzbewaltigung, mit den Dimensionen Handlungskompetenzen, kognitive
Umstrukturierung und Kompetenzerleben (jeweils 4 Fragen)
- Behaviorale Schmerzbewaltigung mit Dimensionen mentale Ablenkung, gegensteuernde
Aktivitaten und Ruhe- und Entspannungstechniken (jeweils 4 Fragen)

18



Methodik

Bei diesem Fragebogen kann sich der Patient bzw. Proband in aller Ruhe ohne

Zeitvorgabe Uber die Antwortalternativen Gedanken machen.

2.5 Auswertung der psychophysischen Daten

Die am ersten und letzten Versuchstag (1 und 11) wahrend der funktionellen
Kernspintomographie erhobenen Ratings auf der NRS Skala wurden gruppenspezifisch
mittels gepaarten zweiseitigen t-Tests miteinander verglichen. Unterschiede zwischen den
Gruppen an den beiden Tagen wurden durch zweiseitige t-Tests fur gleiche Varianz auf
ihre statistische Signifikanz hin Gberpruft.

Fur die Analyse der erhobenen Longitudinaldaten der Tage 2-10 wurden so genannte
GEE-Modelle (Generalized Estimation Equations) verwendet. Diese generalisierten
linearen  Regressionsmodelle erlauben die Bericksichtigung intra-individueller
Korrelationen, welche relevant fir die Schatzung von Kovariableneffekten
(Gruppenunterschiede und Parametereinfliisse) und insbesondere ihrer Standardfehler bei
wiederholten Messungen sind. Die Korrelation innerhalb der Individuen kann tber die
Annahme einer Korrelationsstruktur, je nach Datenlage und Fragestellung, pre-spezifiziert
werden. Bei Longitudinaldaten (Messwiederholungen) stehen hier insbesondere so
genannte ,autoregressive” (AR) Prozesse im Vordergrund, welche auch in der
vorliegenden Datenanalyse verwendet wurden.

Als EffektgréRen wurden die geschétzten Regressionskoeffizienten mit Standardfehler
(Koef.£Std.Fehler) angegeben, welche als adjustierte Mittelwertunterschiede (bei
faktoriellen Gruppenvergleichen) bzw. als Steigungsparameter (bei kontinuierlichen
Variableneinfliissen) interpretiert werden kénnen.

Die Analyse der Daten erfolgte mit dem Statistikprogramm SPSS Version 15.0 (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA). Alle Auswertungen wurden zu einem zweiseitigen Signifikanzniveau

von 5% vorgenommen.
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2.6 Funktionsweise der Kernspintomographie

Die Magnetresonanztomographie (MRT), auch Kernspintomographie genannt, ist ein
bildgebendes Verfahren, das Schnittbilder ohne Verwendung von Rdntgenstrahlung in frei
wahlbaren Raumebenen liefert. Durch Verwendung bestimmter Sequenztypen, wie bei der
funktionellen Magnetresonanztomographie (fMRT), hat man die Moglichkeit neben rein
anatomischer Darstellung von Strukturen auch funktionelle Daten Uber den
Aktivierungszustand neuronalen Gewebes zu akquirieren.

Physikalische Grundlage ist der so genannte Kernspineffekt. Alle Atomkerne mit
ungerader Nukleonenzahl weisen ein magnetisches Dipolmoment auf, das durch die
stoffspezifische Rotation (Spin) der positiven Ladung um die eigene Achse entsteht. Im
medizinischen Kontext wird normalerweise immer das Wasserstoffproton (H") betrachtet,
deshalb soll im Folgenden nur von diesem die Rede sein. Im Normalzustand liegen die
einzelnen magnetischen Felder im ganzen Koérper ungeordnet vor und kompensieren sich
deshalb. Legt man nun aber ein sehr starkes &ufReres Magnetfeld an, richten sich die
einzelnen Dipole parallel oder antiparallel zu den Feldlinien aus. Die Starke des
Magnetfeldes wird in Tesla angegeben. Moderne MR-Tomographen arbeiten mit
Magnetfeldern zwischen 1 und 7 Tesla.

Eine weitere Eigenschaft von Atomkernen mit ungerader Nukleonenzahl ist die so
genannte Prazession, die Bewegung der Kerne um die Langsachse des Magnetfelds. Sie
ist in ihrer Frequenz — Prazessions- oder Larmorfrequenz genannt (wo) — abhéngig von
der Starke des aul3en anliegenden Magnetfeldes. Die Prazessionsfrequenz berechnet sich
aus dem Produkt einer stoffspezifischen Konstante (y) und der Starke des &ufieren
Magnetfelds (Bo): wo =y - Bo

Mit Hilfe eines Hochfrequenzimpulses werden nun alle Protonen, die die entsprechende
Prazessionsfrequenz besitzen, angeregt. Nach dem Impuls kann die nun von den
Protonen abgegebene Energie gemessen werden.

Am besten kann man sich die einzelnen Dipole als Vektorenpfeile vorstellen, die in einem
dreidimensionalen Koordinatensystem anndhernd in Richtung der z-Achse zeigen. Bei
Anregung der Protonen werden die Vektoren um einen bestimmten Winkel in Richtung der
xy-Ebene ausgelenkt. Beim Zurlckklappen in die Ausgangslage (Relaxation) gibt das
System Energie in Form eines Hochfrequenzsignals ab, das dieselbe Frequenz hat, wie

das eingestrahlte. Dieser Vorgang kann in Einzelkomponenten unterteilt werden:
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1. Die Langsrelaxation oder T;-Relaxation, d.h. die Zunahme des Vektors in z-

Richtung

2. Die Querrelaxation oder T,-Relaxation, d.h. die Abnahme des Vektors in xy-

Richtung
Beide Relaxationen besitzen gewebsspezifische Zeitkonstanten: Die Zeitkonstante der T;-
Relaxation betragt 300-2000 ms und ist abhéngig davon, wie schnell die Protonen Energie
an die Umgebung (Spin-Gitter-Relaxation) abgeben kdénnen.
Die T,-Zeitkonstante ist kurzer (30-150 ms) und hangt davon ab, wie frei Protonen sich im
Raum bewegen konnen. Medien wie Wasser haben eine relativ lange T,-Zeit. Die
Protonen beeinflussen sich dann wenig und die synchronisierte Rotation bleibt lange
erhalten (Spin-Spin-Relaxation).
Wesentliche Bestandteile eines MRT-Gerats sind: Ringmagnete, Gradientenspulen,
Hochfrequenzspulen und ein Computersystem. Durch supraleitende Ringmagnetspulen,
die mit flissigem Helium auf Temperaturen nahe dem absoluten Nullpunkt gekuhlt
werden, gelingt ein sehr starkes permanentes Magnetfeld aufrecht zu erhalten.
Gradientenspulen erzeugen zur Ortskodierung Magnetfelder in alle 3 Raumrichtungen.
Hochfrequenzspulen werden bei den Messungen nahe an der zu untersuchenden
Korperregion angebracht und dienen zum Senden und Empfangen der
Hochfrequenzimpulse. Eine Folge mehrerer Impulse und die Echomessung wird Sequenz
genannt. Das durch die Relaxationen emittierte Signal wird durch die Spulen an ein
Computersystem weitergeleitet, welches die Bildrekonstruktion durch mathematische
Verfahren, wie die Fouriertransformation vornimmt.
Der Bildkontrast im MR-Bild entsteht durch die unterschiedlichen Gewebeparameter, die
von den Sequenzparametern und den Sequenztypen abhé&ngen. Gewebeparameter sind
z. B. die Protonendichte, die Ti- und die T,-Zeitkonstante. Sequenzparameter stellen
Repetitionszeit (TR), also die Zeit zwischen zwei Anregungen und die Zeit zwischen
Anregung und Signalmessung, die Echozeit (TE), dar. Abhangig von der jeweiligen
Fragestellung werden eine Reihe von Sequenztypen eingesetzt: Neben den haufig
verwendeten Spin-Echo-Sequenzen und Gradienten-Echo-Sequenzen wird vor allem fir
die Darstellung funktionaler cerebraler Abldufe ein Verfahren benotigt, das kurze
Untersuchungszeiten erlaubt, um Habituation oder Ermiudung zu vermeiden. Dieses stellt
das so genannte Echo-Planar-Verfahren (EPI) dar. Mit seiner Hilfe ist es mdglich mit
jedem Anregeimpuls mehrere Datenpunkte zu registrieren und damit das komplette
Gehirns in wenigen Sekunden darzustellen (Hunerbein 2004). Somit ist das EPI
Grundlage der fMRT.
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2.7 Funktionelle Magnet-Resonanz-Tomographie

Die funktionelle Magnetresonanztomographie (fMRT) basiert auf dem Blood-Oxygenation-
Level-Dependent-Effekt (BOLD-Effekt). Fir seine Energieversorgung benétigt das Gehirn
Glukose und Sauerstoff. Letzterer wird dem ZNS durch das Transportprotein Hamoglobin
zugefuhrt. Oxygeniertes Hamoglobin ist an allen 4 Bindungsstellen mit Sauerstoff beladen,
gibt bei seiner Passage durch die Kapillaren ein oder zwei Molekile Sauerstoff an das
umgebende Gewebe ab und wird dann als desoxygeniertes Hamoglobin durch das venése
System abtransportiert. Betrachtet man das Blut insgesamt, so ist arterielles zu anndhernd
100% mit Sauerstoff gesattigt, vendses dagegen nur zu etwa 60-70%. Die Durchblutung
im Gehirn wird unter anderem durch den ATP/ADP-Quotienten geregelt. Bei guter
Versorgung und geringer Aktivierung der Neurone ist er hoch, die Durchblutung ist auf
normalem Niveau. Steigt jedoch die Aktivierung, wird mehr ATP u. a. fir
Membrantransportprozesse und Transmittersynthese benétigt. Aus ATP wird durch
hydrolytische Spaltung unter Energiefreisetzung ADP freigesetzt. Der Quotient sinkt und
die Durchblutung nimmt mit einer Latenzzeit von 4-6 Sekunden nach neuronaler
Aktivierung zu. Durch die weit gestellten Gefal3e gelangt nun vermehrt oxygeniertes
Hamoglobin in die entsprechenden Areale. Durch diese Luxusperfusion ist in aktivierten
Arealen des Gehirns die Sauerstoffsattigung, also der Gehalt an oxygeniertem
Hamoglobin paradoxerweise hdher als in den in Ruhe befindlichen Arealen (Fox et al.
1986). Dieses physiologische Prinzip wird als neuro-vaskulare Kopplung bezeichnet.

Oxygeniertes Hamoglobin besitzt diamagnetische Eigenschaften, wéahrend sich nicht-
oxygeniertes Hamoglobin als paramagnetisch erweist. Paramagnetische Substanzen
erzeugen lokale Magnetfeldinhomogenitaten. Dieses Phanomen nutzt man bei der fMRT
aus: Areale mit hoherer Sauerstoffsattigung, also erhdhter Durchblutung werden
signalintensiver dargestellt. Damit werden durch den BOLD-Effekt indirekt neuronale

Aktivierungen von Hirnstrukturen auf den fMRT-Bildern sichtbar (Ogawa et al. 1990).

2.8 Aufbereitung der funktionellen Daten mit SPM 5

Die beiden folgenden Absatze zur statistischen Auswertung der Bildgebungsdaten
entstanden in Anlehnung an die methodisch in Teilen ahnliche Arbeit von M. Valet (Valet
2003). Die durch funktionelle Magnetresonanztomographie akquirierten Datenséatze

wurden vom Rechner des Tomographen auf einen Unix-Rechner Uberspielt und in ein far
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das funktionelle Bild-Analyseprogramm SPM5 (Wellcome Institute London) (Friston et al.
1995a) lesbares Format konvertiert.

Da geringe Kopfbewegungen der Probanden wéhrend der Messung unvermeidlich sind
und diese bei der statistischen Analyse zu falsch positiven Aktivierungen fuhren koénnen,
mussen die Aufnahmen nachtraglich durch ein Interpolationsverfahren korrigiert werden.
Samtliche Bilder eines Datensatzes werden in ihrer transversalen und rotatorischen Lage
auf das erste Bild der Messung angepasst. Dieser Korrekturalgorithmus ist in SPM5
bereits implementiert (Friston et al. 1995b; Eddy et al. 1996; Friston et al. 1996; Cox et al.
1999). Gute Ergebnisse werden bei diesem Verfahren nur bei Verschiebungen bis zu 4mm
erreicht. Bei groReren Verschiebungen wird die Verwerfung des Datensatzes empfohlen,
was aber bei keinem Probanden in dieser Studie notwendig war.

Aufgrund individueller Variationen der Hirnstrukturen folgt die Transformation der
Bilddaten der verschiedenen Probanden in einen standardisierten anatomischen Raum,
um eine Gruppenanalyse zu ermoglichen. Als Referenzraum verwendet SPM5 ein vom
Montreal Neurological Institute (MNI) in Anlehnung an den Atlas von Talairach und
Tournoux definiertes Hirnmodell. Wahrend das Modell von Talairach und Tournoux vom
Gehirn eines einzigen Menschen stammt (Talairach et al. 1988), wurde das MNI-Modell
auf Grundlage von Kernspinaufnahmen von 152 Probanden berechnet (Mazziotta et al.
1995). Damit entspricht es eher dem durchschnittichen Gehirn der menschlichen
Population.

Fur die Transformation ist zun&chst eine Koregistrierung notwendig, das heildt, die
hochaufgeléste anatomische Aufnahme wird in ihrer transversalen und rotatorischen Lage
einem Durchschnittsbild des fMRT-Datensatzes angepasst. AnschlieBend kann das
anatomische Bild durch einen in SPM5 implementierten Interpolationsalgorithmus (Sinc
interpolation (9x9x9)) auf das Referenzhirn des MNI raumlich angepasst und auf 3x3x3
mm Voxelgré3e umgerechnet werden. Die Parameter der Transformationsmatrix des
anatomischen Bildes dienen als Berechnungsgrundlage fur die Normalisierung der fMRT-
Bilder in den Referenzraum.

Die fMRT-Aufnahmen unterscheiden sich in Ruhe und unter Stimulation durch die
Intensitat des BOLD-Signals nur wenig (<5%). Daher sind aufwendige Verfahren ngtig, um
den BOLD-Effekt zu detektieren und gleichzeitig Rauschen zu unterdriicken. Die
prozessierten Daten werden hierzu einer ,Smoothing“-Prozedur mit SPM5 unterzogen
(Worsley et al. 1992; Frackowiak et al. 1997). Die Glattung beruht auf einer statistischen
Mittelung des inkoharenten Rauschens, wéhrend in den aktivierten Regionen das
koharente Signal fortlaufend akkumuliert wird. Als Glattungsfilter wird ein
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dreidimensionaler Gaul3scher Kernel mit 8 mm Halbwertsbreite (FWHM: ,Full Width at Half
Maximum®) verwendet, d. h. ein Voxel (3D-Bildelement) wird mit Voxeln aus der
Umgebung im Abstand von 8 mm nach einer Gaul3schen Verteilungskurve geglattet.
Beachtet werden muss dabei, dass durch dieses Verfahren die Lokalisationskoordinaten
aus einer signifikant aktivierten Voxelgruppe um mehrere Millimeter vom eigentlichen
Aktivitatsmaximum delokalisiert werden kénnen. Weiterhin dient das Verfahren dazu, die
interindividuelle anatomische Lagevariation der Hirnstrukturen verschiedener Probanden
zu glatten und die umliegenden BOLD-Signalaktivierungen in ihrer Summation zu
erfassen. Die Glattung ist Voraussetzung fur eine optimale Datenauswertung und
ermdglicht eine Bonferroni ahnliche Korrektur, die bei multiplen Vergleichen mit dem
stochastischen Modell der Gaul3schen Felder (,theory of Gaussian field“, implementiert in

der SPM5-Software) durchgefuhrt werden kann.

2.9 Gruppenanalyse und statistische Auswertung mit SPM5

Die Gruppenanalyse wurde ebenfalls mit SPM5 durchgefuhrt. Verwendet wurde ein
.epoch related Blockdesign, bei dem alternierend eine Bedingung gegen eine
Kontrollbedingung getestet wird. Dieses lasst in aktivierten Hirnregionen einen
Signalverlauf erwarten, der einer Rechteckfunktion (,boxcar®) entspricht. Die
hamodynamische Antwort auf einen Reiz weist eine Latenz von ca. 2-6 Sekunden auf
(Kwong et al. 1992), daher versucht man bei der Datenauswertung mit Hilfe von linearen
Regressoren diese verzogerte Antwort fir jeden gemessenen Bildpunkt (Voxel) zu
modellieren (,delayed box-car function®). Experimentell kontrollierbare Variablen (z. B.
Zeiteffekte) und storende Einflisse (z. B. Blutflussschwankungen durch Atmung) lassen
sich ebenfalls durch Regressoren modellieren. Durch eine Designmatrix in SPM5 lassen
sich die verschiedenen Effekte vorab spezifizieren und statistisch durch das allgemeine
lineare Modell (,general linear model“ (GLM)) auswerten. In der Analyse sind Methoden
der multiplen linearen Regression, ANOVA (,analysis of variances”) und des t-Tests
beinhaltet. Dem GLM liegt die Idee zu Grunde, den erwarteten Signalverlauf der Voxel-
Zeitreinen durch eine Linearkombination von verschiedenen Effekten und einem
Restrauschen zu modellieren. Die Wahrscheinlichkeit Hirnaktivierungen zu entdecken, die
durch experimentelle Stimulationen hervorgerufen werden, ist umso grol3er, je genauer
das Modell die Varianz des gemessenen Signalverlaufs beschreibt. In einer
dreidimensionalen glasern-durchsichtigen Hirnkarte (,statistical parametric map®) werden
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die detektierten Hirnaktiverungen entsprechend ihrer statistischen Signifikanz eingetragen.
BOLD-Signal-Beobachtungen stehen sowohl ortlich durch das Glattungsverfahren, als
auch zeitlich durch die Durchblutungseigenschaften aktivierter Hirnregionen in
gegenseitiger Abhéngigkeit, daher kann zusatzlich ein multiples Testen mit Hilfe der von
Worsley entwickelten Theorie der ,Gaussian random fields* durchgefuhrt werden (Worsley
et al. 1992; Friston et al. 1995b; Worsley et al. 1996). Dieses Verfahren ersetzt die in der
Statistik Ublicherweise eingesetzte Bonferroni-Korrektur, weil diese nur fur zeitlich
unabh&ngige Beobachtungen guiltig ist.

Eine Gruppenanalyse erlaubt es, eine Aussage Uber das Auftreten eines Effekts in einer
Gruppe (. first level analysis*) mit einer bestimmten Irrtumswahrscheinlichkeit zu treffen.
Bei Verwendung eines erweiterten statistischen Verfahrens, der so genannten ,random
effects analysis” oder ,second level analysis sollen Aussagen Uber das Auftreten eines
Effekts fur eine groRere Population von Individuen mdglich sein.

Bei nicht hypothesengesteuerten Untersuchungsansatzen wird eine Bonferroni ahnliche
Korrektur fir multiple Vergleiche nach der Theorie der ,Gaussian random fields* mit p <
0,05 durchgefuhrt. Signifikante Hirnareale missen hierbei ein minimales Clustervolumen
von 10 zusammenh&ngenden Voxeln aufweisen (270 mm?®). Nicht signifikant aktivierte
Regionen, die auf Basis einer a priori Hypothese eine Aktivierung aufweisen mussten,
namlich schmerzverarbeitende Strukturen wie S1, S2, Insula, PFC, Thalamus, cingulérer
Cortex, Amygdala und parahippocampaler Cortex (Apkarian et al. 2005; Valet et al. 2006),
werden einer sog. ,small volume correction* zugefuhrt und als signifikant erachtet, wenn
sie ein unkorrigiertes p < 0,001 aufweisen.

Aussagen Uber schmerzspezifische Hirnaktivierungen werden durch Subtraktionsanalysen
der entsprechenden schmerzhaften und nicht-schmerzhaften Hitzekonditionen gewonnen.
Schmerzspezifisch bedeutet, dass temperaturbedingte Hirnaktivierungen (schmerzhafte
minus nichtschmerzhafte Kondition) herausgerechnet werden. Damit verbleiben aktivierte
Hirnstrukturen, die Uberwiegend bei der Prozessierung des Sinneseindrucks Schmerz eine
Rolle spielen.

Dargestellt wurden fur die Gruppen MET, VAL, Ips und aps jeweils einzeln ftr Tag 1 und
Tag 11 die Strukturen, die durch Schmerzstimulation aktiviert wurden (Kontrast-
Vergleiche: MET an Tag 1 bzw. Tag 11, VAL an Tag 1 bzw. Tag 11; Ips an Tag 1 bzw. Tag
11, apsan Tag 1 bzw. Tag 11) (Abb. 8 A und Abb. 10 A).

Analysiert wurde aul3erdem ob zwischen den Gruppen an einzelnen Tagen ein
Unterschied in der Schmerzaktivierung bestand (Kontrast-Vergleiche: MET>VAL am Tagl
bzw. Tag 11, VAL>MET am Tag 1 bzw. Tag 11; Ips>aps an Tag 1 bzw. Tag 11, aps>Ips
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an Tag 1 bzw. Tag 11) und ob bei den einzelnen Gruppen an einem der Tage Strukturen
starker aktiviert waren (Kontrast-Vergleiche: Tag 11>Tag 1 bei MET bzw. VAL, Tag 1>Tag
11 bei MET bzw. VAL, Tag 11>Tag 1 bei Ips bzw. aps, Tag 1>Tag 11 bei Ips bzw. aps)
(Abb. 8 A und Abb. 10 A).

AulRerdem wurden Strukturen ermittelt, bei denen zwischen den Gruppen und zwischen
den Tagen verschiedene Aktivierungszunahmen oder -abnahmen bestanden (Kontrast-
Vergleiche: MET>VAL Tag 11>Tag 1 und Tag 1>Tag 11, VAL>MET Tag 11>Tag 1 und
Tag 1>Tag 11, Ips>aps Tag 11>Tag 1 und Tag 1>Tag 11, aps>Ips Tag 11>Tag 1 und Tag
1>Tag 11) (Abb. 8 Aund Abb. 10 A).
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3. Ergebnisse

3.1 Ergebnisse der Screeningfragen nach Angst und Depression

An keinem der beiden Studientage (Tag 1 und 11) an denen der HADS-Fragebogen fir
Angst und Depression ausgefillt wurde, bestand ein statistisch signifikanter Unterschied
der T-Werte zwischen den Probanden der MET-Gruppe und denen der VAL-Gruppe bzw.
der aps- und Ips-Gruppe. Lediglich innerhalb der VAL-Gruppe kam es zu einem
grenzwertig signifikanten Absinken der Angstwerte und in der Ips-Gruppe zu einem
grenzwertig signifikanten Anstieg der Depressionswerte von Tag 1 zu Tag 11 (Tab. 2).

Beim Fragebogen zur Erfassung der Schmerzverarbeitung (FESV), der nach der
Stimulation bearbeitet wurde, zeigte sich beim Teil Hilflosigkeit und Depression (HD)
ebenfalls an keinem der beiden Messtage ein Unterschied zwischen den genetischen
Untergruppen. Allerdings wies die VAL-Gruppe am Tag 1 und 11 jeweils grenzwertig
hohere Werte auf der FESV-Skala Schmerzbedingte Angst (AN) auf (Tag 1:
MET=33,4+2,5 VAL=38,8+9,5 p=0,049; Tag 11. MET=34,0+4,2 VAL=38,2+6,3 p=0,048;
siehe auch Abb. 6). Fur die aps/lps-Haplotypen konnte kein derartiger Unterschied

nachgewiesen werden.

Angst Tag 1 | Angst Tag 11 p Depression Tag 1 | Depression Tag 11 p
MET
n=15 46,51+10,91 46,17+9,70 0,865 50,80+9,70 50,03£11,56 0,640
VAL
n=15 48,60+7,70 44,05+6,69 0,040* 51,15+4,83 50,75%6,82 0,786
p 0,562 0,507 0,906 0,842
aps
n=12 47,54+11,53 45,37+9,14 0,281 51,04+8,81 49,48+8,32 0,344
Ips
n=7 49,38+7,58 48,84+5,56 0,848 50,69+4,28 53,99+4,52 0,044*
p 0,726 0,400 0,926 0,227

Tab. 2 Hospital Anxiety and Depression Scale
Bearbeitung vor Stimulation; ScorexStandardabweichung. * signifikanter Unterschied, wenn p<0,05.
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Abb. 6 FESV Schmerzbedingte Angst fir den MET/VAL-Polymorphismus — Bearbeitung nach

Stimulation
Hitzeschmerzschwelle | Hitzeschmerzschwelle P
Tag 1 Tag 11
MET n=15 4344 +1,0 4283 +0,9 0,207
VAL n=15 43,60 +1,0 42,63+1,1 0,03*
p 0,49 0,52
aps n=12 4338+1,1 43,04 £0,8 0,478
Ips n=7 43,79+1,0 4250+ 1,3 0,125
p 0,468 0,305

Tab. 3 Hitzeschmerzschwellen in °C an Stimulationstagen 1 und 11
(Wert = Standardabweichung)
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3.2 Ergebnisse der Schmerzratings

Die Schmerzschwelle lag durchschnittlich bei 43,5°C+1,1°C. Zwischen MET- und VAL-
Homozygoten bzw. den Gruppen mit Ips- und aps-Haplotyp bestanden weder am Tag 1
noch am Tag 11 signifikante Unterschiede bei der Schmerzschwelle (Tab. 3). Die
Schmerzschwelle innerhalb der VAL-Gruppe lag am Tag 11 im Vergleich mit Tag 1
signifikant niedriger, ansonsten zeigte keine Gruppe statistisch relevante Veranderungen
(Tab. 3).

Die Schmerzstimulationstemperatur betrug im Mittel 44,7°C+0,8°C. Ein Vergleich der
Schmerzwerte fir Intensitat und Unangenehmheit an den Tagen mit Stimulation im
Kernspintomographen zeigte weder am Tag 1 noch 11 signifikante Unterschiede zwischen
den beiden Gruppen des MET/VAL-Polymorphismus (Abb. 8 B). Innerhalb der MET-
Gruppe wurden am Tag 11 durchschnittlich signifikant geringere Intensitatsratings als am
Tag 1 angegeben (Tag 1: 1=6,7+1,1 Tag 11: I=5,6%£1,5 p=0,037), die Ratings fur
Unangenehmheit lagen am Tag 11 ebenfalls, allerdings nicht signifikant, unter den Werten
des Tags 1 (Tag 1: U=6,0+1,9 Tag 11: U=5,1+1,8 p=0,09 n.s.). Die VAL-Homozygoten
wiesen am Tag 11 jeweils hohere Werte als am Tag 1 auf, der Unterschied war allerdings
nicht statistisch signifikant (Tag 1: 1=5,6+1,8 Tag 11: 1=6,1+2,2 p=0,41 n.s.; Tag 1:
U=5,2+1,9 Tag 11: U=5,8+£2,3 p=0,43 n.s.; siehe auch Abb. 8 B).

Die beiden auf Grundlage der COMT-Haplotypen gebildeten Gruppen (aps vs. Ips)
unterschieden sich an keinem der beiden Messtage 1 und 11 signifikant in den Ratings fur
Intensitat und Unangenehmheit. Die aps-Probanden gaben am Tag 11 etwas niedrigere
Ratings fur Intensitdt und Unangenehmheit als am Tag 1 an (Tag 1: 1=6,6+1,2 Tag 11:
I=5,7+1,1 p=0,058 n.s.; Tag 1: U=5,8+2,0 Tag 11: U=5,2+1,7 p=0,29 n.s.), wahrend die
Werte fur Intensitat bei der Ips-Gruppe am Messtag 11 hoher lagen als am Tag 1 (Tag 1:
1=5,2+2,0 Tag 11: 1=5,8+2,0 p=0,61 n.s.; Tag 1: U=5,0+2,2 Tag 11: U=5,6%+2,3 p=0,63 n.s.;
siehe auch Abb. 10B).

Die Schmerzwerte der Stimulationstage 2-10 wurden mit Hilfe generalisierter linearer
Regressionsmodelle (GEE: generalized estimation equations) ausgewertet (siehe Seite
19). Die MET-Gruppe lag unter Beachtung aller Datenpunkte bei den Intensitatswerten im
Mittel um 0,883+0,63 und den Unangenehmheitswerten um 0,777+0,63 Skalenpunkte
hoher als die VAL-Gruppe. Dieser Unterschied war nicht statistisch signifikant (p=0,160
bzw. p=0,218). Das Zusammenfuhren der Werte aller Probanden uber die
Stimulationstage 2-10 ergab einen nicht signifikanten Anstieg von 0,054+0,05
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Skalenpunkten pro Tag bei der Intensitat und 0,077+0,04 Skalenpunkte pro Tag fir die
Unangenehmheit (p=0,245 bzw. p=0,127) (Tab. 4 bzw. Abb. 7 A und B).

Innerhalb der taglichen Stimulationsreihe aus 8 einzelnen Schmerzstimuli zeigte sich bei
Betrachtung der 9 Stimulationstage (Tag 2 bis Tag 10) ein statistisch signifikanter Anstieg
der Ratings fir Intensitat um 0,096+0,02 Skalenpunkte/Stimulus (p<0.001) und far
Unangenehmheit um 0,106+0,03 Skalenpunkte/Stimulus (p<0.001) (Tab. 4, Abb. 7 C und
D, sowie Abb. 11 und Abb. 12 des Anhangs). Zudem wurde in der taglichen Stimulation
der letzte Schmerzreiz im Allgemeinen intensiver empfunden als der erste Schmerzreiz.
Die Unterschiede der ansteigenden Schmerzempfindung waren am Tag 2 der Stimulation
starker ausgepragter als am Tag 10. Uber die Modellierung von Interaktionen wurde
untersucht, ob signifikant unterschiedliche Anstiege der Ratings Uber die einzelnen Stimuli
bzw. Stimulationstage in Abhangigkeit vom COMT-Status existierten: Es konnte kein
statistisch  relevanter Niveauunterschied nachgewiesen werden, die einzelnen
Interaktionen sind Tab. 4 zu entnehmen.

Auch bei der Analyse der aps/lps-Haplotypen mittels GEE konnten keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Gruppen nachgewiesen werden: Die aps-Gruppe lag bei der
Intensitat um 0,223+0,74 Skalenpunkte tUber und bei der Unangenehmheit 0,064+0,87
Skalenpunkte unter den Werten der Ips-Gruppe (Tab. 5, Abb. 9 A und B). In der
Gesamtgruppe betrug der Anstieg pro Stimulus innerhalb der taglichen Stimulationsreihe
fur die Intensitat 0,100+0,03 (p<0,001) und die Unangenehmheit 0,104+0.42 (p<0,001)
(Tab. 5, Abb. 9 C und D, sowie Abb. 13 und Abb. 14 des Anhangs). Der Anstieg pro Tag
war weder fur Intensitat, noch fir Unangenehmheit signifikant von Null verschieden. Bei
der Prifung von Interaktionen zur Unterscheidung der Haplotypengruppen konnten wie

aus Tab. 5 ersichtlich keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden.
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Model Variable Regressions- | Std. p
Koeffizient Fehler
Unterschied MET — VAL insgesamt Intensitat 0,883 0,628 0,160
Anstieg pro Stimulus Gesamtgruppe taglich Intensitéat 0,096 0,022 <0,001 *
Anstieg pro Tag Gesamtgruppe Intensitéat 0,054 0,047 0,245
Unterschied MET — VAL insgesamt Unangenehmheit 0,777 0,631 0,218
Anstieg pro Stimulus Gesamtgruppe téglich Unangenehmheit 0,106 0,026 <0,001 *
Anstieg pro Tag Gesamtgruppe Unangenehmbheit 0,077 0,050 0,127
Interaktion Polymorphismus*Stimulus
Unterschied MET — VAL Intensitét 0,041 0,075 0,582
Unterschied MET — VAL Unangenehmheit 0,003 0,059 0,0961
Interaktion Polymorphismus*Tag
Unterschied MET — VAL Intensitat -0,043 0,093 0,643
Unterschied MET — VAL Unangenehmheit 0,033 0,100 0,743
Interaktion Polymorphismus*Stimulus*Tag
MET Intensitét -0,012 0,009 0,197
VAL Intensitét -0,007 0,010 0,503
MET Unangenehmheit -0,003 0,010 0,798
VAL Unangenehmheit -0,007 0,001 0,426
Tab. 4 GEE-Ergebnisse fir den MET/VAL-Polymorphismus
Model Variable Regressions- | Std. p
Koeffizient Eehler
Unterschied aps - Ips insgesamt Intensitéat 0,223 0,743 0,764
Anstieg pro Stimulus Gesamtgruppe taglich Intensitéat 0,100 0,026 <0,001*
Anstieg pro Tag Gesamtgruppe Intensitét 0,057 0,064 0,372
Unterschied aps - Ips insgesamt Unangenehmheit -0,064 0,867 0,941
Anstieg pro Stimulus Gesamtgruppe taglich Unangenehmbheit 0,104 0,032 <0,001*
Anstieg pro Tag Gesamtgruppe Unangenehmbheit 0,059 0,0643 0,362
Interaktion Polymorphismus*Stimulus
Unterschied aps — Ips Intensitéat 0,054 0,060 0,362
Unterschied aps — Ips Unangenehmbheit 0,042 0,058 0,463
Interaktion Polymorphismus*Tag
Unterschied aps — Ips Intensitéat -0,082 0,121 0,499
Unterschied aps — Ips Unangenehmheit 0,061 0,122 0,617
Interaktion Polymorphismus*Stimulus*Tag
aps Intensitat -0,012 0,009 0,184
Ips Intensitat -0,003 0,014 0,816
aps Unangenehmheit 0,0 0,010 0,982
Ips Unangenehmheit -0,009 0,013 0,461

Tab. 5 GEE -Ergebnisse fur die aps/Ips-Haplotypen
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3.3 Ergebnisse der funktionellen Bildgebung

Die Schmerzstimulation an Tag 1 und 11 fihrte bei MET und VAL-Gruppe zu
Aktivierungen von Hirnregionen, die zur Schmerzmatrix gezahlt werden.

In der MET-Gruppe zeigten sich am Tag 1 signifikante Aktivierungen des linken Thalamus,
des linken Gyrus postcentralis, der linken Insula, des rechten lateralen prafrontalen Cortex
und drei Regionen des Gyrus cinguli: rechter anteriorer cingularer Cortex (ACC), linkes
mittleres Cingulum und linker posteriorer cingularer Cortex (PCC) (p<0.001, Tab. 6 und
Abb. 8 A). Fiur die VAL-Gruppe zeigten sich Schmerzaktivierungen am Tag 1 im Bereich
des rechten und linken Gyrus postcentralis (S1), des linken sekundaren sensorischen
Cortex (S2), der linken posterioren und beider anterioren Insulae, des rechten und linken
prafrontalen Cortex (PFC), wie auch des rechten mittleren Cingulum (p<0.001, Tab. 7 und
Abb. 8 A). Daneben waren bei beiden Gruppen verschiedene Regionen des Parietal- und
Temporallappens, der Basalganglien und des Kleinhirns aktiviert.

Am Tag 11 waren bei der MET-Gruppe die rechte Insula, der rechte und linke prafrontale
Cortex, der linke mittlere cinguléare Cortex und rechte ACC aktiviert (Tab. 6 und Abb. 8 A),
wahrend die VAL-Gruppe Aktivierungen im rechten und linken Gyrus postcentralis, im
rechten Gyrus praecentralis, im rechten PFC, im rechten und linken mittleren cingularen
Cortex und im PCC zeigte (Tab. 7 und Abb. 8 A). Auch am Tag 11 waren bei beiden
Gruppen Anteile des Parietallappens, der Basalganglien und des Kleinhirns aktiviert.

Der Vergleich zwischen den beiden Messtagen erbrachte innerhalb der beiden Gruppen
keine Strukturen, die an einem Messtag signifikant starker als am jeweils anderen aktiviert
gewesen waren (Tab. 6, Tab. 7 und Abb. 8 A).

Vermehrte Aktivierung in der VAL-Gruppe im Vergleich zur MET-Gruppe waren am
Messtag 1 in der linken posterioren Insel zu verzeichnen, wahrend in der MET-Gruppe an
keinem der beiden Tage eine Struktur signifikant starker als in der VAL-Gruppe aktiviert
war (Tab. 8 und Abb. 8 A).

In einer weiteren Analyse wurden Strukturen gesucht, die bei einer Gruppe ausgepragter
als bei der anderen signifikante Aktivitatsunterschiede zwischen den beiden Messtagen
aufwiesen (z. B. MET > VAL Tagl > Tagll). Fur den MET/VAL-Polymorphismus ergab

sich allerdings kein statistisch relevantes Resultat.
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MET MET
MET Tag 1 MET Tag 11 Tag 11>Tag 1 Tag 1>Tag 11
Region r/l xlylz T-Value xlylz T-Value | xlylz T-Value xlylz T-Value
Superior frontal Gyrus 09 30 57 5.44 332454 6.42
-09 27 57 5.94 -09 30 51 5.45
Middle Frontal Gyrus 392145 7.89 3015 36 4.14
(BA8) -48 18 45 5.05 -42 15 45 5.02
Mid Orbitofrontal Gyrus 4251 -6 8.71
Lat Prefrontal Gyrus 39 45 06 6.37 45510 6.57
-36 51 06 5.67
Supp. Mot. Area 12 24 54 5.77
-12 1560 4.21
Postcentral Gyrus -63 -24 24 6.76
Inferior Parietal Lobule 51-57 54 6.25 54 -42 51 6.23

(BA 40) -48 -54 51 7.14 -45 -51 36 7.07
Mid Temporal Gyrus 54 -30 -12 4.39
Thalamus -03-12 15 5.67
Insula 36210 5.87

-48 03 03 4.76

Posterior Cingular Cortex

-15-42 30 4.98

Mid Cingulum -03-21 42 4.86 -03 -24 33 9.18

ACC 03 39 30 4.25 12 33 30 4.82

Brain Stem -3 -33-42 4.05

Caudatum 151509 8.17 18 06 12 4.83
-1512 15 4.42

Putamen 24 03 -03 8.33

Cerebellum 18 -75 -30 6.94 06 -57 -27 4.06

—_— = —_=|=s|===] == |=|=<]| === =<|—==|=<|—==|—==

-27 -75-27 | 6.45

-33-72 -48 5.87

Fir Tag 11 > Tag 1 und Tag 1 > Tag 11 keine signifikanten Aktivierungsunterschiede

Dargestellt sind die Aktivitdtsmaxima jeder Region mit Koordinaten gemaf} dem MNI-System. Signifikanzgrenze p<0,001
unkorrigiert fur multiple Vergleiche. Minimale Clustergrof3e sind 10 aktivierte Voxel (1 Voxel=3x3x3mm).

Tab. 6 Aktivierungen Tag 1 und Tag 11 MET-Gruppe

VAL Tag 1 VAL Tag 11 VAL Tagl1>Tagl | VAL Tagl>Tagll
Region r/l xlylz T-Value xlylz T-Value | xly/z T-Value xlylz T-Value
Superior frontal Gyrus r 09 30 57 4.13
Middle Frontal Gyrus (BA 9) r 45 24 42 7.21
| -4512 51 5.58
Inferior Frontal Gyrus r 5718 24 5.17 332724 7.48
| -54 1521 4.87
Medial Frontal Gyrus | -06 39 39 4.94
Supp. motor. Area 015 57 4.49
Precentral Gyrus r 5103 18 8.18
Postcentral Gyrus (S1) r 54 -27 36 4.99 57 -36 54 5.93
| -60-2418 | 4.67 -54-3954 | 5.04
Inferior Parietal Lobule (BA 40) r 57 -42 48 5.73 36 -39 27 6.04
| -42 -54 45 | 6.35
Superior Temporal Gyrus (BA22) | | -66 -48 9 4.84
S2 | -51-2721 | 4.49
Anterior Insula r 42 15 -03 4.21
| -24 18 -03 | 5.59
Posterior Insula | -30-219 5.26
Mid Cingulum r 06 27 33 4.12 09 -21 33 4.87
| -06-0930 | 4.73
Posterior Cingular Cortex 0-24 24 4.43
Putamen r 2715-3 5.77
Cerebellum r 27 -75-39 | 5.44
| -12-7830 | 6.68

Fir Tag 11>Tag 1 und Tag 1 > Tag 11 keine signifikanten Aktivierungsunterschiede

Dargestellt sind die Aktivitdtsmaxima jeder Region mit Koordinaten gemafd dem MNI-System. Signifikanzgrenze p<0,001
unkorrigiert fir multiple Vergleiche. Minimale Clustergréf3e sind 10 aktivierte Voxel (1 Voxel=3x3x3mm).

Tab. 7 Aktivierungen Tag 1 und Tag 11 VAL-Gruppe
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VAL>MET Tag 1 VAL >MET Tag 11 VAL>MET Tagll>Tagl | VAL>MET Tag 1>Tagll
Region r/l xlylz T-Value xlylz T-Value | xlylz T-Value xlylz T-Value
Posterior Insula | -36-36 15 | 5.16

Fur Tag 11 > Tag 1 und Tag 1 > Tag 11 keine signifikanten Aktivierungsunterschiede
Fur VAL > MET am Tag 11 keine signifikanten Aktivierungsunterschiede
Fur MET > VAL keine signifikanten Aktivierungsunterschiede

Dargestellt sind die Aktivititsmaxima jeder Region mit Koordinaten gemafd dem MNI-System. Signifikanzgrenze p<0,001
unkorrigiert fir multiple Vergleiche. Minimale Clustergréf3e sind 10 aktivierte Voxel (1 Voxel=3x3x3mm).

Tab. 8 Aktivierungen VAL>MET und MET>VAL

Die Stimulationen an den fMRT-Messtagen fuhrten bei den Probanden in den nach den
COMT-Haplotypen eingeteilten Gruppen aps und Ips zu Aktivierungen der Schmerzmatrix.
An Tag 1 waren in der aps-Gruppe der rechte und linke Thalamus, der linke sekundare
sensorische Cortex, die rechte Insula, der rechte und linke PFC und der linke PCC
aktiviert (Tab. 9 und Abb. 10 A), in der Ips-Gruppe Anteile der rechten Insula, rechter und
linker PFC, der linke PCC und der Gyrus praecentralis (Tab. 10 und Abb. 10 A). Aktivierte
Zentren lagen an Tag 11 bei der aps-Gruppe in beiden Thalamushalften, rechter Insula,
rechtem und linkem PFC, rechtem ACC und linkem mittleren Cingulérer Cortex (Tab. 9
und Abb. 10 A), bei der Ips-Gruppe in beiden sekundar sensorischen Kortizes, der rechten
Insula, rechtem und linkem PFC, dem rechten ACC, dem rechten und linken mittleren
Cingulum, sowie dem rechten und linken Gyrus praecentralis (Tab. 10 und Abb. 10 A). An
beiden Tagen waren aulRerdem bei beiden Gruppen Bereiche des Temporal- und
Parietallappens, sowie der Basalganglien und des Kleinhirns aktiviert.

Beim Vergleich zwischen den beiden fMRT-Messtagen innerhalb der beiden Gruppen
konnten keine signifikant starker aktivierten Areale gefunden werden (Tab. 9, Tab. 10 und
Abb. 10 A). Die Analyse von Regionen, in denen die Aktivitdt von Tag 1 zu Tag 11
zugenommen hatte, ergab, dass dies fur den rechten ACC und Hippocampus bei der Ips-
Gruppe starker als bei der aps-Gruppe der Fall war (Tab. 11 bzw. Tab. 12 und Abb. 10 A).
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aps aps
aps Tag 1 aps Tag 11 Tag 11>Tag 1 Tag 1>Tag 11
Region r/l xlylz T-Value xlylz T-Value | xly/lz | T-Value | xlylz | T-Value
Superior frontal Gyrus I -09 27 57 5.61
r 09 3057 4.60
Mid Frontal Gyrus (BA 8) r 392445 6.38 332451 5.92
I -33 1560 4.52 -36 48 09 5.08
Inferior Frontal Gyrus r 42 48 03 7.02
Superior Orbitofrontal Gyrus | r 24 45 -12 4.92
Mid Orbitofrontal Gyrus r 42 51 -06 7.31
Inferior Parietal Lobule r 51-57 54 5.82 54 -42 54 5.80
I -48 -54 51 5.86 -48 -54 42 6.14
Mid Temporal Gyrus r 60 -30 -9 6.04
Thalamus r 09 00 09 4.99 15-21 15 4.55
I -03-12 15 4.66 -12-2418 8.49
S2 I -63-2124 5.99
Insula r 4212 -3 5.06 36 21 03 6.90
Posterior Cingular Cortex I -18 -45 30 6.06
Mid Cingulum I -03-24 33 8.55
ACC r 15 27 27 5.62
Caudatum r 151891 6.76 151515 6.39
Putamen r 24 03 -06 7.48
Cerebellum r 18 -75-30 5.99 27 -72 -36 6.89
I -27 -75-27 | 5.84 -24 -60-30 | 7.09

Fur Tag 11 > Tag 1 und Tag 1 > Tag 11 keine signifikanten Aktivierungsunterschiede

Dargestellt sind die Aktivitdtsmaxima jeder Region mit Koordinaten gemafl dem MNI-System. Signifikanzgrenze p<0,001
unkorrigiert fir multiple Vergleiche. Minimale ClustergrofRe sind 10 aktivierte Voxel (1 Voxel=3x3x3mm).

Tab. 9 Aktivierungen Tag 1 und 11 aps-Gruppe

Ips Ips
Ips Tag 1 Ips Tag 11 Tag 11p> Tagl Tag 1 g Tagll
Region r/l xlylz T-Value xlylz T-Value | xlylz | T-Value | xlylz | T-Value
Superior Frontal Gyrus r 36 42 36 7.90 21600 7.37
Mid Frontal Gyrus (BA 9) r 45 24 42 6.81 453021 8.98
[ -39 12 36 5.44 -45 42 18 8.69
Inferior Frontal Gyrus r 3924 30 5.81
[ -57 12 27 8.15
Precentral Gyrus | -33-12 60 5.91 -54 3 45 8.46
r 42 6 48 6.53
Inferior Parietal Lobule r -60 -30 30 7.87 -30-4245 | 11.35
(BA 40) | 48 -54 48 9.17
Superior Temporal Gyrus | | -5736 6.91
S2 r 54 -18 24 6.54
| -63-2421 | 6.61
Posterior Cingular Cortex | | -6 -33 27 9.07
Mid Cingulum r 156 39 6.74
[ 06 30 33 6.39
ACC r 093024 5.27
Anterior/Mid Insula r 39306 5.86 -453 -6 6.59
Caudatum r 12183 5.90
Cerebellum r 21-75-24 7.13
[ -30-60-36 | 6.05 -21 -66 -42 | 22.86

Fur Tag 11 > Tag 1 und Tag 1 > Tag 11 keine signifikanten Aktivierungsunterschiede

Dargestellt sind die Aktivitdtsmaxima jeder Region mit Koordinaten gemafl dem MNI-System. Signifikanzgrenze p<0,001
unkorrigiert fur multiple Vergleiche. Minimale Clustergrof3e sind 10 aktivierte Voxel (1 Voxel=3x3x3mm).

Tab. 10 Aktivierungen Tag 1 und 11 Ips-Gruppe
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aps>lps Tag 1 aps>lps Tag 11 | aps>lps Tag11>Tagl | aps>Ips Tag 1>Tag 11
Region r/l xlylz | T-Value | xlylz | T-Value | xlylz T-Value xlylz T-Value
ACC r 63912 5.68
Hippocampus | r 30-24-06 | 4.21

Fir Tag 1, Tag 11 und Tagll > Tag 1 keine signifikanten Aktivierungsunterschiede

Dargestellt sind die Aktivitdtsmaxima jeder Region mit Koordinaten gemaf dem MNI-System. Signifikanzgrenze
p<0,001 unkorrigiert fir multiple Vergleiche. Minimale Clustergréf3e sind 10 aktivierte Voxel (1 Voxel=3x3x3mm).

Tab. 11 Aktivierungen aps>Ips

Ips>aps Tag 1

Ips>aps Tag 11

Ips>aps
Tag 11>Tag 1

Ips>aps

Tag 1 >Tag 11

Region r/l xlylz T-Value | x/y/lz | T-Value xlylz T-Value | x/ly/z | T-Value
ACC r 63912 5.68
Hippocampus r 30-24-6 | 4.21

Fur Tag 1, Tag 11 und Tag 1 > Tag 11 keine signifikanten Aktivierungsunterschiede

Dargestellt sind die Aktivitdtsmaxima jeder Region mit Koordinaten gemaf dem MNI-System. Signifikanzgrenze p<0,001
unkorrigiert fur multiple Vergleiche. Minimale Clustergrdf3e sind 10 aktivierte Voxel (1 Voxel=3x3x3mm).

Tab. 12 Aktivierungen Ips>aps
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4. Diskussion

Der Effekt repetitiver Schmerzstimulation auf die Wahrnehmung und Verarbeitung von
Schmerzen, kann bezlglich des Stimulationszeitraums in zwei Komponenten zerlegt
werden. Auf der einen Seite kann der Effekt der Stimulationen Uber einen Zeitraum von
mehreren Tagen (long-term) gemessen werden: Es kann die Schmerzempfindung der
Probanden durch die Numerische Rating Skala (NRS) erfasst werden, auf3erdem ist durch
funktionelle Kernspintomographie die Darstellung von Unterschieden in der
Schmerzaktivierung in Strukturen des ZNS zwischen verschiedenen Stimulationstagen
moglich (Valet et al. 2006; Bingel et al. 2007). Auf der anderen Seite steht die
Untersuchung der psychophysikalischen Effekte Uber den relativ kurzen Zeitraum einer
Stimulationsserie (short-term): Sie kann, wie auch in dieser Studie am Tag 2 bis 10
geschehen, relativ engmaschig durch NRS-Ratings der Probanden bei jedem einzelnen
Schmerzreiz erfolgen (Diatchenko et al. 2006).

Im weiteren Verlauf der Diskussion wird ndher auf die nachtragliche Unterteilung des
COMT Polymorphismus in Haplotypen eingegangen und in Zusammenschau mit den
vorliegenden Studienergebnissen erlautert.

Psychophysikalische Variablen —long term

Der long-term-Vergleich zwischen Studientag 1 und 11 erbrachte fur die
psychophysikalischen Werte kein einheitliches Ergebnis: Die VAL-Gruppe zeigte am Tag
11 leicht - aber nicht signifikant - hohere Schmerzwerte fir Intensitat und Unangenehmheit
im Vergleich zu Tag 1, wahrend die MET-Gruppe am Tag 11 niedrigere Schmerzwerte
angab, wobei der Unterschied nur fur die Intensitat signifikant war (Abb. 8 B). Die VAL-
Gruppe zeigte am Tag 11 eine im Vergleich mit Tag 1 um 1°C niedrigere Schmerzschwelle
(Tab. 3). Bei der Analyse der Ratings der Tage 2-10 zeigte sich in der linearen
Regressionskurve graphisch zwar ein leichter Anstieg der Schmerzwerte fir beide
Gruppen (Abb. 7 A und B), die GEE-Analyse erbrachte jedoch keinen signifikanten

Anstieg im Verlauf der Tage bzw. einen Gruppenunterschied (Tab. 4).

Aufgrund der Ergebnisse von Zubieta et al. (Zubieta et al. 2003) und einer friheren
Bildgebungsstudie ohne genetische Unterscheidung (Valet et al. 2006) wurde in der
vorliegenden Studie die Hypothese geaduliert, dass die MET-Gruppe eher auf

Schmerzreize sensitivieren wirde als die VAL-Gruppe. Diese Hypothese konnte durch die
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vorliegenden Ergebnisse nicht bestatigt werden.

Der Effekt kontinuierlicher oder repetitiver Schmerzstimulation war bisher bis auf einige
altere Studien, die Kéltereize einsetzten, wenig untersucht (LeBlanc et al. 1966; Strempel
1976; Strempel 1978). Eine kurzlich vertffentlichte Studie mit einem ahnlichen Design und
ebenfalls ohne genetische Unterscheidung kam zu dem Ergebnis, dass Ratings von
Probanden nach 8 Tagen Schmerzstimulation signifikant niedriger lagen als am Tag 1
(VAS-Mittelwert Tag 1: 80; VAS-Mittelwert Tag 8: 62; p<0,05) (Bingel et al. 2007).
AuRerdem fand sich in einer linearen Regressionsanalyse ein signifikantes Absinken der
Schmerzratings Uber die Stimulationstage. Beides wurde von den Autoren als Zeichen
einer Habituation gedeutet (Bingel et al. 2007). Der Ansatz von Bingel et al. stiitzt sich auf
den bei praktisch allen Sinnesmodalitdten beobachteten unspezifischen physiologischen
Prozess der Habituation: Wiederholte Stimuli haben immer kleiner werdende Antworten
zur Folge (Glaser et al. 1953). Schmerzhafte Reize hatten im ersten Moment die Funktion,
den Korper auf schadigende Vorgange hinzuweisen. Durch Habituation auf zentraler
Ebene solle der Organismus allerdings Reize, die fir seine momentane Situation zwar
unangenehm aber nicht bedrohlich erscheinen, ignorieren, um sich auf andere Aufgaben
konzentrieren zu konnen (Bingel et al. 2007).

Valet et al. gehen hingegen davon aus, dass repetitive Schmerzstimulation ein Modell der
Sensitivierung und damit die Vorstufe fir die Entwicklung chronischer Schmerzen sein
konnte. Die stdndige Wiederholung noxischer Reize solle zu einer Sensitivierung und
damit zur Entwicklung eines Schmerzgedachtnisses fuhren (Valet et al. 2006), so wie dies
auch Klinisch beobachtet werden kann (Markenson 1996; Jensen et al. 2001,
Zimmermann 2004).

Unsere Studie konnte weder die einen noch die anderen Ergebnisse und Konzepte
bestatigen. Ursachen dafur konnten in den unterschiedlichen Stimulationsparametern
(Valet et al.: taglich 8 Stimuli a 40s; Bingel et al.: taglich 10 Blécke mit je 6 Stimuli a 6s;
Eigene Studie: taglich 8 Stimuli a 40s) oder auch der Gruppenzusammensetzung (Valet et
al.: 4 Frauen und 10 Méanner zwischen 27 und 62 (im Mittel: 43,3) Jahren; Bingel et al.: 20
Manner v. a. Studenten zwischen 21 und 33 (24 £ 5) Jahren; Eigene Studie: 30 M&nner
Alter zwischen 30 und 65 Jahren (42,7+ 9,5) Jahren) zu finden sein.

Bei genauer Betrachtung der Ergebnisse von Bingel et al. fanden sich in einer single-
subject-Analyse der Probanden auch mehrere Personen ohne Habituation bzw. sogar mit
Sensitivierung. Die Autoren spekulieren deshalb, ob Habituation zwar einen gewissen
Schutzmechanismus des Korpers darstellt, es bei Menschen mit dysfunktionalen

Habituationsmechanismen bisher ungeklarter Ursache, langerfristig doch zu einer
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Sensitivierung, also Schmerzchronifizierung kommen kann.

Ein anderer Aspekt betrifft die sehr gro3e Streubreite der Schmerzratings, wie sie in Abb.
11, Abb. 12, Abb. 13 und Abb. 14 des Anhangs zu sehen ist. Méglicherweise werden die
Effekte durch die sehr unterschiedliche interindividuelle Schmerzwahrnehmung hinsichtlich

Sensitivierung oder Habituation verwischt.

Funktionelle Bildgebung — long term

Die Verabreichung von Hitzschmerzen fuhrte in beiden Gruppen zu Aktivierungen von
Regionen der Schmerzmatrix (Tab. 6, Tab. 7 und Abb. 8 A) wie beispielsweise des
Thalamus, der Insula, des PFC und des Cinguléaren Cortex sowohl an Tag 1 als auch an
Tag 11. Allerdings zeigten sich keine signifikanten Aktivierungsunterschiede zwischen den
beiden Tagen und zwischen beiden Gruppen.

Damit ergeben sich vollig andere Ergebnisse als in den beiden vorangegangenen Studien
ohne genetische Unterscheidung (Valet et al. 2006, Bingel et al. 2007). In der Studie Valet
et al. war am letzten Tag der Studie eine verstarkte Aktivitat in Amygdala, Hippocampus
und rostralem ACC gefunden worden (Valet et al. 2006). In der Studie Bingel et al. waren
dagegen schwéchere Aktivierungen in Thalamus, Insula, SIl und Putamen und eine
starkere Aktivierung im rostralen ACC gefunden worden (Bingel et al. 2007). Besonders
die verstarkte Aktivierung des ACC spielte in beiden Studien eine wichtige Rolle, allerdings
bei einerseits hoheren (Valet et al. 2006) und andererseits niedrigeren (Bingel et al. 2007)
Schmerzwerten, was durch Sensitivierungs- bzw. Habituationsmechanismen erklart
wurde.

Bingel et al. vermuten im ACC ein Zentrum fiur die endogene Schmerzkontrolle und
berufen sich dabei auf vorangegangene Studien, die eine Rolle des ACC bei
Schmerzmodulation durch Aufmerksamkeit (Rainville et al. 1997; Bantick et al. 2002; Valet
et al. 2004), Antizipation von Schmerz (Ploghaus et al. 1999; Porro et al. 2003), Hypnose
(Faymonville et al. 2000), Placebo-Analgesie (Zubieta et al. 2005; Bingel et al. 2006; Kong
et al. 2006) oder Hirnstimulation zur Schmerzbekdmpfung (Davis et al. 2000; Willoch et al.
2003) sahen.

Valet et al. diskutieren drei Varianten der Rolle des ACC in der Schmerzverarbeitung:

1. Auf Grundlage friherer Schmerzstudien (Tolle et al. 1999; Peyron et al. 2000) wurde die
vermehrte ACC-Aktivierung mit der Prozessierung affektiver Komponenten von Schmerz
in Verbindung gebracht.

2. Ausgehend vom Wissen um neuroanatomische Verbindungen zwischen ACC und der
Hippocampus-Amygdala-Formation (Insausti et al. 1987) kénnte der ACC eine Rolle beim
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Abruf emotionaler Inhalte spielen, die wiederum als Verstarker bei der emotionalen
Prozessierung von Schmerzen dienen.

3. In Bezug auf vorangegangene Arbeiten, die vermehrte ACC-Aktivitat mit der kognitiven
Modulation von Schmerz in Verbindung brachten (Petrovic et al. 2000; Bantick et al. 2002;
Petrovic et al. 2002; Valet et al. 2004), diskutieren die Autoren bei Betrachtung ihrer
eigenen Ergebnisse mdgliche Mechanismen, die zur Schmerzsensitivierung bei den
Probanden fuhrten, namlich eine Insuffizienz des ACC im Verbund mit dem
schmerzinhibitorischen System des periaquaduktalen Graus (PAG) oder ein dazu

antagonistisches und damit schmerzsensitivierendes Hippocampus-Amygdala-System.

Die Ursache daftir, dass sich in der vorliegenden Studie mit einer Ausnahme fur keine der
Untergruppen eine signifikant erhbhte ACC-Aktivierung am Ende der Stimulationen im
Vergleich mit Tag 1 ergab, kann im Einklang mit den grof3tenteils ebenfalls nicht signifikant
veranderten Schmerz-Ratings zu sehen sein. Die Ausnahme betrifft den Vergleich Ips>aps
(Abb. 10 A und Tab. 12) bei der eine erhohte ACC-Aktivierung festgestellt wurde und auf
die spater eingegangen werden soll. Tendenzen von Aktivierungszu- oder -abnahmen
bzw. Veranderungen der psychophysikalischen Werte zeigen sich wahrscheinlich in
kleinen relativ homogenen Gruppen. In der verglichen mit den vorangegangenen Studien
relativ grol3en Gruppe konnten sich gegenlaufige Effekte unter Umstanden herausmitteln
und so insgesamt zu gering ausgepragt sein, um signifikante Langzeiteffekte der

Schmerzmodulation zu erzielen.

Psychophysikalische Variablen — short-term

Die short-term Analyse basiert auf der Auswertung der Schmerzratings, die unmittelbar
nach jedem der acht schmerzhaften Hitzereize an den Studientagen 2-10 abgefragt
wurden. Lineare Regressionsgeraden (Abb. 7 C und D) zeigen einen Anstieg der
Ratingwerte im Verlauf der Stimulation. Die Auswertung mittels generalized estimation
equations (GEE), ergab einen signifikanten Anstieg von Intensitdt und Unangenehmheit
von Stimulus zu Stimulus (Tab. 4, und Abb. 11 bzw. Abb. 12 des Anhangs). Diatchenko et
al. beobachteten ebenfalls einen signifikanten Anstieg der Ratings ihrer Probanden
wahrend der Stimulation mit schmerzhaften Hitzereizen (Diatchenko et al. 2006),
allerdings unter Verwendung anderer Parameter: Relativ kurze Reize (1,5 s) wurden in
rascher Folge (1,5 s Pause zwischen den Reizen) verabreicht. Eine altere Studie, in
welcher Schmerztoleranzzeiten von Probanden, die in kurzer Folge ihre Hand in

Eiswasser tauchten, gemessen wurden, kam zu dem Ergebnis, dass es bei
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Kurzzeitwiederholungen zu Habituation kommen solle (Strempel 1978). Fur
Hitzeschmerzreize kann aber auf Grund der aktuellen Studien gefolgert werden, dass
Wiederholungen im Bereich von Sekunden bis Minuten psychophysikalisch Sensitivierung

bewirken.

Gibt es einen Einfluss des MET/VAL-Polymorphismus auf die Schmerzempfindung?
Der Polymorphismus der Catechol-O-Methyltransferase (COMT) am Codon 158 wurde
von Zubieta et al. fur die unterschiedliche Auspragung von p-Opioid-Rezeptoren und damit
fur eine verstarkte Schmerzwahrnehmung bei Met/Met-Homozygoten im Vergleich mit
Val/Val-Homozygoten verantwortlich gemacht (n=29) (Zubieta et al. 2003). Diatchenko et
al. untersuchten u. a. die Effekte dieses genetischen Unterschieds auf die Wahrnehmung
von repetitiven Hitzeschmerzreizen und fanden, dass Met/Met-Homozygote bei gleicher
Reiztemperatur signifikant hohere Schmerzratings abgaben und die Kurven der mittleren
VAS-Ratings steiler anstiegen als dies bei Val/Val-Homozygoten der Fall war (n=202)
(Diatchenko et al. 2006). Unterstitzt wird die These von einem Einfluss dieses
Polymorphismus der COMT auf die Schmerzwahrnehmung und —verarbeitung auch durch
zwei klinische Studien zu einem Patientenkollektiv (n=207), die zeigten, dass Met/Met-
Homozygote bei Tumorschmerzen niedrigere Morphin-Dosen benétigen als Val/Val-
Homzygote, was auf die unterschiedliche Opioid-Rezeptoren-Auspragung und damit
Morphin-Effizienz zuriickgefiihrt wurde (Rakvag et al. 2005; Reyes-Gibby et al. 2007)

In unserer Studie konnte allerdings auf psychophysikalischer Ebene kein Nachweis fir
eine starke Rolle des Polymorphismus erbracht werden: Beim Vergleich der Schmerz-
Ratings an den Studientagen 1 und 11 war der Unterschied zwischen den beiden Gruppen
nicht signifikant (Abb. 8 B). Die Analyse der Daten der Schmerzstimulation an den Tagen
2-10 mittels GEE konnte ebenfalls keinen signifikanten Unterschied zwischen MET- und
VAL-Gruppe ermitteln (Abb. 7 A und B und Tab. 4). Auch der Vergleich der short-term-
Effekte in den taglichen Stimulationssitzungen erbrachte nur eine leichte statistisch nicht
signifikante Differenz (Abb. 7 C und D, Tab. 4 und Abb. 11 bzw. Abb. 12 des Anhangs).
Auch andere Studien konnten keinen Unterschied bei experimenteller Schmerzreizung
bzw. klinischen Schmerzzustanden nachweisen, der auf den VAL**®*MET-Polymorphismus
der COMT zurtickzufuhren ist. Kim et al. konnten mit einer grol3en Probandenanzahl
(n=500) die Ergebnisse von Zubieta et al. auf psychophysikalischer Ebene nicht
reproduzieren und vermuteten, dass dies unter Umstédnden auf die unterschiedlich
Methode zur Schmerzstimulation zuriickzufiihren sei (Kim et al. 2004; Kim et al. 2006b).

Ahnlich wie in der vorliegenden Studie wurden schmerzhafte Hitzereize verwendet, die fur
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einen relativ kurzen Zeitraum auf den Probanden einwirkten, wahrend Zubieta Injektionen
von hypertoner Kochsalzlésung als relativ lang anhaltenden Schmerzstimulus verwendete.
Auch Diatchenko et al. vermuten, dass die Methode der Schmerzstimulation eine
entscheidende Rolle dafur spielt, ob genetische Unterschiede eine Rolle fir die
Schmerzwahrnehmung und Verarbeitung spielen. (Diatchenko et al. 2006)

Diverse Studien, die Klinische Schmerzzustdnde untersuchten konnten Kkeinen
Zusammenhang von verstarkter Schmerzsensitivitat mit dem VAL™®*MET-Polymorphismus
der COMT feststellen. Eine Fall-Kontrollstudie unter spanischen Patienten mit
neuropathischen Schmerzen (n=283) wie auch eine norwegische Studie zu
muskuloskelettalen Beschwerden (n=3017) bzw. Migrane (n=2451) erbrachte keine
Hinweise auf eine verstarkte Schmerzauspragung in Abhéngigkeit vom COMT-Genotyp
(Armero et al. 2005; Hagen et al. 2006b; Hagen et al. 2006a). Kim et al. untersuchten
Patienten (n=112), die sich einer standardisierten dentalchirurgischen Behandlung
unterzogen und fanden bei Evaluierung des post-OP-Schmerzes kein Einfluss des
VAL ®MET-Polymorphismus auf die Schmerzsensitivitat (Kim et al. 2006a).
Zusammenfassend scheint der COMT Polymorphismus am Codon 158 nur einen geringen
Einfluss auf die Empfindung von Akutschmerzreizen auszutiben. Eine viel grél3ere Rolle
kommt dem Polymorphismus bei der Expression von Opioidrezeptoren und damit der
veranderten Suszeptibilitat und Wirksamkeit flr exogen zugefuhrte Opioide. Eine COMT

abhéngige Schmerzsensitivierung konnte bisher nicht belegt werden.

Einfluss des COMT Polymorphismus auf Angst und Depression?

Der Polymorphismus am Codon 158 der Catechol-O-Methyltransferase wurde in der
psychiatrischen Literatur fir Unterschiede in Verhaltensweisen und sogar Anfalligkeit fur
verschiedene Krankheitsbilder verantwortlich gemacht. So wurde u. a. die ,Warriors vs.
Worriers“-These formuliert: Val-Homozygote seien tendenziell Warriors (Krieger), die mit
unlustbetonten Reizen, wie z. B. Schmerz besser umgehen kénnten, wéhrend Met-
Homozygote als Worriers (Sorgenvolle) Vorteile bei Gedachtnis und Aufmerksamkeit
hatten und aversiven Stimuli eher mit Angst begegneten (Stein et al. 2006).

Die vorliegenden Daten konnten allerdings diese Hypothesen nicht bestatigen. Der
klinische Screeningfragebogen fir Angst und Depression (HADS) ergab keine
signifikanten Differenzen zwischen den Gruppen (Tab. 2), bei der schmerzbedingten
Angst der FESV-Skala lag die VAL-Gruppe an beiden Messtagen sogar signifikant tber
der MET-Gruppe (Abb. 6).

Auch klinische und epidemiologische Studien sehen keinen Zusammenhang zwischen
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COMT-Genotyp und unterschiedlicher Auspragung von Angst und Depression: Bei der
Untersuchung des  Effekts von  radikularen  Schmerzen  bei  lumbalen
Bandscheibenvorféllen auf den Affekt von Patienten konnte kein Einfluss des COMT-
Polymorphismus nachgewiesen werden (Max et al. 2006). Eine grol3 angelegte
epidemiologische Studie in der norwegischen Bevolkerung wies keine Assoziation von
COMT-Polymorphismus und erhéhten Angst- bzw. Depressionswerten im HADS-
Fragebogen nach (Baekken et al. 2008). Zusammenfassend fuhren die Ergebnisse der
bisherigen Studien zur Schlussfolgerung, dass der COMT-Genotyp keinen Einfluss auf
Angst und Depression ausibt und damit die generelle Einteilung in Warriors und Worriers

hinféallig zu sein scheint.

Funktionelle Bildgebung in Abhangigkeit vom MET/VAL-Polymorphismus

Beim Vergleich der VAL- gegen die MET-Gruppe war lediglich fir Tag 1 der
Schmerzstimulation eine signifikante Mehraktivierung in der posterioren Insula zugunsten
der VAL-Gruppe ermittelt worden (Abb. 8 A und Tab. 8). Allerdings waren die
Schmerzratings der VAL-Gruppe niedriger als die der MET-Gruppe (Abb. 8 B), was eine
Interpretation der Ergebnisse erschwert bis unmdglich macht: In anderen
Bildgebungsstudien wurden verstarkte Aktivierungen der Insula eher in Zusammenhang
mit einer verstarkter Schmerzintensitat gebracht (Peyron et al. 2000). Aufgrund der
mangelnden Korrelation zwischen Schmerzempfindung und Aktivierung kdnnte es sich
daher um einen Zufallsbefund handeln. Da ansonsten keine weiteren Unterschiede
zwischen MET- und VAL-Gruppe ermittelt wurden, kann auch auf Grund der funktionellen
Bildgebung die Hypothese einer unterschiedlichen Schmerzprozessierung, die durch den
MET/VAL-Polymorphismus am Codon 158 der COMT bedingt ist, mit unserer Studie nicht

aufrecht erhalten werden.

Rationale fur weitere Gruppenbildung auf Haplotypenbasis (aps/Ips)

Die Probandenauswahl und Einteilung in zwei Vergleichsgruppen geschah vor Beginn der
Studie unter Beriicksichtigung der Ergebnisse von Zubieta et al. und damit nur mit Focus
auf den MET/VAL-Polymorphismus am Codon 158 der COMT (Zubieta et al. 2003).
Wahrend der Laufzeit der Studie veroffentlichten Diatchenko et al. eine Arbeit, in der
weniger der einzelne Polymorphismus, als vielmehr Haplotypen, also statistisch
Uberzufallig haufig vererbte Kombinationen von Polymorphismen der COMT in
Zusammenhang mit unterschiedlicher Schmerzwahrnehmung gebracht wurden. Vier
haufige SNPs (rs6269, rs4633; rs4818; rs4680 (vall58met)) wurden in die COMT-
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Haplotypen hps (High Pain Sensivity = hohe Schmerzempfindlichkeit), aps (Average Pain
Sensivity = mittlere Schmerzempfindlichkeit) und Ips (Low Pain Sensivity = geringe
Schmerzempfindlichkeit) eingeteilt. Methodisch kamen Hitze, Druck und Ischamie fur die
Schmerzreizung zum Einsatz. Hinsichtlich der Schmerzsensitivitat ergab sich fiur die
Hitzeschmerzstimulation folgende Reihenfolge: hps/aps > aps/aps > hps/lps > aps/lps >
Ips/Ips. Probanden mit hps/aps-Diplotyp zeigten auch bei Schmerzreizung mit Druck und
Ischamie die hochste Schmerzsensitivitat, der Unterschied war allerdings nicht statistisch
signifikant (Diatchenko et al. 2006).

Um auch diesen Aspekt in die Studie einflieBen zu lassen, wurden die bereits
gemessenen 30 Probanden im Nachhinein auf ihren Haplotyp-Status hin untersucht und
dementsprechend in Gruppen eingeteilt. Allerdings konnten nur 19 Probanden in zwei
zahlenmalfRig nicht gleichen Gruppen in die Auswertung mit einbezogen werden, da sich
nur fur den aps/aps- und Ips/lps-Diplotyp eine fiur Statistik und Bilgebungsanalyse

ausreichende Anzahl von 12 bzw. 7 Probanden ergab.

Gibt es einen Einfluss der aps/Ips-Haplotypen auf die Schmerzempfindung?

Bisher wurden die Ergebnisse von Diatchenko et al. nur in einer klinischen Studie (n=58)
zu postoperativen Schmerzen an der Schulter bestétigt. Eine Patientengruppe mit starker
Katastrophisierung von Schmerzen und aps/hps-Genotyp hatte eher hohe post-OP
Schmerzen als eine Ips-Gruppe (George et al. 2008).

Die  short-term-Analyse  ergab einen  signifikanten  Anstieg im  taglichen
Stimulationsdurchlauf, also einen Sensitivierungseffekt bei beiden Gruppen, so wie er
bereits fur die beiden Gruppen des MET/VAL-Polymorphismus gezeigt wurde (Abb. 9 C
und D, Tab. 5, Abb. 13, Abb. 14). In der long-term-Analyse zeigte sich weder ein
relevanter Unterschied der Ratings zwischen den beiden Gruppen, noch im Vergleich der
Tage 2 bis 10 (Tab. 5). Auch beim Vergleich der Schmerzratings an den Stimulationstagen
1 und 11 liel3 sich kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen
nachweisen (Abb. 10 B).

Auch fur die Haplotypen-Gruppen konnte also Uber den Zeitraum von 11 Tagen kein
eindeutiger Hinweis fur Sensitivierung oder Habituation gefunden werden. Die Ergebnisse
von Diatchenko et al., dass aps-Probanden héhere Schmerzratings und einen stérkeren
Anstieg als Ips-Probanden zeigen, konnten in unserer Studie weder im short-term- noch
long-term-Verlauf reproduziert werden. Allerdings wird die Aussagekraft dieser Studie
durch die niedrige Fallzahl und die unterschiedlichen Gruppengréf3en deutlich
eingeschrankt (aps n=12; Ips n=7). Unterstitzt werden unsere Ergebnisse durch eine

48



Diskussion

Studie von Kim et al., die ebenfalls die Ergebnisse von Diatchenko et al. mit einer sehr
grol3en Fallzahl (n=735) nicht bestatigen konnten (Kim et al. 2006b). Zusammenfassend
kann man annehmen, dass auch durch noch spezifischere Einteilung nach COMT-
Haplotypen keine Aussagen zu Unterschieden in der Schmerzsensitivitat getroffen werden

konnen.

Funktionelle Bildgebung in Abhangigkeit der aps/Ips-Haplotypen

Bei Betrachtung der Ergebnisse der funktionellen Bildgebung konnten der ACC und der
Hippocampus als Strukturen identifiziert werden, die am letzten Tag (Tag 11) der
Schmerzstimulation im Vergleich zum ersten Tag in der Ips-Gruppe eine starkere
Aktivierungszunahme als in der aps-Gruppe erfahren hatten (Abb. 10 A und Tab. 12).

Bei leicht — nicht signifikant — gestiegenen Werten fur Intensitat und Unangenehmheit am
Tag 11 im Vergleich mit Tag 1 der Ips-Gruppe, fiel die aps-Gruppe in ihren Werten —
ebenfalls nicht signifikant — ab, beide Gruppen bewegten sich auf etwa gleichem Niveau.
Dieses Ergebnis bestatigt frihere Studien, die im ACC und Hippocampus
Schlisselregionen fur die Schmerzverarbeitung und —bewertung sahen (Hsieh et al. 1999;
Tolle et al. 1999; Bantick et al. 2002; Valet et al. 2004; Bingel et al. 2006; Kong et al. 2006;
Valet et al. 2006; Bingel et al. 2007) und kann im Einklang mit den Ergebnissen von Valet
et al. zu sehen sein, dass vermehrte ACC-Aktivierung mit erhéhten Schmerzratings einher
gehen, auch wenn dieses Ergebnis in unserer Studie nur fur eine Untergruppe gezeigt

werden konnte.

In der Zusammenschau der vorliegenden Ergebnisse und der existierenden Studien
scheint der MET/VAL-Polymorphismus am Codon 158 der Catechol-O-Methyltransferase
allein bzw. die von Diatchenko et al. definierten Haplotypen hps/aps/Ips einen geringeren
Einfluss auf die Wahrnehmung und Verarbeitung von Schmerzen zu haben als
urspringlich angenommen. Zwar gibt es Hinweise, dass die Polymorphismen der COMT
in speziellen Klinischen Schmerzzustdnden eine Rolle spielen, bei experimentell
erzeugtem akutem Schmerz sind die phénotypischen Effekte des COMT-Genotyps
wahrscheinlich zu gering, um reproduzierbare Unterschiede in Psychophysik und
funktioneller Bildgebung mittels fMRT nachzuweisen.

Untersuchungen weiterer Variationen in Genen wie der transient receptor potential A
subtype 1 (TRPA1), M subtype 8 (TRPMS8), V subtype 1 (TRPV1), d-opioid receptor
subtype 1 (OPRD1) und fatty acid amide hydrolyase (FAAH) und Kombination mehrerer
SNPs in Haplotyp-Blocken (Kim et al. 2006b) kdnnen moglicherweise Aufschluss Uber die
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genetischen Ursachen von unterschiedlicher Schmerzwahrnehmung und —verarbeitung
geben. Entscheidungen zur individuellen Therapie von Schmerzen kénnen somit zurzeit

noch nicht auf Grund genetischer Faktoren getroffen werden.
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5. Zusammenfassung

Schmerz ist ein multidimensionales Erlebnis, dessen Wahrnehmung und Verarbeitung
interindividuell variiert und u. a. von genetischen Faktoren beeinflusst wird. In einer vor
mehreren Jahren erschienen funktionellen Neurobildgebungsstudie wurde in Abhangigkeit
eines bestimmten Polymorphismus am Codon 158 (VALY®MET) des Katecholamine
abbauenden Enzyms Catechol-O-Methyltransferase (COMT) eine weniger stark
ausgepragten Aktivierbarkeit des endogenen Opioid-Systems festgestellt, die mit einer
erhdohten Schmerzempfindung einherging.

In dieser funktionellen Bildgebungsarbeit wurden an einem Kollektiv gesunder Manner
(n=30) die zentralnervosen Korrelate einer moglichen Sensitivierung durch repetitive
Schmerzreize in Abhangigkeit vom COMT-Genotyp (Methionin- (n=15) vs. Valin- (n=15)
homozygot) untersucht. Uber einen Zeitraum von 11 Tagen erhielten die Probanden eine
tagliche ca. zwanzigminitige Schmerzstimulation, bei der 8 schmerzhafte Hitzereize mit
einer Dauer von jeweils 40 Sekunden sequentiell verabreicht wurden.

Beim Vergleich des letzten Tages mit dem ersten Tag der Schmerzstimulation zeigte die
funktionelle Magnetresonanztomographie (fMRT) keine zentralnervdsen
Aktivierungsunterschiede auf die experimentellen Schmerzreize. Ebenso ergab sich kein
Anhalt fur eine Habituation oder Sensitivierung der subjektiven Schmerzempfindung im
Verlauf der Tage. Lediglich wahrend der taglichen Schmerzstimulation selbst kam es zu
einer signifikant zunehmenden Schmerzempfindung im Verlauf der Schmerzreizung.

Auf Grundlage von wahrend der Laufzeit der Studie verdffentlichten Ergebnissen zur
Bedeutung von Haplotypen der COMT wurden in einer weiteren Analyse ein Teil der
Probanden im Nachhinein in eine aps- (Average Pain Sensivity) und eine Ips-Gruppe (Low
Pain Sensivity) eingeteilt. Auch hier konnten keine signifikanten Differenzen
psychophysikalischer Werte oder eindeutige Aktivierungsunterschiede zerebraler
Strukturen zwischen den Gruppen nachgewiesen werden.

Die dargestellten Befunde zeigen, dass der untersuchte Polymorphismus bzw. die
Haplotypen der COMT allein keinen entscheidenden Einfluss auf die Wahrnehmung,

Verarbeitung und Sensitivierung von Schmerzen zu haben scheinen.
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Contact heat

Rectal distension
Contact heat
Contact heat
Contact heat
Contact heat
Contact heat
Contact heat
Cutaneous pressure
Contact heat

Cold

Rectal distension (normal subjects)

Contact heat

Cold

Contact heat

Contact heat

Contact heat

Cold

Contact heat

Gastric distension
Laser heat

Laser heat

Laser heat

Contact heat

Cold prickle

Cutaneous pressure
Muscular hypertonic saline
Contact heat

Muscular electric shock
Laser heat

Cold

Laser heat

Contact heat
Cutaneous pressure
Contact heat
Esophagus distension

Aktivierungen

ACC, Th, BG

S1, S2, ACC

S1 decrease

S1

S1, S2,1C, ACC, Th, BS, CB

S1, ACC

S2,IC, ACC, Th, PFC, PMC, PCC, BG, BS, CB
S1, S2,1C, ACC

S1, S2,1C, ACC

S1, S2,1C, ACC

ACC

S1, S2,1C, ACC

ACC

S1, ACC, Th, PFC, PMC, PP, Hippo, Amyg decrease
S1, S2,IC, ACC,

ACC

S2,IC, Th, PFC, PP, PMC, CB

S1, S2,1C, ACC, Th, PP, CB, BG

S1, S2,1C, ACC, PMC

Global decrease

S2,IC, Th

S2,IC, Th

S1,S2,CB

S1,IC, ACC, Th, CB, BG, SMA, PAG, superior colliculus
ACC, PFC, parieto-occipital

IC, ACC, Th, PFC, BG

ACC

S2,1C

IC, ACC, PMC, PFC, CB

S1, ACC, PMC, M1

S1, S2,1C, ACC,

IC, PP

S1, S2, IC, ACC, PFC, PCC, PP, occipital
S1, S2, IC, PFC, CB Amyg, Hypo decrease
S1, S2,IC, PCC, M1

S1, S2,IC, ACC, Th, PFC, BG, CB

S1, S2,IC, ACC, Th, PFC

Th, ACC, PFC, PCC, PVG

S1,S2,I1C, M1

S1, S2, IC, ACC, Th, PFC, PCC, temporal
ACC

ACC

IC, ACC, Th, PFC

S1,IC, ACC, Th, PFC, M1, PMC, PP, BG
S1,IC, ACC, Th, PFC, M1, PMC, PP, BG
S1,IC, Th, CB, Amyg, PAG, VT

S1, S2,IC, ACC, Th, CB

S1, S2,IC, ACC, Th, PFC, CB, BG

S1, S2, ACC, IC, Th, PFC

S1, S2,1C, ACC

IC, Th, ACC, BG, CB, occipital

BG, CB, Amyg, BS, Hippo

S1, S2, 1C, Amyg

ACC

S1, S2

S2,IC, ACC, Th, PFC, PMC, BG

S1, S2,1C, ACC

IC, BG

S2,1C, ACC, PFC, BG, PMC

S2,1C, ACC, Th, PFC, BG, PCC,

S2,1C

S1
S1,S2,1C, Th
CB

IC, ACC, PFC

S1, S2,IC, ACC, Th, PFC, BG, CB
S1,S2,1C, ACC, Th, BG, CB

Tab. 13 Aktivierungen bei Schmerzstimulation in Bildgebungsstudien (aus Apkarian et al. 2005)
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