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1.Einleitung

1.1 Das olfaktorische System
1.1.1 Definition des Riechens

Der Geruchssinn oder olfaktorische Sinn (aus dem Lateinischen olfacere ,,riechen®) als
wichtiger Bestandteil unserer Sinneswahrnehmung sorgt dafiir, dass wir Geruchsstoftfe
in unserer Umgebung wahrnehmen konnen. Diese gelangen durch die Atmung zu
Rezeptoren im Nasen- und Rachenraum. Er wird deshalb als ein exterozeptiver Sinn
(von lateinisch exter ,,aullen befindlich und recipere ,,aufnehmen®) bezeichnet
(Albrecht and Wiesmann, 2006). Der Geruchssinn ist bei der Geburt schon gut
ausgebildet. Bereits im Mutterleib kann das Kind Geriiche iiber das Fruchtwasser
wahrnehmen. Die Geruchsunterscheidung beginnt mit der Geburt, bei dem das Kind den
Geruch der Mutter wahrnimmt und von anderen unterscheiden kann. Im Laufe der
ersten Monate erlernt das Baby Geriiche mit Ereignissen und Emotionen zu verbinden
(Schaal, 1988). Emotionen stehen in enger Beziehung zu Geriichen, dies liegt an der
engen Verbindung des olfaktorischen zum limbischen System. Die Wechselwirkungen
zwischen Emotionen und Geruchswahrnehmung sind weitgehend unverstanden. Jedoch
finden sich in der Literatur zahlreiche Studien zu neuropsychiatrischen Erkrankungen
oder bestimmten Emotionszustinden (wie beispielsweise Angst), die im
Zusammenhang mit der Riechleistung untersucht wurden (Haehner et al., 2009; Serby et
al., 1985; Takahashi et al., 2015). Der Geruchssinn spielt von dem Beginn des Lebens

bis zum Tod eine entscheidende Rolle.

Man unterscheidet bei der Geruchswahrnehmung das olfaktorische und das trigeminale
System. Je nach Geruchsstoff wird entweder das olfaktorische oder das trigeminale
System oder beide gleichzeitig aktiviert (Brand, 2006). Um vom olfaktorischen System
wahrgenommen zu werden, sollte der Geruchsstoff fliichtig sein, ein niedriges
Molekulargewicht und eine hohe Oberfldchenaktivitit besitzen. Zusédtzlich sollte er
wasser- und fettloslich sein. Beispiele hierfiir sind Alkohole und Ether. (Albrecht and
Wiesmann, 2006). Im klinischen Alltag werden hierfiir Kaffee, Nelke, Vanille,

Lavendel und Zimt verwendet.



Das trigeminale System ist zustindig fir die Wahrnehmung von Beriihrungs-,
Temperatur- und Schmerzsensationen (Brand, 2006). Zum Beispiel reizt Meerrettich

vorwiegend das trigeminale System und sorgt fiir ein brennendes Gefiihl (Damm, 2007).
1.1.2 Anatomie und Physiologie des olfaktorischen Systems

1.1.2.1 Peripheres olfaktorisches System

Durch die Atmung gelangen Geruchsstoffe durch die Nase zur Riechschleimhaut, die
aus einem mehrreihigen Flimmerepithel besteht. Dieses olfaktorische Neuroepithel
befindet sich im Bereich der Lamina cribrosa des Siebbeins, am oberen Nasenseptum
und der oberen Nasenmuschel (Strutz and Mann, 2009). Das Epithel der
Reichschleimhaut ist von einer Mukusschicht bedeckt, die von den sogenannten
Bowman'schen Driisen erzeugt wird. Die Schleimschicht schiitzt vor Austrocknung, hat
eine immunologische Funktion und sorgt durch im Mukus geldste Duftstoffproteine (=
odorant binding protein= OBP) fiir eine Anreicherung der Duftstoffmolekiile (Albrecht
and Wiesmann, 2006). Das Riechepithel selber setzt sich aus einer Schichtung von drei
Zellarten zusammen: Stiitzzellen bilden die oberste Schicht. Darunter befinden sich die
Zellkorper der Riechzellen, deren Dentriten an der Oberfliche des Epithels mit
zilienbestiickten Kndpfen enden. Riechzellen sind primér bipolare Neurone mit einem
Axon, das in die paarig angelegten Riechkolben (= Bulbi olfactorii) 1duft. Die unterste
Schicht des Riechepithels bilden Basalzellen, die fiir die Regeneration des Epithels
zustindig sind. Riechzellen werden alle vier bis sechs Wochen ersetzt (Hatt, 2007;

Kandel et al., 2000).

Der Geruchsstoff 16st sich im Mukus und bindet an das OBP, wodurch er zum
Riechrezeptor, der sich auf den Zilien der Riechzelle befindet, transportiert wird. Durch
die Bindung zum Rezeptor wird iiber ein G-Protein eine Adenylatzyklase aktiviert,
wodurch es zu einem Na+, Ca2+, und Cl- Einstrom kommt und die Zelle depolarisiert

wird (Albrecht and Wiesmann, 2006).

Es gibt fir jeden Geruchsstoff ein charakteristisches Aktivierungsmuster der
Riechrezeptoren. Bei geringen Geruchsstoffkonzentrationen werden nur Rezeptoren mit

hoher Affinitdt aktiviert, wéahrend bei hohen Konzentrationen sowohl Rezeptoren mit



hoher als auch niedriger Affinitét aktiviert werden. Jede Riechzelle exprimiert nur eine

Art von Riechrezeptorgen (Brewer et al., 2006).

1.1.2.2 Zentrales olfaktorisches System

Uber die Axone der Rezeptorzellen (auch olfaktorische Rezeptorneurone genannt), die
sogenannten Filae olfactoriae wird das Riechsignal zum Bulbus Olfactorius (OB)
weitergeleitet, der dem priméren olfaktorischen Kortex entspricht. Lokalisiert sind die
paarig angelegten Riechkolben in der Fossa olfactoria. Die Axone der Riechzellen mit
dem gleichen Rezeptorprotein lagern sich zusammen und ziehen zu jeweils einem
Glomerulum auf jeder Seite. Im Glomerulum wird das Signal auf den Dendriten der
Mitralzelle verschaltet. Folglich besteht ein Glomerulum aus Riechzellaxonen und
Dendriten von Projektionsneuronen (Mitral- und tiefe Biischelzellen) (Albrecht and
Wiesmann, 2006). An dieser Synapse wirken liber dendrodendritische Verbindungen
juxtaglomeruldre Neurone. Hierzu zdhlen die sogenannten axonlosen Kornerzellen,
kurzaxonige Zellen, oberflachliche Biischelzellen und periglomerulire Zellen.
Periglomeruldre Zellen und Kornerzellen wirken hemmend auf die Projektionsneurone.
Die Inhibition der Interneurone wird durch GABA (y-Aminobuttersdure) und Dopamin
vermittelt (Ennis et al., 2001). An den selben Synapsen wirken die Mitralzellen
wiederum erregend diesen entgegen (Kandel et al., 2000; Silbernagel, 2012). Die
Erregung der Mitralzelle durch die olfaktorischen Rezeptorneurone erfolgt durch
Freisetzung von Glutamat. Gleichzeitig wird durch diesen Mechanismus eine indirekte
Hemmung der Mitralzelle erreicht, da periglomeruldre Zellen durch die Ausschiittung
von Glutamat aktiviert werden (Linster and Cleland, 2016). Durch diese Aktivierung
wird die periglomeruldre Zelle in Ihrem inhibitorischen Signal verstirkt. Diese
Vorgénge sind in der Abbildung ,,Signaltransduktion im OB“ piktographisch dargestellt
(Abb.1).
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Abb. 1: Signaltransduktion im OB, in Anlehnung an (Kandel et al., 2000): Olfaktorische

Rezeptorneurone iibertragen das Signal im Glomerulum auf die Mitralzelle. Uber das
Axon der Mitralzelle findet die Transduktion zum sekundéren olfaktorischen Kortex
statt. Interneurone (periglomeruldre Zellen und Kornerzellen) entfalten ihre
inhibitorische Wirkung. An denselben Synapsen setzt die Mitralzelle ihre exzitatorische
Wirkung auf die Interneurone frei. Durch diesen Prozess wird die inhibitorische

Funktion der periglomeruéren Zelle verstarkt.

Der OB besteht aus sechs Schichten von auBlen nach innen: Die Nervenschicht mit den
Axonen der olfaktorischen Rezeptorneurone, die glomeruldre Schicht mit
periglomeruldren Zellen, externen Biischelzellen und kurzaxonigen Zellen, die &dulere
plexiforme Schicht mit den Biischelzellen, die Mitralzellschicht, die innere plexiforme
Schicht mit den kurzaxonigen Zellen und die Granularzellschicht mit den Koérnerzellen
und kurz- axonigen Zellen (Nagayama et al., 2014). Die olfaktorischen
Rezeptorneurone in der Nervenschicht bilden in der zellarmen, glomeruldren Schicht

mit den apikalen Dendriten der Mitralzellen die Glomeruli.



Neben den inhibitorischen Neurotransmittern GABA und Dopamin und dem
exzitatorischen Botenstoff Glutamat hat auch das serotonerge System Einfluss auf die
Signaliibertragung im OB. Serotonerge Fasern ziehen vor allem vom medianen Raphe-
Kern zur glomeruldren Schicht des OB (Steinfeld et al., 2015). Auf diesen Sachverhalt

wird im spéteren Verlauf genauer eingegangen.

Die Projektionsneurone, Mitral- und Biischelzellen, leiten das Signal zum sekundiren
und tertidren olfaktorischen Kortex weiter (s. Abb.2). Einige Bahnen haben keine
Verbindung zum Thalamus, sondern verlaufen direkt zum limbischen System. Dies

fihrt dazu, dass wir auch unbewusst Geriiche wahrnehmen.

Olfaktorische
Neurone
Bulbus
| | olfactorius |
Nocleus Tubercul Cortex
Ifactor: B o
¢ a.ﬂtmo:s olfactorium piriformis AR
Hypothalamus. Hippocampus
Cortex orbitofrontalis Insula Gyrus cinguli

Abb. 2 : Die zentralnervosen Projektionen der olfaktorischen Neurone, in Anlehnung an

(Albrecht and Wiesmann, 2006): Primirer olfaktorischer Kortex (gelb), sekundérer

olfaktorischer Kortex (blau), tertidrer olfaktorischer Kortex (rot);

1.1.3 Doménen des Geruchssinns

Man unterscheidet den Geruchssinn nach seinen Charakteristika. Als Riechschwelle
oder Sensitivitdt wird die Konzentration einer Substanz bezeichnet, bei der man den

Geruch wahrnehmen kann. Also die niedrigste Konzentration eines olfaktorischen



Stimulus, durch den olfaktorische Rezeptoren aktiviert werden (Martzke et al., 1997).
Die Diskriminationsfiahigkeit ermoglicht uns Gerliche zu unterscheiden. Sie basiert auf
der Messung der individuellen Fahigkeit die Qualitit eines Geruches im Vergleich zu
einem anderen zu unterscheiden oder beispielsweise einen schlechten Geruch aus einer
Menge von guten Gerlichen zu erkennen (Atanasova et al., 2008). Die dritte Domaine ist
die Identifikation eines Geruchsstoffs. Alle drei Bereiche des Riechens erlauben uns
unsere Umwelt auf der Ebene der Diifte besser zu erfassen. Diese Unterscheidung nach
Domaénen wird vor allem in der klinischen Forschung angewandt. Dies ermoglicht eine
Kategorisierung der Riechleistung bei der Untersuchung von psychiatrischen und
neuropsychiatrischen Krankheiten (Martzke et al., 1997; Pause et al, 2001).
StandardméfBig wird heute der so genannte Sniffin'Sticks Test (Firma Burghart
Messtechnik GmbH, Wedel, Deutschland) verwendet. Dies ist eine validierte
Testbatterie mit Riechstiften, die es ermdglicht nach den Dominen des Riechens zu

unterscheiden (s. 2.2.2.2).

1.2 Pathologie des olfaktorischen Systems
1.2.1 Verandertes Riechvermogen bei neurologischen Erkrankungen

Verschiedene neurologische und neurodegenerative Erkrankungen gehen mit einer
verdnderten Riechleistung, also Riechsensitivitdt, Diskrimination oder Identifikation
einher. Bei der Alzheimer- und der Parkinson-Krankheit wurden schwere olfaktorische
Defizite im Bereich der Diskrimination festgestellt (Godoy et al., 2015). Bei Morbus
Parkinson degenerieren dopaminerge Neurone im Striatum. Dies fiihrt zu den
charakteristischen Symptomen wie Rigor, Tremor und Hypokinesie. Auch der
Riickgang der Riechfunktion wird bei der Parkinson-Krankheit als charakteristisches
Friihsymptom beschrieben. Im Jahr 2009 belegte eine Multicenter-Studie, dass 95% der
an Parkinson erkrankten Patienten an einem signifikanten Verlust des Riechvermdgens
leiden und dass dies als Marker zur Fritherkennung der Erkrankung eingesetzt werden
konnte (Haehner et al., 2009). Auch die Huntington-Erkrankung und die Amyotrophe
Lateralsklerose gehen mit einer moderaten Reduktion des Reichvermdgens einher

(Godoy et al., 2015).



1.2.2 Verindertes Riechvermégen bei psychiatrischen Erkrankungen

Die Riechleistung scheint auch bei psychiatrischen Erkrankungen eine entscheidende
Rolle zu spielen. Beispielsweise wurde bei Patienten mit Depressionen eine signifikant
verminderte Riechsensitivitét, also erhohte Riechschwelle, festgestellt, welche sich nach
erfolgreicher Therapie wieder normalisierte (Pause et al., 2001). Hierbei fand man
heraus, dass mit aszendierendem Schweregrad der Depression (erzielter Depressions-
Score) eine verminderte Riechsensitivitdt einhergeht. In einer weiteren Studie wurden
die Riechfunktion und das Volumen des OB zwischen Gesunden und Patienten mit
Depressionen verglichen. Es ergab sich eine geringere Riechsensitivitit und ein
reduziertes Volumen des OB bei Depressionen (Negoias et al., 2010). In einer
Zusammenfassung vieler verschiedener Studien, die sich mit diesem Thema
beschiftigen, fand man heraus, dass nicht nur Patienten mit Depressionen ein
schlechteres Riechvermdgen aufweisen, sondern dem entgegen auch Patienten mit
olfaktorischer Dysfunktion Symptome einer Depression aufweisen (Kohli et al., 2016).
Es lasst sich also sagen, dass eine bidirektionale Beziehung zwischen Depressionen und
olfaktorischer Funktion besteht. Der zugrundeliegende Mechanismus ist jedoch noch

nicht gentigend erforscht.

Im Rahmen einer Studie zur Untersuchung des Riechvermogens bei Kindern mit ADHS
(Aufmerksamkeits-Defizit-Hyperaktivitits-Storung) ohne
Psychostimulanzienmedikation, wiesen diese Kinder eine verbesserten Sensitivitdt im
Vergleich zu gesunden Kontrollkindern auf, wihrend medizierte ADHS-Kinder sich
nicht von der Kontrollgruppe unterschieden (Romanos et al., 2008). Hierbei wurde der
Einfluss des dopaminergen Systems auf die Riechleistung untersucht, da man weiB3, dass
Psychostimulanzien, wie Methylphenidat, auf die dopaminerge Signaliibertragung
wirken und somit eine Beeinflussung der Riechschwelle zur Folge haben konnten.
Daher ergibt sich die Frage, ob die Riechschwelle als funktioneller Marker fiir ADHS
genutzt werden konnte, mit potentieller Relevanz fir die Erfassung des

Therapieansprechens.

Schizophrenie, als eine weitere Krankheitsgruppe, die im Zusammenhang mit der

Riechleistung erforscht wurde, geht einher mit Defiziten im Bereich der Diskrimination



und Identifikation von Geriichen (Schecklmann et al., 2013). Das Deletionssyndrom
22q11.2, welches mit einer Haploinsuffizienz der COMT (Catechol-O-Methyl-
Transferase) einhergeht und damit zu einer dopaminergen Dysregulation fiihrt, ist mit
einigen neuropsychiatrischen Erkrankungen (wie zum Beispiel Schizophrenie)
assoziiert. Dieses Deletionssyndrom wurde zusammen mit dem Riechvermdgen
untersucht. Dabei wurden Defizite in allen drei Doménen des Riechens erkannt.
Basierend auf einer dopaminergen Dysfunktion bei diesem Syndrom konnte die
Riechleistung als Biomarker zur Bestimmung der potentiellen

Erkrankungswahrscheinlichkeit eingesetzt werden (Romanos et al., 2011).

Weiterhin fand man bei Patienten mit Angsterkrankungen Defizite im Bereich der
Riechdiskrimination (Clepce et al., 2012). Einige Studien erkannten eine reduzierte
Identifikationsleistung von Geriichen bei Patienten mit PTBS (Posttraumatische

Belastungstorung) (Vasterling et al., 2000, Dileo et al., 2008).

Es stellt sich nun die Frage, welche Mechanismen im Gehirn zu diesen olfaktorischen
Verdanderungen fiithren. Neben dem dopaminergen System spielen auch andere
Neurotransmittersysteme eine Rolle in der Signaltransduktion. Wir haben uns mit dem
serotonergen System beschiftigt, da es an der Regulation kognitiver und emotionaler
Prozesse beteiligt ist und vielfach im Zusammenhang mit psychiatrischen Erkrankungen
wie Depressionen, Angsterkrankungen usw. untersucht wurde (Freitag et al., 2006;
Jokisch et al., 2005). Bereits 1969 wurde die sogenannte ,,Serotonin-Hypothese*
aufgestellt, dass ein Serotoninmangel ursiachlich fiir die Entstehung von Depressionen
sei (Coppen, 1969). Zudem wissen wir, dass Serotonin an der Signaltransduktion im OB
beteiligt ist und somit bedeutsam flir das Verstindnis des Riechvorganges ist. Des
Weiteren wurden serotonerge Genpolymorphismen im Rahmen von psychiatrischen
Erkrankungen untersucht und Zusammenhinge erkannt. Dies wird im weiteren Verlauf
der Arbeit noch genauer erldutert. Wie verdndert sich also die Riechleistung bei
Veridnderungen bzw. Genvariationen von Bestandteilen des serotonergen Systems und
konnte die Riechsensitivitdt oder Diskrimination als Biomarker fiir die Diagnose und

den Therapieverlauf bei psychiatrischen Erkrankungen eingesetzt werden?



1.3 Das serotonerge System
1.3.1 Funktion

Das serotonerge System hat im ZNS (zentrales Nervensystem) vor allem bei kognitiven,
emotionalen und neuroendokrinen Prozessen eine grofle Bedeutung. Es reguliert den
Schlaf-Wach-Rhythmus, die Nahrungsaufnahme, die Thermoregulation, das Herz-
Kreislauf-System, das Brechverhalten, das Sexualverhalten, die Schmerzverarbeitung
und viele motorische Funktionen. Auch peripher spielt das serotonerge System eine
entscheidende Rolle. Hier hat es Einfluss auf die Blutgerinnung, die
Blutplédttchenfunktion, den Tonus der glatten Darmmuskulatur und auf die
Vasokonstriktion oder die Vasodilatation der Gefalle (Jokisch et al., 2005; Rassow et
al., 2006).

Serotonin (5-Hydroxytryptamin, 5-HT) kann sowohl exzitatorisch als auch inhibitorisch
wirken. Dies ist abhingig vom jeweiligen Serotoninrezeptor und ob dieser
prasynaptisch oder postsynaptisch lokalisiert ist. Fast alle Serotoninrezeptoren werden
im Gehirn exprimiert. Serotonin iibt seine Wirkung hauptsichlich durch die Modulation

von dopaminergen, cholinergen und GABAergen Neuronen aus (Jokisch et al., 2005).

1.3.2 Serotoninsynthese und Komponenten des serotonergen Systems

Der Botenstoff Serotonin gehort zu der Gruppe der Monoamine, einer Gruppe von
Neuromodulatoren. Da Serotonin die Blut-Hirn-Schranke nicht {iberwinden kann, muss
es im Gehirn hergestellt werden. Die Synthese von Serotonin aus der Aminosdure
Tryptophan (Trp) vollzieht sich in zwei Schritten. Zundchst wird Trp zu 5-
Hydroxytryptophan (5-HTP) hydroxyliert. Diese Reaktion wird durch das Enzym
Tryptophanhydroxylase (TPH) katalysiert. Im zweiten Schritt wird 5-HTP durch die
Vitamin B6 abhdngige Aromatische-Aminoséure-Decarboxylase (AAAD) zu Serotonin
(5-HT). Das Serotonin wird in Vesikel verpackt und im Falle eines ankommenden
Aktionspotentials in den synaptischen Spalt freigesetzt. Dort wirkt es {iiber
Serotoninrezeptoren (5-HT-Rezeptoren) an der prisynaptischen und postsynaptischen
Membran auf die Signaltransduktion (Kriegebaum et al., 2010). Die Rezeptoren werden
von 5-HT1- bis 5-HT7-Rezeptortypen eingeteilt (Jokisch et al., 2005). Beispielsweise

befindet sich der 5-HT1- Rezeptor an der prasynaptischen Membran von Neuronen der
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Raphe Kerne und in vielen anderen Regionen des Gehirns und zeigt eine inhibitorische
Wirkung. Der in dieser Arbeit untersuchte 5-HT2C-Rezeptor (Serotoninrezeptor 2C)
wird in verschiedenen Zelltypen und unterschiedlichen Orten des ZNS exprimiert. Unter
anderem in der Amygdala, dem dorsalen Raphe-Kern und dem Mittelhirn. Dieser
Rezeptor soll auf GABAergen Neuronen exprimiert sein (Spoida et al., 2014). GABA

hat eine inhibitorische Wirkung.

Damit das freigesetzte Serotonin wiederverwendet werden kann, transportiert der

Serotonintransporter (SERT) den Neurotransmitter wieder zuriick ins Zytosol der Zelle.

Diese Prozesse werden in der Abbildung: ,,Serotoninsynthese und serotonerge

Signaltransduktion® (Abb.3) veranschaulicht.

stsunaptisch
P R zeptor

@ Tryptophan
B 5-Hydroxytryptophan
& Serotonin

Kap\ Llare SERT

Abb. 3: Serotoninsynthese und serotonerge Signaltransduktion, in Anlehnung an

(Kriegebaum et al., 2010): Synthese von Serotonin aus Tryptophan in zwei Schritten.

AnschlieBend Verpackung in Vesikel und Transport zum Endkndpfchen. Freisetzung in
den synaptischen Spalt und Rezeptoraktivierung an der postsynaptischen Membran.

Riicktransport von Serotonin iiber SERT in das Neuron.

Die Zellkorper der serotonergen Neurone sind vor allem in den Raphe-Kernen des

Hirnstamms lokalisiert. Zu den Raphe-Kernen gehdren von rostral nach kaudal der
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Nucleus raphe dorsalis, der Nucleus raphe medianus, der Nucleus raphe pontis, der
Nucleus raphe magnus, der Nucleus raphe obscurus und der Nucleus raphe pallidus.
Von dort projizieren diese Zellen in das gesamte ZNS. So kann das serotonerge System
einen breitgestreuten Einfluss auf Wachzustand, Sinneswahrnehmung, Gefiihle und

hohere kognitive Féhigkeiten ausiiben.

1.4 Das serotonerge System im Zusammenhang mit dem Riechvermogen

Es ist bekannt das serotonerge Fasern von den Raphe-Kernen, nimlich vorwiegend von
dem Nucleus raphe medianus, zum OB verlaufen (Brill et al., 2016). In einer
Tiermodellstudie mit Méiusen aus dem Jahr 2016 fand man heraus, dass durch
Stimulierung der Raphe-Kerne, Mitralzellen im OB aktiviert werden (Kapoor et al.,
2016a). Da wie oben beschrieben Serotonin seine Wirkung vorwiegend indirekt iiber
andere Neurotransmitter ausiibt und an der Signaliibertragung im OB viele
unterschiedliche Neurone (Projektionsneurone und Interneurone) mitwirken, sind diese

Mechanismen duBBerst komplex.

Eine 2010 veroffentlichte Tiermodellstudie mit Ratten ergab, dass serotonerge Fasern
Kontakt zu GABAergen und non-GABAergen Neuronen in der glomeruldren Schicht
haben (Gracia-Llanes et al., 2010). Zu den GABAergen Neuronen im OB gehdren die
periglomeruldren Zellen und die kurzaxonigen Zellen (s.Abb.4 rot eingezeichnetes
Interneuron). Die kurzaxonigen Zellen entfalten Ihre Wirkung auch durch den
Neurotransmitter Dopamin (Kiyokage et al., 2010). Zu non-GABAergen Neuronen
zdhlen vor allem die Projektionsneurone wie Mitralzellen und Biischelzellen, welche
tiber Glutamat wirken (s. Abb.4: gelb und blau markierte Mitralzelle). Man nehme nun
an, dass die serotonergen Neurone im OB ihren Neurotransmitter freisetzen. Hierdurch
werden Mitralzellen inhibiert, wodurch die olfaktorische Signaltransduktion vermindert
wird (Huang et al.,, 2017) . Gleichzeitig wirken periglomeruldre Zellen, welche
wiederum durch Serotonin aktiviert wurden, hemmend auf die Mitralzelle. Dieser
Mechanismus wurde von Brill et al. in der Veroffentlichung ,,Serotonin increases

synaptic activity in olfactory bulb glomeruli* genau beschrieben (Brill et al., 2016).

Das serotonerge System hat viele Bestandteile: Rezeptoren, Enzyme und Transporter.

Welche Funktion haben diese Proteine bei der Signaliibertragung und welche

11



Genvariationen von Rezeptoren, Transportern und Enzymen sind mit einer besseren
Riechleistung assoziiert? Wir haben uns drei Kandiatengene und deren Polymorphismen
herausgesucht, die in der Literatur als Risikoallele fiir psychiatrische Erkrankungen
gelten: Namlich den Genpolymorphismus der Tryptophanhydroxylase 2 (TPH2,
rs4570625 oder -703G/T), des Serotonintransporters (5-HTT, Serotonintransporter-
Langenpolymorphismus 5-HTTLPR) und des Serotoninrezeptors 5-HT2C (rs518147
oder -697G/C). Da, wie oben beschrieben, das serotonerge System bei psychiatrischen
Erkrankungen eine Rolle spielt, wére es interessant zu wissen, welche Verdnderungen in
der Riechleistung dabei auftreten. Diese Differenzen konnten als potentielle Biomarker

in der Diagnosefindung und dem Therapieansprechen der Erkrankungen fungieren.

"
opithelium

Abb. 4: Weiterleitung des olfaktorischen Signals im Bulbus olfactorius: Mit

freundlicher Genehmigung von Prof. Dr. med. M. Romanos: Serotonin entfaltet seine

inhibitorische Wirkung tiber direkte Hemmung im Glomerulum und indirekt {iber

juxtaglomeruldre Neurone.

1.5 Der aktuelle Forschungsstand

1.5.1 Physiologischer Forschungsstand der Signaltransduktion im Bulbus
Olfactorius

Im Folgenden wird auf die physiologischen Prozesse im OB mit Bezug auf aktuelle
Forschungsergebnisse eingegangen. Hierbei ist zu beachten, dass in der Forschung vor

allem Tiermodelle herangezogen werden, um molekulare Mechanismen beim Menschen
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besser zu verstehen. Das besondere Augenmerk richtet sich hierbei auf die in dieser

Arbeit untersuchten Kandidatengene und deren Proteine.

Im OB findet die erste synaptische Ubertragung des olfaktorischen Signals statt. Das
wahrgenommene Geruchssignal wird von den Axonen der olfaktorischen
Rezeptorneurone auf die Dendriten der Mitralzelle und auf die Biischelzellen
(Projektionsneurone) verschaltet. Dies findet in der glomeruldren Schicht des OB statt.
Die Signaliibertragung wird durch den Neurotransmitter Glutamat vermittelt, der an
glutamatergen Rezeptoren der Mitralzelle ein exzitatorisches Signal auslost (Berkowicz
et al., 1994). Die Zellkorper der Biischelzellen befinden sich in der dulleren plexiformen
Schicht, wéhrend sich die Perikaryen der Mitralzellen in der Mitralzellschicht befinden
(Nagayama et al., 2014). Neben diesen beiden Zelltypen gibt es weitere Neuronenarten,
die an der Signaliibertragung des olfaktorischen Signals mitwirken. Die Zellkorper der
Kornerzellen befinden sich in der Kornerzellschicht und entfalten tiber Dendriten, die in
die &uBere plexiforme Schicht reichen, ihre inhibitiorische Wirkung an den
Projektionsneuronen. Dieser Mechanismus wird durch GABA vermittelt (Arnson and
Strowbridge, 2017). Zu den juxtaglomeruldren Zellen, die sich in der glomeruldren
Schicht befinden, zdhlen periglomeruldre Zellen, kurzaxonige Zellen und externe
Biischelzellen. Periglomeruldre Zellen setzten ebenfalls GABA frei. Kurzaxonige Zellen
wirken sowohl iiber GABA, als auch iiber Dopamin (Kiyokage et al., 2010). Die
externen Biischelzellen sollen neben einer glutamatergen Wirkung auch einen

GABAergen Effekt haben (Tatti et al., 2014).

Neben den genannten Botenstoffen existieren weitere, die an der Signaltransduktion im
OB beteiligt sind. Unter anderen das Serotonin. Serotonin wird, wie bereits beschrieben,
in den Raphe-Kernen produziert. Fasern verlaufen von dort zum OB und enden in der
glomeruldren Schicht (Brill et al., 2016; Kapoor et al., 2016a) (s.1.5). Dort wird der
Botenstoff freigesetzt und wirkt auf die an der Signaliibertragung beteiligten Neurone.
Der Effekt, den Serotonin bewirkt, ist abhingig vom jeweiligen Rezeptortyp und von
Art der Zelle, auf der sich der Rezeptor befindet. Serotonin scheint eine Wirkung auf
GAGAerge und non-GABAerge Neurone zu haben (Gracia-Llanes et al., 2010). Auch
im Neokortex zielen serotonerge Projektionen auf GABAerge Neurone, dies

unterstreicht den Mechanismus im OB (Dugué and Mainen, 2009). Schmidt und
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Strowbridge belegten 2014, dass die Freisetzung von Serotonin zu einer indirekten
Hemmung von Mitralzellen vermittelt durch GABAerge Kornerzellen fiihrt (Schmidt
and Strowbridge, 2014). In einer weiteren Studie erkannte man, dass duflere
Biischelzellen, vermittelt durch den SHT2A-Rezeptor, durch Serotonin aktiviert werden.
Hierdurch kommt eine verstirkte Wirkung hemmender Interneurone zustande, die zu
einem reduzierten sensorischen, olfaktorischen Input fiihrt. Gleichzeitig sollen die
duBeren Biischelzellen, im Sinne einer postsynaptischen Hemmung, eine direkte

Wirkung auf Mitralzellen und Biischelzellen haben (Liu et al., 2011).

Im Jahr 2009 wurde der SHT2C-Rezeptor als wichtiger Bestandteil der serotonergen
Signaliibermittlung im OB erkannt (Petzold et al., 2009). Dieser Rezeptor befindet sich
auf den GABAergen, periglomeruldren Zellen. Hierdurch kommt eine Hemmung der
terminalen Enden der olfaktorischen Rezeptorneurone zustande, wodurch das
verminderte Riechsignal zu den Mitralzellen tibermittelt wird. Nachdem man den
Rezeptor geblockt hatte, zeigte sich dieser Effekt nicht mehr (Petzold et al., 2009). Des
Weiteren wurden serotonerge Verbindungen zu kurzaxonigen Zellen iiber den SHT2C-

Rezeptor erkannt (Brill et al., 2016).

Neben den Rezeptoren spielen auch Enzyme und Transporter eine Rolle bei der
Wirkweise eines Neurotransmittersystems. Wie genau, die in dieser Arbeit untersuchten
Proteine (TPH und SERT), Einfluss auf die Signaliibertragung im OB und damit auf das

Riechsignal haben konnten, wird im folgenden Abschnitt erldutert.

Die TPH ist das geschwindigkeitsbestimmende Enzym der Serotoninsynthese. Es sind
zwel Isoformen dieses Proteins bekannt. Die TPHI1 wird in vielen Zellen exprimiert,
wihrend die TPH2 vor allem im Gehirn nachweisbar ist (Piischel et al., 2011). Die
TPH1 wird vornehmlich peripher in den enterochromaftinen Zellen des Darms, in der
Zirbeldriise, in der Milz und im Thymus exprimiert (Walther and Bader, 2003). Im Jahr
2003 wurde die TPH2 von Walther und Bader in Mauseversuchen entdeckt. Die TPH2
liegt vor allem in den Raphe-Kernen vor, nicht nur bei Tieren, sondern auch beim
Menschen (Zill et al., 2007). Es ist bekannt, dass eine vermindert aktive TPH2-Variante
auch zu einer verminderten Serotoninproduktion fiihrt (Mosienko et al., 2014). Somit

wird eine geringere Menge an Serotonin in den synaptischen Spalt freigesetzt und kann
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weniger an den Rezeptoren periglomeruldrer Zellen, Biischelzellen und Mitralzellen
wirken. Beziiglich der periglomeruldren Zellen bedeutet dies, dass der inhibitorische
Einfluss auf die Signaltransduktion im Glomerulum reduziert sein konnte. Eine hohere
Aktivitdt der TPH2 konnte dementsprechend zu einer stirkeren Hemmung des Signals

fithren.

Der SERT ist ein Natrium-Neurotransmitter-Symporter und  sorgt als
Zellmembranprotein serotonerger Neurone fiir die Wiederaufnahme von Serotonin aus
dem synaptischen Spalt. Die Lokalisation des SERT beschrénkt sich im Gehirn auf den
Raphe-Komplex und entlang der serotonergen Axone (Blakely et al., 1994). Er spielt
eine wichtige Rolle bei der Terminierung der serotonergen Neurotransmission was
folglich zu einer Beendigung der Serotoninwirkung fiihrt (Kriegebaum et al., 2010). Die
Aktivitdit des SERT konnte somit Einfluss auf die Signaliibermittlung in der
glomeruldren Schicht des OB haben.

Folglich greifen viele Mechanismen an der Ubermittlung des Riechsignals an der ersten

Synapse der Riechbahn an.

1.5.2 Molekularbiologischer Forschungsstand der Kandidatengene

Um herauszufinden, wie das serotonerge System die Riechleistung beeinflusst, wurden
aufgrund funktioneller Zusammenhdnge fiir die vorliegende Arbeit drei Proteine
ausgewdhlt, die Einfluss auf die serotonerge Signaltransduktion im OB nehmen
konnten. Die hier untersuchten Genpolymorphismen dieser Proteine wurden bereits mit
psychiatrischen Erkrankungen assoziiert. Auf diese Zusammenhinge wird im folgenden

Abschnitt eingegangen.

Verschiedene Polymorphismen der TPH2 wurden in der Vergangenheit mit
Erkrankungen der Psyche assoziert. Vor allem der hier untersuchte SNP (single-
nucleotide-polymorphism) rs4570625 der TPH2 (auch -703G/T) ist bereits in einigen
Studien, nicht nur mit psychiatrischen Erkrankungen, sondern auch mit bestimmten
Personlichkeitsziigen erforscht worden. In einer Studie von 2006 wurde eine hdhere
Zahl von T-Allel Triagern (T/T,T/G) in einer Gruppe von Cluster B

Personlichkeitsstorungen erkannt, als bei der gesunden Kontrollgruppe (Gutknecht et
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al., 2007). Im Rahmen einer anderen Studie wurde die Relevanz des serotonergen
Systems auf die Impulskontrolle untersucht. Hierflir wurde ein neuropsychologischer
Test verwendet. Der sogenannte Wisconsin Card Sorting Test, mit diesem die exekutive
Kontrolle getestet wurde. Dabei machten T/T-Allel Trager dreimal mehr Fehler als
Personen mit wenigstens einem G-Allel. FEine hohere Fehleranzahl kénnte durch
Impulsivitit verursacht sein (Reuter et al., 2007b). Es ist jedoch unklar, ob das G-Allel
oder das T-Allel fiir eine hohere Expression des Enzyms sorgt. In der Literatur wurde
die TPH2 und deren Genpolymorphismen auf Unterschiede in der Genexpression hin
untersucht (Chen et al., 2008). Der Genpolymorphismus rs4570625 (-703G/T) ist hier

als mit einer geringeren Serotoninproduktion assoziiert, beschrieben worden.

Der SERT ist ein Zellmembranprotein, welches an der prasynaptischen Membran des
serotonergen Neurons lokalisiert ist. Viele Psychopharmaka setzen an diesem
Symporter an, zum Beispiel SSRI (selektive Serotonin-Reuptake-Inhibitoren). Diese
werden vornehmlich zur Behandlung von Depressionen verwendet. Fiir die
Promotorregion des Gens, das fiir den SERT kodiert, existiert ein sogenannter
Langenpolymorphismus (5-HTTLPR) (s. Abb. 3). Das ,,short“-Allel (s-Allel) resultiert
in einer verminderten Expression des SERT. Dies fiihrt dazu, dass weniger 5-HT pro
Zeiteinheit zuriick in das Zytosol des Neurons gelangt. Die basale Aktivitit der langen
Variante des Gens (,,long“-Allel (I-Allel)) ist dreifach hoher als die der kurzen Variante
(Heils et al., 1996). Dies konnte bei homozygoten 1-Allel-Trédgern zu einer verstiarkten
Expression des SERT und somit zu einer geringeren 5-HT Menge im synaptischen Spalt
fiihren. Angstliche Personlichkeitsziige, Angsterkrankungen sowie Depressionen
wurden mit diesem Polymorphismus assoziiert (Lesch, 2003; Lesch et al., 1996).
Trager des s-Allels (ss/sl) sollen eine verstirkte Amygdalaaktivitdt aufweisen, die zu
Angststorungen, Depressionen, Suizidalitdit und Bipolaren Stérungen fiithren kann
(Hariri et al., 2002; Kenna et al., 2012). In einer Studie, bei der ADHS-Patienten Stress
ausgesetzt wurden, fand man heraus, dass s-Allel Tridger eine signifikant hohere,
positive Korrelation zwischen Stress und ADHS-Symptomen aufwiesen, als
homozygote Triager des 1-Allels (Meer et al., 2014). Insgesamt scheint der 5S-HTTLPR
eine grole Rolle bei vielen psychischen Erkrankungen zu spielen und auch bei der

Empathie bzw. sozialen Kognition (Canli and Lesch, 2007).
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Abb. 5: Genvarianten des SERT: Genotyp ss/sl fiihrt zu verminderter Expression des
Transporters, somit verbleibt mehr 5-HT im synaptischen Spalt; Genotyp 11 fiihrt zu
vermehrter Expression des Transporters, somit verbleibt weniger 5-HT im synaptischen

Spalt.

Der 5-HT2C-Rezeptor befindet sich auf der postsynaptischen Membran GABAerger
Neurone. Im Jahr 2009 wurde er als der aktivierende Rezeptor auf periglomeruldren
Zellen identifiziert (Petzold et al., 2009). Durch die Aktivierung dieser Zellen kommt es
zu einer Hemmung der Signaliibertragung zwischen olfaktorischen Rezeptorneuronen
und der Mitralzelle. Dies ldsst darauf schlieBen, dass der 5-HT2C-Rezeptor als
wichtiger Bestandteil des serotonergen Systems Auswirkungen auf die Riechleistung
haben konnte. Wir haben uns vor allem mit dem Polymorphismus rs518147 des 5-
HT2C auseinandergesetzt. Man unterscheidet bei diesem Genpolymorphismus G- und
C-Allel Trager. Fir C-Allel-Trager fand man einen protektiven Effekt fiir
Gewichtszunahme unter antipsychotischer Therapie mit Olanzapin (Godlewska et al.,
2009; Risselada et al., 2012). Weiterhin wurde dieser Polymorphismus im
Zusammenhang mit ADHS untersucht (Xu et al., 2009). Hierbei fand man heraus, dass
das G-Allel signifikant hdufiger von Eltern auf ihre an ADHS erkrankten Kinder

ibertragen wurde.
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1.5.3 Methodischer Forschungsstand

Der Sniffin"Sticks Test wurde 1995 von Kobal und Hummel erstmals vorgestellt. Er
ermoglicht auf einfache Weise die Bestimmung von drei Riechqualitdten
(Riechsensitivitdt, Diskrimination und Identifikation). In unserer Studie wurde auf die
Identifika-tionstestung verzichtet, weil die Erkennung von Geriichen keine Bedeutung
fiir unsere Fragestellungen hat und wesentlich von schwer kontrollierbaren Lernfaktoren
mitbeeinflusst sein kann. Der Test enthidlt Geruchskonzentrationen, die schwellennah
als auch iiberschwellig sind. Er besitzt eine hohe Sensitivitit und kontaminiert den
Untersuchungsraum nicht. Beim Diskriminationstest ist keine exakte sprachliche
Benennung des Duftreizes notig, somit fiir die Testung von Kindern gut geeignet. Der
zeitliche Aufwand der Untersuchung ist gering. Fiir die Sensitivitdtstestung plus
Diskrimination werden zwischen 20 und 30 Minuten eingerechnet. Der Test ist gut fiir
die Nutzung im klinischen Alltag geeignet (Hummel et al., 1997). Er wird verwendet,
um beispielsweise eine Anosmie bei neurologische Krankheiten zu erfassen (Kobal and
Stefan, 1995). Vor allem bei der Parkinson-Krankheit hat der Sniffin'Sticks Test einen
besonderen Stellenwert. In einer Studie wurden Patienten mit idiopathischem Parkinson
Syndrom im Vergleich zu einer Kontrollgruppe mittels des Sniffin'Sticks Tests auf alle
drei Riechqualititen hin untersucht. Es zeigten sich Defizite in allen drei Bereichen
innerhalb der Patientengruppe (Daum et al., 2000). Auch werden Auftrige zur
Begutachtung von Geruchsstérungen nach Schéddelhirntraume, Operationen im
Nasennebenhdhlenbereich, Infektionen und Medikamentennebenwirkungen immer
haufiger (Wolfensberger and Schnieper, 1999). Die Patienten-Compliance ist wegen des
geringen zeitlichen Aufwands und der geringen Kosten gut. Auch kann durch
festgesetzte  Richtwerte eine  semiqualitative  Beurteilung von  partiellen

Geruchsstorungen vorgenommen werden (Wolfensberger and Schnieper, 1999).

Auch in der Forschung findet der Sniffin'Sticks Test breite Anwendung, da durch die
geringe Dauer des Tests eine groBe Probandenzahl erreicht werden kann, um
reprisentativere Ergebnisse zu erreichen. Beispielsweise wird der Test unter anderem
in der Multiplen Sklerose-Forschung (Caglayan et al., 2016) oder in der
Schizophrenie-Forschung verwendet (Pelka-Wysiecka et al., 2015).
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Es gibt eine Vielzahl von Tests, mit denen man das Riechvermdgen beurteilen kann.
Diese sind je nach Verfahren, Dauer und Aussagekraft unterschiedlich. Neben dem
Sniffin'Sticks Test gibt es den Sniff Magnitude Test (SMT). Der SMT wurde von
Gesteland und Frank entwickelt (Frank et al., 2003). Es handelt sich hierbei um einen
Test, bei dem die Testpersonen anhand von Plastikbehiltern (Geruchskanister), die mit
unterschiedlichen Konzentrationen eines geldsten Duftstoffs gefiillt sind, auf ihr
Atmungsverhalten abhingig vom dargebotenen Geruch, getestet werden. Hierfiir trégt
der Proband eine beidseitige Nasensonde, die mit dem Geruchskanister und einem
computergestiitzten piezoelektrischen Druckumwandler verbunden ist. Es wird das
Schniiffeln an Kanistern mit und ohne Geruchsstoff verglichen (Frank et al., 2004).
Dabei werden unangenehme und angenehme Gerliche dargeboten. Durch die
Nasensonde wird der Unterdruck gemessen, der beim Einatmen entsteht. Der
Unterdruck ist bei unangenehmen Geriichen kleiner als bei angenehmen. Die Differenz
kann Aussage liber die Riechfunktion geben. Ein Vorteil dieses Tests ist es, dass man
sich nicht auf die subjektive Wahrnehmung des Probanden verldsst, sondern auf das
objektive Ergebnis der Inhalation. Leider ldsst sich dieser Test nicht fiir die Erfassung
von Sensitivitdt und Diskrimination verwenden. Jedoch ist er ein erster Ansatz, um

objektivere Ergebnisse zu erhalten.

Um ein noch objektiveres Ergebnis zu erhalten, ist es mdglich elektrische
Riechpotentiale mittels der ,,objektiven Olfaktometrie* (Objektive Messung der
Riechleistung) abzuleiten. Hierfiir wird ein sogenanntes Olfaktometer verwendet. Ein
Nasenstiick sorgt fiir eine direkte Darbietung des Reizes, der in einen kontinuierlichen
Luftstrom eingebettet ist, um eine mechanische Reizung der Riechschleimhaut zu
verhindern (Kobal, 1981; Livermore and Hummel, 2004). Uber die Kopfoberfliche
werden dann die ausgelosten Potentiale mit Elektroden registriert. Die Messmethode
heilt EEG (Elektroenzephalographie). Das durch den Reiz (hier ein GeruchsstofY)
ausgeloste Signal ldsst sich als charakteristische Welle darstellen und wird als
,olfaktorisch evoziertes Potential“ (OEP) bezeichnet. Je nach Amplitude und Latenz
kann man eine Aussage iiber die Stirke des empfundenen Geruchs treffen. Eine hohe
Amplitude mit kurzer Latenzzeit spricht flir eine groBe Geruchsintensitdt. Je nach

dargebotenem Duftstoff wird das trigeminale oder olfaktorische System gereizt (Kobal
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and Hummel, 1988). Heute wird diese Methode primir in der Forschung angewendet,
da sie fiir den klinischen Alltag zu aufwendig ist. Durch die simultane Registrierung
olfaktorisch evozierter kortikaler Potentiale und der Contingent Negative Variation
(CNV) st es moglich, nicht nur die Riechempfindung, sondern auch das
Geruchsunterscheidungsvermogen zu testen (Matern et al., 1995). Die CNV ist eine
langsame Potentialverschiebung zu negativen Werten, die auftritt, wenn ein Reiz einen
zweiten Reiz angekiindigt hat, auf den eine Reaktion erfolgen soll. Diese Verdanderung
wird als Vorbereitung auf einen néchsten Reiz interpretiert. Die selektive CNV besteht
in der Unterscheidung von zwei Geriichen, dabei wurde eine hohere Amplitude in der
Ableitung festgestellt (Eichholz, 2004). Diese objektive Einschitzung der
Diskriminationsleistung kann Aufschluss {iber das Vorliegen einer Parosmie bei
Patienten geben (Gerull et al., 1981). In unserer Fragestellung haben wir uns mit der
Signaliibertragung im OB beschiftigt. Leider liefert uns die EEG-Messung nach
olfaktorischer Reizung nur Signale, die zur Hirnrinde gelangen. Wir bekommen daher
keinen Aufschluss iiber Verdnderungen im OB je nach dargebotenem Geruch,
unterschiedlicher Konzentration des Geruchsstoffs oder bei der Aufgabe der
Unterscheidung von Geriichen. Auch ist die Nutzung des Olfaktometers eine sehr
aufwindige Methode und zusitzlich sehr kostspielig. Eine hohe Probandenzahl mit
dieser Methode zu erreichen ist schwierig. Angewendet wird die Messung
olfaktorischer Potentiale bei medizinischen Gutachten, bei Patienten mit Demenz oder

Kindern.

Wir haben uns fiir den Sniffin'Sticks Test entschieden, weil er leicht bei Kindern
zwischen 8 und 13 Jahren durchfiihrbar ist. Er deckt verschiedenen Bereiche unserer
Riechfunktion ab, ndmlich ab welcher Konzentration wir einen Geruchsstoff gerade so
wahrnehmen konnen (Sensitivitit) und ob wir Geriiche voneinander unterscheiden

konnen (Diskrimination).

1.5.3 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Frage wie Bestandteile des serotonergen
Systems bzw. deren Genotyp sich auf die Riechleistung gesunder Kinder auswirken.

Wie im Forschungsstand beschrieben, kommen die TPH2, der SERT und der 5-HT2C
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Rezeptor hierfiir in Frage, da die genannten Genpolymorphismen der TPH2 (rs4570625
oder -703G/T), des  Serotonintransporters (5-HTT,  Serotonintransporter-
Langenpolymorphismus 5-HTTLPR) und des Serotoninrezeptors 5-HT2C ( rs518147
oder -697G/C) im Zusammenhang mit einer Vielzahl von psychiatrischen Erkrankungen
untersucht wurden (s.1.5.2). Durch Studien untermauert wissen wir, dass serotonerge
Fasern von den Raphe-Kernen zum OB ziehen und somit das serotonerge System an
der Signaltransduktion im OB mitwirkt (Kapoor et al., 2016a). Wir haben uns gefragt,
wie die Riechleistung, in Abhédngigkeit vom Genotyp, bei Kindern ohne psychiatrische
Erkrankungen ausfdllt.  Das zukiinftige Ziel wére es die Riechleistung als
diagnostischen Marker bei psychiatrischen Erkrankungen zu nutzen, die mit diesen
Genpolymorphismen assoziiert sind. Zur Erfassung der Riechschwelle und der
Diskriminationsleistung wurde der Sniffin'Sticks Tests eingesetzt, da er als Standardtest

in der klinischen Forschung gilt und gut bei Kindern durchzufiihren ist.

1.6 Fragestellung und Hypothesen

Fragestellung:

Zeigt sich bei gesunden Kindern ein Zusammenhang zwischen serotonergen

Genvariationen und der olfaktorischen Leistung?
Hypothesen:

1. Der Genotyp des Serotonin-Syntheseenzyms TPH2 (rs4570625) beeinflusst

Riechsensitivitit und Diskriminationsfahigkeit.

2. Der Serotonintransporter-Langenpolymorphismus 5-HTTLPR  beeinflusst

Riechsensitivitit und Diskriminationsfahigkeit.

3. Die Genvariante des Serotoninrezeptors 5-HT2C (rs518147) beeinflusst

Riechsensitivitit und Diskriminationsfahigkeit.

21



2. Material und Methoden
2.1 Studienkonzept

Ziel dieser Studie war es die Bedeutung serotonerger Genvariationen im
Zusammenhang mit der Riechleistung zu untersuchen. Insbesondere wurden hierfiir die
Varianten der Genpolymorphismen der TPH2 (rs4570625 oder -703G/T), der 5-
HTTLPR und des 5-HT2C (rs518147o0der -697G/C) auf Unterschiede in
Riechsensitivitdt und Diskriminationsfahigkeit untersucht. Eine gerichtete Hypothese
war aufgrund der mangelnden Vorbefunde und geringen Kenntnisse tiiber die
funktionellen Zusammenhédnge im Riechsystem nicht sicher zu formulieren. Insgesamt
wurden 173 Kinder eingeschlossen. Davon lagen bereits die Datensdtze von 71 Kindern
vor, die im Rahmen der Testungen aus dem Jahr 2011 unter der Leitung von Prof.
Marcel Romanos und Dr. Martin Schecklmann (aktuell Universitdt Regensburg, Klinik
fiir Psychiatrie und Psychotherapie, Deutschland) entstanden sind. Weitere 102 Kinder
wurden zwischen April 2015 bis November 2015 an der Universitit Wiirzburg getestet
(Stichprobe Carl). Diese Kinder wurden aus einem Probandenkollektiv der Klinik und
Poliklinik fiir Kinder- und Jugendpsychiatrie, Psychosomatik und Psychotherapie der
Universitdit Wiirzburg rekrutiert, die ihr Einverstindnis fiir eine weitere
Kontaktaufnahme gegeben hatten. Die Studie wurde durch das Ethikkomitee Wiirzburg
gepriift (6/07; 130/07) und als unbedenklich eingestuft.

2.2 Stichprobe
2.2.1 Ein- und Ausschlusskriterien

Eingeschlossen wurden Kinder zwischen 8 und 13 Jahren ohne Allergien. Im Falle des
Vorliegens einer Allergie, wurde die Riechtestung im beschwerdefreien Intervall
durchgefiihrt. Jedes Kind und dessen Eltern unterschieben nach ausfiihrlicher

Aufkldrung liber die Studie eine Einverstandniserklarung.

Ausgeschlossen von der Studie wurden Kinder, die durch schwere Allergien,
Erkrankungen der Nase (z.B. Rhinitis, Sinusitis) oder der unteren Atemwege (z.B.
Asthma bronchiale), neurologische Erkrankungen bzw. Verletzungen (z.B. Meningitis,

Schédel-Hirn-Trauma, Schédelbasisbruch) in der Vorgeschichte, Operationen der
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oberen Atemwege im Zeitraum des letzten Jahres und chronische Erkrankungen wie
beispielsweise Epilepsie in ihrem Riechvermdgen beeintrichtigt sein konnten. Auch die
Einnahme von Medikamenten, die die Riechleistung beeintrichtigen (z.B.
Psychopharmaka, Antiepileptika) galten als Ausschlusskriterium. Des Weiteren wurden
psychische Erkrankungen durch Abfrage des Besuches bei einem Kinder- und
Jugendpsychiater, Psychotherapeuten oder einer Beratungsstelle ausgeschlossen. Die
Kinder wurden zeitnah zu einer anderen Studienteilnahme bei Julia Reinhardt rekrutiert.
Im Rahmen dieser Studie wurde ein ausfiihrliches klinisches Interview mittel des
Kinder-DIPS (Diagnostisches Interview bei psychischen Storungen im Kindes- und
Jugendalter) durchgefiihrt. Damit konnte das Vorliegen einer psychischen Erkrankung
ausgeschlossen werden. Im Falle einer akuten Infektion der Atemwege am Testungstag
wurde ein neuer Termin mit ausreichend zeitlichem Abstand festgelegt. AuBerdem
wurden Probanden mit Fragebogenwerten oberhalb des Cut-off-Wertes fiir klinische
Bedeutsamkeit von der Auswertung ausgeschlossen. Die Fragebogen werden im

Einzelnen im Abschnitt 2.2.2 genannt.

Geschwisterkinder wurden nicht getestet, damit die genetische Ahnlichkeit von

Geschwistern die statistischen Berechnungen nicht verfdlschen.

2.2.2 Messinstrumente zur phinotypischen Charakterisierung

Zur Beurteilung des Verhaltens des Kindes wurde von den Eltern der
Fremdbeurteilungsbogen fiir Aufmerksamkeitsdefizit-/Hyperaktivititsstorungen (FBB-
ADHS) und die Child Behaviour Checklist (CBCL) ausgefiillt (Dopfner, M. et al.,
2008; Dopfner, M. et al., 1995). Um eine Depression auszuschlieBen, wurde im Rahmen
der Testung von jedem Probanden das Depressionsinventar fiir Kinder und Jugendliche
(DIKJ) (Stiensmeier-Pelster, J., Braune-Krickau, M., Schiirmann, M. Duda, K., 2014)
ausgefiillt.

Die Riechleistung wurde mit dem ,,Sniffin Sticks* Test (Burghart Messtechnik, Wedel,
Deutschland) erfasst.
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2.2.2.1 Fragebogen

Der FBB-ADHS umfasst alle Kriterien der Hyperkinetischen Stérung nach ICD-10
bzw. der Aufmerksamkeitsdefizit-/Hyperaktivititsstorung nach DSM-IV. Entnommen
wurde der FBB-ADHS aus dem Diagnostik-System fiir psychische Stérungen nach
ICD-10 (International Classification of Diseases and Related Health Problems) und
DSM-IV (Diagnostischer und statistischer Leitfaden psychischer Stérungen) fiir Kinder
und Jugendliche (Dopfner et al., 2008). Erfasst werden hiermit Aufmerksamkeit,
Impulsivitit und Hyperaktivitit, um eine eventuelle ADHS Symptomatik bei den

Teilnehmern auszuschlieBen bzw. subklinische Symptome zu erfassen.

Die Eltern jedes Probanden fiillten die CBCL (Dopfner et al., 1994) aus, die
Auffalligkeiten im Verhalten, auf emotionaler Ebene, somatischen Beschwerden sowie
sozialen Kompetenzen des Kindes ermitteln soll. Hiermit sollten vor allem internale und
externale Auffilligkeiten sowie ein Gesamtscore erfasst werden. Zu den
internalisierenden Auffilligkeiten zdhlen beispielsweise sozialer Riickzug, korperliche
Beschwerden und Depressivitit. Aggressives oder dissoziales Verhalten wird zu den
externalen  Auffilligkeiten  kategorisiert. Soziale  Probleme, zwanghafte
Verhaltensweisen und Aufmerksamkeitsprobleme beinhalten sowohl internalisierende,

als auch externalisierende Elemente.

Jedes Kind bearbeitete wahrend der Testung das DIKJ (Stiensmeier-Pelster, J., Braune-
Krickau, M., Schiirmann, M., Duda, K., 2014), um eine depressive Symptomatik
auszuschlieBen. Hiermit sollen emotionale Stérungen, die somatische Befindlichkeit,
Einsamkeitsbefinden, negative Zukunftssicht oder negative Bewertung der Umwelt,
schlechte Schulleistungen sowie Schuldgefiihle erfasst werden. Hier wurde die
Neuauflage mit einer Erweiterung um drei Fragen verwendet, um zusétzliche
Informationen {iber beispielsweise Anhedonie, soziale Zuriickgezogenheit und
somatische Beschwerden zu erhalten. Bei den 29 Items soll eine von drei
Antwortmoglichkeiten ausgewidhlt werden. Ab einem Score von 19 und héher wurde

der Proband aus der Stichprobe ausgeschlossen.

Fiir alle eingeschlossenen Kinder lag bereits aus der fritheren Studienteilnahme bei Julia

Reinhardt ein 1Q (Intelligenzquotient)-Test vor, ndmlich der Grundintelligenztest CFT-
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20R (Weiss, 2006). Teilnehmer mit einem IQ- Wert unter 80 wurden nicht in die

Stichprobe aufgenommen.

Die Eltern wurden zusitzlich befragt, ob das Kind Medikamente einnimmt oder bereits
einem Kinder- und Jugendpsychiater, Psychologen, Psychotherapeuten oder bei einer
Beratungsstelle vorgestellt wurde. Wichtig war auch die Frage nach etwaigen
chronischen und neurologischen Erkrankungen, sowie das Vorliegen von Erkrankungen
der Nase bzw. der oberen Atemwege vor allem einer Allergie. Im Falle des Vorliegens
einer der genannten Dinge wurde das jeweilige Kind nicht in die Studie inkludiert bzw.

bei einer Allergie wurde ein beschwerdefreies Intervall fiir die Testung abgewartet.

Mit Hilfe dieser Befragungen konnte ein ganzheitliches Bild jedes Kindes eruiert
werden, um vor allem psychische, aber auch somatische Erkrankungen des Kindes und
der Eltern zu erfassen, die sich auf die Riechleistung auswirken konnten und somit zu
einem verfilschten Ergebnis im Bereich der Riechsensitivitit oder Diskrimination

fithren konnten.

2.2.2.2 Sniffin" Sticks

Abb. 6: Sniffin” Sticks, Firma Burghardt Medizintechnik GmbH-1: Testbatterie mit

schwarzer  Stiftmarkierung fiir  Schwellentestung, Testbatterie mit  griiner

Stiftmarkierung flir Diskriminationstestung
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Die Riechleistung wurde mit einer validierten Riechtestbatterie der Firma Burghart
Messtechnik GmbH, Wedel, Deutschland erfasst (Hummel et al., 1997; Wolfensberger,
2000). Diese Testbatterie ermdglicht es, die verschiedenen Riechqualititen wie
Riechsensitivitét, Diskrimination und Identifikation zu objektivieren. Wir beschrankten
uns bei den Testungen auf den Schwellenwert (Riechsensitivitit) und die
Diskriminationsfahigkeit. Die Sniffin'Sticks sind ca. 14 cm lange Filzstifte mit einem
Innendurchmesser von ungefdhr 1,3 cm. Die Stifte sind mit einer Kappe vor dem
Austrocknen und damit Geruchsverlust geschiitzt und werden in einer Box transportiert.
Bei der Testung wird dem Probanden der Filzstift im Abstand von ca. 2cm abwechselnd
vor beide Nasenlocher gehalten, wobei der Stift angekiindigt wird. Dabei hat der
Proband ein bis zwei Atemziige Zeit den Geruchsstoff wahrzunehmen. Wéhrend der
Testungsphase sind die Augen durch eine Schlafbrille verschlossen. Erst am Ende
erfahrt der Teilnehmer sein Riechergebnis. Der Testungsraum sollte stets gut geliiftet
und ohne storende Geriiche sein. Auch sollte 15 min vor und wéhrend der Testung nicht

gegessen oder geraucht werden.

Im Rahmen der Riechschwellenuntersuchung soll der Proband aus drei Stiften den Stift
erkennen, der nach ’Phenylethylalkohol ‘[ml](ROSCl’lduft) riecht. Hierbei handelt es sich
um einen rein olfaktorischen Duftstoff. Die anderen zwei Stifte enthalten
Losungsmittel. Insgesamt besteht dieser Test aus 16 Reihen mit jeweils drei Stiften. Der
Stift mit der roten Kappe enthélt den Rosenduft. Mit jeder Reihe nimmt die Verdiinnung
des Duftstoffs zu. Je hoher die Reihe desto schwieriger ist es den Duft zu erkennen. Die
Triplets werden mit einem zeitlichen Abstand von 20 Sekunden angeboten. Der Auftrag
an den Probanden lautet: ,,Finde den Stift aus dreien, der nach Rosenduft riecht”. Man
beginnt bei der Verdiinnungsreihe 16 und geht bei nicht Erkennen iiber zur Reihe 14,
anschliefend Reihe 12 usw. (s. Abb. 7). Man fiihrt dies fort bis zweimal hintereinander
der Duftstoff richtig erkannt wurde. Dies ist der Startpunkt der Testung. Eine
Verdiinnungsstufe wird nur dann doppelt angeboten, wenn er direkt davor richtig
erkannt wurde. Im Falle einer falschen Antwort wird direkt zur néchsthéheren
Konzentration gewechselt. Nach Festlegung des Startpunktes wird die nédchsthohere
Verdiinnung genommen. Wird diese ebenfalls zweimal korrekt erkannt, wird zu der

numerisch folgenden Reihe libergegangen, bis der Proband einmal falsch antwortet. Bei
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dieser Verdiinnungsstufe wird der erste Wendepunkt markiert. Die Testung lauft
solange bis sieben Wendepunkte bestimmt wurden. Der Riechschwellenwert errechnet

sich aus dem Mittelwert der letzten vier Wendepunkte.

12 24 56 F 8 9 A0 A A2 A3 A4 AS A6
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‘_ Konzenhation nimmi2u

Abb. 7.. Sniffin'Sticks: Riechschellentestung mit schematischer Darstellung der

Verdiinnungsreihen: Oben: Riechstift (rote Kappe: Rosenduft); Unten: Testbatterie,
jedes Kreuz steht fiir einen Riechstift (rote Kreuze: Rosenduftstift, blaue und griine
Kreuze: gleicher Duftstoff), Verdiinnung nimmt von Reihe 1 bis 16 zu,

dementsprechend nimmt Konzentration von Reihe 16 nach 1 zu.

Bei der Diskriminationsuntersuchung werden dem Teilnehmer 16 Reihen mit jeweils
drei Stiften angeboten. Jede Reihe besteht aus zwei Stiften mit dem gleichen
Geruchsstoff (beispielsweise: Kiimmel, Banane und andere) und einem der anders
riecht. Der Stift mit der griinen Kappe enthidlt den abweichenden Geruchsstoff. Der
Auftrag an den Probanden lautet wieder: ,,Finde den Stift, der anders riecht als die
anderen zwei Stifte. Diesmal enthélt jedes Triplet andere Geruchsstoffe. Die
Reihenfolge der angebotenen Stifte, sollte bei jeder Reihe variiert werden. Das Ergebnis

errechnet sich aus der Summe der richtig erkannten Triplets.

Aus dem Summenwert der Riechschwelle und der Diskrimination wird ein
Gesamtscore, der SD-Score, ermittelt. Goldstandard zur quantitativen psychophysischen

Untersuchung von Riechstorungen ist fiir den deutschsprachigen Raum der Sniffin’
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Sticks-Test (Damm, 2007). In der Forschung wird er eingesetzt, um beispielsweise die
Riechleistung bei bestimmten Krankheitsbildern mit der von gesunden Kontrollen zu

vergleichen.
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Abb. 8: Sniffin” Sticks, Firma Burghardt Medizintechnik GmbH-2: Frau Kneer:

Psychologin der Kinder- und Jugendpsychiatrie Universitédtsklinikum Wiirzburg:

Demonstration der Sniffin’Sticks Testbatterie

2.2.3 Genotypisierung

Bei allen Probanden wurde eine vendse Blutentnahme vorgenommen, diese lag bereits
durch eine frithere Studienteilnahme vor. Die DNA-Extraktion
(=Desoxyribonukleinsdure-Extraktion) erfolgte nach Standardprotokollen durch
Mitarbeiter des Labors der Klinik und Poliklinik fiir Psychiatrie, Psychosomatik und
Psychotherapie der Universitdt Wiirzburg. Hierfiir wurde die Salzféllungsmethode nach
Miller verwendet (Miller et al., 1988). Dieses Verfahren beruht auf dem Prinzip der
Kaltehdmolyse kernfreier Erythrozyten und nachfolgender Salzfillung der DNA aus
Leukozyten. Es wurden die Genotypen des Serotonin-Syntheseenzyms TPH2
(rs4570625 oder -703G/T), des Léangenpolymorphismus 5-HTTLPR wund die
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Genvarianten des Serotoninrezeptors 5-HT2C (rs518147 oder -697G/C) bestimmt. Nach
Amplifizierung der DNA mittels PCR (=Polymerasekettenreaktion) und

restriktionsenzymatischer Verdauung, wurde eine Gelelektrophorese eingesetzt.

2.2.4 Ablauf einer Testung

Die Rekrutierung der Kinder erfolgte telefonisch. Wiahrend des Telefonats wurden
eventuelle Ausschlusskriterien abgefragt und ein Termin vereinbart. Den Eltern wurde
per Post oder E-Mail detaillierte Informationsmaterialien zur Studie und zum
verwendeten Testmaterial zugeschickt, ebenso die Einwilligungserklarungen fiir Kind
und Eltern (s. Anhang). Zusitzlich wurde der FBB-ADHS und die CBCL zugesandt, die
zum Termin ausgefiillt mitgebracht wurden. Die Hauptuntersuchung fand in den
Riumen der Klinik und Poliklinik fiir Kinder- und Jugendpsychiatrie des
Universitétsklinikums Wiirzburg statt. Nach der BegriiBung wurden mit den Eltern die
bearbeiteten Fragebdgen und die Einverstindniserkldrungen durchgegangen.
Anschliefend fand eine erneute Abfrage der aktuellen HNO- (Hals-Nasen-Ohren-
Heilkunde) bzw. Allergie-Symptomatik, organischer und neurologischer Erkrankungen,
der Einnahme von Medikamenten, ebenso des Kaffeekonsums und des Rauchens statt.
Zuletzt wurden mittels der Sniffin'Sticks die Riechschwelle und Diskrimination
bestimmt. Aus Intelligenztestungen aus vorheriger Studienteilnahme lagen bereits
Werte fiir den IQ der Kinder vor. Auch lag fiir jedes der getesteten Kinder eine vendse
Blutprobe vor, die fiir die Genotypisierung der drei untersuchten Genpolymorphismen

verwendet wurde.
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Abb. 9: Testablauf und Konzept der Studie: Bei der telefonischen Rekrutierung wurden

Einschlusskriterien und Ausschlusskriterien erfasst, per Post wurden die Fragebdgen
zugeschickt, am Testungstag wurde der Sniffin'Sticks Test durchlaufen, jedes Kind

wurde auf die drei untersuchten Genpolymorphismen getestet.

2.3 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Daten wurde mittels SPSS 23.0 (Statistical Package for
the Social Sciences 23.0) vorgenommen. Die Probanden wurden fiir jedes der getesteten
Gene nach ihren Genotypen dichotomisiert, um einen Zusammenhang zwischen
Genotypen  und  entsprechender  Riechleistung  herzustellen.  Fiir = den
Genpolymorphismus TPH2 (rs4570625) wurden die Probanden in die Allelgruppe der
T-Allel-Trager (T/T oder T/G) und die Allelgruppe homozygoter G-Allel-Trager (G/G)
eingeteilt. Beim 5-HTTLPR wurden Trager des kurzen Allels (s/l oder s/s) versus
homozygote Trager des langen Allels (I/1) ausgewertet. Der 5-HT2C Rezeptor
Polymorphismus (rs518147) sorgte fiir die Einteilung der Gruppen in C-Allel Triger
(C/G oder C/C) und G-Allel-Trager (G/G). Zundchst wurden Unterschiede der
Stichprobe Schecklmann und der Stichprobe Carl erfasst, um eine homogene
Gesamtstichprobe sicherzustellen. Die Geschlechterverteilung innerhalb der beiden

Gruppen wurde mittels des Chi-Quadrat-Tests analysiert. Unterschiede im Bereich des
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Alters, des 1IQs, der Scores der Fragebogen, der Riechsensitivitit und
Diskriminationsfahigkeit wurden mit dem Mann-Whitney-U-Test berechnet.
AnschlieBend wurde die Verteilung der Genotypen in der Gesamtstichprobe unter
Berticksichtigung des Geschlechts fiir jedes der untersuchten Gene bestimmt. Die
Differenzierung der Riechleistung nach Genotyp wurde mit dem Mann-Whitney-U-Test
vorgenommen. Um eventuelle Abhédngigkeiten der Riechleistung vom Geschlecht fiir
jedes einzelne getestete Gen zu erfassen, wurde der Kruskal-Wallis-Test durchgefiihrt.
Explorativ wurde eine Varianzanalyse (Englisch analysis of variance; ANOVA)
durchgefiihrt, um Interaktionseffekte zwischen dem Faktor Geschlecht und den

serotonergen Genen auf die Riechleistung zu erfassen.

Zur Berechnung der Post-hoc-Power mit G*Power (http://www.gpower.hhu.de) wurde

die Effektstirke Cohen’s d berechnet.
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3. Ergebnisse
3.1 Stichprobenbeschreibung

Insgesamt sind 173 Kinder getestet worden, wobei 71 unter der Leitung von Prof.
Marcel Romanos und Dr. Martin Schecklmann und 102 im Rahmen der aktuellen
Testungen erhoben wurden (Stichprobe Carl). Genauere Angaben zu Dropouts sind in

Tabelle 1 dargestellt.

Tabelle 1: Zusammensetzung der Gesamtstichprobe

Stichprobe Gesamt
Schecklmann Carl
Ausschluss 30 26 56
Einschluss 71 102 173
Gesamt 101 128 229

Die Stichproben waren vergleichbar beziiglich des Alters, des IQs und der
Geschlechterverteilung. In Tabelle 2 sind Angaben zu durchschnittlichem Alter, 1Q,
Geschlecht, Riechsensitivitdt, Diskrimination, DIKJ, FBB-ADHS und CBCL
dargestellt.

Die 56 Kinder, die von der Studie ausgeschlossen wurden, lagen aullerhalb der
Normbereiche des 1Q-Werts, auBerhalb der Fragebdgen-Normwerte oder wiesen

organische Erkrankungen mit Einfluss auf die Riechleistung auf.
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Tabelle 2: Geschlecht, Alter, I1Q, Riechsensitivitit, Diskrimination und Fragebdgen der

Einzelstichproben
Gruppen-
Schecklmann Carl vergleiche
n=71 n=102
)4
Geschlechterver- 338 2 46% 443 2 439, 0.66
teilung 38 0 2 54% 580 2 57%
M SE M SE p
Alter 11,51 0,30 10,83 0,11 0,22
1Q 114,00 1,38 109,66 1,47 0,01
Sensitivitit 8,83 0,31 9,14 0,23 0,68
Diskrimination 10,79 0,28 12,06 0,19 <0,01
DIKJ-Score 6,71 0,59 7,05 0,45 0,5
FBB-Gesamt- 0,25 0,03 0,28 0,025 0,42
Score
FBB-
Aufmerksamkeits 0,36 0,04 0,42 0,04 0,93
-Score
FBB-
Hyperaktivitits- 0,09 0,02 0,11 0,02 0,90
Score
FBB-
Impulsivitéits- 0,28 0,04 0,27 0,03 0,88
Score
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CBCL-

Internalisierend 3,59 0,49 3,26 0,25 0,45
CB(;I.‘- 3,99 0,40 4,14 0,31 0,62
Externalisierend
CBCL-Gesamt- ) 1,17 11,63 0.73 0.46
Score
Anmerkungen: n = Anzahl der Probanden, M = arithmetisches Mittel,

SE = Standardfehler, p = Signifikanzwert

Um die Homogenitit der Gesamtstichprobe sicherzustellen wurde die
Geschlechterverteilung zwischen den beiden Stichproben untersucht, dabei zeigten sich

keine Unterschiede in der Geschlechterzusammensetzung (p = 0.66).

In der Altersverteilung gab es ebenfalls keine signifikanten Unterschiede zwischen den

beiden Einzelstichproben (p = 0,223).

Die IQ-Werte lagen in der Stichprobe Schecklmann bei einem etwas hoheren

Durchschnittswert (p = 0,01).

Beim Vergleich der Fragebogenwerte wurden keine Unterschiede zwischen der

Stichprobe Carl und Schecklmann erfasst.

Im Gruppenvergleich ergab sich ein Unterschied im Bereich der Diskrimination, wobei
die Stichprobe Carl hohere Diskriminationswerte erzielte (<p=0,01). Fir die

Riechsensitivitét ergaben sich keine signifikanten Unterschiede (p = 0,68).

In der folgenden Tabelle 3 sind die Werte fiir Alter, 1Q, Geschlecht, Riechsensitivitit,
Diskrimination, DIKJ, FBB-ADHS und CBCL fiir die Gesamtstichprobe

zusammengefasst.
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Tabelle 3: Geschlecht, Alter, IQ, Riechsensitivitit, Diskrimination und Fragebdgen der

Gesamtstichprobe
Gesamtstichprobe
n=173
77 34 45%
Geschlechterverteilung
96 Q 2 55%
M SD
Alter 11,11 1,87
1Q 111,45 13,61
Sensitivitiit 9,01 2,49
Diskrimination 11,54 2,2
DIKJ 6,91 4,70
FBB-Gesamt-Score 0,27 0,24
FBB-Aufmerksamkeits-Score 04 0,38
FBB-Hyperaktivitits-Score 0,10 0,18
FBB-Impulsivitits-Score 0,27 0,35
CBCL-Internalisierend 34 3,24
CBCL-Externalisierend 4,08 3,21
CBCL-Gesamt-Score 11,63 8,36

Anmerkungen:  n=Anzahl der Probanden, M = arithmetisches  Mittel,

SD = Standardabweichung
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Die Probanden wurden entsprechend ihrer Genvariante der TPH2, des 5S-HTTLPR und
des 5-HT2C-Rezeptors, wie bereits in 2.3 beschrieben, entsprechend in Gruppen
eingeteilt. Um einen eventuellen Geschlechtereffekt unter den Genotypen zu erkennen,

wurden die Geschlechterverteilungen unter den Genotypen miterfasst.

Fir die TPH2 wurden, wie in Tabelle 4 und Abbildung 10 dargestellt, zwei
Genotypgruppen definiert.
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Abb. 10: Veranschaulichung der Genotypen-Verteilung der TPH2

Tabelle 4. Genotypen-Verteilung (TPH2) der Gesamtstichprobe mit
Geschlechterverteilung
TPH2 Geschlecht
Gesamt
(r s4570625) weiblich ménnlich
GG 58 47 105
GT/TT 37 30 67
Gesamt 95 77 172
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In Tabelle 5 und Abbildung 11 sind die zwei Genotyp-Gruppen fiir 5S-HTTLPR

dargestellt.

Haufigkeit
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ss/sl
5-HTTLPR Genotyp
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Abb. 11: Veranschaulichung der Genotypen-Verteilung des S-HTTLPR

Tabelle 5: Genotypen-Verteilung (5-HTTLPR) der Gesamtstichprobe mit
Geschlechterverteilung
Geschlecht
5-HTTLPR Gesamt
weiblich ménnlich
ss/sl 60 58 118
|| 35 19 54
Gesamt 95 77 172
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Der 5-HT2C Rezeptor, in Tabelle 6 und Abbildung 12 dargestellt, wurde in zwei
Genotyp-Gruppen eingeteilt

60
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2 40 -

2 30 -
® mannlich

Haufigke
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0 -

CG/CC GG
5-HT2C Rezeptor Genotyp

Abb. 12: Veranschaulichung der Genotypen-Verteilung des 5-HT2C Rezeptors

Tabelle 6:  Genotypen-Verteilung  (5-HT2C) der  Gesamtstichprobe  mit

Geschlechterverteilung
5.HT2C Geschlecht
Gesamt
(rs518147) weiblich ménnlich
CG/CC 40 52 92
GG 55 25 80
Gesamt 95 77 172
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3.2 Hypothese 1: Der Genotyp des Serotonin-Syntheseenzyms TPH2 (rs4570625)
beeinflusst Riechsensitivitit und Diskriminationsfihigkeit

Tabelle 7: Unterschiede der Riechleistung nach Genotyp des TPH2 Gens

Genotyp
TPH2 Signifikanz
(rs4570625) GG GT/TT
M SE M SE P
Sensitivitit 8,71 0,25 9,46 0,28 0,09
Diskrimination 11,30 0,21 11,91 0,27 0,04

Anmerkungen: M = arithmetisches Mittel, SE = Standardfehler, p = Signifikanzwert

Die in Tabelle 7 dargestellten Ergebnisse zeigen, dass T-Allel-Trager eine signifikant
bessere Diskriminationsfdhigkeit aufweisen, als homozygote G-Allel-Tréger (p = 0,04).
Bei der Riechsensitivitdt ldsst sich ein Trend fiir eine verbesserte Leistung fiir T-Allel-

Trager erkennen (p = 0,09).
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Abb. 13: TPH2: Mittelwerte der erzielten Riechleistung und Genotypen
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3.3. Hypothese 2: Der Serotonintransporter-Lingenpolymorphismus 5S-HTTLPR
beeinflusst Riechsensitivitit und Diskriminationsfihigkeit

Tabelle &: Unterschiede der Riechleistung nach Genotyp des 5S-HTTLPR

Genotypen
Signifikanz
S-HTTLPR ss/sl 1l
M SE M SE P
Sensitivitit 9,25 0,22 8,45 0,35 0,08
Diskrimination 11,87 0,18 10,81 0,35 0,01

Anmerkungen: M = arithmetisches Mittel, SE = Standardfehler, p = Signifikanzwert

Fir den Langenpolymorphismus des 5-HTTLPR erkennt man eine Korrelation
zwischen dem s-Allel und einer besseren Diskriminationsleistung (p =0,01) und

lediglich einen Trend fiir eine niedrigere Riechschwelle (p = 0,08).
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Abb. 14: 5-HTTLPR: Mittelwerte der erzielten Riechleistung und Genotypen

Um die Interaktion von Genotyp und Geschlecht auf die Riechleistung zu erfassen,
wurden in einem non-parametrischen Verfahren vier Gruppen gebildet (1: Weiblich,

ss/sl; 2: Mannlich, ss/sl; 3: Weiblich, 1l; 4: Mainnlich, 1I). Die Gruppen wurden im
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Bereich Sensitivitdt und auch Diskrimination untereinander verglichen. Es ergaben sich
beim Vergleich der Gruppen 1 und 2, 3 und 4, als auch beim Vergleich der Gruppe 2
und 4 keine signifikanten Ergebnisse. Lediglich beim Vergleich der Maddchen mit
Genotyp ss/sl und Genotyp 1l wurde ein signifikanter Unterschied im Bereich der
Diskrimination erkannt (p= 0,01). Die s-Allel-Trdgerinnen wiesen eine bessere
Unterscheidungsfdahigkeit von Geriichen auf, als I1l-Allel-Tragerinnen. Vorher
beschriebener Effekt von SHTTLPR geht laut dieser Analyse nur auf weibliches

Geschlecht zuriick — bei Jungen wurde kein Einfluss des Genotyps gefunden.
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3.4 Hypothese 3: Die Genvariante des Serotoninrezeptors 5-HT2C (rs518147)
beeinflusst Riechsensitivitit und Diskriminationsfiahigkeit5

Tabelle 9: Unterschiede der Riechleistung nach Genotyp des 5-HT2C Rezeptors

Genotypen
Signifikanz
5-HT2C
(rs518147) cG/cc GG
M SE M SE p
Sensitivitit 8,96 0,27 9,05 0,27 0,838
Diskrimination 11,49 0,22 11,60 0,26 0,679

Anmerkungen: M = arithmetisches Mittel, SE = Standardfehler, p = Signifikanzwert

Fir den 5-HT2C Rezeptor ergaben sich keine signifikanten Ergebnisse fiir einen

Zusammenhang zwischen einer besseren Riechleistung und einem bestimmten Genotyp.
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Abb. 15: 5-HT2C: Mittelwerte der erzielten Riechleistung und Genotypen

In den explorativen ANOVAs mit dem Faktor Geschlecht und den Genotypvarianten
der TPH2 und des 5-HTTLPR fand sich keine Interaktion zwischen Geschlecht und
Genotypen bzw. zwischen serotonergen Genotypen untereinander in Bezug auf die

Riechschwelle (alle ps > 0,253) oder die Diskriminationsleistung (alle ps > 0,207).
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3.5 Post-hoc Poweranalyse

Um die Verlasslichkeit der Ergebnisse zu iliberpriifen, wurde die erreichte Power post-
hoc berechnet (G*Power, http://www.gpower.hhu.de). Die Post-hoc-Power beschreibt
die Wahrscheinlichkeit, mit der der vorliegende Test unter den realen Bedingungen fiir
die Alternativhypothese entschieden hétte, wenn diese giiltig wire. Eine Power unter
0,8 wird als unzureichend bezeichnet. Fiir den 5-HTT Langenpolymorphismus betrug
die erreichte Power mit der vorliegenden Zellbesetzung fiir die Sensitivitét 0,48 und fiir
die Diskrimination 0,8. Das Ergebnis in Bezug auf Diskriminationsfahigkeit bildet
somit wahrscheinlich einen in der Population vorhandenen Unterschied ab. Fiir den
Serotoninrezeptor 5-HT2C sowie TPH2 betrug die erreichte Power < 0.63 und die

Ergebnisse sind somit kritisch zu bewerten.

Die Effektstirken sowie die erreichte Power fiir die Kandidatengene sind dargestellt in

Tabelle 10.

Tabelle 10: Post-hoc-Poweranalyse

TPH2 5-HT2C
(r s4570625) 5-HTTLPR (rs518147)
S D S D S D
Eta 0,02 0,02 0,02 0,04 0 0,001
Cohen's d 0,26 0,32 0,27 0,43 0,03 0,06
Erreichte Power = 0,49 0,63 0,48 0,8 0,07 0,11

Anmerkungen: Eta? = Effektstiirke, S =Sensitivitit, D = Diskrimination
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4. Diskussion

4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse zum  Einfluss serotonerger
Genpolymorphismen auf die Riechleistung

In der vorliegenden Arbeit haben wir untersucht, ob sich bei gesunden Kindern ein
Zusammenhang zwischen serotonergen Genvariationen (TPH2/5-HTTLPR/5-HT2C)

und olfaktorischer Leistung (Diskrimination und Riechschwelle) zeigt.

Fiir die Untersuchung, ob der Genotyp des Serotoninsyntheseenzyms TPH2 die
Riechsensitivitit und Diskriminationsfahigkeit beeinflusst, ergab sich folgendes
Ergebnis:  Fir  T-Allel-Trager zeigte sich eine  signifikant  bessere
Diskriminationsfahigkeit im Vergleich zu homozygoten G-Allel-Trdagern. Bei der
Sensitivititstestung fanden wir ebenfalls Hinweise auf eine verbesserte Leistung fiir T-
Allel-Trager, welche sich statistisch allerdings lediglich als Trend manifestierte (vgl.
3.2).

Bei der Langenpolymorphismus-Typisierung von 5-HTTLPR fanden wir heraus, dass
s-Allel-Trédger einen signifikant hoheren Diskriminationswert erzielten, im Vergleich zu
homozygoten I-Allel-Trdgern. Fiir die Riechschwelle fanden wir einen Trend mit einer

etwas besseren Leistung bei s-Allel-Tragern (vgl. 3.3).

Bei der Testung, ob der Genotyp des 5-HT2C-Rezeptors Riechsensitivitit und

Diskrimination beeinflusst, ergaben sich keine signifikanten Ergebnisse (vgl. 3.4).

Wir haben weiterhin untersucht, inwieweit sich das Geschlecht, abhéngig von einem
bestimmten Genotyp, auf die Riechleistung auswirkt. Hier fand sich fiir den 5S-HTTLPR
ein bedeutsamer Zusammenhang. Médchen mit dem Genotyp ss/sl wiesen eine
signifikant bessere Geruchsunterscheidung auf, als Madchen des Genotyps 11 (vgl. 3.3).
Zwischen Jungen gab es keinen Unterschied. Damit geht der Einfluss des 5S-HTTLPR

malgeblich auf Personen weiblichen Geschlechts zurtick.

Insgesamt ldsst sich sagen, dass Serotonin bzw. Bestandteile der Signaliibertragung
dieses Neurotransmittersystems eine Wirkung auf das Riechvermdgen haben. Hierbei

scheint es fiir die Diskriminationsfahigkeit und die Riechschwelle teilweise
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unterschiedliche Mechanismen zu geben, da sich fiir die beiden Indikatoren des
Riechvermogens nicht identische Ergebnisse zeigten. Ist also die Diskrimination stérker
serotonerg beeinflusst? Im Gegensatz dazu konnte die Riechschwelle mehr durch andere

neurophysiologische Mechanismen beeinflusst sein.

Hypothesenkonform (Hypothese 1 und 2) ldsst sich der Einfluss des Genotyps der
TPH2 und der 5-HTTLPR auf die Diskriminationsfdhigkeit bestétigen. Fiir die
Sensitivitdt konnen die Hypothesen 1 und 2 nach unseren Ergebnissen nicht eindeutig
belegt werden, hier empfiehlt sich eine Vergroerung der Stichprobengrofle. Da der 5-
HT2C-Polymorphismus keine signifikanten Ergebnisse aufwies, ist die Hypothese 3 zu

verwerfen.

4.2 Interpretation der Ergebnisse

Bisher gab es noch keine Studie, die einen Zusammenhang zwischen serotonergen
Genvariationen und Riechleistung beim Menschen untersucht hat. Unsere Pilotstudie
deutet darauf hin, dass Serotonin eine Rolle in der Signaliibertragung beim
Riechvorgang spielt. In Tierversuchen mit Médusen wurde bereits 2009 festgestellt, dass
das Geruchssignal, das im OB ankommt, durch das serotonerge System moduliert wird
(Petzold et al., 2009). Durch aszendierende Stimulierung der Raphe-Kerne wurde
vermehrt Serotonin im OB freigesetzt. Dies fiihrte zu einer Verminderung des
sensorischen Signals im OB. Maéuse atmen im Wachzustand sehr schnell, dies fiihrt
dazu, dass eine hohe Konzentration des Geruchsstoffes das Epithel erreicht und somit
zu einem starken Signal flihrt. Dieses starke Signal konnte durch serotonerge
Hemmung, abgeschwicht werden. Spekulativ lédsst sich also sagen, dass Serotonin die
Empfindlichkeit der Wahrnehmung reguliert, um moglicherweise eine Uberséttigung
des Systems zu verhindern (Petzold et al., 2009). Vielleicht fiihrt diese Verbesserung
der Geruchswahrnehmung zu einer verbesserten Diskriminationsfahigkeit von
Gertichen. Dies ist aber unklar. In jedem Fall scheint Serotonin im Riechsystem, sowohl

beim Menschen, als auch beim Tier eine regulatorische Funktion zu besitzen.

Die TPH2 ist ein wichtiges Enzym in der Synthese von Serotonin. Sie stellt aus der
Aminosdure L-Tryptophan, 5-Hydroxytryptophan her. Dies wird anschliefend zu

Serotonin umgewandelt. Das TPH2-Gen liegt auf Chromosom 12, dessen Produkt im
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Gehirn synthetisiert wird (Walther and Bader, 2003). Der SNP rs4570625 wurde im
Zusammenhang mit zahlreichen psychiatrischen Erkrankungen untersucht. Einige
Studien zeigen, dass T-Allel-Trager anfélliger flirs Personlichkeitsstorungen (Gutknecht
et al., 2007) und Depressionen (Mandelli et al., 2012) sind. Eine weitere Studie
beschéftigte sich ebenfalls mit Depressionen und diesem SNP. Hierbei erkannte man,
dass ein  starker = Zusammenhang zwischen  Depressionen und dem
Promotorpolymorphismus besteht, wobei das T-Allel die Anfélligkeit dafiir erhoht (Gao
et al., 2012). Dem entgegen stehen Untersuchungen, bei denen das G-Allel mit
Neurotizismus assoziiert wurde und homozygote T-Allel-Tridger niedrigere Scores
erzielten (Reuter et al., 2007a). Bei einer in vitro Studie wurde getestet, in wieweit der
-703G/T Polymorphismus die Genexpression moduliert. Hierbei fand man heraus, dass
je nach Genotyp die Expression von TPH2 unterschiedlich ist und dabei auch eine
Interaktion mit einem anderen SNP (-473 T/A) zu einer verdnderten Expression fiihrt
(Chen et al., 2008). Somit ist aber weiterhin unklar, ob das G-Allel oder das T-Allel fiir
eine hohere Expression des Enzyms sorgt. Unsere Ergebnisse zeigten eine bessere
Diskriminationsleistung bei Kindern mit T-Allel. Angenommen das T-Allel sorgt
indirekt liber eine vermehrte TPH2-Menge fiir eine hohere Serotoninproduktion, so
konnte Serotonin z. B. auf GABAerge Neurone wirken (Gracia-Llanes et al., 2010),
welche einen hemmenden Einfluss auf die Signaliibertragung haben, wodurch eine
Ubersittigung des Systems verhindert wird. Dies konnte zu einer leichteren

Unterscheidung von Geriichen (Diskrimination) fiihren.

Fiir das Gen des Serotonintransporters gilt, dass das s-Allel (,,short-Allel*) zu einer
geringeren Expression flihrt, als das 1-Allel (,,Jong-Allel). Dies bedeutet, dass s-Allel-
Trager eine geringere Menge des Serotonintransporters besitzen und damit mehr
Serotonin im synaptischen Spalt verbleibt. Die hohere Konzentration von Serotonin
konnte eine verstirkte Wirkung auf andere Zellen, die an der Signaliibertragung im OB
beteiligt sind, haben und dadurch zu einer Ausschiittung von Dopamin (Gantz et al.,
2015) und GABA fiihren (Schmidt and Strowbridge, 2014), was eine Hemmung der

Signaliibertragung zur Folge haben konnte. Dies ist aber weitestgehend unklar.

Man weil}, dass Depressionen mit einer reduzierten Riechleistung einhergehen.

Beispielsweise haben depressive Patienten eine hohere Riechschwelle. Nach
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erfolgreicher Therapie erreichen die Patienten einen normwertigen Riechschwellen-
Wert (Pause et al., 2001). Eine Studie beschéftigte sich mit der Geruchsunterscheidung
(Diskrimination) bei Depressionen. Hierbei fand man heraus, dass die Differenzierung
von Gerlichen beim Vorliegen einer Depressionen schlechter ist (Croy et al., 2014).
Bereits 1969 wurde die sogenannte ,Serotonin-Hypothese® aufgestellt, dass ein
Serotoninmangel ursichlich fiir die Entstehung von Depressionen sei (Coppen, 1969).
Da wir herausgefunden haben, dass bei homozygoten I-Allel-Trdagern eine reduzierte
Diskriminationsleistung vorliegt und das I-Allel mit einer geringeren 5-HT
Konzentration im synaptischen Spalt assoziiert ist, passt unser Ergebnis zu dem Wissen,

dass bei Depressionen eine 5S-HT-Mangel-Situation vorliegt.

Fiir die TPH2 und fiir den Serotonintransporter konnten die Ergebnisse in die gleiche
Richtung zeigen. Wenn mehr Serotonin im synaptischen Spalt zur Verfligung gestellt
wird, konnte analog zu unseren Ergebnissen, eine bessere Differenzierung zwischen den
Geriichen erreicht werden, da eine Ubersittigung des Systems durch die Wirkung

hemmender Botenstoffe verhindert werden konnte.

4.3 Aussagekraft und Giiltigkeit der Ergebnisse

Die vorliegende Studie befasst sich mit dem Einfluss serotonerger Genpolymorphismen
auf die olfaktorische Leistung. Damit geht es auf einen aktuellen neurophysiologischen
Forschungsschwerpunkt ein und trdgt zum Verstindnis des serotonergen Systems und
dessen FEinfluss auf die Riechleistung (auch im Rahmen von psychischen
Erkrankungen) bei. Die Fragestellung und Hypothesen (s. 1.6) beschiftigen sich gezielt
mit den kleinsten Bestandteilen der serotonergen Signaliibertragung im OB. Ohne
Verstindnis der genauen physiologischen Zusammenhénge bei gesunden Menschen, ist
es nicht moglich die Prozesse bei psychisch Erkrankten zu erkldren. Deshalb wurden bei
unserem Studiendesign gesunde Kinder untersucht. Zusitzlich hat diese Arbeit einen
klinisch-diagnostischen Bezug. Sie zielt darauf ab, die Riechleistung als Biomarker in
der Diagnostik psychischer und psychiatrischer Erkrankungen beispielsweise bei

Kindern mit einem bestimmten Risikogenotyp zu nutzen.

Als Stiarke im methodischen Teil der Untersuchung muss die genaue und wiederholte

Erfassung von Ein- und Ausschlusskriterien genannt werden (s. 2.2.2). Psychische
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Erkrankungen wurden vorab mittels des Kinder-DIPS ausgeschlossen sowie wiederholt
abgefragt. Namlich vorweg beim Telefonat zur Teilnahme an der Studie, durch die
verwendeten Fragebogen (DIKJ und weitere, s. 2.2.2) und durch die erneute Befragung
am Testungstag. Akribisch wurde auch auf die Erfassung von Allergien und

Erkrankungen im HNO-Fachgebiet geachtet (s.2.2.4).

Zur Bestimmung der Riechleistung wurde die Testbatterie Sniffin'Sticks verwendet
(s.2.2.2.2). Hierbei handelt es sich, um die standardméfig, eingesetzte Methode in der
klinischen Forschung. Sie ermdglicht valide die Unterscheidung von Geriichen sowie
die Riechschwelle zu ermitteln. Die Sniffin'Sticks Methode ist zwar zeitaufwendig, aber
dadurch auch sehr genau, da beispielsweise bei der Riechschwellenbestimmung sieben
Wendepunkte ermittelt werden. Aus den letzten vier Wendepunkten wird das
Endergebnis errechnet. Sicherlich gibt es Unterschiede in der Durchfiihrung je nach
testender Person. Diese Fehlerquelle wurde moglichst geringgehalten, da die Testungen

in der Stichprobe Carl nur von einer Person durchgefiihrt wurden.

Im folgenden Abschnitt soll auf mdgliche Schwichen und Limitationen der Arbeit
eingegangen werden. Unsere Gesamtstichprobe setzt sich aus zwei Einzelgruppen
zusammen, die zu unterschiedlichen Zeitpunkten erhoben wurden. Man kénnte meinen,
dass dies einige Schwierigkeiten mit sich bringt. Trotz der zeitlichen Diskrepanz war es
dennoch moglich das Studiendesign der Stichprobe Carl sehr gut auf die Stichprobe
Schecklmann anzupassen. Die wichtigsten Bestandteile des Studiendesigns wurden
iibernommen: Ausschlusskriterien, Fragebogen, Methode der Riechtestung bzw.
laborchemische Genotypisierung, statistische Auswertung. In diesem Zusammenhang
konnte sich eventuell die etwas hohere Altersverteilung in der Stichprobe Schecklmann
auf die Riechleistung auswirken. Es gibt Studien die zeigen, dass sich die
Riechsensitivitdt zwischen 4 bisl4 Jahren und jungen Erwachsenen jedoch nicht

signifikant unterscheidet (Lehrner et al., 1999).

In der Stichprobe Schecklmann lag der durchschnittliche 1Q-Wert signifikant hoher als
bei der Stichprobe Carl. Jedoch wurden nur Kinder eingeschlossen mit einem 1Q >80.
Insgesamt nahmen an der Studie etwas mehr Médchen als Jungen teil (m:w; 77:96).

Deshalb wurden geschlechterspezifische Unterschiede der Riechleistung in
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Abhingigkeit vom Genotyp untersucht. Hier fand sich nur ein signifikantes Ergebnis fiir

Maidchen mit dem Genotyp ss/sl im Bereich der Diskrimination (s. 3.3).

Die Riechergebnisse der beiden Einzelstichproben wurden durch unterschiedliche
Testleiter erhoben. Durch eventuelle geringfiigige Unterschiede in der Durchfiihrung
des Sniffin’Sticks Tests konnten sich unterschiedliche Werte in der Diskriminations-
und Sensitivitdtsuntersuchung ergeben haben. Dies ist jedoch unklar. Die Durchfiihrung
des Tests konnte auch von der Motivation bzw. Aufmerksamkeit des Probanden
abhéngen, deshalb wurden die Testungen vorwiegend am Wochenende und vormittags

durchgefiihrt.

Die Dropout-Rate lag mit ungefihr 24,5% (s. 3.1; 56 ausgeschlossene Probanden von
229 getesteten Probanden) relativ hoch. Dies lésst sich jedoch kaum vermeiden, da die
Riechleistung beim Vorliegen einer psychischen Erkrankung oder Erkrankung im HNO-
Fachgebiet oder durch die Einnahme von Medikamenten veridndert sein kann. Um diese

Fehlerquelle zu vermeiden, wurden diese Probanden ausgeschlossen.

Als Limitation ist anzumerken, dass die Zellenbesetzung der Genotypen fiir die Analyse
des Einflusses genetischer Varianten fiir einige der Gene klein in Anbetracht der zu
erwartenden Effekte war. In unserer Stichprobe war die Power nur fiir den 5S-HTTLPR
ausreichend. Folgeuntersuchungen mit einer groferen Stichprobe oder einer nach
Genotyp stratifizierten Rekrutierung sind notig, um den Zusammenhang zwischen

serotonergem System und Riechvermdgen abschlieBend zu kliren.

4.4 Ausblick

Ankniipfend an unsere Ergebnisse werden im folgenden Text weiterfiihrende
Empfehlungen gegeben, um die Zusammenhénge der serotonergen Signaliibertragung,

der Riechleistung und der klinischen Relevanz wissenschaftlich zu erfassen.

Um die Ergebnisse zu bestitigen sollte eine Replikation der Studie erfolgen. Hierbei
konnte auch die Untersuchung weiterer serotonerger Proteine, die nachweislich an der
Signaltransduktion im OB beteiligt sind, interessant sein. Da wir keinen Einfluss des
Genotyps des 5-HT2C-Rezeptors auf die Riechleistung nachweisen konnten, wire es

sinnvoll weitere serotonerge Rezeptoren zu untersuchen. Hier ldsst sich zum Beispiel
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der 5-HT2A-Rezeptor nennen. Dieser wurde auf &uBeren Biischelzellen und
Mitralzellen lokalisiert (Brill et al., 2016; Hardy et al., 2005). Fiir diesen Rezeptor
wurde der -102T/C Genpolymorphismus im Zusammenhang mit suizidalem Verhalten

bei depressiven Patienten untersucht (Arias et al., 2001).

Der 5-HT1A-Rezeptor (Serotoninrezeptor 1A) ist in der somatodentritischen Region des
Neurons lokalisiert, er kontrolliert die Aktivitit der serotonergen Neurone in der Raphe
(Lesch et al., 2003). Dieser Rezeptor wurde bereits im Zusammenhang mit affektiven
Erkrankungen untersucht. Patienten mit Depressionen wiesen in bestimmten
Hirnregionen eine geringere Menge des 5-HT1A-Rezeptors auf (Wang et al., 2016). Da
Depressionen mit einer schlechteren Riechleistung einhergehen (Pause et al., 2001),
wire es interessant den 5-HT1A-Rezeptor im Zusammenhang mit der Riechschwelle

und Diskriminationsfahigkeit zu untersuchen.

Auch die Untersuchung anderer Neurotransmittersysteme, die Einfluss auf die
Signaliibertragung im OB haben, konnte das Verstandnis des Riechvorgangs verbessern.
Einen bedeutenden Einfluss scheint neben dem serotonergen System, auch das
dopaminerge System auf die Riechleistung zu haben (s. Abb.2). Dopaminerge
Projektionen laufen von der Substantia nigra zum OB (Hoglinger et al., 2015) und, wie
bereits erklért, hat das serotonerge System iiber Dopamin eine hemmende Wirkung auf
die Signaliibertragung. Diese Inhibition im OB wird vorwiegend durch den DRD2-
Rezeptor (Dopaminrezeptor D2) vermittelt (Ennis et al.,, 2001), wodurch die
Unterscheidungsfahigkeit von Geriichen ermdglicht werden konnte. Das dopaminerge
System ist an der Pathophysiologie von ADHS beteiligt, denn das Psychostimulanz
Methylphenidat beeinflusst die dopaminerge Signaltransduktion. In diesem
Zusammenhang wurde die Riechleistung bei ADHS Kindern mit und ohne Medikation
untersucht. Es zeigte sich hier eine Normalisierung der Riechschwelle bei Probanden
mit Medikation (Romanos et al., 2008). Die Interaktion des dopaminergen und

serotonergen Systems sollte in zukiinftigen Studien miteinbezogen werden.

Methodisch konnte die objektive Olfaktometrie, zur Erfassung genauerer Ergebnisse, in

der klinischen Forschung Anwendung finden. Einige HNO-Zentren in Deutschland
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(z.B. Berlin, Jena u.a.) nutzen das Olfaktometer bereits fiir Gutachterfragestellungen

und aktuelle HNO-Forschungsthemen.

Insgesamt legt diese Arbeit eine komplexe Interaktion zwischen genetischen Varianten
des serotonergen Systems und Riechdiskrimination bei Kindern und Jugendlichen nahe,

welche durch weitere wissenschaftliche Untersuchungen erforscht werden sollte.
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5. Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit zum Thema ,,Untersuchungen zum FEinfluss serotonerger
Genvariationen auf olfaktorische Performanz* beschiftigt sich mit dem Zusammenhang
zwischen serotonergen Genvarianten und der olfaktorischen Leistung bei gesunden
Kindern. Unsere Hypothesen befassen sich mit dem Einfluss des Genotyps der
Tryptophanhydroxylase 2 (TPH2, rs4570625 oder -703G/T), des Serotonintransporters
(5-HTT,  Serotonintransporter-Ldngenpolymorphismus ~ 5-HTTLPR) und  des
Serotoninrezeptors 5-HT2C (rs518147 oder -697G/C) auf die Riechsensitivitdt und

Diskriminationsleistung.

Unsere Ergebnisse zeigen, dass der Genotyp der TPH2 einen mafigeblichen Einfluss auf
die Diskriminationsleistung im OB hat. Wir fanden heraus, dass T-Allel-Trager im
Vergleich zu G-Allel Tragern Geriiche signifikant besser unterscheiden konnen. Das G-
Allel konnte zu einer geringeren Expression von TPH2 fithren. Dadurch wiirde weniger
Serotonin synthetisiert als bei T-Allel-Trdgern. Fiir den Serotonintransporter ergaben
sich ebenfalls bei der Geruchsdiskrimination hohere Werte bei Kindern mit dem
Genotyp ss/sl als bei Kindern mit dem Genotyp 1l. S-Allel-Trédger haben eine geringere
Menge des Serotonintransporters. Somit verbleibt mehr Serotonin im synaptischen
Spalt. Insgesamt ldsst sich also sagen, dass mehr vorhandenes Serotonin zu einer
besseren Geruchsunterscheidung fiihren konnte. Fiir beide genannten Gene zeigte sich
auch ein Trend fiir eine verbesserte Riechsensitivitit. Hierbei scheint es flir die
Diskriminationsfahigkeit und die Riechschwelle teilweise unterschiedliche
Mechanismen zu geben, da sich fiir die beiden Indikatoren des Riechvermdgens nicht
identische Ergebnisse zeigten. Der 5-HTC-Rezeptorpolymophismus hat scheinbar

keinen Einfluss auf die Riechleistung.

Mit dieser Studie ist der Nachweis gelungen, dass der Genotyp der zwei oben genannten
serotonergen Gene, die Diskriminationsleistung von gesunden Kindern beeinflusst.
Diesen Ergebnissen konnte in Zukunft eine klinische Relevanz zukommen. Serotonin ist
an der Pathophysiologie zahlreicher psychischer Erkrankungen beteiligt. Wir haben die
oben genannten Kandidatengene ausgewdhlt, da sie in der Literatur bereits vielfach im

Zusammenhang mit bestimmten psychiatrischen, auch kinderpsychiatrischen
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Krankheiten untersucht wurden. Man weil3 aus Tiermodell-Studien mit Méausen, dass
serotonerge Fasern von den Raphe-Kernen zum OB ziehen (Kapoor et al., 2016) und
das serotonerge System an der Signaliibertragung zwischen den verschiedenen
Zelltypen im OB beteiligt ist. Da einige psychiatrische und neuropsychiatrische
Erkrankungsbilder mit einer verdnderten Riechleistung einhergehen, ist es interessant
herauszufinden, zu welchen Verdnderungen der Riechleistung, krankheitsbedingte
Modifikationen im serotonergen System fiihren konnen. Dies zielt darauf ab, die
Riechleistung als Biomarker fiir diagnostische und auch therapeutischen

Fragestellungen zu nutzen.
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IV Anhang

IV.1 Aufklirung und Einverstindniserklirung fiir Eltern von Kontrollkindern

Klinik und Poliklinik fiir Kinder- und Jugendpsychiatrie,
Psychosomatik und Psychotherapie

Direktor: Prof. Dr. med. Marcel Romanos

KLINISCHE UNTERSUCHUNGEN UND _GENOMISCHE HIRNFUNKTIONSMESSUNG ZU

RIECHSTORUNGEN BEI PSYCHIATRISCHEN ERKRANKUNGEN

SINN UND ZWECK DER UNTERSUCHUNG

Bei Kindern mit verschiedenen kinder- und jugendpsychiatrischen Krankheitsbildern
ergaben sich Hinweise darauf, dass bei den Betroffenen die Riechwahrnehmung
beeintrichtigt sein konnte. Bei anderen Erkrankungen wie Morbus Parkinson
(Schiittellahmung) werden Riechtests als Fritherkennungsmethoden eingesetzt. Wir
mochten daher untersuchen, inwiefern Kinder und Jugendliche mit einer Aktivitéts- und

Aufmerksamkeitsstorung, Psychose oder Anorexie in Riechtests Defizite aufweisen.

AuBerdem wollen wir iiberpriifen, ob sich die klinische Riechleistung in einer
neurophysiologischen Untersuchung widerspiegelt. Um die Ergebnisse sinnvoll
auswerten zu konnen, bendtigen wir eine gesunde Vergleichsgruppe. Moglicherweise
konnten die Ergebnisse dazu beitragen, zukiinftig die Diagnostik und Therapie der

Storung zu verbessern.
WIE FUNKTIONIERT EIN RIECHTEST?

In der Untersuchung findet ein kommerzieller Riechtest (,,Sniffin Sticks*, Firma
Burghart, Wedel) Verwendung. Die Testung dauert insgesamt maximal 30 Minuten.
Der Test besteht aus drei Teilen, die der Bestimmung der Wahrnehmungsschwelle, der
Unterscheidung von Geriichen, sowie der Erkennung von Geriichen dienen. Den
Probanden werden nach Ankiindigung fiir ca. 3 Sekunden filzstiftdhnliche Stifte 2 cm

vor die Nase gehalten. Nach Offnen der Kappe verstromen natiirliche und kiinstliche



Aromen. Teilweise muss bei der Testung eine Schlafbrille getragen, um das Ergebnis

durch unterschiedliches Aussehen der Stifte nicht zu verfalschen.
Nach der Auswertung wird das Ergebnis der Riechpriifung sofort mitgeteilt.
WELCHE NEBENWIRKUNGEN KONNEN AUFTRETEN?

Nebenwirkungen sind nicht bekannt. Alle dargebotenen Gertliche sind gesundheitlich

unbedenklich und in herkdmmlichen Kosmetikprodukten enthalten.
WIE FUNKTIONIERT DIE HIRNFUNKTIONSMESSUNG?

Der Test dauert hochstens 45 Minuten. Mit der Nah-Infrarot Spektroskopie (NIRS)
kann man ohne Schmerzen und ohne in den Korper eingreifen zu miissen, die
Durchblutung des Gehirns messen. Dazu werden Messinstrumente in einer kleinen
Gummiplatte auf die Kopfhaut gelegt und mit einem Gummiband befestigt. Diese
Messinstrumente sind kleine Lampen, die ganz bestimmtes unschidliches Licht
abgeben und die messen konnen, wie viel Licht vom Gehirn zuriickgeworfen wird. Aus
diesem Messergebnis kann dann errechnet werden, wie sich die Durchblutung des

Gehirns dndert.

Mit dem Elektroenzephalogramm (EEG) werden an der Kopfoberfldche die schwachen
elektrischen Strome gemessen, mit denen das Gehirn arbeitet. Hierfiir werden mit einer
Paste Messelektroden auf die Kopthaut geklebt. Die Hirnstrommessung selbst ist nicht

zu bemerken. Die Paste ldsst sich problemlos durch Haare waschen wieder entfernen.
IST DIE UNTERSUCHUNG GEFAHRLICH?

Sowohl die NIRS wie auch die EEG-Untersuchung sind vollig ungefahrlich und es gibt

keine bekannten Nebenwirkungen.
BLUTENTNAHME

Zur genetischen Analyse werden 20 ml Blut aus der Armvene entnommen. An der

Einstichstelle kann es zu einem Hamatom (,,blauen Fleck*) kommen.



WELCHE ANDEREN UNTERSUCHUNGEN WERDEN GEMACHT?

Die Untersuchungen, die abgesehen von der eigentlichen Riechtestung durchgefiihrt
werden, dienen dem klinischen Ausschluss kinder- und jugendpsychiatrischer
Stérungen und werden in gleicher Weise bei allen Patientengruppen durchgefiihrt. Es
kommen verschiedene Fragebdgen zum Einsatz, aulerdem fiihren wir mit Thnen ein
Interview durch, in dem wir Sie nach verschiedenen moglichen Problemen Thres Kindes

befragen.
IST DIE TEILNAHME FREIWILLIG? KANN SIE WIDERRUFEN WERDEN?

Die Teilnahme an dieser Studie ist absolut freiwillig. Die Teilnahme kann jederzeit und
ohne Angabe von Griinden auch wihrend der Untersuchung widerrufen werden, ohne

dass daraus irgendwelche Nachteile entstehen.
DATENSCHUTZERKLARUNG

Fiir diese Untersuchung werden die personenbezogenen Daten und die Ergebnisse der
Riechpriifung elektronisch gespeichert. Alle Daten werden vertraulich behandelt und
nur zu wissenschaftlichen Zwecken verwendet. Die Bestimmungen des Datenschutzes

werden eingehalten.
EINVERSTANDNISERKLARUNG

Diese Informationen habe ich gelesen und verstanden. Die Studie wurde vom
Untersuchungsleiter erklirt, alle auftretenden Fragen wurden ausreichend beantwortet.
Mit der Durchfiihrung der oben beschriebenen Untersuchungen sowie einer
Speicherung, Verarbeitung und evtl. Veréffentlichung der erhobenen Messwerte in
wissenschaftlichen Fachzeitschriften in anonymisierter Form (d. h. ohne Angabe des

Namens) bin ich einverstanden.

Ich erklare mich einverstanden, dass mein Kind an

der oben beschriebenen Studie teilnimmit.




Datum Sorgeberechtigte/r Untersuchungsleiter/in

IV.2 Aufklirung und Einverstindniserklirung fiir gesunde Kinder & Jugendliche

Klinik und Poliklinik fiir Kinder- und Jugendpsychiatrie,
Psychosomatik und Psychotherapie

Direktor: Prof. Dr. med. Marcel Romanos

KLINISCHE UNTERSUCHUNGEN UND HIRNFUNKTIONELLE MESSUNGEN ZU

RIECHSTORUNGEN BEI PSYCHIATRISCHEN ERKRANKUNGEN

SINN UND ZWECK DER UNTERSUCHUNG

Manche Kinder und Jugendliche mit bestimmten psychischen Erkrankungen scheinen
schlechter riechen zu konnen als gesunde Kinder. Mit einer Riechpriifung und einer
Hirnfunktionsmessung konnen wir den Geruchssinn dieser Kinder mit dem von
gesunden vergleichen. Durch Deine Teilnahme hilfst Du uns, diese Riechstérungen bei
psychisch kranken Kindern zu erkennen, und mdglicherweise kann die Untersuchung

dazu beitragen, zukiinftig den Kindern besser zu helfen.
WIE FUNKTIONIERT EIN RIECHTEST?

Der Test dauert insgesamt maximal 30 Minuten. Dabei ist es wichtig, dass Du eine
Brille trdgst, durch die Du nichts sehen kannst. Erst dann halten wir Dir Geruchsproben,
die wie Filzstifte ausschauen, nah an Deine Nase. Du hast drei verschiedene Aufgaben:
1. Einen bestimmten Geruch herausriechen, der immer schwécher wird, 2. verschiedene

Gertiiche unterscheiden, 3. Geriiche erkennen und beim Namen nennen.
Nach der Auswertung wird Dir das Ergebnis der Riechpriifung sofort mitgeteilt.
WELCHE NEBENWIRKUNGEN KONNEN AUFTRETEN?

Nebenwirkungen sind nicht bekannt. Alle Geriiche sind ungefahrlich und in vielen

anderen Kosmetikprodukten enthalten.



WIE FUNKTIONIERT DIE HIRNFUNKTIONSMESSUNG?

Der Test dauert hochstens 45 Minuten. Mit der Nah-Infrarot Spektroskopie (NIRS)
kann man ohne Schmerzen und ohne in den Korper eingreifen zu miissen, die
Durchblutung des Gehirns messen. Dazu werden Messinstrumente in einer kleinen
Gummiplatte auf die Kopthaut gelegt und mit einem Gummiband befestigt. Diese
Messinstrumente sind kleine Lampen, die ganz bestimmtes unschédliches Licht
abgeben und die messen konnen, wie viel Licht vom Gehirn zuriickgeworfen wird. Aus
diesem Messergebnis kann dann errechnet werden, wie sich die Durchblutung des

Gehirns dndert.

Mit dem Elektroenzephalogramm (EEG) werden an der Kopfoberflache die schwachen
elektrischen Strome gemessen, mit denen das Gehirn arbeitet. Hierfiir werden mit einer
Paste Messelektroden auf die Kopthaut geklebt. Die Hirnstrommessung selbst ist nicht

zu bemerken. Die Paste ldsst sich problemlos durch Haare waschen wieder entfernen.
IST DIE UNTERSUCHUNG GEFAHRLICH?

Sowohl die NIRS wie auch die EEG-Untersuchung sind vollig ungefahrlich und es gibt

keine bekannten Nebenwirkungen.
BLUTENTNAHME

Um zu sehen, ob das Riechen mit der Vererbung zusammenhéngt nehmen wir Dir zwei
Rohrchen Blut ab. Manchmal bildet sich dort ein blauer Fleck, der aber nach ein paar

Tagen wieder weggeht.
WELCHE ANDEREN UNTERSUCHUNGEN WERDEN GEMACHT?

Zusitzlich zum Riechtest fiillen Du und Deine Eltern Fragebdgen aus und wir stellen
Dir und Deinen Eltern noch weitere Fragen. Dies wird genauso gemacht bei den
Kindern mit psychischen Erkrankungen, um zu erfahren, in welchen Situationen sie

bestimmte Schwierigkeiten haben.

IST DIE TEILNAHME FREIWILLIG? KANN SIE WIDERRUFEN WERDEN?



Die Teilnahme an dieser Studie ist absolut freiwillig. Die Teilnahme kann jederzeit und
ohne Angabe von Griinden auch wéhrend der Untersuchung abgebrochen werden, ohne

dass Dir daraus irgendwelche Nachteile entstehen.
DATENSCHUTZERKLARUNG

Fiir diese Untersuchung werden die Daten iiber Dich und die Ergebnisse des Riechtests

im Computer gespeichert. Die Bestimmungen des Datenschutzes werden eingehalten.
EINVERSTANDNISERKLARUNG

Diese Informationen habe ich gelesen und verstanden. Die Studie wurde vom
Untersuchungsleiter erklirt, alle auftretenden Fragen wurden ausreichend beantwortet.
Mit der Durchfiihrung der oben beschriebenen Untersuchungen sowie einer
Speicherung, Verarbeitung und evtl. Veroéffentlichung der erhobenen Messwerte in
wissenschaftlichen Fachzeitschriften in anonymisierter Form (d. h. ohne Angabe des

Namens) bin ich einverstanden.

Ich wurde dariiber informiert, dass die Teilnahme an der Studie jederzeit ohne Angabe

von Griinden und ohne Nachteile fiir mich abgebrochen werden kann.

Ich,

Vor- und Nachname

erkldre mich somit einverstanden, an der oben beschriebenen Studie teilzunechmen.

Datum Proband/in Untersuchungsleiter/in



I'V.3 Sniffin Sticks Testbogen

Sniffin’ Sticks

Kodieru ng: & Projekt:

Datum: ___._ | Uhrzeit; _ . Uhr

D=r Proband bewertet die eigene Geruchszensibilitat als X
O unauffallig O vermindert 0 erhéht.

Dier Proband ist 0 Raucher 0O Nichiraucher.

.( Der Proband leidet an folgenden chronischen oder akuten Erkrankungen:
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