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Kurzreferat:

In der Pathophysiologie affektiver Stérungen wirdinee GABAerge
Neurotransmission angenommen. Um die Glutamatdergidse (GAD), das
Schlusselenzym  der  GABA-Synthese zu  detektieren  evurdeine
immunhistochemische Farbung in den Arealen desothiesalen prafrontalen
Kortex, des orbitofrontalen Kortex, des anteriofeyrus cinguli, des entorhinalen
Kortex, der hippocampalen Formation und des medsaden und laterodorsalen
Thalamus durchgefuhrt. Von besonderem Interesse diarDichte des GAD-
immunreaktiven Neuropils, einschlief3lich der syrsgbten Terminalen.

Die Studie wurde an Gehirnen vorgenommen, die infeld in Paraffin eingebettet
worden waren: 10 unipolare und 11 bipolare Patrer(igovon 14 depressiven
Patienten durch Selbsttdtung und 7 Patienten @iagglichen Todes starben) sowie
18 angepassten Vergleichsfallen durchgefuhrt.

Im Vergleich der beiden grof3en Unterformen der kdiffen Storungen und der
Kontrollpersonen zeigten vier der acht untersuchi®egionen (CAl-Region,
dorsolateraler prafrontaler Kortex, entorhinalerriémn, Ncl. laterodorsalis thalami)
signifikante Ergebnisse. Unipolar erkrankte Persomgesen im Mittel héhere
Faserdichten auf als angepasste Vergleichsfalldeiuzeigte sich der Trend eines
Faserdefizits von Seiten der bipolaren Patientergliegben mit den unipolar
Depressiven.

Im Gruppenvergleich der Suizidenten, der Nichtsl@mten und der Kontrollen ergab
sich in funf der acht ausgewerteten Regionen eimgniftkanz: CAL1-Region,
dorsolateraler préafrontaler Kortex, entorhinaler rt€w, Gyrus dentatus und
mediodorsaler Thalamuskern. Patienten, die siclzidarten wiesen hohere
Faserdichten an GAD-ir Neuropil auf als depresdRegienten, die durch eine
nattrliche Ursache starben. Die Vergleichsfalleragn Durchschnitt zwischen den



beiden Patientengruppen. Daraus entsteht die Anmahoass Patienten ohne
suizidales Potential ein GAD-Defizit aufweisen.

Einschrankungen, die bei dieser Arbeit gemacht emiyssind zum einen die geringe
Fallzahl innerhalb der einzelnen Gruppen und zudesen sind die fehlenden Daten
Uber langerfristigen Substanzkonsum.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit kdnnen algsgangspunkt bei der
Aufklarung der Entstehung psychiatrischer Erkramgam im Rahmen weiterer
neurobiologischer Forschungsansétze dienen.

Schlusselworter:

GABA - GAD — GAD-ir Neuropil — Unipolare Depression Bipolare Storung —
Suizid — CAl-Region — Gyrus dentatus — Entorhin&ertex — Nucleus lateralis
dorsalis des Thalamus
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Einleitung 1

1. Einleitung

Hippokrates (460-377 v. Chr.) pragte im Altertunm d=griff ,Melancholia®.
Ubersetzt bedeutet er ,schwarze Galle“. Es waM#gsuch, affektive Stérungen als
eine Multisystemerkrankung zu beschreiben, die $bwlas Gehirn als auch den
Korper der Betroffenen angreifen.

Affektive Storungen sind mit einer Lebenszeitpréwal von ca. 20% weltweit eine
der haufigsten Erkrankungen. Die beiden Hauptforoemaffektiven Stérungen sind
die unipolare Depression (MDD) und die bipolarer&td (BPD).

Fur die Atiologie dieser Erkrankungen spielen wahednlich genetische,
biologische und psychosoziale Faktoren eine RdHe.wird vermutet, dass das
Immunsystem in enger Interaktion mit dem Zentraggmaensystem (ZNS) und dem
Endokrinium in der Pathophysiologie von affektivBtdrungen von Bedeutung ist
(Padmos et al., 2004).

Depressive Syndrome im Rahmen affektiver Stérung@amen durch funktionelle
Beeintrachtigungen, Unvermdgen den Alltag zu beagett Verlust der
Arbeitsproduktivitat, sozialen Rickzug und erhoh@ebrauch von medizinischen
Leistungen zu einer herabgesetzten Lebensqualitéeri (Insel at al., 2003; Simon,
2003).

Zusatzlich treten insbesondere bei Patienten mgrdbipolaren Stérung (BPD) oft
psychiatrische Komorbiditaten (Angststdrungen, Al oder Substanzabusus,
Essstorungen) oder internistische Probleme, wierddéiveicht auf (Post, 2005).
Verglichen mit gesunden Kontrollpersonen haben ekgive Patienten ein 2,6-fach
hoheres Risiko einen Schlaganfall zu erleiden (kan®004). Andererseits wird bei
30-50% des Patientengutes nach einem SchlaganfellDepression diagnostiziert,
eine sogenannte sekundare Depression (RobinsorB),2@@bei Robinson et al.
(1984) postulierte, dass ein Schlaganfall in deraBmmglien der linken Hemisphare
signifikant haufiger zu einer Post-Stroke-Depresdighrt, als einer in den rechten
Basalganglien.

Affektive Storungen gehen oft einher mit Suizidgadan und dem Nachdenken Uber
den Tod. Das Risiko eines versuchten bzw. beend&terides ist bei affektiven
Storungen erhoht (Post R.M., 2005; Bernal et al0072. Murray et al.
vertffentlichten 1997 die Prognose, dass die Pe#nvaldieser Stérungen in den

kommenden Jahren weiter ansteigen wird.
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1.1. Hirnstrukturelle Veranderungen bei Formen von affektiven
Storungen

Die  Entwicklung leistungsfahiger  bildgebender Varen wie der
Computertomographie (CT) und der Magnetresonanzjoaphie (MRI) fuhrte
dazu, dass an Patienten in-vivo Zusammenhénge lz@visceuroanatomischer
Struktur und Psychopathologie untersucht werdemtean Man ist lange Zeit davon
ausgegangen, dass sich bei affektiven Stdérungeme kehirnstruktuellen
neuromorphologischen Korrelate finden lassen. MitfeHvon Neuroimaging-
Analysen und morphometrischen Studien an postneortalGehirnen konnte
herausgearbeitet werden, dass bei affektiven Sgérumm Vergleich zu gesunden
Kontrollpersonen eine Reihe von regional betonteré@derungen in Makrostruktur
und Funktion vorhanden sind (Baumann & Bogerts126@nner, 2004; Haldane &
Frangou, 2004; Brambilla et al., 2005).

Es gibt keine klaren Hinweise auf eine globale Hiirophie bei Patienten mit
affektiven Stoérungen. Hoges et al. (1999) fuhrtere d/letaanalyse durch, wobei in
keiner der eingeschlossenen Studien, die das ratredtle Volumen oder das
Gesamthirnvolumen mittels CT oder MRI untersuchtegine signifikante
Veranderung des Hirnvolumens bei bipolaren Patiente Vergleich zu gesunden
Kontrollpersonen festgestellt werden konnte. Mittleile gibt es zahlreiche
Hinweise darauf, dass in Hirnarealen, die fur di@thBphysiologie affektiver
Stérungen von Bedeutung sind, makro- und mikrostinele Alterationen vorliegen.
Diese Regionen sind Uber zwei neuroanatomische ltBakise verbunden. Es
handelt sich dabei zum einen um eine limbico-thakkartikale Schleife, bestehend
aus Amygdala, Nucleus mediodorsalis thalamis undiatem sowie ventrolateralem
prafrontalen Kortex, und zum anderen um einen ligcip-striatal-pallidal-
thalamischen Kreis (Scherk et al., 2004). Es wednutet, dass diese Verbindungen
bei affektiven Stérungen dysreguliert sind (Baumanal., 2004).

Bei unipolaren Depressionen gibt es Anhaltspunkie dine Verkleinerung der
Basalganglien (Krishnan et al., 1992; Husain et1&l91a; Dupont et al., 1995), des
Cerebellum (Yates et al.,, 1987; Shah et al., 19B8%timmter hypothalamischer
Kerne (Bielau et al., 2005; Manaye et al., 2005)ig0 eine Tendenz zu einem
verkleinerten Frontallappen (Coffman et al., 199@u bipolaren Stérungen
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existieren zum Teil recht uneinheitliche Befundebei hier sicherlich die haufig
bestehende Heterogenitat der untersuchten Patggopgren zu beriicksichtigen ist.
So scheint eine Assoziation mit einem vergro3edigten Ventrikel (Dewan et al.,
1988a), volumenvergrolRerten Basalganglien (Getal.et2002), einer abnormen
VergroR3erung des Cavum septi pellucidum (Kim et2807), strukturellen Defiziten
im  Hypothalamus und der Amygdala (Bielau et aDP%), einem verkleinerten
Cerebellum (Nasrallah et al., 1982b), Tendenzen anem verkleinerten
Temporallappen (Harvey et al., 1994), einem verdrdeHippokampusvolumen
(Sawyze et al.,, 1992; Kemmerer et al., 1994), sowiger Volumenreduktion
besonders des linken anterioren Gyrus cinguli (Emuakis et al, 2008) und des
orbitofrontalen Kortex (Cotter et al., 2005) voiizgen.

In einer Arbeit von Chana und Mitarbeitern von 20@&den sowohl fir Patienten
einer bipolaren Stérung als auch fur Patienten emer Major Depression ein
signifikant hoheres Volumen des medidorsalen Nugcléhalami beschrieben. In
dieser Studie wurde auch nach Veranderungen dezéiinzahl gesucht; diese
konnten weder fur die affektiven Stdrungen noch §iohizophrene Patienten
nachgewiesen werden. Einschrankend muss erwéhmtemedass nicht zwischen
einzelnen glialen Subpopulationen unterschiederdamist, sondern die Gliazellen
in ihrer Gesamtheit betrachtet worden sind.

Zusatzlich lassen sich sowohl in der weiRen Substs auch periventrikular
Hyperintensitaten finden (Brown et al., 1992). Arsdgts fanden Lim et al. (1999)
und Lopez-Larson et al. (2002) eine signifikantigeaheine Verminderung der
grauen Substanz bei Patienten mit einer bipolaréiraBkung, verglichen mit
gesunden Probanden, wahrend der Anteil der weiltdst&nz keine Verédnderung
zeigte.

Bei beiden Hauptformen der affektiven Stérungendsarin verschiedenen Arbeiten
signifikant vergro3erte Seitenventrikel gefundemlfi€insson et al., 1986; Ames et
al., 1990; Wurthmann et al., 1995).

Morphometrische Untersuchungen in Post-mortem-8tudeigten einen Verlust von
Neuronen an Gréf3e und Anzahl (Cotter et al., 20@8Jeitet von mikrostrukturellen
Veranderungen an Dendriten und Synapsen, welciineem Ausmald mit der Anzahl
der depressiven Episoden korrelierten. Zudem koneiee Verringerung der Grol3e
und Dichte der Gliazellen in verschiedenen Regiond3. des anterioren Gyrus
cinguli (Cotter et al., 2001) und der Amygdala (€ptet al., 2001; Bowley et al.,
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2002) nachgewiesen werden. Dem anterioren Gyrggikiwird ein Einfluss auf die

Stimmung, das Geflhl und der autonomen Regulatamhgesagt (Neafsey et al.,
1993; Phan et al., 2002; Vogt et al., 2005).

Teile des ACC, besonders der subgenuale Part,nsellee Vulnerabilitdt bei der

Major Depression aufweisen (Palomero-Gallaghet. e2@08).

1.2. Rolle von GABA bei affektiven Storungen

Mit der Beobachtung, dass das Alkaloid Reserpinr ithe Leerung synaptischer
Speicher der Monoamine (Monoaminmangelhypothesed depressionsfordernde
Wirkung entfaltet, wurde vermutet, dass Patientéraffektiven Stérungen auch auf
Transmitterebene Defizite aufweisen wirden (Stoppal., 2006).

Es gibt viele Hinweise aus Studien, dass der TratemGamma-Aminobuttersaure
(GABA) in der Pathophysiologie der affektiven Stdgen eine wichtige Rolle spielt
(Benes et al., 2001). GABA hat im Zentralen Nerystsm zwei hauptséchliche
Funktionen. Er ist zum einen der hauptsachlichbimische Neurotransmitter, der
im Gehirn wirksam wird (Petroff.,, 2002). In Regionavie Kortex, Thalamus,
Hippocampus, Basalganglien, Hypothalamus, Hirnstaommd Kleinhirn kommt
GABA in einem Dirittel aller Synapsen vor (Otsukaakt 1966; Meldrum, 1982;
Guidotti et al, 1983) und moduliert damit die Newaasmission von noradrenergen,
dopaminergen und serotonergen Neuronen (Pradhaps&,B978).

Fur die Pathophysiologie von Schizophrenie undkéffen Erkrankungen spielen
Stérungen der GABA-Interneuronen eine gewichtigelleRoso die heutige
Lehrmeinung. Diese Neurone erhalten ihre glutargater Inputs durch
Pyramidenzellen. Es stellt sich die Frage, ob dlepats via N-Methyl-D-Aspartat
(NMDA)-Rezeptoren im ACC dieser Patienten veranderd.

Die Subeinheiten des Rezeptors zeigen in der Imistodhemie ein veréndertes
Muster bei bipolaren Stoérungen, welches sich sowadnt dem bei Kontrollen
gefundenen als auch von dem bei Schizophrenenrsghtdet. Dieff 2/3-
Untereinheiten sind bei Patienten mit einer biparStérung (BPD) und
schizophrenen Patienten gleich stark angefarbgcjedveitaus stéarker als bei den
angepassten Vergleichsfallen. Digl-Untereinheit ist bei BPD weniger stark

markiert als bei Schizophrenen, aber gleich staekdie Kontrollen (Ishikawa et al.,
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2004). Benes et al., 1992 fanden fur diesen Reezgme Erhéhung der Bindungs-
Aktivitat bei Patienten mit affektiven Stérungen.

GABA wirkt Uber die Bindung an den GABA- und den GABA — Rezeptoren.
Beide Rezeptoren unterscheiden sich sowohl in iprexmakologischen als auch in
ihren elektrophysiologischen Eigenschaften (Bow26@1).

Die GABAxr — Rezeptoren sind ionotrope Rezeptoren, welche tkacimich
postsynaptisch an den apikalen Dendriten von Neurotokalisiert sind und
verursachen dort das schnelle inhibitorische posgsyysche Potential (IPSP;
Brambilla et al., 2003). Die Rezeptoren setzen aichflinf Subeinheiten zusammen,
die mehreren Klassen mit verschiedenen Variantgeauanet werden kénnen. Im
Gehirn von Saugetieren istp,y, die am haufigsten vertretende Hauptuntereinheit
des GABA, — Rezeptors.

Der GABAs — Rezeptor hat mehrere Bindungsstellen fir veesigne Liganden,
wie z.B. Benzodiazepine, Barbiturate, Ethanol, NMeteroide und Antikonvulsiva,
die alle zu einer starkeren Affinitat von GABA aerndRezeptor fiihren und damit die
Wahrscheinlichkeit einer Chloridkannal6ffnung erah(Brambilla et al., 2003).

Die GABAg—Rezeptoren sind metabotrope Rezeptoren, deren
Signaltransduktionskaskade Uber Kalium-oder Caldionen-Kanale laufen oder
Uber die Adenylatzyklase vermittelt werden. Siedsimuptséchlich prasynaptisch
lokalisiert und l6sen das langsame IPSP aus (Edeal.e 2001). Der Agonist
Baclofen ist hochselektiv fir den GABARezeptor.

Auch bei diesem Rezeptor konnten Veranderungen en tbpochemischen
Verteilung aufgezeigt werden. Die Untereinheitem VBABAg sind signifikant
erniedrigt bei bipolarer Storung (Ishikawa et 2005).

Es lasst sich vermuten, dass sich auf der Ebene G@&BA-Rezeptoren
Veranderungen ergeben, die spezifisch fur affekt@ungen sind im Vergleich zu
Kontrollen und Patienten mit Schizophrenie.

Darliber hinaus spielt GABA eine wichtige Rolle inmefgiemetabolismus von
GABAergen Neuronen. Daher wird die GABA-Synthesezwei Kompartimenten
durchgeflhrt, im Transmitter- und im metaboliscKkempartiment.

Die Synthese scheint unter normalen Umstdnden iaire sehr konstanten und
charakteristischen Niveau abzulaufen (Martin ef #993). Normalerweise wird
GABA aus Glutamat in einem einzelnen Schritt mitmde&Enzym Glutamat-
Decarboxylase (GAD) gebildet. Das SchliisselenzynDG?nd6tigt dazu den Co-
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Faktor Pyridoxal5"-Phosphat (Pyridoxal-P). Es ésish weitere Synthesewege,
welche im Gehirn von Erwachsenden aber nur einergaedrdnete Rolle zu spielen
scheinen (Caron et al., 1987; Daune und Seilei@)198

Die Synthese von GABA lauft an der minimalen Auslagsgrenze der GAD-
Aktivitat (Martin & Rimvall, 1993) und kann bei ashter Nachfrage extrem
gesteigert werden, ohne dass eine GAD-Neusyntiméselerlich ist. Die Synthese
von GABA kann stimuliert oder gehemmt werden dungysiologische oder
pharmakologische Manipulationen (Moroni et al., 89Battaglioli and Martin,
1990; Loscher et al., 1991).

Nach der Ausschittung in den synaptischen Spaltd WWABA durch die
Wiederaufnahme in die prasynaptischen Terminalem d@liazellen inaktiviert. Die
Aufnahme erfolgt durch GABA-Transporter (GATSs). Héaichlich kommt im ZNS
GAT-1 vor, der als ein neuronaler Transporter a@msymaptischen Axonterminalen
exprimiert wird. GAT-2 und -3 sind wahrscheinlichatg Transporter. Die GATs
werden sowohl durch verschiedene Faktoren regulemn einen durch GABA
selbst, zum anderen durch brain-derived neuratrigutor (BDNF) und bestimmte
Hormone.

Wird der Transmitter von Astrocyten aufgenommerghster der synaptischen
Transmission nicht mehr zur Verfigung. GABA wird @wei enzymatischen
Schritten unter Verbrauch von Pyridoxal-Phosphat Succinylsdure abgebaut,
welche in den Krebschen Zyklus eingeschleust wind au Glutamat umgebaut
wird. Glutamat kann von Astrocyten nicht wiedeABA umgewandelt werden, da
ihnen das Enzym GAD fehlt. Daher wird Succinylsduterch das Enzym
Glutaminase in Glutamin umgebaut, welches lberipaze Transporter wieder in
GABAergen Neurone befordert wird und dort tber &toéat in GABA umgewandelt
werden kann (Brambilla et al., 2003).

Unter Verwendung von Microarray-Analsyen wurde Wdeatienten mit einer
unipolaren Depression eine signifikante Herunteragn von SLC1A2 und
SLC1A3 gezeigt, welche die wichtigsten Vertreter @dutamintransportprotein-
Familie darstellen (Brambilla et al., 2003).

Ebenso konnte eine signifikante Verringerung deut&hinase nachgewiesen
werden (Choudary et al., 2005). Zusammengenommamreridiese Veranderungen

zu einem vermehrten Vorliegen von extrazellularetatésnat, welches potenziell
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neurotoxisch sein und die Effektivitdt des Zusamspezls zwischen Glutamat und
GABA storen kann.

Choudary et al. (2005) fand in derselben Studie begleitende Hochregulation von
mehreren Glutamat- und GABA Rezeptoruntereinheiten, wobei sich fir GABA
und GABAapz eine Selektivitat fiur Suizidopfer zeigte. Dies ktmrsowohl fir
Patienten mit einer Major Depression als auch eibgiolaren Depression
nachgewiesen werden. Hier kann ein potenziellerz&utgesehen werden, um
maoglicherweise als Biomarker suizidales Verhaltesa&héatzen zu konnen.

Garlow et al. konnten 1995 eine reduzierte GABA-Kamtration im Liquor und
Plasma von depressiven Patienten nachweisen. Meagoig-Studien zeigten mit
Hilfe von Magnet-Resonanz-Spectroskopie ebenfalise eVerminderung des
Neurotransmitters bei depressiven Patienten im [gely zu gesunden
Vergleichsfallen (Sanacora et al., 1999 + 2004).ed®rholte Behandlung
depressiver Patienten mit ElektrokrampftherapieTE(Sanacora et al., 2003) oder
mit selektiven Serotonin-Reuptake-Hemmern (SSRIané8ora et al., 2002)
erhdhten im Gegensatz dazu die okzipitale GABA-Kamtration.

Das wurde bedeuten, dass sich das GABA-Niveau uvitstikamenteneinnahme
normalisiert (Bhagwagar et al., 2004) oder vieleiwogar erhbhen kann.
Tiermodelle zeigten eine verminderte GABA-Konzetitra und -Rezeptorfunktion
sowohl nach akutem als auch nach chronischem S#essta et al., 1993; Acosta &
Rubio, 1994).

Die molekularen Mechanismen, die diese Dysreguiatioim GABAergen System

bedingen, sind noch weitestgehend unverstanden.

1.3. Verdnderungen der Glutamat-Decarboxylase bei fiektiven
Storungen

Es konnten bisher zwei Isoformen des Enzyms Glutdeaarboxylase (GAD) im
menschlichen Gehirn identifiziert werden. Der eikdon besteht aus 593
Aminosauren und besitzt eine Molmasse von 66,6 kbad wird danach GAR
genannt (Kaufmann et al., 1986), der andere, gAfiat eine Molmasse von 65,4
kDa und besteht aus einer Proteinstruktur mit 58birdsduren (Karlsen et al.,
1991).



Einleitung 8

Die GAD-Isoformen sind Produkte zweier unabhangigeinander regulierter Gene,
welche auf Chromosom 2 und 10 lokalisiert sind (aale & Soghomonian, 1999).
GADgs und GADs; unterscheiden sich nicht nur in ihrer Sequenz ded
Molmasse, sondern auch in Interaktion mit dem CktdraPyridoxal 5 -Phosphat
und ihren Expressionsniveaus im Hirn (Martin & Ratly1993).

Beide Enzyme koénnen in den meisten GABAergen Neamales ZNS nachgewiesen
werden, wobei GAR vorwiegend auf Membranen und Nervenendigungen
beschrankt vorkommt und GABA fir die Transmittesadittung aus Vesikeln
synthetisiert. Im Gegensatz dazu hat GAD den Zellen eine breitere Verteilung im
Zellkorper, den Axonen, Dendriten und Synapsen urgynthetisiert
cytoplasmatisches GABA (Soghomonian & Martin, 1998)

Mindestens 50% der Glutamat-Decarboxylase liegenHinm als Apoenzym vor
(GAD ohne gebundenen Co-Faktor), welches ein Resefir inaktives GAD
darstellt und schnell aktiviert werden kann, weausatzlich GABA bendtigt wird.
Die Masse dieses Apoenzyms hat GABIs Grundlage (Martin & Tobin, 2000),
welches unter normalen Umstanden nur mit einem Heiic seiner maximalen
Kapazitat arbeitet und bei Mangel an GABA hochreggtiiverden kann. ATP foérdert
und stabilisiert die Bildung des Apoenzyms. OhnePAdetragt die Halbwertszeit
von Apo-GAD bei 37°C nur ein paar Minuten. Aspartatbibiert die
Enzymaktivierung, ebenso wie GABA selbst, welchaséatzlich aber noch in der
Lage ist, GAD in seine inaktive Form (Apo-GAD) zwriertieren (Martin &
Rimvall, 1993). Ein Mangel an GABA kann die Enzyrhaikiat von GAD und damit
die Synthese von GABA innerhalb von 24h um rund 78&heben (Rimvall &
Martin, 1994; Sheikh & Martin, 1998). Eine Feedb&tédmmung der GAD durch
GABA ist jedoch nicht wahrscheinlich, da dafir sétohe Konzentrationen von
GABA von Noéten waren (Ki ~ 17mM). Die intrazelluBiKonzentration von GABA
betragt aber nur 1-2 mM (Petroff, 2002).

Die Aktivierung von Apo-GAD durch Pyridoxal-Phospheann in kirzester Zeit
erfolgen (Petroff, 2002). Diese Umstéande und dag8gmReservoir an GAPplegen
die Vermutung nahe, dass GAf>pezialisiert ist auf die kurzfristige Antwort auf
erhohte GABA-Anforderungen in inhibitorischen Nenen (Rimvall & Martin,
1994). Die Balance zwischen Apo-GAD und aktivier@AD (Holo-GAD) kann
durch mehrere Faktoren reguliert und durch einegeReeis kontrolliert werden
(Petroff, 2002). Aktiviert wird GAD durch Anderungem Energiestatus, wie z.B.
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Depolarisation, Azidose, erhdhtes £ ®erringertes Bicarbonate, niedriges Kreatin-
Phosphat, erhbhtes Magnesium, erhéhtes ADP undigesdATP.

Im Tierversuch ist das Holo-GAD-Level bei Mausele @in Defizit an GAlgs
aufweisen, unverandert. Jedoch ist die inaktive Apoenzymforarks reduziert
(Asada et al., 1996 +1997; Kash et al., 1997).

Das Verhéltnis von GAR und GADs; variiert von Zelltyp zu Zelltyp. In tonisch
feuernden Neuronen findet man ein hoheres Niveau @#Ds;, wogegen in
phasisch feuernden Neuronen GAdliberwiegt. Die mMRNA von GAR ist in den
meisten Hirnregionen im hoheren MalRe vorhandendedsder anderen Isoform
(Hendrickson et al., 1994). GAD liegt Uberwiegend als Holo-GAD vor, welches
aktiv. GABA synthetisiert. Diese Beobachtungen lassien Schluss zu, dass
Veranderungen der GABR-Aktivitdt einen gréfReren Einfluss haben auf die
Konstanthaltung von GABA als Veranderungen der G&AdDevel (Petroff, 2002).
Andererseits scheinen auch Verdnderungen der ggABktivitat und des GAlR; —
Proteinlevels nicht endgultig mit einer Anderungs daRNA-Levels assoziiert zu
sein. Das lasst auf Ebene der Translation und deoteiRstabilitat
Regulationsmechanismen vermuten (Martin & RimvESIQ3).

Die Synthese dieser beiden Isoformen wird sepamatliert und ist sehr komplex. Es
kommen mehrere Mechanismen zum Tragen: Die Kostrdiér mRNA-Level,
Regulation der Translation und ProteinstabilitatotZ allem ist der Transmitter
GABA unter physiologischen Umstanden auf einem sdimnstanten und
charakteristischen Niveau nachweisbar (Martin & Raih) 1993).

Die Glutamat-Decarboxylase-Aktivitat im Plasma weutgei Individuen mit
verschiedenen neurologischen Erkrankungen und yislkchen Krankheitsbildern
gemessen. Kaiya et al. (1982) fanden bei neuraisdpatienten ebenso wie bei
Chorea Huntington-Patienten verringerte GAD-Ak&vit im  Vergleich zu
Kontrollprobanden. Auch vergleichsweise niedrigez¥naktivitaten wurden bei
Depressiven, sowohl MDD als auch BPD gemesserrelsganterweise ergaben sich
fur unmedizierte Schizophrene keine verénderten @Gaizel verglichen mit
gesunden Personen. Unter Verabreichung von Netikdepkombiniert mit
anticholinergen Substanzen konnte ein Ansteigen Rlasma-GAD-Aktivitat
beobachtet werden.

Die Dichte von Neuronen, die GAbenthalten, ist sowohl bei Schizophrenen

in Schicht Il und V des Kortex als auch bei Pagentnit bipolaren Stérungen in
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Schicht 1l (um 35%) reduziert (Woo et al., 2004)ei Blepressiven bipolaren
Patienten konnte eine signifikante Reduktion G&Bmmunreaktiven Terminalen
im ACC in den Schichten IlI, 1ll, V und VI nachgewan werden (Benes et al.,
2000), jedoch nicht bei schizophrenen Patientenidd@kopf & Benes, 1998). Die
Verringerung der Dichte ist am ausgepragtesterem $chichten 1l (27,8%) und IlI
(37,2%) nachweisbar, unabhangig davon ob die Ratianit Neuroleptika behandelt
wurden oder nicht (Benes et al., 2000). Im praftent Kortex (PFC) konnten
ahnliche Ergebnisse fiur die Dichte der Terminalem ypyramidalen und nicht-
pyramidalen Neuronen gemessen werden. Beziglich GtéfRe der Zellkoérper
konnten keine Unterschiede nachgewiesen werden.

Im limbischen System zeigte sich eine verringeriehiz von GARse-MRNA
positiven Neuronen bei bipolaren Patienten, wenmesgepragt und daher nicht
signifikant auch bei schizophrenen Patienten (Heakeal., 2002). Fur GAR
zeigten sich signifikante Unterschiede in den CAR&jionen und dem Gyrus
dentatus, wohingegen sich fur GADeine Signifikanz in CA4 ergab (Hecker et al.,
2002). Ebenfalls untersucht wurde in dieser Arlogt zellulare GAD, welches fir
die 65kDa-Form bei BPD besonders in der CA4-Regamedrigt war. Fur die
zellulare GALR; wurden unveranderte Werte verglichen mit Kontrolggnmessen.
Interessanterweise konnten Bielau et al. (2008iner Arbeit eine héhere Dichte an
GAD-immunreaktiven Neuronen bei unipolaren Patienteerglichen mit den
Kontrollfallen demonstrieren. Dies wurde in den @le: des prafrontalen Kortex, im
Gyrus temporalis superior und im Hippocampus unths Im Gegensatz dazu
konnte dieselbe Gruppe keinen Unterschied zwisdkentrollen und bipolaren
Patienten finden. Diese Ergebnisse fiuihrten auf @age der Annahme eines
Transmitter-Defizits zu der Idee, die GAD-immunreaén Fasern in den
Mittelpunkt dieser Arbeit zu ricken. Es wird eineafsportstérung vermutet. In
wieweit Medikamente die Dichte der GAD-immunreaktivFasern beeinflussen,
muss noch eingehender untersucht werden.

Im Gegensatz dazu steht eine Arbeit von Cotten.ef2802). Sie geht von
einem Defizit an GABAergen Neuronen in der Pathapbiggie der Schizophrenie
aus. Es wird aber auch angenommen, dass diesegitDafiht spezifisch flur
Erkrankungen des schizophrenen Formenkreises dstlurchaus auch eine Rolle bei
den affektiven Storungen spielen konnte.
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Fatemi et al. wiesen 2005 eine signifikante Vermg der GAlsskDa-Level im
Cerebellum sowohl bei MDD und BPD als auch beizmbihrenen Patienten nach.
Die bisher vorliegenden Studien lassen also konegpléxeranderungen im
GABAergen System sowohl bei Schizophrenie, als awsihaffektiven Stérungen
vermuten. Diese Veranderungen sind scheinbar wrtderem abhangig von der
Diagnose und der Einnahme psychotroper Medikatios,z.B. Neuroleptika (Benes
et al., 2000) oder Antidepressiva (Bielau et &0D).

1.4. Pathophysiologische Verdnderungen bei Suizidtssn

Suizidales Verhalten ist ein Akt der Aggressionekiirgegen die eigene Person
gerichtet und assoziiert mit aggressiven und impeis Ziigen (Zalsman et al.,
2006). Es beschreibt ein heterogenes Konzept azgd§edanken, Suizidversuchen
und vollendetem Suizid (Rihmer et al., 2008).

Tod durch Suizid macht 1-2% der Todesfalle weltvaeis (World Health Report
2001). Zum Todeszeitpunkt erfillen mindestens 5@ Iddividuen die klinischen
Kriterien einer depressiven Erkrankung (ModestirkK&pp, 1988). Einige Arbeiten
sprechen sogar von Zahlen zwischen 80% und 90%stAB§08). Angst J. schreibt
in ihrer Arbeit von 2008, dass Suizidversuche garfiunter Jugendlichen und
jungen Erwachsenen auftreten, vollendete Suiziddocje mit dem Alter an
Haufigkeit zunehmen. In den meisten Kulturen wirel ehrheit der Suizidversuche
von Frauen ausgefuhrt, unter den vollendeten Séthsgen Uberwiegt allerdings
das mannliche Geschlecht.

Sowohl bei unipolar Depressiven als auch bei bigold@atienten wird ein Suizid zu
78-89 % in einer reinen depressiven Episode dufdhge mit 9-20 % weniger
haufig in einer gemischten (dysphorischen) Manid tast nie in einem euthymen
Status (Rihmer et al., 2008).

Ob bei depressiven Patienten mit Suizidgedanken dejgressiven Suizidenten im
Vergleich zu nicht suizidgefahrdeten Patienten affektiven Stérungen andere
Pathomechanismen eine Rolle spielen, ist im Eimzelreute noch ungeklart.
Moglich ist auch, dass der Suizid an sich charaeet ist durch deutliche

neurobiologische Abnormalitaten (Foutoulakis et2008).
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Balestrieri et al. (2006) untersuchten in einerd&uSchizophrene, Patienten mit
affektiven Stdérungen, Borderline-Patienten und &sa mit einer Angsterkrankung.
Man konnte feststellen, dass besonders die Misclawsgdepressiven Phasen und
manischen / hypomanischen Episoden gekoppelt ngetadven Symptomen mit
einem erhohten Risiko fur einen Suizidversuch Wemgsweise vollendeten Suizid
einhergeht. Anderseits zeigt diese Studie auchs dasr Suizidgedanken und —
plane bei 50% der unipolar Depressiven und 42,4% digpressiven bipolaren
Patienten eine Rolle spielen und diese Prozentzdidéer liegen als bei Patienten
mit einer Borderline-Stérung (30%). Schaut man sjeldoch die Zahl der
Suizidversuche an, ergibt sich hier, dass diese Ratienten mit Borderline-
Stérungen weit aus haufiger durchgefuhrt werden.

Dilsaver et al. fanden 2006 heraus, dass Patienteaffektiven Stérungen zudem
haufiger weitere psychiatrische Erkrankungen awfemi Hier spielen
Angsterkrankungen, besonders Panikstérungen undialsozPhobien, eine
ausgepragte Rolle. Jedoch konnte in dieser Studidimn BPD ein erhdhtes Risiko
fur Suizidversuche in Verbindung mit einer zus&tain Angsterkrankung gesehen
werden. Bei unipolaren Depressiven zeigte sichgledh ein erhdhtes Auftreten von
Gedanken Uber den Tod.

Das Risiko fir einen Substanzabusus, hier besomdkohol, sei fur Patienten mit
affektiven Storungen erwahnt. Das Ausmald des Alkdhsus (nicht nur bei
schwerem Missbrauch) zeigt eine Assoziation mit $elnwere der Krankheit, aber
auch einem erh6htem Mal3 an Suizidalitat (Goldstelmvitt, 2006).

Cheng AT fuhrte 1995 eine Fall-Kontroll-Studie durbei der sich zeigte, dass 51%
der Patienten, die einen Suizidversuch unternahrsemm, in der Zeit vor dem
Versuch in medizinischer Betreuung befanden. Fektodie als Risikofaktoren zu
sehen sind, wurden 1988 durch Modestin & Kopp eskben. Das méannliche
Geschlecht, die Anzahl friherer stationarer Aufahé) das suizidale Verhalten
gehen mit einer erhdhten Rate an Suizidversucheeeirbenso wie eine ,Broken-
Home"-Situation und ein schwaches soziales Umfeld.

Im vergangenen Jahrzehnt sind erste Untersuchungemdglichen Neurochemie
des Suizids veroffentlicht worden. Die Veranderaieg Brain-derived neurotrophic
factor (BDNF) in der Pathophysiologie der Angstarkkung und Depression
veranlasste Kim et al. (2007) diesen Faktor beieRegn mit einer diagnostizierten

MDD zu untersuchen, die einen Suizidversuch tUbtstelDas BDNF im Blutplasma
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erwies sich bei diesen Patienten als signifikaaetinger als bei unipolar depressiven
Patienten ohne einen Suizidversuch in der Anamumesk auch niedriger als bei

gesunden Vergleichsfallen. Es ergaben sich keimmifikianten Unterschiede

zwischen Kontrollen und den nicht-suizid gefahrdd®atienten mit einer unipolaren
Depression. Auch konnte kein Unterschied in desrRé&konzentrationen von BDNF
bei hartem oder weichem Suizidversuch festgestelttien. Kim et al. arbeiteten aus
diesen Resultaten von 2007 heraus, dass ein dagiedPlasma-BDNF verbunden
ist mit suizidalem Verhalten bei Major Depressiondudass dieser Faktor als
maoglicher Marker fir die Suizidalitat eines Pateanin Frage kommt.

Interessant sind die Schlussfolgerungen einer Rarsgsgruppe um Willour
VL, die 2006 behaupteten, einen Genort gefundemaben, der signifikant assoziiert
vorkommt bei Patienten mit einer bipolaren Dep@ssiund positiver
Familienanamnese. Der Genort liegt auf dem langen des Chromosom 2 (2p12)
und scheint suizidales Verhalten und —Versuchemieeinflussen.

Besonders bei Patienten mit affektiven Stérungeheist das suizidale
Verhalten mit einem Defizit der serotonergen (5-HEurotransmission des Gehirns
einher zu gehen. Mehrere Studien an postmortem ewder durch bildgebende
Verfahren konnten pra- und postsynaptische Veramgem des Serotoninrezeptors
sowohl im préafrontalen Kortex als auch im Hirnstar@dnango et al., 1995; Arango
et al., 2001; Audenaert et al., 2001) aufzeigen.

Bielau et al., 2005 konnten bei depressiven Pareohne suizidales Verhalten ein
Transmitterdefizit im noradrenergen und serotonerg8ystem feststellen.
Interessanterweise ergaben sich fur Suizidenterr &eene Defizite in den
Transmitterkonzentrationen im Vergleich zu untengeis Kontrollpersonen. Wenn
uberhaupt, zeigt sich allenfalls eine Tendenz Zuerflinktion.

Antidepressiva, die in den Monoaminstoffwechsel gesifen um die
Transmitterkonzentration zu erh6hen, tun dies éber Erhohung der Synthese oder
uber die Wiederaufnahmehemmung aus dem synaptiSyedh Daher stellt sich die
Frage, ob Antidepressiva mdglicherweise das Sustdr bei Patienten mit
affektiven Stérungen erhdhen.

Cheetham et al. untersuchten 1988 in einer postmorStudie die
Benzodiazepine-Bindungstselle des GABMARezeptor im frontalen und temporalen
Kortex von depressiven Suizidentenopfern. In dersuRaten ergab sich eine

signifikant erhéhte Zahl an Benzodiazepine-Bindteltgn fir den frontalen Kortex
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in der Gruppe der depressiven Suizidopfer im Vérglezu den angepassten
Vergleichsféallen. Die Ergebnisse unterschieden $ichdie zwei Gruppen jedoch
nicht im Temporalkortex. Die Arbeitsgruppe trenrdee Patientengruppe nach
medikamentenfreier Therapie und Medikamenteneinealirs ergaben sich ahnliche
Resultate verglichen mit Kontrollpersonen. Auch ki@m in dieser Studie keine
Veranderungen in der GAD-Aktivitat in den einzeln@nuppen gezeigt werden.
Keine Unterschiede in der Affinitat und Anzahl dissRezeptors fand Stocks et al.
1990.

In einer Studie an postmortem Gewebe von Pandey. ¢1997) wurde vermutet,
dass der Benzodiazepin-Rezeptor im Kortex von 8apfern hochreguliert ist -
insbesondere derer, die durch einen harten Sustbgoen sind. Kontrovers dazu
vertffentlichte Merali et al. (2004) eine Arbeit der die Ergebnisse eine Reduktion
der mRNA der Subeinheiten, as, o4 undd im Frontalkortex von Suizidopfern.
Parallel dazu wurden die GABABiIndungsstellen in einer postmortem Arbeit von
Arranz et al. (1992) untersucht. Hier konnten kesignifikanten Differenzen
festgestellt werden, weder zwischen Suizidenten &ahtrollen, noch nach
Unterteilung der Patientengruppe in weichen odetehaSuizid und depressive und
nicht depressive Suizidenten.

Korpi et al. haben 1988 die Konzentrationen von maem Neurotransmittern und
Neuromudulatoren in verschieden Arealen im Hirn dNucaudatus, Nucl.
accumbens, frontalen Kortex, Amygdala und Hypotnais) gemessen. Die einzige
signifikante Veranderung ergab sich in einer emgten Konzentration an Glutamin
im Hypothalamus bei Suizidopfern. Ahnliche Ergebaifiir GABA wurden in einer
Arbeit erzielt, in der Neuromodulatoren unter aederGABA in Relation zum
Suizid-Verhalten untersucht wurden um einen Zusanmaeg zu finden (Roy A.,
1993).

Es wird wie oben erwédhnt eine GAD-Dysregulation @ehirn von
schizophrenen und bipolaren Patienten angenommianetLal. untersuchten 2006
den ACC durch immunhistochemische Farbung mit Amplern gegen GAEs;um
herauszufinden, ob sich &hnliche Resultate erzilesen, wenn man Suizidenten
mit gesunden Vergleichsfallen vergleicht. Die Meahthder GAD-immunreaktiven
Neuronen stellte sich als klein heraus, verglichrehanderen Neuronen und besitzt
die typische bipolare oder multipolare Interneuronphologie. Es ergaben sich fir

den ACC weder signifikante Unterschiede in der Bactler GAD-immunreaktiven
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Neurone im Verhaltnis zur neuronalen Dichte (Kolera 43%, Suizidenten: 39%)
noch im Quotienten der glialen Zelldichte zur néamaDichte. Auch in der
mikroskopischen Untersuchung der Terminalendiclge GAD positiven Neurone
konnten keine Veranderungen nachgewiesen werdesn.FDischungsgruppe gibt
jedoch zu bedenken, dass die Abwesenheit von stelldn Veranderungen auf der
Neuronenebene nicht dariber hinweg tauschen |asdié®, dass es bei Suizidenten
im Vergleich zu Kontrollpersonen zu Veranderungem desamten Neuronenzahl

kommen konnte.

1.5. Gegenstand dieser Arbeit

Trotz jahrelanger Forschungsarbeit auf dem Gelsetadfektiven Stérungen sind
viele Fragen weiterhin offen oder nur zum Telil gekund haufig strittig.

Insgesamt ist Uber die pathophysiologischen Zusarhéarge, welche beim Suizid
oder bei suizidalen Gedanken im Zusammenhang nmerediagnostizierten
affektiven Stérung eine Rolle spielen, noch wenigekannt. Es besteht also auch
auf diesem Gebiet weiterer Forschungsbedarf.

In der vorliegenden Arbeit wurde das GABAerge Syste den Mittelpunkt gestellt
und folgende Teilfragen aufgeworfen:

1. Kann das GAD- und GABA-Defizit, welches in angleiArbeiten in Nervenzellen
von Patienten mit affektiven Stérungen gefunden deorist, auch im GAD-ir
Neuropil nachgewiesen werden?

2. Gibt es bei den Unterformen der affektiven Stgen ein dhnliches Dichtemuster
GAD-positiver Strukturen? Unterscheidet es sichlitater oder quantitativ von dem
der Kontrollen?

3. Gibt es Unterschiede in der Dichte von GAD-iluNmils zwischen Suizidenten,
Nichtsuizidenten und Kontrollen? Wie sehen dies¢etdchiede im Einzelnen aus?
Wodurch sind mdgliche Unterschiede bedingt?

4. Welche Pathomechanismen koénnen eine Rolle s@ieléaben bipolare und
unipolare Stérungen den gleichen Pathomechanismus?

Sind bipolare Stérungen und das Erkrankungsbild Sigrizophrenie doch naher
verwandt als bisher angenommen?

5. Welchen Einfluss hat eine Medikamenteneinnahme?
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Diese Fragen sollen im Laufe dieser Arbeit eingéeleeibeleuchtet werden.
Daher wurde mittels einer immunhistochemischen &#glmit einem monoklonalen
Anti-GAD-Antikorper GAD-positives Neuropil, welchesm die Neurone, ihre

Axone und Terminalen gelagert ist, detektiert umetim experimentellen Ansatz zur

statistischen Auswertung zugefuhrt.



Material & Methoden 17

2. Material & Methoden

2.1. Material

Die experimentellen Untersuchungen dieser Postmegudie wurden an insgesamt
39 menschlichen Gehirnen der Magdeburger Hirnsamgnlaler Klinik fur
Psychiatrie, Psychotherapie und PsychosomatiscliizMeder Otto-von-Guericke-
Universitadt Magdeburg durchgefuhrt. Die Entnahme ldene erfolgte gemafd der
gesetzlichen Grundlagen und den Richtlinien deikEtimmission der Universitat
Magdeburg.

Es standen Gehirne von insgesamt 10 Patienten mpgolar Depression, 11
Patienten mit bipolarer Stoérung sowie 18 neuropsyibch unauffalligen
Kontrollpersonen zur Verfigung. Alle Patienten lbefen sich zum Zeitpunkt des
Todes in einer depressiven Episode. Bei keinem Riienten oder auch der
Kontrollfalle war ein Substanzabusus mit psychatropedikamenten bekannt. Zu
jeder Autopsie gehoérte ein toxikologisches Scregnim Blut und im Urin, unter
anderem erfolgte eine Testung auf Alkohol, zahlreicantidepressiv und
antipsychotisch wirksame Medikamente und ihrer Melite.

Die Gehirne wurden nach Entnahme durch einen Natinofpgen auf qualitative
neuropathologische Veranderungen, ausgeldst duecinologische Erkrankungen,
untersucht. Fir alle Gehirne liegt eine detaildedemographische und klinische

Dokumentation vor (s. auch Tabellen 2.1 und 2.2).

Innerhalb der Patientengruppe befanden sich ldidsyter und 7 Patienten, die an
einer naturlichen Todesursache verstorben sind.NDaéhoden des Suizids waren
zum Teil weicher Natur wie eine Medikamentenubeietosg (3 Falle, 2 durch

Benzodiazepine, 1 durch Chlorpromazine), zum amdgoegenannte harte Suizide z.
B. Tod durch Erhé&ngen (7 Falle), Inzision der Aderadialis (1 Fall),

Stichverletzungen (1 Fall), Sprung aus einer Hohe Fall) und Tod durch

elektrischen Schock (1 Fall). Die postmortale Aysekzeit betrug bei Depressiven 5-
96 h, bei den angepassten Vergleichsfallen 19-ehdemographischen Daten sind
zur Ubersicht in der Tabelle 2.1 fiir Kontrollen wsipolar Depressive vs. bipolar
Depressive und in der Tabelle 2.2 Kontrollen vs.hii8uizidenten vs. Suizidenten

aufgefihrt.
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Tabelle 2.1: Deskriptive Statistik der demografesciDaten fur MDD vs. BPD vs. C

Demogr. Parameter Kontrolle Unipolar Bipolar
Anzahl 18 10 11

Alter[J.] 50,50 + 10,98 46,10 + 13,15 49,18 +861,
Geschlecht (m / w) 9/9 317 5/6
Autolyse[h] 35,11 + 18,77 38,60 £ 25,90 46,64745D
Fixation[Tage] 220,67 + 187,67 356,44 + 198,21 4,88 + 615,98
Gehirngewicht[g] 1285,39 + 162,68 1325,33 £ 127,0406,20 + 152,87
Krankheitsdauer [J.] 4,17 + 3,97 17,25 + 6,76
Beginn der Krankheit[J.] 41,33+12,31 36,38 3,6

Tabelle 2.2 : Deskriptive Statistik der demographen Daten fir S vs. NSz vs. C

Demogr. Parameter Kontrolle Kein Suizid Suizid
Anzahl 18 7 14

Alter[J.] 50,50 + 10,98 56,26 + 11,43 43,43 £ 13,19
Geschlecht (m/w) 9/9 3/4 5/9
Autolyse[h] 35,11 + 18,77 52,14 + 27,01 38,14 1726
Fixation [Tage] 220,67 £ 187,67 660,40 £827,55 893 112,58
Gehirngewicht [g] 1285,39 + 162,68 1374,00 + 172,82364,33 +131,68
Krankheitsdauer[J.] 15,60 + 10,06 9,44 + 7,57
Beginn deiKrankheit][. 44,20 £ 13,70 35,33+£6,73

Die Gehirne wurden nach Separation von Hirnstamm Kteinhirn in drei bi-
hemisphéarische coronar geschnittene Blocke unter®®er Frontalblock endet
anterior vor dem Genu des Corpus callosum (,ameri®@lock). Der ,mittlere

Block® enthalt den fronto-temporo-parietalen Lappdrer die gesamte Ausdehnung
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des Corpus callosum. Er beinhaltet neben den ladetikArealen auch den Thalamus
und die Hippocampusformation. Das Okkzipitalhirldet den ,posterioren Block®.
Die so gewonnenen Hirnanteile wurden zunachst fi@& &onate in 10%iger
Formalinlésung fixiert (ph=7,0; T: 15-20°C). Danagtolgte fir drei Stunden eine
Wasserung unter flieBendem Wasser. Anschlie3endnbedi@ Entwasserung der
Hirne Uber eine aufsteigende Alkoholreihe.

In der ersten Woche wurden die Hirne in 50% Alkollder zweiten nacheinander
in 60%, dann 70 %, 80%, 90% und 96% getaucht. Aleftdnd lagerten sie noch
zwei Wochen in 100% Alkohol, wobei der Alkohol wékttlich gewechselt wurde.
Nach Abschluss dieses Vorganges wurden die Gehunefir sieben Tage in das
Intermedium eingebracht, welches aus Chloroforntebésund taglich gewechselt
wurde. Schlussendlich erfolgte das vierwdchige Eitdm mit Paraplast (Shandon).
Dieses Einbettmittel wurde wochentlich erneuert.

Die Schnittfiihrung der Praparate erfolgte in 20pubst&nden coronar mithilfe eines
GrolR3schnittmikrotoms (Polycut S®, Jung). Die Untetsingen wurden im Bereich
des prafrontalen Kortex (dorsolateral [DLPFC], tohbntal [OFC], pragenual
anterior cingular [ACC]), des Gyrus dentatus (GDyl Wler CA1-Region (CAl) der
Hippocampus-Formation, des entorhinalen Kortex [BNsbwie von Kerngebieten
des Thalamus (Ncl. mediodorsalis [MD] und Ncl.efalis dorsalis [LD])
durchgefuhrt. Jeder 50. Schnitt wurde immunhistogkeh behandelt.

Zu jedem dieser Schnitte existiert ein weiterery aeit einer kombinierten
Markscheiden-Nissl-Farbung (Heidenhain-Wadlcke) ddpe wurde.

2.2. Immunhistochemie

Zur immunhistochemischen Darstellung von der GlaiaDecarboxylase (GAD),
dem Schlisselenzym in der Synthese des NeurotrdesniGABA, wurde ein
monoclonaler Antikdrper benutzt, der beide Isoergywon GAD erkennt (s.u.).
Damit wurden sowohl GAER und GADs; in unseren Hirnschnitten markiert. Es
lasst sich dem zufolge keine Differenzierung zwastlBADss und GALDy; tatigen.
Zunachst musste eine absteigende Alkoholreihe defthrt werden, um die
Fixierung zu lI6sen. Dafur kamen die Schnitte 2 X2 min. in Xylol, anschliel3end
5 min. in 100% Alkohol, jeweils weitere 5 min. i6%, 80% und 60% Alkohol.
Danach musste 2 x 5 min. mit Aqua dest gespiilt @rerd
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Weiterhin wurden alle Préaparate fur 10 min. in ¥%5Wasserstoffperoxid (#D,)
gebracht. Wasserstoffperoxid bewirkte die Redungruder unspezifischen
Hintergrundanfarbung. Diese entsteht, wenn endodeeroxidasen molekularen
Sauerstoff freisetzen. Dieser reagiert mit dem Geewe

Durch die Verwendung von Wasserstoffperoxid werdenendogenen Peroxidasen
inaktiviert.

Im nachsten Schritt erfolgte die Spilung mit SigeigS (phosphate buffered saline
(mit Phosphat gepuffertes Kochsalz), ph=7,4; SIGMAint Louis, Missouri, USA),
das erste Mal 10 min., beim zweiten 5 min..

Des Weiteren wurde Ziegennormalserum (Produktnun@®ne®023, SIGMA-
ALDRICH, INC., Saint Louis, Missouri, USA) eingegetDies soll wiederum erneut
eine Hintergrundanfarbung verhindern, diesmal ddsgeurch eine unspezifische
Bindung der Antikérper an Proteinmolekiile in denll&gpen- bzw. Retikulinfasern.
Die Ansetzung des Ziegennormalserums erfolgte mereil:10 Verdinnung mit
Sigma PBS angesetzt und die Schnitte wurden inedié®sung fur 1h bei
Zimmertemperatur in die feuchte Kammer eingebracht.

Danach war zu beachten, dass die Praparate nispitilgeverden durften.

Erneut wurde mit Sigma PBS eine 1:100 Verdunnung plemaren Antikoérpers
angesetzt. Dies ist ein monoclonaler, in Mausemgdstellter Antikbper der Klasse
IgG gegen GAIlg (Produktnummer: M018-3, medical & biological labinges co.,
Wobrun, USA). Eine in unserem Labor durchgefihvéesternblot-Analyse des in
dieser Arbeit verwendeten Antikdrpers gegen GADit gefrorenem menschlichem
Hirngewebe zeigte eine préaferentielle, aber nicHeksiwe Interaktion mit der
GADgs-Isoform. GADs; und Proteine mit Molekularmassen von unter 65 0@0 D
werden ebenfalls detektiert (Schwarzlose, 2006).

In den nachsten 72 h fand die Inkubation in eieechten Kammer im Kuhlschrank
bei 4°C statt. AnschlieRend wurden die Schnitteegtrn mit PBS gespult (erst 10
min., dann 5 min.). Der Spulvorgang sollte alle elmgndenen Antikdrper
auswaschen.

Als sekundaren bzw. Briuckenantikérper, welcher daimdeglied zwischen
Primérantikdrper und Markierungsantikorper darsteturde ein biotinyliertes Anti-
Maus-1gG (Produktnummer: RPN1177VI, Amersham besces UK, Ltd., Little
Chalford, England) verwendet (Verdinnung 1:10@BS). Die Inkubation erfolgte
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erneut fur 2h in der feuchten Kammer. Daran schéods ein weiterer Spuilvorgang
mit PBS (s.0.) an.

Der Streptavidin-biotinylierte Meerrettich-Peroxs@gaComplex (Produktnummer:
RPN1051V, Amersham biosciences UK, Ltd., Little @dva, England)

wurde als Markierungsantikorper benutzt. Der Maxkigsantikbrper wurde dazu
mit PBS 1:100 verdunnt. Die Inkubation erfolgter in in der feuchten Kammer .
Zum Schluss erfolgte der Spulvorgang mit Sigma P&8h dem bekanntem
Schema.

Zur Visualisierung des Reaktionsproduktes der immmtochemischen Reaktion
kann mit 3,3'Diaminobenzidin (DAB, Diaminobenzidindgetrahydrochlorid,
Aufbewahrung bei -20°C, SIGMA-ALDRICH, FLUKA, Sigmaldrich Chemie
GmbH, Taufkirchen, Deutschland) und zur Verstarkukgmoniumnickelsulfat
(Amm. NiSQ,, SIGMA-ALDRICH, Saint Louis, Missouri, USA) eine Reptur
angesetzt werden. Dazu wurde je 0,59 Amm. NiS@d 0,0125g DAB in etwas
Sigma PBS getrennt von einander gelost (Bernstieal.£1999). Beide Losungen
wurden zusammengegeben und mit PBS auf 25ml adiigefiid anschlieRend
filtriert. Kurz vor dem Gebrauch muss 250ml 1%Q04 —Losung hinzu gegeben
werden.

Diese Rezeptur auf die Schnitte traufeln und 20. miirken lassen. Danach erneutes
2x 10min. spilen in Aqua dest. Die Objekttrager seitssum den Schnitt herum
abgetupft werden.

Als Abschluss wurde eine aufsteigende Alkoholrenheh oben genanntem Schema
durchgefuhrt und die Schnitte mit Eukitt (O.KINDLEREmMbH & Co) bei
Zimmertemperatur eingedeckt.

2.3. Morphometrie

Uber ein Bildaufnahmesystem ( Olympus BX60-Mikroskaelches mit

einer ColorView Soft Imaging-Digitalkamera gekoggst) wurden Aufnahmen mit
einem 20x Objektiv auf dem Computerbildschirm datgit und direkt in einer
Datenbank abgespeichert. Das Mikroskop kann Ulner Multiplan-2000-Einheit per
Joystick gesteuert werden.

Statistische Analysen im Rahmen der Arbeit habgelan, dass 3 Aufnahmen von

jeder zu bearbeitenden Region ausreichend sindrepndsentativ fir das gesamte
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Areal zu sein. Eine hohere Anzahl von Aufnahmeréndert die Ergebnisse nicht
mehr signifikant.

Im Rahmen qualitativer Vorruntersuchungen ergabem f§ir den anterioren Gyrus
cinguli und den prafrontalen Kortex keine Signifigean im Gruppenvergleich,
jedoch konnten Unterschiede in den anderen untetesudRegionen angenommen
werden.

Die Dichte von GAD-immunreaktives (GAD-ir) Neuraopil (Fasern und/oder
synaptischen Endungen) von den Patienten und dgepassten Vergleichsfallen
wurden in neokortikalen Arealen gemessen: praftofatarsolateral, orbitofrontal,
pragenual des anterioren Gyrus cinguli) und tempqi@arahippocampaler
entorhinaler Kortex), in der Hippocampusformati@yfus dentatus und die CAl-
Region) und in thalamischen Kerngebieten (N. mealigalis, N. lateralis dorsalis).
In den Regionen ACC, DLPFC, OFC, ENT wurden jewbilateral aus Schicht 11l
und Schicht V je 3 Aufnahmen in die Datenbank amfgemen, ebenso aus dem
Striatum pyramidale der CA1-Region, aus dem Strajtemulare des Gyrus dentatus
und aus dem mediodorsalen und lateraldorsalen glern. Bei der Auswertung

war dem Untersucher die Diagnose nicht bekannt.

Die relative Flache des immunreaktiven Neuropils &@wsamtareal, welches
untersucht wurde, kann mittels AnalySIS® (Firmaft3maging GmbH, Version:
AnalySIS® Auto Version 3.2), einem dichtemessenBadverarbeitungsprogramm
analysiert werden. Gos et al. (2006) haben diestadde an Hirnen von Nagetieren
erprobt.

Mit AnalySIS® ist man in der Lage, dichtemessendieldalysen durchzufihren,
wobei hierzu aus den Aufnahmen ein Schwarz-WeiRhgdausgefiltert wurde.
Danach erfolgt die Eingrenzung der Aufnahme aufreprasentatives Gebiet, in dem
die Berechnung anschliel3end statt gefunden haseBiG&ebiet sollte eine Grof3e von
10cm x 10cm einnehmen und mdglichst frei von Akefa sein. Es sollten sich
keine Strukturunterbrechungen ergeben, die diedBetengen verfalschen konnten.
Je nach Starke der immunhistochemischen Reaktiorideelnen Hirnareale wurde
eine Grauwerteinstellung fur das ausgewahlte Gefoigfenommen. Das heildt, dass
fur dieses Gebiet einen Grenzwert gesucht wurdeeat alle Strukturen, die gréRer
oder gleich diesem Grenzwert sind, markiert werdearf. diese Weise konnen alle

GAD-positiven  Strukturen unter visueller Kontroliearkiert werden. Zusétzlich
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wurden eventuell vorhandene Artefakte und Neurdremausgeldscht und damit aus
der spateren Berechnung genommen. Da in dieseritAB#D ausschliel3lich an
immunreaktiven Fasern untersucht werden sollte deriigewertete immunreaktive
Neuronenperikarya die Ergebnisse verfalschen. Daedolgt die Berechnung des
prozentualen Anteils der markierten Strukturen eeabgegrenzten Gebiets. Somit
ergibt sich kein absoluter Wert, sondern nur eiatineer, in Prozent angegebener
Wert, fur den Nachweis von GAD im Bereich der Fasend deren naherer
Umgebung.

Wie oben bereits erlautert, lasst die durchgefihrtenunhistochemie keine
Ruckschlisse auf den jeweiligen Anteil der beidemehzyme der GAD an diesem
Prozentwert zu. Da GA§aber eher in Neuronenperikarya und GABher in den
Fasern und Terminalen nachgewiesen wurden (Martin Rémvall, 1993;
Soghomonian & Martin, 1998), lasst sich vermutessssdGALRs in den markierten
Fasern der verschiedenen Areale den grof3eren Atgmhacht.

Diese Vorgehensweise soll Gber den prozentualen-@ARil Ruckschlisse auf die
GABA-Synthese ermdglichen um damit die GABAergeédmation zwischen den
einzelnen Gruppen (Unipolar vs. Bipolar vs. Koraoloder Suizidenten vs. Nicht-
Suizidenten vs. Kontrollen) miteinander vergleiclzerkdnnen. Des Weiteren sollten
so mogliche Hinweise auf eine funktionelle Untedmeng in den Fasern der
GABAergen Neurone gefunden werden, die eine erlsohtdtreten von GAD in den
Neuronen und ein GABA- und GAD-Defizit an den Temalen erklaren kdnnte.

Die Messungen wurden geblindet durchgefiihrt. Férldterrater-Testung und die
Test-Retest-Reliabilitat wurden die Messungen azufallig ausgewahlten Hirnen
wiederholt.

2.4. Statistische Analyse

Es konnten nicht fur alle Areale eine Normalvettieg angenommen werden. Daher
wurde die Statistik fur alle auszuwertenden Areaié nicht-parametrischen Tests
durchgefuhrt. Die statistische Analyse des 3-Gruppggleichs wurde mit Hilfe des
Kruskal-Wallis-Test gefuihrt. Der Mann-Whitndy mit Bonferroni-Holm-Shaffer-
Korrektur wurde fur den Intergruppenvergleich vemndet. Der Spearman
Korrelations-Koeffizient gibt Auskunft (Gber den Huss demographischer,

histologischer und klinischer Variablen wie Alteumz Zeitpunkt des Todes,
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Hirngewicht, Autolysezeit, Krankheitsdauer oder gigytrope Medikation auf die
erhobenen Daten.

Eine statistische signifikante Korrelation ist pei 0.05 gegeben.

Die verwendeten Hirne wurden hinsichtlich des Alfedes Geschlechts, der
Autolysezeit und der Fixationstage so zusammenijfesiass sich zwischen den
Gruppen keine signifikanten Unterschiede ergaben.

Die Geschlechterverteilung zeigt bei den unipolapi2ssiven im Gegensatz zu den
anderen beiden Gruppen ein Uberwiegen des weillidBeschlechts. Dass das
Geschlecht mit den gemessenen Werten in irgendéeese korreliert, konnte bei
der statistischen Auswertung ausgeschlossen welt®mso verhielt es sich mit der

Autolysezeit, den Fixationstagen und der Krankldeiter.
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3. Ergebnisse

3.1. Unterschiede in der Dichte von GAD-IR Fasernvzischen
Kontrollen, Bipolaren und Unipolaren

Mit Hilfe des Kolmogorov-Smirnow-Anpassungstests raeu die Verteilung der
Daten untersucht. Fur den ENT ergab sich keine Mbwenteilung. Daher wurden
fur die statistische Analyse aller Regionen paranfietie Tests angewendet. Alle
anderen in dieser Arbeit untersuchten Regionen teonmit ihren Werten als
normalverteilt angesehen werden.

Die Untersuchung auf Zwischensubjekteffekte wieseri Trend in Richtung
Unterschiede zwischen den Gruppen der bipolar Bspren, unipolar Depressiven
und der angepassten Vergleichsfalle auf (Polarka3,315; p=0,071). Der
anschlieBend durchgefiihrte Post-Hoc-Test zeigtes tai unipolar Erkrankten im
Mittel héhere Faserdichten als bei den Kontrollppesh gemessen werden kdnnen.
Der Vergleich zwischen unipolar und bipolar affekth Stbrungen weist im
Gegensatz dazu nur einen Trend in Richtung im Mgégingerer Faserdichten bei
bipolar Depressiven auf (p=0,06).

Der Kruskal-Wallis-Test mit Bonferroni-Korrektur gab fir vier der acht
untersuchten Areale signifikante Unterschiede. ®iesind in Tabelle 3.1
zusammengefasst.

In diesen Regionen gibt es somit mindestens zweip@n, die sich signifikant
unterscheiden. Zur weiteren Analyse wurden PostHsts durchgefuhrt, um die

Differenzen zwischen den einzelnen Gruppen heraubeuen.



LOV'T ISE'T (sLz's (e6€9 (625°T (L8171 (srenuesf
‘€00°0) '200°0) ‘8/8°0) ‘Tv2°0) 'S€0°0) ‘900°0) wnens)
eu eu eu eu eu eu %500 660°0 65€°0 100°0 99€'C 20L'T 0T€0 1020 sniAb
alejuad
9160 8v.L0 LEE'E (006°2 €52°0 L0€0 (arepiwresAd
‘200°0) ‘€00°0) ‘€2.,°0) '/50°0) ‘T00°0) ‘200°0) wnyens)
9100 eu 9/6°0 eu S00°0 eu /700 10 ¥10°0 ¥00°0 veTT ¥86°0 #00°0 2200
pall TVO
(2201 (980 (6952 (erve (ove'e (r2o'z
‘680°0) ‘TTIT0) ‘28€°0) ‘1€0°0) ‘€9T°0) ‘€€0°0)
eu eu eu eu eu eu 8020 €180 1220 1S2°0 v.ZT 10L'T T €650 A 19Kke|
(1621 (zs92 (zs6'9 (Lev9 (t22°€ (t9z°¢
‘¥¥0°0) ‘690°0) ‘2L0°0) ‘¥20°0) ‘T80°0) ‘T¥0°0) 111 19ke|
eu eu eu eu eu eu 912°0 928°0 985°0 1€9°0 ¥8€'€ 996°2 1112 168°0 X802
Jafeuoly
-0NgIO
(8100 6720 (865°€ (e6€9 (ove's (seze
‘200°0) ‘¥00°0) ‘ST2°0) ‘Tv20) ‘¥10°0) ‘200°0)
200°0 eu 820°0 eu vTIL0 eu ST0°0 2210 £00°0 800°0 9080 96T 7850 S€0°0 A Jafe|
(6200 (026'0 (6682 (657 (t6t7€ (2109
‘€00°0) ‘900°0) ‘8¥0°0) ‘T80°0) ‘9T0°0) ‘¥00°0) 111 19ke|
1200 eu €€0°0 eu S18°0 eu 1700 L0¥°0 1000 190°0 20L°0 €ES'T SIT'T 0100 X31100
[ejuosyaid
lelale|osioqg
(Tveo (¥6T°0 (%990 (€650 (zoT'T (1980
‘9T0°0) ‘8T0°0) ‘912°0) ‘'S6T°0) '200°0) ‘900°0)
eu eu eu eu eu eu 10 8.€°0 980°0 €80°0 965°0 YEV'0 2210 €210 A Jake|
(L1270 (s6T°0 (teLo (59270 (eoe'T (zotT'T
‘TT0°0) ‘€T0°0) ‘112°0) ‘102°0) ‘900°0) '200°0) 111 19ke|
eu eu eu eu eu eu 92’0 LLT0 €700 S60°0 2950 €670 80T°0 erT0 IInBud
snIAB
lolRIuyY
yal b yal by el wybu ] ybu el ybu ual wybu ual by
(enren d) (anren d) (®njea d) (®nren d) TI=U oT=U gT=U
ag ‘'sA aan ag 'shnd dan ‘shnD uosiedwo) -dnoio-¢ (ag) (aaw) sepiosip (D) sjonuod uoibay

Japiosip Jejodig

anissaldap Jolep

D 'SA ddg ‘SA AdN Yoia|bisA wsmsebi3 pun Bunuamsny ayosnsnels (I°s ajjagel




Juueyaq yoivlbian auaddnio-g wi

1Bajisuly ponipab nay puis (50°0>d) aua-d sjuexiiubis

zuexyiubis auiay [1am ajqedljdde uou "e'N "%SG/. b ‘ 95 Gz b |reassuizuapiyuoy) wap 1w uagababue ueIpa|y S[e puls dLBM 310 "ulased JI-29/59 VO UOA ualydig aAne|ey

(€990 (r9s0 (9eT'T (980T (8890 209'0 snajonu
‘8G0°0) ‘120°0) ‘TLT0) ‘080°0) ‘20T°0) ‘120°0) olwereyy
eu eu eu eu eu eu ¥5€°0 865°0 LLT0 09T°0 ¥.50°0 655°0 LT€0 0820 [esiop
leipaw
(e0L0 (66€°0 (855'T (rer'T (8780 (€150 snajonu
‘8¥1°0) ‘2L0°0) ‘S617°0) '68Y7°0 ‘€90°0) ‘980°0) olwereyy
eu ST0°0 eu €620 eu €100 ¥60°0 8200 G520 06T°0 8160 8v0'T 2220 LET0 [esiop
lelare]
18T (eoeT (evTT (G682 (Geo0 (€200
‘210°0) ‘€00°0) ‘9T1°0) ‘62€°0) ‘900°0) ‘'500°0)
82€0 8TT0 $60°0 ¥59°0 €000 2000 9100 6200 ¥8T°0 €0T°0 6790 299°0 1100 €200 N 19Ke|
(2t (szz't (seL't (287’1 (6200 (6900
‘060°0) ‘ST0°0) ‘19T°0) ‘0€€°0) ‘€00°0) ‘€00°0) 111 19Ke|
6250 €TE0 200°0 ¥20°0 100°0 S00°0 1000 6000 12€°0 ZsT0 0150 850 800°0 2100
X8l02
Jajeunojug
yal ybu ] ybu ] by ITE] ybu ol ybu ] yobu ual by
(enrea d) (enren d) (enren d) (enren d) TI=u 0T=uU gT=U
ag ‘saAaan ag 'snd Adn 'sAD uosiredwo) -dnoio-g (ag) (aaw) sepiosip (D) sjonuod uoibay

Japiosip Jejodig

anissaldap Jofey




Ergebnisse 28

3.1.1. CAl1-Region

Im Hippocampus wurde fir die linke CAl-Region inr dgchicht des Stratum
pyramidale eine signifikant hohere Dichte an GADviomreaktiven Fasern bei
unipolar Depressiven im Gegensatz zu KontrollerrO(@05) und bipolar
Depressiven (p=0,016) nachgewiesen (Abb.1). Dielysgades Stratum pyramidale

der rechten Seite zeigten keine Differenzen im @neippen-Vergleich.

3.1.2. Dorsolateraler préafrontaler Kortex (DLPFC)

Die Untersuchung des DLPFC der linken Seite ergabdie Schicht Ill, dass
Kontrollpersonen signifikant hohere Faserdichten0(p33) aufweisen als bipolar
Erkrankte. Ahnliches zeigte sich fiir die Schichtdérselben Seite. Hier hatten
sowohl Kontrollen (p=0,028) als auch unipolar Enki@ (p=0,002) signifikant
hohere Werte an GAD-immunreaktiven Fasern als bippepressive (Abb.2). Diese

Differenzen sind in der rechten Hemisphare in di€sgion nicht nachweisbar.

3.1.3. Entorhinaler Kortex (ENT)

In dieser Region konnten sowohl auf der rechtermath auf der linken Seite fur die
Schichten 1ll und V signifikante Unterschiede zetien unipolaren und den
angepassten Vergleichsféllen festgestellt werdehD-@ositive Fasern wiesen bei
unipolare Depressive in jeder dieser Schichten tgbéchten (g0,005) gegeniber
Kontrollpersonen auf (Abb.3). In Schicht Il deschiéen und linken ENT sind die
Ergebnisse der Vergleiche mit bipolaren zusatzlach groRer als die der
Kontrollen (re:p=0,024; li:p=0,002).

In der Schicht V des ENT konnten fur bipolare kergterschiede, verglichen mit

gesunden Kontrollféallen, festgestellt werden.

3.1.4. Dorsolateralen Thalamuskern (DL)

In diesem Areal ergaben sich fur den rechten MNwkralis dorsalis ein signifikantes
Ergebnis. Auch hier wiesen unipolar depressiveeRsgnh bei einem p von 0,013
hohere Dichten der GAD-immunreaktiven Fasern im dgl&ch zu den
Kontrollpersonen auf. Die anderen Gruppenvergleitiomnten keine weiteren
Unterschiede hervorheben.
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3.1.5. Co-Faktoren

Es sollte gepruft werden, ob bestimmte Cofaktorenere Einfluss auf die
Messvariablen haben. Es wurden das Alter und Geslchlder Patienten bzw.
Kontrollen, die Autolysezeit, die Fixationszeitsddirngewicht, die Krankheitsdauer
sowie der Beginn der Erkrankung in die Analyse eadgen.

Es konnte bei keinem der Faktoren ein Einfluss dief Resultate der Messungen
nachgewiesen werden.

Zusatzlich wurde der Einfluss von einer Medikamegébe zum Todeszeitpunkt auf
die Messvariabeln in Betracht gezogen. Es konntettelsi multivariate
Kovarianzanalyse gezeigt werden, dass Neurolegli€dNerte nicht zu verandern
vermogen. Allerdings zeigten sich Assoziationen Benzodiazepinen und Sedativa,
wenn sie in den letzten 28 Tagen vor Todeseirgegeben worden waren. Auch fur
Lithium kann ein Einfluss auf die GAD-IR Fasernhtiausgeschlossen werden. Bei
beiden Medikamentenklassen konnte eine negativeskédion gezeigt werden.
Antidepressive Medikation zeigte fur beide Patiagteppen zusammengefasst in
den ersten 7 Tagen eine positive Korrelation mit GAD-positiven Fasern in der
CA1-Region und im mediodorsalen Thalamus.

Einschrankend muss ins Kalkil gezogen werden, miaks sicher feststellbar ist, ob
Patienten mit den hohen Dichtewerten an einer lsh&rkrankungsschwere litten
und daher mehr Medikamente einnehmen mussten adéiese Patienten durch die
Medikamenteneinnahme solch hohe Werte fiur GAD-impogitive Fasern

erlangten.
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Abb.1: GAD-Immunhistochemie der hippocampalen CAggign a.) eines Patienten
mit einer unipolaren Depression und b.) einer Kaltgerson

a.) BGC-Nr.241i.: 53 J.2, MDD b.) BGC-Nr.10 li.: 52 J3,, Kontrolle
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Abb.2: GAD-Immunhistochemie der Region des dorgoéén prafrontalen Kortex
a.) eines Patienten mit einer unipolaren Depres$sigreiner Kontrollperson und c.)
eines Patienten mit einer bipolaren Depression

c.) BGC-Nr.1231i. V: 59 J.9, BPD
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Abb.3: GAD-Immunhistochmie im entorhinalen Kortex @nes Patienten mit einer
unipolaren Depression und b.) einer Kontrollperson

a.) BGC-Nr.126 re. lll: 36 J&', MDD b.) BGC-Nr.67 re. lll: 63 J&, Kontrolle

Neben den Zellleibern einiger GABAerger Interne@st die Tingierung des
Neuropils deutlich zu erkennen.
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3.2. Unterschiede in der Dichte von GAD-IR Fasernvzischen
Kontrollen, Suizidenten und Nicht-Suizidenten

Da die untersuchten Kontrollpersonen  dieselben  wibei  der
Polaritatsgruppenzuordnung sind, sind die Aussageder Normalverteilung hier

auch als relevant zu erachten.

Durch die Untersuchung der Zwischensubjekteffeleldritat F=7,592; p=0,007)
und anschlieBende Post-Hoc-Analyse (p=0,006) zeigtieh sehr einheitliche
Ergebnisse. In finf von acht untersuchten Arealegateen sich deutlich hdhere
Faseranteile [%] auf Seiten der Depressiven, diechdweinen Suizid starben
verglichen mit den Depressiven ohne Suizid. Dietkalgruppe lag im Durchschnitt
zwischen den Werten der beiden anderen GruppendiEtiibrigen Areale ergaben
sich keine Signifikanzen im Drei-Gruppen-Verglei@araus ergibt sich ein GAD-
Defizit im immunpositiven Neuropil von depressivBatienten, die keine Neigung
zu Suizidgedanken, Planung oder Ausibung der $&lbsg zeigten.

Analog bei der Untersuchung der Polaritatsgrupperndes der Kruskal-Wallis-Test
an allen Arealen mit dazugehdorigen Werten durchgefi

Fir die Regionen, die nach Bonferroni-Korrektur itdruskal-Wallis-Test
signifikante Werte ergaben, wurde eine Post-Hockseadurchgefuhrt.

Der Kruskal-Wallis-Test ergab signifikante Untengcle bei der Dichtemessung der
GAD-immunreaktiven Fasern zwischen den Gruppen S8aizidenten, Nicht-
Suizidenten und den angepassten Vergleichsfallatekal im entorhinalen Kortex,
Gyrus dentatus und in der CAl-Region des Hippokanpiir den dosolateralen
prafrontalen Kortex ergab sich zwischen den Ana@gsgpen nur eine Signifikanz in
der Schicht V in der linken Hemisphare. Keine Usteiede zwischen den
analysierten Gruppen zeigten sich hingegen firAdeale im préafrontalen Kortex
und in dem Kerngebiete des Ncl. lateralis dorsdfigr den thalamischen Ncl.
mediodorsalis konnte im Kerngebiet der rechten eSesin Unterschied im
Gruppenvergleich ausgemacht werden. Die Ergebnsse in Tabelle 3.2

zusammengestellt.
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3.2.1. CA1-Region

Fur beide Hemispharen zeigten sich in der limbiscBA&1-Region signifikant erhdhte
Faseranteildichtemn GAD-immunreaktiven Fasern bei Suizidenten vehgin mit
Nicht-Suizidenten (li:zp=0,002; re:p=0,007). Des ¥Wen waren auch gegeniber
Kontrollpersonen die Werte von Suizidenten sigaifik hoher (li:p=0,004;
re:p=0,022) (Abb.4).

Die Ergebnisse lassen die Annahme zu, dass Kagpérstbnen im Mittel keine

héheren Werte als Nicht-Suizidenten aufweisen.

3.2.2. Dorsolateraler prafrontaler Kortex (DLPFC)

Fir die Schicht V im linken DLPFC unterschiederhsiontrollen von den Nicht-

Suizidenten (p=0,026) durch hohere GAD-IR Faser@ntbies konnte nicht fur die

Schicht 1l dieser Seite nachgewiesen werden. zlishtdazu ergaben sich fir die
Schicht V signifikante Differenzen zwischen Suiziten und Nicht-Suizidopfern mit

hoheren Werten fur Suizidopfer (p=0,014). Die Faswile sind also bei den
Suizidenten und Kontrollpersonen hoher als bei tsglzidenten (Abb.5).

FUr den rechten dorsolateralen Kortex konnten keaginderungen der Dichten an

GAD-positiven Fasern gemessen werden.

3.2.3. Entorhinalen Kortex (ENT)

Untersuchungen des linken entorhinalen Kortex eeigochsignifikante Differenzen
sowohl in der Schicht Il als auch der Schicht \$ #ertex. Fur Suizidenten wurden
weitaus hohere Dichten gemessen (in beiden Schig#@,000) als fur die Personen
aus der Kontrollgruppe (Abb.6). Aber auch der Usithired zu den depressiven
Patienten, die nicht durch einen Suizid starben, signifikant (Ill: p=0,012;
V:p=0,001).

Zusatzlich ist in der Schicht Il des linken ENTedveranderung zwischen Nicht-
Suizidenten und Kontrollpersonen ebenfalls sigaffik (p=0,027), mit niedrigeren
Werten fur die gesunden Vergleichsfalle.

Fir den rechten entorhinalen Kortex zeigten Messandgohere Werte fir
Suizidenten im Vergleich zu den gesunden Vergléidles (111:p=0,002;
V:p=0,005). Verdnderungen im Vergleich zu NichtZ&denten konnten hier jedoch

nur fur die Schicht V mit p=0,007 nachgewiesen ward
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3.2.4. Gyrus dentatus (GD)

Die Analysen im Bereich des Gyrus dentatus ergdimdseits in der Schicht des
Stratum granulare signifikant niedrigere Werte fBatienten mit nattrlichen
Todesursache im Gegensatz zu Suizidopfern (li:#50,0e:p=0,010) (Abb.7). Im

Vergleich zu Personen der Kontrollgruppe zeigteizi8apfer wiederum signifikant

hoheren Faserdichten (li:p=0,021; re:p=0,022)

3.2.5. Mediodorsaler Thalamuskern

Im Ncl. mediodorsalis des rechten Thalamus wiessieRten, die eines natirlichen
Todes starben, mit einem p von 0,019 niedrigereeri@daseile im Vergleich zu
Suizidenten auf. Weitere Vergleiche dieser Regionnken keine Veranderungen

herausarbeiten.

3.2.6. Co-Faktoren

Es wurde der Einfluss des Alters und GeschlechPeaesonen, die Autolysezeit, die
Fixationszeit, das Gehirngewicht die Krankheitsdasewie der Beginn der
Erkrankung auf die Messvariablen analysiert.

Lediglich fur die mittlere Fixationszeit konntednterschiede zwischen Kontrollen
und Nicht-Suizidenten aufgewiesen werden (p=0,03Mie multivariate
Kovarianzanalyse mit den Daten zeigte keinen sigmten Wert fur die Kovariate
Fixierungszeit in samtlichen Regionen, daher kamnEenfluss durch diesen Co-

Faktor auf die Ergebnisse ausgeschlossen werden.

Die Wirkung von Medikamenten auf die Messergebnigsale ebenfalls untersucht.
FUr Sedativa konnten keine Assoziationen mit dezhi?i des GAD-ir Neuropils
festgestellt werden. In Bezug auf eine Neurolegitkaahme muss nur ein geringer
Einfluss auf den DLC bei der Suizidenten-Patientepge angenommen werden.
FUr das phasenstabilisierende Lithium konnte eiagative Korrelation mit der
Faserdichte im ACC und DLC nachgewiesen werdenn&dbe&erhalt es sich mit der
Einnahme von Benzodiazepinen. Zudem zeigte sioh mim Teil hochsignifikante
negative Korrelation der GAD-ir Fasern in der Ustexhung mit Antidepressivern in
den Arealen der CA1-Region, des DLC und des latesaden Thalamuskern.



Ergebnisse 38

Abb.4: GAD-Immunhistochemie der hippocampalen CAggign a.) eines Patienten
mit einer bekannten affektiven Storung, der duralzifl verstorben ist, b.) einer
Kontrollperson und c.) eines Patienten, die beidesenatirlichen Todes gestorben
sind.
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Abb.5: GAD-Immunhistochemie der Region des dorsoédén prafrontalen Kortex
a.) eines Patienten mit bekannter depressiver klray, der durch einen Suizid
gestorben ist, b.) einer Kontrollperson und c.eeiRatienten, die jeweils eines
natirlichen Todes gestorben sind.
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Abb.6: GAD-Immunhistochmie im entorhinalen KorteX @ines Patienten mit
diagnostizierter Form einer Depression, der sichidiert hat, b.) einer
Kontrollperson und c.) eines Patienten mit eindsabaten affektiven Stérung, der
eines naturlichen Todes gestorben ist.
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Abb.7: GAD-Immunhistochemie in der Region des Gytastatus bei Patienten mit
einer diagnostizierten affektiven Storung, wobgemer durch einen Suizid verstarb
und b.) einer eines natlrlichen Todes gestorben ist
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a.) BGC-Nr.61re.: 42 J3, Sz b.) BGC-Nr.105 re.: 629, NSz

3.3. Intrarater und Interrater

Die Intrarater-Korrelation wurde in dieser Stakstinhand einer Spearman-Rho-
Korrelation durchgefihrt. Bis auf die Schicht IhdiV des Anterioren Gyrus cinguli
(M: p = 0.104; V: p = 0.188) gab es in allen Ala signifikante bis
hochsignifikante Werte (0.009p < 0.037).

Fur die Untersuchung der Interrater —Korrelationrdeu das gleiche Verfahren
angewendet. Die Interrater-Korrelation wurde im &r&yrus temporalis superior
durchgefuhrt. Fur die linke Hemisphare ergab siok @ = 0.285, fUr die rechte eine

Signifikanz von p = 0.037.
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Abb.8: vergroRerter Ausschnitt aus der Schicht ¥ @ehten ENT: GABA-rezeptive
Neurone (BGL-Nr.: 67), die selber GAD-ir negatinci
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4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit erfolgte die Bestimmuhgy Faserdichten von GAD-ir
Fasern in solchen ausgewaéhlten Arealen des meadssehliGehirns, fur die die
Vermutung besteht, in der Pathogenese der affekti®drungen und deren
Untergruppen eine entscheidende Rolle zu spielenUbtersuchungen sollen dazu
dienen herauszufinden, ob sich Unterschiede im &forken der Glutamat-
Decarboxylase im Gehirn zwischen den beiden groGeumppen der affektiven
Stérungen und im Vergleich zu Vergleichsfallen beye

Ziel war es, einen Beitrag zur Aufklarung der P&ibie der verschiedenen
Krankheitsbilder aus dem Formenkreis der affekti&drungen zu leisten, um
daraus eventuell Therapieoptimierungen und mdgliciteue Therapieansatze
abzuleiten, die die soziale Integration und die dredgjualitat betroffener Patienten

verbessern kdnnen.

4.1. Dichte der GAD-ir Fasern bei einer unipolarenund einer
bipolaren Depression

Ein Hauptergebnis der vorliegenden Arbeit ist desiciMveis, dass in einigen
cerebralen Regionen bei Patienten mit einer unipol®epression im Vergleich zu
Patienten mit einer bipolaren Stérung héhere Ditlaie GAD-ir Fasern vorliegen.
Auch Kontrollpersonen weisen im Mittel niedrigelerte auf als unipolar
depressive Patienten, jedoch in einigen Arealenifédignt hohere als Patienten mit
bipolaren Stdérungen.

Bielau et al. veroffentlichten 2007 Daten zur Dehton GAD-ir Neuronen im

dorsolateralen prafrontalen Kortex, im Gyrus temafisr superior und im

Hippocampus von Depressiven. Die Resultate diesbeil zeigten eine hoéhere
Neuronendichte GAD-ir Neurone bei Patienten mieeilNlajor Depression als bei
Kontrollen und Patienten mit einer bipolaren Depi@s. Die Auswertung im

orbitofrontalen Kortex ergab sogar hohere Dichtem feiden Patientengruppen,
verglichen mit den Kontrollpersonen. Die Ergebnisgeser Arbeit lassen sich in
Verbindung mit der verbreiteten Annahme eines GAB&fizits bei affektiven

Stérungen nur schwer interpretieren — es sei deman unterstellt eine

krankheitsbedingte Imbalanz zwischen der GABA umethem synthetisierenden
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Enzym GAD im Hinblick auf die Verteilung in den Zempartimenten GABAerger
Neurone, die sich z. B. durch einen schleppendensport der GAD in die Fasern
und zu den Terminalen (und damit einen Anstau im dellleibern) manifestieren
konnte. Fur diese Annahme sprechen Befunde derp@rum Benes (Benes et al.,
2000). Diese Autoren demonstrierten im préafrontaled anterioren cingularen
Kortex bei bipolaren depressiven Patienten einaiféignt reduzierte Anzahl an
GADgs-ir Terminalen. Die Arbeiten von Benes (Benes ef a000) und Bielau
(Bielau et al., 2007) lassen also Raum fir die \(gumg einer Akkumulation von
GABA in den Neuronen, verursacht durch eine vesitgy Transportrate des
Transmitters. Denkbar ware auf3er einem gestortansport auch eine funktionelle
Unterbrechung. Die Untersuchungen dieser Arbeitgerei auffallige regionale
Unterschiede im Hinblick auf die Dichte GAD-ir Fasdei Patienten mit affektiven
Storungen im Vergleich zu den Kontrollfallen. ImrBeh des OFC und des ACC
konnten keine Unterschiede zwischen den einzelnatrerRengruppen oder im
Vergleich zu den Kontrollen beobachtet werden, wadfér im linken dorsolateralen
prafrontalen Kortex. Dort konnte in den Schichtdh und V eine signifikant
geringere Dichte an GAD-immunpositivem Neuropil bleipolar depressiven
Patienten im Vergleich zu den mit Kontrollen nachigsen werden, in Schicht V
auch signifikant niedriger als bei Patienten miteeiMDD.

Aus den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit ergjitht auf den ersten Blick kein
Hinweis, der die Hypothese einer axonalen Transfibting der GAD in
GABAergen Neurone unterstitzen wirde. Es resahi&eine Verminderungen der
immunpositiven Fasern, die einen Stau des Trarsm@GABA in den Neuronen
hinreichend erklaren wirden. Zu bedenken ist allass die Fasern in ihrer
Gesamtheit angeschaut wurden. Ergibt sich innertlatbFasern eine funktionelle
Unterbrechung, so wiirde sich ein Uberschuss an GAD der Stelle der
Unterbrechung und ein Defizit dahinter zeigen. Niwrweise gleicht sich dies in
der Gesamtbilanz aus oder zeigt sogar ein erhoMesiegen von GAD
immunreaktivem Material. Eine weitere Uberlegung rayadass es bei der
Transmitterausschuttung in den synaptischen SpaBtéarungen kommt. Somit ware
ein Defizit an GABA denkbar, bei normalen oder édtietn Werten fir GAD in den
Neuronen und Terminalen.

Kim et al. (2008) griffen an einem Patientengustbbend aus Kontrollpersonen,
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schizophrenen und affektiv gestorten Patientenuksirelle und zellulare
Veranderungen des préafrontalen Kortex auf und dehamittels Microarrays nach
Korrelationen zwischen diesen Abnormalitaten unanittazusammenhangenden
Genen. Sie fanden zahlreiche Gene, die besondederaRegulation biologischer
Prozesse wie der Entwicklung des zentralen Nenstesys, des programmierten
Zelltodes, aber auch an Transportvorgangen, wie \@esikeltransportes in den
Terminalen teilhaben.

Volumenmessungen im Bereich des orbitofrontalentésoerbrachten laut Cotter et
al. (2005) kein einheitliches Ergebnis. Viele gro&tudien konnten keine
Veranderungen in den Anteilen des OFC zeigen @tEkowski et al., 2002), einige
sprechen von nachweisbarer Volumenreduktion des QBfez-Larson et al., 2002)
und der Amygdala besonders bei BPD. Die Arbeit Qoitter et al. (2005) resultierte
in dem Ergebnis einer verringerten Neuronengrol¥eiachiedenen Kortexschichten
bei affektiv gestdrten Patienten (BPD: | und termiglh auch V, MDD: lll). Eine
zusatzliche GroRenreduzierung der Pyramidalzelleer dchicht Il des
dorsolateralen préafrontalen Kortex konnte der Asbeeis um Kim (Kim et al.,
2008) bei bipolar depressiven Patienten verglianérangepassten Vergleichsfallen
und unipolar depressiven Patienten, aufzeigen.

Besteht eine Reduktion des Kortex zum einen undNeéeironengréf3e zum anderen,
wére eine kompensatorische Adaptation von GAD urdaus folgend ihres
Produktes GABA denkbar. Es wiirde sich folglich &lberschuss an GAD und
GABA ergeben.

Die meisten der durchgefuhrten Studien zu dieseremBmgebiet gehen von
verminderten (Perry et al., 1977; Fatemi et alQ®)®mder unveranderten (Guidotti et
al., 2000; Zhang & Reynolds, 2002; Cotter et 202 GABAergen Parametern bei
affektiven Stérungen aus.

Die Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit, ebetsiovon Bielau et al. (2007)
mussen daher kritisch hinterfragt werden. Jedoatd@rubisher nur wenige Arbeiten
durchgefuhrt, in denen die Konzentrationen von GAID Gehirn gemessen wurden.
Die meisten Studien wurden entweder auf die 67els0fausgerichtet oder es
wurden die Somata der Nervenzellen untersucht. [Hetrachtung der
immunreaktiven Fasern in dieser Arbeit legt die netung nahe, dass eher die

kleinere der beiden Isoformen des Enzyms untersuohden, zumal der verwendete
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Antikorper die GARs sehr viel besser als die GAPerkennt (s. Material und
Methoden).

Die vorliegenden Studienergebnisse zu diesem Themd sehr uneinheitlich
(referiert bei Kalkman & Loetscher, 2003). Einigaitdren gehen von geringen
Schwankungen der GARExpression bei psychotischen Erkrankungen ausgrand
hingegen von sehr grof3en Konzentrations-und Afkiiséinderungen. Asada et al.
veroffentlichten 1996 und 1997 Untersuchungen,zdigten, dass Mause mit einem
GADg7-Defizit verminderte Spiegel an GABA im Hirn aufwen. Im Gegensatz
dazu loste derselbe Versuch mit der 65-Isoform ausén keine Anderung des
GABA-Niveaus aus. Daraus schlussfolgerten die Aaripdass die 67-Isoform von
GAD das wichtigere Enzym im Gehirn sei.

Costa et al. (2001) vermuteten auf Grund ihrereBnijsse, dass ein GApPDefizit
nicht durch die 65-Isoform ausgeglichen wird, sand@elmehr jede ihre spezielle
Lokalisation und vielleicht auch ihre eigene Fuakthat und sie nicht durch einen
Regelmechanismus miteinander verbunden sind.

Diese Auffassung steht allerdings im Widerspruch BEypothese von Martin &
Tobin (2000), die besagt, dass das inaktive Apo-GwbBiches hauptséchlich durch
GADgs gebildet wird, bei einem Mangel an GABA schnell hi@guliert werden
kann, um das Transmitterdefizit auszugleichen.

Eine weitere Hypothese, die in den letzten Jahmenar mehr Beflrworter gefunden
hat, ist die ,bipolar continuum theory“. Diese Theacstellt die affektiven Stoérungen
und die Schizophrenie nicht als getrennte Krankhedar, sondern als eine Art
flieRender Ubergang von unipolarer Depression, laipo Depression zu den
schizoaffektiven Stérungen und schlie3lich der Smpinrenie (Moller H-J., 2003).
Besonders die bipolaren Erkrankungen wurden irjidegsten Vergangenheit immer
wieder mit den Erkrankungen aus dem schizophreneménkreis verglichen. Beide
manifestieren sich im frihen Erwachsenenalter ugldeg mit zum Teil schweren
Beeintrachtigungen der Lebensqualitat wie einellen Suizidalitat einher. Co-
Faktoren wie Substanzabusus treten in dieser Ratieopulation haufiger auf als in
der Allgemeinbevélkerung (Buckley P.F., 2008). EBeidrankheitsentitaten zeigen
eine saisonale Haufung bei Winter- und Fruhjahrgeien. Auf neuroanatomischer
Ebene zeigten sich ebenfalls Gemeinsamkeiten wie Raispiel die Vergrol3erung
der Seiten- und des dritten Ventrikels. Kontréaruwlaeigte die Amygdala bei den

schizophrenen Patienten bilateral eine Volumenmuntg bei den bipolar
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depressiven Erkrankten eine Volumenzunahme aufeheitiemisphérenseiten
(Moller H-J., 2003). Eine Hyperaktivitdt der Hypatamus-Hypophysen-
Nebennieren-Achse (HPA) wurde sowohl bei den aiffekt Storungen (Pitchot et
al., 2001) als auch bei Patienten mit einer Schipame (Lammers et al., 1995)
beschrieben. Bei schizophrenen Patienten erscleduch der Grad der HPA-
Dysfunktion weit geringer ausgepragt zu sein aés dei bipolaren Stérungen der
Fall ist (Lammers et al., 1995). Pitchot und seédieiegen (2001) weisen darauf hin,
dass eine Uberfunktion der HPA-Achse zu kompenisatoen Abnormalitaten des
serotonergen Systems fuhren kdnnte. Ebenso isabsseheinlich, dass auch andere
Neurotransmittersysteme dadurch verdndert werdemes Dist bei beiden
Krankheitsentitaten wiederholt nachgewiesen worden.

Dass man sowohl bei der Schizophrenie als auchideiaffektiven Stérungen von
einer Vererblichkeit ausgehen muss, zeigten Zvg#istudien. Die Konkordanzrate
zwischen eineiigen Zwillingen war hdher als die vomeieiigen Zwillingspaaren
(Muir et al., 2008; Numata et al., 2008). Die Vérarg beider Krankheiten ist
jedoch viel komplexer als ein einfacher mendeln@drgang. Vielmehr scheinen
mehrere Gene, genomisches Imprinting und mitochaled¥ererbung mit beteiligt
zu sein (Moller H-J., 2003).

Eine Arbeitsgruppe um Abdolmaleky (2008) geht vamem grof3en Einfluss der
Umwelt auf das Auftreten beider Krankheiten ausig&petische Faktoren wirken
auf die DNA-Methylierung, welche dann die Genexpr@s andert. Diese
Anderungen koénnen sich dann speziell bei den Mamschls problematisch
gestalten, die durch ihre Genetik eine erhdohte Bnyichkeit fir eine Erkrankung
aus dem schizophrenen oder affektiven Formenkesgzen.

Molekulargenetische Studien, die in den letzteneladurchgefihrt wurden, suchten
immer wieder nach Chromosomen, die eine genetisemwandtschaftlichkeit von
Schizophrenie und bipolaren Stérungen unterstidz@aen. Berrettini (2001) fand
zwei Genorte, 18p11 und 22pl11, die bei beiden &etit Veranderungen aufweisen.
Auf dem langen Arm von Chromosom 13 liegt das G&mwelches ebenfalls als ein
solches Kanditatengen gilt in der Pathophysiolagpgiohl der Schizophrenie als
auch der bei gro3en Formen der affektiven Storurfgeajo et al., 2008). In einer
Arbeit von Muir et al. (2008) wird das Disrupted&thizophrenia-1-Gen (DISC1)
vorgestellt. Es entsteht durch eine Translokatismszhen Chromosom 1 und 11,
t(1;11)(g42.2;914.1). Durch die Translokation wadf Chromosom 1 das Gen fur
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die Phosphodiesterase 4B (PDE4B) geschadigt. PD&4Bhter anderem involviert
in die Serotonin- und Noradrenalin-Neurotransmissidie funktionstiichtige
DISC1-PDE4B-Interaktion ist wichtig fir die Regutat von cAMP, einem second
Messenger, der Lern-, Gedachnisvorgange und dasvisingsbild mit beeinflusst
(Numata et al., 2008). Eine Adaptation der cAMPrBduktionskaskade als Antwort
auf antidepressive Therapie muss angenommen w@xiignata et al., 2008).
Numata et al. (2008) wiesen eine signifikant hohErpression von PDE4B in
Leukozyten des peripheren Blutes von unipolar degiven Patienten nach. PDE4B
zeigt eine hohe Anreicherung im Blut und im Nervwngbe. Numata et al., 2008
sehen Wege PDE4B als Marker in der PathophysiolegreMDD zu nutzen. Eine
erhohte Expression von mRNA in den Leukozyten dieseB geht mdglicherweise
mit einem gesteigerten Metabolismus von Hirnzeierher und kann als neuronale
und genetische Probe in Studien von psychiatris&itkrankungen genutzt werden.

Klinisch scheint DISC1 ein Risikofaktor fir die Entklung sowohl einer
schweren affektiven Stérung als auch einer Schimpé zu sein. Clapcote et al.
fuhrten 2007 Versuche an Mausen durch, in dem wiehdchemische Mutagenese
verschiedene Mutationen im DISC1-Gen hervorriefenter einigen Mutationen
zeigten die Mause depressionstypische Symptomegrandutationen waren mit
Schizophrenie-ahnlichen Symptomen assoziiert.
DISC1-positive Neurone sind in hoher Anzahl in erelArealen im Gehirn zu
finden, die involviert sind in die Pathologie beaid€rankheitsentitdten (z.B. der
hippocampale Gyrus dentatus). Man nimmt an, dasshdidas Vorhandensein von
DISC1 intrauterin eine gestdrte Neuronenmigrationsich entwickelndem Gehirn
stattfindet (Muir et al., 2008). Laut einer Arbeibn Kostovic” et al. von 2007
werden GABAerge Intereurone im menschlichen Gemrmer ventrikularen und
subventrikularen Zone angelegt und wandern tber EZainlange Distanzen in den
Kortex ein. Je nach Zeitpunkt eines storenden &ssfts auf diese neuronale
Migration kommt es zu schweren bis makroskopisclhtniwahrnehmbaren
Fehlbildungen. Kostovic'et al. (2007) sieht dieslelérhafte neuronale Migration als
maoglichen Bestandteil der Pathologie von psyclsaten Erkrankungen. Eine
gestorte Migration in die oberen Schichten des é&ortvirde ein vermehrtes
Auftreten von Neuronen und Neuropil in der Schithbis VI hervorrufen.

Angst et al. (1980) beschreibt ein leicht erhdhMerbiditasrisiko fur

Schizophrenie (1,9%) und schizoaffektive Storund&rb%) unter Verwandten
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ersten Grades von Patienten mit bipolaren Stérungenahnlichen Ergebnissen
fuhrte eine Studie an 1254 erwachsenen Verwandtem Ratienten mit einer
bekannten affektiven Stérung und denen von gesunientrollprobanden.
Zusatzlich zu einer erhéhten Lebenszeitpravalemzilmer 20% fur alle Formen der
affektiven Stdérungen, konnte auch eine Pravalemz 3/ fur eine schizoaffektive
Storung unter den Verwandten ersten Grades erreabsreen. Im Vergleich dazu
betrug die Lebenszeitpravalenz fir die Verwandten Kontrollpersonen nur 7%
(Gershon et al., 1982)

Durch die Annahme, dass die bipolaren Stérungen dme schizophrenen
Erkrankungen maoglicherweise zu einem Formenkrelsdgs, ergeben sich neue
Therapiestrategien. So versucht man seit einigbredadie atypischen Neuroleptika
in die medikamentdse Therapie der bipolaren St@umegnzubauen (Mdller, 2003).
Unsere Resultate, die in dieser Arbeit gefundendemny stiitzen die Mdoglichkeit
eines Formenkreises. Die Ergebnisse bezuglich eingolaren Depression zeigten
einen hoéheren GAD-Anteil an den immunreaktiven Fasen Vergleich zu den
angepassten Vergleichsfallen. Schaut man aber idialé\an, die signifikant bei der
unipolaren Depression verandert waren, wird matstiglfen, dass die CAl-Region,
der Nucleus dorsolaterale des Thalamus und diecBicki des entorhinalen Kortex
keine signifikanten Ergebnisse hervorbringt im \feigh bipolare Stérung und
Kontrollprobanden. Die Untersuchung der Region dessolateralen prafrontalen
Kortex wies ein signifikantes Defizit auf der Seiker Patientengruppe auf. Zu diesen
Ergebnissen kamen wie oben schon erwahnt vieleiestudnd Arbeiten an
schizophrenen Patienten.

Benes et al. (1996) untersuchten die Dichte dertspnaptischen GABA-
Rezeptoren im prafrontalen Kortex von Schizophrernes konnte eine erhdhte
Dichte demonstriert werden. Nichts desto trotz dsg mRNA dieser Rezeptor-
Subeinheit nicht signifikant verandert. Zusammesdasl lasst sich vermuten, dass
auf Grund der verringerten Transmitterausschittuag den Terminalen,
postsynaptisch die jeweiligen Rezeptoren kompensato hochreguliert werden.
Ein Ausbleiben der Transmitterausschuttung wirdeeoRegelmechanismen zu
einem Rickstau von GABA fuhren. Durch postsynap@scFehlen des Transmitters
ware eine Aktivierung des Schlisselenzyms der GABMthese denkbar. Dies
konnte ein erhohtes Auftreten der beiden Isoform@m GAD in den Neuronen und

den Fasern erklaren. In wieweit Regelmechanismendi@sen Ablauf der
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Transmittersynthese, des Transportes und der Aigsalg von GABA greifen, ist
jedoch bis heute unbekannt. Abi-Saab et al. vendféhiten 1999 Daten, aus denen
sich schlie3en lassen, dass Serotonin Uber den,8RdZeptor wirkend GABAerge
Interneurone im prafrontalen Kortex aktiviert. Diemnnte auch fir Dopamin mittels
der D-Rezeptoren nachgewiesen werden (Grobin & Deut®®8)l Uber diesen
Mechanismus ist eine koordinierte Regulation duérotonin und Dopamin
denkbar, welche sich in einer veranderten Aussehgtton GABA &aul3ert.

Besteht ein Monaminmangel, wie in der Pathogeneseaffektiven Stérungen
angenommen, kommt es zu Anderungen in der Freisgtdes Transmitters.

Damit ware eine erhohte Nachweisbarkeit des Tratesrmiin den Fasern GABA-
erger Neurone anzunehmen.

In Tierversuchen konnte die Theorie unterstitzt deer dass dopaminerge
nigrostriatale Neurone die Aktivitdt von GABAergeNeuronen im Striatum
regulieren. Segovia et al. (1990) setzten Laisamemigrostriatalen Neuronen und
stellten im Verlauf der Studie fest, dass durcheeamhdhte Aktivitat von GAD
GABA vermehrt synthetisiert und ausgeschuttet wigide geben an, dass man
gleiches auch mit Hilfe einer Blockade der DopafRereptoren durch chronische
Behandlung mit Neuroleptika erreichen kann. Diattle Aktivitat von GAD nimmt
zu. Ahnliche Ergebnisse zeigte eine Arbeitsgruppe llioyd (1977). Chronische
Haloperidoleinnahme fiihrte zu einer erhohten GADMAKAL. Unter akuter Therapie
mit Haloperidol oder Clozapin fand man jedoch el@ringerte Enzymaktivitaten.

In einer Arbeit von Benes et al. (1999) wird ebdafaon einer inhibitorischen
Wirkung durch Dopamin auf GABA und weitere Trandergysteme im Gehirn
ausgegangen. An Tieren wurde gezeigt, dass untdm@egen von Stress ein
deutlicher Anstieg der Dopaminausschittung verzetlhwerden kann und daraus
folgend GABA vermindert aus den Terminalen ausgéseh wird. In dieser
Konstellation kann man sich ein vermehrtes Auftrtet®n GABA in den Fasern
vorstellen im Sinne eines Anstaus.

2002 erschien eine Arbeit von Molnar und Mitarb@itevelche die Expression von
GADgs7 mRNA in unipolar und bipolar depressiven Patientatersuchte. Patienten,
bei denen eine unipolare Depression diagnostisiertien ist, wiesen im Vergleich
zu gesunden Vergleichsfallen keine signifikanten distthiede in der Expression
dieses Enzyms auf. In der Untersuchung der bigtdpressiven Patienten zeigte sich
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ein Trend in Richtung erhohte GAP mRNA Expressionsniveaus in der
Patientengruppe im Vergleich zu Kontrollpersonen.

Eine Studie an alteren Patienten, bei denen eihiz&uhrenie diagnostisiert worden
war, untersuchte die Expression von GAD mRNA (Deaghet al., 2004). Dracheva
und Kollegen berichteten Uber eine Erh6éhung derrésgion der mRNA beider
Isoformen von GAD. GARs- und GAD;-mRNA und Proteinkonzentration wurden
mittels real-time PCR und Immunoblot gemessen. Basgewebe stammte aus
Arealen des dorsolateralen prafrontalen Kortex (BCPund des okzipitalen Kortex
von é&lteren Personen mit einer Schizophrenie urgepassten Vergleichsfallen.
Diese Gruppe konnte in nachfolgenden Arbeiten di&sfunde wiederholt
replizieren und durch Arbeiten mit Microarrays udakak et al. (2001) und Arbeiten
mit der GAD-AKktivitat durch Gluck et al. (2002) @ntmauern.

Als mdgliche Erklarung fur diese Ergebnisse konetee erhthte Expression in
spateren Lebensphasen und/oder nach langjahrigerkKeitsdauer dienen, die eine
unveranderte Expression der GAD mRNA in frihererarkheitsepisoden zu
kompensieren versucht. Interessanterweise habdauBet al. (2007) eine positive
Korrelation zwischen der Dichte der GAD-ir Neuronend der Krankheitsdauer
zeigen kénnen. Nimmt man an, dass die langjahrigenkheitsdauer GAD und
damit GABA beeinflussen, muss auch die Rolle eimeslikamentdsen Einflusses
durch Neuroleptika, Antidepressiva und phasenssariénder Medikamente
untersucht werden, denn ausgehend von der Krasklagier, l&sst sich vermuten,
dass besonders Patienten mit mehreren Erkrankusgdep wéhrend ihrer
Erkrankung je nach Schwere einer stimmungsstadriéaden Medikation ausgesetzt
wurden. Dies kann moglicherweise zu Veranderungeder Transmittersynthese
fuhren und muss daher kritisch hinterfragt werden.

Dracheva et al. (2004) konnten tatsachlich eterfiuss psychotroper Medikation
auf die GADmMRNA-Expression zeigen. Ahnliches ergsith auch in den
Untersuchungen durch Bielau et al. (2007) fur dienunhistochemisch detektierbare
Expression des GAD-Proteins. Es wurde eine posiieerelation nachgewiesen
zwischen Dichte der GAD-ir Neuronen und einer uthierletzten 90 Tage vor dem
Todeseintritt eingenommenen Dosis an antidepraskiedikation im rechten Gyrus
temporalis superior von affektiv gestorten Patient8anacora et al. (2002) und
Bhagwagar et al. (2004) wiesen ebenfalls eine datiprhohtes GABA-Niveau bei

Patienten mit affektiven Stérungen unter selektiBarotonin-Reuptake-Hemmer
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(SSRI) nach. Sanacora und Mitarbeiter untersuch®&39 unmedizierte Patienten
einer Major Depression auf die okzipitalen GABA kéund fanden im Vergleich zu
psychisch Gesunden verringerte Konzentratione cassmitters.

Ahnliche Daten wurden durch Todtenkopf & Benes98)9erhoben. Patienten, bei
denen keine Medikation zum Untersuchungszeitpuokiag, wiesen die niedrigsten
GADgs-Werte auf im Vergleich mit angepassten Vergleighsh und Patienten, die
Medikamente zeitnah eingenommen hatten.

Aus den Daten von Sanacora et al. (2002) sind sbwiehKonzentrationen vor
Therapiebeginn als auch die nach Behandlungsalsschlou entnehmen.
Uberraschenderweise sind bei den Patienten mit dadrigsten initialen
Konzentrationen an GABA abschliel3end die hdchstemdmitterkonzentrationen
messbar. Bei nachgewiesenen hohen anfanglicherabvkonnten im Gegensatz
derartige Veranderungen der okzipitalen GABA-Koriggionen nicht
nachgewiesen werden. Dies konnte einen ceilingkEfi@deuten oder ein Hinweis
auf die Existenz unterschiedlicher UntergruppenHatienten mit Depressionen sein.
Sanacora und Mitarbeiter wiesen in einer spaterembeif mit demselben
Forschungsansatz eine Erhéhung der total okzipit&d&BA-Konzentration durch
Elektrokrampftherapie (ECT) nach (Sancora et 802).

Bei der vorliegenden Arbeit konnte eine Auswirkumd-orm einer negativen
Korrelation durch die Einnahme von Lithium auf ddatientengruppe aufgezeigt
werden. Neuroleptika, die in den letzten 28 TagenTwodeseintritt gegeben wurden,
korrelieren negativ mit den Faserdichten der CAfi®® des ENT, GD und MD.
Unter einer Therapie mit Antidepressiva konnte mim kurzfristiger Einfluss
positiver Art innerhalb der 7 Tage Dosisgabe voddseintritt in der CA1-Region
dokumentiert werden. Es muss davon ausgegangeremedass die Dichten der
GAD-ir Fasern unter der Therapie in diesem Aredteigt. Vergleicht man die
Ergebnisse der CA1l-Region mit diesen Daten, so festzustellen, dass
maoglicherweise bei Patienten mit einer unipolaregpi@ssion im Gegensatz zu
Patienten mit einer bipolaren Stérung die Auswikkualer Antidepressivaeinnahme
groler ist.

Damit konform gehende Ergebnisse erzielten auchy&at al. (1982). Sie
untersuchten die Plasma-GAD bei unmedizierte Patiemit einer Schizophrenie
und Patienten, die mit einem Neuroleptikum eindkstearen. Die unbehandelten

Patienten wiesen - verglichen mit Kontrollen - lkeemennenswerten Unterschiede in
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ihrem GAD-Niveau auf. Bei den therapierten Patiergeichnete sich eine Erh6hung
von GAD im Plasma ab. Andererseits wurden in digs#eit auch Patienten mit
einer affektiven Stdérungen untersucht. Im Vergleiohit psychisch gesunden
Probanden konnte bei den Patienten mit einer Md&epression signifikant
niedrigere GAD-Aktivitat im Plasma gemessen werdgierzu ist aber festzuhalten,
dass vor allem Patienten ohne medikamentdse Tleeuspersucht worden sind. Die
Patienten mit einer diagnostizierten bipolaren @igrwurden fast alle mit Lithium
behandelt. Trotzdem wurden auch hier erniedrigteasmb-GAD-Aktivitaten
gemessen, die noch deutlich signifikanter warerdedsder unmedizierten Patienten
einer unipolaren Depression.

Diese negative Korrelation dieser Veroffentlichurgn Kaiya und Kollegen (1982)
deckt sich mit den Ergebnissen der hier vorliegarisideit.

Lithium gilt auch heute noch als der ,Goldstandardtinter den
phasenstabilisierenden Medikamenten (Bauer & M#chi2004) in der Therapie
bipolarer affektiver Storungen. Uber den genauerkiMéchanismus von Lithium ist
man sich weitgehend im Unklaren. Grahame-Smith @neen (1974) konnten
nachweisen, dass die Hyperaktivitat von Ratten,ckeelmit Lithium behandelt
worden waren, einer gesteigerten Wirksamkeit vaoteaergen (5-HT) Neuronen
geschuldet werden muss. Eine Kurzzeittherapie niihiidm erhoht die 5-HT-
Neurotransmission, wahrscheinlich durch sein Wirlean prasynaptischen 5-HT-
Terminalen (Blier & de Montigny, 1985), aber auchrah einen Effekt an einer
Untereinheit des postsynaptischen 5:HRezeptors (de Montigny & Blier, 1992).
Greift man nun den theoretischen Ansatz wieder aafss Serotonin in das
GABAerge System modulieren eingreift (Dewey et 4893a; Gillet et al., 1985),
ware der daraus resultierende Schluss, dass sithiuri indirekt auf die
Gammaaminobuttersaure auswirkt. Moglicherweise siatbtonerge Neuronen in
der Lage, die Ausschittung des Transmitter GABAhemmen, welcher Effekt
durch Lithium positiv verstarkt werden kénnte.

Foutoulakis et al. (2008) beschreibt im Gegenzuguda&ine Induktion von
Aktionspotentialen GABAerger Interneurone durchhluim und damit eine erhéhte
synaptische Ubertragung auf GABA-rezeptive Neur¢hbb.8). Sie nehmen an,
dass Lithium die Neurogenese von GABA-positiven fdaen fordert und damit
modulierend in die Neurotransmission von GABA eeéiffr Um diese
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Fragestellungen weiter verfolgen zu kdnnen, sindene Studien notwendig, da es
zu diesen Aspekten bisher wenige, teils inkongeidmbeiten existieren.

Byne et al. konnten 2008 in einer Arbeit zeigerssddurch eine Lithiumexposition
Uber einen langeren Zeitraum die Dichte und Anzahl Oligodendrozyten in beiden
anterioren Thalamuskernen ansteigt.

Fir einige andere Antikonvulsiva (z.B. Divalprogonnten Erhohungen des
Transmitter-GABA nachgewiesen werden. Es wird eintin@anischer und
antiagitierter Effekt vermutet ohne jedoch eine 2gpion zu induzieren (Goldberg,
2007). Pasquini et al., 2007 untersuchten die Hif¢kt der Kombination eines
SSRI mit einem antikonvulsiv wirkenden Medikamenter Therapie von Patienten
mit einer unipolaren Depression und einer promiaemtysphorischen Stimmung. Es
wurde eine signifikante Verbesserung in der Symptdm dieser Patienten
beobachtet. Dieser Effekt kdnnte durch Aktionen degikonvulsivum erklarbar
sein, welche an den Symptomen Aggression und Stigsaktivierung ansetzten.
Nachweislich erhéhen beide Medikamentenklassen Niasau von im Gehirn
messbaren, hauptsachlich inhibitorisch wirkendean¥mitter GABA (Sanacora et
al., 2002; Goldberg, 2007). Inwiefern dieser Umdtame Rolle fiir die Effektivitat
dieser Medikamente spielt, ist bisher nicht abs@dnd geklart und bedarf weiterer
Untersuchungen.

Um die Daten genauer Uuberprufen zu konnen, waéree diifferenziertere
Untersuchung des Medikamenteneinflusses nétig. Bagenten sollten nach den
Diagnosen unipolarer und bipolarer Stérungen apfgésn werden. Winschenswert
wére eine noch detailliertere Gliederung in die zeinen Untergruppen der
affektiven Stérungen. Dieser Ansatz war auf Grued zli geringen Fallzahlen im
Rahmen der vorliegenden Arbeit allerdings nichtisesabar.

Eine weitere Frage, die sich stellt, ist: KbnnerdMamente, welche fur die Therapie
der affektiven Stérungen eingesetzt werden, beriginnahme Hypomanie, Manie,
eine gemischte Manie oder andere gemischte Zusiaddeieren? Es gibt mehrere
Hinweise dafiir, dass Antidepressiva als Klasseenldaige sind, hypomanische,
manische und gemischte Zustande bei Patientenipalaper Stérung hervorzurufen
(Henry & Demotes-Mainard, 2003; Goldberg & Trumaa03). Dies konnte fir alle
Antidepressiva, fiir alle Ubergange (Induktion voypdmanischen Symptomen;
hypomanischen, manischen und gemischten Episoddighte Rate an Rapid

Cycling) nachgewiesen werden, ebenso flr PersauanjAlters und das komplette
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Spektrum der bipolaren Stérungen (Mc Elroy, 200@$. Besondere Patienten mit
einer Erkrankung aus dem bipolaren Spektrum, dieantidepressiver Monotherapie
ohne phasenstabilisierende Medikation therapierti@re weisen einen gesteigerten
Wechsel an depressiven und hypomanischen/ manigghisaden auf (Rihmer et al.,
2008). Dies konnte eine Therapieresistenz bedingere erhthte Schwere der
Depression hervorrufen und schlussendlich in eimlges suizidales Verhalten
fuhren.

Im Gegensatz dazu konnten Gijsman et al. (2004iner Untersuchung an 1088
Patienten, die auf Grund einer bipolaren Storurgjea kurzzeitige Behandlung mit
Antidepressiva erhielten, keine Unterschiede in deduktitionsrate zwischen
Antidepressiva und Placebo feststellen. Allerdingsrde eine 10% hohere Rate
demonstriert, vergleicht man tricyclische Antideymiga (TCA) mit anderen
antidepressivwirkenden Substanzklassen. Passendveéaiffentlichte Martin et al.
(2004) eine Arbeit, in der das Risiko eines Ubegganunter Behandlung mit TCA
als erhoht (9,3%/a) und eine Behandlung mit SSRIeaxhiedrigt (7,5%/a) galt,
verglichen mit anderen Antidepressivern (8,7%/a).

Angst et al. fuhrte 2002 die bisher einzige prosipek.angzeitstudie durch, um den
Zusammenhang zwischen antidepressiver BehandludgMantalitéat bei bipolaren
Stérungen zu evaluieren. Es wurde ein reduziert@éizidBisko bei bipolar und
unipolar depressiven Patienten nachgewiesen untr Idombination von
Antidepressiva und / oder Antipsychotikern mit luiim.

Abschlie3end kann man annehmen, dass besonddsipdiaren Stbérungen mit einer
erhohten Suizidalitdt assoziiert sind, und dassidéptessiva, besonders als
Monotherapie verabreicht, mit einem erhdhten Sugikb und mit einer erhéhten
Rate an Ubergangen in einen manischen Zustand neebusind.

Des Weiteren ist die GABA-Synthese nachweislich hnic nur
pharmakologisch, sondern auch physiologisch durdrschiedene Einflisse
manipulierbar (Martin & Rimvall, 1993). Bowers et.,a1998 konnte eine
unterschiedliche Expression der beiden Isoformem @#AD beobachten, die sich
abhangig von akuten und chronischem Stress daestellnjiziert man Ratten
Corticosteroide (Stone et al., 2001), lasst siaterhalb von 24 Stunden nach der
letzten Injektion ein Abfall der mMRNA von GABRverzeichnen. Dies ist nicht der
Fall fuir GADss mRNA. Funf Tage nach Abschluss der Injektionennradisieren

sich die Werte fur die 67-Isoform, die fur 65-Fosmd jedoch merklich erhoht.



Diskussion 56

Ebenso konnte gezeigt werden, dass die Expresston GAD;; mMRNA auf
Umweltreize mit einem Abfall im prafrontalen Kortesagiert (Guidotti et al., 2000).
Soghomonian & Martin (1998) und Benson et al. ()994¢hen darin einen
maoglichen Ansatzpunkt fir Studien zur Genregulation

Zusatzlich geht der Arbeitskreis um Kaiya in deuds¢ von 1982 davon aus,
dass das GABAergen Transmittersystem nicht nur dein von Dopamin und
Serotonin, sondern auch mit dem System von Noratirerund Acetylcholin
interagiert. Veranderungen in diesem System wirkieh also auch auf die anderen
Transmitter aus. Dies ware ein weiterer Punkt,rddrer untersucht werden miusste,
um die mogliche Pathogenese der affektiven Stomumgater aufklaren zu kénnen.

Eine sehr interessante Studie wurde von Martin.g803), aufbauend auf
einer Arbeit von Martin et al. (2000), durchgefihis wurde die Stabilitat der
beiden GAD-Enzyme postmortem untersucht. Beide Earwerden sehr schnell
durch Proteolyse in eine kleinere Form, 55-57kDanfFabgebaut. Fragmente mit
kleineren Molmassen konnten nicht beobachtet werdierden ersten 24h nach
Eintritt des Todes werden 90% der initialen GAD-Menin die kleinere Form
umgewandelt, wobei GAJ schneller abgebaut wird als die 65-Isoform. Dabei
verlauft die Proteolyse der GAD in verschiedenegi&sen unterschiedlich schnell.
Martin et al. (2003) nutzen ein Antiserum fur di@aMdierung von GAD, welches an
das Carboxyl-Ende beider Isoformen bindet. DiesedeHst zu 73% identisch bei
den 65- und 67-Formen. Am C-Ende der Enzyme befirsitth zum einen das aktive
Zentrum, aber auch zwei Bindungsstellen fur zweid®xal-Phosphate. Es wurde
herausgefunden, dass dieses Antiserum auch anésAiindet. Es lasst sich daraus
die Schlussfolgerung ziehen, dass GAD am Amino-Eimgebaut wird. Das N-Ende
beider Isoformen ist zu 23% identisch und vor alkmantwortlich fur die Bindung
an Membranen. Dies macht verstandlich, warum sigh Idoformen in ihrer
Fahigkeit der Membranbindung stark unterscheidearwvi GADs, welches eher in
Terminalen der GAD-ir Neuronen zu finden ist, ewiel héhere Assoziation zu
Membranen aufweist als GAR welches fir die Bindung an Membranen auf die 65-
Form angewiesen ist.
80-100% der GAD-Aktivitat konnen auch nach Abbaukeinen GAD-Form noch
nachgewiesen werden. Dies lasst die Vermutung zss dGAD seine aktive
Konformation auch noch Tage nach Hydrolyse der MrBoe behélt. Die GA§R.s;

wird sehr viel langsamer abgebaut als das intakizya.
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In beiden Arbeiten (Martin et al., 2000; Martinakt 2003) wird die unterschiedliche
Affinitat der beiden Isoformen zu ihrem Co-FaktgrriBoxal-P angesprochen. Die
Bindungsstelle fir den Co-Faktor ist bei beidenn@m gleich aufgebaut und der
Grund fur die unterschiedliche Affinitat muss imei kleineren, strukturell nicht
verandernden Modifikation begriindet sein.

GADg; ist zu fast 100% mit Pyridoxal-P gesattigt und katurch diesen nicht
reguliert werden. Die 65-Form liegt wie schon emtihu 50% in der inaktiven
apoGAD-Form vor und wird erst durch die Bindung Ryridoxal-P in die aktive
holoGAD-Form uberfuhrt, wenn eine zusétzliche Sgathvon GABA von Noten
ist. Die Konversion von der apo-Form in die aktiZazymform ist ein komplex
regulierter Prozess mit einer grofen Conformatiodséung von GAD. Die
Notwendigkeit der Komplexitat des Vorgangs und waheide Isoformen von GAD
sich in der Hinsicht so unterscheiden ist bis daweh nicht hinreichend geklart.
GADegy bildet, wie schon erwahnt, den cytoplasmatischenl Pon GABA. Das lasst
die Vermutung zu, dass dieser in engem Mal3e kangtdralten werden muss.

Der Transmitterpool wird von GAd9 gestellt. Durch Stimulation wie erhdhte
neuronale Aktivitat wird die Synthese von GABA enh@Kaufmann et al., 1991).
Dazu passt auch, dass das Enzym unter normalerdbdest nur mit einem geringen
Teil seiner Kapazitat arbeitet, bei einem Mangdkmd aber schnell hochreguliert
werden kann und der Reservepool schnell in eine&veakEnzymform tberfihrt
werden kann.

Die Bindung von des inaktiven GAD an Pyridoxal-Pdudie Umwandlung in
holoGAD ist ein wichtiger Regulator der Enzymakiij dies konnte sowohl in vitro
als auch in vivo gezeigt werden (Kaufmann et &91). Was wiirde passieren, wenn
ein Mangel an Pyridoxal-P auftritt und eine Umwamdj in ein aktives Enzym nicht
mehr madglich ist? Wirde die Menge an apoGAD komaemsch hochreguliert
werden? Wirde ein Mangel an GABA auftreten? GibAesweichmechanismen?
Mit dem Wissen um den postmorten Abbau von GADessentscheidend, welches
Antiserum verwendet wird und an welchen TerminesAintikdrper binden. Studien
mit eventueller Bindung an den N-terminalen-Prabsthnitt ergeben dem zu Folge
eine viel niedrigere Dichte an GAD. Da angenommenden muss, dass der Abbau
bei Patienten und Kontrollen zeitlich ungefahr dheiverlauft, wird das an den
Resultaten im Gruppenvergleich moglicherweise sicimdern. Fur den Vergleich

der eigenen Resultate mit denen anderer Studiendist Kenntnis dieser
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Zusammenhéange aber relevant. Des Weiteren wareéieschvenswert zu wissen, ob
inaktiviertes GAD ebenso markiert wird wie aktivéS€hon vor dem Hintergrund,
dass GARszu 50% inaktiviert vorliegt.

Der in dieser Arbeit verwendete monoclonale IgG#Hirper gegen GABys7bindet
allerdings an den Carboxyl-Terminus der beidenoisoén und ist daher nicht durch
den Abbau von GAD, beginnend am aminoterminalen eEngestort. Daraus
resultiert, dass auch die Enzyme, deren N-terminBleteinabschnitt postmortal

nicht mehr detektierbar ist, immunhistochemischkiear werden.

4.2. Dichte der GAD-ir Fasern bei depressiven Sudénten und
Nicht-Suizidenten

Die Resultate dieser Studie brachten signifikantget$chiede in der GAdgesrir
Neuropil-Dichte zwischen depressiven Suizidenteepressiven Nichtsuizidenten
und Kontrollpersonen bilateral im ENT, GD und CAdir das Areal des DLPFC
konnte ein signifikantes Ergebnis im Gruppenvedienur in der Schicht V
festgestellt werden. Keine Unterschiede fanden siclACC, im OFC und in den
untersuchten limbischen Kerngebieten des Thalamis, auf den rechten
mediodorsalen Kern.

Eine gangige Hypothese zum Suizid nimmt an, dasveiringerter Metabolismus
von Serotonin assoziiert ist mit einem erhdhtenk@igir einen Selbstmord (Maris,
2002). Die Vermutung eines verringerten Serotonisaitmes wirft die Frage auf, ob
bei serotinergen Neuronen von suizidgefahrdetenvitheen eine Hypofunktion
vorliegt, verglichen mit Personen ohne suizidaleenhélten.

Aus Arbeiten von Dewey et al. (1993a) und Gilleakt(1985) lasst sich vermuten,
dass Serotonin sowohl einen steuernden EinflutslasiGABAerge System uber
eine Modulation des Transmitters GABA als auch miregulierenden Einfluss auf
das cholinerge System ausiibt.

Suizidales Verhalten kann sich klinisch in versdeigen Facetten zeigen wie
Lebensmudigkeit, Wunsch nach dem Tod, Suizidpla8ejzidversuche oder
vollendetem Suizid (Bielau et al., 2005). Denkbat auch, dass Opfer eines

vollendeten Suizides einen biologischen Hintergrursigen, welcher sich von
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Individuen mit Suizidgedanken, aber ohne akute Befder Ausfuhrung eines
Versuches, unterscheiden (Muller-Oerlinghausen &dgembach, 2002).

Beides, vollendeter und versuchter Suizid sindtnictgewdhnlich im Auftreten bei
Patienten mit affektiven Stérungen, ebenso bei @mde psychiatrischen
Krankheitsbildern, jedoch ausgesprochen seltenPleesonen ohne psychiatrischen
Hintergrund (Zalsman et al., 2006).

Sowohl fur Patienten mit MDD als auch bei BPD lassgh ein bis zu 20-fach
erhdhtes Suizidrisko eruieren (Tondo et al., 2008¢. meisten Studien auf diesem
Gebiet ergaben fur Patienten mit einer bipolarerorty ein hoheres
Lebenszeitrisiko fir einen Selbsttotungsversuch #ls Patienten mit einer
unipolaren Depression (Chen & Dilsaver, 1996; Kexsst al., 1999, Tondo et al.,
2008). In der Tat fuhren 25-50% der bipolaren Pdtie mindestens einmal in ihrem
Leben einen Suizidversuch durch (Jamison, 1986).

Eine neuere Studie auf Grundlage des Vietnam --Afwillings-Registers konnte
verschiedene quantitative Einflisse durch Genethk Wmweltfaktoren auf das
Suizidverhalten, Suizidgedanken und Suizidversumiemachen (Fu et al., 2002).
Dies unterstitzt die Annahme, dass verschiedenelodische Substrate
verantwortlich sind fur einerseits Suizidgedanked andererseits Ausfiihrung eines
Suizides.

Monkul et al. veroffentlichte 2007 eine MRI-Scanu@e an Suizidpatienten mit
einem oder mehreren dokumentierten Suizidversuclmenvergleich zu gesunden
weiblichen Kontrollpersonen wiesen diese im orldofalen Kortex bilateral eine
verringerte graue Substanz auf. Das Volumen demhteac Amygdala der
Suizidpatienten war im Gegenzug jedoch erhoht. Baiienten mit einer Major
Depression ohne Suizidrisiko konnte keine Differgeeglichen mit den Kontrollen
festgestellt werden. Ebenfalls konnte man nachweidass ein niedrigeres Level
ventromedialer Aktivitdt mit einem suizidalem Veltea und einem vollendetem
Suizidversuch assoziiert ist.

Der orbitofrontale Kortex und die Amygdala sinddes wichtige Regionen fir ein
zielgerichtetes Verhalten, fir die Beurteilung voS8ituationen und fir
Entscheidungsfindung. All diese Eigenschaften siadDepressiven und vor allem
denen mit erhdhtem Suizidrisiko meist gestort. dPsiéin mit Laisonen in einer der
beiden Regionen weisen eine hdhere Impulsivitatuadf sind oft nicht in der Lage

ihr Verhalten der Situation anzupassen. Das Raas, die Arbeitsgruppe um Monkul
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daraus ziehen, ist, dass Patienten mit einer St#mdch-Anamnese deutlich mehr
strukturelle Veranderungen im Gehirn aufweisen Réddgienten ohne Suizidrisiko,

einen ausgepagteren Phenotyp der Erkrankung.

Die Konstanz der Ergebnisse der DichtemessungerGAID in den Neuronen und

der GAD-Neuropil-Dichte lasst hier ebenso die Vetung zu, dass es intraneuronal
oder an den Terminalen zu Stérungen des Transpdds der Ausschittung von
GABA kommt (Gos et al., 2009)

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, inwegwsich Unterschiede im

Vorkommen von GAD ergeben, wenn man Patientenddieh einen Suizid starben
mit angepassten Vergleichsfallen und Patienten shizdales Verhalten vergleicht.

Es wurden in den meisten der untersuchten Aredhe smheitliche Ergebnisse

demonstriert. Es zeigte sich, dass Patienten, diehdeinen Suizid starben,
signifikant hohere GAD-ir Faserdichten aufweises Blepressive, die sich nicht
suizidierten. Die Vergleichsfélle lagen mit ihrerasérdichten zwischen diesen
beiden Patientengruppen. Dies bedeutet, dass Ratiemt einer affektiven Stérung

ohne Hinweise auf suizidales Verhalten in Bezugamgepasste Vergleichsfalle ein
Defizit an GAD-ir Neuropils aufwiesen.

Bielau et al. (2005) konnten bei depressiven Ptrerohne suizidales Verhalten
ebenfalls ein Transmitterdefizit im noradrenergend userotonergen System
feststellen. Interessanterweise ergaben sich fizidémten aber keine Defizite in den
Transmitterkonzentrationen im Vergleich zu unteidec Kontrollpersonen. Es

zeigte sich eher eine Tendenz zur Uberfunktionwiodas auch in der vorliegenden
Arbeit mit den GAD-ir Fasern der Fall war.

Die Ergebnisse von Liu et al., die 2006 vorgesteilirden, decken sich mit den
Resultaten der Arbeit in der Region des ACC. Sikudtentierten im anterioren

Gyrus cinguli keine Unterschiede in der Dichte G&Meuronen und —Terminalen

zwischen Kontrolpersonen und Suizidenten. In dwtiagenden Arbeit konnte in

der selbigen Region ebenfalls keine Unterschiedbgewiesen werden. Palomero-
Gallagher et al. (2008) beschreiben fir den subgenuPart des ACC die

Mdoglichkeit einer selektiven Vulnerabilitdt bezigjli einer Depression. Fur den
pragenualen Teil des anterioren Gyrus cinguli, @vien der hier vorliegenden Arbeit
untersucht worden ist, konnten bisher keine Verandgen mit affektiven Stérungen

assoziiert werden.
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Jedoch sollte bei der Einschatzung der Untersuatuagn Liu und Kollegen (2006)
beachtet werden, dass nur eine geringe FallzahVeditigung gestanden hat. Das
Geschlechterverhéltnis bei den Kontrollen betrugM#nner und 1 Frau und im
Gegensatz dazu bei den verwendeten Suizidpersodanger zu 4 Frauen. Dies
konnte die Statistik beeinflussen und die Ergeleniserfalschen. Auch muss
kritisiert werden, dass auf Einnahme von Medikamenand deren Einflisse in
dieser Arbeit nicht eingegangen wird. Dass antiéefive oder antimanisch-
depressive Therapeutika zu Beginn einer Behandliegagitierte Komponente
lindert und erst verzogert stimmungsstabilisieravicken, muss als Erklarung in
Betracht gezogen werden. Mdglicherweise funktidngkeser Mechanismus uber
einen Ausgleich des Monoaminmangels oder Uber émseschieRende Produktion
und Ausschittung von GABA, zu dessen Synthese GAbDnghrt bendtigt und
daher vermehrt in der Proteinbiosynthese produwiied.

In der hier vorliegenden Statistik wurde - soweiesd mit den vorhandenen
Fallzahlen und hinterlegten Informationen moéglichrw auf die Verabreichung von
Antidepressiva, Neuroleptika, Benzodiazepine unalsphstabilisierende Medikation
(Lithium) eingegangen. Die Analyse des medikamemtdsinflusses auf Suizidenten
und Nicht-Suizidenten zeigte eine negativ Korrelatvon Lithium mit den Daten
der suizidierten Patientengruppe im DLC und deétest ACC. Fur Neuroleptika
ergab sich im DLC eine geringe negative Korrelataih der Faserdichte. Ebenfalls
konnte eine negativ Korrelation einer Dosis Antidssiva Uber 90 Tage gegeben
mit der Dichte des immunreaktiven Neuropils im DICAL und des laterodorsalen
Thalamuskerns festgestellt werden. Den grof3tenlussmfneben Lithium wiesen
Benzodiazepine auf. Die negative Korrelation im A@@ DLC war hochsignifkant.
Diese Studie ist hinweisend auf den GABA-regulidem Einfluss durch
psychotropische  Substanzen, insbesondere durch oBeazepine und
phasenstabilisierende Medikamente wie Lithium (Ges al., 2009). Die
Korrelationen zeigten sich vor allen in Arealendamnen sich keine Unterschiede der
Neuropildichte gezeigt hatten. Dies legt die Vemmgt nahe, dass die Resultate der
Korrelationsuberprifung eine Konsequenz der vereliien Medikamente sind.
Darauf aufbauend muss man annehmen, dass die enhburopildichten, die sich
in dieser Studie ergaben assoziiert sind mit demiGeiner Person und nicht mit

seinen Medikamenten, die er vor seinem Suizidvérgirggenommen hat.
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Die Faserdichte vermag durch Antidepressive odes@hstabilisierende Medikation
wie Lithium erniedrigt zu werden. Kessing et alnkte 2005 bei Patienten mit einer
Lithium-Verschreibung eine hdhere Suizidrate fedtsh, als bei Patienten, die nie
Lithium eingenommen haben. Zusatzlich dazu konbéx auch gezeigt werden, dass
das Risiko eines Suizides nach der zweiten odetevesi Verschreibung diese
Medikamentes um 0.43fach reduziert war verglichénRatienten, die Lithium nur
einmal als Medikation erhalten haben. Dies spradfiir, dass Lithium zuerst die
agitierte Komponente einer Depression verbesseit emst verzogert stimmungs-
stabilisierend wirkt.

Bezug nehmend auf die Daten der vorliegenden Adiasst sich vermuten, dass
Lithium moglicherweise die Dichte der GAD-ir Fasera reduzieren vermag und
damit ein GABA-Defizit hervorruft. Inwiefern diesni Verlauf der Therapie durch
die weitere Einnahme ausgeglichen werden kann, ei@reveiterer Gesichtspunkt,
welcher auf Grund fehlender Daten hier nicht hicltend analysiert werden kann.
Vergleichbare Daten fur andere stimmungsstabibside Substanzen konnten bis
jetzt noch nicht erhoben werden (Mc Elroy et a002).

Vincze et al. untersuchten 2008 die Wirkung vormiuitm auf den BDNF im Gehirn.
Antidepressiva, Lithium, Valproat und auch ECT dnid den BDNF-Spiegel.
Andererseits konnten Karage et al. (2005) signifikaiedrigere Spiegel an BDNF
nachweisen im Hippocampus und prafrontalen Kortex 8uizidopfern verglichen
mit Kontrollprobanden. Zum Zeitpunkt des durchgeféh Suizides, wurden die
Patienten nicht medikamentts behandelt. Vinczé é2@08) ziehen die Moglichkeit
in Betracht, dass die Hohe des brain-derived neapbic factors eine diagnostische
Aussage Uber das Potential an suizidalem Verhbaéfamt.

Goldberg et al. (2005) untersuchte an 1000 Pateaiteer bipolaren Stérung ob es
eine Verbindung zwischen psychotropischer Medikaeminnahme und
Suizidgedanken gibt. Gedanken an einen Suizid warahr verbreitet unter
Patienten welche Antidepressiva einnehmen, alsdbaen ohne (25% zu 14%).
Ebenso verhielt es sich mit denen, die ein Antipsti@um der 2. Generation
verschrieben bekommen haben und den Patientenasttipsychotische Medikation
(26% zu 17%). Wiederum konnte in dieser Arbeit keinterschied ausgemacht
werden zwischen Patienten, die mit Lithium behanderden sind und denen ohne
Lithiumeinnahme. Diese Ergebnisse kdnnen mit daolernen Daten dieser Arbeit

in Einklang gebracht werden.
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Es ergab sich Uber eine Antidepressiva-Therapier @ Tage eine negative
Korrelation mit den GAD-ir Fasern. Schlussfolgernaissten sich durch eine
Therapie mit Antidepressiva die GAD-ir Fasern mdren und damit
maoglicherweise ein Defizit an GABA hervorgerufen rden. Fraglich ist, ob
suizidales Verhalten dadurch beeinflussbar isth&ikonnte zumindest noch nicht
eindeutig gezeigt werden, dass Antidepressiva dakdReines Suizidversuches
verringern (Muller-Oerlinghausen & Berghofer, 199®ie Ergebnisse, die 2003
durch P. Ankarberg veréffentlicht wurden, lassenegniedrigtes Suizidrisko durch
Antidepressiva-Therapie unwahrscheinlich erscheiries zeigte sich eher eine
leichte Zunahme des Risikos bei behandelten PatieMoglicherweise fehlt der
angenommene positive Effekt durch die Pharmakotbeguf die dysregulierte
GABAerge Neurotransmission. Es konnte kein Einfluder psychotropen
Medikamente auf Strukturen, die fur die Verarbegtuginer neuen Information
wichtig sind, wie der ENT, GD oder der Hippocamezeigt werden. Dies erklart
vielleicht, warum verabreichte Medikamente bisheeniy Einfluss auf die
Suizidalitat hatten und sich uneffektiv in der Radtion eines Suizides darstellten.
Rihmer & Gonda (2006) zeigten, dass Serotonin-RegpHemmer (SSRI)
suizidales Verhalten induzieren kbnnen. Besondesfal@ besteht zu Beginn einer
Therapie, wenn Patienten Ruhelosigkeit oder Agftagt zeigen.

Frihere klinische Studien zeigten in der Behandimg depressiven Patienten mit
SSRIs ein erhdhtes okzipitales GABA-Level (Sana&ral., 2002; Bhagawar et al.,
2004; Bielau et al., 2007). Das lasst vermutens d&@SRIs in der Lage sind, die
GABA-Synthese zu erhéhen. In der vorliegenden uieter anderen Studien wird
nicht differenziert, um welche Substanzklasse detidepressiva es sich handelt.
Auf Grund verschiedener Wirkungsmechanismen muss ammehmen, dass die
verschieden Substanzklassen auch nicht die ideetisdVirkungen im Gehirn
entfalten. Auf Grund zu geringer Fallzahlen wareeieitergehende Differenzierung
innerhalb der Patientengruppe nicht méglich, akb@msghenswert.

In einer Fall-Kontroll-Studie (Olfson et al., 200&urden Erwachsene und Kinder
bzw. Jugendliche differenziert betrachtet. Fur Blaientengruppe der Erwachsenen
konnte keine Assoziation zwischen Antidepressivadsand einer erhdhten Anzahl
an Suizidversuchen nachgewiesen werden. Bei jindeagienten allerdings gingen
vermehrte Suizidversuche und vollendetet Suizideé siner medikamentdsen

Therapie einher. Ahnliche Ergebnisse zeigt einaelk Studie von Tondo et al. aus
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2008. Es wurden 789 Patienten mit einer affekti®arung untersucht bezuglich
ihres suizidalen Verhaltens unter medikamenttserdpie. Das Ergebnis war, dass
suizidale Gedanken eine hohe Pravalenz unter a#ptedsiven Patienten zeigt,
besonders derer einer bipolaren Stérung Typ | dgerll. Das suizidale Verhalten

ist assoziiert mit einer besonderen Schwere derd3sn. In der Studie von Tondo
2008 konnte durch die medikamentose InterventienRdite an suizidalen Aktionen
um mehr als 80 % verringert werden, ebenso wierurtterapie die Symptome der
Depression Besserung zeigten. Nur einer der taiteelden Patienten zeigte neu
aufgetretene Suizidgedanken, ohne jedoch einendsarsuch zu unternehmen.

Die oben genannten Studien beweisen, dass die IBgéeau diesem Thema noch
uneinheitlich und die Arbeiten zum grofR3en Teil scht miteinander und auch mit
dieser Arbeit vergleichbar sind — vor allen auf @tuwer fehlenden/ungentigenden
Einteilung der Diagnosegruppen, der Methoden umd ddesursachen.

Es sind jedoch weitere Studien mit groReren Fdéramotwendig um konkrete

Schlussfolgerungen ziehen zu kénnen. Wahrscheinkthaber, dass es keine
allgemein gultigen Pathomechanismen bei den affektStérungen gibt, sondern in

Subgruppen mit unterschiedlichen Mechanismen wurtiegden werden muss.

4.3. Methodenkritische Analyse des experimentelleAnsatzes

Es wurde versucht, die Gruppen hinsichtlich ihremdgraphischen, klinischen und
krankheitsgeschichtlichen Daten abzugleichen.

Eine grofRe Limitation der Studie ist ihre kleindlEhl. Winschenswert ware im
zweiten Teil dieser Arbeit eine Unterteilung zwisnoh Suizidenten und
Nichtsuizidenten zum einen der unipolaren und zundeeen der bipolaren
Depression gewesen um detaillierter das GAD-ir HNpilir der einzelnen
Unterformen zu untersuchen.

Ein weiterer Einfluss besteht in der moglichen déehaften unipolar-bipolar-
Zuordnung. Die gangigen Definitionen der Bipoldritach dem DSM-1V- und dem
ICD-10-Code sind zwar rechtsgultig anerkannt, albeht sensitiv. Mit der Folge,
das es zu fehldiagnostizierten unipolaren Deprassikommt (Angst, 2008).

Kamat et al. (2008) beschreibt eine fehlerhaftetdiagnose von 69% bei den
affektiven Storungen und damit eine suboptimale rdpieeinleitung. Im
Durchschnitt werden vier Arzte konsultiert bevoe ddiagnose bipolare Stérung
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gestellt wird. Dabei geht man heute davon aus, demesfalsche oder ungeniigende
Therapie der bipolaren Stérung eine VerstarkungSyenptome (einschlief3lich dem
suizidalem Verhalten) in Frequenz und Schwere dd&raBkung hervorruft und
nachtraglich weniger gut therapeutisch zu managerDies bedeutet, die richtige
Erstdiagnose und daraus folgend eine optimale pierst anzustreben. Kamat et al.
fuhrten 2008 mit Patienten einer diagnostizierterogischen Major Depression an
Hand eines Fragebogens eine Studie durch. Fir 6j@rdfatienten zeigte sich ein
positives Ergebnis fur eine bipolare affektive 8tidy. Andere Studien sprechen von
weit hoheren Zahlen: Benazzi F. beschrieb 19975 gtas 203 Fallen einer Major
Depression in einem ambulanten Patientengut 60 % Matienten falsch
diagnostiziert worden waren und eigentlich der l@pen Stérung Typ Il angehdrten.
Vergleichbare Werte erbrachte eine landesweitei&tndFrankreich, wo 62 % der
unipolar depressiven Patienten nach erneuten dstignben MalRnahmen
Charakteristika der bipolaren Stérung Typ Il ausee (Hantouche & Angst, 2007).
Ins Besondere der Typ Il der bipolaren affektivetorégen ist mit seinem
wechselndem Auftreten von Depressionen und Hypoamasthwer von einer reinen
unipolaren Depression zu unterscheiden. Die reigpokhanie wird definiert als
Periode mit erhohter Aktivitat und vermindertem [&ébedarf und den daraus
folgenden Konsequenzen (Gamma et al.,, 2008). Wal vdie Grenze zum
.Normalen“ gezogen, was wird als nicht pathologisptwertet? Es gibt keinen
klaren Cut-off zwischen normalen und pathologisch®hmmungsvariationen
(Angst, 2008). Gamma et al. (2008) werteten hyposcae Patienten und ihre
Charakteristika als weiteren Hinweis fiur das Zidé&ef des Konzeptes der
Kontinuitat: Depression — angepasste VergleichsfalHypomanie — Manie.

Des Weiteren besteht ein Mangel an Daten zur Meugkdeneinnahme. Es lagen
lediglich Informationen Uber die Medikation derziein drei Monate vor Eintreten
des Todes vor.

Besonders kritisch ist bei der vorliegenden Arlgsr experimentelle Ansatz zu
hinterfragen. In dieser Methode wurde nicht, wie welen anderen
vorausgegangenen Studien detektierte Nervenzelearbbitet und ausgewertet,
sondern GAD-positives Neuropil. Dieser Begriff amiich heute noch nicht genau
fassbar. Man weil3 noch nicht eindeutig, welcheksamen wirklich im Einzelnen an
diesem ,Nervenfilz* beteiligt sind.

Zum Detektieren von GAD wurde die Immunhistochewd@avendet.
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Wie spezifisch ist sie? In der Dissertation von &atzlose (2006) wurde dieser
Frage nachgegangen. Es zeigte sich, dass der &ucdtiese Arbeit verwendete
monoklonale Antikorper GAR bindet, wobei das Enzym in seiner Gesamtlange
erkannt wird (s. auch Produktinformation MBL). Darfadlge wiesen in der Arbeit
von Schwarzlose (2006) die im Western Blot detektieen GALRs—Proteinbanden
eine hohe Intensitat auf. Hinzu kommen schwaches@&anden in Hohe von 67
000 Dalton und solche mit Molekulargewichten vorteur65 000 Dalton. Daraus
resultiert, dass der monoklonale Anti-GAD-Antikorpavar bevorzugt mit GAR
interagiert, jedoch ebenso GAD und niedermolekulare Proteine oder
Proteinfragmente erkennt. Es handelt sich bei detzttienannten mdglicherweise
um Abbauprodukte der Glutamatdecarboxylase, dienpms$al durch Abspaltung des
Amino-terminalen Enzymanteils entstehen (Schwaezl@806; Martin et al., 2003).
Bei diesem Ergebnis muss jedoch die SpezifitatAlgs GAD-Antikorper, der fur
diese Arbeit verwendet wurde kritisch hinterfragdrden.

Es ist von gréRter Wichtigkeit, aul3ere Einflussnabtleiten so gering wie méglich
zu halten. Die fur diese Studie verwendete Immuobiseemie ist abhangig von der
Fixierungsdauer, der Einbettungs- und der Vorbelhagdmethode. Jedes Antigen
bendétigt seine eigene spezielle Fixation flr eipgneale Bindung. Daher wurde im
Vorfeld ein standardisiertes Schema festgelegth naelchem die immunhisto-
chemische Farbung anzufertigen und anzuwenderDist.verwendeten Schnitte
wurden alle mit derselben einmal angesetzten Loswttandelt, um farberische
Unterschiede weitestgehend gering zu halten. Eudsoimale Fixierung kann
dennoch nicht ausgeschlossen werden.

Basierend auf vielen subjektiven Einstellungen giiel errechneten Werte
untersucherabhéngig. Die Festlegung des Schwetangrtes erfolgt fur jeden
einzelnen Schnitt nach der Einschatzung des Urdleess und hangt unter anderem
ab von Licht, Artefakten, Umgebungsfarbung undAlegrenzbarkeit der Fasern von
dieser. Alle Schnitte sind von ein und demselbetetsncher bearbeitet worden. Da
es nicht mdglich ist immer die gleichen Bedingungea Tageslicht, Farbeartefakte
in den Schnitten und Tagesform des Untersuchergusiilen, wurden vorab
Untersuchungen durchgefihrt. In diesen Vorstudied die subjektiven Eindriicke
des Untersuchers fir jeden Schnitt je zweimal nisderskaliert worden, um Uber

die Intrarater-Korrelation Auskunft geben zu konnefusatzlich wurde eine
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Interrater-Korrelation durchgefuhrt um die Repraduzarkeit dieser Methode durch
andere Personen zu testen. Beides ergab gutehbigige Korrelationen.

Dieser experimentelle Ansatz wurde in der Literainigewendet bei experimentellen
Arbeiten durch Gos et al. (2006) am serotoninergad Tyrosin-Hydroxylase-
immunreaktiven afferenten Fasersystem im Nucleesirabens, Hippocampus und
der Amygdala bei Nagetieren.

Man erhédlt mit diesem experimentellen Ansatz keigesoluten Werte der
immunreaktiven Fasern, sondern jeweils den relatprezentualen Anteil der GAD-
ir Fasern am Gesamtareal. Damit lassen sich veehi Areale schlechter
miteinander vergleichen, da der Faseranteil untadegem auch von der
Neuronendichte abhangig ist und sich diese in derelken Diagnosegruppen von
einander unterscheiden kdnnen. Fur diese Problkrkatin die Arbeit von Bielau et
al. von 2007 mit herangezogen werden. Im Bereichdiwsolateralen prafrontalen
Kortex und des Hippocampus ergaben sich héhereonalér Dichten bei unipolar
depressiven Patienten verglichen mit Patienten reinipolaren Stérung und
Kontrollen. Fir den orbitofrontalen Kortex wurder fideide Patientengruppen eine
hohere neuronale Dichte als bei angepassten Veingféllen gemessen. Dies wirkt
sich natdrlich auch bis zu einem gewissen GraddaufAnzahl der Fasern aus und
damit selbsterklarend auch auf die Anzahl der FFaske sich GAD-ir darstellen.

In einer Arbeit von Sherman et al. von 1990 kongezeigt werden, dass die
Ausschittung von GABA an ungefrorenen Hirnen dehntlhoher liegt als an
gefrorenen Hirnen. Auch wenn man dies heute beitltkgen kann, muss man
davon ausgehen, dass die Experimente und Methodeoh dviele Faktoren
beeinflusst und damit die Resultate verandert wekid@nen. In der Zukunft liegt es,
diese Fehlerquellen zu beseitigen.



Zusammenfassung 68

5. Zusammenfassung

In der Pathophysiologie affektiver Stérungen wingdeeBeteiligung der GABAergen
Neurotransmission angenommen. Die Glutamatdecatasxy (GAD) ist das
Schlisselenzym der GABA-Synthese. Um GAR zu detektieren, wurde eine
immunhistochemische Farbung mittels eines monokéonantikbrpers in den
Arealen des dorsolateralen préafrontalen Kortex, ddstofrontalen Kortex, des
anterioren Gyrus cinguli, des entorhinalen Kortier, hippocampalen Formation und
des mediodorsalen und laterodorsalen Thalamus gefichrt.

Ziel dieser Arbeit war es, Unterschiede im Vorkommeon GAD im Gehirn
zwischen den einzelnen Gruppen und im Vergleichamiiepassten Vergleichsfallen
herauszuarbeiten und einen mdoglichen Einfluss Imggfdger Medikation
nachzuweisen. Besonderes Augenmerk wurde auf dieht®i des GAD-
immunreaktiven Neuropils, einschliel3lich der syrsgbien Terminalen, gelegt.

Die Studie wurde an Gehirnen von 10 unipolaren lihtbipolaren Patienten (wovon
14 depressiven Patienten durch Selbsttétung uratiérifen eines natirlichen Todes
starben) sowie 18 angepassten Vergleichsfallerhdefahrt.

Im Vergleich der beiden grofen Unterformen der kdiffen Storungen und der
Kontrollpersonen zeigten vier der acht untersuchteegionen signifikante
Ergebnisse. Die linke CAl1-Region wies bei den ukip®epressiven eine hdhere
Faserdichte auf als die angepassten Vergleichspemsand die bipolaren Patienten.
Fur den linken dorsolateralen prafrontalen Koréegab fur die Schicht V hohere
Werte bei den unipolaren Patienten und den Komfmollverglichen mit den
Bipolaren. In der Schicht Il konnte das nur fle dinipolar Depressiven festgestellt
werden. Die Untersuchung der beiden Regionen inrggten Hemisphéare zeigte
keine Unterschiede in den Faserdichten. Der emtaldi Kortex wies in beiden
Hemispharen in den Schichten lll und V niedrigeresdfdichten auf Seiten der
Kontrollen im Vergleich mit den unipolar depressivieatienten auf. In der Schicht
[Il beider Hirnhalften sind die niedrigeren Wertach signifikant gegenuber den

bipolaren Patienten. Im rechten Ncl. laterodorsafeslami wurden ebenfalls
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signifikant hohere Dichten bei den Unipolaren alei bden angepassten
Vergleichsféallen gemessen.

Diese Ergebnisse weisen im Zusammenhang mit dennfacéhpublizierten Mangel
an GABA bei den affektiven Storungen mdglicherwemé eine Storung der
Transmitterausschittung an den Synapsen hin.

Zudem lasst sich diese Arbeit in das Konzept depaglar continuum theory*
einordnen, welche von einem flieRenden Ubergangsawin Schizophrenie,
bipolarer Stérung und Major Depression ausgeht. @ruppenvergleich der
Suizidenten, der Nichtsuizidenten und der Kontrolergab sich in finf der acht
ausgewerteten Regionen eine Signifikanz.

Patienten, die sich suizidierten, wiesen hohererdashten an GAD-ir Neuropil auf
als depressive Patienten, die durch eine naturliétsache starben. Diese Aussage
trifft fir die linke CAl-Region zu. Hier waren di¥/erte auch gegenuber den
Kontrollen signifikant erhéht. Ahnliches gilt aucfiir die Region des linken
dorsolateralen prafrontalen Kortex zu. Zusatzlidhdsin der Schicht V die
Faserdichten von Kontrollen noch hoher ausgefadenbei den Patienten ohne
suizidales Potenzial. Die Auswertung des entorkmaKortex erbrachte eine
hochsignifikant hohere Dichte an GAD-ir Neuropili lben Suizidenten, verglichen
mit den Kontrollen. Zusétzlich waren die Werte daf linken Seite und der rechten
Schicht V auch gegeniber den Patienten ohne slézidendenzen erhoht. In der
Schicht 1l der rechten Hemisphére zeigten sich Eligebnisse der Vergleichsfalle
signifikant niedriger als bei der letzt genannRatientengruppe. Die untersuchten
Areale des Gyrus dentatus und des Ncl. mediodarghlglami wiesen ebenfalls
hohere Faserdichten bei den Patienten mit Suizdpiad als bei denen ohne. Die
Vergleichsfélle liegen im Durchschnitt zwischen denden Patietengruppen. Daraus
entsteht die Annahme, dass Patienten ohne suigidai¢ential ein GAD-Defizit
aufweisen. Im Gegenzug dazu spricht nach den Erggdm dieser Arbeit alles fur
eine gewisse Uberfunktion der GlutamatdecarboxytesePatienten mit suizidalem

Verhalten.
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Einschrankungen, die bei dieser Arbeit gemacht emjssind zum einen die geringe
Fallzahl innerhalb der einzelnen Gruppen und zudeeen sind die fehlenden Daten
Uber langerfristigen Substanzkonsum. Des Weitesemie Methode, die in dieser
Arbeit verwendet worden ist, noch nicht sehr esblund nur mit einem gewissen
Mald an Subjektivitat behaftet.

Eine Besonderheit dieser Studie war es, GAD-ir Npilir einschlie3lich der
Terminalen, in den Mittelpunkt der Aufmerksamkeit @icken. In den meisten
Arbeiten Uber GAD wurde die 67-Isoform hervorgehulen Unterschied dazu ging
es in dieser Auswertung an den Dendriten, syndpisd erminalen und im Neuropil
vordergrindig um die Isoform GAR

Insgesamt unterstitzen die erhobenen Befunde dpotHgse Uber eine relevante
Beteiligung GABAerger Mechanismen an den pathomhggischen Veranderungen
bei affektiven Stérungen.
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