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Kurzreferat:

Wahrend depressiver Episoden wurden erhdéhte Konzentrationen
proinflammatorischer Zytokine sowie vermehrte Monozytenzahlen im peripheren Blut
beschrieben. Post-mortem-Studien ergaben zudem Hinweise darauf, dass solche
peripheren Immunprozesse von einer zerebralen Mikrogliaaktivierung begleitet sein
konnte. Interessant sind hier insbesondere Subregionen des anterioren Cingulums
(ACC) in denen depressionsassoziierte Veranderungen der glutamatergen
Neurotransmission beschrieben wurden. Deshalb wurde im Rahmen der vorliegenden
Promotionsarbeit immunhistochemisch die mikrogliale Expression des endogenen N-
Methyl-D-Aspartat-(NMDA)-Glutamatrezeptor-Agonisten  Chinolinsdure (ChS) im
subgenualen und pragenualen ACC (sACC,pACC) sowie im anterioren mittleren CC
(aMCC) von sieben Patienten mit unipolarer Depression (UD) und flnf mit bipolarer
Depression (BS) im Vergleich zu zehn neuropsychiatrisch Gesunden untersucht.
Depressive Patienten zeigten eine signifikant hohere Dichte ChS-positiver
Mikrogliazellen im sACC (p=0,006) und aMCC (p=0,043), nicht jedoch im pACC. Post-
hoc-Analysen ergaben, dass die signifikanten Unterschiede auf die Falle mit UD
zurickzufuhren waren. Diese Ergebnisse weisen auf eine mdgliche Verbindung
zwischen Immunsystem und Neurotransmission bei akuter Depression hin. Die
Hochregulation von ChS wurde in Hirnregionen gefunden, die auf eine Therapie durch
den NMDA-Rezeptor-Antagonisten Ketamin ansprechen. Weiterfiihrende Studien
kénnten zu einem besseren Verstandnis der Pathophysiologie affektiver Stérungen
fuhren und den Weg fiir neue Immun- und Glutamat-modulierende Therapiestrategien

bereiten.

Schlusselworter: Affektive Stérungen, unipolare Depression, bipolare Stérung,
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Einleitung

1 Einleitung

Affektive Stérungen (AS) sind vorrangig durch eine klinisch relevante Veranderung
der Stimmungslage definiert.

Erste Erwahnungen einer krankhaft veranderten Affektivitat finden sich bereits in der
antiken Viersaftelehre im Corpus Hippocraticum (5. Jahrhundert vor Christus) unter
dem Begriff der Melancholie (von griechisch ,melos®: schwarz, und ,cholos®: Galle).
Es war der erste Versuch einen auffallend traurigen Gemitszustand als organisch
bedingt, im Sinne einer Multisystemerkrankung, anzusehen. Seitdem war der Begriff
der affektiven Stérungen einem standigen Wandel unterzogen. Jiingste Diagnose-
und Klassifikationssysteme zielen vor allem auf eine Beschreibung der Symptome ab
(1). Zusatzlich zu den Stérungen der Affektivitdt und den damit einhergehenden
Beeintrachtigungen der Kognition lassen sich oft vegetative Symptome sowie
Stérungen der sozialen Interaktion aufzeigen.

Die beiden Hauptformen der affektiven Stérungen, die mit einer Lebenszeitpravalenz
von zusammen etwa 20% eine der haufigsten Erkrankungen darstellen (2), bilden die
unipolare Depression (UD, ICD-10: Rezidivierende depressive Stérung, DSM-IV:
Major Depression) und die bipolare Stérung (BS, ICD-10: bipolare Stérung, DSM-IV:
Bipolar Disorder).

Der Begriff der Depression (von lat. deprimere = niederdrticken) erhielt seinen Einzug
in die medizinische Nomenklatur wahrend der ersten Halfte des 19. Jahrhunderts,
wobei er anfanglich allen Patienten mit einer sogenannten Minussymptomatik
(psychische Unterfunktion) zuteil wurde. Heute stellt er einen symptomorientierten
Oberbegriff mit einer deutlich engeren inhaltlichen Ausrichtung dar (3). Der uniporalen
Depression kommt aufgrund ihrer Haufigkeit innerhalb der affektiven Stérungen die
groflte Bedeutung zu. Untersuchungen der Weltgesundheitsorganisation (WHO) und
der Weltbank zufolge nahm die Major Depression 1990 den vierten Rang der 15
Hauptursachen fur ,verlorene Lebensjahre durch schwerwiegende Behinderung oder
Tod“ (,disability adjusted life years®, DALY) ein (4).

Die Komplexitdt des Krankheitsbildes hat zahlreiche Theorien zur Atiologie und
Pathophysiologie der Erkrankung hervorgerufen. Man geht heute bei den affektiven
Stérungen von einer multifaktoriellen Atiopathogenese im Sinne eines Vulnerabilitats-
Stress-Modells aus, bei dem sowohl genetische als auch psychosoziale Faktoren
sowie neurobiologische Erklarungsansatze eine Rolle spielen.

Die hohe Zahl an Therapieversagern (5) demonstriert deutlich, dass die
Pathophysiologie affektiver Stérungen nicht hinreichend geklart ist und dass ein

umfassenderes Verstandnis der neurobiologischen und neurobiochemischen
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Vorgange unabdingbar ist, um die therapeutischen Méglichkeiten im Rahmen eines

multimodalen Behandlungskonzeptes zu optimieren.

1.1 Neurobiochemische Modelle zur Atiopathogenese von affektiven

Stoérungen

Die neurobiochemischen Modelle zur Atiopathogenese von affektiven Stdrungen
beziehen sich auf verschiedene Neurotransmitter. Im Mittelpunkt der Forschung
stehen dabei das monoaminerge und das glutamaterge System. Es geht hierbei nicht
nur um die isolierte Betrachtung der Transmitterkonzentrationen im synaptischen
Spalt, sondern in erster Linie um eine Dysbalance diverser Neurotransmitter sowie

Veranderungen auf der Rezeptorebene.

1.1.1 Das serotonerge System

Serotonin, auch 5-Hydroxytryptamin (5-HT), ist ein biogenes Amin, welches sowohl
ein Gewebshormon als auch einen Neurotransmitter darstellt. Die Synthese erfolgt
vorwiegend in den enterochromaffinen Zellen der Darmschleimhaut aus L-Tryptophan.
Da Serotonin die Blut-Hirn-Schranke (BHS) nicht tGberwinden kann (6), muss auch
eine zentrale Biosynthese stattfinden. Im Zentralen Nervensystem (ZNS) wird 5-HT
ausschlie8lich in den Raphekernen im Hirnstamm synthetisiert und gelangt Uber
serotonerge Bahnen zum Cortex, Hippocampus, Thalamus und Striatum sowie
zahlreichen anderen Hirnstrukturen (7). Im menschlichen Organismus unterscheidet
man zurzeit sieben verschiedene 5-HT-Rezeptor-Untergruppen, 5-HT .7, die ihrerseits
insgesamt 15 strukturell und pharmakologisch unterschiedliche Subtypen bilden. Der
5-HT;-Rezeptor ist ein ligandengesteuerter lonenkanal, alle anderen 5-HT-Rezeptoren
sind  G-Protein-gekoppelte = Rezeptoren mit  second-messengergesteuerter
Signaltransduktion (8). Die grofte Zahl verschiedener 5-HT-Rezeptoren ist auch fir
die mannigfachen Wirkungen des Serotonins verantwortlich: Neben der Beteiligung an
Blutdruckregulation, Blutgerinnung und Darmmotilitdt, nimmt 5-HT auch Einfluss auf
den Schlaf-Wach-Rhythmus (9;10), die Temperaturregulation (11), den Appetit sowie
die sexuelle Aktivitat. Ferner werden auch eine Beteiligung bei Impulskontrolle,
Lernfahigkeit und Gedachtnis angenommen (6;12). Im Rahmen affektiver Stérungen
kommt in erster Linie dem 5-HT,4- Rezeptor eine zentrale Bedeutung zu. Er kommt im
ZNS sowohl pra- als auch postsynaptisch vor und spielt eine wichtige Rolle bei
Lernvorgangen und Affektivitdt (8). Daruber hinaus ist der 5-HTs,-Rezeptor als
Zielstruktur bei der Behandlung zentralnervéser Erkrankungen, wie Angstzustanden

und depressiven Stdérungen, von pharmakologischem Interesse (13). Mittlerweile
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werden jedoch auch weitere Untergruppen, wie der 5-HT,x- und 5-HT3x-Rezeptor, mit
affektiven Stérungen bzw. deren pharmakologischer Behandlung (14) in Verbindung
gebracht. Dies liegt vor allem an ihrer funktionellen Bedeutung bei der Regulation des
Schlafverhaltens und der Entstehung von Angst (8).

Seit Uber 40 Jahren ist die sogenannte Amindefizithypothese eine wichtige
Komponente der neurobiologischen Erklarungsansatze depressiver Stérungen. Neben
einem verminderten Angebot des Neurotransmitters Noradrenalin, spielt hierbei die
serotonerge Dysregulation die wichtigste Rolle (3;15). Beispielsweise |asst sich die bei
Patienten mit affektiven Stérungen oft beobachtete verminderte kognitive
Leistungsfahigkeit (16) auch durch einen artifiziell herbei gefihrten 5-HT-Mangel
hervorrufen (17). Weitere Hinweise auf ein serotonerges Defizit geben nicht zuletzt die
Wirkmechanismen der modernen antidepressiven Medikamente (18). In erster Linie
sind in diesem Kontext die selektiven Serotonin-Wiederaufnahme-Hemmer (SSRI) zu
nennen, welche zu einer erhdhten Konzentration sowie zu einem langeren Verbleib
von Serotonin im synaptischen Spalt fihren. Doch auch die alteren Medikamente
beeinflussen besonders die serotonerge  Neurotransmission:  Trizyklische
Antidepressiva hemmen, zumindest als eine der Wirkkomponenten, den Transport
von 5-HT aus dem synaptischen Spalt, Monoaminooxidasehemmer (MAO-Hemmer)
inhibieren den Abbau der biogenen Amine, einschlieRlich Serotonin, allgemein (19).
Aufgrund der Tatsache, dass 5-HT im Gegensatz zu seinen Vorstufen Tryptophan und
5-Hydroxytryptophan (5-HTP) die Blut-Hirn-Schranke nicht passieren kann, wird
angenommen, dass ein peripher verminderter Tryptophanspiegel zu einem
verminderten Angebot von Serotonin im ZNS fihrt. Im Umkehrschluss kann
angenommen werden, dass durch eine Tryptophandepletion eine depressive
Symptomatik ausgeldst bzw. durch Tryptophangabe eine depressive Symptomatik
verbessert werden kann. Eine negative Veranderung der Stimmungslage durch
Tryptophandepletion kann zwar nicht eindeutig demonstriert werden (20), jedoch gibt
es Hinweise darauf, dass bei Vorliegen einer entsprechenden Vulnerabilitat, wie
situativ bedingte Stressoren (20) oder eine abgelaufene depressive Episode (21), eine
akute Tryptophandepletion negativen Einfluss auf das aktuelle emotionale Erleben
hat. Positivere Ergebnisse erzielten die Versuche eine bestehende depressive
Symptomatik durch die Gabe von 5-HTP zu verbessern (22). Auch konnte gezeigt
werden, dass die zentrale 5-HT-Synthese durch orale Tryptophanaufnahme bis auf
das Zweifache gesteigert werden kann (23). Birdsall et al. geben einen gut
recherchierten Uberblick iber 15 Studien mit dem Ziel die Wirksamkeit der 5-HTP-

Gabe zu beurteilen: 56% der depressiven Patienten (unipolar Depressive und bipolar
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Depressive) zeigten eine signifikante Verbesserung der depressiven Symptomatik
nach einer Therapie mit 5-HTP (24).

Zusammenfassend ist festzustellen, dass es viele Hinweise auf eine Beteiligung des
serotonergen Systems bei der Atiopathogenese von affektiven Stérungen gibt. Die
bisherigen Erkenntnisse reichen jedoch nicht aus um die pathophysiologischen
Zusammenhange vollstandig zu erklaren. Folglich scheint bei der Entstehung der
affektiven Storungen nicht nur ein Transmittersystem involviert zu sein. Unterstitzt
wird diese Hypothese unter anderem dadurch, dass die Gabe antidepressiver
Medikamente nicht nur das monoaminerge System beeinflusst: SSRI's (Fluoxetin,
Paroxetin) und trizyklische Antidepressiva (Desipramin) fihren neben einer erhdhten
5-HT-Konzentration im synaptischen Spalt auch zu einer vermehrten Expression von

Glutamattransportern (VGLUT1) im Gyrus Cinguli sowie im Hippocampus (25).

1.1.2 Das glutamaterge System

Die nicht-essentielle Aminosaure Glutamat (Glutaminsaure, L-Glutamat, Glu) gilt als
der bedeutendste Transmitter der exzitatorischen synaptischen Signallbertragung im
ZNS der Wirbeltiere (26). Seine Wirkungen entfaltet Glu Uber zahlreiche Rezeptoren.
Diese sind in metabotrope (mGlu) und ionotrope (iGlu) Rezeptoren unterteilt. Die
mGlu steuern Uber G-Proteine intrazellulare Stoffwechselvorgéange. Die iGlu fihren
nach Aktivierung zum Eintritt von Kationen in die Zelle und setzen somit Ca**-
abhangige intrazellulare Signalkaskaden in Gang, die Uber neurotrophe Faktoren die
neuronale Modifizierung bestimmen. Die iGlu sind nach ihren synthetischen
Agonisten, die zur jeweiligen Aktivierung fuhren unterteilt: a-Amino-3-hydroxy-5-
methyl-4-isoxazol Proprionsaure- (AMPA), N-methyl-D-aspartat- (NMDA), und Kainat-
Rezeptoren (27).

Unter physiologischen Bedingungen spielt Glutamat unter anderem eine wichtige
Rolle in der synaptischen Plastizitat. Diese beschreibt die aktivitdtsabhangige Starke
der synaptischen Signallbertragung, welche als Grundlage fir neurophysiologische
Mechanismen wie Lernprozesse und Gedachtnis angesehen wird (28). Hierbei spielen
die ionotropen Glu-Rezeptoren vom NMDA-Typ (NMDAR) eine entscheidende Rolle.
Durch ihre Besonderheit der pra- und postsynaptischen Prasenz kommt es zu einer
Leitfahigkeitserh6hung, welche als eines der wesentlichen Elemente flr die Induktion
der synaptischen Plastizitdt gilt und damit den molekularen Mechanismus flr
Prozesse wie Lernen und Gedachtnis im Ansatz erklarbar macht (29;30). Bei hohen
Konzentrationen oder pathologischer Uberaktivitat gilt Glu jedoch als stark
exzitotoxisch. Das heit, dass eine exzessive Stimulation die neuronale

Lebensfahigkeit durch Behinderung struktureller und funktioneller Integritat gefahrdet.
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Folglich kann es sowohl zur direkten als auch zu einer verzogert auftretenden
Neurotoxizitat kommen.

Die glutamaterge Synapse besteht im Prinzip aus drei Komponenten: der Prasynapse,
der Postsynapse und einer Gliazelle, in der Regel einem Astrozyten oder einer
Mikrogliazelle (siehe Abbildung 1) (31). Die Depolarisation der Prasynapse induziert
einen erhdhten Ca?*-Einstrom mit folgender Glu-Freisetzung aus den Vesikeln der
Prasynapse in den synaptischen Spalt. Der Effekt an der Postsynapse wird durch
verschiedene Glu-Rezeptoren vermittelt. Der Na*-Einstrom durch AMPA-Rezeptoren
fuhrt zu einer Depolarisation der postsynaptischen Membran. Erst jetzt kommt es zur
Aktivierung des NMDAR und zum weiteren Ca*-Einstrom in die postsynaptische
Membran und damit zur Induktion zahlreicher Ca**-abhangiger Signalkaskaden (31).
Die Aufnahme von Glu in die Gliazellen oder das Re-Uptake in die Prasynapse
terminiert die Wirkung des Glu. Die Wiederaufnahme erfolgt grof3tenteils Uber die
Transporter fir exzitatorische Aminosduren (EAAT), die unspezifisch alle
exzitatorischen Aminosauren transportieren. Der gliale Glu-Transporter EAAT-2 ist
ausschlielBlich auf Astrozyten lokalisiert, mit besonders hoher Expression im
cerebralen Cortex (32;33). Zudem ist er an fast 90% des gesamten Glu-Uptakes
beteiligt (34;35). In den Gliazellen wird Glu von der Glutaminsynthetase (GS) in
Glutamin und in a-Ketoglutarat umgewandelt und kann so der Glutamatsynthese in

den Nervenendigungen wieder zur Verfligung gestellt werden (36).
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Abbildung 1: Die glutamaterge Synapse
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Abbildung modifiziert nach Machado-Vieira et al. (31)

Abkiirzungen: AMPA  a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazol  Proprionsdure-Rezeptor;
NMDAR N-methyl-D-aspartat-Rezeptor; mGlu metabotroper Glutamat-Rezeptor; EAAT
excitatory amino acid transporter; GS Glutaminsynthetase

Anmerkungen:
Prasynaptisches Neuron: durch spannungsgesteuerte Na+-Kanale kommt es zum Anstieg der

intrazelluldren Na+-Konzentration. Die folgende Depolarisation erhdht den Ca”*-Einstrom und
fuhrt somit zur Fusion der glutamatergen Vesikel mit der prasynaptischen Membran. Es kommt
zur Glutamatfreisetzung in den synaptischen Spalt.

Postsvnaptlsches Neuron: die Akt|V|erung postsynaptischer AMPA-Rezeptoren fiuhrt zum
Einstrom von Na® (geringfiigig auch Ca®*) und somit zur Depolarisation der postsynaptischen
Membran. Erst durch die Bindung von Glutamat und Glycin an den NMDAR sowie durch dle
Depolarisation der Membran kommt es zur Akt|V|erung der NMDAR und somit zum Ca?*-
Einstrom in die Postsynapse. Durch den ca’ “_Anstieg werden intrazelluldre Signalkaskaden
zur neuronalen Modifizierung und Differenzierung in Gang gesetzt.

Gliazelle: Mit Hilfe von Glutamat-Transportern (EAAT) kommt es durch die Aufnahme des
Glutamats in die Gliazelle zur Beendigung der glutamatergen Neurotransmission. Intraglial
wird Glutamat durch die Glutaminsynthetase zu Glutamin umgewandelt, dieses wird wieder in
das prasynaptische Neuron transportiert und steht dort wieder der Glutamatsynthese zur
Verfugung.
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Veranderungen im glutamatergen System werden mit der Pathophysiologie
verschiedenster Krankheitsbilder, wie Amyotrophe Lateralsklerose (ALS), Chorea
Huntington, Schizophrenie und Angststérungen in Verbindung gebracht (37). Eine
potentielle Dysfunktion der glutamatergen Neurotransmission in der Entstehung von
affektiven Stérungen rickte in den letzten Jahren zunehmend in den Blickpunkt der
Forschung. Es wird davon ausgegangen, dass eine abnorme Aktivitat im
glutamatergen System zu Beeintrachtigungen der synaptischen und neuronalen
Plastizitat flhrt, welche auch bei Patienten mit schweren oder wiederkehrenden
affektiven Stérungen beobachtet werden (26).

Erste Hinweise auf eine Beteiligung des Glutamatsystems bei der Entstehung von
affektiven Stérungen geben zahlreiche Studien Uber die Auswirkungen der
Verabreichung von NMDAR-Antagonisten. Crane et al. beobachteten schon 1959
einen antidepressiven Effekt bei der Gabe von D-Cycloserin, einem NMDAR-
Modulator, der in hohen Dosen vor allem als NMDAR-Antagonist wirkt (38). Es folgten
weitere tierexperimentelle Studien, die anderen NMDAR-Antagonisten, wie MK-801
(Dizocilpine), Ketamin und Memantin antidepressive Effekte zusprachen (39-41).
Besondere Aufmerksamkeit galt einer Publikation von Zarate et al., in der ein
anhaltender antidepressiver Effekt nach Einmalgabe von Ketamin bei
therapieresistenter Depression geschildert wurde (42). Infolge der Antagonisierung
der NMDAR kommt es neben ansteigenden Glu-Konzentrationen im anterioren
Cingulum (43), vor allem pragenual, zu einem Anstieg der Noradrenalin- und
Serotoninspiegel im ZNS, was als Erklarungsansatz flr die antidepressive Wirkung
der Substanzen betrachtet wird (44). Der zugrundeliegende Mechanismus dabei ist
bisher nicht geklart. In diesem Zusammenhang wird eine Beteiligung GABAerger
Interneurone diskutiert (45). Dabei wird davon ausgegangen, dass es als Folge der
Antagonisierung von NMDAR der GABAergen Interneurone (46;47) in corticalen
und/oder subcorticalen Strukturen zu einer fehlenden Hemmung glutamaterger
Neurone und somit zur gesteigerten Glu-Freisetzung kommt (48).

Auch Lamotrigin, ein Antikonvulsivum, welches die Glutamatfreisetzung durch
Modulation der Natrium-, Calcium- und Kaliumkanale reduziert, wird effektiv zur
Phasenprophylaxe, vor allem zur Pravention depressiver Episoden, bei der Bipolar-II-
Stérung eingesetzt. Zudem wird Lamotrigin als Adjuvans bei der Behandlung von
therapieresistenten bi- und unipolaren Depressionen angewendet (49;50).

Im Folgenden werden die Ergebnisse einiger Studien beziglich glutamaterger

Veranderungen bei affektiven Stérungen zusammenfassend dargestellt (siehe Tabelle

1).
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In diversen bildgebenden Studien konnte der Glu-Metabolismus bzw. das Vorkommen
von GIx (Glutamat + Glutamin) mittels der Protonen-Magnetresonanzspektroskopie
(H1-MRS) dargestellt werden. In diesen Studien wird bei unipolar Depressiven von
vermindertem GIx im anterioren Cingulum (ACC), vor allem pragenual (51;52), im
linken dorsolateralen prafrontalen Cortex (DLPFC) (53) sowie in der Amygdala (54)
und im linken Hippocampus (55) berichtet. Ferner wird eine Normalisierung der Glx-
Konzentrationen im DLPFC und im ACC nach erfoglreicher elektrokonvulsiver
Therapie (EKT) beobachtet (52;53). Eine weitere Untersuchung mittels H1-MRS, in
der Glutamat separat betrachtet wurde, zeigt erhéhte Glu-Spiegel insbesondere im
okzipitalen Cortex unmedizierter depressiver Patienten (56). Die Frage, ob sich Glx
und Glu gleichgerichtet verandern, ist nicht geklart.

Weitere H1-MRS-Studien demonstrierten bei Patienten mit bipolarer Stérung,
unabhangig von der Krankheitsphase (depressiv, euthym, manisch), ein erhdhtes
corticales Vorkommen von Glx in folgenden Hirnregionen: ACC, medialer PFC (57),
DLPFC (58) und Hippocampus (59).

Des Weiteren wurde bei Bipolaren eine verminderte Bindung von MK-801 im
Hippocampus beobachtet, was auf eine erhéhte Glutamatkonzentration mit daraus
resultierender Herunterregulation der entsprechenden Rezeptoren hinweisen kdénnte
(60).

In Post-mortem-Untersuchungen konnte ein erhéhter Glu-Gehalt im frontalen Cortex
von Patienten mit bipolarer Stérung und unipolarer Depression nachgewiesen werden
(61).

Untersuchungen des Glutamats im Liquor sind weder konsistent noch vergleichbar.
Es wurden sowohl ein erhdhtes Glu-Vorkommen im Liquor von unmedizierten akut-
depressiven Patienten (62) beschrieben, als auch physiologische Glu-
Konzentrationen bei therapieresistenten medizierten depressiven Patienten (63) und
verminderte Glu-Spiegel bei Patienten mit refraktarer bipolarer Stdorung, die
mindestens eine Woche vor Beginn der Studie keine Medikation erhielten (64).

Auch bezuglich des peripheren Glutamats wurden Veranderungen bei Patienten mit
affektiven Stérungen aufgezeigt. Bei unipolar Depressiven wurden erhdhte Glu-
Konzentrationen in Plasma und in Serum beobachtet (65-67). Maes et al. schilderten
keine signifikante Abweichungen der Glu-Spiegel bei unipolar Depressiven im
Vergleich zu gesunden Vergleichspersonen. Sie konnten jedoch eine Reduktion nach
funfwdchiger antidepressiver Therapie demonstrieren (68).

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass viele Studien bezilglich Veranderugen im
glutamatergen System durchgefiihrt wurden, die trotz mangelnder Vergleichbarkeit

vornehmlich Abweichungen von physiologischen glutamatergen Verhaltnissen
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aufzeigen. Zu Uberwiegend konsistenten Befunden kommen die bildgebenden
Studien, in denen eine Reduktion von GlIx bei unipolar Depressiven demonstriert wird
sowie die Plasmauntersuchungen, die einen erhéhten Glu-Spiegel bei unipolar
Depressiven zeigen. Es ist nicht klar, ob sich das Vorkommen von GIx und Glu
gleichgerichtet verandert. Trotzdem sei hier angemerkt, dass ein kontrares Verhalten
des peripheren und zentralen Glutamats ein bekanntes, nicht geklartes Phanomen ist,
das sowohl bei Patienten als auch bei gesunden Vergleichspersonen auftritt (69).

Zudem sind die dargestellten Befunde in Bezug auf den Glu-Gehalt im Liquor von den
Ergebnissen der bildgebenden Studien abzugrenzen, da im Liquor nur der integrale,
d.h. der aus dem gesamten ZNS stammende Glu-Gehalt bestimmt werden kann. In
verschiedenen Hirnregionen kann die Glu-Konzentration dagegen unterschiedlich
hoch sein. Daher ist es wichtig bestimmte Hirnregionen isoliert und nicht das Glu-
Vorkommen als Ganzes zu betrachten. Auf die Frage welche Regionen bei affektiven
Stérungen von Relevanz sind und in welchen folglich eine Veranderung im
glutamatergen System erwartet werden kann, wird im weiteren Verlauf dieser Arbeit

noch eingegangen.
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1.2 Immunologische Veranderungen bei affektiven Stérungen

Neben den bisher beschriebenen Erkldrungsansatzen spielt auch das
neuroinflammatorische Konzept eine zunehmende Rolle bei der Erforschung der
pathophysiologischen Zusammenhange von affektiven Stérungen.

Erste Hinweise auf die Beteiligung neuroinflammatorischer Prozesse an der
Pathogenese von depressiven Stérungen geben die bekannten neuropsychiatrischen
Nebenwirkungen einer Therapie mit Interferon-a. (INF-a) (70;71). INF-o ist ein
proinflammatorisches Zytokin mit starken immunmodulatorischen und antiviralen
Eigenschaften und wird vor allem zur Therapie von Hepatitis C eingesetzt. Die
Ursache flir die neuropsychiatrischen Nebenwirkungen ist nicht geklart. Es gibt jedoch
klinische Studien die zeigen, dass 30 - 40 % der Patienten unter einer Therapie mit
INF-o. depressive Symptome entwickeln (72). Aber nicht nur die Entwicklung einer
depressiven Symptomatik infolge einer Aktivierung des Immunsystems wurde
beschrieben, sondern auch die Verbesserung einer bestehenden depressiven
Symptomatik infolge anti-inflammatorischer Therapien. Einige Studien demonstrierten,
dass bei depressiven Stérungen eine immunmodulatorische Therapie zusatzlich zur
antidepressiven Pharmakotherapie vorteilhaft bezlglich der Symptom-Remission ist.
Mendlewicz et al. zeigten in einer ,open-label-Studie“, dass Acetylsalicylsaure (ASS),
welches sowohl die Cyclooxygenase-1 (COX-1) als auch die COX-2 hemmt und zur
Senkung der Prostaglandinsynthese (PGEZ2) flihrt, als Adjuvans zu Fluoxetin (SSRI)
bei depressiven Patienten zu einer gesteigerten Remissionsrate flihrt. Dies zeigte sich
besonders bei Patienten, die unter alleiniger Fluoxetin-Therapie als Therapieversager
eingestuft wurden (73).

Prostaglandin E2 (PGE2) ist ein Gewebshormon, welches an Entziindungsprozessen
malfigeblich beteiligt ist. Es wird infolge Stimulation durch Entziindungsmediatoren,
wie Zytokine, in diversen Zellen des Immunsystems, insbesondere in Monozyten,
Makrophagen und Mikroglia synthetisiert. Auch mit depressiven Stérungen wurde
PGE2 bereits in Verbindung gebracht. Unter anderem wurden erhdhte Spiegel in Li-
quor (74), Serum (75) und Speichel (76) depressiver Patienten gefunden. Und bereits
vor mehr als 20 Jahren kam es zu der Annahme der Hemmung von PGE2 durch
trizyklische Antidepressiva (77). Yaron et al. zeigten in einer In-vitro-Studie, dass
sowohl SSRIs als auch trizyklische Antidepressiva die zytokininduzierte PGE2-
Produktion durch inflammatorische Zellen abschwachen (78).

Neben ASS als Adjuvans einer antidepressiven Pharmakotherapie konnten auch
Erfolge mit selektiven COX-2-Hemmern (Celecoxib) erzielt werden. Eine deutliche

Verbesserung der Symptomatik von organisch gesunden depressiven Patienten
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stellte sich unter einer Therapie mit Reboxetin (selektiver Noradrenalin-
Wiederaufnahme-Hemmer, NARI) in Kombination mit Celecoxib im Vergleich zu einer
Therapie unter Reboxetin in Kombination mit einem Placebo dar (79).

Die Theorie, dass immunologische Veranderungen an der Entstehung und
Aufrechterhaltung von affektiven Stérungen beteiligt sind, wird auch durch das Modell
des so genannten ,sickness behaviour” unterstiitzt. Dies beschreibt eine
unspezifische Reaktion von Geist und Koérper auf Infektionen und Entziindungen,
welche durch Adynamie, Antriebslosigkeit, Schlaf- und Konzentrationsstérungen,
Interessensverlust sowie weiteren Symptomen einhergeht (80-82). Dieser
Symptomenkomplex, der vor allem bei infektidsen und autoimmunen Erkrankungen
deutlich wird und dessen Ursprung in der Aktivierung des Immunsystems vermutet
wird, findet sich auch bei depressiven Patienten (81;82). Die Tatsache, dass eine
depressive Symptomatik im Rahmen einer infektidsen Erkrankung voll reversibel ist,
gibt Grund fir die Annahme, dass bei der Entstehung von affektiven Stérungen neben
einer Uberschiellienden oder fehlerhaft ablaufenden Immunantwort noch andere
Faktoren eine Rolle spielen mussen, die diese begunstigen bzw. aufrechterhalten.

Die  neuroinflammatorische  Hypothese wird zudem durch  weitgehend
Ubereinstimmende Befunde darlber unterstlitzt, dass bei depressiven Erkrankungen
eine Aktivierung des proinflammatorischen Systems vorliegt. In diesem Sinne wurde
ein Anstieg von Interleukin-6 (IL-6) (83-85), l6slichen IL-2-Rezeptoren (s-IL-2R) und
Transferrin-Rezeptoren (Trf-R) (83;85;86) beobachtet, wobei der s-IL-2R als ein Maf}
fur die T-Zell-Aktivierung betrachtet werden kann. Auch wurde von erhéhten Spiegeln
des Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) (87) und Interferon-y berichtet (88). Andere
Untersuchungen demonstrierten eine Erhéhung weiterer Entzindungsindikatoren bei
depressiven Patienten. Zu nennen ist hier in erster Linie Neopterin (89-91), neben IL-6
ein empfindlicher Marker flr die Aktivierung von Monozyten. Hinweise auf eine
Monozytose im Blut depressiver Patienten bestehen ebenfalls (92;93).

Eine wichtige Frage die sich in diesem Kontext stellt ist, wie Veranderungen des
peripheren Immunsystems zu Stérungen der Neurotransmission bei unipolarer
Depression und bipolarer Stérung fihren kénnen.

Dantzer et al. nehmen an, dass systemische Inflammationen im ZNS wiedergespiegelt
werden. An diesem Prozess sind sowohl afferente neuronale Verbindungen, als auch
makrophagen-ahnliche Zellen der zirkumventrikuldren Organe und Zytokintransporter
in der Blut-Hirn-Schranke (BHS) beteiligt. Zusammen fiihren diese Komponenten
dazu, dass proinflammatorische Zytokine, je nach Rezeptorverteilung, in

verschiedenen Hirnregionen zu Stérungen der Neurotransmission flihren kénnen (94).
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1.2.1 Die Bedeutung der Mikroglia

Eine zentrale Rolle in der Frage nach der Interaktion zwischen Immunsystem und
ZNS spielt auch die Mikroglia. Sie macht ca. zehn Prozent aller Gliazellen aus und
stellt als Zellen myelomonozytaren Ursprungs im Prinzip das Immunsystem des ZNS
dar. Man geht davon aus, dass die Vorlaufer der Mikroglia bereits wahrend der friihen
Embryonalentwicklung in das ZNS einwandern um dann im ausgereiften ZNS als
Angehérige der unspezifischen Immunabwehr und als die primaren
immunkompetenten Zellen des ZNS dort ansassig werden (95). Unter physiologischen
Bedingungen befinden sich die Mikrogliazellen in einem Ruhezustand. Dieser wird
durch die normale elektrische Aktivitdt von Neuronen sowie durch Astrozyten
aufrechterhalten. Die physiologische elektrische Aktivitdt der Neurone bedingt die
Freisetzung von Substanzen, wie nerve growth factor (NGF) und brain-derived growth
factor (BDNF) (96). Diese unterdriicken die mikrogliale Expression ko-stimulatorischer
Molekile der Antigenprasentation, wie z.B. CD86 (97), das fir die Aktivierung
inflammatorischer Prozesse notwendig ist, und verhindern somit eine
inflammatorische Aktivierung, einschlieBlich der Mikroglia-Aktivierung. Des Weiteren
exprimieren intakte Neurone das Glykoprotein CD200, welches eine Verbindung mit
dem CD200-Rezeptor auf Mikrogliazellen eingeht und somit ebenfalls vor einer
Ubermafigen Mikroglia-Aktivierung schatzt (98). Zudem sind Astrozyten in der Lage
durch die Freisetzung von transforming growth factor-f (TGF-) oder IL-10, beides
anti-inflammatorische Zytokine, die Mikroglia-Aktivierung zu unterdricken (99;100). Im
Falle einer gestorten Integritdt des ZNS-Parenchyms kommt es jedoch zu einer
schnellen Aktivierung der Mikroglia, die vermutlich sowohl aus dem Wegfall der
neuronalen Hemmung als auch aus einer direkten neuronalen Aktivierung resultiert
(101). Dabei kdnnte eine veranderte Konzentration von Neurotransmittern eine Rolle
spielen.

Aktivierte Mikroglia synthetisieren im Sinne einer zielgerichteten Immunantwort
proinflammatorische Zytokine wie IL-1, IL-6 und TNF-a (102). Umsténde die zu einer
Ubermafigen oder anhaltenden Aktivierung der Mikroglia fiihren, kébnnen akute oder
chronische neuropathologische Veranderungen hervorrufen (103). Die Produktion
proinflammatorischer Zytokine durch aktivierte Mikroglia I&sst sich experimentell durch
die Gabe von Lipopolysacchariden (LPS) zeigen. LPS sind Bestandteile der Zellwand
gramnegativer Bakterien, die bei Zerfall der Bakterien Endotoxine abgeben. Gelangen
LPS in das Blut binden sie an ein Serumprotein. Dieser Komplex bindet an den
Membranrezeptor CD14, der unter anderem von Monozyten exprimiert wird, und
induziert somit die Freisetzung von TNF-a und IL-13. LPS koénnen durch

zirkumventrikulare Organe direkt in das ZNS gelangen und dort ebenfalls tber CD14
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auch mikrogliale Zellen aktivieren (104). Tierexperimentell konnte durch die periphere
Gabe von LPS neben einer Aktivierung von Mikrogliazellen mit vermehrter
Zytokinproduktion auch eine Verhaltensanderung im Sinne eines sickness-behaviour
herbeigeflihrt werden (105).

Eine quantitative Veranderung mikroglialer Zellen im Hirnparenchym suizidaler
schizophrener und bipolarer Patienten zeigte bereits eine Studie, in der vermehrt
HLA-DR-positive (Human-Leucocyte-antigen-DR) Mikroglia im aMCC, DLPFC sowie
im mediodorsalen Thalamus von Patienten im Vergleich zu Gesunden nachgewiesen
wurden (106;107). Da HLA-DR ein konstitutiv exprimiertes Oberflachenantigen ist,
sagt die Anzahl HLA-DR-positiver Mikroglia jedoch nichts Uber die metabolische

Aktivitat dieser monozytaren Zellen aus (108).

1.3 Der Tryptophanmetabolismus

Das Enantiomer L-Tryptophan (im Folgenden nur noch als Tryptophan bezeichnet) ist
eine aromatische Aminosaure und zahlt zu den sogenannten essentiellen
Aminosauren. Es kann also nicht vom menschlichen Organismus synthetisiert werden
und muss mit der Nahrung zugeflhrt werden. Tryptophan ist sowohl die
Ausgangssubstanz der Serotoninsynthese als auch des Kynureninmetabolismus.
Daher steht der Tryptophanmetabolismus beziglich der Erklarung der
pathophysiologischen Zusammenhange von affektiven Stérungen im Mittelpunkt der
Forschung.

Ein Mangel an 5-HT spielt im Rahmen der oben dargelegten Amindefizithypothese
eine bedeutende Rolle bei der Atiopathogenese von affektiven Stérungen (siehe
Kapitel 1.1.1). Da sowohl Typtophan als auch 5-Hydroxytryptophan (5-HTP) die Blut-
Hirn-Schranke passieren koénnen (6), wird angenommen, dass ein peripher
verminderter Tryptophanspiegel zu einem verminderten Angebot von Serotonin im
ZNS fuhrt.

Der primare Stoffwechselweg des Tryptophans ist jedoch der
Kynureninmetabolismus. Dieser flhrt zur Biosynthese von Nicotinamid-Adenin-
Dinukleotid und Nicotinamid-Adenin-Dinukleotidphosphat (NAD und NADP). NAD und
NADP sind Koenzyme, die an zahlreichen Redoxreaktionen des Zellstoffwechsels
beteiligt sind.

Der erste Schritt im Tryptophanabbau flihrt durch die Enzyme Tryptophan-2,3-
Dioxygenase (TDO) und/oder Indolamin-2,3-Dioxygenase (IDO) zur Bildung von
Kynurenin. Im Gegensatz zu der nur hepatisch vorkommenden TDO, deren Aktivitat

durch steigende Tryptophankonzentrationen (109;110) und hohe Cortisolspiegel (111)
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gesteigert wird, kommt es bei der auch zentral exprimierten IDO durch
proinflammatorische Zytokine wie IFN-y (112) und IL-1 (113) sowie durch
Prostaglandin E2 (PGE2) (114) zur verstarkten Enzymaktivitat. Kynurenin wird in
verschiedenen Zelltypen zu unterschiedlichen Metaboliten verstoffwechselt. In
Makrophagen und Mikroglia wird 3-Hydroxykynurenin (3-OHK) synthetisiert, welches
durch eine Uberproduktion radikaler Sauerstoffspezies (ROS) zu neuronaler Apoptose
fahrt (115). Doch auch der neurodegenerative und exzitotoxische NMDAR-Agonist
Chinolinsdure (ChS) wird in monozytaren Zellen produziert (116;117). In Astrozyten
hingegen kommt es aufgrund des Fehlens der Kynureninhydroxylase (KOH) nicht zur
ChS-Synthese (118). Hier wird Kynurenin zum neuroprotektiven NMDAR-
Antagonisten Kynureninsaure (KS) metabolisiert (119), die den exzitotoxischen
Effekten der ChS protektiv antagonisiert (120). Daraus folgt, dass ein ausgeglichener
Kynureninmetabolismus wichtig ist fur das neuroprotektiv-neurodegenerative
Gleichgewicht im ZNS und, dass Storungen dieses Gleichgewichts zu
neuropathologischen  Veranderungen flihren kénnen. Im  Rahmen der
Atiopathogenese von affektiven Stérungen ist eine Stdérung der neuroprotektiv-
neurodegenerativen Balance der Ausgangspunkt far die
Neurodegenerationshypothese (121). Die Relevanz der zytokin-induzierten
Aktivitatssteigerung der IDO fiir die Ausbildung einer depressiven Symptomatik wird in
einer Studie von O’Connor et al. verdeutlicht, in der bei Mausen ohne INF-y-Rezeptor
(knock-out-Mause) trotz einer generalisierten Aktivierung des Immunsystems weder
eine Aktivitatssteigerung der IDO noch eine Auspragung depressiver Symptome
beobachtet werden konnte (122).

Auf der Grundlage des Tryptophanstoffwechsels wird in dieser Arbeit versucht mithilfe
der Chinolinsdure eine Bricke zwischen der Inflammationshypothese sowie der

Glutamat- und Serotoninhypothese affektiver Stérungen zu schlagen.
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Abbildung 2: Der Tryptophanmetabolismus

5-HTP-Decarboxylase MAO
» 5-HT ——> 5-HIAA

TPH
L-Tryptophan ——— > S5-HTP

IDO

Kynurenin

Astrozyt Mikroglia

Kynureninsaure 3-Hydroxykynurenin

Kynureninase lenureninhydroxylase

3-Hydroxyanthranilat

Chinolinsaure

l ChS-Phosphoribosyltransferase l 3-OH-Anthranilat-Oxygenase

NAD* T
Chinolinsaure

Abbildung modifiziert nach Wonodi et al. (119)

Abkiirzungen: TPH Tryptophanhydroxylase; 5-HTP 5-Hydroxytryptophan; 5-HT Serotonin;
MAO Monoaminooxigenase; 5-HIAA 5-Hydroxyindolylessigsdure; [IDO Indolamin-2,3-
Dioxygenase; TDO Tryptophan-2,3-Dioxygenase; KAT Kynurenin-Aminotransferase; KMO
Kynurenin-3-Monooxygenase; 3-OH-Anthranilat-Oxygenase 3Hydroxyanthranilat-Oxygenase;
NAD Nicotinamidadenindinukleotid

1.4 Die Bedeutung der Chinolinsaure

Ein Interessenschwerpunkt bei der Erforschung des Kynureninmetabolismus liegt
aufgrund ihrer biologischen Eigenschaft als NMDAR-Agonist bei der Chinolinsaure
(ChS). Ihre neurotoxischen Eigenschaften konnten tierexperimentell schon 1983
gezeigt werden. Schwarcz et al. induzierten durch die intrazerebrale ChS-Injektion die
Zerstorung lokaler neuronaler Zellkérper (117). Hinweise auf eine Beteiligung bei

entziindlichen Prozessen ergaben sich aus Modellen neuroinflammatorischer
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Erkrankungen wie der experimentellen allergischen Enzephalitis (123) und
bakteriellen sowie viralen Infektionen (124), in denen signifikant erhéhte zentrale ChS-
Spiegel demonstriert wurden. Aus diesen NMDAR-vermittelten neurotoxischen
Eigenschaften der ChS leitet sich eine Theorie zur Atiopathogenese von affektiven
Stérungen ab, welche die bisherigen neurobiologischen Erklarungsansatze durch die
Hypothese der zytokin-induzierten Neurodegeneration im Rahmen einer gestorten
neuroprotektiv-neurodegenerativen Balance (121) mit daraus resultierendem 5-HT-
Mangel durch die IDO-induzierte Tryptophandepletion verbindet. Zudem ist die ChS
ein etablierter Marker des mikoglialen Aktivitatszustandes (125;126) und schlagt somit
eine weitere Bricke zur neuroinflammatorischen Hypothese im Rahmen einer
UubermaRigen Aktivierung der Mikroglia (siehe Kapitel 1.2).

Wichers et al. zeigen schon 2005, dass die depressive Symptomatik infolge einer INF-
a-Therapie mit einem gesteigerten Abbau von Tryptophan sowie mit einem
verminderten Spiegel von KS im Plasma einhergeht (127). Andere Studien bestatigen
diese Befunde und demonstrieren eine erhdhte IDO-Aktivitat und eine Verschiebung
der neuroprotektiv-neurodegenerativen Balance zugunsten der neurodegenerativen
Metabolite (128). Auch ein Anstieg von Neopterin und INF-y bei gleichzeitig
geringeren Tryptophanspiegeln im Plasma depressiver Patienten konnte gezeigt
werden (91). Weiterhin werden im Liquor von Hepatitis-Patienten, die unter Interferon-
a-Therapie eine depressive Symptomatik entwickeln, erhéhte Spiegel von Kynurenin
und ChS nachgewiesen, wobei sich die erhohten Spiegel von Kynurenin im
Gegensatz zu denen der ChS auch im Plasma zeigen lieBen (129). Ein Bezug zur
depressiven Symptomatik kann durch bei HIV-positiven Patienten mit erhdhten ChS-
Spiegeln im Liquor auftretende Auffalligkeiten wie verlangerte Reaktionszeiten (130),
Lernschwierigkeiten, Gedachtnisstorungen und weiteren kognitiven Defiziten
hergestellt werden (131).

Die agonistische Wirkung am NMDAR ist auf die Bindung der ChS an der Glutamat-
Bindungsstelle zurlckzufuhren (132). Die exakten Mechanismen sind bisher nicht
geklart. Behan et al. zeigten 1999 in einer tierexperimentellen Studie, dass es durch
eine ChS-getriggerte NMDAR-Uberstimulation zur apoptosebedingten hippocampalen
Atrophie kommt (133), welche auch bei depressiven Patienten zu finden ist (134;135).
Eine Untersuchung bezlglich des Kynureninsstoffwechsels im Hirnparenchym von
Patienten mit affektiven Stérungen, demonstrierte eine verstarkte Induktion des
initialen Schrittes des Kynureninmetabolismus im anterioren cingularen Cortex (ACC)
depressiver Patienten (136).

Trotz der Hinweise auf eine Beteiligung der neurotoxischen Kynureninmetabolite bei

der Atiopathogenese von affektiven Stérungen existiert bisher keine systematische
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Untersuchung beziglich des ChS-Vorkommens im Hirnparenchym betroffener

Patienten.

1.5 Morphologische Veranderungen in Hirnen von Patienten mit affektiven

Stoérungen

Die beschriebenen pathobiochemischen Dysregulationen im Rahmen der
Atiopathogenese affektiver Storungen sowie die Tatsache, dass Lasionen wie Tumore
oder Schlaganfalle in bestimmten Hirnregionen zur Ausbildung sekundarer affektiver
Stérungen flhren kénnen (137) lassen vermuten, dass die Entstehung affektiver
Stérungen mit strukturellen Veréanderungen einiger Hirnregionen assoziiert ist. Im
Vergleich zu organischen Hirnerkrankungen und der Schizophrenie existieren
diesbezuglich nur wenige Studien. Dennoch gibt es einige Hinweise auf strukturelle
Veranderungen in bestimmten Hirnregionen bei Patienten mit affektiven Stérungen.
Schon 1986 verglichen Brown et al. in einer Post-mortem-Studie die Gehirne
schizophrener Patienten mit denen von Patienten mit bipolarer Stérung. Im Vergleich
zu Schizophrenen zeigte sich bei den Bipolaren ein grofieres Hirngewicht, ein dickerer
parahippocampaler Cortex sowie kleinere Temporalhérner (138). Da in dieser Studie
keine gesunden Vergleichspersonen mit eingeschlossen waren, ist die Aussagekraft
dieser Befunde beschrankt. Mit fortschreitender Entwicklung
computertomographischer und magnetresonanztomographischer Untersuchungen
wurden in erster Linie bildgebende Studien zur Detektion morphologischer
Veranderungen bei Patienten mit affektiven Stérungen durchgefiihrt. Die in
morphometrischen MRT-Studien am haufigsten erwahnte spezifische Veranderung
bei Patienten mit affektiven Stérungen gegentber gesunden Vergleichspersonen ist
eine Volumenminderung der grauen Substanz vor allem im Bereich der
Hippokampusformation, des prafrontalen Cortex und der Basalganglien. So wurden
bei Patienten mit bipolarer Stérung im Vergleich zu Gesunden vor allem erweiterte
Ventrikel, verbreiterte corticale Sulci (139) und ein verkleinertes Volumen des rechten
Hippocampus (140) sowie der Temporalhdrner (141) festgestellt. Bei Patienten mit
unipolarer Depression wurden neben einer hippocampalen Volumenreduktion (134)
auch ein vermindertes Volumen subcorticaler Regionen, wie dem Nucleus caudatus
und dem Putamen (142) sowie eine corticale Reduktion im linken Temporallappen
(143) festgestellt. Eine diagnostische Spezifitat konnte bisher jedoch nicht erreicht
werden.

Weiterfliihrend kam es zur Durchfiihrung histologischer Studien, die bei Patienten mit

affektiven Stérungen ebenfalls ein vermindertes subcorticales Volumen aufzeigten:
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bei Bipolaren zeigte sich hier ein reduziertes Volumen des Hypothalamus, des
lateralen Pallidum, des Putamen und Thalamus, bei Unipolaren konnte ein signifikant
reduziertes Voumen nur im lateralen Pallidum nachgewiesen werden (144). Baumann
et al. demonstrierten, dass bei affektiven Stérungen gegeniiber gesunden
Vergleichspersonen vor allem das Volumen der Basalganglien reduziert ist, die eine
direkte Verbindung zum limbischen System haben (145). Andere Studien konnten
sowohl bei Bipolaren als auch bei Unipolaren eine geringere corticale Dicke im
Bereich des DLPFC demonstrieren ohne dabei eine Reduktion der neuronalen Dichte
festzustellen (146). Auch Drevets et al. fanden trotz Volumenreduktion der Amygdala
eine unveranderte Neuronendichte, dafur aber eine verminderte Gliazahl bei
familidren affektiven Storungen (147). Weitere Studien zu familidren affektiven
Stérungen demonstrierten eine 35-prozentige subgenuale  Voulmenreduktion
(anteriorer cingularer Cortex, Brodman-Areal 24) (148) und 24% bis 41% weniger
Gliazellen bei den Patienten gegenuber den Vergleichspersonen (148;149).

In anderen Regionen, zum Beispiel im Bereich der lateralen septalen Nuclei konnte
wiederrum eine Reduktion der neuronalen Dichte bei Bipolaren im Vergleich zu
gesunden Personen festgestellt werden sowie eine negative Korrelation zwischen der
neuronalen Dichte und der Krankheitsdauer bei Patienten mit unipolarer Depression
(150). Zusammenfassend gibt es viele Hinweise auf cerebrale Strukturveranderungen
bei Patienten mit affektiven Stérungen. Konsistente Befunde konnten bisher jedoch
weder in den post-mortalen Untersuchungen noch in bildgebenden Studien erhoben

werden.

1.6 Depressionsrelevante Hirnregionen

Die Vielfalt der Symptome depressiver Stérungen ist wahrscheinlich auf das
Zusammenspiel vieler netzwerkartig verknupfter Hirnregionen zurlickzuflihren. Eine
wichtige Rolle spielen hier vor allem das anteriore Cingulum, der prafrontale Cortex,
der Hippocampus, die Amygdala, der Thalamus und der Hypothalamus, sowie die

oben angefiihrten Korrelate des monoaminergen Systems im Hirnstamm (151;152).

1.6.1 Der anteriore cinguldre Cortex

Der Gyrus cinguli ist Teil des limbischen Systems und umschliel3t fast das gesamte
Corpus Callosum. Er ist auferdem ein Element des Papez-Neuronenkreises, einem
neurobiologischen Konzept zur Erklarung von Emotionen und Gedachtnis. Die
ursprungliche zytoarchitektonische Einteilung nach Brodman beschreibt den Gyrus

cinguli als eine aus zwei Teilen, einem anterioren und einem posterioren, bestehende
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Hirnregion. Neuere Forschungsarbeiten diskutieren ein ,Vier-Regionen-Modell,
bestehend aus einem anterioren, mittleren, posterioren und retrosplenialen cingularen
Cortex (153).

Im posterioren und restrosplenialen cingularen Cortex (PCC,RSC) finden
hauptsachlich Prozesse der visuell-raumlichen Wahrnehmung, sowie des
Gedachtnisses statt (154). Dem anterioren cingularen Cortex (ACC), bestehend aus
den Brodman Arealen 24, 25, 32, und 33, sowie dem mittleren cingularen Cortex
(MCC), bestehend aus den Brodman Arealen 24, 32 und 33, werden in erster Linie
eine Rolle bei der Modulation von Emotionen (155), Aufmerksamkeit, Gedachtnis und
Motorik zugesprochen (154;156). Wobei hier vor allem der anteriore Teil des MCC
(aMCC) beteiligt ist. Der posteriore Teil wird funktionell eher dem PCC zugesprochen.
Der ACC lasst sich wiederum aufteilen in einen subgenualen (sACC), der unter dem

Genu des Balkens liegt, und einen pragenualen (pACC) cingularen Cortex (153).

Abbildung 3: Der cingulare Cortex

ACC
PCC

pACC

SACC

Abbildung modifiziert nach Palomero-Gallagher et al. (153)

Abkiirzungen.: ACC anteriorer cingularer Cortex; pACC pragenualer ACC; sACC subgenualer
ACC; MCC mittlerer cingularer Cortex; aMCC anteriorer MCC; pMCC posteriorer MCC; RSC
retrospleniales Cingulum

Die Ziffern bezeichnen die Areale nach Brodman

Durch verschiedene bildgebende Studien hat der ACC im Rahmen der
Depressionsforschung in den letzten Jahren zunehmend an Bedeutung gewonnen.
Diverse Studien haben gezeigt, dass das Volumen des sACC bei familiar auftretender
bipolarer Stérung sowie bei unipolarer Depression reduziert ist, wobei kein
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Neuronenverlust sondern eine Gliareduktion nachzuweisen ist (148). Diese
Volumenminderung persistiert unter antidepressiver Therapie und stellt sich sowohl in
manischen als auch in depressiven Phasen gleichermalien dar (157).

Zudem Kkorreliert die mittels funktioneller Magnetresonanztomographie (fMRI)
gemessene metabolische Aktivitat im sACC positiv mit dem Ausmal} depressiver
Symptome (158) und ist die Zielregion der antidepressiven Therapie durch Tiefe
Hirnstimulation (159). Die Aktivitat des pACC korreliert vorrangig mit dem Ansprechen
auf antidepressive Pharmakotherapien (160).

Entsprechend der unterschiedlichen Funktionen der einzelnen Regionen des Gyrus
cinguli, unterscheiden sich diese untereinander auch in der Expression diverser
Neurotransmitter-Rezeptoren. Im Brodman-Areal 25 (sACC) zeigt sich eine besonders
hohe Dichte von 5-HTs,-Rezeptoren, sowie von NMDAR. Auch im BA 32’ (aMCC)
findet sich eine Uberdurchschnittiche NMDAR-Expression, wohingegen im pACC die
NMDA-Rezeptoren unterdurchschnittlich reprasentiert sind. Im Gegensatz zu den
Ubrigen Regionen finden sich im gesamten ACC weniger GABA, und Acetylcholin-
Rezeptoren, daflr jedoch ein erhéhtes Vorkommen von Glu-Rezeptoren (besonders
AMPA- und Kainat-Rezeptoren), sowie von 5-HT,s-Rezeptoren (153). Diese
heterogene Rezeptorverteilung lasst darauf schlieRen, dass die im Rahmen der
Depressionsforschung vermutete Dysregulation der unterschiedlichen
Neurotransmittersysteme in diesen Regionen eine Ubergeordnete Rolle spielt.
Bezliglich des Glu-Haushalts zeigen sich entsprechende Befunde eines verminderten
Glu-Vorkommens im pACC, das mit der Schwere der klinischen Symptomatik bei
unipolar Depressiven korreliert (51;161;162) und ausschlaggebend flr das
Ansprechen auf eine EKT ist (163). Analog dazu demonstrierten Walter et al. eine
relative Hypofunktion des pACC bei unipolar depressiven Patienten mit einer
ausgepragten anhedonistischen Symptomatik (164). Auch die oben beschriebenen
positiven Effekte des NMDAR-Antagonisten Ketamin auf die klinische Symptomatik
therapieresistenter Depressionen (42) geben einen Hinweis auf die zentrale Rolle des
Glu-Metabolismus im ACC bei affektiven Stérungen, da Ketamin insbesondere im
ACC zu ansteigenden Glu-Konzentrationen fuhrt (43).

Zwei Studien, in denen die Positronen-Emissions-Tomographie (PET) angewandt
wurde, demonstrierten zudem eine serotonerge Hypofunktion im ACC (BA 24 und 32)
bei depressiven Patienten mit Uberwiegend negativistischer und selbstaggressiver
Symptomatik (165;166). Es ist davon auszugehen, dass bei suizidalen Depressiven
gerade diese Symptomatik im Vordergrund steht. Zusammenfassend kann davon
ausgegangen werden, dass der ACC eine zentrale Rolle bei der Entstehung und

Aufrechterhaltung von affektiven Stérungen spielt. Die Unterteilung des Gyrus cinguli
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in vier Regionen erscheint aufgrund der heterogenen Rezeptorverteilung sinnvoll und

soll auch in dieser Arbeit zur Anwendung kommen.

1.6.2 Der Hippocampus

Der Hippocampus liegt im Temporallappen und ist der zentrale Teil des limbischen
Systems. Aufgrund seiner Ubergeordneten Rolle bei der Verarbeitung von Emotionen
und der Konsolidierung und Koordination von Gedachtnisinhalten ist der
Hippocampus schon friih in den Zusammenhang mit der Atiopathogenese von
affektiven Stérungen gebracht worden (167). Ein konsistenter Befund bei Patienten
mit depressiven Stérungen ist die hippocampale Volumenreduktion (134;168;169). Die
Ursache fur diese Volumenreduktion ist unklar. Unter anderem werden reduzierte
neurotrophe Faktoren wie BDNF vermutet. BDNF ist ein Polypeptid, das unter
anderem bei Wachstum und Differenzierung von Neuronen beteiligt ist und auch bei
der neuronalen Plastizitdt, also bei Lernprozessen und Gedachtniskonsolidierung,
eine Rolle spielt (170;171). Auch eine hippocampale Serotonindepletion wird mit einer
gestorten Neurogenese bei affektiven Stérungen in Verbindung gebracht (172;173).
Zudem werden eine Neuropilreduktion (135) wund ein apoptosebedingter
Neuronenverlust infolge NMDAR-abhangiger Uberstimulation (174) diskutiert. Bei der
Atiopathogenese von affektiven Stérungen wird eine Veranderung der Expression,
Struktur oder Stimulation von NMDAR angenommen. Entsprechend wird in Post-
mortem-Studien von einer Verminderung hippocampaler NMDAR-Untereinheiten
sowie von verminderten Bindungsstellen der NMDAR im Hirnparenchym von

Patienten mit affektiven Stérungen berichtet (175).
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1.7 Gegenstand dieser Arbeit

Trotz jahrelanger Forschungsarbeit auf dem Gebiet der affektiven Stérungen ist die
genaue Atiopathogenese noch ungeklart. In der vorliegenden Arbeit wird untersucht,
ob das Diagnose-abhangige hirnregionale Verteilungsmuster Chinolinsdure-positiver
Mikroglia einen Bruckenschlag zwischen Psychoneuroimmunologie und veranderter
Neurotransmission ermdglicht: emotionale Stressoren in Kombination mit einer
Ubermaligen Mikrogliaaktivierung konnten (ber die Akkumulation des NMDAR-
Agonisten Chinolinsdure und lokaler Tryptophandepletion zu einer Veranderung der
glutamatergen und serotonergen Neurotransmission und damit zum Auftreten
depressiver Symptome flhren.

Aufgrund der Tatsache, dass transiente Veranderungen im Rahmen der meist
schubweise auftretenden affektiven Stérungen in Post-mortem-Studien eventuell nicht
erfassbar sind, wurde der Fokus dieser Arbeit auf akut kranke Patienten gelegt, die
zum Todeszeitpunkt depressiv waren und sich suizidiert hatten.

Entsprechend lassen sich folgende Teilfragen formulieren, die in der vorliegenden

Arbeit beantwortet werden sollen:

1. Kénnen die in anderen Studien im peripheren Blut dargestellten Veranderungen im
Kynureninmetabolismus bei affektiven Stérungen durch den Nachweis quantitativer
Veranderungen Chinolinsaure-positiver Mikroglia im Hirnparenchym von Patienten mit
affektiven Stérungen gegeniber gesunden Vergleichspersonen bestéatigt werden?

2. Gibt es Unterschiede in der Quantitdt der Chinolinsdure-positiven Mikroglia
zwischen den Subgruppen der affektiven Stérung?

3. Gibt es Unterschiede in der Quantitdt Chinolinsdure-positiver Mikroglia im
Hirnparenchym zwischen den Opfern unterschiedlicher Suizidformen: Suizid durch
Strangulierung oder Erhangen gegenliber anderen Suizidformen?

4. Kénnen morphologische Unterschiede der Chinolinsaure-positiven Mikroglia im
Inter- und Intragruppenvergleich aufgezeigt werden, die auf den Aktivitatszustand der
Zellen hinweisen?

5. Liegen analog der heterogenen Rezeptorverteilung hirnregionale Unterschiede in

der Dichte der Chinolinsaure-positiven Mikroglia vor?

Zur Beantwortung dieser Fragen wurden mittels einer immunhistochemischen
Farbung mit einem polyklonalen Chinolinsaure-Antikérper Chinolinsdure-positive
Mikroglia dargestellt. Neben einer qualitativ-zytomorphologischen Analyse wurde eine

statistische Auswertung quantitativ-stereologischer Daten durchgefuhrt.
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2 Material und Methoden

Im Rahmen dieser Post-mortem-Studie wurde das Hirngewebe von insgesamt 22
Personen immunhistologisch aufgearbeitet und anschlieRend untersucht.

Alle Gehirne stammen aus der Magdeburger Hirnsammlung der Klinik flr Psychiatrie
und Psychotherapie der Otto-von-Guericke-Universitat Magdeburg. Die Sammlung
des Materials erfolgte unter strikter Einhaltung der deutschen Gesetzgebung, sowie in
Ubereinstimmung mit der Deklaration von Helsinki und nach positivem Votum des
lokalen Ethik-Komitees. Entsprechend den Richtlinien in der Stellungnahme der
Zentralen Ethik-Kommission bei der Bundesarztekammer zur (Weiter-)Verwendung
von menschlichen Korpermaterialien fur Zwecke der medizinischen Forschung
(Deutsches Arzteblatt 100, A: 1632, 2003) wird versichert, dass Rechte des
Betroffenen oder Dritter nicht verletzt werden. Insbesondere wird zugesichert, dass
das Material nicht mehr im Interesse des Betroffenen (beispielsweise flr
Diagnosezwecke) bendtigt wird, dass keine individualisierten Genuntersuchungen
vorgenommen werden und voraussichtlich keine Forschungsergebnisse erarbeitet
werden, die fir den Betroffenen bzw. dessen Verwandte von individuellem Belang
sein werden. Patientendaten wurden zu keinem Zeitpunkt der Untersuchung bzw. der
Veroffentlichung der erhobenen Befunde 6ffentlich zuganglich gemacht (Zusicherung
der unbedingten Anonymitat der Daten). Zudem bestehen keine Anhaltspunkte dafir,
dass der Betroffene die Forschung abgelehnt hatte (Einverstandniserklarungen der
Angehdrigen wurden eingeholt).

Fir diese Studie standen die Gehirne von 12 Patienten mit depressiven Stérungen zur
Verfugung (mittleres Alter 51,2 Jahre; 6 mannliche (m), 6 weibliche (w) Probanden):
davon litten 7 Patienten unter wiederkehrenden depressiven Stérungen (mittleres
Alter 50,1; 2 m, 5 w) und 5 Patienten unter einer bipolaren Stérung (mittleres Alter
52,6; 1 w, 4 m.). Zum Vergleich wurde das Hirngewebe von 10 gesunden Personen
untersucht (mittleres Alter 56,7; 5 m, 5 w). Die Patienten und die gesunden
Vergleichspersonen starben zwischen 1986 und 2003.

Die klinische Diagnose der Patienten wurde zu Lebzeiten gemal DSM IV-TR gestellt
(Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, Fourth Edition, Text Revision;
Washington DC: American Psychiatric Press, 2000) (176). Im weiteren Verlauf dieser
Arbeit werden nur noch die Begriffe unipolare Depression und bipolare
Storung/Depression verwendet. Dabei entspricht die Bezeichnung unipolare
Depression dem im DSM IV verwendeten Begriff ,Major Depression®, die
Bezeichnung bipolare Stérung/Depression dem im DSM IV verwendeten Begriff

.Bipolar Disorders*.

24



Material und Methoden

Alle Patienten befanden sich zum Zeitpunkt des Todes in einer akuten depressiven
Krankheitsphase. Vier Patienten erhielten psychotrope Medikamente, drei erhielten
gar keine Medikamente, bei den Ubrigen flnf Patienten ist es nicht bekannt. Die
mittlere Tagesdosis der letzten 90 Lebenstage wurde mit Hilfe der klinischen
Dokumentation unter Berlcksichtigung von Amitriptylin-, Chlorpromazin- und
Diazepam-Aquivalenzdosen ermittelt (177-179). Carbamazepin und Lithium wurden
gesondert betrachtet. Die mittlere Krankheitsdauer betrug sechs Jahre.

Innerhalb der Patientengruppe befanden sich ausschliel3lich Suizidopfer. Es handelte
sich dabei Uberwiegend um sogenannte harte Suizide: Tod durch Erhdngen (sechs
Falle), Inzision der Arteria radialis (zwei Falle), Strangulierung (ein Fall) und Tod durch
Elektrischen Schock (ein Fall). Zwei Falle wurden Opfer des sogenannten weichen
Suizids infolge Intoxikation.

Es wurden ausschlieBlich Gehirne von Patienten verwendet deren klinischer und
demografischer Verlauf gut dokumentiert ist. Alle Falle sind in Bezug auf Alter,
Autolysezeit, Fixationstage und Krankheitsdauer aufeinander abgestimmt (Tabelle 2 —
demografische Daten).

Nach Entnahme der Gehirne erfolgte eine Untersuchung auf neuropathologische
Veranderungen infolge neurodegenerativer Erkrankungen durch einen erfahrenen
Neuropathologen (Prof. Dr. C. Mawrin). Gehirne von Personen, in deren Anamnese
Hinweise auf Alkoholabusus, Demenz oder andere neurologische Erkrankungen,
schwere Traumata oder vaskulare Ereignisse zu finden sind, die bekanntermalen den
zerebralen Stoffwechsel beeinflussen, bzw. Auswirkungen auf die Morphologie des

Hirnparenchyms haben, wurden aus der Studie ausgeschlossen.
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Tabelle 2: Demografische Daten

Proband Diagnose Geschlecht Alter Autolyse Fixations-
dauer
mW- mﬁ;g::gz / Jahre Stunden Tage
Gesunde Vergleichsgruppe (n=10)
1 Gesund m 56 48 75
2 Gesund w 48 72 61
3 Gesund m 47 8 90
4 Gesund w 50 24 120
5 Gesund m 64 24 240
6 Gesund m 63 48 300
7 Gesund w 61 24 780
8 Gesund w 61 35 820
9 Gesund m 54 48 250
10 Gesund w 63 24 828
Anzahl: n=10 5w/ 5m 56,70 + 6,60 3550+ 18,52 379 * 327
Patienten mit unipolarer affektiver Stérungen (n=7)
11 Unipolare Stérung w 53 47 485
12 Unipolare Stérung w 46 48 240
13 Unipolare Stérung w 53 46 245
14 Unipolare Stérung w 68 42 371
15 Unipolare Stoérung m 35 24 420
16 Unipolare Stérung m 36 78 395
17 Unipolare Stérung w 60 15 850
Anzahl: n=7 5w/ 2m 50,14 + 12,10 42,86 + 20,09 429 * 205
Patienten mit bipolarer affektiver Storungen (n=5)
18 Bipolare Storung m 47 4 485
19 Bipolare Stérung w 46 24 270
20 Bipolare Stérung m 57 24 648
21 Bipolare Stérung m 60 48 887
22 Bipolare Stérung m 53 24 621
Anzahl: n=5 1w/4m 52,60+ 6,11 24,80+ 15,59 582 * 226
Differenzstatistik
Test Chi-Quadrat-Test ANOVA ANOVA ANOVA
Testwert X2 = 3,086 F=1,235 F=1,394 F=0,919
p-Wert 0,291 0,313 0,272 0,416
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Antidepressiva Neuroleptika Benzodiazepine Carbamazepin Lithium

mittlere mittlere mittlere mittlere mittlere
Tagesdosis Tagesdosis Tagesdosis Tagesdosis Tagesdosis
der letzten 90 der letzten 90 der letzten 28
ID Tage Tage Tage
[mg] [mg] [mg] [mg] [mg]

Patienten mit unipolarer affektiver Stérungen (n=7)

11 67 0 0 0 0
12 124 109 0 0 0
13 0 0 0 0 0
14 n.b. n.b. n.b. n.b n.b
15 0 0 0 0 0
16 0 0 0 0 0
17 n.b. n.b. n.b. n.b n.b
Patienten mit bipolarer affektiver Stérungen (n=5)
18 20 0 0 0 0
19 133 327 3 0 558
20 n.b. n.b. n.b. n.b. n.b.
21 n.b. n.b. n.b. n.b. n.b.
22 n.b. n.b. n.b. n.b. n.b.

Abkiirzung: n.b. nicht bekannt

2.1 Materialaufbereitung

Die Gehirne wurden im Mittel innerhalb von 35 Stunden (Std.) post-mortem
entnommen und in toto fir 3 Monate in einer achtprozentigen Formaldehydldsung
fixiert (ph 7,0, T 15-20° C). Nach Separation von Hirnstamm und Kleinhirn wurde
sowohl der frontale als auch der okzipitale Pol durch koronare Schnittfihrung anterior
des Genu und posterior des Splenium des Corpus Callosum abgetrennt. Es folgte
eine dreistindige Wasserung der auf diesem Wege gewonnenen Hirnblocke
(anteriorer, mittlerer und posteriorer Block) unter flieRendem Wasser mit
anschlieBender Entwasserung in aufsteigender Alkoholreihe: fir eine Woche wurden
die Hirne in 50% Alkohol, in der zweiten Woche nacheinander in 60%, dann 70%,
80%, 90% und 96% Alkohol eingetaucht. SchlieRlich befanden sich die Blocke zwei
Wochen lang in 100% Alkohol bei einer wéchentlichen Erneuerung desselben. In den
darauffolgenden sieben Tagen waren die Hirne in einem chloroformhaltigen
Intermedium eingebracht, welches taglich gewechselt wurde. Abschliel3end folgte die

Einbettung der drei Blocke in Paraffin (Paraplast, Shandon).
27



Material und Methoden

Mit Hilfe eines Grof3schnittmikrotoms (Polycut S®, Jung) wurde eine Serie von
koronaren Schnitten mit einer Schnittdicke von 20um angefertigt. Es wurden zwei
Schnitte vom anterioren Block sowie ein Schnitt vom Mittelblock zur Darstellung
Chinolinsaure-positiver Zellen immunhistochemisch behandelt (siehe Abbildung 3).
Die Untersuchungen wurden im Bereich des anterioren cinguldaren Cortex (ACC)
vorgenommen. Brodmann Areal (BA) 24: anteriorer Teil des mittleren Cingulum
(aMCC), BA 25: subgenuales anteriores Cingulum (sACC) und BA 24 / 32:

pragenuales anteriores Cingulum (pACC), sowie im Hippocampus (Hi).

Abbildung 4: Grafische Darstellung der koronaren Schittflihrung

Abkiirzungen: aMCC anteriorer Part des mittleren Cingulum; pACC pragenualer anteriorer
cingularer Cortex; sACC subgenualer anteriorer cingularer Cortex

Das Ausmal der Volumenschrumpfung (Schrumpfungsfaktor) wurde vor und nach
Dehydratation und Einbettung des Gewebes in Paraffin fir jedes Gehirn einzeln
bestimmt, indem die Flache der am weitesten rostral und am weitesten kaudal
gelegenen Schnitte miteinander verglichen wurde. Dabei kam die Formel VF =
(A1/A2)*? zum Einsatz (VF = volume shrinking factor; A1 = Querschnittsfliche vor

Gewebeaufbereitung; A2 = Querschnittsflache nach Gewebeaufbereitung) (145).
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Die tatsachliche Schnittdicke wurde unter Zuhilfenahme der Ober- und Unterflache
der einzelnen Schnitte bestimmt, indem die Koordinaten der Z-Achse der unteren
Flache von denen der oberen Flache subtrahiert wurden. Unregelmaligkeiten im
Verlauf der Z-Achse wurden mit einem in dem Leica DM RB Mikroskop (Leica,
Gielten, Deutschland) integrierten microcator (Mikroindikator, ein Instrument zur
Messung kleinster GroRen- und Positionsabweichungen) bestimmt.

Nach der histologischen Materialaufbereitung (Entparaffinierung und Farbung) betrug
die urspringlich auf dem Mikrotom eingestellte Schichtdicke nur noch 18,7 + 1.1 um

(mittlere Schichtdicke + Standardabweichung.)

2.2 Immunhistochemie

Zur immunhistochemischen Darstellung von Chinolinsdure (ChS) wurde ein
polyklonaler Antikérper vom IgG-Typ benutzt (Produkthnummer: 37106; polyclonal
rabbit anti-quinolinic acid-antibody; Abcam, United Kingdom, Cambridge, Verdinnung:
1:150).

Die Spezifitdt des Antikdrpers wurde vom Anbieter mittels ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay) im Rahmen von Vergleichsversuchen mit ChS,
Kynureninsaure und Phenylalanin getestet.

Zunachst erfolgte die Deparaffinisierung mittels Xylen (Dimethylbenzene),
anschlieRend wurde eine absteigende Alkoholreihe zur Losung der Fixierung
durchgefuhrt: finf Minuten (Min.) in 100% Alkohol, jeweils weitere finf Min. in 96%,
80% und 60% Alkohol und anschliefende Spulung mittels Aqua dest (2 x 5 Min.). Es
folgte die Antigendemaskierung durch vierminitiges Kochen jeden Schnittes in
Citratpuffer (10 mM; ph 6) und eine weitere Spulung mit Aqua dest (2 x 5 Min).

Die Gewebeschnitte wurden fir finf Minuten mit phosphatgepufferter Salzlésung
(PBS) behandelt, dann fir zehn Minuten in 1,5-prozentigen Wasserstoffperoxid (H,O.)
gebracht und anschlieBend noch zweimal finf Minuten mit PBS behandelt um die
Aktivitat der endogenen Peroxidasen zu hemmen, da diese molekularen Sauerstoff
freisetzen, welcher mit dem Gewebe reagiert. Anschlielend wurden unspezifische
Bindungsstellen wie Kollagen- bzw. Retikulinfasern mit Hilfe von zehnprozentigem
Normalserum der Ziege blockiert. Diese Schritte dienen der Reduktion unspezifischer
Hintergrundfarbungen. Nach 60 Minuten folgt die Inkubation mit dem Anti-ChS-
Antikérper Uber 72 Std. bei 4°C in einer Verdinnung von 1:150. Es handelt sich

hierbei um einen polyklonalen Antikérper vom Isotyp 1gG (s.o0.).
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AnschlieRend folgte eine erneute Spllung mit PBS um alle ungebundenen Antikérper
auszuwaschen. Diese Spilungen mit PBS (2 x 5 Min.) wurden bis zu dem Vorgang
der Farbvisualisierung vor und nach jedem Arbeitsschritt durchgefiihrt.

Die Primarantikdrper (Anti-ChS-Antikérper) wurden mit Hilfe einer indirekten
Nachweismethode, der  Avidin-Biotin-Complex-Methode  (ABC-Methode) in
Kombination mit dem Streptavidin-Biotin-Peroxidase-Komplex (Produktnummer: RPN
1051V, Amersham biosciences UK, Ltd., Little Chalford, England) bei einer
Verdinnung von 1:100 und einer Inkubationszeit von zwei Std. bei Raumtemperatur,
detektiert. Die beiden erwdhnten Methoden erganzen sich und folgen dem gleichen
Prinzip: der hohen Affinitat von Avidin/Streptavidin zu Biotin zur Kopplung
enzymmarkierten Avidins an biotinylierte Sekundarantikorper.

Bei der ABC-Methode erfolgt nach Bindung des Primarantikdrpers, in diesem Falle
handelt es sich um den Anti-ChS-Antikérper, die Zugabe eines biotinylierten
Sekundar-Antikérpers, welcher das Fc-Fragment des Primarantikdrpers bindet.
Anschlielend wird enzymmarkiertes Avidin zugegeben, welches mit darauffolgender
Enzym-Substrat-Reaktion einen Farbnachweis bringt.

Bei den in dieser Studie genutzten Sekundarantikérper handelt es sich um polyklonale
Ziegen-Anti-Kaninchen-Antikdrper vom IgG-Typ (Produktnummer: E 0432;
DakoCytomation, Danemark). Diese lagen in einer Verdinnung von 1:100 vor, die
Inkubationszeit betrug zwei Std. bei Raumtemperatur. Als Enzym diente bei dieser
Farbung die Meerrettichperoxidase (horseradish peroxidase, HRP).

Die Visualisierung des Reaktionsproduktes der immunhistochemischen Reaktion
erfolgte mit 3,3’-Diaminobenzidin (DAB, Tetrahydrochlorid, Aufbewahrung bei —20°C,
SIGMA-ALDRICH, FLUKA, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland).
DAB fungiert als Substrat der HRP, wobei es durch diese oxidiert wird und ein
unlésliches Prazipitat brauner Farbe bildet, welches im normalen Licht detektiert
werden kann. Zur Intensitatssteigerung der Farbreaktion wurde Ammoniumnickelsulfat
eingesetzt (Amm. NiSO,, SIGMA-ALDRICH, Saint-Louis, Missouri, USA). Dazu wurde
0,5 g Amm. NiSO4 und 0,0125 g DAB in Sigma PBS getrennt voneinander geldst.
Beide Ldsungen wurden zusammengegeben und mit PBS auf 25 ml aufgeftllt und
anschliefdend filtriert. Kurz vor Gebrauch missen 250 ml einprozentige H,O,-Lésung
hinzugefligt werden. Dieses Gemisch wurde auf die Schnitte gegeben. Nach
20minutiger Einwirkzeit wurde erneut 2 x 10 Min. mit Aqua dest gespllt. Abschlielend
wurde eine aufsteigende Alkoholreihe nach oben genanntem Schema durchgefihrt
und die Schnitte mit Eukitt (O.Kindler GmbH & Co) bei Raumtemperatur eingedeckt.
Die Spezifitit der Immunreaktion auf Chinolinsdure wurde mittels eines

Praabsorptionsverfahrens tberprift. Bei diesem Verfahren wird der Primarantikérper
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vor Durchfihrung der eigentlichen immunhistochemischen Farbung mit der
nachzuweisenden Substanz inkubiert. Ist der Antikérper spezifisch, bleibt eine
Immunreaktion aus, da der Antikérper bereits eine spezifische Bindung mit dem
Antigen eingegangen ist, wenn er mit dem Gewebe inkubiert wird. In dieser Arbeit
wurde anstelle des Primarantikorpers ein Gemisch aus Chinolinsaure (Sigma-Aldrich,
Minchen, Deutschland) und dem Anti-ChS-Antikdrper unter Beibehaltung der oben
erlauterten Schritte der immunhistochemischen Farbung eingesetzt. Dazu wurde 1 mg
ChS in 10 pl Aqua dest geldst und mit dem Primarantikérper (1:150) in 2 ml PBS fir
24 Std. im Kuhlschrank inkubiert. AnschlieRend folgte die Spezifitatsprifung. Es
konnte kein Anfarbung festgestellt werden und somit die Spezifitdt des Antikorpers

bestatigt werden.

2.3 Morphometrie

Die Quantifizierung Chinolinsaure-positiver (ChS-positiver) Mikroglia erfolgte mit
einem BH2 Stereomikroskop (Olympus, Hamburg, Deutschland). Die immunpositiven
Zellen wurden in den vorher markierten oben genannten Regionen sACC, pACC,
aMCC und Hippokampus in 40-facher VergréRerung gezahlt. ChS-positive Strukturen,
die nicht eindeutig als zelluldre Strukturen beurteilt werden kdénnen, wurden nicht
berucksichtigt. Die zytologische Klassifikation der immunpositiven Zellen erfolgte nach
etablierten zytomorphologischen Kriterien (180). Da ChS nicht nur von Mikrogliazellen
exprimiert wird, sondern vor allem auch von Monozyten im Blut (125), wurden
ausschliel3lich die Zellen gezahlt, die eindeutig aulerhalb der Gefalle lagen, Zellen
die sich intravaskular befanden wurden als Monozyten klassifiziert und nicht mit in die
Wertung genommen.

Die Zahlungen wurden diagnoseblind durchgefiihrt. Fir die Interrater-Testung wurden
die Quantifizierung an allen Hirnschnitten durch einen anderen Untersucher
wiederholt. Fir die Test-Retest-Reliabilitdt wurden die Auswertungen an 15 zufallig
ausgewahlten Hirnschnitten wiederholt durchgefihrt.

Die Flache der zu evaluierenden Hirnregionen wurde mit Hilfe eines
Stereomikroskops (Olympus SZX12, Olympus optical, Japan: Vergréf3erung mit einem
2,5 Objektiv) und mittels einer Software flir graphische Analysen ermittelt: Digitrace v.
2.10a (Imatec, Miesbach, Deutschland). AnschlieRend folgte die Bestimmung der
Zelldichte durch Berechnung des Quotienten aus der Anzahl ChS-positiver Mikroglia
und der Flache des entsprechenden Areals mutipliziert mit der Schichtdicke:
Zelldichte in Zellen/mm?®= Zellzahl / (Flache x Schnittdicke).
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2.4 Statistische Analyse

Mit Hilfe statistischer Analysen wurden die in Kapitel 1.7 formulierten Fragestellungen

Uberpruft. Zu diesem Zweck wurden die folgenden Hypothesen formuliert:

2.4.1 Hypothesen

Statistisch wurde die entsprechende Nullhypothese HO Uberpruft. Zeigten sich hierbei
Unterschiede (p < a), wurde die Nullhypothese verworfen und es musste im
Umkehrschluss anstelle der Nullhypothese die Alternativhypothese H1 angenommen
werden. In Bezug auf die vorliegende Arbeit bedeutet dies, dass im Falle der
Assoziation der ChS-positiven Zelldichte mit der Diagnose einer affektiven Stoérung
auf einem dem p-Wert entsprechenden Signifikanzniveau davon ausgegangen
werden kann, dass eine veranderte Dichte ChS-positiver Mikroglia mit Stérungen des

Affekts vergesellschaftet ist.

HO4: Es besteht kein Zusammenhang zwischen der Chinolinsaure-positiven Zelldichte
und affektiven Stérungen.

H14: Es besteht ein Zusammenhang zwischen der Chinolinsaure-positiven Zelldichte
und affektiven Stérungen.

HO,: Es bestehen keine quantitativen Unterschiede Chinolinsdure-positiver Mikroglia
zwischen den Subgruppen affektiver Stérungen.

H1,: Es bestehen quantitative Unterschiede Chinolinsaure-positiver Mikroglia
zwischen den Subgruppen affektiver Stérungen.

HO;: Es finden sich keine Unterschiede in der Quantitdt Chinolinsaure-positiver
Mikroglia im Hirnparenchym zwischen den Opfern unterschiedlicher Suizidformen
(Suizid durch Strangulierung/Erhangen gegentber anderen Suizidformen).

H1;: Es finden sich Unterschiede in der Quantitat Chinolinsdure-positiver Mikroglia im
Hirnparenchym zwischen den Opfern unterschiedlicher Suizidformen.

HO4: Im Inter- und Intragruppenvergleich kdnnen keine morphologischen Unterschiede
der Chinolinsaure-positiven Mikroglia aufgezeigt werden.

H14: Im Inter- und Intragruppenvergleich kénnen morphologische Unterschiede der
Chinolinsaure-positiven Mikroglia aufgezeigt werden.

HOs: 5. Bezuglich der Verteilung Chinolinsaure-positiver Mikroglia konnen keine
hirnregionalen Unterschiede analog der NMDAR-Verteilung aufgezeigt werden.

H1s: Bezlglich der Verteilung Chinolinsaure-positiver Mikroglia kénnen hirnregionale

Unterschiede analog der NMDAR-Verteilung aufgezeigt werden.
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2.4.2 Auswertung

Die statistische Analyse wurde mittels SPSS Version 15.0 (Statistical Product and
Service Solutions, Chicago, USA) ausgearbeitet.

Wie allgemein Ublich wurde der a-Fehler mit 0,05 festgelegt. Das heildt, dass die
maximal zuldassige Wahrscheinlichkeit fur das irrtimliche Ablehnen einer eigentlich
richtigen Nullhypothese 5 % betragt (Fehler 1. Art). Ein statistisch relevanter
Zusammenhang ist somit bei p < 0,05 gegeben.

Eine Normalverteilung der Daten konnte nach Durchfihrung des Kolmogorow-
Smirnow-Tests und des Shapiro-Wilk-Tests nicht angenommen werden. Daher wurde
die gesamte Statistik mit parameterfreien Tests durchgefihrt.

Mit dem Chi-Quadrat-Test wurde die Geschlechterverteilung zwischen den
Stichproben geprift. Die Differenzstatistik wurde mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests
und des Kruskal-Wallis-Tests realisiert. Der Mann-Whitney-U-Test ist zum Vergleich
zweier Gruppen geeignet, weshalb durch Anwendung diesen Tests die Diagnose-
Hauptgruppeneffekte zwischen Depressiven und gesunden Vergleichspersonen,
sowie die Effekte des Geschlechtes auf die Dichte immunpositiver Zellen ermittelt
wurden. Der Kruskal-Wallis-Test dient dazu mehr als zwei Gruppen mit einander zu
vergleichen. Mit Hilfe dieses Tests wurden die Diagnose-Subgruppeneffekte bestimmt
(unipolare  Depression  versus  bipolare = Depression  versus  gesunde
Vergleichspersonen) sowie die Effekte Tod durch Erhangen/Strangulierung im
Gegensatz zu anderen Suizidmethoden herausgearbeitet.

Es wurde der Median der quantitativen Daten dargestellt sowie das untere Quartil
(Q1) und das obere Quartil (Q3) angegeben. Zwischen Q1 und Q3 befinden sich 50%
der erhobenen Daten.

Da die Wahrscheinlichkeit der Annahme einer fehlerhaften Hypothese mit der Anzahl
der Hypothesen auf einen Datensatz steigt, wurde zur Vermeidung dieser a-
Fehlerkumulierung die Bonferroni-Holm-Korrektur angewandt.

Der eingesetzte Korrelationskoeffizient nach Spearman gibt Auskunft Gber einen
mdglichen Einfluss demografischer, histologischer und klinischer Variablen auf die
Dichte ChS-positiver Mikroglia in den untersuchten Hirnregionen. Unter diese
Variablen fallen die Kriterien Krankheitsdauer, psychotrope Medikation, das Alter zum

Zeitpunkt des Todes, das Hirngewicht und die Autolysezeit.
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3 Ergebnisse

Im Folgenden werden die Ergebnisse der qualitativen und quantitativen Analyse

dargestellt.
3.1 Qualitative Auswertung

Chinolinsdure konnte sowohl in der gewebestandigen Mikroglia, als auch in den
GefalRen in Monozyten immunhistochemisch nachgewiesen werden. Im Gegensatz
dazu zeigte sich nur gelegentlich eine schwache Immunreaktion in anderen Zelltypen,
wie z.B. in Pyramidenzellen, Astroglia oder auch in Nervenfasern. Die ChS-posititven
Mikroglia bei gesunden Vergleichspersonen und Depressiven zeigten unterschiedliche
morphologische Charakteristika: in den corticalen Arealen der gesunden
Vergleichspersonen konnten fast ausschlieBlich glatte, ovale bis langliche, amdboide
Mikroglia dargestellt werden (Abb. 5 A), wobei im Cortex der Depressiven vorwiegend
ramifizierte Mikroglia mit granularer Struktur zu finden waren (Abb. 5 C). Subcortical
konnten in beiden Diagnosegruppen sowohl ramifizierte als auch amdboide

Mikrogliaformen dargestellt werden (Abb. 5 B/D).

Abbildung 5A-D: Fotografische Darstellung der Mikrogliazellen
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Anmerkungen: A Cortex, B Subcorticale Region einer gesunden Vergleichsperson; C Cortex,
D Subcorticale Region eines depressiven Patienten
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3.2 Quantitative Auswertung

Die folgende quantitative Auswertung beinhaltet Effekte der Diagnose, einschlie3lich
der Subgruppen (unipolare und bipolare Depression), sowie die Effekte des Faktors
Suizid auf die Dichte Chinolinsdure-positiver Mikroglia. Darliber hinaus werden die
Ergebnisse der Korrelationsanalyse sowie der Prifung der Interrater-Reliabilitat und

der Test-Retest-Reliabilitat dargestellt.

3.2.1 Diagnose-Hauptgruppeneffekte

Gegenuber den gesunden Vergleichspersonen zeigte sich bei der Gesamtgruppe der
Depressiven eine signifikant hohere Dichte immunpositiver Zellen im sACC (p =
0,006) sowie im aMCC (p = 0,043) (siehe Abbildung 6A). Im pACC und im
Hippocampus fanden sich keine Diagnose-abhangigen Unterschiede in der Dichte

ChS-immunreaktiver Mikrogliazellen.

Abbildung 6A: Diagnose-Hauptgruppeeffekte

[1Gesunde Vergleichspersonen (n=10)
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Abkiirzungen: sACC subgenualer cinguldrer Cortex; aMCC anteriorer Part des mittleren
Cingulum; pACC pragenualer cingularer Cortex; Hi Hippocampus

* p-Wert < 0,05: Post-Hoc U-Test korrigiert nach Bonferroni-Holm

** p-Wert < 0,01: Post-Hoc U-Test korrigiert nach Bonferroni-Holm
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Die getrennte Betrachtung der Zelldichte in den einzelnen Hemispharen ergab, dass
die erhoéhte Zelldichte in den o.g. Hirnregionen der Depressiven auf die linke
Hemisphare zurlickzufihren sind: Eine signifikant hoéhere Dichte Chinolinsaure-
positiver Mikrogliazellen fand sich bei den Depressiven im linken sACC (p = 0,002)
und im linken aMCC (p = 0,021). Ein ahnlicher Trend konnte flir den linken
Hippocampus gezeigt werden (p = 0,063).

Den pACC betreffend wurden keine Unterschiede gefunden (siehe Abbildung 6B).

Abbildung 6B: Diagnose-Hauptgruppeneffekte nach Hemispharen
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Abkiirzungen: sACC subgenualer cinguldrer Cortex; aMCC anteriorer Part des mittleren
Cingulum; pACC pragenualer cingularer Cortex; Hi Hippocampus

* p-Wert < 0,05: Post-Hoc U-Test korrigiert nach Bonferroni-Holm

** p-Wert < 0,01: Post-Hoc U-Test korrigiert nach Bonferroni-Holm

3.2.2 Diagnose-Subgruppeneffekte

Der Vergleich zwischen unipolar Depressiven, bipolar Depressiven und Gesunden

zeigte einen signifikanten Unterschied im Sinne einer erhéhten Chinolinsaure-
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positiven Zelldichte in den Hirnen der Unipolaren im sACC (p = 0,006) sowie im aMCC
(p = 0,023), jedoch weder im Hippocampus noch im pACC (siehe Abbildung 6C).

Abbildung 6C: Diagnose-Subgruppeneffekte der einzelnen Regionen

[ Gesunde Vergleichspersonen (n=10)
B Bipolare affektive Storung (n=5)
M Unipolare affektive Stérung (n=7)

20,00
PH.Test =0,006** PH.Test =0,023*

E —

£ *k

3 * *

= M 1

[}]

5 *

L

g 10,00 - | i o

N T —

5 1

i ﬁ - o T

£ s00- gl | B=HE 7 | B 7

£

=

4

7 L
0100 P 1 1 1

sACC aMCC pACC Hi
Region

Abkiirzungen: sACC subgenualer cingularer Cortex; aMCC anteriorer Part des mittleren
Cingulum; pACC pragenualer cingularer Cortex; Hi Hippocampus

* p-Wert < 0,05: Post-Hoc U-Test korrigiert nach Bonferroni-Holm

** p-Wert < 0,01: Post-Hoc U-Test korrigiert nach Bonferroni-Holm

Die isolierte Betrachtung der rechten und linken Hemisphare fuhrte zu folgendem
Ergebnis: linker sACC p = 0,010; rechter sACC p = 0,031), linker aMCC p = 0,057;
rechter aMCC p = 0,011) (siehe Abbildung 6 D).
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Abbildung 6D: Diagnose-Subgruppeneffekte nach Hemispharen

[1Gesunde Vergleichspersonen (n=10)
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* pWert < 0,05: Post-Hoc U-Test korrigiert nach Bonferroni-Holm
** pWert < 0,01: Post-Hoc U-Test korrigiert nach Bonferroni-Holm

Auch die dargestellten Signifikanzen zwischen Depressiven und gesunden
Vergleichspersonen sind vor allem einer hoheren Zelldichte im sACC und aMCC der
unipolar Depressiven zuzuschreiben. Bei dem Vergleich zwischen unipolar
Depressiven versus Gesunde zeigten sich folgende Signifikanzen zugunsten der
Unipolaren: sACC (links: p = 0,003; rechts: p = 0,016), aMCC (links: p = 0,079; rechts:
p =0,017).

Bei dem Vergleich zwischen unipolar Depressiven und bipolar Depressiven zeigte
sich eine erhdéhte Zelldichte bei den Unipolaren im rechten sACC (p = 0,042), sowie
im rechten aMCC (p = 0,007). Der erwahnte Trend im linken Hippocampus
depressiver Patienten ist einer erhéhten immunpositiven Zellzahl bei den bipolaren
zuzuschreiben (Bipolare versus gesunde Vergleichspersonen: p = 0,051).
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3.2.3 Intragruppenvergleich

Die immunreaktive Zelldichte des linken und des rechten Hippocampus korrelierte bei
den gesunden Vergleichspersonen (p = 0,011) sowie bei der Gesamtheit aller
Depressiven (p = 0,006). Ein ahnlicher Trend konnte bei den unipolaren (p = 0,052)
und bipolaren (p = 0,072) Subgruppen beobachtet werden. Auflierdem korrelierte die
ChS-positive Zelldichte zwischen dem rechten aMCC und dem rechten sACC bei den
gesunden Vergleichspersonen (p = 0,038), wobei eine umgekehrte (negative)
Korrelation bei den Bipolaren (p = 0,005) und im Gegensatz dazu keine Korrelation
bei den Unipolaren zu finden war. Depressive (p = 0,017), insbesondere Bipolare (p =
0,037) zeigten zusatzliche eine positive Korreleation zwischen dem linken und dem
rechten pACC.

3.2.4 Kofaktorenanalyse

Um zu prifen, ob bestimmte Kofaktoren einen konfundierenden Einfluss auf die
Zelldichte der ChS-positiven Mikroglia haben, wurden Variablen wie Alter und
Geschlecht, Krankheitsdauer, Autolysezeit, Fixierungsdauer und
Medikamentendosierung in die Analyse mit einbezogen. Keiner dieser Faktoren
beeinflusste die immunreaktive Zelldichte, weder bei der Haupt-, Sub- oder
Intragruppenanalyse (siehe Tabelle 3).

Des Weiteren wurden auch keine Effekte der Suizidmethoden Erhangen und
Strangulierung, welche zu cerebrovaskularen Stauungsergeinissen fuhren konnen,

gegenuber anderen Suizidmethoden beobachtet.
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Tabelle 3: Korrelationsanalyse

Korrelationen Alter Autolyse Fixations- Krankheits- Krankheits-
nach Pearson dauer beginn dauer
Jahre Stunden Tage Jahre Jahre

sACC

r -0,025 0,062 0,076 0,140 -0,144

p 0,911 0,784 0,773 0,792 0,786

N 22 22 17 6 6
SACC links

r 0,258 0,012 -0,014 0,147 0,286

p 0,259 0,957 0,960 0,781 0,582

N 21 21 16 6 6
SACC rechts

r -0,287 0,110 -0,023 0,115 -0,420

p 0,206 0,636 0,933 0,829 0,407

N 21 21 16 6 6
aMCC

r -0,441 -0,022 -0,004 0,017 0,027

p 0,040 0,921 0,988 0,975 0,959

N 22 22 17 6 6
aMCC links

r -0,395 -0,103 -0,228 -0,037 0,525

p 0,069 0,650 0,379 0,944 0,285

N 22 22 17 6 6
aMCC rechts

r -0,345 0,049 0,244 0,069 -0,532

p 0,126 0,832 0,363 0,897 0,277

N 21 21 16 6 6
pACC

r 0,105 -0,024 0,189 -0,011 -0,582

p 0,642 0,916 0,468 0,984 0,226

N 22 22 17 6 6
PACC links

r 0,005 0,011 -0,043 -0,081 -0,560

p 0,983 0,963 0,869 0,878 0,248

N 22 22 17 6 6
PACC rechts

r 0,175 -0,051 0,406 0,094 -0,511

p 0,437 0,823 0,106 0,860 0,301

N 22 22 17 6 6
Hi

r -0,164 -0,019 0,353 -0,336 -0,659

p 0,465 0,932 0,165 0,515 0,154

N 22 22 17 6 6
Hi links

r -0,299 0,134 0,215 -0,444 -0,632

p 0,176 0,552 0,408 0,378 0,178

N 22 22 17 6 6
Hi rechts

r 0,012 -0,190 0,448 -0,123 -0,596

p 0,957 0,397 0,071 0,816 0,212

N 22 22 17 6 6
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Korrelationen

Antidepressiva  Neuroleptika Benzodiazepine Lithium

nach Pearson
sACC

r 0,099 -0,085 -0,218 -0,218

p 0,832 0,857 0,638 0,638

N 7 7 7 7
SACC links

r 0,613 0,368 0,180 0,180

p 0,143 0,416 0,700 0,700

N 7 7 7 7
SACC rechts

r -0,190 -0,318 -0,405 -0,405

p 0,683 0,487 0,368 0,368

N 7 7 7 7
aMCC

r 0,260 -0,200 -0,502 -0,502

p 0,574 0,667 0,251 0,251

N 7 7 7 7
aMCC links

r 0,633 0,222 -0,094 -0,094

p 0,127 0,632 0,841 0,841

N 7 7 7 7
aMCC rechts

r -0,270 -0,580 -0,734 -0,734

p 0,558 0,172 0,061 0,061

N 7 7 7 7
pACC

r -0,254 -0,172 -0,088 -0,088

p 0,582 0,713 0,852 0,852

N 7 7 7 7
PACC links

r -0,152 -0,186 -0,200 -0,200

p 0,745 0,689 0,668 0,668

N 7 7 7 7
pACC rechts

r -0,355 -0,115 0,096 0,096

p 0,434 0,806 0,837 0,837

N 7 7 7 7
Hi

r -0,297 -0,224 -0,188 -0,188

p 0,518 0,629 0,686 0,686

N 7 7 7 7
Hi links

r -0,263 -0,121 -0,080 -0,080

p 0,569 0,797 0,864 0,864

N 7 7 7 7
Hi rechts

r -0,317 -0,355 -0,330 -0,330

p 0,489 0,434 0,469 0,469

N 7 7 7 7

Abkiirzungen: r Korrelationskoeffizient, p Signifikanzniveau, N Anzahl, sACC subgenualer
anteriorer cingularer Cortex, pACC pragenualer anteriorer cingularer Cortex, aMCC anteriorer
Teil des mittleren anterioren Cingulum, Hi Hippocampus
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3.2.5 Test-Retest-Reliabilitdt und Interrater-Reliabilitat

Die Prifung auf die Test-Retest-Reliabilitat ergab eine positive Korrelation zwischen
der ersten und der zweiten Messung. Der Korrelationskoeffizienten nach Spearman
ergab r = 0,933 (siehe Abbildung 7A).

Der Interrater-Test ergab ebenfalls eine positive Korrelation der Ergebnisse. Der

Korrelationskoeffizient nach Spearman ergab r = 0,919 (siehe Abbildung 7B).

Abbildung 7A: Test-Retest-Reliabilitat
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Abbildung 7B: Interrater-Reliabilitat
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4 Diskussion

Die Ursache der Entwicklung affektiver Stérungen ist trotz jahrelanger
Forschungsarbeit noch nicht vollig geklart. Die Theorie der multifaktoriellen
Atiopathogenese im Sinne eines Vulnerabilitats-Stress-Modells nimmt ein
Zusammenspiel von psychosozialen, genetischen und neurobiologischen Faktoren
an, die zu der Entstehung von affektiven Storungen fuhren. Um Betroffenen bessere
Therapieoptionen zu bieten und somit ihre Lebensqualitat zu verbessern, ist es von
grolRer Relevanz die Entstehungsmechanismen weiter zu erforschen und somit auch
die therapeutischen Angriffspunkte zu erweitern.

Die vorliegende Arbeit soll einen weiteren Beitrag zur Aufklarung der Atiopathogenese
von affektiven Stérungen und ihren bedeutendsten Subgruppen, der unipolaren
Depression und der bipolaren Stérung, leisten.

Es wurde die Quantifizierung der Dichte Chinolinsaure-positiver Mikroglia in
ausgewahlten Arealen des limbischen Systems vorgenommen. Anhand dieser
Untersuchungen, in deren Fokus die Chinolinsaure (ChS) steht, wurde versucht, eine
Bricke zwischen der Glutamat- und der Serotoninhypothese sowie der
Inflammationshypothese affektiver Stérungen zu schlagen.

Zur Beantwortung der einleitend gestellten Fragen, wurde eine immunhistochemische
Farbung mittels eines polyklonalen Anti-ChS-Antikdrpers durchgefthrt. Dabei konnten
qualitative und quantitative Diagnose-abhangige Unterschiede bezuglich der ChS-
immunreaktiven Mikroglia herausgearbeitet werden. Es fand sich mittels qualitativer
Gewebsbeurteilung eher ramifizierte immunpositive Mikroglia in den corticalen
Hirnarealen depressiver Patienten. Daneben ergab die quantitative Analyse eine
signifikant hohere Dichte ChS-positiver Mikrogliazellen im sACC und im aMCC von
Patienten mit unipolarer Depression. Im Folgenden werden die in der Einleitung

genannten Fragestellungen (Kapitel 1.7) im Kontext dieser Ergebnisse diskutiert.

4.1 Die Morphologie der Mikroglia

Der ChS-Metabolismus im ZNS findet hauptsachlich in Mikrogliazellen und Astrozyten
statt. Die Produktion der ChS erfolgt in Zellen der monozytaren Zellreihe, die weitere
Metabolisierung vorranging in Astrozyten.

In diesem Zusammenhang gilt die ChS als etablierter Marker der metabolischen
Aktivitat mikroglialer Zellen (siehe Kapitel 1.2 sowie Kapitel 1.4).

Mikrogliazellen andern mit ihrem Funktionszustand auch ihre Morphologie. Dabei

unterscheidet man ramifizierte von amdboider Mikroglia. Ramifizierte mikrogliale
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Zellen zeichnen sich durch deutlich erkennbare verzweigte Zellfortsatze aus und
werden auch als ruhende Mikroglia bezeichnet (181). Dahingegen ist die sogenannte
aktivierte Mikroglia bzw. die amdboide, phagozytare Form infolge zerebraler
Pathologien durch eine ovale Morphologie ohne erkennbare Fortsatze
gekennzeichnet (182).

In der vorliegenden Arbeit zeigten die ChS-posititven Mikroglia bei gesunden
Vergleichspersonen und Depressiven unterschiedliche morphologische
Charakteristika: in den corticalen Arealen der gesunden Vergleichspersonen konnten
fast ausschlieBlich glatte, ovale bis langliche, amodboide Mikroglia dargestellt werden
(Abbildung 5 A), wobei im Cortex der Depressiven vorwiegend ramifizierte Mikroglia
mit granuldrer Struktur zu finden waren (Abbildung 5 C). In der subcortical gelegenen
weillen Substanz beider Diagnosegruppen wurden sowohl ramifizierte als auch
amoboide Mikrogliaformen dargestellt (Abbildung 5 B/D). Diese Befunde lassen
darauf schlieRen, dass ChS sowohl in der sogenannten ruhenden, als auch in der
aktivierten Mikroglia synthetisiert wird. Die Zusammenhange zwischen der
Mikrogliamorphologie und der Funktion sind in der Literatur viel diskutiert. Die
ramifizierte Mikroglia kann in ihrer Rolle als Wachter der Integritat des ZNS nicht als
inaktiv bezeichnet werden und ihre Fortsatze zeigen auch in intaktem Hirngewebe
eine hohe Motilitat (183). Zudem wurde eine Reaktion der Mikroglia auf subklinische
Veranderungen im Hirngewebe beobachtet, ohne dass es zu einer kompletten
aktivitatsbedingten Transformation gekommen ist (184). Wake et al. demonstrierten
direkte Verbindungen der Fortsatze ramifizierter mikroglialer Zellen zu pra- und
postsynaptischen Elementen, wobei die Dichte dieser Konnektivitaten direkt mir der
neuronalen Aktivitat korrelierte (185). Folglich kann der ramifizierten Mikroglia, die in
der vorliegenden Arbeit vorrangig in den Hirnen depressiver Patienten gefunden
wurde, eine wichtige Rolle in der Integritat synaptischer Plastizitdt zugeschrieben
werden, die auch im Hinblick auf das glutamaterge System bestatigt werden kann. Die
in dieser Arbeit dargestellte erhohte metabolische Aktivitat ramifizierter Mikroglia bei
depressiven Patienten konnte demnach als Folge chronischer subklinischer
Veranderungen des ZNS, die mit einer gestoérten synaptischen Plastizitat einhergeht,

interpretiert werden.

4.2 Der Chinolinsduremetabolismus

In der vorliegenden Arbeit wurde eine erhdhte Dichte ChS-positiver Mikroglia in
Subregionen des ACC depressiver Patienten nachgewiesen. Als Ausloser fur eine

erhohte Dichte ChS-positiver Mikroglia werden hier zwei mogliche Ursachen
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diskutiert. Zum einen konnen inflammatorische Prozesse durch eine verstarkte
Induktion des Enzyms IDO zu einem vermehrten Angebot von Kynurenin fihren
(siehe Abbildung 2). Da bei neuroinflammatorischen Prozessen prinzipiell
Mikrogliazellen beteiligt sind und hauptsachlich in diesen die Synthese der ChS
stattfindet, kann angenommen werden, dass inflammatorische Prozesse zu einer
gesteigerten ChS-Produktion fihren (siehe Kapitel 1.2). Zum anderen kann eine
Storung in der weiteren Verstoffwechselung der ChS zu einer Akkumulation fihren.
Die Metabolisierung von ChS zu NAD findet hauptsachlich in Astrozyten statt (118).
Daraus konnte alternativ vermutet werden, dass ein Verlust an funktionsfahigen
Astrozyten zu einem verminderten Abbau der ChS fuhrt. Hier sei erwahnt, dass eine
Gliareduktion durch UbermaRige Apoptose von Gliazellen, insbesondere von
Astrozyten, als morphologisches Korrelat bei affektiven Stérungen zahlt (186) und
dass ein Funktionsverlust astrozytarer Zellen zu einer gesteigerten Aktivierung
mikroglialer Zellen fihren kann (siehe Kapitel 1.2).

Ist also das Verhaltnis von Astrozyten zu Mikrogliazellen gestért, findet sich
maoglicherweise nicht nur eine gestérte Balance zwischen Chinolinsdure und
Kynureninsaure, also zwischen neurodegenerativen und neuroprotektiven
Metaboliten, sondern auch eine gestorte Relation zwischen Synthese und Abbau der
ChS. Dies konnte dazu fuhren, dass die einleitend beschriebenen neurotoxischen
Effekte der ChS zum tragen kommen. Diese Mechanismen werden in den

nachfolgenden Kapiteln genauer erlautert.

4.2.1 Zytokin-induzierte Chinolinsauresynthese

Die erhohte Dichte metabolisch aktiver Mikroglia unterstitzt die These
neuroinflammatorischer Prozesse im Rahmen von affektiven Stérungen.

Dennoch ist nicht bekannt, ob der Ausgangspunkt ein peripher-inflammatorischer
Prozess ist, der zentrale Auswirkungen hat, oder ob die Ursache im ZNS selbst liegt.
Der klinische Alltag, aber auch diverse Studien zeigen, dass eine klare Abgrenzung
zwischen zentralen und peripheren Entziindungsprozessen nicht moéglich ist.

Die periphere Gabe von IFN-a bei Patienten mit Hepatits C flhrt auch im Liquor zu
einem Anstieg von IFN-a, was zusatzlich mit einem Anstieg der IL-6 Konzentration im
Liquor jedoch nicht im Plasma verbunden ist. Diese Veranderungen korrelieren mit
dem Anstieg des Chemokins monocyte-chemoattractant-protein-1 (MCP-1) (187).
MCP-1 wird von Astrozyten und Endothelzellen freigesetzt und fordert die Produktion
von IL-1 und TNF-a durch Mikrogliazellen, fuhrt also zu einer Aktivierung derselben
(188). Solch eine Mikrogliaaktivierung mit vermehrter Produktion

proinflammatorischen Zytokine kann tierexperimentell durch die periphere Gabe von
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Lipopolysachariden  (LPS) induziert werden und flhrt zusatzlich zu
Verhaltensanderungen im Sinne eines sickness-behaviour (105).

Diese Prozesse sind durch das inflammatorische Signalmolekil NF-kB-vermittelt, das
als essentieller Mediator der Grenzflache zwischen der Blutbahn und dem
Hirnparenchym die peripher inflammatorischen Signale zum ZNS kommuniziert. In
Ratten fuhrt die zentrale Blockade von NF-kB zur Hemmung von IL-18 und LPS-
induzierten Verhaltensdnderungen (189;190). Neben kognitiven Stérungen und einer
allgemeinen Zytokinproduktion fuhrt die periphere Gabe von LPS ganz besonders in
Arealen des limbischen Systems, wie dem Hippocampus, zu einer erhdhten
Konzentration von TNF-a und IL-1 mit gleichzeitig auftretender verminderter
hippocampalen Expression von BDNF und seinen Rezeptoren, sowie zu einer
reduzierten hippocampalen Neurogenese (191;192). Beides wurde schon mehrfach
mit der Atiopathogenese von affektiven Stérungen in Verbindung gebracht (193).

Der Vergleich von der Entwicklung affektiver Storungen mit einer LPS-induzierten
depressiven Symptomatik dient dem Verstandnis neurobiologischer Veranderungen
im Rahmen inflammatorischer Prozesse. Trotzdem soll hier betont werden, dass man
bei affektiven Stérungen nicht von einer typischen Enzephalitis ausgehen kann.
Mittels PCR-Analysen durchgefiihrte Studien konnten in Hirnen von Patienten mit
affektiven Stérungen keine viralen, bakteriellen oder Protozoen-bedingte Infektion
nachweisen (194;195). Bechter et al. entwickelten die Hypothese der ,milden
Enzephalitis® (196). Dabei wird davon ausgegangen, dass slow-virus-Infektionen zu
veranderter Neurotransmission und somit zu psychiatrischen Stérungen flhren
koénnten. Diese Theorie beruht auf Studien, in denen in Liquor und Blut psychiatrischer
Patienten Virus-RNA und Antigen-Antikérper-Komplexe des Bornavirus gefunden
wurden. Die Bornavirus-Immunkomplexe korrelierten positiv mit der Auspragung
psychiatrischer Symptome in Verbindung mit einer hohen Antigenamie. Das Borna-
Virus gilt eigentlich nicht als humanpathogen, fuhrt bei Tieren jedoch =zu
Meningoenzephalitiden und I6st Verhaltensanderungen und andere psychiatrische
Symptome aus (196;197). Eine chronische latente Infektion flhrt zu einer dauerhaften
Aktivierung des Immunsystems und konnte somit eine erhohte Aktivitat mikroglialer
Zellen induzieren. Diese Theorie ist gut vereinbar mit den Ergebnissen dieser Arbeit,
die vor allem metabolisch aktive ramifizierte Mikroglia im Cortex depressiver Patienten
zeigt: Im Rahmen einer chronischen latenten Infektion kdme es zu subklinischen
Veranderungen im ZNS, die lediglich zu einer erhéhten metabolischen Aktivitat
ramifizierter Mikroglia fihrt ohne dabei die vollstdndige Transformation der Mikroglia

in ihre eigentlich aktive amoéboide Form zu induzieren (siehe Kapitel 4.1).
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Unabhangig vom Ausléser kdénnen die durch aktivierte Mikroglia sezernierten
Zytokine, neben dem Anstol3 inflammatorischer Signalkaskaden, auch den
Transmitterhaushalt im ZNS beeinflussen. Zum  Beispiel wird durch
proinflammtorische Zytokine die Wiederaufnahme von Monoaminen in die
Synaptosomen  beeinflusst (198). Diverse Signaltransduktionswege Uber
mitogenaktivierte Proteinkinasen (MAPK), welche die Effekte von Zytokinen auf
Zellproliferation und -differenzierung, Apoptose sowie die Genexpression
inflammatorischer Mediatoren vermitteln, kénnen die Aktivitat von
Membrantransportern fur 5-HT, Dopamin und Noradrenalin ausschlaggebend steigern
(199-201). Tierexperimentell wurde beispielsweise demonstriert, dass IL-1 und TNF-a
durch Aktivierung der p38 mitogenaktivierten Proteinkinase (p38 MAPK) die
Wiederaufnahme von Serotonin in die Synaptosomen erhéhen kdénnen (199). Durch
dieses gesteigerte Re-Uptake fehlt es dann an 5-HT im synaptischen Spalt, wodurch
es zur Auspragung einer depressiven Symptomatik kommen kann. Interessanterweise
wurde in jungen Rhesusaffen, die von ihrer Mutter abgelehnt wurden, aktiviertes p38
in peripheren Monozyten mit verminderten Liquorkonzentrationen des Serotonin-
Metaboliten 5-Hydroxyindolylessigsaure (5-HIAA) in Verbindung gebracht (202). 5-
HIAA als Hauptmetabolit von Serotonin (5-HT) wird im klinischen Alltag im Urin
gemessen um den gesamten 5-HT-Gehalt zu bestimmen. Verminderte
Liquorkonzentrationen von 5-HIAA stehen in einem noch ungeklarten Zusammenhang
mit der Haufigkeit des Auftretens von harten Suiziden bei depressiven Patienten
(203). Die vorliegende Arbeit lasst eine Serotonin-Depletion durch eine vermehrte

ChS-Synthese bei depressiven Suizidpatienten als mégliche Ursache vermuten.

4.2.2 Astrozytire Chinolinsdauremetabolisierung

Eine wichtige Rolle sowohl bei der Metabolisierung der ChS als auch bei der
Regulation des Glutamathaushalts spielen die Astrozyten. Sie sind ebenso wie die
Mikroglia Teil der Neuroglia, welche 90% der Zellen des Hirnparenchyms ausmacht.
Ebenso wie die Mikroglia sind die Astrozyten wichtig fur die Sicherung der
synaptischen Integritat glutamaterger Synapsen (32), indem sie verhindern, dass es
zu exzitotoxischen Glutamat-Konzentrationen mit folgendem Zelltod kommt. Neben
der Regulation des Glutamat-Haushalts, sind sie auch an der Bildung der BHS
beteiligt und spielen eine wichtige Rolle in der Aufrechterhaltung des intra- und
extrazellularen lonenmilieus.

Dass Storungen innerhalb der dreiteiligen glutamatergen Synapse (siehe Abbildung
1), also im sogenannten Glutamat-Glutamin-Zyklus vorliegen, zeigen die einleitend

erwahnten Studien (siehe Kapitel 1.1.2), in denen Veranderungen corticaler Glu-
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Spiegel festzustellen sind. Es liegt nahe anzunehmen, dass die Ergebnisse dieser
Studien im Zusammenhang mit einer bei Depressiven in Post-mortem-Studien
festgestellten verminderten Astrozytendichte (204), sowie mit einer verminderten
Dichte glutamaterger Pyramidalzellen (205) steht. Der Verlust von Gliazellen ist im
sACC (148), sowie im DLPFC (206) nachgewiesen worden, wohingegen eine erhéhte
gliale Zelldichte im Hippokamus depressiver Patienten gezeigt worden ist (135). Der
Ausléser fur astrozytare Verdnderungen ist nicht bekannt. Tierexperimentell konnte
jedoch gezeigt werden, dass es finf Tage nach einer striatalen ChS-Injektion zu einer
starkeren Immunreaktion auf GFAP-positive Astrozyten im Sinne einer
Zellproliferation kommt. Bei steigenden Konzentrationen der ChS kommt es dann
jedoch zu einer signifikanten Astrozytenreduktion durch Apoptose (207). Diese
Befunde bestatigen sowohl die Beteiligung der Astrozyten an der weiteren
Metabolisierung der ChS, als auch die zytotoxische Wirkung der ChS.

Neben der beschriebenen Reduktion der astrozytaren Zelldichte, die sowohl zu einem
veranderten ChS-Metabolismus als auch zu Stérungen der glutamatergen
Neurotransmission flihren, konnten weitere Hinweise auf eine astrozytare Dysfunktion
aufgezeigt werden: im DLPFC sowie im ACC depressiver Patienten findet sich eine
verminderte Transkriptionsmenge (mRNA) glialer Glu-Transporter (EAAT1/2), sowie
eine verminderte Expression der Glutamin-Synthetase (GS) (208). Die Glu-
Transporter sorgen flr eine Aufnahme des synaptischen Glutamats durch Astrozyten.
Die GS katabolisiert im Rahmen des Glutamin-Glutamatzyklus die Reaktion des von
den Astrozyten aus dem synaptischen Spalt aufgenommenen Glutamats zu Glutamin
(siehe Abbildung 1). AnschlieBend gelangt das GiIn wieder in die Prasynapse, wird
dort wieder in Glu umgewandelt und in Vesikel verpackt. Eine Stérung in diesem
Zyklus ist auf einen astrozytaten Defekt zuruckzufuhren und hat mit groRer
Wahrscheinlichkeit einen gestorten Glutamatmetabolismus zur Folge. Eine Studie in
diesem Kontext berichtete, dass die Menge an Glu in der Prasynapse direkt von der
Aktivitat der GS abhangig ist (36). Auch die tierexperimentell nachgewiesene ChS-
induzierte Astrozytenreduktion geht mit einer verminderten Aktivitat der GS einher
(207).

Ob der Verlust von Astrozyten als Ursache oder als Folge des gesteigerten ChS-
Vorkommens anzusehen ist, kann hier nicht geklart werden. Dennoch ist
anzunehmen, dass ein Verlust von Astrozyten, als Ort des ChS-Abbaus, einen
Einfluss auf den Kynureninmetabolismus hat und zu gesteigerten ChS-Spiegeln mit
exzitotoxischen Effekten und weiterem Zellverlust flihren koénnte. Die genauen

Auswirkungen auf den Glu-Metabolismus sind nicht bekannt.
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Die in diesem Kontext bisher durchgeflihrten Studien geben etliche Hinweise auf eine
Veranderung im Glu-Metabolismus. Es konnte jedoch noch nicht geklart werden ob es
sich hierbei um einen Hypo- oder einen Hypermetabolismus handelt. Bildgebende
Studien zum Glu-Stoffwechsel (siehe Tabelle 1) zeigen verminderte GIx-Spiegel im
limbischen System von unipolar depressiven Patienten. Bei diesen Untersuchungen
wurde der Fokus auf den DLPFC und das anteriore Cingulum gelegt.

Zwischen den einzelnen Subregionen des ACC wurde nicht unterschieden, so dass
keine Rickschlisse auf den Zusammenhang der veranderten GIx-Spiegel mit der
jeweiligen Rezeptorverteilung (siehe Kapitel 1.5) gezogen werden kdénnen. Unklar ist
auch, ob das in diesen Studien mittels MRS gemessene verminderte Glx auf einen
verminderten Glutamin- oder einen verminderten Glutamat-Gehalt zurtickzufGhren ist.
Die oben erwahnten Stérungen in der astrozytaren GIn-Synthese bei depressiven
Stérungen weisen darauf hin, dass diese Ergebnisse auch auf einer reinen GIn-
Reduktion basieren kénnen. Zudem ist nicht sicher, dass bei der Messung von GIx
mittels MRS die glutamaterge Transmission dargestellt wird oder lediglich die
metabolische Aktivitat von Glu und GIn aufgezeigt wird, die nicht zwangslaufig auch
zu einem vermehrten intrasynaptischen Glu-Vorkommen fiihrt (209).

Wahrscheinlich ist, dass jegliche Veranderungen im Glu-Haushalt sowie im
Kynureninmetabolismus nicht im gesamten ZNS einheitlich auftreten, sondern dass
sich je nach Region und Rezeptorverteilung unterschiedliche Konstellationen zeigen.
Wie einleitend beschrieben unterscheidet sich die Rezeptorverteilung selbst innerhalb
des ACC (siehe Kapitel 1.5). Auch die hier vorliegenden Ergebnisse mit einer
erhdhten Dichte ChS-positiver Zellen im subgenualen ACC sowie im aMCC, die sich
weder im pACC noch im Hippocampus zeigen, sprechen fir hirnregionale
Unterschiede metabolischer Prozesse, die sich auch bei pathologischen
Veranderungen im Rahmen affektiver Storungen finden.

In diesem Kontext stellt sich die Frage, ob es sich primar um eine Stérung des Glu-
Metabolismus handelt, oder ob den beschriebenen Veranderungen eventuell eine

Storung auf Rezeptorebene zugrundeliegt.

4.3 Die Rolle der NMDA-Rezeptoren

Als NMDAR-Agonist muss die ChS und ihre gesteigerte Synthese in mikroglialen
Zellen bei Patienten mit affektiven Storungen im Zusammenhang mit den Befunden
bezlglich des glutamatergen Systems und Veradnderungen der NMDAR bei

depressiven Patienten betrachtet werden.
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Abbildung 4 zeigt eine schematische Darstellung eines NMDAR und soll damit die
folgenden Erlauterungen verdeutlichen.

NMDAR kommen im gesamten ZNS, einschlieRlich des Rlickenmarks, aber auch in
der Peripherie vor. Diese ionotropen heterotetrameren Glu-Rezeptoren bestehen aus
mindestens zwei verschiedenen Untereinheiten. Man geht davon aus, dass durch
diverse Splicing-Varianten bei der Synthese der einzelnen Untereinheiten sowie durch
unterschiedliche Kombinationen der jeweiligen Dimere eine Vielzahl unterschiedlicher
NMDAR existiert (210). Bisher bekannt sind folgende Untereinheiten: die ubiquitar
exprimierte NR1-Untereinheit, die Bestandteil eines jeden NMDA-Rezeptors ist und in
mindestens acht Isoformen existiert; weiterhin gibt es die Untereinheiten vom Typ
NR2 A-D, von denen wiederum mehrere Isoformen exprimiert werden. Eine
Ausnahme bildet NR2A, von der bisher keine Isoformen bekannt sind (210). Zu guter
Letzt gibt es noch die Untereinheiten NR3 A und B, deren Beteiligung am Aufbau
eines NMDAR die Rezeptoraktivitat verringert (211).

+

Jeder NMDAR hat mehrere Bindungsstellen. Fur Glycin, Polyamine, Zn2 und
Protonen existieren Bindungsstellen, die den NMDA-Rezeptor-Kanal modulieren
(37;212;213). Fur die Aktivierung des Rezeptors ist sowohl die Bindung von Glu, bzw.
eines Glu-Agonisten, an der NR2-Untereinheit, als auch die Bindung von Glycin an
der NR1-Untereinheit erforderlich. Diese Notwendigkeit der doppelten
Ligandenbindung unterscheidet den NMDAR grundlegend von anderen Glu-
Rezeptoren.

Bei bestehendem Ruhemembranpotential ist der NMDAR-Kanal durch ein Mg**-lon
blockiert. Nur nach Depolarisation durch primare Erregung tber AMPA-oder Kainat-
Rezeptoren, wodurch es zum Einstrom von Na* kommt, und durch die Bindung von
Glutamat und Glycin, kommt es zur Aktivierung des NMDAR. Wird der Kanal aktiviert,

offnet er sich neben K* und Na* vor allem fiir Ca*-lonen.
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Abbildung 8: Schematische Darstellung eines NMDA-Rezeptors

extrazellular

intrazellular

Cast-Kanal

Die Expression der einzelnen NMDAR-Subtypen variiert in Abhangigkeit von der
Funktion der jeweiligen Region. Im Hippocampus und in corticalen Arealen
dominieren NR1/NR2A und NR1/NR2B. Astrozyten exprimieren beispielsweise alle
Typen von NMDAR (214).

Die veranderte Expression unterschiedlicher NR2-Untereinheiten kann die Funktion
der Rezeptoren grundlegend modifizieren. Es ist bekannt, dass verschiedene
Kombinationen spezifischer Untereinheiten von NR1 und NR2 in einem Rezeptor-
Kanal-Komplex mit jeweils charakteristischen Eigenschaften resultieren.
Beispielsweise reagieren Rezeptoren, die NR2A oder NR2B enthalten besser auf Glu
und lassen einen starkeren Ca2+-Einstrom zu als Heteromere aus NR2C oder NR2D
(215;216). NR1 wird immer exprimiert. Bleibt jedoch die Verbindung mit NR2 aus, wird
NR1 schnell abgebaut (217). Folglich kann man davon ausgehen, dass die Anzahl der

funktionstiichtigen NMDAR von der Expression der NR2 abhangt.

4.3.1 NMDA-Rezeptoren und affektive Storungen

Den ersten Hinweis auf eine Beteiligung der NMDAR an der Atiopathogenese von
affektiven Stérungen gibt die einleitend dargestellte antidepressive Wirkung von
NMDAR-Antagonisten (siehe Kapitel 1.2). Es folgten weitere Studien mit dem Versuch

Veranderungen der NMDAR bei Patienten mit affektiven Stérungen aufzudecken. Im
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prafrontalen Cortex (PFC) depressiver Patienten wurde eine reduzierte Expression
bestimmter Untereinheiten des NMDAR gezeigt. Beneyto et al. demonstrierten eine
Reduktion von NR2A und NR2B im DLPFC von Patienten mit affektiven Stérungen
(218), andere fanden eine verminderte Expression von NR2A im Brodman-Areal 24
(entspricht in dieser Arbeit vor allem dem aMCC und einem Teil des pACC, siehe
Abbildung 3) bei Patienten mit affektiven Storungen (219). Hier ist einschrankend zu
erwahnen, dass die meisten Patienten dieser Studien eine nicht naher bezeichnete
psychotrope Medikation erhielten und dass andere Studien eine verminderte
Transkriptionsmenge von NR2A und B infolge Imipramin-Therapie nachwiesen (220).
Es ist also nicht klar, ob die verminderte Expression der genannten Untereinheiten
krankheits- oder medikationsbedingt ist. Im Locus Coeruleus hingegen wurde bei
hauptsachlich unmedizierten depressiven Patienten eine gesteigerte Expression von
NR2C (221), in der Amygdala von NR2A aufgezeigt (222).

Die neuronale Aktivitdt des Locus Coeruleus und der Amygdala ist Uber die
glutamaterge Stimulation durch den PFC kontrolliert (223). Daraus kann man
schliel3en, dass es bei einer Hypofunktion der glutamatergen Transmission im PFC zu
einer Hochregulierung der Rezeptoren in konnektierten Arealen kommt.

Da die Anzahl funktionstiichtiger NMDAR von der NR2-Expressionsmenge abhangt
und eine verminderte Expression von NR2A und NR2B im aMCC und im DLPFC bei
depressiven Patienten demonstriert wurde, kann man davon ausgehen, dass

depressive Stérungen mit einer regionalen Hypofunktion des NMDAR einhergehen.

4.3.2 NMDAR und Chinolinsaure

Die Mechanismen der ChS am NMDAR sowie der Einfluss auf den Glu-Metabolismus
sind unzureichend geklart.

Eine weit verbreitete Annahme ist, dass die ChS ein Agonist an der Glu-
Bindungsstelle ist und selektiv an die NR2A oder NR2B Untereinheit bindet (224).
Auch eine Bindung an NR2C wurde beschrieben, jedoch mit kaum nachweisbarer
Aktivitat (224). Lisy et al. zeigten, dass die intracerebroventrikulare (i.c.v.) Injektion
von ChS zu einer verminderten Bindung von Glu an ionotrope Glu-Rezeptoren,
einschliellich NMDAR, fuhrt und demonstrierte damit den Zusammenhang zwischen
ChS, NMDAR und Glu (225). Darlber hinaus wird davon ausgegangen, dass
Homochinolinsaure (synthetisch hergestellte ChS) Konformationséanderungen der
NMDAR-Bindungstasche induziert, die sich von der durch die glutamaterge Bindung
unterscheiden und somit auch zu einer abweichenden intrazellularen Antwort fuhrt

(132). Die Ursachen und Folgen dieser Konformationsanderung sind ungewiss.
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Tavares et al. gehen davon aus, dass ChS zu einer gesteigerten Glu-Freisetzung in
den synaptischen Spalt flhrt (226). In einer tierexperimentellen Studie wurde Ratten
ChS i.c.v. injiziert und nach anschlieBender Synaptosomenpraparation aus dem
Proenzephalon die Glu-Menge bestimmt, welche sich bei den Tieren nach ChS-
Injektion im Vergleich zu den Tieren ohne Injektion erhéht zeigte (226). Erklart wird
dieser Befund damit, dass ChS vermutlich prasynaptische Auto-NMDAR aktiviert,
wodurch es zum Ca2+-Einstrom in die Prasynapse mit folgender Vesikelfusion und
Glu-Freisetzung kommt. Sequeira et al. zeigten dahingegen, dass die prasynaptische
NMDAR-Aktivierung durch NMDA zu einer Induktion der Stickoxid(NO)-Synthetase
(NOS) fuhrt und die daraus resultierende NO-Bildung zu einer verminderten
Freisetzung von Glu fuhrt (227). Die prasynaptische Prasenz der NOS, sowie eine
NO-getriggerte verminderte Freisetzung von Glu wurden schon friher beschrieben
(228).

Ob eine Aktivierung der prasynaptischen NMDAR durch ChS bzw. Glu zu einer
gesteigerten oder verminderten Freisetzung von Glu in den synaptischen Spalt fuhrt
bedarf weiterer Forschung. Fraglich ist, ob die ChS Uberhaupt prasynaptische
NMDAR aktiviert. Auch GABAerge Interneurone exprimieren NMDAR, deren
Aktivierung zu einer Verstarkung der inhibitorischen Wirkung fuhrt und somit die Glu-
Freisetzung am Zielneuron vermindern konnte. Diese Uberlegung basiert auf der
Annahme, dass NMDAR-Antagonisten wie Ketamin einen antidepressiven Effekt
haben, der unter anderem mit einer gesteigerten Glu-Freisetzung durch die NMDAR-
Blockade gabaerger Interneurone begriindet wird (47;48).

Die Wirkung der ChS am NMDAR und ihr Einfluss auf das glutamaterge System
bedarf weiterer Forschung. Festzuhalten ist jedoch, dass die ChS vorrangig an NR2A-
und B-Untereinheiten des NMDAR bindet und dass deren Expression entweder durch
affektive Stérungen oder durch die antidepressive Therapie verandert zu sein scheint.
Die gleichzeitig bestehende glutamaterge Dysregulation unterstutzt die Theorie einer
ChS-abhangigen NMDAR-Modulation.

4.4 Regionenspezifische Besonderheiten

Die in der vorliegenden Arbeit gezeigte erhohte Dichte ChS-positiver Mikroglia bei
Patienten mit depressiven Stérungen findet sich im sACC sowie im aMCC, jedoch
nicht im pACC und auch nicht im Hippocampus.

Interessanterweise ist dieses Ergebnis in Zusammenhang zu bringen mit der
regionenspezifischen Rezeptordichte innerhalb des Cingulum. Palomero-Gallagher et

al. untersuchten die Dichte diverser Neurotransmitter-Rezeptoren um die
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Notwendigkeit der neuen Aufteilung des Gyrus cinguli in vier Regionen, wie sie auch
in dieser Arbeit erfolgte, im Vergleich zu der alten Aufteilung nach Brodman in zwei
Regionen, zu unterstreichen (153). In dieser Post-mortem-Studie wurde mittels einer
Multirezeptorautoradiographie die Dichte von 15 verschiedenen Nerurotransmitter-
Rezeptoren im gesamten menschlichen cingularen Cortex bestimmt. Dabei zeigte
sich, dass in den Arealen 25 (sACC) und 32’ (aMCC, ein geringer Teil pACC) eine
uberdurchschnittlich hohe Dichte von NMDAR zu finden ist, wohingegen im Areal 24
(PACC, geringer Teil aMCC) eine unterdurchschnittliche Dichte von NMDAR
nachzuweisen ist (siehe Abb. 3) (153). Im Kontext der hier vorliegenden Ergebnisse
bedeuten diese Befunde, dass in den Arealen, in denen eine physiologisch héhere
Expression von NMDAR vorliegt, auch eine erhohte Dichte an ChS-positiven
Mikrogliazellen bei Depressiven, im Sinne einer Verstdrkung der hirnregionalen
Dysbalance des glutamatergen Systems, zu finden ist.

Die strukturellen Ahnlichkeiten zwischen bestimmten Regionen, sowie die
Unterschiede zu anderen Regionen in Kombination mit gleichgerichteten
pathologischen Veranderungen lasst darauf schlieRen, dass einzelne Hirnregionen
nicht isoliert voneinander zu betrachten sind. Die Entstehung von affektiven
Stérungen ist nicht auf die Stérung einer Struktur oder eines Transmittersystems
zurtckzufihren. Erst das Zusammenspiel von diversen Stérungen innerhalb des
cortico-limbischen Netzwerkes fuhrt zur Auspragung depressiver Symptome. Es
muissen also Veranderungen in den neuronalen Schaltkreisen bestehen, in denen
Emotionen, Verhaltensweisen und Gedachtnisinhalte entstehen und reguliert werden.
Damit einher geht die Hypothese einer frontocingularen Dysfunktion bei depressiven
Stérungen, die besagt, dass die funktionelle Konnektivitdt zwischen einzelnen
corticalen und limbischen Arealen gestort ist (229). Diese funktionelle Konnektivitat ist
ein Konzept zur Charakterisierung funktioneller Interaktionen innherhalb neuronaler
Systeme (230). Veranderungen eines beteiligten neuronalen Systems fuhren zu einer
gestdrten Funktion des Netzwerks und kdénnten somit psychiatrische Symptome
auslésen. Aizenstein et al. berichteten Uber eine reduzierte funktionelle Konnektivitat
zwischen dem aMCC und dem DLPFC bei depressiven Patienten (231). Wahrend
sich die lokale Aktivitat innerhalb des DLPFC nach einer erfolgreichen Therapie mit
Paroxetin normalisierte, blieb die reduzierte funktionelle Konnektivitdt zwischen dem
DLPFC und dem aMCC bestehen (231).

In diesem Kontext gilt es zwischen zwei besonderen neuronalen Netzwerken zu
unterscheiden: zum einen gibt es das ,task-positive network” (TPN), zu welchem unter
anderem der DLPFC sowie der aMCC zahlen. Das TPN wird wahrend Aufgaben

aktiviert, die kognitive Kontrolle und Aufmerksamkeit verlangen. Zum anderen ist hier
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das ,default-mode-network® (DMN) von besonderem Interesse. Das DMN schlief3t
unter anderem den pACC, den posterioren und retrosplenialen cinguldren Cortex
sowie die Hippocampusformation mit ein (229). Es stellt ein funktionelles Netzwerk
dar, welches vor allem bei selbst-referentiellen Prozessen aktiviert wird, also dann,
wenn sich die Person nicht auf die AuRenwelt konzentriert. Die neuronale Aktivitat in
diesem Zustand wird als ,resting state activity® (RSA) bezeichnet (232;233). Bei
Vorgangen, die kognitive Kontrolle erfordern kommt es physiologischerweise zu einer
Aktivierung in Regionen des TPN sowie zur Deaktivierung des DMN (234), also zu
einer Reduktion der bestehenden RSA. Pizzagalli et al. nehmen bei affektiven
Stérungen eine Dysbalance des Gleichgewichts zwischen dem PTN und dem DMN an
(229), was zu Konzentrationsstorungen sowie Veranderungen der kognitiven
Beurteilung emotionaler Prozesse (235) und somit auch zu einer depressiven
Symptomatik fuhren konnte. Auch Grimm et al. zeigten in diesem Kontext bereits,
dass depressive Patienten die RSA des pACC wahrend kognitiv anspruchsvollen
Tests nicht ausreichend deaktivieren kénnen (236).

Im Rahmen der Forschung Uber die Hypothese einer frontocingularen Dysfunktion bei
affektiven Stérungen wird die Aktivitdt durch Beurteilung des zerebralen Blutflusses
sowie des Glucosemetabolismus mittels PET oder fMRT gemessen. Die Ergebnisse
dieser Studien sind inkonsistent. Drevets et al. geben einen gut recherchierten
Uberblick Uber die Ergebnisse der bildgebenden Studien im Kontext der Aktivitat in
einzelnen Regionen des PFC bei affektiven Stérungen (237). Die Patientenkollektive
in diesen Studien unterscheiden sich hinsichtlich der Medikation, des Alters und der
depressiven Symptomatik. Zudem wurden die einzelnen Subregionen des ACC in
Bezug auf die Brodman Areale uneinheitlich definiert. Folglich kann keine Aussage
dariber getroffen werden, in welchen Regionen bei Depressiven, im Falle einer
gestdrten Aktivitat, eine Hyper- oder Hypoaktivitdt gegeben ist. Moglich ware auch,
dass unterschiedliche depressive Phanotypen mit variablen regional abweichenden
Aktivitdtsveranderungen einhergehen.

Trotz dieser Einschrankungen, die die Ergebnisse der Studien nicht vergleichbar
machen, kann angenommen werden, dass Veranderungen der metabolischen
Aktivitat sowie des cerebralen Blutflusses in den einzelnen Subregionen des ACC mit
depressiven Erkrankungen in Zusammenhang zu bringen sind. Interessanterweise
besteht eine inverse Korrelation der Aktivitaten zwischen dem sACC, als Teil des
DMN, und dem DLPFC, als Teil des TPN (238) und auch die Aktivitdten zwischen
dem pACC und dem sACC scheinen negativ zu korrelieren (239). Zudem wurde bei
einer Untersuchung der Konnektivitdt der einzelnen Subregionen des ACC mit

anderen Strukturen mittels diffusionsgewichteter MRT (Traktographie) demonstriert,
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dass der pACC und der sACC unterschiedliche Konnektivitdtsmuster aufzeigen, wobei
der sACC eine faserreichere Verbindung zum aMCC aufzeigt als der pACC (159).
Diese Befunde bestatigen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit dahingehend, dass
physiologischerweise neben einer differierenden Rezeptordichte, auch Unterschiede
in der Konnektivitdt zu anderen limbischen und coticalen Regionen zwischen den
einzelnen Subregionen des ACC bestehen. Interessanterweise unterscheiden sich
auch hier vor allem der sACC und der aMCC vom pACC.

In dieser Arbeit wurde eine Korrelation der ChS-positiven Mikrogliadichte zwischen
dem rechten aMCC und dem rechten sACC der gesunden Vergleichspersonen
festgestellt (p = 0,038), wohingegen bei den unipolar Depressiven keine Korrelation
mehr zu finden ist. Auch diese Befunde sprechen flr eine spezielle funktionelle und
anatomische Konnektivitdt zwischen dem aMCC und dem sACC, die bei affektiven
Storungen gestort zu sein scheint und somit zu einer Dysbalance innerhalb des
cotico-limbischen Systems mit folgender Veranderung kognitiver und affektiver
Prozesse fuhrt.

Die Hypothese der frontocingularen Dysfunktion zeigt auch direkte Verbindungen zu
Veranderungen der Neurotransmittersysteme. Bildgenende Studien demonstrierten in
diesem Kontext, dass die bei Patienten mit unipolarer Depression auftretende
Verschlechterung der depressiven  Symptomatik infolge einer  akuten
Tryptophandepletion mit einer signifikanten Reduktion der kognitions-induzierten
Aktivierung im aMCC assoziiert ist (240). Salvadore et al. untersuchten die Aktivitat im
rostralen ACC (BA 24, BA 32) und wiesen bei depressiven Patienten eine
Hyperaktivitdt nach Stimulation mit einer schnellen Folge furchtsamer Bilder nach
(241). Dies ist ein etabliertes Verfahren zur Aktivierung des ventralen ACC (242).
AnschlieRend wurde den Probanden einmalig Ketamin verabreicht. Neben einer
Ubermaligen Aktivierung im Vergleich zu gesunden Personen, korrelierte das
Ausmald der Aktivierung dabei positiv mit dem antidepressiven Effekt von Ketamin
(241). Walter et al. gelang es erstmalig bei depressiven Patienten eine Korrelation
zwischen einer pathologischen Deaktivierung des pACC infolge emotionaler
Stimulation mit Veranderungen des glutamatergen Systems in derselben Region zu
zeigen (164). Die in dieser Arbeit dargestellten regionalen Unterschiede in der Dichte
chinolinsdure-positiver Mikroglia bei Patienten mit unipolarer Depression entsprechen
folglich nicht nur der physiologischen NMDAR-Epression in den einzelnen
Subregionen des ACC, sondern finden sich auch in funktionellen und
neuroanatomischen Konnektivitdtsmustern wieder, deren Veranderungen, wie oben
beschrieben, bei der Atiopathogenese von affektiven Stérungen eine wichtige Rolle zu

spielen scheinen.
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4.5 Bipolare versus unipolare Depression

Aus der Subtypenanalyse der hier vorliegenden Ergebnisse ist zu entnehmen, dass
die erhdhte Dichte ChS-positiver mikroglialer Zellen den Patienten mit der Diagnose
einer unipolaren Depression zuzuschreiben ist (Unipolare vs. Bipolare: sACC p =
0,042; aMCC p = 0,007). Ein Unterschied zwischen Patienten mit unipolarer
Depression und bipolarer Stérung war zu erwarten und entspricht den Ergebnissen
bildgebender Studien beziglich des glutamatergen Systems bei Patienten mit
affektiven Stérungen. Im Vergleich zu den unipolar Depressiven wird bei Patienten mit
bipolarer Stérung mittels MRS ein gesteigertes GIx-Vorkommen im ZNS (ACC,
DLPFC, Hi) (58;59) sowie ein verminderter Glu-Gehalt im Liquor demonstriert (siehe
auch Tabelle 1). Diese Befunde sind unabhangig davon, ob sich die Patienten zum
Zeitpunkt der Untersuchung in einer euthymen, depressiven oder manischen
Stimmungslage befanden. Zu erwdhnen sei hier auch, dass die Phasenprophylaktika
Lithium und Valproat zu einer Senkung des intrasynaptischen Glutamats flhren (28),
wohingegen die antidepressiven Effekte von NMDAR-Antagonisten wie Ketamin mit
einer gesteigerten Glu-Freisetzung im ACC erklart werden (siehe Kap. 1.1.2). Diese
verschiedenen pharmakotherapeutischen  Wirkungsweisen unterstitzen die
aufgedeckten Unterschiede sowohl der bildgebenden Studien bezlglich des
glutamatergen Systems, als auch der hier vorliegenden Ergebnisse.

In der vorliegenden Arbeit wurden ausschliellich Gehirne von akut depressiven
Patienten verwendet, die durch Suizid verstarben. Daher sind die hier gemachten
Beobachtungen lediglich auf die depressive Phase der bipolaren Stérung zu
beziehen, mdglicherweise auch auf die Suizidalitat (siehe Kapitel 4.6).
Studienergebnisse zur inflammatorischen Kompenente bei bipolaren Stérungen sind
wenig konsistent und reichen von vermindertem Vorkommen proinflammatorischer
Zytokine in akut manischen Phasen (243) bis zu vermehrtem Vorkommen
proinflammatorischer Zytokine sowohl in akut manischen Phasen (244;245) als auch
in akut depressiven Phasen (245). Ein Unterschied im Aktivierungsstatus des
Immunsystems in den verschiedenen Phasen der bipolaren Stérung (depressiv,
manisch, euthym) ist aufgrund der Gegensatzlichkeit des klinischen Bildes durchaus
denkbar.

Interessanterweise ist der erwahnte Trend im linken Hippocampus depressiver
Patienten einer erhOhten immunpositiven Mikrogliadichte bei den Patienten mit
bipolarer Stérung zuzuschreiben (Bipolare versus gesunde Vergleichspersonen: p =
0,051) ist. Dieser Befund lasst darauf schlielen, dass auch hier wieder die

regionenspezifische Verteilung von NMDAR eine Rolle spielt und sich nicht die
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pathophysiologischen Zusammenhange an sich voneinander unterscheiden mussen,
sondern lediglich die Lokalisation der Ereignisse.

Wie bereits erwahnt, konnte bei unipolar Depressiven eine verminderte Expression
von NR2A im DLPFC sowie im aMCC nachgewiesen werden, was mit der in dieser
Arbeit gefundenen erhéhten Dichte ChS-positiver Mikroglia in Zusammenhang stehen
konnte. Analog dazu konnte bei Patienten mit bipolarer Storung eine verminderte
Expression von NR2A und NR1 im Hippocampus gezeigt werden (175;246), so wie
hier ein Trend zu einer erhdéhten Zelldichte im Hippocampus gefunden wurde. Zudem
zeigt sich im DLPFC eine verminderte Expression von NR3A bei Patienten mit
bipolarer Stérung (247). Da NR3A einen hemmenden Effekt auf den NMDAR besitzt,
konnte dies als Hinweis auf eine Hypofunktion des NMDAR ausgelegt werden.

Zudem zeigt die Intragruppenanalyse eine umgekehrte (negative) Korrelation der
ChS-positiven Mikrogliadichte zwischen dem aMCC und dem sACC bei Bipolaren (p =
0,005). Bei den gesunden Vergleichspersonen besteht hier eine positive Korrelation
und bei den Unipolaren gar keine Korrelation. Dieser Befund kann als weiterer
Hinweise auf eine Beeintrachtigung des corticolimbischen Systems sowohl bei

unipolaren als auch bei bipolaren Patienten betrachtet werden (siehe Kapitel 4.5).

4.6 Methodenkritische Betrachtung

Die erhdhte Dichte ChS-positiver Mikroglia in einzelnen Subregionen des ACC
depressiver Patienten bestétigt die einleitend beschriebenen Befunde bezlglich der
Veranderungen des Tryptophanmetabolismus bei Patienten mit depressiven
Stérungen. In diesem Zusammenhang deutet das anfangs beschriebene gesteigerte
proinflammtorische Zytokinprofil depressiver Patienten darauf hin, dass ChS aufgrund
einer Immunaktivierung bei diesen Patienten vermehrt entsteht. Dem kdnnte sowonhl
ein peripherer Prozess zugrundeliegen, wobei hier Monozyten oder Hepatozyten als
ChS-Produzenten in Frage kdmen, als auch ein neuroinflammatorischer Vorgang im
Sinne einer Beteiligung der Mikroglia. Entsprechende Untersuchungen am
Hirngewebe von Patienten mit affektiven Stérungen erfolgten bisher jedoch nicht.

In der vorliegenden Studie ist es nun erstmals gelungen, tatsachlich eine Vermehrung
ChS-immunreaktiver Mikroglia in depressionsrelevanten Hirnarealen nachzuweisen.
Bei depressiven Patienten konnte im Vergleich zu den gesunden Personen eine
signifikant héhere Dichte immunpositiver Zellen im sACC (p = 0,006) sowie im aMCC
(p = 0,043) gezeigt werden.

Die Nutzung eines polyklonalen Antikorpers war dabei vorteilhaft, da sich bei

polyklonalen Antikdrpern die Epitope, die von dem jeweiligen Antikérper auf dem
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Antigen erkannt werden, unterscheiden kénnen. Somit bestand die Modglichkeit das
nachzuweisende Antigen auch dann zu detektieren, wenn ein Molekilabschnitt des
Antigens in verschiedenen Konformationen vorliegt.

Anhand der vorliegenden Ergebnisse kann aber nicht darauf geschlossen werden, ob
es sich um eine gesteigerte Synthese oder einen verzdogerten Abbau der
Chinolinsdure handelt. Auch ist nicht klar, ob die hier nachgewiesene vermehrte ChS-
Produktion fur die synaptische Signallubertragung relevant ist.

Vorteilhaft ware es, zur Bestatigung der Ergebnisse eine Messung der verschiedenen
Metabolite des Kynureninstoffwechsels mittels einer Hochleistungsflussigkeits-
chromatographie (HPLC) aus Gefriermaterial durchzuflihren. Die HPLC ist ein
chemisches Verfahren mit dem man Substanzen voneinander trennen kann und die
Moglichkeit hat diese anschlieBend zu identifizieren und zu quantifizieren. Somit
konnten  die  Konzentrationsbalancen  der  einzelnen Metabolite  des
Kynureninstoffwechsels bestimmt werden und eine eventuelle Dysbalance zwischen
neuroprotektiven und neurotoxischen Metaboliten tberprift werden.

Eine weitere Limitierung dieser Studie stellt die geringe Fallzahl dar. Um die
Bedeutung des Ergebnisses zu bestatigen sollte der Stichprobenumfang gesteigert
werden. Sinnvoll ware in einer erweiterten Studie auch der Einschluss von Patienten
mit depressiven Stérungen, die eines natlrlichen Todes gestorben sind. Bei den in
dieser Studie untersuchten Patienten handelt es sich ausschliellich um Suizidopfer,
die unter einer akuten schweren Depression litten. Diese Auswahl wurde getroffen,
um in der Post-mortem-Analyse eventuelle transiente Effekte der in der Regel
schubférmig verlaufenden affektiven Stérungen aufzudecken. Somit sind aber bei
dem einfachen Gruppenvergleich zwischen Depressiven und Gesunden zwei Effekte
zu beachten: die Diagnose und die Todesart. Bezuglich histologischer sowie
inflammatorischer Veranderungen im Rahmen von Suizidalitat gibt es einige Studien,
die ahnliche Ergebnisse aufweisen wie die bisher in dieser Arbeit beschriebenen
Veranderungen bei Patienten mit affektiven Storungen. Beispielsweise wird
Suizidalitat ebenfalls mit Serotonindefiziten in Verbindung gebracht (248). Sublette et
al. untersuchten das Vorkommen von Tryptophanmetabliten im Plasma von
depressiven Patienten mit und ohne Zustand nach Suizidversuch im Vergleich zu
gesunden Personen und stellten dabei erhohte Kynureninspiegel lediglich bei den
depressiven Patienten fest, die unter Suizidalitat litten (249). Ob hier ein ursachlicher
Zusammenhang zwischen Veranderungen im Tryptophanstoffwechsel und der
Suizidalitat besteht ist nicht geklart. Auch kdénnten depressionsassoziierte
Dysregulationen im Tryptophanstoffwechsel mit dem Auspragunsgrad der

depressiven Symptomatik zunehmen und folglich bei suizidalen Patienten ihren
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Hoéhepunkt erreichen und deshalb im Plasma vermehrt nachgewiesen werden.
Unterstitzt wird diese These durch eine Studie von Lindqvist et al., in welcher der IL-
6-Spiegel suizidaler Patienten im Liquor untersucht wurde (250). In dieser Studie
konnten hdhere IL-6-Spiegel bei Patienten mit einem Suizidversuch in der Anamnese
im Vergleich zu gesunden Personen festgestellt werden. Alle Suizidversuche fanden
jedoch im Rahmen einer depressiven Erkrankung statt. AuRerdem bestand eine
positive Korrelation zwischen der Punktzahl im MADRS (Montgomery-Asberg
Depression Rating Scale) und dem Ausmaf des IL-6-Anstiegs (250), weshalb hier
eher von einem Effekt der Diagnose als einem Effekt der Suizidalitdt ausgegangen
werden kann.

Auch andere Studien befassten sich mit verdnderten Zytokinprofilen bei Suizidopfern.
In einer Post-mortem-Analyse depressiver Patienten wurde ein erhohtes Vorkommen
von IL-4 und IL-13 im orbitofrontalen Cortex depressiver Suizidopfer im Vergleich zu
depressiven Patienten die eines naturlichen Todes gestorben sind beschrieben (251).
Sowohl IL-4 als auch IL-13 gelten jedoch als antiinflammatorische Zytokine, die in
erster Linie die humorale Immunabwehr beeinflussen, weshalb die Ergebnisse mit den
in dieser Arbeit beschriebenen Veranderungen des Immunsystems bei depressiven
Patienten schwer zu vergleichen sind. Andere Arbeitsgruppen untersuchten die
Zytokinprofile im Blut von depressiven Patienten, die anamnestisch einen
Suizidversuch aufwiesen im Vergleich zu depressiven Patienten ohne Suizidversuch
in der Vorgeschichte. Die Ergebnisse dieser Studien sind nicht konsistent. Wahrend
Kim et al. einen verminderten |L-6-Spiegel bei Patienten mit Zustand nach einem
Suizidversuch beschreiben, kommen Janelidze et al. zu einem erhdhten IL-6-Spiegel
bei Patienten mit Suizidversuch in der Anamnese. Zusammenfassend fallt jedoch auf,
dass depressive Patienten mit einem Suizidversuch in der Anamnese ein anderes
Zytokinprofil aufweisen als depressive Patienten ohne Suizidversuch in der
Vorgeschichte. Ob dies ein Effekt der Suizidalitdt oder des Schweregrads der
Depression ist, oder aber unterschiedliche klinische Subtypen depressiver Stérungen
in diesem Kontext eine Rolle spielen, ist nicht geklart. Steiner et al. quantifizierten in
einer Post-mortem-Analyse HLA-DR-positive Mikroglia in frontalen Hirnregionen von
depressiven und schizophrenen Suizidopfern im Vergleich zu gesunden Personen, die
eines naturlichen Todes gestorben sind. In dieser Studie zeigte sich eine erhohte
Dichte HLA-DR-positiver Mikroglia im DLPFC, im ACC sowie im mediodorsalen
Thalamus bei den Suizidopfern, unabhangig von der Diagnose, was als Folge
immunologischer Veranderungen im Rahmen suizidalen Verhaltens interpretiert
worden ist (106). Da HLA-DR jedoch ein konstitutiv exprimiertes Oberflachenmoleklil

ist, sagt die Dichte HLA-DR-positiver Mikroglia nichts Uber die metabolische Aktivitat
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mikroglialer Zellen aus. Auch muss berlcksichtigt werden, dass dieses Ergebnis
alternativ eine Folge des Suizids sein kann (iberwiegend Tod durch Erhangen) und
nicht zwangslaufig ein kausaler Zusammenhang zur Suizidaliat bestehen muss.

In der vorliegenden Arbeit konnte der Subgruppenvergleich zwischen den unipolar
Depressiven und den Patienten mit bipolarer Stérung zeigen, dass die erhdhte
Zelldichte mit der Diagnose einer unipolaren Depression zusammenhangt und bei
Patienten mit bipolarer Stérung nicht nachzuweisen ist, obwohl auch in dieser Gruppe
ausschliellich Suizidopfer vorkommen. Dies unterstreicht bei den vorliegenden
Ergebnissen den Effekt der Diagnose.

Ebenfalls muss kritisch hinterfagt werden, ob psychotrope Medikamente einen
Einfluss auf den Tryptophanstoffwechsel oder die mikrogliale Zellfunktion haben.
Hinischtlich der Wirkmechanismen und der Wirksamkeit psychotroper Medikamente
(siehe Kapitel 1.1) ist von einem solchen Einfluss auszugehen, so dass ein
sekundarer Medikationseffekt nicht sicher ausgeschlossen werden kann. Die erhohte
Dichte ChS-positiver Mikroglia ist jedoch auf die Subgruppe der unipolar depressiven
Patienten zurickzuflhren, von denen nur 28,6% in den letzten Wochen vor dem
Suizid psychotrope Medikamente erhielten. Die Tasache, dass im Vergleich dazu
mindestens 40% der Patienten mit bipolaren Stérungen zum Zeitpunkt des Todes
psychotrope Medikamente erhielten, unterstiitzt jedoch den Effekt der Diagnose.
Uberdies konnte in der Kofaktorenanalyse ein Medikationseffekt ausgeschlossen
werden.

Es sei noch erwahnt, dass ein physiologisch erhéhtes zentrales ChS-Vorkommen im
Alter beschrieben wird (252). In der Kofaktorenanalyse dieses Kollektivs wurde jedoch
keine Korrelation zwischen dem Alter und der immunpositiven Zelldichte gefunden

(siehe Kapitel 3.2.4), so dass ein Effekt des Alters ausgeschlossen werden kann.

4.7 Schlussfolgerungen und Ausblick

In dieser Arbeit wurde eine gesteigerte Synthese der Chinolinsaure durch mikrogliale
Zellen im sACC sowie im aMCC bei Patienten mit affektiven Stérungen aufgezeigt.
Damit kann die einleitend beschriebene Briicke zwischen der Serontoninmangel-
hypothese, der Glutamathypothese und der Inflammationshypothese geschlagen
werden. Im Rahmen dieser Arbeit kann nicht geklart werden, ob die gesteigerte
Aktivitat mikroglialer Zellen auf subklinische inflammatorische Prozesse
zurlckzufuhren ist oder ob der Aktivitatssteigerung andere Prozesse zugrundeliegen.

Eine Zytokin-vermittelte Induktion der IDO mit daraus resultierendem gesteigerten
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Kynureninmetabolismus und folgender Tryptophandepletion kann jedoch
angenommen werden.

Die vermehrte Produktion der Chinolinsaure ist in Regionen nachgewiesen worden, in
denen bereits zuvor glutamaterge Veranderungen und eine verminderte Expression
von NMDAR bei depressiven Patienten beschrieben wurden. Auch folgt die
heterogene Verteilung der chinolinsdure-positiven Mikroglia der in diesen Regionen
physiologisch h6heren NMDAR-Expression. Damit wird mit dieser Arbeit neben der
Regionenspezifitat der zerebralen Rezeptorausstattung auch die maRgebliche Rolle
des PFC als Ursprung affektiver Stoérungen unterstrichen. Unklar ist, ob sich die
beschriebenen Veranderungen der Expression von NMDAR auf gliale oder neuronale
Rezeptoren beziehen. Eine Reduktion von NMDAR an der Pra- oder Postsynapse
corticaler Neurone kénnte dazu fihren, dass ChS vor allem die NMDAR gabaerger
Interneurone aktiviert. Somit kdme es zu einer Induktion der inhibitorischen Funktion
dieser Interneurone, woraus wiederum eine verminderte Glu-Freisetzung in den
betroffenen Regionen resultieren wirde. Additiv oder alternativ kénnte ein
vermindertertes  Glu-Vorkommen wiederum zu einer Untereregbarkeit mit
anschliefender Herunterregulation der NMDAR flihren. Diesen Prozessen koénnte
durch eine gesteigerte Synthese des endogenen NMDAR-Agonisten Chinolinsaure
entgegen gewirkt werden. Eine vermehrte ChS-Synthese ware demnach ein Versuch
der Mikrogliazellen eine vorhandene NMDAR-Hypofunktion auszugleichen. In diesem
Sinne ware die vermehrte Produktion der ChS als regulierender Effekt zu betrachten,
der neurotoxische Nebenwirkungen aufweist und zu Stérungen kognitiver und
affektiver Prozesse fuhrt.

Die regionenspezifische Verteilung der NMDAR steht im Zusammenhang mit diversen
neuroanatomischen und funktionellen Konnektivitaten, die affektive und kognitive
Neuronenschaltkreise unterscheidet. Der pACC steht dabei mit anderen corticalen
und limbischen Arealen in Verbindung als der sACC, welcher insbesondere eine
ausgepragte Verbindung zum aMCC ausbildet. Daher kann angenommen werden,
dass eine funktionelle Konnektivitat zwischen dem sACC und dem aMCC besteht und
dass deren Stérung zu depressiven Symptomen, wie der abweichenden kognitiven
Beurteilung emotionaler Prozesse sowie Aufmerksamkeitsstorungen fuhrt.
Zusammenfassend kann davon ausgegangen werden, dass erst das Zusammenspiel
mehrerer Dysfunktionen innerhalb des cortico-limbischen Netzwerkes zur Auspragung
depressiver Symptome flihrt und dass die Chinolinsaure als Bindeglied zwischen dem
Immunsystem und dem glutamatergen System eine zentrale Rolle dabei spielt.

Im Rahmen kinftiger Studien koénnte z.B. die Dichte Kynureninsaure-positiver

Astrozyten im anterioren cingularen Cortex sowie im Hippocampus aus benachbarten
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Hirnschnitten untersucht werden. Méglicherweise besteht eine Dysbalance zwischen
Chinolinsdure und Kynureninsaure und somit zwischen einem neurodegenerativen
NMDAR-Agonismus und einem neuroprotektiven NMDAR-Antagonsimus bei akut an
einer Depression erkrankten Patienten.

Eine weitergehende Klarung der in dieser Arbeit aufgedeckten Prozesse kdnnte zum
Einsatz neuer medikamentdser Therapiestrategien fihren. Beispielsweise hemmt das
Tetrazyklin Minozyklin durch die Blockade von NFkB die Aktivierung mikroglialer
Zellen und konnte somit einer ubermafigen Chinolinsaureprduktion entgegen wirken.
Auch Ketamin sollte als potenter NMDAR-Antagonist wieder eine bedeutendere Rolle

bei der Suche nach effektiven antidepressiven Medikamenten spielen.
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5 Zusammenfassung

Affektive Storungen stellen mit einer Lebenszeitpravalenz von ca. 20% eine der
haufigsten Erkrankungen dar. Aufgrund der Komplexitdt des Krankheitsbildes
existieren zahlreiche Theorien zur Atiologie und Pathophysiologie. Die hohe Zahl an
Therapieversagern zeigt jedoch, dass die Pathophysiologie affektiver Stérungen noch
nicht hinreichend geklart ist und dass ein umfassenderes Verstandnis der
neurobiologischen Vorgange unabdingbar ist, um die therapeutischen Mdglichkeiten
im Rahmen eines multimodalen Behandlungskonzeptes zu optimieren.

In den letzten Jahren wurden zunehmend Untersuchungen zur Frage durchgefiihrt, ob
eine Dysfunktion des Immunsystems an der Pathogenese depressiver Stdérungen
beteiligt sein kénnte. Studien am peripheren Blut wahrend depressiver
Krankheitsphasen ergaben in der Tat erhéhte Konzentrationen von Interleukin-1, -6
und Tumornekrosefaktor-alpha, sowie vermehrte Monozytenzahlen. Dies wurde als
Hinweis auf eine Aktivierung des Makrophagen-Monozyten-Systems im Rahmen
akuter Depressionen interpretiert. Fir die vorliegende Arbeit wurde die Hypothese
aufgestellt, dass sich solche Veranderungen des peripheren Immunsystems eventuell
auch in einer Aktivierung zerebraler Mikrogliazellen, die ebenfalls zum Makrophagen-
Monozyten-System gehoren, widerspiegeln konnten. Als besonders interessant fur die
Analyse erschienen Subregionen des anterioren cingularen Cortex, wo Depressions-
assoziierte Storungen der glutamatergen Neurotransmission beschrieben wurden.
Deshalb wurde die mikrogliale Expression des endogenen N-Methyl-D-Aspartat
(NMDA) Glutamatrezeptor-Agonisten Chinolinsdure im subgenualen anterioren
cingularen Cortex (sACC), anterioren mittleren cingularen Cortex (aMCC) und
pragenualen anterioren cingularen Cortex (pACC) von 12 akut depressiven suizidalen
Patienten (unipolare Depression: n=7; bipolare Depression: n=5) mittels
Immunhistochemie untersucht und mit 10 gesunden Personen verglichen.

Depressive Patienten hatten signifikant erhdhte Dichten Chinolinsdure-immunpositiver
Mikrogliazellen im sACC (P=0.006) und aMCC (P=0.043) im Vergleich zu den
gesunden Personen. Im pACC fanden sich hingegen keine Diagnose-abhangigen
Unterschiede. Post-hoc-Analysen ergaben, dass die signifikanten Unterschiede in
erster Linie auf die Falle mit unipolarer Depression, nicht jedoch auf die Falle mit
bipolarer Depression zurtickzufihren waren.

Diese Ergebnisse weisen auf eine mdgliche Verbindung zwischen Immunsystem und
Neurotransmission bei akuter Depression hin. Die Hochregulation von Chinolinsaure
wurde insbesondere in Hirnregionen gefunden, die bekanntermalen auf eine

Therapie durch den NMDA-Rezeptor-Antagonisten Ketamin ansprechen. Zukinftige
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Arbeiten in diesem Gebiet konnten zu einem besseren Verstandnis der
Pathophysiologie affektiver Stérungen fihren und den Weg flir neue Immun- und

Glutamat-modulierende Therapiestrategien bereiten.
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