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Kurzreferat:

Der humane kationische Aminosauretransporter 1 (hCAT1) hat aufgrund seiner
Substratbereitstellungsfunktion fur verschiedenste Stoffwechselprozesse eine
zentrale Bedeutung hinsichtlich physiologischer und pathologischer Prozesse im
menschlichen Gehirn. Gegenstand der vorliegenden Arbeit sind
immunhistochemische Untersuchungen zur Verteilung des hCAT1-Proteins im
gesunden menschlichen Gehirn, sowie die Bestimmung der neuronalen Zelldichte
hCAT1-immunreaktiver Neurone im Hippocampus von depressiven Patienten im

Vergleich zu psychiatrisch Gesunden.

Es wurden post mortem Gehirne von 14 depressiven Patienten (sieben unipolar
depressiv, sieben bipolar depressiv) und von neun psychiatrisch unauffalligen
Vergleichspersonen untersucht. Es zeigte sich eine weite Verbreitung von hCAT1 im
gesamten menschlichen Gehirn, auch wenn die Intensitat der Expression in den
verschiedenen Regionen des Gehirns variierte. Hinsichtlich der neuronalen Dichte
hCAT1-exprimierender Neurone ergab sich in der Region des Cornu Ammonis 2
(CA2) eine signifikante Erniedrigung in beiden Hemispharen von depressiven
Patienten. In den anderen untersuchten Regionen des Hippocampus (CAl, CA3,
CA4 und Subiculum) wurden keine signifikanten Unterschiede gefunden.

Die beschriebenen Ergebnisse geben Hinweise darauf, dass das hCAT1-Protein eine
Rolle in der Pathogenese der Depression spielt und in Zukunft bei der Erarbeitung

neuer therapeutischer Anséatze depressiver Erkrankungen von Interesse sein kénnte.
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1. Einleitung

1.1 Depressive Erkrankungen

1.1.1 Einteilung, Symptomatik und Epidemiologie

Die verschiedenen depressiven Erkrankungen werden in der aktuellen Version der
Internationalen statistischen Klassifikation der Krankheiten und verwandter
Gesundheitsprobleme (ICD-10) unter dem Begriff der affektiven Stérungen
zusammengefasst und sind durch eine meist episodische und wiederholt auftretende
Veranderung der Stimmung bzw. Affektivitdt gekennzeichnet (Dilling et al. 2010).
Hierbei unterscheidet man die unipolar depressive Storung, bei der es ausschliel3lich
zu depressiven Episoden kommt, von der bipolar affektiven Storung, die durch einen
Wechsel von depressiven und hypomanischen bzw. manischen Episoden oder das
Auftreten von gemischten Episoden charakterisiert ist (Lieb et al. 2012). Typische
Symptome wahrend einer depressiven Phase sind gedrickte Stimmung,
Interessenverlust und Freudlosigkeit, sowie Verminderung des Antriebs mit erhdhter
Ermudbarkeit und Aktivitatseinschrankung; aul3erdem kénnen noch andere
Symptome, wie z. B. verminderte Konzentration bzw. Aufmerksamkeit, vermindertes
Selbstwertgefuhl bzw. Selbstvertrauen, Schuldgefiihle bzw. Gefiihle von
Wertlosigkeit, negative bzw. pessimistische Zukunftsperspektiven, Suizidgedanken
bzw. -handlungen, Schlafstérungen und verminderter Appetit hinzukommen; anhand
der gezeigten Gesamtsymptomatik wird der Schweregrad der depressiven Episode
in leicht, mittelgradig und schwer eingeteilt (Dilling et al. 2010). Patienten in einer
manischen Phase zeigen hingegen eine gehobene Stimmung, einen gesteigerten
Antrieb mit erhdhter Aktivitat bzw. motorischer Ruhelosigkeit und weitere Symptome,
wie z. B. Ideenflucht bzw. subjektives Gedankenrasen, Rededrang, Verlust sozialer
Hemmungen, vermindertes Schlafbedirfnis, tberhéhte Selbsteinschatzung bzw.
GrolRenwahn, ausgepragte Ablenkbarkeit und gesteigerte Libido; dabei stellt eine
hypomanische Phase eine leichtere Verlaufsform dar (Lieb et al. 2012). Die aktuell
gultigen S3-Leitlinien gehen von einer Lebenszeitpravalenz fir bipolare Stérungen
von ca. 3% und fur unipolare depressive Stérungen sogar von 16-20% aus, wobei

das Geschlechtsverhaltnis bei bipolaren Erkrankungen ausgeglichen ist; dagegen

-1-



leiden doppelt so viele Frauen wie Manner an einer unipolar depressiven Erkrankung
(DGPPN et al. 2015; DGBS & DGPPN 2012). Das Manifestationsalter fur bipolare
Erkrankungen liegt vor allem im jugendlichen und jungen Erwachsenenalter,
Patienten mit einer unipolaren Depression erkranken durchschnittlich einige Jahre
spater; dabei zeigen beide Patientengruppen eine hohe Mortalitat, die vor allem auf
einer erhdhten Suizidalitat beruht (DGPPN et al. 2015; DGBS & DGPPN 2012).

1.1.2 Multifaktorielle Atiopathogenese

Aktuell existieren zur Entstehung depressiver Erkrankungen zahlreiche
Erklarungshypothesen, wobei bisher keine Giberzeugende monokausale Erklarung
geliefert werden konnte. Insgesamt wird sowohl fir die unipolar depressive Stérung
als auch fur die bipolar affektive Stoérung von einer multifaktoriellen Genese
ausgegangen; hierbei werden Wechselwirkungen von genetischen, psychosozialen
und neurobiologischen Faktoren als pathogenetisch relevant angesehen (Haack et
al. 2010; DGPPN et al. 2015).

1.1.2.1 Genetische Aspekte und Umwelteinfliisse

In der Vergangenheit durchgefuhrte Familien-, Zwillings- und Adoptionsstudien
konnten die wichtige Bedeutung genetischer Faktoren aufzeigen. Diesbeziglich
wurde flr die unipolar depressive Storung eine Heritabilitat von ca. 40-50%
nachgewiesen; fur die bipolar affektive Stérung konnte sogar eine Heritabilitat von ca.
80% belegt werden, was einen der héchsten Werte im Bereich psychiatrischer
Erkrankungen darstellt (Bertelsen et al. 1977; McGulffin et al. 1996; Sullivan et al.
2000; Haack et al. 2010). Mittels Kopplungsstudien wurden zwar zahlreiche
Regionen des Genoms vorgeschlagen, die Risiko-Allele enthalten kénnten, jedoch
sind die Ergebnisse beziglich beider Erkrankungen insgesamt inkonsistent, so dass
letztlich keine aussagekraftigen positiven Ergebnisse vorliegen (Lohoff 2010;
Craddock & Sklar 2013). Allerdings wurden in der Chromosomenregion 12923
pradisponierende Gene sowohl fiir die unipolar depressive Stérung als auch fir die
bipolar depressive Stérung beschrieben (Abkevich et al. 2003; McGuffin et al. 2005).
Auch mittels Assoziationsstudien wurden zahlreiche Kandidaten-Gene untersucht;
bisher konnte aber fir keine der beiden Erkrankungen ein anerkanntes

Dispositionsgen festgestellt werden (Barnett & Smoller 2009; Flint & Kendler 2014).
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Etwas erfolgreicher verliefen in jingerer Zeit genomweite Assoziationsstudien, die
zumindest zwei mit der bipolar affektiven Stérung assoziierte Gene (namlich
CACNA1C und ANK3) nachweisen konnten (Ferreira et al. 2008; Barnett & Smoller
2009; Cichon et al. 2009; Lohoff 2010; Flint & Kendler 2014). CACNA1C kodiert fur
die Alpha-1C-Untereinheit eines spannungsabhangigen L-Typ-Calciumkanals und
ANKS flr das Ankyrin-G-Protein, welches als neuronales Adapterprotein die
Zusammenstellung von spannungsabhangigen Natriumkandalen reguliert; letztlich ist
aber die pathogenetische Bedeutung beider assoziierter Gene nicht abschlielRend
geklart (Barnett & Smoller 2009). Aufgrund der dargelegten Schwierigkeiten,
konsistente genetische Befunde zu erzielen, wird beziglich beider Erkrankungen
einerseits ein komplexer Vererbungsmodus mit einem Zusammenspiel mehrerer
Gene bzw. verschiedener genetischer Mechanismen angenommen, andererseits
auch psychosozialen Faktoren bzw. Umwelteinfliissen eine bedeutende Rolle bei der
Entstehung depressiver Erkrankungen zugeschrieben (Craddock & Jones 1999;
Fullerton et al. 2010; Craddock & Sklar 2013; Fakhoury 2015). Nach dem
Vulnerabilitats-Stress-Modell kbnnen kritische Lebensereignisse, wie beispielsweise
Scheidung oder Todesfall, als Stressoren fungieren und dadurch bei entsprechender
Pradisposition krankheitsauslosend bzw. krankheitsunterhaltend wirken (Brakemeier
et al. 2008; Haack et al. 2010).

1.1.2.2 Hirnmorphologische Veranderungen

Bisher sind fur die affektiven Erkrankungen keine pathognomonischen makro- oder
mikroskopischen Hirnverdnderungen beschrieben worden, jedoch konnten in
bildgebenden und neuropathologischen Untersuchungen hirnstrukturelle
Veranderungen bei Patienten mit affektiver Erkrankung gegentber gesunden
Personen gezeigt werden. Mittels zahlreicher Computertomografie(CT)- bzw.
Magnetresonanztomografie(MRT)-Studien und Zusammenfassung der Ergebnisse in
Metaanalysen ergaben sich sowohl fur die unipolar depressive Erkrankung als auch
fur die bipolar affektive Erkrankung Ubereinstimmende Befunde hinsichtlich
vergroRRerter lateraler Ventrikel und gesteigerter Raten an subkortikalen
Hyperintensitaten (Kempton et al. 2011). Haufig wurde bei beiden Erkrankungen
auch eine frontale bzw. prafrontale Volumenabnahme, vor allem den anterioren
zingularen Kortex betreffend, beschrieben (Haack et al. 2010). Bei unipolar depressiv

-3-



Erkrankten konnte zusatzlich eine Volumenreduktion im Bereich der Basalganglien
(Putamen, Nucleus caudatus) und des Hippocampus belegt werden; bezuglich der
genannten Hirnregionen sind die Ergebnisse fur bipolar affektive Stérungen
inkonsistent (Kanner 2004; Koolschijn et al. 2009; Haack et al. 2010). Des Weiteren
konnte bei bipolar depressiv Erkrankten ein reduziertes Volumen des Corpus
callosum nachgewiesen werden (Palaniyappan & Cousins 2010; Kempton et al.
2011). Zum aktuellen Zeitpunkt existieren nur wenige post mortem Studien, die sich
konkret mit den hirnmorphologischen Veranderungen bei Patienten mit unipolar
depressiver bzw. bipolar affektiver Erkrankung auseinander gesetzt haben.
Hinsichtlich der bereits in bildgebenden Verfahren nachgewiesenen frontalen bzw.
prafrontalen Volumenabnahme konnte gezeigt werden, dass es bei beiden
Erkrankungen zu einer Abnahme der kortikalen Schichtdicke im préfrontalen Kortex
und zur Volumenreduktion im subgenualen Kortex, als Teil des anterioren zinguléaren
Kortex, kommt (Rajkowska 1997; Ongiir et al. 1998). Auch verschiedene subkortikale
Strukturen des Gehirns, die bereits in den bildgebenden Verfahren Auffalligkeiten
zeigten, wurden néher untersucht. Hierbei konnte herausgefunden werden, dass
sowohl Patienten mit unipolar depressiver Erkrankung als auch Patienten mit bipolar
affektiver Erkrankung verminderte Volumina des Nucleus accumbens, des Pallidums
und des Putamens aufweisen (Baumann et al. 1999). In einer weiteren Studie fand
man bei bipolar affektiver Stérung kleinere Volumina des Hypothalamus, des
externen Pallidums, des Putamens und des Thalamus; dagegen konnte fiir die
unipolar depressive Storung nur eine Volumenreduktion im Bereich des externen
Pallidums nachgewiesen werden (Bielau et al. 2005). Weiterhin wurde gezeigt, dass
sowohl bipolar affektiv Erkrankte als auch unipolar Depressive ein etwas kleineres
Hippocampusvolumen haben (Bernstein et al. 2012b). Zuséatzlich fand man bei der
gemeinsamen Betrachtung beider depressiver Erkrankungen gegentiber
neuropsychiatrisch gesunden Personen eine Volumenminderung der medialen und
lateralen Habenula (Ranft et al. 2010). Wahrend hinsichtlich des Fornix weder bei
unipolar depressiver Stérung noch bei bipolar affektiver Stérung
Volumenunterschiede nachgewiesen werden konnten (Brisch et al. 2008), wurde bei
bipolar affektiv Erkrankten eine Volumenreduktion der Mamillarkérper aufgezeigt, die
nicht fir unipolar depressive Patienten gefunden wurde (Bernstein et al. 2012a).
Kirzlich konnte bei unipolar depressiven Patienten eine Volumenreduktion des

Claustrums nachgewiesen werden (Bernstein et al. 2016).
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1.1.2.3 Neurobiochemische Aspekte

Eine der altesten und bedeutendsten Theorien hinsichtlich neurobiochemischer
Veranderungen bei der Pathogenese der depressiven Erkrankungen sind die
Katecholamin- bzw. die im Verlauf daraus entstandene Monoamin-Hypothese aus
den 1960er Jahren, die insgesamt von einem Mangel an Noradrenalin, Dopamin
und/oder Serotonin in der Depression und einer Erh6hung der genannten biogenen
Amine in der Manie ausgehen (Bunney & Davis 1965; Schildkraut 1965; Schildkraut
& Kety 1967; Delgado 2000; Haack et al. 2010). Zu dieser Auffassung fiihrte
einerseits die Entdeckung, dass das zur antihypertensiven Therapie eingesetzte
Medikament Reserpin Depressionen hervorrufen kann und seine Wirkung Uber die
Hemmung vesikularer Monoamintransporter mit nachfolgender Erniedrigung der
biogenen Amine im Gehirn entfaltet (Muller et al. 1955; Shore et al. 1955; Schildkraut
1965; Hirschfeld 2000; Hillhouse & Porter 2015). Andererseits wurde diese
Hypothese bestarkt durch die zugrundeliegenden Wirkmechanismen der
antidepressiv wirksamen Monoaminoxidase-Hemmer (MAO-Hemmer) und
trizyklischen Antidepressiva (TCA), die Uber verschiedene Prozesse die
Verfluigbarkeit der Monoamine im synaptischen Spalt erhéhen (Verteuil & Lehmann
1958; Kuhn 1958; Glowinski & Axelrod 1964; Hirschfeld 2000; Hillhouse & Porter
2015). In der Folge wurden unter anderem die selektiven Serotonin-
Wiederaufnahmehemmer (SSRI) und die selektiven Serotonin-Noradrenalin-
Wiederaufnahmehemmer (SSNRI) entwickelt, die auch heute noch aufgrund ihrer
Wirksamkeit und ihres Nebenwirkungsprofils zu den Medikamenten der ersten Wahl
gehoren (Anderson 2013; Dale et al. 2015). Im Laufe der Zeit kamen allerdings
Zweifel an der Monoamin-Hypothese auf, weil einerseits die lange Wirklatenz der
Antidepressiva nicht mit dem meist unmittelbar eintretenden Effekt auf die
Monoaminkonzentration erklarbar war und es andererseits bei bis zu 50% der
Patienten trotz adaquater antidepressiver Therapie nicht zu einer Remission kam
(Fava 2003; Rush et al. 2006; Brakemeier et al. 2008; O'Leary et al. 2015).
Deswegen wurde in zahlreichen wissenschaftlichen Arbeiten anderen Anséatzen bzw.
Strategien nachgegangen. Aufgrund der cholinergen-adrenergen-Hypothese der
Manie und der Depression aus dem Jahr 1972, die ein Uberwiegen der zentralen
cholinergen Aktivitat im Rahmen der Depression und der adrenergen Aktivitét in der

Manie postuliert (Janowsky et al. 1972), wurde in nachfolgenden Studien sowohl fir
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die Antagonisierung des muskarinergen Achetylcholinrezeptors (v.a. mittels
Scopolamin) als auch fur die Modulation des nikotinergen Acetylcholinrezeptors (z. B.
mittels des Antagonisten Mecamylamin) eine antidepressive Wirkung nachgewiesen
(Furey & Drevets 2006; Mineur & Picciotto 2010; Philip et al. 2012; Drevets et al.
2013). Im Jahr 1980 wurde dagegen eine Gamma-Aminobuttersdure(GABA)-
Hypothese formuliert, bei der ein Defizit im GABAergen System als pathogenetisch
relevant fur affektive Erkrankungen beschrieben wurde und folglich auch in weiteren
Studien die Beeinflussung der GABAergen Aktivitat beispielsweise Uber den GABA-
Rezeptor als potentielles Angriffsziel fir antidepressive Medikamente angesehen
wurde (Emrich et al. 1980; Pilc & Lloyd 1984; Brambilla et al. 2003; Mombereau et al.
2004; Nowak et al. 2006). Weiterhin wurde durch die Entdeckung der raschen
antidepressiven Wirkung des N-Methyl-D-Aspartat(NMDA)-Rezeptor-Antagonisten
Ketamin auch die glutamaterge Neurotransmission in der Pathogenese der
depressiven Erkrankungen diskutiert, wobei antidepressive Effekte nicht nur fur die
Antagonisierung des NMDA-Rezeptors, sondern ebenso fir die Beeinflussung
anderer Glutamatrezeptoren und -transporter beobachtet wurden (Trullas & Skolnick
1990; Berman et al. 2000; Zarate et al. 2010; Sanacora et al. 2012; Chaki et al.
2013). Der Gebrauch von Opioiden in der Behandlung der depressiven
Erkrankungen wurde wegen des bestehenden Missbrauchs- und
Abhangigkeitsrisikos in den 1960er Jahren von den auf der Monoamin-Hypothese
basierenden neueren Antidepressiva abgeldst (siehe oben); spater wurde dieser
Aspekt aber wieder aufgegriffen und es konnten fir die jeweils spezifische
Beeinflussung der verschiedenen Opioidrezeptoren antidepressive Wirkungen,
teilweise auch in therapieresistenten Fallen mit potentiell weniger Nebenwirkungen,
belegt werden (Emrich et al. 1982; Carlezon et al. 2009; Lutz & Kieffer 2013; Ehrich
et al. 2015). Es ergaben sich auch zahlreiche Hinweise dafir, dass sowohl
neuroinflammatorische Prozesse als auch neuroendokrine Mechanismen der
Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse bei depressiven Erkrankungen
pathophysiologisch von Bedeutung sind, so dass die Modulation der genannten
Vorgange als potenzielle Angriffsziele flr neuere antidepressive Medikamente
angesehen werden (Holsboer 2000; Jahn et al. 2004; Young et al. 2004; Irwin &
Miller 2007; Abbasi et al. 2012; Raison et al. 2013). Seit den 1990er Jahren bis in die
heutige Zeit wird eine Neuroplastizitats-Hypothese diskutiert, die hinsichtlich der

Pathogenese der depressiven Erkrankungen und der Wirkmechanismen der
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antidepressiven Behandlung komplexere gegenteilige Anpassungen auf zellularer
und molekularer Ebene postuliert, die beispielsweise tber verschiedene intrazellulare
Signalkaskaden und die Beeinflussung der Proteinsynthese spezifischer
neurotropher Faktoren vermittelt werden und notwendig fiir das Uberleben und die
Funktion der Zellen sind (Duman et al. 1997; Duman et al. 1999; Grady & Stahl
2013). Zusammengefasst gibt es zahlreiche neurobiochemische Erklarungsansatze
hinsichtlich der Pathogenese der depressiven Erkrankungen, die keinesfalls separat
voneinander betrachtet werden kénnen, da sie sich gegenseitig beeinflussen bzw.

bedingen und daher letztlich ein komplexes Geflige darstellen.

1.2  Hippocampus und affektive Stérungen

Die Hippocampusformation (in der vorliegenden Studie als Hippocampus bezeichnet)
bildet einen Teil des limbischen Systems, liegt grof3tenteils im Temporallappen des
Telencephalons und besteht aus den Regionen Gyrus dentatus (GD), Cornu
ammonis (CA) und Subiculum (Sub) (Trepel 2012). Einen Uberblick tiber den Aufbau
des Hippocampus gibt Abbildung (Abb.) 1.

Abb. 1: Mikroskopischer Frontalschnitt durch den Hi ppocampus. 1= GD, 2 =Sub, 3=CAl,4=
CA2, 5 = CA3, 6 = CA4, 7 = Entorhinaler Kortex des Gyrus parahippocampalis, 8 = Fimbria
hippocampi (Beginn des Fornix), 9 = Alveus, 10 = Stratum oriens, 11 = Stratum pyramidale, 12 =
Stratum moleculare (CA), 13 = Stratum radiatum, 14 = Stratum lacunosum, 15 = Stratum granulosum,
16 = Stratum moleculare (GD), 17 = Umriss des Unterhorns des Seitenventrikels. Nach (Trepel 2012),

modifiziert.
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Aufgrund der Zugehorigkeit des Hippocampus zum phylogenetisch alteren
Archicortex, kénnen mikroskopisch sowohl im CA, als auch im GD vereinfacht drei
Schichten abgegrenzt werden (Stratum oriens, Stratum pyramidale im CA bzw.
Stratum granulosum im GD und Stratum moleculare), die im Bereich des Subiculums
in den sechsschichtigen Neocortex der Area entorhinalis des Gyrus
parahippocampalis Ubergehen (Duvernoy 2005). Im Fokus der Betrachtungen der
vorliegenden Studie stehen die Neurone bzw. Pyramidenzellen im Stratum
pyramidale des Subiculums und des CA, hierbei wird das CA durch die
unterschiedliche Grol3e und Dichte der Pyramidenzellen noch in die Felder CA1 bis
CAA4 unterteilt (Trepel 2012). Der Hippocampus wird durch seine weitreichenden
Verbindungen zu anderen Hirnregionen mit einer Vielzahl von Funktionen in
Verbindung gebracht; vor allem seine Rolle bei der Gedachtniskonsolidierung, bei
der Regulation von Stress durch die Beeinflussung der Hypothalamus-Hypophysen-
Nebennieren-Achse und bei der Verarbeitung von Emotionen als Teil des limbischen
Systems sind hervorzuheben (Bartsch 2012). Weiterhin wurde der Hippocampus mit
neurologischen (z. B. Epilepsie), neurodegenerativen (z. B. Alzheimer) und auch
verschiedenen neuropsychiatrischen Erkrankungen (z. B. Schizophrenie,
Depression) in Zusammenhang gebracht; zusammengefasst in (Campbell &
MacQueen 2004; Harrison 2004; Tatum 2012; Hill et al. 2014).

Die zentrale Rolle des Hippocampus in der Pathogenese sowohl der unipolaren, als
auch der bipolaren affektiven Stérungen wird durch zahlreiche Studien belegt, die
sich auf Ergebnisse von strukturellen bzw. funktionellen bildgebenden Verfahren,
neuropsychologischen Untersuchungen, tierexperimentellen Beobachtungen und
post mortem Studien stltzen; zusammengefasst in (Campbell & MacQueen 2004,
Frey et al. 2007). Mittels struktureller bildgebender Verfahren, die auf MRT-Studien
beruhen, konnte in Meta-Analysen insgesamt eine beidseitige Volumenreduktion des
Hippocampus bei unipolar depressiv Erkrankten nachgewiesen werden, wohingegen
es bei bipolar depressiven Patienten meist nicht bzw. nur zu einer leichten
hippocampalen Volumenminderung kam (Campbell et al. 2004; Videbech &
Ravnkilde 2004; Otten & Meeter 2015). In mehreren Studien wurden die negativen
Ergebnisse beziglich der bipolar affektiven Stérungen durch Medikationseffekte
erklart; beispielsweise konnte nachgewiesen werden, dass mit Lithium behandelte
Patienten groRere Hippocampusvolumina aufweisen (Bearden et al. 2008; Foland et

al. 2008). AuRerdem konnten funktionelle bildgebende Verfahren, wie z. B.
-8-



funktionelles MRT oder Positronenemissionstomografie (PET), bei beiden
depressiven Patientengruppen eine veranderte Aktivierung des Hippocampus
belegen, wobei die Ergebnisse verschiedener Studien hierbei nicht ganz eindeutig
sind; zusammengefasst in (Campbell & MacQueen 2004; Ng et al. 2009). In
neuropsychologischen Studien an unipolar bzw. bipolar depressiven Patienten
konnte gezeigt werden, dass die Betroffenen besonders im Bereich des deklarativen
Gedachtnisses Defizite aufweisen (Zakzanis et al. 1998; Gorp et al. 1999;
Deckersbach et al. 2004; Bearden et al. 2006). Da der Hippocampus bei der Bildung
des deklarativen Gedachtnisses eine wichtige Funktion hat (Eichenbaum 2001), ist
auch hierbei von einer Beteiligung des Hippocampus auszugehen. Diesbeziiglich
konnte bei bipolar depressiven Patienten aul3erdem nachgewiesen werden, dass
eine positive Korrelation zwischen dem Hippocampusvolumen und der Leistung bei
Gedachtnisaufgaben besteht, d.h. kleinere Hippocampusvolumina mit einer
schlechteren Gedachtnisfunktion einhergingen (Chepenik et al. 2012; Avery et al.
2014). In tierexperimentellen Studien konnten sowohl fir antidepressiv wirksame
Medikamente als auch fiir stimmungsstabilisierende Medikamente neuroprotektive
Effekte bezlglich des Hippocampus von Nagetieren gefunden werden (Chen et al.
2000; Malberg et al. 2000; Young 2002). Diese Beobachtungen unterstiitzen nicht
nur die Beteiligung des Hippocampus bei der Pathogenese der affektiven
Erkrankungen, sondern auch seine Rolle als potentielles Angriffsziel fur
Medikamente, die bei der Behandlung von affektiven Stérungen eingesetzt werden.
In post mortem Studien an menschlichen Gehirnen konnte die hippocampale
Volumenminderung bei depressiv erkrankten Personen bestatigt werden (Bielau et
al. 2005; Bernstein et al. 2012b), insgesamt wurde dies aber nicht auf einen
massiven neuronalen Zellverlust oder Unterdriickung der Neurogenese
zuruckgefuhrt, sondern vor allem auf Veranderungen somatodendritischer, axonaler
und synaptischer Komponenten und auch auf Veranderungen der Gliazellen (Czéh &
Lucassen 2007). Aufgrund der dargelegten bedeutenden Rolle des Hippocampus bei
affektiven Stérungen, wurde in der vorliegenden Studie diese Hirnregion fur die

Untersuchungen ausgewahlt.



1.3  Der Kationische Aminosauretransporter 1

Die semiessentielle Aminoséaure L-Arginin hat eine bedeutende Funktion als Substrat
fur die Synthese verschiedener wichtiger bioaktiver Molekile mittels
unterschiedlicher Stoffwechselprozesse. Hier ist vor allem die Synthese von
Harnstoff, Glutamat, Stickstoffmonoxid (NO), Kreatin, Agmatin und Polyaminen zu
nennen; zusammengefasst in (Wu & Morris 1998; Wiesinger 2001; Morris 2004).
Eine Ubersicht der komplexen Stoffwechselwege ist in Abb. 2 dargestellt.

L-Arginin

Guanidinoacetat L-Ornithin Agmatin NO
L-Ornithin Urea N
> L-Citrullin
o
= ks 5
© 2
(7]
o
Glutamat
/ / \ \
Kreatin Putrescin
Glutamin  GABA Spermidin
Spermin

Abb. 2: Stoffwechselwege von Arginin.  Arginin kann tber verschiedene Enzyme metabolisiert
werden, um eine Reihe bioaktiver Molekiile zu produzieren. ADC = Arginin-Decarboxylase, AGAT = L-
Arginin:Glycin-Amidinotransferase, GAMT = Guanidinoacetat-N-Methyltransferase, NOS =
Stickstoffmonoxid-Synthase, nNOS = neuronale Stickstoffmonoxid-Synthase, iINOS = induzierbare
Stickstoffmonoxid-Synthase, eNOS = endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase, ODC = Ornithin-
Decarboxylase, Urea = Harnstoff. Nach (Liu et al. 2014), modifiziert.

-10 -



Fur jeden der aufgezeigten Stoffwechselwege ist die Bereitstellung des Substrates
L-Arginin unabdingbare Voraussetzung fur den ungestdrten Ablauf der
enzymatischen Reaktionen. Folglich ist es hierflr notwendig, die Aminosaure
L-Arginin Uber die Zellmembran in die verschiedenen Zellen zu transportieren. Die
Arbeitsgruppe um Halvor N. Christensen entdeckte in den 1960er Jahren ein
Transportsystem flur kationische Aminoséauren in Ehrlich-Zellen (Christensen 1964)
und Retikulozyten von Kaninchen (Christensen & Antonioli 1969), welches spéater
auch in humanen Fibroblasten nachgewiesen und als System y+ bezeichnet wurde
(White et al. 1982); zusammengefasst in (Devés & Boyd 1998). Hierliber wurden
neben L-Arginin auch andere kationische Aminosauren, wie L-Ornithin und L-Lysin,
transportiert und aul3erdem wurden fir das Transportsystem y+ folgende spezifische
Eigenschaften beschrieben: Natrium(Na+)-Unabhangigkeit, pH-Insensitivitat und
Stimulierbarkeit durch Substrat auf der gegentberliegenden Seite der Membran
(sogenannte Trans-Stimulation) (White et al. 1982; Closs et al. 2004). Der
Arginintransport wird hierbei hauptsachlich Uber das Transportsystem y+ vermittelt,
welches anschliel3end auch in zahlreichen anderen Zelltypen nachgewiesen werden
konnte; zusammengefasst in (Devés & Boyd 1998; Wu & Morris 1998; Wiesinger
2001). Im Jahre 1991 wurde entdeckt, dass der Membranrezeptor fir das ecotrope
mausspezifische Leukdmievirus, wenn er in Oozyten von Krallenfroschen exprimiert
wird, kationische Aminosauren transportiert und hierbei die Transporteigenschaften
und das Expressionsmuster mit dem System y+ Ubereinstimmen (Kim et al. 1991;
Wang et al. 1991). Zuvor war es einer Forschergruppe gelungen, die komplementare
Desoxyribonukleinsdure (cDNA), die fur den genannten Membranrezeptor kodiert, zu
klonen, wobei man urspriinglich davon ausging, dass dieser die Anfalligkeit fir die
Infektion mit dem ecotropischen mausspezifischen Leukadmievirus bestimmt (Albritton
et al. 1989). Aufgrund seiner entdeckten zellularen Funktion wurde der Virusrezeptor
in den kationischen Aminoséauretransporter 1 (CAT1), genauer in den mCATL1 fur das
Vorkommen in der Maus, umbenannt (Closs et al. 1993a). Der schematische Aufbau
des Transporters ist Abb. 3 zu entnehmen.
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Abb. 3: Schematischer Aufbau von mCAT1. Dargestellt sind 14 Transmembrandomanen und zwei
Glykosylierungsstellen an der 3. extrazelluldren Schleife. Der Proteinbereich, der die

Transporteigenschaften bestimmt, ist in rot markiert. Nach (Verrey et al. 2004), modifiziert.

In der Folge konnten in verschiedenen Geweben von Nagetieren und auch vom
Menschen (dort als humane CATs, hCATs, bezeichnet) insgesamt vier CATs
identifiziert werden: CAT1, CAT2A, CAT2B und CAT3, die sich hinsichtlich ihrer
verschiedenen kinetischen Eigenschaften und Gewebeexpressionsmuster
unterscheiden (Closs et al. 1993b; Closs et al. 1997; Ito & Groudine 1997; Vékony et
al. 2001); zusammengefasst in (Devés & Boyd 1998; Wiesinger 2001; Closs et al.
2006; Fotiadis et al. 2013). Die CAT-Proteine stellen eine Unterfamilie der Familie 7
der Transporter l6slicher Substanzen (SLC) dar und werden beim Menschen durch
folgende Gene repréasentiert: SLC7A1 (hCAT1), SLC7A2A (hCAT2A), SLC7A2B
(hCAT2B) und SLC7A3 (hCAT3) (Verrey et al. 2004; Closs et al. 2006). Nicht nur in
den peripheren Geweben, sondern auch im Gehirn zeigt sich eine weite, aber
ungleiche Verteilung der verschiedenen CAT-Isoformen (Ito & Groudine 1997;
Braissant et al. 1999, 2001; Vékony et al. 2001; Manner et al. 2003);
zusammengefasst in (Wiesinger 2001; Fotiadis et al. 2013). Wegen des fast
ubiquitaren Vorkommens des CAT1-Proteins in peripheren Geweben und im Gehirn
und auch aufgrund der Tatsache, dass die homozygote Deletion des CAT1-Gens bei
M&ausen sogar letal verlauft, scheint das CAT1-Protein die wichtigste Bedeutung fur
die Aufrechterhaltung des normalen Arginintransports zu haben (Ito & Groudine
1997; Perkins et al. 1997; Braissant et al. 1999; Vékony et al. 2001). Aus diesem
Grund soll das CAT1- bzw. hCAT1-Protein im Fokus der Betrachtungen der

vorliegenden Studie stehen. Allerdings stammen die Daten tber die Verteilung des
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CAT1-Proteins im Gehirn hauptsachlich von Untersuchungen an Nagetieren und
Daten fir das menschliche Gehirn wurden selten erhoben und sind somit
unvollstandig (Vékony et al. 2001). Dies ist Uberraschend, wenn man bedenkt, dass
L-Arginin und seine Metaboliten (Harnstoff, Glutamat, NO, Kreatin, Agmatin und
Polyamine, siehe Abb. 2) eine Schlisselrolle fur die normale Gehirnfunktion und
auch fur ein weites Spektrum an Erkrankungen des Gehirns spielen; unter anderem
zusammengefasst in (Fiori & Turecki 2008; Vural et al. 2009; Bernstein et al. 2011b;
Uzbay 2012). Da die Aufdeckung der genauen neuroanatomischen Lokalisation des
hCAT1-Proteins zu einem besseren Verstandnis seiner Rolle in physiologischen und
pathologischen Ablaufen des Gehirns beitragen kdnnte, soll dies in der vorliegenden
Studie zun&chst mittels immunhistochemischer Methoden untersucht werden.
Weiterhin gibt es in der Literatur viele Hinweise darauf, dass verschiedenste
Stoffwechselprozesse, die Arginin als Substrat verwenden (siehe Abb. 2), bei der
Pathogenese von depressiven Erkrankungen von Bedeutung sind; unter anderem
zusammengefasst in (Fiori & Turecki 2008; Dhir & Kulkarni 2011; Bernstein et al.
2012b; Sanacora et al. 2012; Uzbay 2012). Daher stellt sich berechtigterweise die
Frage, ob schon der Transport der Aminosaure lber das hCAT1-Protein
beeintrachtigt ist und daher in der Pathogenese von depressiven Erkrankungen eine
Rolle spielt. Diesbezuglich gibt es auch erste Hinweise darauf, dass die Expression
des SLC7A1-Gens im Gehirn, welches fir das hCAT1-Protein kodiert, bei
depressiven Erkrankungen beeintrachtigt ist (Orsetti et al. 2009). Aufgrund der
bereits im Kapitel (Kap.) 1.2 dargestellten hirnmorphologischen Veranderungen im
Hippocampus und der in der Literatur gefundenen Hinweise auf gestorte
Stoffwechselprozesse in Neuronen dieser Hirnregion, die Arginin als Substrat
verwenden (Oliveira et al. 2008; Bernstein et al. 2012b; Bernstein et al. 2014), soll in
der vorliegenden Studie auf3erdem die Expression des hCAT1-Proteins in
hippocampalen Neuronen bei depressiv erkrankten Patienten im Vergleich zu
psychiatrisch gesunden Personen untersucht werden. Diesbeztiglich wurden in
bisherigen wissenschaftlichen Studien noch keine Daten erhoben.
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1.4  Fragestellung und Hypothese

Wie bereits in den vorangehenden Kapiteln ausfihrlich dargestellt, hat sich die
vorliegende Studie, aufgrund der bisher sparlichen und unvollstandigen Daten
beziglich der Verteilung des hCAT1-Proteins im menschlichen Gehirn (Vékony et al.
2001), zunéachst als Ziel gesetzt, die prazise neuronanatomische Lokalisation des
hCAT1-Proteins mittels immunhistochemischer Methoden aufzudecken und zu
beschreiben. Dies soll zu einem besseren Verstandnis der Funktion von hCAT1 in
physiologischen und pathologischen Prozessen im menschlichen Gehirn beitragen.
Des Weiteren gibt es in der wissenschaftlichen Literatur erste genetische Hinweise
darauf, dass das hCAT1-Protein bei depressiven Erkrankungen eine Rolle spielen
konnte (Orsetti et al. 2009). Aufgrund der zentralen Rolle des Hippocampus in der
Pathogenese der depressiven Erkrankungen (Campbell & MacQueen 2004; Frey et
al. 2007) und zusatzlichen Hinweisen in dieser Hirnregion auf gestérte neuronale
Stoffwechselprozesse im Rahmen depressiver Erkrankungen, die auf eine Zufuhr
von Arginin angewiesen sind (Oliveira et al. 2008; Bernstein et al. 2012b; Bernstein
et al. 2014), soll in der vorliegenden Studie auRerdem die hCAT1-Expression in
Neuronen des Hippocampus untersucht werden. In diesem Zusammenhang ist die
Hypothese bzw. das Ziel der vorliegenden Arbeit, mittels immunhistochemischer
Methoden den Nachweis einer veranderten neuronalen hCAT1-Expression im
Hippocampus von depressiv erkrankten Patienten gegeniber psychiatrisch
gesunden Personen zu erbringen und somit die Rolle des hCAT1-Proteins in der

Pathogenese der Depression darzulegen.
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2. Material und Methoden

2.1  Untersuchungsmaterial

Alle untersuchten Gehirne entstammen der Sammlung der Universitatsklinik far
Psychiatrie und Psychotherapie der Otto-von-Guericke-Universitdt Magdeburg.
Gemal den allgemein geltenden gesetzlichen Regelungen wurde die schriftliche
Einwilligung der ndchsten Angehérigen eingeholt. Aul3erdem lag fur die Auswahl,
Entnahme, Aufbereitung und Untersuchung der Gehirne ein positives Votum der
Ethikkommission der Medizinischen Fakultat der Otto-von-Guericke-Universitat
Magdeburg vor (Registriernummern 47/10 und 67/10).

Fur die durchgefihrte Studie wurden insgesamt 14 Gehirne von depressiven
Patienten und im Vergleich neun Gehirne von psychisch gesunden
Vergleichspersonen (,Kontrollen®) untersucht. Hierbei wurde die Gruppe der
depressiv Erkrankten zu gleichen Teilen in die zwei Subgruppen unipolare affektive
Stérung und bipolare affektive Stérung unterteilt, sodass jeweils sieben Gehirne aus
jeder Gruppe vorlagen. Die Diagnose der depressiven Erkrankung wurde zu
Lebzeiten anhand der Diagnosekriterien der ICD gestellt. Die im Folgenden
erlauterten demografischen Daten und Angaben zur Krankheit und Todesursache
wurden der klinischen Falldokumentation entnommen, die zu jedem Patienten bzw.
zu jeder Person der Kontrollgruppe vorlag.

Das Alter der depressiven Patienten mit einer unipolaren affektiven Stérung war
zwischen 35 und 63 Jahren, so dass das mittlere Alter bei 45,6 + 11,9 Jahren lag.
Hierbei bestand die Gruppe aus vier Mannern und drei Frauen, so dass sich ein
annahernd ausgewogenes Geschlechterverhéltnis zeigte. Weiterhin wurde eine
durchschnittliche Autolysedauer von 28,1 + 15,2 Stunden ermittelt. Das
Erkrankungsalter betrug in dieser Gruppe im Mittel 40,5 + 14,4 Jahre und die mittlere
Erkrankungsdauer lag bei 3,0 + 2,7 Jahren. Die Medikation wahrend der letzten 90
Tage vor dem Tod blieb bei drei Patienten dieser Gruppe unbekannt, zwei Patienten
erhielten antidepressive Medikamente und keiner der Patienten nahm Neuroleptika
ein. Hinsichtlich der Todesursachen ist bekannt, dass funf Patienten durch Suizid
starben und bei zwei Personen der Tod durch internistische Ursachen hervorgerufen

wurde.
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In der Gruppe der bipolaren affektiven Stérungen lag das Alter der Patienten
zwischen 39 und 65 Jahren, bei einem ermittelten Durchschnittsalter von 51,0 + 9,2
Jahren. Auch in dieser Untersuchungsgruppe befanden sich vier Manner und drei
Frauen, wobei die mittlere Autolysedauer 37,7 + 22,1 Stunden betrug. Die Patienten
erkrankten im Durchschnitt mit 32,4 + 7,1 Jahren und wiesen eine mittlere
Erkrankungsdauer von 18,0 + 7,0 Jahren auf. Hinsichtlich der Medikation innerhalb
der letzten 90 Tage vor dem Tod ist bekannt, dass vier Patienten Antidepressiva
einnahmen und drei Patienten Neuroleptika erhielten. Die Medikation blieb bei zwei
Personen der Untersuchungsgruppe unbekannt. Bezuglich der Todesursache
handelte es sich bei vier Patienten um einen Suizid, die anderen drei Patienten
starben an einer internistischen Ursache.

Innerhalb der Kontrollgruppe war das Alter der Personen zwischen 38 und 64 Jahren
mit einem Durchschnittsalter von 51,2 + 10,1 Jahren. Hinsichtlich des Geschlechts
ergab sich mit finf m&nnlichen und vier weiblichen Personen eine Verteilung
entsprechend der anderen beiden Untersuchungsgruppen. Die durchschnittliche
Autolysedauer betrug 41,3 + 16,0 Stunden. Insgesamt lag bei allen Personen der
Kontrollgruppe weder eine neuropsychiatrische Erkrankung noch die Einnahme von
Psychopharmaka vor. Weiterhin bestand bei keiner Kontrollperson Drogen- oder
Alkoholmissbrauch. Durch einen erfahrenen Neuropathologen wurden andere
Veranderungen der Gehirne durch neurodegenerative oder traumatische Prozesse
ausgeschlossen. Bei acht Personen der Kontrollgruppe wurde der Tod durch
internistische Ursachen hervorgerufen, bei einer Person blieb die Todesursache
unbekannt.

Um den Einfluss der konfundierenden Variablen zu minimieren, ist es gunstig, wenn
sich die Gruppen hinsichtlich ihrer konfundierenden Variablen nicht unterscheiden.
Dies wurde mit Hilfe der Differenzstatistik Uberprift. Dabei zeigte sich, dass es
hinsichtlich des Geschlechts, des Alters und der Autolysedauer keine signifikanten
Unterschiede zwischen allen Untersuchungsgruppen gab. Aul3erdem erwiesen sich
die Differenzen beziglich des Krankheitsbeginns unter den unipolaren und bipolaren
affektiven Stérungen als nicht signifikant. Allerdings fiel hinsichtlich der
Krankheitsdauer ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden
Untersuchungsgruppen auf. Einen Uberblick tiber die demografischen Daten und die
Differenzstatistik gibt Tabelle 1.
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Tabelle 1: Demografische Daten und Differenzstatistik der Unte  rsuchungsgruppen.

E5= 4 /
SET ) <5 ZET = 85
a) el =3 53 = S 9S8 S Z® R
= O£z < <o E Y oD Y T2 = 3
Unipolare affektive Stérungen (n=7)
1 m 42 5 - - Suizid durch Erhéngen
2 w 39 48 32 7 Suizid durch Tabletten
3 w 63 24 62 2 Lungenembolie
4 m 35 24 33 2 Suizid durch Pulsaderschnitt
5 m 36 48 35 1 Suizid durch Erhangen
6 m 42 24 - - Akute Pankreatitis
7 w 62 24 - - Suizid durch Erhangen

3w/ 4m 45,6 £11,9 28,1 +15,2 40,5 + 14,4 30+2,7 -

Bipolare affektive Stérungen (n=7)

1 m 47 24 38 9 Suizid durch Erstechen

2 m 42 12 25 17 Suizid durch Erhéngen

3 w 59 72 34 25 Suizid durch Tabletten

4 m 39 56 25 14 Myokardinfarkt

5 w 52 24 - - Fulminante Lungenembolie

6 w 65 52 40 25 Linksherzdekompensation

7 m 53 24 - - Suizid durch Erhéngen
3w/ 4m 51,0+9,2 37,7+22,1 32,471 18,0+7,0 -

Gesunde (n=9)

1 m 50 72 - - Myokardinfarkt

2 m a7 24 - - Myokardinfarkt

3 w 48 48 - - Status Asthmaticus

4 m a7 24 - - Respiratorische Insuffizienz

5 m 64 36 - - Rupturiertes Bauchaortenaneurysma
6 m 63 48 - - Aneurysma dissecans der Aorta

7 w 64 24 - - Gastrointestinalblutung

8 w 38 48 - - Myokardinfarkt

9 w 40 48 - - -

4w / 5m 51,2 +10,1 41,3 £16,0 - - -

Differenzstatistik Affektive Stérungen vs. Gesunde

rel. Differenz -5,73% -20,33% - -
Test Chi-Quadrat t-Test t-Test - -
Kw® x2 = 0,006 T=-0,661 T=-1,101 - -
p-Wert 0,940 0,516 0,283 - -

Differenzstatistik Unipolare vs. Bipolare vs. Gesun  de

Test Chi-Quadrat ANOVA ANOVA t-Test? t-Test?
Kw? ¥ = 0,006 F = 0,695 F=1,109 T=1114 T = -4,007
p-Wert 0,997 0,511 0,349 0,302 0,005

Dargestellt sind die demografischen Daten der Untersuchungsgruppen und die Differenzstatistik, die
mittels Chi-Quadrat-Test, Varianzanalyse (ANOVA) und t-Test durchgefihrt wurde. a = Unipolare vs.

Bipolare, b = Kennwert, n = Anzahl.
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2.2  Herstellung der Gehirnschnittpraparate

Die untersuchten Gehirne wurden nach dem Tod entnommen und zuné&chst fur etwa
drei Monate in phosphatgepufferter 10%iger Formaldehydldsung fixiert. Nachdem die
Fixierungszeit abgelaufen war, wurde von einem Neuropathologen sowohl der
Frontalpol als auch der Okzipitalpol mittels Koronarschnitten abgetrennt. Die
Trennung erfolgte jeweils vor dem Knie des Corpus Callosum und hinter dem
Splenium des Corpus Callosum.

Danach fand eine dreistiindige Spulung unter flie3endem Leitungswasser statt, bevor
die Gehirne einer aufsteigenden Alkoholreihe zur Entwasserung zugefihrt wurden.
Dabei steigerte sich wochentlich die Alkoholkonzentration (50% - 60% - 70% - 80% -
90% - 96% - 100% - 100%) uUber insgesamt acht Wochen. Anschlie3end wurden die
Gehirne fur sieben Tage in Chloroform, welches taglich gewechselt wurde,
eingebracht. Abschliel3end folgte die definitive Einbettung der Gehirne in Paraffin
(Shandon Histoplast, Thermo Scientific, UK).

Mit Hilfe eines GroRschnittmikrotoms (Polycut S, Leica, DE) wurden Koronarschnitte
angefertigt, wobei die Schichtdicke auf 20um eingestellt war. Bevor die Schnitte auf
den jeweiligen Objekttrager aufgezogen wurden, erfolgte das Glatten des Gewebes
in einem Wasserbad mit der Temperatur von 40C, wel ches zur besseren Haftung
des Materials am Objekttrager mit Gelatine (Fluka, DE) versetzt war. Nachdem die
Schnittpraparate kurzzeitig auf einer Warmeplatte aufbewahrt wurden, folgte zur
weiteren Trocknung des Gewebes die Lagerung in einem Brutschrank mit einer

Temperatur von 37 fur 24 Stunden.

2.3  Kombinierte Markscheiden-Nissl-Farbung

Standardisiert wurde jeder 50. Schnitt ausgewahlt, um ihn mit einer kombinierten
Neuronenfarbung nach Nissl sowie einer Markscheidenfarbung nach Heidenhain-
Woelke zu behandeln. Hierzu musste zunéachst die Entparaffinierung des Materials
vorgenommen werden. Dies geschah, indem die Schnitte erst zweimal fur jeweils
zehn Minuten in Xylol getaucht und danach fir jeweils finf Minuten einer
absteigenden Alkoholreihe (100%-96%-80%-70%-50%) zugefihrt wurden. Es folgte
die zweimalige Spilung mit destilliertem Wasser (Aqua dest.) fur je funf Minuten.

Danach fand die Inkubierung des Materials Uber Nacht bei Raumtemperatur mit
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2,5%igem Eisenalaun statt, welches vorher durch die Lésung von 50g
Ammoniumeisen(lll)-Sulfat-Dodecahydrat in 2000ml Aqua dest. hergestellt wurde.
Nach der zweimaligen Spulung mit Aqua dest. fur jeweils fiinf Minuten fand eine
Behandlung der Praparate fur 1-1,5 Stunden mit einer Hamatoxylin-Farbldsung statt.
Diese wurde im Vorfeld hergestellt, indem zunachst 0,6g Natriumjodat in 2000ml
Aqua dest. geldst wurden. Hiervon wurden wieder 400ml verworfen und zu der
restlichen Losung wurden 20g Hamatoxylin (geldst in 200ml 96%igem Alkohol) und
2g Lithiumcarbonat (geldst in 200ml Aqua dest.) gegeben. Vor Verwendung der
fertigen Hamatoxylin-Farblésung wurde diese gut gemischt und filtriert. Im nachsten
Schritt wurden die Préaparate mit 70%igem Alkohol und zweimal mit Aqua dest.
abgesplilt, bevor die Farbung mit 2%igem Kresylviolett stattfand. Die Kresylviolett-
Farblosung wurde wiederum durch das Losen von 40g Kresylviolett in 2000ml Aqua
dest. unter Erwédrmung hergestellt und vor der Benutzung sowohl durch einen
Doppelfilter filtriert als auch im Kihlschrank aufbewahrt. Nachdem die Gehirnschnitte
15-mal kurz in die Kresylviolett-Farbldsung eingetaucht wurden, erfolgte mit Aqua
dest. eine zweimalige Spulung. Im Anschluss daran wurden die Schnittpraparate mit
Essigsaure-Alkohol, bestehend aus 2000ml 96%igem Alkohol mit 12ml Essigséaure,
differenziert. Unter dem Mikroskop wurde kontrolliert, ob die gewiinschte
Farbintensitat erreicht ist. Falls dies nicht zutreffend war, fand eine weitere
Differenzierung statt. Die nachfolgende Spulung wurde zweimal mittels Aqua dest.
durchgeflhrt. Zur Entwasserung der Schnitte wurden diese nun nacheinander in
96%igen Alkohol (zwei Minuten), 100%igen Alkohol (zweimal vier Minuten) und Xylol
(zweimal zehn Minuten) gebracht. Dann fand die Sauberung der Praparate mit
Salzsaure-Alkohol, hergestellt aus 1000ml 70%igem Alkohol und 10ml konzentrierter
Salzsaure, statt. Zum Abschluss wurden die Gehirnschnitte unter einem Deckglas mit
Eukitt (O. Kindler, DE) eingedeckt.

Zwischen den mit dieser Farbemethode angefertigten Gehirnschnitten lag ein
Abstand von 1mm, da die Schnittdicke, wie bereits erwahnt, 20um betrug und jeder
50. Schnitt ausgewahlt wurde. Spater dienten diese sogenannten Ubersichtsschnitte
der Orientierung im jeweiligen Gehirn, sodass die individuell variierenden
neuroanatomischen Strukturen besser lokalisiert werden konnten. Die restlichen
bisher ungefarbten Gehirnschnitte wurden direkt nach dem Verbleib im Brutschrank
(siehe Kap. 2.2) in einer Kiilhlkammer gelagert, bis die bendtigten Schnitte der

immunhistochemischen Farbung zugefihrt wurden.
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2.4 Immunhistochemische Féarbung

Die immunhistochemische Farbung wurde mittels der sogenannten Avidin-Biotin-
Komplex-Methode (ABC-Methode) vorgenommen. Fur die vorliegende Studie wurde
Avidin durch Streptavidin ersetzt.

Zunachst erfolgte der Vorgang der Entparaffinierung, der analog zur bereits oben
beschriebenen Methode durchgefuhrt wurde (siehe Kap. 2.3). Nachdem die Spulung
der Gehirnschnittpraparate fir zweimalig funf Minuten mit Aqua dest. stattfand,
wurden sie Uber vier Minuten in 0,1M Citratpuffer (pH-Wert = 6) gekocht, um eine
Demaskierung der Epitope fir die spatere Antikdrperbindung zu erreichen. Es folgten
zwei Spulschritte mit Aqua dest. fur jeweils finf Minuten und eine weitere
funfminttige Spulung mit phosphatgepufferter Salzlésung (PBS, Sigma, US), welche
einen physiologischen pH-Wert von 7,4 aufwies. Um eine unspezifische
Hintergrundanfarbung durch endogene Peroxidasen zu reduzieren, wurden die
Préaparate fur zehn Minuten mit 1,5%iger Wasserstoffperoxid(H,02)-L6sung (verdinnt
mit PBS) behandelt. Danach schloss sich eine zweimalige Spulung mit PBS fur
jeweils funf Minuten an. Weiterhin wurde das Gewebe mit 1:10 verdinntem
Ziegennormalserum (Sigma, US) fur 60 Minuten im Schuttler inkubiert, um
unspezifische Antikérper-Bindungsstellen zu blockieren.

Nach dieser Vorbehandlung wurde ein primarer Antikdrper appliziert, der spezifisch
an das gesuchte Antigen bindet. In diesem Fall ein polyklonaler Immunglobulin G-
Antikdrper gegen das hCAT1-Protein (Proteintech Europe, UK), der in einer
Verdinnung in PBS von 1:100 vorlag und aus dem Kaninchen gewonnen wurde.
Nach 60 Minuten auf dem Schittler erfolgte die Inkubation der Schnitte im
Kihlschrank tGber 72 Stunden. Es schlossen sich zwei Spulschritte mit PBS fur
jeweils funf Minuten an. Danach wurde der sekundare Antikdrper, ein biotinylierter
polyklonaler aus der Ziege gewonnener Anti-Kaninchen-Antikérper (DakoCytomation,
DK), in einer Verdinnung von 1:100 aufgetragen. Dieser Sekundarantikdrper war
wiederum spezifisch gegen den Primarantikérper gerichtet. Nachdem die Schnitte fur
weitere zwei Stunden auf dem Schuttler inkubiert wurden, fand eine erneute Spulung
fur zweimal funf Minuten mit PBS statt. Anschlie3end folgte die Behandlung der
Schnitte mit dem 1:100 verdinnten Streptavidin-Meerrettichperoxidase-Komplex (GE
Healthcare, UK) fir 60 Minuten auf dem Schuttler. Da der Sekundarantikdrper
biotinyliert ist und Streptavidin eine hohe Affinitdt zum Molekul Biotin hat, entstand
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ein Streptavidin-Biotin-Peroxidase-Komplex (siehe Abb. 4). Es folgten zwei

Spulschritte mit PBS Uber jeweils funf Minuten.

- ;?? A B
) ALLQ? HE%) Zrliia EXE P = Priméarantikorper
N O) ® S = Sekundarantikérper
I o
) LAJ B = Biotin
. J/k A = Streptavidin

PX = Peroxidase

Antigen

Abb. 4: Avidin-Biotin-Komplex-Methode (ABC-Methode). Der Primarantikdrper bindet spezifisch an
das Epitop des gesuchten Antigens. Daraufhin findet eine weitere spezifische Bindung zwischen
primarem und biotinyliertem sekundéaren Antikdrper statt. Aufgrund der hohen Affinitat von Streptavidin
zu Biotin entsteht ein Streptavidin-Biotin-Peroxidase-Komplex. Die an Streptavidin gekoppelte

Peroxidase ist verantwortlich fir die spatere Farbreaktion. Nach (Remmele 1999), modifiziert.

Anschliel3end wurde die eigentliche Farbung mit einer vorher gefertigten
Farbelésung vorgenommen. Zur Herstellung wurden jeweils 0,5g Ammonium-
Nickel(Il)-Sulfat-Hexahydrat (Aldrich, DE) und 0,0125g 3,3-Diaminobenzidin-
Tetrahydrochlorid (DAB, Sigma, US) in zwei separaten Ansatzen in PBS geldst,
bevor die Zusammenfuhrung und Filtrierung der beiden Lésungen stattfand. Das
Filtrat wurde auf ein Gesamtvolumen von 25ml mit PBS aufgeftllt und direkt vor dem
Farben mit 250ul 1%igem H,O, versetzt. Mit dieser Farblésung wurden die Schnitte
fur zehn Minuten auf dem Schiittler inkubiert. Hierbei katalysierte die Peroxidase,
unter Verbrauch von H,O,, die Reaktion des farblosen DAB zur braunen oxidierten
Form des DAB. Die Intensitat der Farbung wurde durch das in der Losung befindliche
Ammonium-Nickel(Il)-Sulfat-Hexahydrat weiter verstarkt und die gesamte Prozedur
erbrachte ein blau-violettes Reaktionsprodukt (Bernstein et al. 1999). Die hierdurch
angefarbten Strukturen konnten als hCAT1-immunpositiv bezeichnet werden. Danach
wurden die Praparate zweimal mit Aqua dest. gespult und zur Dehydrierung einer
aufsteigenden Alkoholreihe (jeweils finf Minuten 50%-70%-80%-96%-100%)

zugefihrt, bevor eine Behandlung fir zweimal zehn Minuten mit Xylol stattfand.
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Zuletzt wurden die Schnittpraparate mit Eukitt (O. Kindler, DE) unter einem Deckglas
eingedeckt. Um die Spezifitdt der immunhistochemischen Farbung zu kontrollieren,
wurde wahrend des bereits beschriebenen Prozesses der primare Antikdrper durch
PBS ersetzt. Hierbei kam es zu keiner immunhistochemischen Farbung in den

Kontrollschnitten.

2.5 Qualitative Bewertung

Um sich zunachst einen Uberblick tiber die Verteilung hCAT 1-exprimierender
Strukturen im gesamten Gehirn zu verschaffen, wurden funf Gehirne von
psychiatrisch gesunden Personen ausgewahlt und in diesen verschiedene Regionen
des Gehirns auf das Vorhandensein von hCAT1-Protein hin untersucht. Hierfur
wurden Gehirnschnittpraparate des Telenzephalons, des Dienzephalons, des
Zerebellums, und des Hirnstamms durchmustert und die regionale und zellulare
Verteilung des Proteins erfasst. Dabei wurde nach der Starke der blau-violetten
Farbung unterteilt in schwache, moderate und starke Expression des hCAT1-
Proteins. Weitere Einzelheiten zum Untersuchungsmaterial und Prozedere sind der

Publikation (Jager et al. 2013; Bernstein et al. 2014) zu entnehmen.

2.6  Zellzdhlung und Dichtebestimmung

Fur die Zahlung der hCAT 1-immunreaktiven Neurone wurde ein Mikroskop der Firma
Olympus vom Typ BH 2 verwendet. Vor der Zahlung wurde der Hippocampus und die
einzelnen hippocampalen Subregionen zun&chst ohne Mikroskop und zur Kontrolle
unter 40facher VergroRerung (Okular zehnfach, Objektiv vierfach) identifiziert und mit
Hilfe eines wasserfesten Stifts (Staedtler, DE) auf dem entsprechenden Schnitt
markiert. Die Lokalisation des dorsalen Hippocampus und die Identifikation der fur
diese Arbeit relevanten Subregionen (CA1, CA2, CA3, CA4 und Subiculum) erfolgten
nach (Mai et al. 2008) und (Duvernoy 2005) und kénnen schematisch den Abb. 5 bis

8 entnommen werden.
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Abb. 5: Mediane Darstellung der koronaren Abb. 6: Koronarschnitt.  Schnittebene und
Schnittfihrung. Der Pfeil zeigt auf Schnittebene  Blickrichtung entsprechend Abb.5. Markiert ist
und Blickrichtung. Nach (Mai et al. 2008), auf beiden Seiten die interessierende Region des

modifiziert. Hippocampus. Nach (Mai et al. 2008), modifiziert.

Abb. 7: Schema des Hippocampus im Abb. 8: MRT-Aufnahme des Hippocampus im
Koronarschnitt. Hervorzuheben sind die Koronarschnitt. Beschriftung entsprechend Abb.
relevanten Subregionen CA1 — CA4 und Sub 7. Nach (Duvernoy 2005), modifiziert.

(Nr. 15). Nach (Duvernoy 2005), modifiziert.

Die Zahlung selbst wurde bei 400facher VergrofRerung (Okular zehnfach, Objektiv
40fach) durchgefuhrt. Ein im Okular des Mikroskops eingelassenes Zahlgitter
definierte hierbei die Flache einer Z&hlbox auf 0,0625mm?2. Den neuronatomischen
Gegebenheiten entsprechend wurden in jeder Subregion des Hippocampus
mindestens zehn Zahlboxen (maximal 20 Z&ahlboxen) erfasst. Bei der Zahlung wurde
darauf geachtet, dass nur Neurone gezéahlt wurden, deren Zellgrenzen und
Zellkorper klar abgrenzbar waren und bei denen auch der Zellkern deutlich zu
erkennen war. Gezahlt wurden angefarbte Neurone, die sich innerhalb der Zahlbox
befanden sowie auf der rechten und unteren Begrenzungslinie, um eine doppelte
Erfassung der Zellen zu vermeiden. Die gesamte Zahlung wurde blind

vorgenommen, das heil3t die zédhlende Person hatte keine Kenntnis davon, ob es
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sich um das Gehirnschnittpréparat einer psychiatrisch gesunden Kontrollperson oder
eines depressiven Patienten handelte.

Um folglich die Dichte der hCAT1-exprimierenden Neurone zu bestimmen, wurde
zunachst die Zellzahl Uber die jeweils gezahlten Zahlboxen gemittelt. Aul3erdem floss
der Volumenschrumpfungsfaktor in die Berechnung mit ein, da die
Gewebeeinbettung der Gehirne ein reduziertes Volumen zur Folge hat. Dieser wurde
fur jedes Gehirn der Magdeburger Hirnsammlung ermittelt, indem Fotos von den
einzelnen Hirnbldcken vor und nach der Einbettung angefertigt wurden und die
Oberflachen dann ins Verhaltnis zueinander gesetzt wurden. Der Uber alle Gehirne
gemittelte Volumenschrumpfungsfaktor wurde mit 2,15 bestimmt. AuRerdem wurden
auch die nach der histologischen Farbung mittels Mikroskop bestimmten
Schichtdicken tber alle Gehirne der Sammlung gemittelt und fir die Berechnungen
eine mittlere Schichtdicke von 0,018mm zugrundegelegt. Nach folgender Formel

wurde schlie3lich die Dichte der hCAT1-immunreaktiven Neurone ermittelt:

D = Dichte [Zellen/mm?3]
7 Z = Mittlere Zellzahl der Zahlboxen
~ A-d-VSF A = Fliche der Zahlbox = 0,0625mm2
d = Mittlere Schichtdicke = 0,018mm
VSF = Mittlerer Volumenschrumpfungsfaktor = 2,15

2.7  Verfahren zur Datenanalyse

Mit Hilfe des Shapiro-Wilk-Tests wurden samtliche Stichproben auf Normalverteilung
untersucht. Die Nullhypothese wurde hierbei nicht abgelehnt, so dass weitere
Analysen mit Hilfe parametrischer Tests gerechnet werden konnten. Der Vergleich
von zwei unabhéngigen Stichproben wurde mit dem t-Test berechnet, der Vergleich
von drei unabhangigen Stichproben wurde mittels Varianzanalyse (ANOVA)
umgesetzt und Einflisse von Storfaktoren wurden mit dem ,Allgemeinen linearen
Modell* analysiert. Zur Berechnung von Korrelationen wurde die Methode nach
Pearson genutzt. Samtliche statistische Verfahren wurden mit der Hilfe der Software
SPSS15.0.1 (International Business Machines Corporation, US) durchgefiihrt. Das

Signifikanzniveau lag bei 5%.
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3. Ergebnisse

3.1 Verteilung des hCAT1-Proteins im menschlichen G ehirn

Generell zeigte sich bei der Durchmusterung der ausgewéhlten Gehirne von
psychiatrisch gesunden Personen eine Immunreaktivitat fir hCAT1 in Neuronen
(moderat bis stark), Astrozyten (stark) und Oligodendrozyten (moderat), sowie im
Plexus choroideus (stark) und in einigen Kapillaren (moderat bis stark). Intraneuronal
war die hCAT 1-Immunreaktivitat im Perikaryon und in den Dendriten lokalisiert.
Hierbei blieb der Nukleus in der Regel ohne Farbung und hob sich hell vom
restlichen Perikaryon ab. Die einzige Ausnahme davon waren einige
parahippocampale Interneurone, bei denen es eine Immunfarbung im Nukleus zu
verzeichnen gab. Gelegentlich zeigte sich auch eine schwache bis moderate hCAT1-

Immunreaktivitat im Neuropil.

3.1.1 Telenzephalon

Bei den untersuchten Regionen der Grol3hirnrinde handelte es sich um den Gyrus
parahippocampalis mit entorhinalem Kortex, den orbitofrontalen Kortex, den
inferioreren temporalen Gyrus, den medialen temporalen Gyrus, den Inselkortex mit
Gyri breves insulae und Gyrus longus insulae, den medialen frontalen Gyrus, den
superioren frontalen Gyrus, den anterioren Gyrus cinguli und den dorsolateralen
prafrontalen Kortex. In allen diesen Regionen zeigten sich hCAT1-immunpositive
Neurone, wobei die Anzahl in prafrontalen Regionen (wie anteriorer Gyrus cinguli
oder dorsolateraler prafrontaler Kortex) eher gering war und sich auf gro3e
Pyramidenzellen in der Schicht V beschrénkte (siehe Abb. 9A). In anderen kortikalen
Arealen (wie inferiorer und medialer temporaler Gyrus oder Gyrus parahippocampalis
mit entorhinalem Kortex) wurde das hCAT1-Protein in zahlreichen Neuronen und
allen Kortexschichten gefunden. Interessanterweise fanden sich zahlreiche intensiv
fur hNCAT1-immungefarbte Astrozyten am Ubergang von grauer Substanz (Schicht VI)
zu weil3er Substanz. Im Hippocampus zeigten viele Pyramidenzellen eine moderate
hCAT1-Expression (siehe Abb. 9B). Im Gyrus dentatus fanden sich nur schwach
angefarbte Neurone. Im Unterschied zur Mehrzahl der Pyramidenzellen wiesen
einige Interneurone eine starke Immunmarkierung auf. Extraneuronal zeigten vor
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allem alveolare Astrozyten eine starke Expression des hCAT1-Proteins auf (siehe
Abb. 9C). Zahlreiche Neurone der Amygdala waren immunreaktiv fir hCAT1,
allerdings war dies nur schwach ausgepréagt. Auch die Mehrzahl der Neurone im
Nucleus basalis Meynert zeigten sich immunpositiv fur das hCAT1-Protein. Beziglich
der Basalganglien ergab sich nicht nur eine sehr starke hCAT1-Expression in
Neuronen des Nucleus caudatus und im daran angrenzenden Neuropil (siehe Abb.
9D), sondern auch im Putamen. In der Capsula interna hingegen wurden zahlreiche
hCAT 1-immunpositive Astrozyten gefunden.

Abb. 9: Expression von hCAT1 im Telenzephalon. A Immunreaktive Neurone fiir hCAT1 im
dorsolateralen prafrontalen Kortex, hierbei beschrankt sich die Immunreaktivitat auf einige
Pyramidenzellen. Balken = 80um. B Viele hCAT1-exprimierende Pyramidenzellen im Hippocampus in
der Region CA2. Balken = 100um. C Immunpositive Astrozyten fir hCAT1 im Alveus des
Hippocampus. Balken = 40um. D Sehr starke hCAT1-Expression in Neuronen des Nucleus Caudatus

und dem angrenzenden Neuropil. Balken = 250um.
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3.1.2 Dienzephalon

Im Thalamus ergab sich insgesamt eine moderate Intensitat der immungefarbten
Neurone fur hCAT1, wobei im Nucleus reticularis eine sehr starke Farbung zu
verzeichnen war (siehe Abb. 10A). In der medialen Habenula zeigten sich die
Mehrheit der Neurone hCAT 1-immunpositiv. Eine sehr intensive Immunfarbung fur
das untersuchte Protein fand sich in Neuronen des Corpus geniculatum laterale und
auch in der subventrikularen Zone. Der Hypothalamus fiel als einer der Hirnregionen
mit der prominentesten Immunfarbung fir hCAT1 auf. Die am starksten ausgepréagte
Immunreaktivitéat zeigte sich hierbei in parvozellularen Neuronen des Nucleus
paraventricularis, aber auch in Neuronen der lateralen hypothalamischen
Kerngebiete, des Nucleus supraopticus und des Nucleus arcuatus. Aul3erdem
wurden in diesen Regionen zahlreiche Astrozyten gefunden, die immunreaktiv fur
hCAT1 waren. Bei der Untersuchung des Hypophysenstiels fiel auf, dass mehrere

Nervenfasern eine starke Expression des hCAT1-Proteins aufwiesen.

3.1.3 Zerebellum

Zellulare Strukturen des Zerebellums zeigten im Durchschnitt eine schwache bis
moderate Immunreaktivitat fir hCAT1. In einigen Purkinje-Zellen zeigte sich nur ein
schwaches Reaktionsprodukt in den Zellkérpern und manchmal auch in den
Dendriten. Entgegen der schwachen Reaktion in diesen Zellen, wurde beobachtet,
dass ein paar Kdrnerzellen und Golgi-Zellen stark immunpositiv fur hCAT1 waren
(siehe Abb. 10B). AuRerdem wurde das hCAT1-Protein in bestimmten Neuronen der
tiefen Kleinhirnkerne gefunden. Hierbei handelte es sich um Nervenzellen des
Nucleus dentatus, des Nucleus emboliformis, des Nucleus fastigii und des Nucleus

globosus.

3.1.4 Hirnstamm

Im Mesenzephalon liel3 sich durchschnittlich eine moderate Intensitat der
Immunfarbung fir hCAT1 feststellen. Dabei wurden einige immunpositive Neurone im
ventralen Tegmentum gefunden. Aul3erdem fanden sich zahlreiche Astrozyten, die
das hCAT1-Protein exprimierten. Im Bereich der Pons und der Medulla oblongata
wurde das Vorhandensein von hCAT1 in einigen Kerngebieten beobachtet. Hierzu

gehdorten vor allem Neurone in den Kerngebieten des Nervus trigeminus und des
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Nervus vestibularis. AuRerdem zeigten sich auch im Nucleus olivaris inferior

immunreaktive Neurone fur hCAT1.

3.1.5 WeilRe Substanz und Plexus choroideus

In der weil3en Substanz fanden sich viele Astrozyten, die eine Immunreaktivitat fir
hCAT1 aufwiesen. Aul3erdem wurde hCAT1 in zahlreichen parafaszikularen
Oligodendrozyten beobachtet, hierbei besonders im Corpus Callosum. Auch ein paar
Neurone im Interstitium der weif3en Substanz waren fur das untersuchte Protein
immunpositiv. Eine interessante Beobachtung war das Vorhandensein von hCAT1 in
vielen kreuzenden Nervenfasern (siehe Abb. 10C). Des Weiteren fielen auch einige
Blutgefalie auf, die das hCAT1-Protein exprimierten.

Hinsichtlich des Plexus choroideus wurde eine starke Expression von hCAT1 sowohl
in den kubischen Ependymzellen des Plexusepithels als auch in zahlreichen
Kapillaren gefunden (siehe Abb. 10D).
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Abb. 10: Expression von hCAT1 in Dienzephalon, Zere  bellum, weier Substanz und Plexus
Choroideus. A Immunreaktive Neurone fur hCAT1 im Nucleus reticularis des Thalamus. Balken =
40um. B Expression des hCAT1-Proteins in zerebellaren Neuronen. Einige Purkinjezellen, Golgizellen
und Koérnerzellen sind immunpositiv. Balken = 60um. C Zahlreiche hCAT 1-exprimierende
Nervenfasern in der weil3en Substanz. Balken = 40um. D Intensive Immunreaktivitat fir das hCAT1-
Protein in den Epithelzellen des Plexus choroideus. Balken = 100um.

Eine zusammenfassende Darstellung der wichtigsten Ergebnisse bezuglich der
Verteilung des hCAT1-Proteins im menschlichen Gehirn gibt Tabelle 2.
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Tabelle 2: Expression von hCAT1 im menschlichen Geh

Untersuchte Region im

Intensitat der

menschlichen Gehirn Immunfarbung
Zelluldre Distribution
Neurone ++/+++
Astrozyten +++
Oligodendrozyten ++
Telenzephalon
Prafrontaler Kortex ++
Andere Areale des zerebralen Kortex +++
Nucleus caudatus und Putamen +++
Hippocampus ++
Subregionen CA1 - CA4 +/++
Gyrus dentatus +
Polymorphe/molekulare Schichten ++
Subiculum ++/+++
Amygdala +
Dienzephalon
Thalamus ++
Nucleus reticularis +++
Corpus geniculatum laterale +++
Hypothalamus +++
Nucleus paraventricularis +++
Nucleus supraopticus +++
Hypophysenstiel +++
Epiphyse +++
Zerebellum
Purkinje-Zellen +/++
Koérnerzellen und Golgi-Zellen ++
Tiefe zerebelldre Nuclei ++
Hirnstamm
Mesenzephalon ++
Ventrales Tegmentum ++
Pons und Medulla oblongata
Nuclei trigeminus und vestibularis ++
Nuclei olivares ++
Plexus choroideus +++
Epithelien +++

Dargestellt ist die mittlere Signalintensitat der Immunfarbung des hCAT1-Proteins in den

verschiedenen Regionen des menschlichen Gehirns. + = Schwache Expression, ++ = Moderate

Expression, +++ = Starke Expression.
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3.2 Numerische Zelldichten

Zunachst erfolgte die Betrachtung der Zelldichte hCAT 1-exprimierender Neurone im
Hippocampus zwischen den depressiv erkrankten Personen (einschlief3lich beider
Untergruppen) und den psychiatrisch gesunden Personen. Hierbei zeigte sich mittels
t-Test eine signifikante Verminderung der Zelldichte in der Region CA2 in beiden
Hemispharen (p = 0,028) (siehe Tabelle 3 und Abb. 11). Hinsichtlich der restlichen
untersuchten Regionen konnten keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden,
auch eine einheitliche Tendenz der numerischen Zelldichten hCAT1-immunreaktiver

Neurone war nicht zu verzeichnen (siehe Tabelle 3 und Abb. 11).

Tabelle 3: Deskriptive Statistik und Differenzstati  stik der Zelldichten (Affektive Stérungen

versus Gesunde).

% Deskriptive Statistik Differenzstatistik
S @
053 g Affektive St. Gesunde
o T n=14 n=9 t-Test
MW + SD MW + SD rel. Differenz T-Wert p-Wert
[Zellen/mm3] [Zellen/mm3]
CAl
links 6841 + 1423 6631 +1199 3,16% 0,366 0,718
rechts 6673 +1278 6888 + 1149 -3,13% -0,410 0,686
CA2
links 8111 + 1440 9513 + 1300 -14,74% -2,364 0,028
rechts 7623 £ 1401 9179 + 1738 -16,95% -2,368 0,028
CA3
links 10239 + 1986 10033 + 1477 2,06% 0,267 0,792
rechts 10360 £ 1176 10765 + 1350 -3,76% -0,760 0,456
CA4
links 5742 + 709 5870 + 558 -2,19% -0,458 0,652
rechts 5774 + 1028 5928 + 803 -2,60% -0,380 0,708
SUB
links 6803 +£1158 7070 £ 1017 -3,78% -0,565 0,578
rechts 6845 + 1155 6760 + 592 1,27% 0,205 0,840

Die deskriptive Statistik stellt die neuronalen Dichten der beiden Untersuchungsgruppen in der

jeweiligen Region und Hemisphare dar. Die Differenzstatistik gibt den Unterschied zwischen den
beiden Untersuchungsgruppen an, jeweils unter Angabe der relativen Differenz in Prozent und der
Ergebnisse des t-Tests (T-Wert und p-Wert). Signifikante Verdnderungen sind fettgedruckt ; MW =
Mittelwert, SD = Standardabweichung.
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p-Wert: t-Test
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Abb. 11: Grafische Darstellung der Zelldichten (Aff  ektive Stérungen versus Gesunde). Die
Balken entsprechen der numerischen Zelldichte in der jeweiligen Region und Hemisphare. Li = Links,
Re = Rechts.

Anschliel3end wurde mit Hilfe einer ANOVA ein Vergleich der numerischen Zelldichte
hCAT1-immunreaktiver Neurone zwischen allen drei Untersuchungsgruppen
durchgefihrt, wobei kein signifikanter Unterschied zwischen den Zelldichten
festgestellt werden konnte (siehe Tabelle 4 und Abb. 12). Auch die vorher erwahnte
Signifikanz in der Region CA2 in beiden Hemisph&ren war nicht mehr nachweisbar.
Allerdings bestand noch die Tendenz, dass Personen mit einer unipolaren oder
bipolaren affektiven Stérung eine verminderte Zelldichte in dieser Region aufwiesen
(siehe Tabelle 4 und Abb. 12).
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Tabelle 4: Deskriptive Statistik und Differenzstati  stik der Zelldichten (Unipolar versus Bipolar

versus Gesunde).

8 Deskriptive Statistik Differenz-
< = statistik
> % Unipolar Bipolar Gesunde
04 T n=7 n=7 n=9 ANOVA
MW = SD MW * SD MW = SD F-Wert p-Wert
[Zellen/mm?3] [Zellen/mm?3] [Zellen/mm?3]
CAl
links 6615 + 1196 7067 + 1685 6631 £ 1199 0,257 0,776
rechts 6317 + 1477 7028 + 1031 6888 + 1149 0,676 0,520
CA2
links 7822 + 1376 8399 + 1550 9513 + 1300 3,038 0,070
rechts 7530 £1740 7716 + 1098 9179 +1738 2,701 0,092
CA3
links 9752 + 2378 10727 + 1530 10033 + 1477 0,544 0,589
rechts 9716 £ 1144 11005 + 849 10765 + 1350 2,510 0,106
CA4
links 5712 + 628 5772 £ 833 5870 £ 558 0,114 0,893
rechts 5737 £ 1041 5811 + 1097 5928 + 803 0,079 0,924
SUB
links 6925 + 945 6680 + 1406 7070 £ 1017 0,236 0,792
rechts 6494 + 1198 7197 + 1079 6760 £ 592 0,961 0,399

Die deskriptive Statistik stellt die neuronalen Dichten der drei Untersuchungsgruppen in der jeweiligen

Region und Hemisphére dar. Die Differenzstatistik gibt den Unterschied zwischen den drei

Untersuchungsgruppen an, jeweils unter Angabe des F-Wertes und p-Wertes der Berechnungen

mittels ANOVA.

-33-




B Unipolare affektive Storungen {n=7)
M Eipolare affektive Storungen in=7)
B Gesunde (n=9)

Fehlerbalken zeigen Mittelwert +/- 1 0 Standardabweichungen

15000

o

10000

H000—

UL LA L
’///////////{/////////A —
Wi
7///////////=////////////,i
L
I

VTS AA IS

o
§
§
s

IIIII77777777

Numerische Zelldichte [Zellen/mm?]
LSS

CA1Li CATRe CAZLi CA?Re CAJLI CAIRe CA4Li CA4Re SUBLi SUB

)
m

Region & Hemisphare

Abb. 12: Grafische Darstellung der Zelldichten (Bipolar vers us Unipolar versus Gesunde). Die

Balken entsprechen der numerischen Zelldichte in der jeweiligen Region und Hemisphare.

3.3 Einfluss der konfundierenden Variablen

Um den Einfluss der konfundierenden Variablen Alter, Autolysedauer,
Krankheitsbeginn, Krankheitsdauer und Medikation auf die Zelldichte hCAT1-
exprimierender Neurone abzuschétzen, wurden fir die einzelnen Merkmale die
Korrelationskoeffizienten nach Pearson berechnet und die jeweilige Signifikanz dazu
angegeben.

Hinsichtlich des Alters, der Autolysedauer und des Krankheitsbeginns zeigten sich
keine signifikanten Ergebnisse. Allerdings fielen bezuglich der Krankheitsdauer
signifikante Werte im Sinne einer positiven Korrelation in den Regionen CA3 rechts
(r = 0,844; p = 0,004) und Subiculum rechts (r = 0,698; p = 0,036) auf. Eine Ubersicht
der Ergebnisse ist in Tabelle 5 abgebildet.
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Tabelle 5: Korrelationen zwischen der numerischen Z elldichte und den konfundierenden

Variablen Alter, Autolysedauer, Krankheitsbeginn un d Krankheitsdauer.

. |E |

— = 5
LRI
S 125 |35 |e5
£ | 2o |E2 |22

<12 |8 |S

v ~
CA1 Li Korrelation nach Pearson ,075 | -,187 | ,086 | ,018
Signifikanz (2-seitig) ,733 393 | ,826 | ,963
N 23 23 9 9
CAl1 Re Kaorrelation nach Pearson ,229 ,218 (-,245 | ,379
Signifikanz (2-seitig) 294 | 317 | ,526 | ,314
N 23 23 9 9
CA2 Li Korrelation nach Pearson ,366 | -,102 | ,309 | ,305
Signifikanz (2-seitig) ,086 | ,643 | ,418 | ,424
N 23 23 9 9
CA2 Re Kaorrelation nach Pearson ,232 , 175 [-,004 | ,225
Signifikanz (2-seitig) ,288 | ,425 | ,992 | ,560
N 23 23 9 9
CA3 Li Korrelation nach Pearson ,162 ,044 (-,074 | ,558
Signifikanz (2-seitig) ,460 | ,840 | ,850 | ,118
N 23 23 9 9

CA3 Re Korrelation nach Pearson ,241 ,265 [-,234 | ,844*
Signifikanz (2-seitig) ,267 ,222 | ,545 | ,004
N 23 23 9 9
CA4 Li Korrelation nach Pearson | -,084 ,296 [-,022 | ,097
Signifikanz (2-seitig) ,703 ,170 | ,954 | ,804
N 23 23 9 9
CA4 Re Korrelation nach Pearson | -,015 , 168 |-,135 | ,314
Signifikanz (2-seitig) ,946 444 | 730 | 411
N 23 23 9 9
SUB Li Korrelation nach Pearson , 194 ,097 | ,071 | ,249
Signifikanz (2-seitig) ,376 ,661 | ,855 | ,518
N 23 23 9 9
SUB Re Korrelation nach Pearson ,375 ,293 |-,196 | ,698*
Signifikanz (2-seitig) ,078 | ,174 | ,614 | ,036
N 23 23 9 9
**. Die Korrelation ist auf dem Niveau von 0,01 (2-seitig)
signifikant.

*. Die Korrelation ist auf dem Niveau von 0,05 (2-seitig)
signifikant.

Dargestellt sind fir jede Region die Korrelationskoeffizienten nach Pearson mit Angabe der jeweiligen

Signifikanz und StichprobengréRe (=N).
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Bei der Berechnung der Korrelationen fir die Medikation, wurde die Einnahme von
Antidepressiva und Neuroleptika in den letzten 90 Tagen vor dem Tod herangezogen.
Hierbei fiel auf, dass die Dosis der antidepressiven Medikation positiv mit der
Zelldichte korrelierte. Signifikante Werte wurden in den Regionen CA3 rechts (r =
0,770; p = 0,015), CA4 rechts (r = 0,833, p = 0,005), Subiculum links (r = 0,706; p =
0,033) und Subiculum rechts (r = 0,875; p = 0,002) festgestellt (siehe Tabelle 6). In
der Region Subiculum rechts blieb die Signifikanz auch noch nach der Korrektur
nach Bonferroni erhalten (p = 0,040; siehe Abb. 13). Hinsichtlich der Einnahme von

Neuroleptika wurden keine signifikanten Ergebnisse gefunden (siehe Tabelle 6).
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Tabelle 6: Korrelationen zwischen der numerischen Zelldichte u nd der Medikation.

@ @
© E © —_
®0 el 0o
n — n £
O @© o lE'
B3| B
52| 52
gl | g0
oD
05| o3
82|82
E<| E
= =
CAl Li Korrelation nach Pearson | ,279 | -,662
Signifikanz (2-seitig) ,468 | ,052
N 9 9
CAl1 Re Korrelation nach Pearson | ,499 | -,156
Signifikanz (2-seitig) 172 ,688
N 9 9
CA2 Li Korrelation nach Pearson | ,642 | -,486
Signifikanz (2-seitig) ,062 ,185
N 9 9
CA2 Re Korrelation nach Pearson | ,583 ,080
Signifikanz (2-seitig) ,100 ,838
N 9 9
CA3 Li Korrelation nach Pearson | ,606 | -,069
Signifikanz (2-seitig) ,084 | ,860
N 9 9
CA3 Re Kaorrelation nach Pearson | ,770*| ,257
Signifikanz (2-seitig) ,015 | ,504
N 9 9
CA4 Li Korrelation nach Pearson | ,455 | -,421
Signifikanz (2-seitig) ,219 | ,259
N 9 9
CA4 Re Kaorrelation nach Pearson | ,833* - 353
Signifikanz (2-seitig) ,005 | ,352
N 9 9
SUB Li Korrelation nach Pearson | ,706*| -,430
Signifikanz (2-seitig) ,033 | ,247
N 9 9
SUB Re Kaorrelation nach Pearson | ,875* 110
Signifikanz (2-seitig) ,002 | 779
N 9 9

*. Die Korrelation ist auf dem Niveau von 0,05
(2-seitig) signifikant.

**. Die Korrelation ist auf dem Niveau von 0,01
(2-seitig) signifikant.

Dargestellt sind fir jede Region die Korrelationskoeffizienten nach Pearson mit Angabe der jeweiligen
Signifikanz und StichprobengréRe (=N).
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Abb. 13: Grafische Darstellung der Korrelation zwischen der mittleren Tagesdosis der

Antidepressiva und der Zelldichte hCAT 1-immunreakti ver Neurone. Dargestellt sind die

Ergebnisse fir die Region Subiculum rechts, die mittlere Tagesdosis der Antidepressiva bezieht sich

auf die letzten 90 Tage vor dem Tod.

3.4  Validitat

Um die Validitat der Studie zu Gberprufen, wurde sowohl die Intrarater-Reliabilitat, als

auch die Interrater-Reliabilitat bestimmt. Hierzu wurde die Zellzahlung in der Region

CAZ2 links in sieben zufallig ausgewahlten Gehirnen unter Berilicksichtigung von

jeweils funf Zahlfeldern durchgefiihrt. Zur Beurteilung der Zahlergebnisse wurde der

Korrelationskoeffizient nach Pearson berechnet und die jeweilige Signifikanz dazu

angegeben.
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Hinsichtlich der nochmaligen Zahlung des gleichen Raters (entspricht der Intrarater-
Reliabilitat) ergab sich ein sehr guter Korrelationskoeffizient von 0,912 mit einer
Signifikanz von 0,004 (siehe Abb. 14).
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Abb. 14: Grafische Darstellung der Intrarater-Relia  bilitdt. Dargestellt ist die Korrelation der

Einzelmessungen bei wiederholter Zahlung durch denselben Rater.

Auch beziglich der unabhangigen Zahlung des zweiten Raters (Interrater-Reliabilitat)
konnte eine sehr gute Korrelation der Zahlergebnisse mit einem
Korrelationskoeffizienten von 0,895 und einer Signifikanz von 0,006 nachgewiesen
werden (siehe Abb. 15).
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Abb. 15: Grafische Darstellung der Interrater-Relia  bilitdt. Dargestellt ist die Korrelation der

Einzelmessungen zwischen zwei verschiedenen Ratern.

Die dargestellten sehr guten Korrelationen sowohl hinsichtlich der Intrarater-
Reliabilitat als auch der Interrater-Reliabilitat bestéatigen die hohe Validitat der
vorliegenden Ergebnisse und tragen zur Objektivierung der durchgefihrten

Zahlungen bei.
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4. Diskussion

4.1  Verteilung von hCAT1-Immunreaktivitat im mensch  lichen Gehirn

Aufgrund der wichtigen Rolle von L-Arginin und anderen kationischen Aminoséauren
fur die Aufrechterhaltung normaler Gehirnfunktionen und ihrer zunehmenden
Bedeutung bei verschiedenen Krankheiten des Gehirns, sind die hCATs erneut in den
Fokus wissenschaftlicher Arbeiten geriickt. Die vorliegende Studie befasst sich
erstmals mit dem detaillierten zellularen und regionalen Expressionsmuster von
hCAT1 im menschlichen Gehirn. Die erzielten Ergebnisse zeigen, dass das hCAT1-
Protein im gesamten menschlichen Gehirn weit verbreitet ist, auch wenn die
Expression in den verschiedenen Regionen des Gehirns unterschiedlich stark
ausgepragt ist. Hinsichtlich des zellularen Verteilungsmusters wurde das hCAT1-
Protein in vielen Neuronen, Astro- und Oligodendrogliazellen, Gefal3endothelzellen
und Epithelzellen des Plexus choroideus nachgewiesen; diesbeziglich stimmen die
Ergebnisse mit bisherigen Untersuchungen an Nagetieren tGberein (Stoll et al. 1993;
Stevens & Vo 1998; Braissant et al. 1999). Das gefundene regionale
Expressionsmuster des Proteins (hohe Dichte hCAT1-immunreaktiver Neurone und
Gliazellen im Hypothalamus, Neocortex und Thalamus; geringe bis mittelstarke
neuronale und glidre Expression im Hippocampus, Hirnstamm und Kleinhirn) deckt
sich weitgehend mit vorherigen Untersuchungen an menschlichen Gehirnen, die mit
Hilfe eines cDNA Dot Blot Immunassays durchgefiihrt wurden (Vékony et al. 2001)
und ahnelt dem Expressionsmuster von CAT1 in den besser untersuchten Ratten-
bzw. Mausgehirnen, wobei es allerdings einige Unterschiede in der Starke der
Expression in den einzelnen Hirnregionen gab (Braissant et al. 1999). Diese
Unterschiede kdnnten unter anderem dadurch bedingt sein, dass viele Studien die
CAT1-Expression auf der Ebene der Boten-Ribonukleinsaure (MRNA) untersucht
haben und dies nicht zwangslaufig Schlussfolgerungen auf die Expression des
Proteins zulasst (Luss et al. 1997). Eindeutige Ergebnisse hinsichtlich der Expression
des Proteins kdnnen nur durch immunhistochemische Methoden gewonnen werden
(Wiesinger 2001). Insgesamt zeigt das neuronale Verteilungsmuster von hCAT1
deutliche Parallelen zur Verteilung von am NO-Metabolismus beteiligten Enzymen,

wie beispielsweise nNOS, aber auch von anderen Enzymen, die am Arginin-
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Stoffwechsel beteiligt sind, wie z. B. Arginase |, Arginase Il und Agmatinase
(Bernstein et al. 2011a; Jager et al. 2013). Auf die Bedeutung dieser Zellmarker im
Zusammenhang mit hCAT1 wird im Kap. 4.2 ndher eingegangen. Das weite
Vorkommen von CAT1 bei Nagetieren und hCAT1 beim Menschen beschrankt sich
allerdings nicht auf das Gehirn, sondern wurde auch fur zahlreiche periphere
Gewebe mit Ausnahme von Leber- und Tranendriisengewebe festgestellt (Ito &
Groudine 1997; Vékony et al. 2001; Jager et al. 2009). Das CAT1-Protein hat
offenbar eine enorme Bedeutung fur die normale Zellfunktion, was durch die
Tatsache, dass Mause mit einer homozygoten Deletion des CAT1-Gens nicht

lebensfahig sind, eindricklich veranschaulicht wird (Perkins et al. 1997).

4.2  Expression von hCAT1 in Neuronen des Hippocampu s bei affektiven
Erkrankungen

Aufgrund der zentralen Rolle des Hippocampus bei den depressiven Erkrankungen
(siehe Kap. 1.2) wurden Dichtebestimmungen der hCAT1-immunreaktiven Neurone
in dieser Region des Gehirns durchgefihrt. Es ist hervorzuheben, dass andere
Hirnregionen, wie z. B. Hypothalamus, Thalamus, einige Cortexareale, Nucleus
caudatus und Putamen, eine starkere Intensitat der Immunfarbung fir das hCAT1-
Protein zeigten und deshalb von einigem Interesse fur kiinftige Studien sein darften.
Die vorliegende Arbeit beschrankt sich auRerdem aus methodentechnischen
Grunden auf die Expression von hCAT1 in Neuronen. Die teilweise sehr starke
Expression des Proteins in Astrozyten unterstreicht die Bedeutung von hCAT1 fur
diese Zellen und sollte in nachfolgenden Studien naher untersucht werden. Allerdings
sind die hCAT1-immunpositiven Astrozyten teilweise sehr dicht gelegen und deshalb
sehr schwer voneinander abzugrenzen (siehe Abb. 8C), so dass in dieser Arbeit auf
deren Zahlung verzichtet wurde. Aul3erdem konnte gezeigt werden, dass der
hauptsachliche Arginintransport in Neuronen von Nagetieren durch das CAT1-Protein
vermittelt wird und in aktivierten Astrozyten andere CAT-Isoformen eine wichtigere
Rolle spielen (Stevens et al. 1996; Stevens & Vo 1998; Manner et al. 2003).

Die vorliegende Studie beschaftigt sich erstmals mit der neuronalen Expression des
hCAT1-Proteins im Gehirn im Zusammenhang mit depressiven Erkrankungen. Die

Ergebnisse zeigen, dass es bei depressiven Patienten im Vergleich mit psychiatrisch
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gesunden Personen in beiden Hemispharen in der Region CA2 zu einer signifikant
verminderten neuronalen Expression von hCAT1 kommt. Bei Unterscheidung der
depressiven Patienten in unipolare und bipolare affektive Stérungen ist die Tendenz
der verminderten Expression weiterhin ersichtlich, allerdings ist die Signifikanz
aufgrund der geringen Fallzahl nicht mehr nachweisbar. Trotzdem lasst sich durch
die Unterscheidung in diese beiden Untergruppen feststellen, dass es sowohl bei
unipolaren als auch bei bipolaren affektiven Stérungen tendenziell eher zu einer
Absenkung hCAT 1-exprimierender Neurone kommt und dieser Effekt nicht nur durch
eine der beiden Untergruppen entsteht. Das Ergebnis der verminderten hCAT1-
Expression ist auch im Einklang mit Untersuchungen am frontalen Kortex von Ratten,
in denen eine Herabregulation des SLC7A1-Gens, welches fir das CAT1-Protein
codiert, durch chronischen milden Stress ausgelost wurde (Orsetti et al. 2009).
Hierbei gilt chronischer milder Stress als tierexperimentelles Modell der Depression
(Willner 1997). Aufgrund der sparlichen Literatur tber die Rolle von hCAT1 bei
neuropsychiatrischen Erkrankungen ist es schwierig, die gefundenen Ergebnisse in
den wissenschatftlichen Kontext einzuordnen. Im Folgenden soll die Bedeutung von
hCAT1 in verschiedenen Stoffwechselprozessen, mit besonderem Fokus auf den

NO-Stoffwechsel, dargelegt werden.

4.2.1 Zusammenhang von hCAT1-Expression und NO-Stof  fwechsel

Die Rolle des NO-Stoffwechsels hinsichtlich der Pathogenese von depressiven
Erkrankungen hat in den letzten Jahren immer mehr an Bedeutung gewonnen und
wurde zum Untersuchungsschwerpunkt zahlreicher Studien; zusammengefasst in
(Dhir & Kulkarni 2011). Da die CATs die bedeutendsten Transporter fur L-Arginin
darstellen (White et al. 1982; Devés & Boyd 1998; Wu & Morris 1998) und L-Arginin
das einzige physiologische Substrat der NO-Produktion ist (Wiesinger 2001), sind
diese Transporter folglich fur die Funktionalitdt und Regulierung des NO-
Stoffwechsels von gréf3ter Bedeutung. Aul3erdem zeigen die vorliegenden
Untersuchungen Uberschneidungen des Expressionsmusters fir hCAT1 und fir die
NNOS, welche in vorangehenden Studien bereits in folgenden Strukturen des
menschlichen Gehirns nachgewiesen wurde: zerebraler Cortex, Hirnstamm
(Egberongbe et al. 1994); Hypothalamus (Bernstein et al. 1998); Zerebellum
(Egberongbe et al. 1994; Bernstein et al. 2001); Hippocampus (Egberongbe et al.

1994; Oliveira et al. 2008) und Locus coeruleus (Bielau et al. 2012). Allerdings lasst
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sich die Rolle des Arginin-NO-Stoffwechselweges fiur die Pathogenese von
depressiven Erkrankungen keinesfalls als eindeutig bezeichnen, da in der bisherigen
Literatur widersprtchliche Ergebnisse publiziert wurden.

Einerseits gehen manche Autoren davon aus, dass der NO-Metabolismus und damit
auch die Expression der nNOS bei depressiven Patienten erhéht ist (Oliveira et al.
2008). Dies ist konform mit Beobachtungen an Nagetieren, bei denen man
antidepressive Effekte von NOS-Inhibitoren nachgewiesen hat; sowohl der NOS-
Inhibitor N-Methyl-L-Arginin als auch der NOS-Inhibitor 7-Nitroindazol zeigten im
durchgefiihrten erzwungenen Schwimmtest (FST) verminderte Immobilitatszeiten
(Yildiz et al. 2000; Spiacci et al. 2008). Der FST gilt als weit verbreiteter
tierexperimenteller Screening-Test flur potentielle antidepressive Medikamente; dabei
wird eine antidepressive Wirkung durch eine verminderte Immobilitatszeit von zum
Schwimmen gezwungenen Ratten bzw. Mausen deutlich (Porsolt et al. 1977; Pollak
et al. 2010). Nicht nur die systemische Gabe der NOS-Inhibitoren hatte einen
antidepressiven Effekt (Yildiz et al. 2000; Ferreira et al. 2012), sondern auch die
direkte Injektion in bestimmte Hirnstrukturen, wie z. B. in den Hippocampus (Joca &
Guimaraes 2006). In diesem Zusammenhang und unter der Voraussetzung, dass der
hCAT1 aufgrund seines fast ubiquitdren Vorkommens der entscheidende Faktor
hinsichtlich der Zufuhr von Arginin als einziges Substrat der NO-Synthese fungiert, ist
es moglich anzunehmen, dass es einen negativen Feedbackmechanismus gibt.
Dieser Mechanismus wirde bei erhhtem NO-Metabolismus greifen, um das hCAT1-
Protein herunter zu regulieren und somit das Substrat Arginin vermindert der NO-
Synthese zuzufuhren. Allerdings konnte in einer Studie an Ratten nachgewiesen
werden, dass sich durch die Applikation von Ketamin, dem eine antidepressive
Wirkung zugeschrieben wird, zwar die Immobilitatszeit im FST, die INOS-Aktivitat, die
eNOS-Aktivitat und die Gesamtaktivitat der NOS im Hippocampus vermindert, nicht
aber die Aktivitat der nNOS (Zhang et al. 2013). Hierbei wurde aber die nNOS-
Aktivitat nicht direkt bestimmt, sondern nur durch eine Subtraktion der eNOS- und
der INOS-Aktivitat von der Gesamtaktivitat der NOS berechnet, so dass die
Ergebnisse verfalscht sein kénnten.

Andererseits gibt es auch Hinweise darauf, dass der NO-Metabolismus bei
depressiven Erkrankungen vermindert ist. Hinsichtlich der Expression der nNOS
wurde im Nucleus suprachiasmaticus und im Nucleus paraventricularis des

Hypothalamus eine Absenkung nachgewiesen (Bernstein et al. 1998; Bernstein et al.
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2002). Aulzerdem konnte sowohl bei unipolar depressiv Erkrankten als auch bei
bipolar depressiven Patienten im Locus coeruleus eine verminderte Expression der
NNOS beobachtet werden (Karolewicz et al. 2004; Bielau et al. 2012). Des Weiteren
wurde in mehreren Studien beschrieben, dass die NO-Konzentration im Plasma
depressiv erkrankter Patienten im Gegensatz zu psychiatrisch gesunden Patienten
vermindert ist (Chrapko et al. 2004; Selley 2004; Ikenouchi-Sugita et al. 2009). Nicht
nur die verminderte Expression der nNOS in verschiedenen Strukturen des
menschlichen Gehirns, sondern auch die verminderte NO-Konzentration im Plasma
lassen eine generelle Verminderung der NO-Produktion im zentralen Nervensystem
depressiver Patienten vermuten (Garcia et al. 2011). In diesem Zusammenhang
konnte das Ergebnis der vorliegenden Studie bedeuten, dass das verminderte
Vorhandensein des hCAT1-Proteins bei depressiv Erkrankten dazu fuhrt, dass
weniger Arginin zur Verfigung steht und somit insgesamt auch nur weniger NO durch
die nNOS synthetisiert werden kann.

Weiterhin wurde in mehreren tierexperimentellen Studien aufgezeigt, dass NO auf
der einen Seite antidepressive, auf der anderen Seite aber auch depressive Effekte
bewirken kann (Silva et al. 2000; Ergtin & Ergiin 2007). Paradoxerweise konnte
mittels FST gezeigt werden, dass sowohl die Applikation von L-Arginin als auch die
Gabe von NOS-Inhibitoren abhangig von der Dosis antidepressive und depressive
Effekte erzeugt (Harkin et al. 1999; Silva et al. 2000; Ergin & Ergiin 2007; Spiacci et
al. 2008). Folglich kommt es bei der Betrachtung des Arginin-NO-Stoffwechsels im
Zusammenhang mit der Pathogenese von depressiven Erkrankungen vor allem auf
die Ausbalancierung des Systems an; &hnliche Erkenntnisse ergaben sich bereits
hinsichtlich des NO-Stoffwechsels bei Patienten mit Schizophrenie (Bernstein et al.
2011b). Bei der Balancierung des NO-Stoffwechsels spielt hCAT1 offensichtlich
aufgrund der Substratbereitstellung von Arginin fur die NO-Synthese eine
bedeutende Rolle. Die genauen Mechanismen dieses komplexen Gefliges missen
allerdings noch durch weitere Studien naher untersucht werden.

4.2.2 Zusammenhang von hCAT1-Expression mit anderen

Stoffwechselprozessen

Die Aminosaure L-Arginin und der damit eng verknipfte Transport der Aminosaure
Uber das hCAT1-Protein spielen auch in weiteren Stoffwechselprozessen, wie der

Synthese von Polyaminen, Harnstoff und Glutamat, eine zentrale Rolle (Ubersicht
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siehe Abb. 2). L-Arginin wird mittels der Isoenzyme Argininase | und Il in L-Ornithin
und Harnstoff umgewandelt, wobei danach aus L-Ornithin Polyamine bzw. Glutamat
synthetisiert werden kdnnen; zusammengefasst in (Wu & Morris 1998). Wie bereits
im Kap. 4.1 erwahnt, wurde in der vorliegenden Studie eine Uberlappung des
zerebralen Verteilungsmusters des hCAT1-Proteins mit dem der zytosolischen
Arginase | und der mitochondrialen Arginase Il gefunden (Braissant et al. 1999; Yu et
al. 2001; Jager et al. 2013), die unter anderem in vielen Neuronen des zerebralen
Kortex, des Hippocampus, des Zerebellums und der Pons bei Nagetieren
nachgewiesen werden konnten (Braissant et al. 1999; Yu et al. 2001; Peters et al.
2013). Die Arginase Il wurde daneben auch in Gliazellen verschiedener
Hirnstrukturen gefunden (Braissant et al. 1999), wohingegen die Arginase | bisher
nur in einigen Gliazellen des Zerebellums nachgewiesen werden konnte (Peters et
al. 2013). Hinsichtlich des Vorkommens beider Arginasen in Gliazellen wurden
jedoch auch negative Ergebnisse erzielt (Yu et al. 2001). Nur wenige Studien haben
sich bisher mit der Rolle der Arginasen im Zusammenhang mit depressiven
Erkrankungen auseinandergesetzt. Immerhin gibt es Hinweise darauf, dass es
sowohl bei bipolar depressiv erkrankten Patienten als auch bei unipolar depressiv
Erkrankten zu einer Erh6hung der Arginase-Aktivitat im Serum kommt (Szilagyi 1971;
Elglin & Kumbasar 2000). In diesem Zusammenhang nehmen die Autoren an, dass
sich Veranderungen der Arginase im zentralen Nervensystem durch Veranderungen
der Arginase im Blut widerspiegeln, da gezeigt werden konnte, dass es bei depressiv
erkrankten Personen zu einer Blut-Liquor-Schrankenstérung kommt (Hampel et al.
1997; Elgin & Kumbasar 2000). Dies wurde durch eine post mortem Studie an
Gehirnen von Patienten, die im Rahmen einer uni- bzw. bipolaren affektiven Stérung
Suizid begangen haben, bekraftigt, da man eine erhéhte Expression des Arginase II-
Gens im zerebralen Kortex nachweisen konnte (Fiori et al. 2011). Ein direkter
Zusammenhang zwischen hCAT1 und den Arginasen in der Pathogenese der
Depression konnte bisher nicht nachgewiesen werden. Es ist aber vorstellbar, dass
ein negativer Feedbackmechanismus existiert, der bei Erh6hung der Arginasen bzw.
deren Stoffwechselprodukten (siehe Abb. 2) eine Verminderung des hCAT1-Proteins
bewirkt, um die Zufuhr von Arginin zu reduzieren. Es wére aber auch denkbar, dass
es durch die Verminderung von hCAT1 im Rahmen der Depression zu einer
vermehrten Arginase-Expression kommt, als Versuch die Zufuhr von Arginin zu

erhdéhen und dadurch die Homéostase hinsichtlich der nachfolgenden
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Stoffwechselprozesse, wie z. B. dem Harnstoffzyklus oder der Synthese von
Polyaminen, aufrecht zu erhalten.

In diesem Zusammenhang muss allerdings ins Kalkil gezogen werden, dass sich die
Aktivitat der Arginasen und der NO-Synthasen gegenseitig bedingen, da beide L-
Arginin als Substrat verwenden und somit eine erhéhte Arginase-Aktivitat zu einer
verminderten NOS-Aktivitat fiihren kann (Chang et al. 1998). In verschiedenen
tierexperimentellen Studien an Makrophagen bzw. Astrozyten konnte nachgewiesen
werden, dass die gesteigerte Aktivitat der Arginase | bzw. Il in einer verminderten
NO-Synthese durch die INOS resultiert (Hey et al. 1997; Gotoh & Mori 1999; Lee et
al. 2003; Morris 2004; Colton 2009). Fir die Interpretation der vorliegenden Studie
von groRerer Relevanz ist allerdings die Feststellung, dass auch die NO-Produktion
mittels NNOS durch die erhéhte Aktivitat der Arginase | herabgesetzt werden kann
(Que et al. 2002). Diese reziproke Regulation konnte auch in einer Studie an
Patienten mit bipolarer affektiver Stérung bestatigt werden; allerdings fand man
hierbei, im Gegensatz zu den bisherigen Ausfiihrungen, erhéhte NO-Konzentrationen
bei einem gleichzeitig erniedrigten Arginase-Niveau im Serum (Yanik et al. 2004).
Eine reduzierte Arginase-Aktivitat konnte wiederum durch eine verminderte
Substratzufuhr von Arginin durch das bei depressiven Erkrankungen geminderte
hCAT1-Protein bedingt sein. Hieraus lasst sich einerseits schlussfolgern, dass die
Arginase- und die NOS-Aktivitat nicht separat voneinander betrachtet werden durfen,
sondern sich gegenseitig bedingen. Andererseits scheint die Rolle der Arginasen
hinsichtlich der Pathogenese der depressiven Erkrankungen noch nicht abschliel3end
geklart, so dass es letztlich auch bezuglich des hCAT1-Proteins auf eine
Ausbalancierung des komplexen Systems ankommt, wie bereits im
vorangegangenen Kap. 4.2.1 fur den NO-Stoffwechsel erlautert wurde.

In einem anderen Stoffwechselprozess, der sowohl an Nagetiergehirnen, als auch an
menschlichen Gehirnen nachgewiesen werden konnte, wird L-Arginin tGber die
Arginin-Decarboxylase zu Agmatin verstoffwechselt (Li et al. 1995; Zhu et al. 2004)
und dann Uber einen alternativen Stoffwechselweg mittels der Agmatinase zu
Harnstoff und Putrescin, dem Vorlaufermolekul der Polyamine, metabolisiert (Gilad et
al. 1996; lyer et al. 2002; Mistry et al. 2002). Wie bereits im Kap. 4.1 erwéahnt, fiel in
der vorliegenden Studie bei der qualitativen Untersuchung der Gehirnschnitte auch
eine teilweise Ubereinstimmung der Verteilung des hCAT1-Proteins mit der humanen

Agmatinase im Gehirn auf (Bernstein et al. 2011a; Jager et al. 2013). In einer post
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mortem Studie konnte diesbezlglich bei depressiv erkrankten Personen eine
signifikant erhdhte Expression der Agmatinase in Interneuronen des Hippocampus
nachgewiesen werden (Bernstein et al. 2012b). Diese Ergebnisse wurden anhand
von nachfolgenden Untersuchungen der gleichen Forschergruppe bestatigt und
konnten auch fur andere Hirnregionen, wie Habenula, insularer und temporaler
Kortex, festgestellt werden (Bernstein et al. 2014). Folglich wiirde eine vermehrte
Aktivitat der Agmatinase bei depressiven Personen zu einer vermehrten
Metabolisierung und damit verminderten Verfuigbarkeit von Agmatin im Gehirn
fuhren. Dies steht im Einklang mit Beobachtungen in Studien an Nagetieren, in
denen nachgewiesen werden konnte, dass Agmatin neben vielen anderen
Funktionen eine antidepressive Wirkung hat (Zomkowski et al. 2002; Aricioglu &
Altunbas 2003; Li et al. 2003). Es wurde aber in der bereits erwéhnten post mortem
Studie an menschlichen Gehirnen herausgefunden, dass im Hippocampus die
Lokalisation des hCAT1-Proteins (im Unterschied zu anderen Hirnregionen) nicht mit
der Immunreaktivitat der Agmatinase ubereinstimmt (Bernstein et al. 2012b). Aus
diesem Grund soll, trotz der offensichtlichen Bedeutung des hCAT1-Proteins zur
Substratbereitstellung des L-Arginins fur diesen Metabolisierungsprozess, in der
vorliegenden Arbeit nicht naher darauf eingegangen werden.

Schlief3lich wurde der CAT1-Transporter in der Literatur mit dem wichtigen mTOR
(mechanistisches Ziel des Rapamycins)-Stoffwechselweg in Verbindung gebracht
(Huang et al. 2007). In dieser Studie an Rattenneuronen konnte zunachst
nachgewiesen werden, dass eine Aktivierung des NMDA-Rezeptors mit einem
reduzierten Arginintransport durch eine Verminderung der Oberflachenexpression
von CAT1 einhergeht. Weiterhin kam es zu einer NMDA-induzierten Reduzierung von
nachgeschalteten Angriffszielen der mTOR-Stoffwechsel-Kaskade, die unter
Beteiligung des CAT1-Proteins ablief. Die Verwendung eines NMDA-Rezeptor-
Antagonisten erzeugte jeweils gegenteilige Ergebnisse, d.h. es resultierte ein
gesteigerter Arginintransport durch eine erhdhte Oberflachenexpression von CAT1
und eine Steigerung von nachgeschalteten Angriffszielen der mTOR-Stoffwechsel-
Kaskade. AuRerdem wurde durch eine Antagonisierung des NMDA-Rezeptors ein
vermehrtes neuronales Wachstum in hippocampalen Kulturen induziert; auch daftr
war die Anwesenheit des CAT1-Proteins notwendig und das neuronale Wachstum
war folglich bei Suppression von CAT1 reduziert (Huang et al. 2007). Diese

Ergebnisse sind von besonderer Bedeutung, wenn man bedenkt, dass die
- 48 -



Antagonisierung des NMDA-Rezeptors und der mTOR-Stoffwechselweg in der
aktuellen Literatur bezuglich der Pathogenese der Depression immer mehr an
Beachtung gewinnen. Wegbereitend hierftr war die Entdeckung, dass der NMDA-
Rezeptor-Antagonist Ketamin nach intravenoser Applikation bei Patienten mit
Depression (auch bei behandlungsresistenten Féllen) eine schnelle, langanhaltende
und robuste antidepressive Wirkung entfaltet (Berman et al. 2000; Zarate et al.
2006). In aktuelleren Tierstudien konnte nachgewiesen werden, dass die
antidepressiven Effekte von Ketamin tber eine schnelle Aktvierung des mTOR-
Stoffwechselweges vermittelt werden und zu einer erhéhten Synthese von
Synapsen-assoziierten Proteinen (bis zu 72 Stunden) und konsekutiv auch zur
vermehrten Bildung von Synapsen (nach 24 Stunden) im préfrontalen Kortex von
Ratten fuhren (Li et al. 2010). Die gleiche Forschergruppe nutzte chronischen
unberechenbaren Stress als tierexperimentelles Modell der Depression und
demonstrierte, dass die dadurch induzierten negativen Effekte auf das Verhalten der
Ratten und die Synapsenbildung bzw. -funktion im prafrontalen Kortex der
Versuchstiere, durch die einmalige Applikation von Ketamin wieder aufgehoben
werden konnen (Li et al. 2011). Hierbei konnten die durch Ketamin hervorgerufenen
positiven Effekte auf die genannten Prozesse jeweils mittels des selektiven mTOR-
Inhibitors Rapamycin blockiert werden, so dass auf diese Weise die Notwendigkeit
der Beteiligung des mTOR-Stoffwechselweges verdeutlicht wurde (Li et al. 2011).
Des Weiteren wurde in einer post mortem Studie an humanen Gehirnen bei
depressiv erkrankten Personen eine Reduzierung mehrerer am mTOR-
Stoffwechselweg beteiligter Komponenten im prafrontalen Kortex nachgewiesen, was
insgesamt fur eine Beteiligung des mTOR-Stoffwechselweges an der Pathogenese
der Depression spricht (Jernigan et al. 2011). Im Hinblick auf den in der vorliegenden
Studie untersuchten Hippocampus, konnten nach Applikation von Ketamin reduzierte
Immobilitdtszeiten von Ratten im FST und eine erhthte Expression von mTOR im
Hippocampus von Ratten nachgewiesen werden (Yang et al. 2013; Zhou et al. 2014).
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit und die bisherigen Ausfihrungen legen den
Schluss nahe, dass es bei depressiv erkrankten Personen durch die Aktivierung des
NMDA-Rezeptors zu einer Beeintrachtigung des mTOR-Stoffwechselweges kommt,
die mit einer verminderten Oberflachenexpression von hCAT1 und einem dadurch
reduzierten Arginintransport einhergeht. Umgekehrt kdnnte es durch eine

Antagonisierung des NMDA-Rezeptors zu einer vermehrten Aktivierung des mTOR-
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Stoffwechselweges und konsekutiv gesteigertem Arginintransport durch erhéhte
Oberflachenexpression von hCAT1 kommen, was insgesamt in einer antidepressiven
Wirkung resultiert. Bei dieser Interpretation ist allerdings zu beachten, dass die
Mehrzahl der Untersuchungen an Nagetieren durchgeftihrt wurde und somit
Ergebnisse nicht zwingend auf den Menschen Ubertragen werden kénnen. Des
Weiteren kann nicht sicher davon ausgegangen werden, dass eine Veranderung der
Oberflachenexpression von hCAT1 und der Arginintransportaktivitat auch in einer
Anderung der Proteinexpression von hCAT1 resultiert. AuRerdem finden sich in der
Literatur widerspriichliche Ergebnisse beziglich der Rolle des mTOR-
Stoffwechselweges. In einer Studie an hippocampalen Neuronen von Nagetieren
stellte man fest, dass die Aktivierung von NMDA-Rezeptoren tiber den mTOR-
Stoffwechselweg die Synthese von dendritischen Proteinen induziert und eine
Antagonisierung bzw. Blockade der NMDA-Rezeptoren bzw. des mTOR-
Stoffwechselweges zu einer verminderten Proteinsynthese in Dendriten fiihrt (Gong
et al. 2006), was im direkten Widerspruch zu den bisherigen Ausfihrungen steht.
Weiterhin wurde in einer anderen Studie gezeigt, dass chronischer Stress in
mehreren Hirnregionen von Ratten (prafrontaler Kortex, Hippocampus, dorsaler
Raphe-Kern) keine signifikanten Veréanderungen in der Aktivitdt des mTOR-
Stoffwechselweges nach sich zieht; lediglich in der Amygdala wurde eine reduzierte
Aktivierung der mTOR-Stoffwechsel-Kaskade nachgewiesen (Chandran et al. 2013).
Offenbar scheint die Stresswirkung auf das mTOR-System abhangig von der Dauer
des Stresses und zudem noch von der Gehirnregion zu sein (Chandran et al. 2013).
Insgesamt ist die Erforschung mittels weiterfihrender Studien notwendig, um die
Rolle des mTOR-Stoffwechselweges und der hCATs beziglich der Pathogenese der
depressiven Erkrankungen genauer zu eruieren.

In der Literatur sind auch Verknupfungen zwischen hCAT1 und der Proteinkinase C

(PKC) beschrieben, dies wird im folgenden Kapitel ausfuhrlicher erlautert.

4.2.3 Einfluss der Medikation auf die hCAT1-Express ion

Zwischen der Einnahme von Neuroleptika und der Dichte hCAT1-immunreaktiver
Neurone wurde in der vorliegenden Arbeit keine signifikante Korrelation
nachgewiesen (siehe Tabelle 6). Bei der Betrachtung der Medikation mit
Antidepressiva fiel jedoch auf, dass die Dosis der antidepressiven Medikation in den

Regionen CA3 rechts, CA4 rechts, Subiculum links und Subiculum rechts signifikant
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positiv mit der Zelldichte korrelierte (siehe Tabelle 6 und Abb. 13). Das heil3t, dass
eine hohe Dosis antidepressiver Medikamente mit einer hohen neuronalen Dichte
hCAT1-immunreaktiver Neurone einhergeht. Auch in den restlichen betrachteten
Regionen konnte eine positive Korrelation beobachtet werden, die in diesen Fallen
aber nicht signifikant war.

Eine direkte Beeinflussung von hCAT1 durch antidepressive oder neuroleptische
Medikation ist in der Literatur bisher nicht beschrieben worden. Allerdings gibt es
Hinweise daflr, dass antidepressive Medikamente, im Speziellen TCA, Uber die PKC
mit dem hCAT1-Protein interagieren und somit die bereits genannte positive
Korrelation zwischen der antidepressiven Medikation und der Zelldichte hCAT1-
exprimierender Neurone erklaren konnte. So konnte in Studien zur Wirkungsweise
von antidepressiven Medikamenten nachgewiesen werden, dass TCA, wie
Desipramin und Imipramin, die Aktivitat der PKC steigern (Szmigielski & Gorska
1997; Morishita & Aoki 2002). Dies wurde nicht nur in Thrombozyten von Kaninchen
und Menschen nachgewiesen (Morishita & Aoki 2002), sondern auch im frontalen
Kortex und Hippocampus von Ratten (Szmigielski & Gorska 1997). Weiterhin gibt es
in der Literatur Hinweise dafur, dass auch Antidepressiva der Gruppe der SSRI die
Aktivitat der PKC erhdhen (Giambalvo & Price 2003). Anhand von Untersuchungen
an verschiedenen Zellpopulationen konnte zusatzlich belegt werden, dass die
Aktivierung der PKC eine verminderte Transportaktivitat von hCAT1 bewirkt, dies
aber keinen Einfluss auf die Proteinsynthese von hCAT1 zur Folge hat (Rotmann et
al. 2004; Krotova et al. 2003). Allerdings wurde in weiterfihrenden Studien
herausgefunden, dass es zumindest in humanen Endothelzellen zu einer Erh6hung
der mRNA von hCAT1 kommt (Rotmann et al. 2007; Gréaf et al. 2001) und dies nach
langerer Beobachtung Uber mehrere Stunden auch zu einer Steigerung der
Expression des hCAT1-Proteins fihrt (Graf et al. 2001). Die geschilderten Prozesse
konnten als kompensatorischer Mechanismus fur die Wiederherstellung des
Arginintransports wirken und die PKC konnte hierbei einen direkten Einfluss auf die
Expression des hCAT1-Proteins haben, indem sie diese auf der Ebene der
Transkription bzw. der Translation beeinflusst (Graf et al. 2001). Andere Autoren
beschreiben sowohl in menschlichen Endothelzellen der Umbilikalvenen (Pan et al.
1995) als auch in menschlichen intestinalen Epithelzellen (Pan & Stevens 1995; Pan
et al. 2002) eine PKC-assoziierte Erhohung des Arginintransports mittels der hCATSs.

Dieser Effekt tritt aber erst nach mehreren Stunden ein, so dass von einer
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vermehrten Expression des Proteins ausgegangen wird (Pan et al. 1995). Daftr

spricht auch, dass es durch die Aktivierung der PKC zu einer Erhdhung der mRNA
von hCAT1 kommt (Pan et al. 2002). Die aufgezeigten Mechanismen kdnnten eine
Erklarung dafur sein, dass die Dosis der antidepressiven Medikation positiv mit der

Zelldichte hCAT1-immunreaktiver Neurone korreliert.

4.2.4 Einfluss anderer Erkrankungen auf das hCAT1-P  rotein

Weiterhin muss der in der Literatur beschriebene Einfluss von anderen Erkrankungen
auf den Arginintransport mitbertcksichtigt werden. Es konnte nachgewiesen werden,
dass der Transport von Arginin beim Krankheitsbild der hepatischen Enzephalopathie
eine Rolle spielt. In Astrozyten von Ratten wurde der Einfluss von Ammoniak und
Mangan, die mit der Pathogenese der hepatischen Enzephalopathie eng verknupft
sind, untersucht. Hierbei wurde gezeigt, dass die Behandlung mit dem jeweiligen
Substrat eine Erh6hung des Arginintransports zur Folge hat (Hazell & Norenberg
1998). Weitere Studien an Synaptosomen aus verschiedenen Hirnregionen von
Ratten (Zerebellum, zerebraler Kortex, Hippocampus und Striatum) belegen nicht nur
eine Steigerung des Transports von Arginin in den genannten Hirnregionen bei
Hyperammonamie, sondern auch bei erfolgter portosystemischer Shunt-Anlage, was
einem Modell von chronischer hepatischer Enzephalopathie entspricht (Rao et al.
1997). Allerdings konnte im zerebralen Cortex von Ratten keine Veréanderung der
MRNA von CAT1 bei Hyperammonamie nachgewiesen werden (Zielinska et al.
2011).

Aul3erdem gibt es Hinweise in der Literatur, dass sowohl Herz-Kreislauf-
Erkrankungen als auch Erkrankungen der Niere Auswirkungen auf den
Arginintransport haben kénnen. Einerseits wird ein erhdhter Arginintransport mittels
der hCATs in menschlichen Erythrozyten und mononukleéren Zellen bei chronischer
Herz- bzw. Niereninsuffizienz beschrieben, hierbei wurde die Expression des
Proteins jedoch nicht untersucht (Mendes Ribeiro et al. 1997; Hanssen et al. 1998;
Mendes Ribeiro et al. 2001). Diesbezlglich konnte in einer anderen Studie an Ratten
mit Herzinsuffizienz, bei denen ein erhdhter Transport von Arginin in aortalem
Gewebe gefunden wurde, keine Veranderung der CAT1-Expression nachgewiesen
werden (Stathopulos et al. 2001). Andererseits wurde in verschiedenen Studien ein
reduzierter Arginintransport in menschlichen Endothelzellen, mononuklearen Zellen

(Kaye et al. 2000) und Myokardzellen (Kaye et al. 2002) bei Patienten mit
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chronischer Herzinsuffizienz beschrieben. Hierbei wurde auch eine Reduzierung der
hCAT1-mRNA in mononukledren Zellen (Kaye et al. 2000) und Myokardzellen (Kaye
et al. 2002) dargelegt. Allerdings korreliert die mRNA nicht zwangslaufig mit der
Proteinexpression (Luss et al. 1997), wie bereits in Kap. 4.1 erlautert wurde. In einer
aktuelleren Studie an Schafen und Mausen mit Herzversagen wurde in aus dem
Herzen entnommenen Mitochondrien nicht nur ein reduzierter Arginintransport
festgestellt, sondern auch eine Verminderung der Proteinexpression des CAT1-
Transporters (Williams et al. 2014). Auch bei essentieller Hypertonie konnte eine
Reduktion des Arginintransports in menschlichen mononuklearen Zellen
nachgewiesen werden, dies blieb aber ohne Veranderungen der mRNA oder des
Proteins fur hCAT1 (Schlaich et al. 2004). Des Weiteren wurde belegt, dass Ratten
mit chronischer Niereninsuffizienz einen verminderten Arginintransport bei
gleichzeitig erhohter CAT1-mRNA und erniedrigtem CAT1-Protein in Gewebe von
Aorta und Glomerulus der Niere zeigen (Schwartz et al. 2006). Die Autoren erklaren
sich die Erh6hung der Transkription der CAT1-mRNA bzw. die Erh6hung der Stabilitat
der CAT1-mRNA als Kompensationsmechanismus fur eine ineffektive Translation, die
allerdings nicht ausreicht, um auch ein adaquates Level des CAT1-Proteins
aufrechtzuerhalten. Die im Zusammenhang mit Herz-Kreislauf- und
Nierenerkrankungen genannten Studien beziehen sich jedoch nicht spezifisch auf
den Arginintransport im Gehirn, so dass nicht mit Sicherheit von einem Einfluss auf
die Ergebnisse der vorliegenden Studie ausgegangen werden kann. In der Literatur
gibt es aber durchaus Hinweise darauf, dass Patienten mit Herzinsuffizienz oder
Herz-Kreislauf-Stillstand auch Veranderungen im Gehirn im Sinne einer Schadigung
oder Atrophie zeigen und dies anhand von MRT-Bildern sowohl fir den Hippocampus
als auch fur das gesamte Gehirn belegt wurde (Grubb et al. 2000; Woo et al. 2009;
Pan et al. 2013). AuRerdem beschreibt eine post mortem Studie bei durch Herz-
Kreislauf-Versagen oder Herzinsuffizienz verstorbenen Personen eine
Volumenreduktion der Mamillarkérper, hierbei blieben jedoch die totalen neuronalen
Zellzahlen unveréndert (Bernstein et al. 2012a). Des Weiteren wurde in einer
tierexperimentellen Studie an herzinsuffizienten Ratten mit depressiven Symptomen
anhand von MRT-Bildern und histologischen Untersuchungen eine Verminderung der
grauen Substanz des Hippocampus und damit verbundener beeintrachtigter
Neurogenese bei erhdhter Astrozytenzahl nachgewiesen (Suzuki et al. 2014).
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4.3  Methodenkritische Aspekte

4.3.1 Einfluss konfundierender Variablen

Wie im Kap. 2.1 bereits dargestellt, konnten hinsichtlich der konfundierenden
Variablen Geschlecht, Alter, Autolysedauer und Krankheitsbeginn keine signifikanten
Unterschiede zwischen unipolar depressiven Patienten, bipolar depressiven
Patienten und Personen der Kontrollgruppe beobachtet werden. Allerdings wurden
beziglich der Krankheitsdauer zwischen den unipolaren affektiven Stérungen und
den bipolaren affektiven Stérungen signifikante Unterschiede festgestellt. Dies ist
durch das Patientenkollektiv der Magdeburger Hirnsammlung bedingt und lief3 sich

daher nicht vermeiden.

4.3.1.1 Geschlecht, Alter, Autolysedauer, Suizid

Wie bereits in den vorangegangenen Kapiteln dargestellt, zeigten sich bei den t-Tests
signifikante Unterschiede hinsichtlich der Zelldichte hCAT1-exprimierender Neurone
in der Region CA2 (links: T =-2,364; p = 0,028; rechts: T =-2,368; p = 0,028). Um
eine mogliche Beeinflussung durch das Geschlecht der Probanden auszuschliel3en,
wurde nachfolgend eine multivariate Varianzanalyse mit der konfundierenden
Variable Geschlecht durchgeftihrt. Hierbei konnte gezeigt werden, dass das
Geschlecht fur die Regionen CA2 keinen signifikanten Effekt auf die Dichte hCAT1-
immunpositiver Neurone hat (links: F = 0,726; p = 0,405; rechts: F = 0,027; p =
0,871). Selbst beim Einbeziehen der konfundierenden Variable Geschlecht bleiben
die Unterschiede zwischen der Gruppe der Patienten mit affektiven Stérungen und
der gesunden Vergleichspersonen in der Region CA2 signifikant (links: F = 4,912; p
= 0,039; rechts: F = 4,769; p = 0,042). Bezuglich des Alters und der Autolysedauer
lie3en sich keine signifikanten Pearson-Korrelationen zur neuronalen Dichte von
hCAT1 nachweisen (siehe Tabelle 5). Mehrere Patienten der Untersuchungsgruppen
sind durch Suizid ums Leben gekommen, aber ein signifikanter Effekt auf die Dichte

hCAT1-immunreaktiver Neurone konnte mittels ANOVA ausgeschlossen werden.
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4.3.1.2 Krankheitsbeginn, Krankheitsdauer, Medikati  on

Zwischen dem Erkrankungsbeginn und der numerischen Dichte von hCAT1-
exprimierenden Neuronen im Hippocampus konnte keine signifikante Korrelation
festgestellt werden. Dieses und die folgenden Ergebnisse wurden bereits im Kap. 3.3
erlautert und sind Tabelle 5 zu entnehmen. Hinsichtlich der Krankheitsdauer fiel eine
signifikante positive Korrelation in den Regionen CA3 rechts und Subiculum rechts
auf. Das bedeutet, dass eine lange Krankheitsdauer mit einer erhéhten Dichte

hCAT 1-immunpositiver Neurone einhergeht. Dieser Effekt liel3 sich auch in den
restlichen Regionen nachweisen, allerdings erreichten die Ergebnisse keine
Signifikanz. Um diese Korrelation interpretieren zu kdnnen, muss vor allem die
Medikation der Patienten und deren Einfluss auf die neuronale hCAT1-Expression
mit berlcksichtigt werden, was bereits ausfihrlich im Kap. 4.2.3 diskutiert wurde.
Wenn nun angenommen wird, dass eine langere Krankheitsdauer auch mit einer
insgesamt langerfristigen antidepressiven Medikation einhergeht, ware es durchaus
denkbar, dass die bereits dargestellten Prozesse die positive Korrelation zwischen
der Krankheitsdauer und der Zelldichte hCAT1-exprimierender Neurone erklaren
konnten.

Beide dargelegten positiven Korrelationen mit der neuronalen Dichte von hCAT1
stehen nicht im Gegensatz zur eigentlich herausgefundenen Verminderung des
hCAT1-Proteins bei depressiv erkrankten Patienten, sondern bekréftigen dies noch.
Hierbei kann angenommen werden, dass die Verminderung der hCAT 1-
exprimierenden Neurone durch die Einnahme von antidepressiven Medikamenten
zumindest teilweise kompensiert werden kann.

Allerdings waren die Aufzeichnungen in den Krankenakten der Patienten
unvollstandig, so dass nicht bei allen Patienten eine Aussage zur Medikation der
letzten 90 Tage vor dem Tod getroffen werden konnte und auf3erdem eine genaue
Spezifizierung der antidepressiven bzw. neuroleptischen Therapie nicht mdglich war.
Dies ist durchaus kritisch anzumerken, da die verschiedenen Medikamente
maoglicherweise unterschiedliche Auswirkungen auf das untersuchte hCAT1-Protein

haben kdnnten.
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4.3.1.3 Andere Erkrankungen

Bereits im Kap. 4.2.4. wurde der Einfluss anderer Erkrankungen auf den
Arginintransport ausfuhrlich dargelegt. Beispielsweise kdnnten Erkrankungen des
Herz-Kreislauf-Systems, der Niere und eine vorliegende hepatische Enzephalopathie
potentiell die Expression des hCAT1-Proteins beeinflussen. In der vorliegenden
Studie litt laut Aufzeichnungen keiner der Patienten an einer hepatischen
Enzephalopathie, bei nachfolgenden Betrachtungen im Rahmen anderer Studien
sollte dies aber berticksichtigt werden. Aufgrund der geringen Fallzahl wurde auch
der mdgliche Einfluss von Herz-Kreislauf- oder Nieren-Erkrankungen nicht
bertcksichtigt, was durchaus kritisch anzumerken ist und in weiterfihrenden Studien

beachtet werden muss.

4.3.2 Untersuchungsgut

In der vorliegenden Studie handelt es sich um Untersuchungen an einem kleinen
Patientenkollektiv, was eine Verzerrung der beobachteten Ergebnisse
wahrscheinlicher macht und ein Auftreten von signifikanten Unterschieden erschwert.
Trotzdem wurden beim Vergleich zwischen depressiv erkrankten Patienten und
psychiatrisch gesunden Personen signifikante Unterschiede hinsichtlich der
neuronalen hCAT1-Expression im Hippocampus gefunden. Aufgrund der begrenzten
Fallzahl konnte dies aber beim Betrachten der Untergruppen der depressiven
Patienten nicht mehr nachgewiesen werden. Daher sollten die vorliegenden
Ergebnisse in weiteren Studien an einem grof3eren Patientenkollektiv nochmals

bestatigt werden.

4.3.3 Zellzédhlung

Mit Hilfe der verwendeten Zahlmethode und der daraufhin berechneten neuronalen
Dichte (siehe Kap. 2.6) kann keinesfalls eine absolute Zellzahl hCAT1-
exprimierender Neurone in der jeweiligen Hirnregion bestimmt werden. Hierzu waren
volumetrische Angaben zu den Hippocampi der untersuchten Gehirne notwendig
gewesen, die aber in der vorliegenden Studie nicht erhoben wurden. Hierbei ist zu
bedenken, dass eine nicht bertcksichtigte Volumenanderung des Hippocampus per
se eine Veranderung der neuronalen Dichte in Gehirnen von depressiven Patienten

nach sich ziehen wirde. Wie bereits ausfuhrlicher in Kap. 1.2 besprochen, konnte
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diesbeziiglich nachgewiesen werden, dass Gehirne von unipolar und bipolar
depressiv erkrankten Patienten eine beidseitige Volumenminderung des
Hippocampus aufweisen (Campbell et al. 2004; Videbech & Ravnkilde 2004; Otten &
Meeter 2015). Dies konnte anhand histopathologischer Studien bestétigt werden
(Bielau et al. 2005; Bernstein et al. 2012b), wurde aber insgesamt eher nicht auf
einen massiven Verlust von Neuronen oder Unterdriickung der Neurogenese
zurtckgefuhrt, sondern auf Veranderungen hinsichtlich somatodendritischer,
axonaler und synaptischer Komponenten und auch auf Verdnderungen bezutglich der
Gliazellen (Czéh & Lucassen 2007). Aufgrund dessen bleibt anzunehmen, dass sich
durch die beschriebenen Prozesse die neuronale Dichte bei Patienten mit
depressiven Erkrankungen noch erhdhen wirde (Stockmeier et al. 2004). Hierdurch
wird das Ergebnis der vorliegenden Studie noch bekraftigt, da es bei depressiv
erkrankten Patienten trotz einer angenommenen allgemeinen Erhéhung der
neuronalen Dichte zu einer Verminderung der hCAT1-exprimierenden Neurone

gekommen ist.

4.3.4 Interpretation

Letztlich ist das untersuchte hCAT1-Protein nur ein Parameter im komplexen Geflge
von zellularen Strukturen und Prozessen, dessen Regulationsmechanismen und
Bedeutung hinsichtlich depressiver Erkrankungen bisher keinesfalls abschliel3end
geklart worden sind. Die vorliegende Studie gibt Hinweise darauf, dass der
Arginintransport mittels hCAT1 beziiglich der Pathogenese von depressiven
Erkrankungen eine Rolle spielt und daher in Zukunft durchaus einen Angriffspunkt

neuer therapeutischer Interventionen darstellen kénnte.
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5. Zusammenfassung

Die Pathogenese der affektiven Storungen kann keinesfalls als abschlie3end geklart
betrachtet werden, auch wenn diesbeziglich zahlreiche Erklarungshypothesen
existieren. In den letzten Jahren wurden in verschiedenen Untersuchungen
zunehmend Produkte des Argininstoffwechsels mit den depressiven Erkrankungen in
Zusammenhang gebracht. Aufgrund der Funktion des hCAT 1-Proteins zur
Substratbereitstellung fur diese Prozesse wurde in der vorliegenden Arbeit
untersucht, ob bereits der Transport der Aminosaure mittels hCAT1 beeintrachtigt ist.
Die immunhistochemischen Untersuchungen erfolgten an post mortem
Gehirnschnitten von 14 Patienten mit affektiven Stérungen (sieben unipolar affektiv,
sieben bipolar affektiv) und zum Vergleich neun psychiatrisch gesunden Personen.
Um ein besseres Verstandnis tber die Rolle des hCAT1-Proteins zu erlangen, wurde
zunachst die prazise neuroanatomische Lokalisation des Transporters im gesunden
menschlichen Gehirn aufgedeckt. Im gesamten Gehirn zeigte sich hCAT1 mit
unterschiedlicher Starke der Expression weit verbreitet, was seine wichtige
Bedeutung fur physiologische und auch pathologische Prozesse im Gehirn des
Menschen bekraftigt. Die vergleichende Bestimmung der neuronalen Dichte des
hCAT1-Proteins wurde beidseits im Hippocampus durchgefuhrt. Diese Hirnregion
wurde aufgrund der zentralen Bedeutung in der Pathogenese der Depression
ausgesucht. Bei depressiven Patienten wurde eine signifikante Verminderung der
nummerischen Dichte hCAT1-exprimierender Neurone in der Region CA2 in beiden
Hemispharen festgestellt, in allen anderen untersuchten Hirnregionen (CA1, CA3,
CAA4, Subiculum) ergaben sich keine signifikanten Unterschiede. Interessanterweise
fiel eine positive Korrelation der Krankheitsdauer mit der neuronalen Dichte von
hCAT1 auf, was mit hoher Wahrscheinlichkeit als Medikationseffekt zu interpretieren
ist. Die aufgeflihrten Ergebnisse sprechen fir eine Beteiligung des hCAT1-Proteins
an der Pathogenese depressiver Erkrankungen und kénnten zukiinftig zur
Erarbeitung neuer Therapiestrategien beitragen.
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