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1. Einleitung

1 Depressive Erkrankungen: Phdnomenologie und klinische
Symptomatik

"Wer nicht an sich selbst gespdirt hat, was Schwermut ist, versteht das nicht, ich
hatte das Geflhl einer schauerlichen Einsamkeit. Zwischen mir und den
Menschen und dem Leben der Stadt, der Pldtze, Hauser und StraBBen war
fortwdhrend eine breite Kluft. Es geschah ein Ungliick, es standen wichtige

Dinge in den Zeitungen - mich ging es nichts an." (Hermann Hesse)

1.1 Klinik der depressiven Stérung

Schwermut, Einsamkeit, Desinteresse: 2-7% der Weltbevolkerung werden von
diesen Geflhlen bestimmt, sie sind an einer Depression erkrankt. In
Deutschland leiden aktuell bis zu 4 Mio. Menschen an einer Depression
(Wittchen 2000). Zwei Drittel diese Kollektivs befinden sich in hausarztlicher
Behandlung, aber nur etwa die Halfte von diesen Patienten wird korrekt
diagnostiziert und behandelt (Jacobi et al. 2002; Bermejo et al. 2003). Die
Grande hierfir sind auf der einen Seite die schwierige Diagnosefindung, auf der
anderen die bisher nicht vollstandig geklarte Atiologie und die komplexen
Wirkmechanismen der medikamentdsen antidepressiven Therapieoptionen.
Unter dem Krankheitsbild der klinischen Depression versteht man eine Stérung
der Affektivitat, bei der ein depressives Syndrom im Vordergrund steht (Télle R.
2006). Die Diagnose ,Depression® ist nicht einfach zu stellen, da die betroffenen
Patienten initial oft mit somatischen, als denn mit psychischen Symptomen eine
Arztpraxis aufsuchen (Kratz et al. 2003). Bei der Diagnosefindung stehen drei
Kernsymptome im Vordergrund: Depressive Stimmung, Verlust von Interesse
und Freude sowie erhdhte Ermidbarkeit. Nach ICD-10 (International Statistical
Classification of Diseases and Related Health Problems) missen mindestens
zwei dieser Kernkriterien und zwei Nebenkriterien fur die Diagnose erfillt sein
(siehe Tabelle 1).
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Tabelle 1: Diagnostische Kriterien der Depression nach ICD-10 (mind. zwei

Kernkriterien und zwei Nebenkriterien mussen flr die Diagnose erfillt sein).

Kernkriterien Nebenkriterien
Depressive Stimmung Verminderte Konzentration und
Aufmerksamkeit

Verlust von Interesse oder Vermindertes Selbstwertgefihl und
Freude Selbstvertrauen

Erhéhte Ermudbarkeit Schuldgefitihle und Geflhle von Wertlosigkeit

Negative und pessimistische

Zukunftsgedanken

Gedanken oder erfolgte Selbstverletzung oder

Suizidhandlungen
Schlafstérungen

Verminderter Appetit

Dabei wird verlangt, dass die genannten Symptome nicht durch organische
Erkrankungen begrindbar sein dirfen und mindestens zwei Wochen bestehen
mussen (Dilling H 1999).

Die aufgefihrten Beschwerden kdnnen dabei einer zirkadianen Rhythmik
unterliegen. Eine anhaltende Symptomfreiheit ist nur bei etwa einem Drittel der
Patienten zu beobachten (Geddes and Butler 2002). Die schwerwiegendste
Komplikation dieser Erkrankung ist der Suizid, die Angaben zur H&ufigkeit des
vollzogenen Suizides schwanken zwischen 10 und 15% (Blair-West et al. 1997;
Woulsin et al. 1999). Die Vielfalt von Symptommustern, die bei depressiven
Stérungen auftreten kénnen, fahrt zu Unterteilungen, die jeweils deskriptiv
bestimmte Aspekte der depressiven Episode hervorheben, zum Beispiel den
Langsschnitt, die aktuelle klinische Symptomatik (gehemmt, &ngstlich-agitiert,
atypisch, melancholischer Subtyp) oder den Schweregrad (leichte,
mittelschwere, schwere depressive Episode, mit oder ohne psychotische
Merkmale). Die depressiven Episoden bei geriatrischen Patienten sind oft mit

kérperlichen Erkrankungen assoziiert, so kdnnen sie den Beginn einer Demenz
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anzeigen oder als ,depressive Pseudodemenz‘ durch kognitive Defizite

imponieren.

Von der depressiven Episode ist die bipolare Stérung (manisch-depressive
Erkrankung) abzugrenzen. Bei diesem Krankheitsbild wechseln sich depressive
Episoden mit manischen Episoden ab, in der Zeit zwischen diesen Phasen sind

die meisten Patienten symptomfrei (Hyman SE 2000).

Unipolar depressive Erkrankungen werden in der ICD-10-Klassifikation unter
dem Begriff ,Depressive Episode” gefuhrt (Ustun et al. 1995). Diese werden wie

folgt weiter unterteilt:

» F32.0 Leichte depressive Episode

e« F32.00 ohne somatische Symptome

e F32.01 mit somatischen Symptomen

« F32.1 Mittelgradige depressive Episode

e« F32.10 ohne somatische Symptome

e F32.11 mit somatischen Symptomen

e F32.2 Schwere depressive Episode ohne psychotische Symptome
e F32.3 Schwere depressive Episode mit psychotischen Symptomen
e F32.8 Sonstige depressive Episoden

e F32.9 Depressive Episode, nicht naher bezeichnet

Treten im Laufe des Lebens mehrere depressive Episoden auf, so wird die
Erkrankung als rezidivierende depressive Stérung (F33, mit analogen
Subtypen) klassifiziert. Die Erkrankungsgipfel depressiver Episoden liegen zum
einen zwischen dem 30. und 40. Lebensjahr, zum anderen jenseits des 45.
Lebensjahres, wo sie als Involutions- oder Spatdepression bezeichnet werden.
Frauen sind deutlich haufiger von der Krankheit betroffen als Manner, das
Verhaltnis betragt 3:2 (Jacobi et al. 2004), sie sterben jedoch seltener an
depressionsbedingten Suizidversuchen. Die 12-Monatspravalenz fiir eine

unipolare Depression wird in Deutschland mit 8,3% angegeben (Spiessl et al.
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2006). Die einzelnen depressiven Episoden sind intra- und interindividuell stark
unterschiedlich; dauert eine Episode langer als 2 Jahre, spricht man von einer
chronischen Depression. Zur Quantifizierung der Symptome kdénnen u. a. die
Hamilton-Depressionsskala (HAMD) (Hamilton 1960), die Montgomery-Asperg
Depression Rating Scale (MADRS), das Beck-Depressionsinventar (BDI) (Beck
et al. 1961) und das Inventar depressiver Symptome (IDS) hinzugezogen

werden.

1.2 Atiologie

Die Entstehung einer depressiven Episode ist multifaktoriell bedingt. Eine
Beteiligung genetischer Komponenten gilt als weitestgehend gesichert: In
Familien affektiv erkrankter Patienten sind mehr gleichartig erkrankte
Verwandte als in der Durchschnittsbevdlkerung zu finden.
Zwillingsuntersuchungen ergaben fir endogene Depression 50% Konkordanz
bei eineiigen gegenlber 20% bei zweieiigen Zwillingen (Kendler 2001). Nach
der sogenannten ,Galtonschen Regel” spielt der genetische Faktor also eine
wichtige Rolle in der Pathogenese depressiver Erkrankungen im Sinne einer

erhohten Vulnerabilitat.

1.3 Pathophysiologie

Neurobiologische Untersuchungen befassen sich zurzeit insbesondere mit drei
Hypothesen bezilglich der molekularen und biochemischen Hintergrinde von

Depressionen. Diese sind die

- Neurotransmitter-Dysbalance-Hypothese (Monoaminhypothese)

- Stressachsen-Hypothese (Hypothalamus-Hypophysen-Achse) (Holsboer
1988) und die

- Neurotrophin-Hypothese (Duman et al. 1997).
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1.3.1 Die Monoaminhypothese

Die Monoaminhypothese der Depression stitzt sich auf pharmakologische
Befunde. Trizyklische Praparate, die eigentlich als antihistaminerge Agenzien
hergestellt und verwendet wurden, verbesserten erstaunlicherweise depressive
Symptome und wurden daher als Antidepressiva weiter entwickelt. Diese
Medikamente nehmen Einfluss auf das monoaminerge System, indem sie die
Rickaufnahme der Monoamine Noradrenalin  (NA), Serotonin  (5-
Hydroxytryptamin; 5-HT) und Dopamin (DA) im synaptischen Spalt hemmen
(Karow T. 2006). Aufgrund dieser pharmakologischen Befunde wird eine
Dysfunktion serotonerger, noradrenerger und dopaminerger Systeme bei
depressiven  Erkrankungen postuliert. Eine mdgliche Stérung des
Neurotransmitter-Gleichgewichts kann sowohl von einer reduzierten Synthese
oder einem verfrihten Abbau der Monoamine, als auch von verédnderten
Neurotransmitter-Rezeptoren, als auch von Defekten in der Signaltransduktion

postsynaptischer Rezeptoren herrihren.

1.3.2 Die Hypophysen-Hypothalamus-Nebennierenrinden-Achsen-
Hypothese

Die Hypophysen-Hypothalamus-Nebennierenrinden-Achse ist fir Depressionen
Uber den folgenden Zusammenhang von Bedeutung: Der Hypothalamus
produziert das corticotropin-releasing Hormon (CRH), welches seinerseits die
Produktion des adrenokortikotropen Hormons (ACTH) in der Hypophyse
stimuliert (Murphy 1991). Konsekutiv wird hierdurch die Synthese und
Freisetzung von Glukokortikoiden in der Nebennierenrinde gesteigert. Das
freigesetzte Kortisol tbt ein negatives Feedback auf den Hypothalamus aus, um
eine Hypersekretion zu verhindern (Urani et al. 2005). Viele Patienten, die an
einer schweren depressiven Episode erkranken, weisen eine dysregulierte
zirkadiane Rhythmik der Kortisolsekretion mit einem signifikant héheren
Plasmaspiegel auf als gesunde Kontrollen (Gibbons 1964; Dolan et al. 1985;
Rubin et al. 1987; Deakin et al. 1990; Wong et al. 2000; Gold et al. 2002;
Strickland et al. 2002). Diese Kortisolspiegel-Erh6hung normalisiert sich unter
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antidepressiver Therapie (Bhagwagar et al. 2002) oder bei spontaner
Remission (Steckler and Holsboer 1999; Steckler and Holsboer 1999; Steckler
et al. 1999). Zudem zeigen auch Kortisol-Synthese-Inhibitoren wie Ketoconazol
positive Effekte bei der Behandlung von depressiven Episoden (Wolkowitz et al.
1993; Wolkowitz et al. 1999). Zusammengenommen lassen diese Ergebnisse
eine Uberaktivitdt des Hypothalamus-Hypophysen-Systems bei der Entstehung
von depressiven Episoden vermuten (Stokes 1995), obwohl es bisher nicht
gelungen ist, alle Einzelheiten dieses Zusammenhangs aufzuklaren. Mdgliche
Ursachen fur den erhdhten Kortisolspiegel sind genetisch bedingte Defekte im
Kortikosteroid-Rezeptor und eine primare Hochregulation des corticotropin-
releasing Hormon, welche konsekutiv eine sekundare Herunterregulation des
Kortikosteroid-Rezeptors nach sich zieht (Urani et al. 2005). GleichermaBen
kdnnen genetische Varianten des Kortikosteroid-Rezeptors nicht nur zu einem
Anstieg des Kortisolspiegels beitragen, sondern auch interindividuelle
Unterschiede bei der Stressbewaltigung bedingen (Derijk et al. 2008). De Kloet
et al. erganzten die Hypophysen-Hypothalamus-Nebennierenrinden-Achse-
Hypothese um den Einfluss des Mineralkortikoid-Rezeptors, flr den eine noch
hdhere Affinitat fir Kortikosteroide nachgewiesen werden konnte, als far den
Glukokortikoid-Rezeptor (Reul and de Kloet 1985). Ist die Balance dieser
beiden Rezeptorklassen und somit die Hypophysen-Hypothalamus-
Nebennierenrinden-Achse gestért, kann dies in einem Verlust der
Selbstregulation des Organismus resultieren und ihn anfélliger fir depressive
Episoden machen (De Kloet and Joels 2005; De Kloet and Derijk 2007). Es wird
ebenso vermutet, dass der erhbhte Glukokortikoid-Spiegel auch fir die
verminderte Neuronen- und Gliazellenanzahl mit verantwortlich sein kénnte, da

insbesondere Kortisol neurotoxisch ist (Sapolsky 2004).

1.3.3 Die Neurotrophinhypothese

Die Neurotrophinhypothese bezieht sich auf das Second Messenger-System
des durch Antidepressiva aktivierten cyclischen Adenosin-Monophosphat
(cAMP) Signalwegs (Vaidya and Duman 2001). Cyclisches Adenosin-
Monophosphat aktiviert die cAMP-abhangige Proteinkinase (PKA), die
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wiederum den Transkriptionsfaktor cAMP response element binding protein
(CREB) phosphoryliert und ihn somit aktiviert. Aktiviertes CREB verstarkt die
Transkription zahlreicher Zielgene, inklusive die des brain-derived neurotrophic
factor (BDNF), welcher unter anderem als Regulator von Neurotransmittern
dient. BDNF gehort zur Familie der Neurotrophine (Bothwell 1995); diese
Polypeptide regulieren sowohl Uberleben (Ghosh et al. 1994), als auch
Differenzierung und Plastizitdt von Neuronen (Thoenen 1995). BDNF Ubt seine
Effekte Uber die Tyrosinrezeptorkinase B (TrkB), dem mitogen-activated
Proteinkinase-Signalweg (MAPK) und der Aktivierung der bcl-2-Expression
(Fossati et al. 2004) aus. Bcl-2 ist ein anti-apoptotisches Protein, welches die
Anzahl von Neuronen und Gliazellen im zentralen und peripheren
Nervensystem reguliert (Yuan and Yankner 2000). Klinische und experimentelle
Beobachtungen haben zu der Hypothese geflhrt, dass ein Defizit an BDNF zu
der Entstehung einer depressiven Episode beitragt (Duman et al. 1997; Altar
1999). So konnten reduzierte BDNF-Plasmaspiegel sowohl bei Patienten mit
einer schweren depressiven Episode, als auch mit rekurrenten depressiven
Episoden oder Suizidversuchen nachgewiesen werden (Lee et al. 2007).
Shimuzu et al. postulierten, dass ein herabgesetzter BDNF-Spiegel den
neuroprotektiven Effekt des Proteins mindert und somit insbesondere
hippokampale Neurone (CA3- und CA1-Pyramidenzellen und Granulazellen des
Gyrus dentatus) anfalliger fur neuronale Schaden machen, was wiederum die
Suszeptibilitat flr depressive Stérungen erhdht (Shimizu et al. 2003). In einer
Studie von 2007 untersuchten Frodl et al. die Verbindung zwischen dem BDNF
Val66Met Polymorphismus und einem reduzierten Volumen des Hippokampus
bei Patienten, die an einer depressiven Episode erkrankt waren. Es wurde
gezeigt, dass Trager des Met-BDNF-Allels im Zuge einer wahrscheinlich
reduzierten BDNF-Sekretion signifikant niedrigere hippokampale Volumina
aufwiesen als Patienten, die homozygot fir das Val-BDNF waren (Frodl et al.
2007). Ein méglicher Grund fiir die dauerhafte Erniedrigung des BDNF-Spiegels
ist chronischer Stress (Duman et al. 1997). Die dauerhafte BDNF-Reduktion im
Zuge von Stress und depressiven Episoden wird nicht nur mit einer

herabgesetzten neuronalen Funktion, sondern auch mit der Atrophie der
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Hippokampusregion (Nibuya et al. 1995; Smith et al. 1995) in Verbindung
gebracht. So konnten Kronmdlller et al. zeigen, dass bei Mannern ein
Zusammenhang besteht zwischen life events, die sich drei Monate vor Beginn
einer Depression ereigneten und einer linksseitigen hippokampalen
Volumenminderung (Kronmuller et al. 2008). Sheline et al. analysierten mittels
Magnetresonanztomographie, dass auch bei Frauen, deren letzte depressive
Episode mehr als sechs Monate vergangen war, signifikant kleinere Volumina
fr die graue Substanz der Hippokampusregion nachzuweisen sind. Die Dauer
der jeweiligen depressiven Episode scheint dabei kennzeichnend flir das
AusmalB der Reduktion zu sein (Sheline et al. 1996). Zudem Kkorrelieren
reduzierte BDNF-Level und zerebrale Volumenverluste (Sheline et al. 1996) mit
dem depressiven Status der Patienten (Karege et al. 2002). Bei unbehandelten
depressiven Patienten zeigen postmortem Studien niedrigere CREB Spiegel
und weniger phosphoryliertes CREB im Kortex im Vergleich zu Kontrollen
(Dowlatshahi et al. 1998; Chen et al. 2001). Der Grund hierflr kénnte sein, dass
Uber einen aktivierten Kortikosteroid-Rezeptor (Schaaf et al. 2000) die
Transkription des BDNF-Promotors unterdriickt wird und somit eine BDNF-
Erniedrigung erfolgt. Werden depressive Patienten mit Antidepressiva
behandelt, konnte fir zahlreiche Antidepressiva ein Anstieg der BDNF mRNA in
Hirnregionen wie dem Kortex und dem Hippokampus nachgewiesen werden
(Duman 2004), wobei jedoch die zugrundeliegenden zelluldren Strukturen noch
nicht identifiziert sind. Neben der verstarkten Transkription von BDNF wurde
auch ein Anstieg des anti-apoptotisch wirkenden Proteins Bcl-2 nachgewiesen
(Maniji et al. 2001).

1.4 Therapieoptionen depressiver Episoden

Bei der Behandlung von depressiven Episoden werden sowohl Medikamente
als auch psychotherapeutische Verfahren eingesetzt, wobei die beiden
Therapiekonzepte haufig kombiniert werden. Zu den weiteren biologischen
BehandlungsmaBnahmen zahlen Wachtherapie und die Elekirokrampftherapie
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(EKT), die insbesondere bei medikamentdser Therapieresistenz endogener
Depressionen eingesetzt wird (Ashcroft 1975).

Die groBe Gruppe der medikamentdsen Antidepressiva ist heterogen und weist
erhebliche strukturchemische Unterschiede auf. Antidepressiva werden daher
unterteilt in  trizyklische  Antidepressiva (TZA) bzw. tetrazyklische
Antidepressiva, die neben serotonergen und noradrenergen Effekten auch
anticholinerge und antihistaminerge Effekte haben, selektive Serotonin-
Rickaufnahme-Inhibitoren (SSRI), selektive Noradrenalin-Rickaufnahme-
Inhibitoren (NARI), selektive Serotonin- und Noradrenalin-Rickaufnahme-
Inhibitoren (SNRI), Monoaminooxidase-Hemmer (MAO-Hemmer) sowie weitere
Gruppen mit nur einzelnen Pr&paraten. Additiv kdnnen, je nach Typ der
Erkrankung, Neuroleptika, B-Rezeptorenblocker und Tranquilizer in die
Therapie mit eingegliedert werden.

Das psychopathologische Wirkungsspektrum erstreckt sich bei den SSRI auf
Stimmungsaufhellung und Anxiolyse. Bei TZA kommt zum Teil noch eine initiale
Dampfung oder auch Antriebssteigerung dazu. TZA vom Amitriptylin-Typ wirken
eher dampfend, wahrend TZA vom Desipramin-Typ antriebssteigernd wirken.
Die stimmungsaufhellenden Effekie setzen jedoch erst nach einer gewissen
Wirklatenz ein, die je nach Antidepressivum variieren kann (Gelenberg and
Chesen 2000), wéahrend die unerwlnschten Arzneimittelwirkungen bereits
frOher auftreten kdnnen. Der akute Effekt von Antidepressiva besteht in der
Erhdhung des Neurotransmitter-Angebots. Dies geschieht im Fall von TZA
sowie bei neueren SSRI und SNRI, indem die Transmitter-Rickaufnahme Uber
den 5-HT-Transporter (5-HTT) oder den NA-Transporter (NET) inhibiert wird.
Teilweise erfolgt ebenfalls eine dopaminerge Wirkung Uber die Inhibition des
Dopamin-Transporters (DAT). Konsekutiv erfolgt eine Erhéhung der
noradrenergen und/oder serotonergen Neurotransmission (White et al. 2005).
Eine Sonderrolle hinsichtlich des Wirkmechanismus nimmt die Gruppe der
MAO-Hemmer ein. Ihre Wirkung besteht in einer reversiblen oder irreversiblen
Hemmung der Monoaminooxidasen A und B. Auf diesem Weg kann der Abbau
der Monoamine Serotonin, Noradrenalin, Dopamin und Adrenalin beeinflusst

werden. Das Phytopharmakon Johanniskraut (Wirkstoffe: Hyperforin und
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Hypericin) bewirkt sowohl eine Wiederaufnahmehemmung von 5-HT, NA und

DA, als auch eine direkte Herunterregulation von 3 -Rezeptoren.

1.4.1 Anpassungseffekte bei chronischer Antidepressivatherapie

Der wichtigste Anpassungseffekt bei ldnger wahrender Applikation von
Antidepressiva ist die Herunterregulation im Sinne einer Minderung der Anzahl
und Desensitivierung der [B-Adrenorezeptoren (Vetulani and Nalepa 2000;
Moller H-J 2002). Vor allem bei der Therapie mit TZA treten die beiden
genannten Effekte bei postsynaptischen B-adrenergen Rezeptoren auf (Potter
et al. 2004).

Unter der Therapie mit SSRI kann eine Herunterregulation von prasynaptischen
5-HT1a-Rezeptoren sowie von postsynaptischen 5-HT,-Rezeptoren festgestellt
werden. Der aktivierte 5-HT1a-Rezeptor inhibiert die 5HT-Freisetzung in den
synaptischen Spalt (siehe unten). Die verringerte 5HT-Konzentration flhrt
wiederum zu einer reduzierten Anzahl verflgbarer prasynaptischer 5-HTa-
Rezeptoren. Chronische Administration von SSRI verursacht Uber einen
erhéhten 5HT-Spiegel eine Desensitivierung von 5-HT1a.Rezeptoren und somit
eine Inhibition des negativen Feedbacks. Dadurch resultiert insgesamt ein
erhéhtes 5HT-Angebot in der Synapse (Celada et al. 2004; Iritani et al. 2006).
Diese Effekte der Rezeptor-Adaptation werden ebenfalls bei der
Schlafentzugsmethode und bei der Elektrokrampftherapie beobachtet. Man
vermutet, dass solche Adaptationsphdnomene bei Antidepressiva-Gabe auch
noch andere neurochemische Transmissionssysteme betreffen. Die
Anpassungsreaktionen werden zum einen als mogliche Ursache fir die Latenz
bis zum Wirkungseintritt der Antidepressiva und zum anderen far die
Absetzphdnomene nach Abschluss der Medikation diskutiert. Aus dem
letztgenannten Aspekt sollte die Therapie langsam herab gestuft und
ausgeschlichen werden. Die molekulare Basis der Adaptationsphanomene liegt
vor allem im Bereich der intrazellularen Signalverarbeitung und
Transkriptionsregulation. Es wird vermutet, dass die Adaptation der Rezeptoren
Anteil am biologischen Korrelat der anhaltenden klinischen Symptomremission
haben. Man kann annehmen, dass das Transmissionssystem durch die
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Einwirkung der Antidepressiva ein neues Funktionsgleichgewicht zwischen
Transmitterproduktion und Transmitterrezeption findet.

Bemerkenswert ist der Effekt der Antidepressiva im Hinblick auf die
Schlafregulation: Sowohl bei Depressiven als auch bei Gesunden werden die
Wachphasen und die REM-Phasen verringert, der Tiefschlaf dauert langer.
Prinzipiell ist zur besseren Steuerbarkeit eine Monotherapie mit einem
Antidepressivum anzustreben. Zudem wird als Erhaltungstherapie empfohlen,
die antidepressiv wirkenden Medikamente mindestens 6 Monate Uber die
Symptomfreiheit hinaus fortzusetzen.

1.4.2 Grundlagen der Wirkungsmechanismen

TZA und SSRI gehéren in die Gruppe der Monoamin-Rickaufnahme-
Inhibitoren.  TZA  weisen allerdings umfangreichere  unerwlnschte
Arzneimittelwirkungen auf als SSRI, wie zum Beispiel Mundtrockenheit,
Sedierung oder kardiovaskulare Effekte. Der Grund hierfir liegt in der Vielzahl
der Rezeptorsysteme, mit denen TZA interagieren (Vetulani and Nalepa 2000);
so nehmen diese Antidepressiva nicht nur Einfluss auf noradrenerge,
serotonerge und dopaminerge Rezeptoren, sondern auch auf das
muskarinerge, histaminerge oder adrenerge System. SSRI inhibieren hingegen
selektiver den 5HT-Transporter. Je selektiver der SSRI hierbei an serotonerge
Transportproteine  bindet, desto  seltener  werden unerwinschte
Arzneimittelwirkungen beobachtet (Owens et al. 2001; Owens and Rosenbaum
2002). Daher sind SSRI mittlerweile aufgrund der besseren Vertraglichkeit die
Medikamente der ersten Wahl (Karow T. 2006).

1.4.3 Charakteristika des serotonergen Systems

Das zentralnervbse serotonerge System ist wegen seiner unzé&hligen
Verzweigungen und verschiedenen Rezeptorsubtypen das komplexeste
Neurotransmitter-System des menschlichen Gehirns (Jacobs and Azmitia 1992;
Adell et al. 2002). Der groBte Anteil der SHT-Nervenzellkérper ist im Nucleus

11
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raphe lokalisiert, der sich im Hirnstamm befindet. Es wird geschétzt, dass sich
im menschlichen Gehirn etwa 250 000 5HT-Neurone (bei einer Gesamtanzahl
von 10"") Neuronen befinden. Trotz dieses geringen Anteils erreichen die 5HT-
Neurone mit ihren weit verzweigten Axonen alle Hirnregionen (Celada et al.
2004). Die Aktivitdt der 5HT-Neurone wird durch mehrere Signalwege
kontrolliert, hierzu gehéren in erster Linie glutamaterge Signale aus dem
prafrontalen Kortex, tonische noradrenerge Impulse von verschiedenen
pontinen Kernen und inhibitorische GABA-erge Signale von lokalen
Interneuronen (Adell et al. 2002). Ein weiterer wichtiger Kontrollmechanismus
der 5HT-Neurone ist ihre Auto-Inhibition Gber 5-HTia-Autorezeptoren. Die
Freisetzung des 5HT erfolgt hauptséachlich parakrin (Beaudet and Descarries
1978). Die 5HT-Neurone weisen eine langsame Schrittmacheraktivitat auf, die
lediglich wahrend des rapid eye movements sleep (REM-Schlaf) pausiert
(Jacobs and Azmitia 1992). Das serotonerge System umfasst 15 verschiedene
5HT-Rezeptorsubtypen (Hoyer and Martin 1997; Barnes and Sharp 1999). Die
Aktivierung der haufig présynaptisch lokalisierten 5-HT-Rezeptoren mittels 5HT
fihrt zur Offnung eines Kaliumkanals in der Zellmembran mit konsekutiver
Hyperpolarisation der Zelle und Stillstand der Aktionspotential-Generierung
(Blier and de Montigny 1987; Sprouse and Aghajanian 1987). Somit besteht ein
negativer Rickkopplungsmechanismus der Transmitterfreisetzung (Adell and
Artigas 1991; Artigas et al. 1996). Zuséatzlich inhibieren 5-HT1g/1p-Rezeptoren
die Freisetzung von 5HT in den synaptischen Spalt, wenn sie durch 5HT
aktiviert werden (Adell et al. 2001). 5-HT2a- und 5-HTc-Rezeptoren stimulieren
die Phospholipase C (PLC) des Neurons, wodurch die
Inositol-1,4,5-Trisphosphat (IP3) und Diacylglycerin (DAG) Second-Messenger-
Kaskaden aktiviert werden. Der Aktivierung des 5-HT.a-Rezeptors im Kortex
folgt die Freisetzung von Glutamat aus thalamokortikalen Afferenzen (Marek et
al. 2001). Das serotonerge System ist fir eine Vielzahl von Funktionen, wie
zum Beispiel Schlaf, Appetit, Sexualfunktionen, Schmerzwahrnehmung und
Angstempfindung verantwortlich (Nelson 1997).

12
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1.4.4 Antidepressiva und deren molekulare Effekte

Die Signalweiterleitung im serotonergen System erfolgt vermutlich gréBtenteils
tber Kinasen. Der 5HT-Rezeptor verfligt tber Seitenketten, die sowohl von der
Proteinkinase C (PKC) und der cAMP-abhangigen Proteinkinase (PKA) als
auch von der cGMP-abhé&ngigen Proteinkinase phosphoryliert werden kdnnen
(Qian et al. 1997; Ramamoorthy et al. 1998). In Anwesenheit des Liganden 5HT
wird die PKC-vermittelte Phosphorylierung vermindert. Studien an humanen
embryonalen Nierenzellen konnten zeigen, dass der PKC-aktivierte 5HT-
Rezeptor internalisiert wird und gleichzeitig die SHT-Rezeptor-Aktivitat abfallt
(Ramamoorthy et al. 1998), wodurch die Wiederaufnahme von S5SHT im
synaptischen Spalt abnimmt und die 5HT-Konzentration steigt. In
weiterfihrenden Untersuchungen fiel auf, dass Antidepressiva in Abwesenheit
von SHT nicht die Phosphorylierung durch die PKC beeinflussen konnten. Die
Kombination von 5HT-Rezeptor-selektiven  Antidepressiva  (Imipramin,
Paroxetin, Citalopram) mit 5HT resultierte dagegen in dem Ergebnis, dass der
5HT-Rezeptor in humanen embryonalen Nierenzellen durch die PKC
phosphoryliert wurde (White et al. 2005). Die Neurotransmittererh6hung durch
Antidepressiva wird also nicht nur durch eine direkte Hemmung der
Monoamintransporter, sondern partiell auch durch eine Reduktion der
Transporteranzahl bewirkt (Ramamoorthy and Blakely 1999).

Chronische Antidepressivatherapie geht mit einem Anstieg von CREB im
Hippokampus, Kortex und Amygdala einher (Nibuya et al. 1996). In vitro wird
CREB unter anderem via Noradrenalinrezeptoren (B-adrenerg und o-adrenerg)
und 5-HT47-Rezeptoren durch die cAMP-Proteinkinase (PKA) aktiviert
(Roseboom and Klein 1995). Die direkte Aktivierung von CREB ist ebenfalls
durch calciumabhangige Proteinkinasen und die PKC, die durch adrenerge und
serotonerge Rezeptoren stimuliert werden, méglich (Duman 1998). Letztendlich
kann CREB genauso durch den aktivierten Ras-MAPK Signalweg (mitogen-
aktivierte Proteinkinase) direkt phosphoryliert werden (Ghosh et al. 1994). Uber
diese Zusammenhange entfaliten moglicherweise 5-HT/NA-Rlckaufnahme-
Inhibitoren und SSRI ihre Wirkung (Fossati et al. 2004). Effektive
Antidepressivatherapie, sei sie nun physikalischer oder chemischer Natur,
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bringt eine Erhdhung der BDNF-Konzentration Gber den CREB-Signalweg mit
sich und wirkt somit neurotroph und neuroprotektiv (Nibuya et al. 1995). Hinzu
kommt ein mdglicher therapeutischer Effekt durch stimulierte adulte
Neurogenese (Malberg and Schechter 2005).

Unklar ist jedoch, ob diese adaptiven Veranderungen tatsachlich kausal die
antidepressive Wirkung implizieren. Keine dieser Modifikationen konnte bisher

als ,der“ stimmungsaufhellende Wirkmechanismus identifiziert werden.

1.4.5 Nebenwirkungsprofil trizyklischer Antidepressiva

Neben  gesteigertem Durst, Mundtrockenheit, Palpitationen  und
Schwindelgefiihl (Rollman et al. 1997) ist die wichtigste unerwiinschte Wirkung
von TZA die Verlangsamung der Erregungsleitung im Herzen (AV-Uberleitung
und His-Purkinje-System (Matthews and Eagles 1991). Verantwortlich ist die
chinidinartige ~ Wirkung mit  Blockade des  Natriumkanals  mit
,membranstabilisierender, erregungsleitungsverzégernder Wirkung.
Vorbestehende Erregungsleitungsstérungen oder gleichzeitige Gabe anderer
Medikamente, die solche induzieren kénnen, stellen daher eine Kontraindikation
fir die Verabreichung von TZA dar. Grundséatzlich gilt auch eine QT-
Verlangerung als Risikofaktor; dies insbesondere in Kombination mit Pharmaka,
die selbst wiederum zu einer QT-Verlangerung flihren. Es ist auBerdem zu
bedenken, dass das Infarktrisiko selbst bei Herzgesunden unter TZA verdoppelt
ist. Die Behandlung mit TZA ist durch diese arrhythmogene Wirkung im Alter
besonders risikoreich. Intoxikationen mit TZA durch relative Uberdosierung oder
in suizidaler Absicht kdnnen zu lebensbedrohlichen Arrhythmien fUhren.

1.4.6 Nebenwirkungsprofil selektiver Serotonin-Riickaufnahme-
Inhibitoren

SSRI sind eine homogene Gruppe von Antidepressiva, innerhalb derer sich die
einzelnen Substanzen in ihrer Selektivitat unterscheiden. Zurzeit sind sechs
SSRI im Handel: Citalopram und dessen Stereoisomer Escitalopram, Fluoxetin,

Fluvoxamin, Paroxetin und Sertralin. Diese unterscheiden sich deutlich in ihren

14



1. Einleitung

chemischen Strukturen, stellen aber dennoch die homogenste Gruppe der
neuen Antidepressiva dar. Die Effizienz von TZA und SSRI ist in etwa gleich,
der Vorteil der SSRI liegt aufgrund ihres selektiveren Rezeptorprofils in der
geringeren Anzahl an unerwinschten Nebenwirkungen (Ferguson 2001). Dies
ist in Hinblick auf die Compliance, vor allem in der Langzeitbehandlung, ein
wichtiger Fortschritt. AuBerdem weisen die neuen Antidepressiva eine
wesentlich geringere Toxizitat als die Trizyklika auf (Williams et al. 2000).Die
Nebenwirkungen der SSRI sind vor allem auf die verstarkte SHT-Verfugbarkeit
zurtckzufthren. Daher dominieren gastrointestinale Stérungen,
Gewichtszunahme, Unruhe, Schlafstérungen, Kopfschmerzen und sexuelle
Dysfunktion (Ackermann and Williams 2002).

1.4.7 Klinisch relevante Sedierung

Eine klinische relevante Sedierung kann bei Antidepressiva auftreten, die 5SHT»-
und Histamin-Rezeptoren antagonisieren. Eine Beeintrachtigung der
Reaktionsfahigkeit kommt bei Antidepressiva mit sedierender Komponente
meist zu Behandlungsbeginn vor und bildet sich im Verlauf von 2-4 Wochen oft
zurlck. Wahrend der ersten Behandlungswochen kann unter Antidepressiva-
Therapie besonders bei gehemmt-depressiven Patienten der Antrieb gesteigert
sein, ohne dass die Stimmung bereits aufgehellt ist. Dies birgt das Risiko der
Suizidalitat in sich. Ein Antidepressivum mit sedierenden Eigenschaften kann
daher bei suizidalen Patienten als Monotherapie Vorteile bieten. Bei starker
Unruhe, Angst, Suizidalitdt und Panikattacken sind Benzodiazepine fur einen
kurzfristigen Einsatz in Kombination mit Antidepressiva empfehlenswert.
Entgegen friheren Beflrchtungen férdern SSRI die Suizidalitat nicht, sondern

haben eher einen (mittelfristig) suizidprotektiven Effekt.

1.4.8 Lebensbedrohliche Nebenwirkungen

Lebensbedrohliche Nebenwirkungen treten unter medikamentdser Therapie mit
neueren Antidepressiva nur sehr selten auf (Linde et al. 2005). Bei SSRI
wurden  Bradykardien, Blutungen, Granulozytopenien, Krampfanfalle,

15



1. Einleitung

Hyponatriamie, Hepatotoxizitdt und extrapyramidale Stérungen beobachtet
(Ackermann and Williams 2002). Vor allem bei SSRI kdnnen, allerdings
ebenfalls sehr selten, extrapyramidalmotorische Stérungen (EPS) auftreten,
besonders geféhrdet scheinen dabei altere Patienten zu sein. Patienten mit
Dopamin-Mangel sind  offenbar  ebenfalls  empfindlich  gegenlber
extrapyramidalmotorischen Stérungen unter SSRI-Therapie.

AuBerst selten tritt unter Antidepressiva-Behandlung das Serotoninsyndrom auf.
Es ist gekennzeichnet durch Verwirrtheit, Hyperthermie, Hyperreflexie, Tremor,
Blutdruckschwankungen und Diarrhd. Die Ursache liegt hier in der sehr stark
erhéhten Serotoninkonzentration. Unter den neueren Antidepressiva scheint
dieses Serotoninsyndrom nur in Kombination mit weiteren serotonerg
wirksamen Medikamenten, z.B. MAO-Hemmern, aufzutreten — jedoch kénnen
auch Alkohol oder Kokain die Serotoninfreisetzung erhéhen.

Im Allgemeinen ist festzustellen, dass die medikamentdse Therapie mit TZA
aufgrund der Nebenwirkungen haufiger abgebrochen wird, als eine Therapie mit
neueren Arzneien, wie zum Beispiel SSRI (Simon et al. 1996).

1.4.9 Fir die vorliegende Arbeit verwendete Medikamente

1.4.9.1 Escitalopram

Escitalopram ist das S-Enantiomer des Racemats Citalopram, ein SSRI, der als
Antidepressivum eingesetzt wird. Die Muttersubstanz Citalopram besteht aus
den Enantiomeren S-Citalopram und R-Citalopram, wobei S-Citalopram
(Escitalopram) nahezu 30 Mal potenter an SHT-Rezeptoren zu binden vermag,
als sein Enantiomer (Owens et al. 2001). Escitalopram ist zudem hochselektiv
fur S5HT-Transporter im Vergleich zu noradrenergen oder dopaminergen
Bindungsstellen (Owens et al. 2001). In vitro Tests konnten zeigen, dass
Escitalopram wenig bzw. kaum Affinitdt zu mehr als einhundert anderen
untersuchten Rezeptoren oder Bindungsstellen hat, zu denen unter anderem
a-adrenerge  (ay) Rezeptoren, muskarinerge (M) Rezeptoren und
Histaminrezeptoren (Hy) gehdren (Sanchez et al. 2003). Escitalopram wird im
Menschen von drei hepatischen Cytochromoxidasen P450 (CYP) metabolisiert,
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die einen annadhernd gleichen Beitrag zur Biotransformation der Substanz
leisten (von Moltke et al. 2001). Angesichts dieser drei parallelen Routen der
Biotransformation bleibt die Gesamt-Clearance von Escitalopram selbst bei
gleichzeitiger Interaktion eines anderen Medikamentes mit den CYP-Enzymen
relativ stabil (von Moltke et al. 2001). Des Weiteren zeigen Escitalopram und
seine zwei Metabolite nur vernachlassigbare inhibitorische Effekte auf CYP-
Enzyme und beeinflussen daher kaum die Biotransformation anderer Arzneien
(Culpepper 2002). Das Interaktionsrisiko wird weiter durch die geringe
PlasmaeiweiBbindung (55%) reduziert (Lexapro 2002).

N=C O
{CH)N{CH, )2

Abbildung 1: Citalopram (White et al. 2005)

1.4.9.2 Imipramin

Imipramin ist ein trizyklisches Antidepressivum und hemmt die Rickaufnahme
von NA und 5HT etwa gleich stark. Zusatzlich hat Imipramin anticholinerge und
al-antagonistische Effekte. Das Psychopharmakon wird vollstdndig resorbiert,
unterliegt aber einem hohen First-pass-Metabolismus. Die Halbwertszeit (t '%2)
betragt 11-25 Stunden und die Zeit zum benétigten Plasmaspiegel betragt 2,2
Stunden. Die orale BioverfUgbarkeit liegt bei ca. 22-77% und die
Plasmaproteinbindung bei ca. 90%. Der Hauptmetabolit ist Desipramin, der eine

etwas langere Halbwertszeit aufweist.
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Abbildung 2: Imipramin (White et al. 2005)

1.5 Die Rolle der Astrozyten im zentralen Nervensystem

Astrozyten gehoéren zur Gruppe der Makrogliazellen im zentralen Nervensystem
(ZNS) und sind die groBte Population der Gliazellen. Im Saugetiergehirn
machen Neurone 10% der zellularen Bestandteile aus, Gliazellen stellen die
restlichen 90% dar. Seit ihrer Entdeckung durch Ramon y Cajal (1913) werden
die sternférmigen Zellen eingehend studiert. Ihr Name leitet sich von dem Wort
,Nervenkitt* her, welches urspringlich von Rudolph Virchow verwendet wurde
(Kettenmann H 2005). Fur verschiedene neurologische und psychiatrische
Erkrankungen konnten Pathologien der Astrozytenstruktur nachgewiesen
werden (Miller 2005). Astrozyten bilden zahlreiche Kontakte mit Neuronen der
grauen und weiBen Substanz. Dabei ist ein einzelner Astrozyt nicht nur mit
zehntausenden von Synapsen verbunden, sondern auch mit Kapillaren und
Arteriolen. Wegen ihrer hohen Kaliumleitfahigkeit und zahlreicher Gap junctions
sind Astrozyten fir die Kaliumhomdostase (Haydon and Carmignoto 2006) und
ebenso fiur die Regulation der synaptischen Transmission und der
neurovaskularen Koppelung zustandig (Araque et al. 2001). Des Weiteren
scheinen Astrozyten eine wichtige Rolle fiir das neuronale Uberleben, die
Bildung glialer Narben und die Induktion der Blut-Hirn-Schranke zu spielen
(Nishiyama et al. 2005). Zusétzlich wird diskutiert, dass diese Gliazellen die
gleichen lonenkanale und Neurotransmitter-Rezeptoren exprimieren wie
Neurone, sich via intrazellular weiter geleiteter Calciumwellen verstandigen und
ebenso wie Neurone Neurotransmitter freisetzen kdénnen (Haydon 2001).
Astrozyten wird auBerdem eine wichtige Rolle in der Glutamathomdostase

zugeschrieben, da sie extraneuronale Glutamat-Transporter exprimieren,

18



1. Einleitung

dadurch far die Terminierung der Glutamat-Wirkung an der Synapse
verantwortlich sind und auf diese Weise eine toxische Akkumulation des
Transmitters verhindern kénnen. Sie exprimieren flr viele Neurotransmitter
Rezeptoren, die Uber den Inositoltrisphosphat (IP3)-Signalweg den
intrazellularen  Calciumspiegel erhéhen (Kawabata et al. 1996). Die
Kommunikation der Astrozyten untereinander wird zum einen Gap junctions
zugeschrieben, durch die auch in den angrenzenden Nachbarzellen die
Calciumkonzentration gesteigert wird (Sul et al. 2004), zum anderen ist
moglicherweise ein ATP-aktivierter Rezeptor an der Signalweiterleitung beteiligt
(Guthrie et al. 1999; Cotrina et al. 2000; Fam et al. 2000). Die Calciumerhéhung
fihrt wiederum zur Akkumulation von Arachidonsaure und der Freisetzung der
Transmitter Glutamat, D-Serin (Mothet et al. 2005) und Adenosintriphosphat
(ATP) (Haydon and Carmignoto 2006). Astrozyten beeinflussen wahrscheinlich
zudem die zerebrale Durchblutung. Dass Astrozyten mit Arteriolen und
Kapillaren in Kontakt stehen, wurde das erste Mal Ende des 18. Jahrhunderts
von Golgi beschrieben (Golgi 1989). Diese Beziehung lieB vermuten, dass
Astrozyten Nahrstoffe und Metabolite aus dem Blut aufnehmen (Andrienzen
1893). Heutzutage wird diskutiert, ob der enge Kontakt zu BlutgefaBen dazu
dient, astrozytare Glukosevorrate wieder aufzuflllen. Die Glukose dient den
glialen Zellen als ATP-Spender, welches flr die Na*/K*-ATPase bendtigt wird.
Die Na'/K*-ATPase hat wiederum die Aufgabe, den fir den Glutamat-Transport
notwendigen Glutamatgradienten aufrecht zu erhalten (Pellerin and Magistretti
1994; Tsacopoulos and Magistretti 1996). Ebenso scheinen diese glialen Zellen
an der lokalen Mikrozirkulationsregelung beteiligt zu sein; so konnte
demonstriert werden, dass Astrozyten eine Vielzahl vasoaktiver Substanzen,
wie zum Beispiel Stickoxid (NO) (Murphy et al. 1993; Li et al. 2003),
Cyclooxygenase- und Epoxygenase-Produkte (Pearce et al. 1989; Oomagari et
al. 1991) und ATP synthetisieren (Queiroz et al. 1999). Die produzierten
Arachidonsauremetabolite  Prostaglandin  E> und Eikosanoide wirken
vasodilatierend, vasokonstringierend wirkt 20-Hydroxyeikosatetraenoidsaure
(20-HETE) (Nithipatikom et al. 2001). Zusatzlich zur Regulation der zerebralen

Durchblutung beeinflussen Astrozyten neuronale Funktionen UOber die
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Freisetzung von chemischen Botenstoffen, wie zum Beispiel Glutamat, D-Serin
und ATP. Von Astrozyten synthetisiertes Glutamat bindet bevorzugt an
extrasynaptische Rezeptoren und férdert sowohl die neuronale Synchronisation
als auch die neuronale Erregbarkeit (Haydon and Carmignoto 2006). Ebenso
scheint es die synaptische Transmission beeinflussen zu kénnen (Fiacco and
McCarthy 2004). Es wird angenommen, dass Uber die Freisetzung von D-Serin,
welches an der Glycin-Bindungsstelle des N-Methyl-D-Aspartat Rezeptors
bindet, die synaptische Plastizitdt moduliert wird (Mothet et al. 2000). ATP wird
extrazellular zu Adenosin hydrolysiert und vermittelt Gber diesen Metaboliten
inhibitorische Funktionen (Haydon and Carmignoto 2006).

1.5.1 Astrozyten im Zusammenhang mit antidepressiver Therapie

2002 wiesen Song und Stevens nach, dass Astrozyten in der Lage sind, adulte
neuronale Stammzellen zur Neurogenese zu veranlassen. Die Resultate dieser
Studie lassen vermuten, dass Astrozyten Faktoren sezernieren, welche die
Rate der sich zu neuronalen Zellen differenzierenden Vorlauferzellen
versechsfacht und die Proliferationsrate verdoppelt (Song et al. 2002). Dies war
insofern unerwartet, als dass wahrend der Entwicklung des Saugetiergehirns
die Neurone zeitlich vor Gliazellen entstehen (Nicholls 1992; Temple 2001).
Unlangst konnte demonstriert werden, dass Antidepressiva-induzierte adulte
Neurogenese fur die Effekte der medikament0sen antidepressiven Therapie
eine Rolle spielen kénnte (Santarelli et al. 2003). Die adulte Neurogenese wird
von verschiedenen Wachstumsfaktoren reguliert, wie zum Beispiel brain-
derived neurotrophic factor (BDNF), fibroblast growth factor (FGF), insulin-like
growth factor (IGF), vascular endothelial growth factor (VEGF) und glial cell
line-derived neurotrophic factor (GDNF) (Stokes 1995; Aberg et al. 2000; Jin et
al. 2003; Santarelli et al. 2003; Newton and Duman 2004; Chen et al. 2005;
Scharfman et al. 2005). Zahlreiche Ergebnisse von Tierstudien zeigen, dass
Veranderungen der Genexpression und Signaltransduktionen, welche in
Zusammenhang mit neuronaler und glialer Plastizitat und
Anpassungsvorgdngen bei chronischer antidepressiver Therapie stehen,
wichtig fur den therapeutischen Effekt der Antidepressiva sind (Duman 2004).
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1. Einleitung

Die  Volumen-Reduktion bestimmter Hirnareale bei Patienten mit
Stimmungsstérungen wird auf den Rickgang von Gesamtvolumen und
Zelldichte, insbesondere der ortstdndigen Gliazellen (Ongur et al. 1998; Manji et
al. 2001; Rajkowska 2002), zurtickgefuhrt. Demzufolge entstand die Hypothese,
dass eine depressive Episode mit dem Verlust sowohl neurotropher
Unterstitzung als auch neuraler und glialer Plastizitat einhergeht.
Antidepressive Therapie wirkt mdoglicherweise den nachteiligen Effekten
depressiver Episoden entgegen, indem sie neuronale Plastizitdt durch die
Produktion neurotropher Faktoren unterstitzt (Newton and Duman 2004;
Malberg and Schechter 2005).

1.5.2 Astrozyten synthetisieren NO

Im Gehirn produzieren Neurone, Astroglia und endotheliale Zellen Stickoxid
(NO), welches an unterschiedlichen Signalwegen patrtizipiert. Es existieren drei
verschiedene Isoformen der Stickstoffmonoxid-Synthase (NOS), die NO aus
L-Arginin synthetisieren (Buskila et al. 2007): Eine induzierte Form (NOS-II) und
zwei konstitutive Isoformen, die brain Stickstoffmonoxid-Synthase (NOS-I) und
die endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS, NOS-IIl). Es konnte
nachgewiesen werden, dass Astrozyten bei einem Insult oder einer Verletzung
NOS-II synthetisieren, jedoch war es nicht sicher, ob diese Zellen auch eine der
konstitutiven NOS-Isoformen unter physiologischen Bedingungen produzieren
(Murphy et al. 1993; Ridet et al. 1997). Wiencken und Casagrande wiesen
daraufhin nach, dass NOS-IlIl in Astrozyten vorkommt, jedoch mit der
Einschrankung, dass sie die astrozytaren Zellen nur nach morphologischen
Gesichtspunkten als solche identifizierten. Da Astrozyten mit BlutgefaBen in
Kontakt stehen, wurde konsekutiv vermutet, dass Uber die astrozytdre NO-
Freisetzung der zerebrale Blutfluss reguliert werden kann (Wiencken and
Casagrande 1999). Letztlich konnten diese Befunde bislang jedoch noch nicht
repliziert werden und daraufhin  folgende Untersuchungen mittels
hochspezifischen NOS-III-Antikérpern konnten keine NOS-III Expression in
Astrozyten zeigen (Reif und Fritzen, unpubliziert).
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2 Zusammenfassung der Einleitung und Herleitung der
Hypothesen

Die Entstehung depressiver Episoden fu3t auf einer Vielzahl von Theorien, die
in ihrer Zusammenschau die multifaktorielle Genese der Erkrankung
widerspiegeln. In den letzten Jahren hat sich die Forschung intensiv mit den
Wirkmechanismen medikamentdser antidepressiver Therapie
auseinandergesetzt. Aufgrund der Komplexitat der betroffenen Systeme
konnten jedoch die prazisen Effekie der einzelnen Medikamente noch nicht
hinreichend belegt werden, wobei sich eine Beteiligung neurotropher Faktoren —
insbesondere BDNF - herauskristallisiert. Im Zuge dessen ist in letzter Zeit die
Rolle der Astrozyten und deren Beitrag zur antidepressiven Therapien in den
Vordergrund gerlckt. Das Ziel dieser Arbeit ist nun, den Einfluss des TZA
Imipramin und SSRI Escitalopram auf den astrozytaren Stoffwechsel zu

untersuchen.

Hypothesen:
1. Astrozyten exprimieren unter medikamentoser antidepressiver Therapie
verstarkt den Brain-derived neurotrophic factor (BDNF).
2. Astrozyten exprimieren als Zielstruktur antidepressiver Therapien den
Serotonin-Transporter.
3. Daneben soll untersucht werden, ob Astrozyten den Dopamin-
Transporter (DAT) und die endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase

(NOS-III) exprimieren.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

Zur Untersuchung lagen messenger-RNA (mRNA) aus Astrozytenkulturen vor,
die von neugeborenen Lewis-Ratten gewonnen worden waren. Diese
Astrozytenkulturen wurden durch Dr. Kenis, Universitat Maastricht, entweder
mit Pharmaka (Escitalopram, Imipramin) oder Vehikel inkubiert. Drei Mal
wurden unterschiedlich behandelte mMRNAs aus Astrozytenkulturen zugesandt.

3.1.1 mMRNA-Proben der Astrozytenkulturen

Erste mRNA-Charge
Nummer Bedingung

16/09 Kontrolle (C1)
16/09 Kontrolle (C2)
16/09 Imipramin (I)
16/09 Escitalopram (E)
22/09 Kontrolle (C1)
22/09 Kontrolle (C2)
22/09 Imipramin (I1)
22/09 Imipramin (I12)
22/09 Escitalopram (E1)
22/09 Escitalopram (E2)

Bei der Reihe 16/09 wurden die primaren Astrozyten sechsmal passagiert.

Die priméaren Astrozyten der Reihe 22/09 wurden einmal nach dem
Reinigungsvorgang passagiert.

Den Nahrmedien beider Serien wurde fir jeweils vier Stunden bei 37°C und 5%
CO, das entsprechende Antidepressivum hinzugefligt. Die finale Konzentration
der Medikamente betrug 50uM. Fir die Kontrollproben (Kontrolle) wurde steriles
Wasser verwendet. Dieses Vorgehen wurde auch bei den anderen beiden
Chargen (s. u.) durchgeflhrt.
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Procedere:

Aus der ersten Astrozyten mRNA wurden durch cDNA-Erststrangsynthese zwei
copy-DNAs (cDNA) gewonnen und jeweils per PCR amplifiziert. Die Produkte
wurden dann mittels quantitativer Real-Time PCR (qRT-PCR) und Agarose-
Gelelektrophorese untersucht (siehe Abbildung 3).

[ 1. Astrozyten mRNA ]
[ 1 cDNA ] [ 2. cDNA ]
| |
[ qRT-PCR ] [ gRT-PCR ]

I I
[ Agarose-Gelelektrophorese ] [ Agarose-Gelelektrophorese ]

Abbildung 3: Procedere bezlglich der 1. Astrozyten mRNA

Zweite mRNA-Charge
Nummer Bedingung

1A Kontrolle

1B Kontrolle

2A 50 pM Imipramin; 4hr

2B 50 pM Imipramin; 4hr

3A 50 uM Escitalopram; 4hr
3B 50 uM Escitalopram; 4hr
4A Kontrolle

4B Kontrolle

5A 50 uM Imipramin; 24hr
5B 50 uM Imipramin; 24hr
6A 50 uM Escitalopram; 24hr
6B 50 uM Escitalopram; 24hr

Die primaren Astrozyten wurden zweimal nach dem Reinigungsvorgang

passagiert.
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Far die Kontrollproben (Kontrolle) wurde erneut steriles Wasser verwendet. Die
Zellen wurden bei 37°C und 5% CO, flr 4 oder 24 Stunden inkubiert. Das

weitere Vorgehen war wie unter der ersten Charge beschrieben.

[ 2. Astrozy:en mRNA ]

[ 3. cDNA

)

[ 4. cDNA ]

[ qRT-PCR

)

[ qRT-PCR ]

[ Agarose-Gelelektrophorese ]

[ Agarose-Gelelektrophorese ]

Abbildung 4: Procedere bezlglich der 2. Astrozyten mRNA

Dritte mRNA-Charge
Nummer Bedingung

0 N oo o b~ 0N =

11
12
13
14
15
16
17
18
19

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

100 pM Imipramin
100 pM Imipramin
100 pM Imipramin
50 uM Escitalopram
50 uM Escitalopram
50 uM Escitalopram
Kontrolle

Kontrolle

50 pM Imipramin
50 pM Imipramin
50 pM Imipramin
50 pM Imipramin
50 pM Imipramin
50 uM Escitalopram
50 uM Escitalopram
50 uM Escitalopram
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Die primaren Astrozyten wurden zweimal nach dem Reinigungsvorgang
passagiert. Die Zellen sind bei 37°C und 5% CO fir 4 Stunden inkubiert

worden und dann wie oben beschrieben weiter untersucht.

[ 3. Astrozyten mRNA ]

[ 5. GDNA ] [ 6. cDNA ]
I |

[ qRT-PCR ] [ qRT-PCR ]
I |

[ Agarose-Gelelektrophorese ] [ Agarose-Gelelektrophorese ]

Abbildung 5: Procedere beziglich der 3. Astrozyten mRNA

3.1.2 Primer

Die folgenden Primer wurden von MWG Biotech AG (Ebersberg) bezogen

BDNF forward 5 -TGC CGC AAACATGTC TATGAG G -3
BDNF reverse 5 -GCTGTG ACCCACTCGCTAATAC-3
NOS-IIl forward 5 -CCTTCC GCT ACCAGCCAGA-3

NOS-IIl reverse 5 -CAGAGATCTTCACTGCATTGG CTA-3
GAPDH forward 5 - AAC GAC CCCTTC ATT GAC -3’

GAPDH reverse 5 -TCCACGACATACTCAGCAC-%

ARP forward 5 - CGA CCT GGA AGT CCAACTAC -3

ARP reverse FE-ATCTGCTGCATCTGCTTIG-3

18S forward 5 -GAAACTGCGAATGGCTCATTAAA-3
18S reverse 5 -CCACAGTTATCC AAGTAG GAGAGGA-3
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3.1.3 Chemikalien und Kits

cDNA - Herstellung
iScript™ cDNA Synthesis Kit

Real Time PCR

iQ™ SYBR Green Supermix
QuantiTect™ SYBR® Green PCR
Kit

Rn_Slc6a3_SG_1 QuantiTect®
Primer Assay (200)
Rn_Slc6a4 1 SG QuantiTect®
Primer Assay (200)

Fluorescein Calibration Dye

H-O LiChrosolv®

Agarosegel - Elektrophorese
TAE (Tris Acetat Puffer)
0,5M/pH 8

- 40 mM Tris

- 20 mM Essigséure

-1 mM EDTA

SeaKem® LE Agarose
Ethidiumbromid

Gene RulerTM 100bp
DNA Ladder

Bio-Rad (Hercules CA, USA)

Bio-Rad (Hercules CA, USA)
Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)

Bio-Rad (Minchen)

Merck (Darmstadt)

AppliChem GmbH (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)

Sigma — Aldrich Chemie GmbH
(Steinheim)

Biozym (Hess. Oldendorf)

Sigma — Aldrich Chemie GmbH
(Steinheim)

MBI Fermentas GmbH (St. Leon-Rot)
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8 x Loading Dye Solution

DNA-Extraktion
Quantum Prep® Freeze ‘N
Squeese DNA Gel Extraction

DNA-Fallung
3 M Natrium Acetat pH 5,2
100% Ethanol

Fermentas GmbH (St.Leon-Rot)

Bio-Rad (Hercules CA, USA)

Merck (Darmstadt)
J.T.Baker (Deventer, Holland)

3.14 Gerate und Software

Gerat Typ Hersteller

PCR-Geréat T-Gradient Biometra GmbH
Thermoblock (Géttingen)
Thermocycler

Gelkammer

Geldokumentationssystem-
Computer
Geldokumentationssystem
UV-Lampe

Real Time PCR

Zentrifuge

Bio Photometer

Thermoblock
40-1214 Peqlab
Biotechnologie GmbH

(Erlangen)
Chemie Doc Bio-Rad (Hercules

CA, USA)
Fluo_Link TFL 20M MWG Biotech AG

(Ebersberq)
iCycler iQ™ Optical Bio-Rad (Hercules
Modul CA, USA)

Hettich Mikro Rapid/K Heinse+Ziller
(Warzburg)

No: 6131 03377 Eppendorf AG
(Hamburg)
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Software

Microsoft Word 2002 Microsoft Corporation, UnterschleiBheim
Microsoft Excel 2002 Microsoft Corporation, UnterschleiBheim
GeNorm http://medgen.ugent.be/~jvdesomp/genorm
iCycler iQ"™ Optical System Bio-Rad Laboratories

Software 3.1

Endnote Niles & Asc.Inc.

Quantity One 4.5 Bio-Rad Laboratories

3.2 Methoden

3.2.1 Herstellung von RNAse freien Gegenstanden

Da RNAsen durch Autoklavieren nicht vollstandig zerstdrt werden, ist eine
Behandlung aller fir das Arbeiten mit RNA benétigten Lésungen und
Plastikgegenstande mit Diethylpyrocarbonat (DEPC) notwendig. DEPC
inaktiviert unter anderem Ribonukleasen durch die Bindung an den Imidazol-
Stickstoff von Histidin-Resten. Die Behandlung mit DEPC in einer Konzentration
von 0,05% erfolgte fir mindestens 2 Stunden bei 37°C. Da DEPC aber
seinerseits RNA durch Carboxymethylierung schadigen kann, wurden die
Lésungen und Gegenstande anschlieBend autoklaviert. Durch diesen Vorgang
wurde DEPC degradiert.

3.2.2 cDNA Erststrangsynthese

Zur Synthese von cDNA aus RNA wurde das iScript cDNA-Synthese Kit von
Bio-Rad verwendet, welches eine modifizierte Reverse Transkriptase (RT) aus
dem Moloney Mause Leukamie Virus (MMLV) enthédlt. Da diese RT RNase
H-Aktivitat besitzt, entféllt die anschlieBende Zugabe des entsprechenden
Enzyms. Der zum Kit gehdrende Reaktions-Mix enthalt sowohl Oligo (dT)-
Primer, als auch Hexamer (dN)-Primer (sogenannten Random Primer).

Es wurden jeweils 500ng RNA zur cDNA Synthese eingesetzt. Pro Ansatz

wurden 4pul 5x iScript Reaktions-Mix und 1pl iScript Reverse Transkriptase
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pipettiert. Mit nukleasefreiem Wasser wurden die Ansatze auf ein
Reaktionsvolumen von 20ul aufgefillt und im T1-Thermocycler inkubiert. Bei
der Verwendung von Random Primern war eine anfangliche Inkubation bei
25°C for 5 Minuten notwendig, um eine Verlangerung der Primer zu
ermdglichen. Bei 42°C war die RT aktiv, wobei sie die RNA als Matrize zur
Synthese der cDNA nutzte. Gleichzeitig baute das Enzym mit Hilfe seiner
RNase H-Aktivitat die RNA der RNA-DNA-Hybride ab. Dieser Reaktionsschritt
bendtigte 30 min. Nach erfolgter Hitzeinaktivierung der Enzyme fir 5 min bei
85°C wurde das Volumen des RT-Ansatzes auf 100ul mittels nukleasefreien
Wassers erhoht.

3.23 Polymerase-Ketten-Reaktion

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) amplifiziert geringe Mengen
spezifischer Nukleinsdure-Sequenzen in vitro bis zu einem detektierbaren
Niveau. Dabei wurde eine DNA-abhangige DNA-Polymerase, die DNA-Primer
als Startpunkt bendtigt, verwendet. Eine PCR-Reaktion besteht aus mehreren
Zyklen, welche sich Ublicherweise aus drei Teilschritten mit unterschiedlichen
Temperaturen zusammensetzen. Im ersten Schritt werden die DNA-
Doppelstrange bei 95°C denaturiert (siehe Abbildung 6). Beim zweiten Schritt,
dem sogenannten Annealing, kdnnen die Primer an das Template binden. Die
daflir geeignete Temperatur (Ty) ist abhangig von dem GC-Gehalt und der
Lange der Primer und Iasst sich flr Oligodesoxynukleotide mit weniger als 50
Basen nach der Formel: Ty = 2x (A+T) + 4x (G+C) bestimmen. Die gebundenen
Primer dienen dann im dritten Schritt der DNA-Polymerase als Startmolekile
zum Kopieren der beiden Matrizenstrange. Die Tag-Polymerase hat ihr
Aktivitatsoptimum bei 72°C und stammt urspringlich aus dem thermophilen
Bakterium Thermus aquaticus. Dieses Enzym wird, anders als die Polymerasen
mesophiler Bakterien, bei der Hitzeeinwirkung wahrend der Denaturierung der
DNA nicht zerstort. Auf diese Weise ist es mdglich, die Amplifikation Uber
mehrere Zyklen hinweg durchzufihren, ohne nach jedem Denaturierungsschritt
neue Polymerase zugeben zu missen. Die beiden entstandenen DNA-Strange
bilden dann die Vorlage fir den nachsten Durchlauf, die Menge an DNA
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verdoppelt sich also optimalerweise mit jedem neuen Zyklus und kann mittels
Agarose-Gelelektrophorese qualitativ. nachgewiesen werden. Die genauen
PCR-Bedingungen fir jeden dieser Schritte (Anzahl, Temperatur, Dauer) sind
unten angegeben.
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Abbildung 6: Schematische Darstellung eines PCR-Zyklus.

6.1 Denaturierung bei 95 °C, 6.2 Annealing bei primerspezifischer Temperatur TM, 6.3
Elongation bei 72 °C durch die DNA-Polymerase (P), 6.4 Der erste Zyklus ist beendet, es folgen
weitere, bis die DNA-Menge ein detektierbares Niveau erreicht (Grafik mod. von (Wikipedia
2007))

3.24 Quantitative Real-time PCR

Die quantitative Analyse des PCR-Ausgangsprodukts ist mit einer gewdhnlichen
PCR nicht mdglich, da nach einer gewissen Anzahl von Zyklen keine

exponentielle Anreicherung des PCR-Produkts mehr erfolgt, sondern die PCR-
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Reaktion in die sogenannte Plateau-Phase Ubergeht (Ginzinger 2002).
Ursachen hierflr sind die Inhibition der Polymerase zum Beispiel durch die

Matrize, aufgebrauchte Reagenzien oder die Akkumulation von Pyrophosphat.

Die Quantifizierung von PCR-Ausgangsprodukten wird durch die sogenannte
Real-time PCR moglich gemacht. Bei der Real-time PCR wird einmal pro Zyklus
die vorhandene Nukleinsduremenge detektiert, wodurch festgestellt werden
kann, ab welchem Zyklus (Schwellenwert-Zyklus, engl. threshold cycle, Ct) die
PCR-Reaktion in die exponentielle Phase Ubergeht. Der Nachweis der durch
spezifische Amplifikation gebildeten Nukleinsduren kann durch Verwendung
des Fluorophors SYBr Green erfolgen, welches wahrend der PCR in die DNA-
Doppelhelix interkaliert und die Detektion aller doppelstrangigen DNA-Molekule
ermoglicht. Nach Anregung durch Licht entsprechender Wellenlange
fluoresziert an die DNA gebundenes SYBr Green wesentlich starker als frei
vorliegendes SYBr Green, wodurch die amplifizierte DNA nachweisbar wird.
Der Nachteil dieser Methode besteht darin, dass der Farbstoff unspezifisch
bindet. Neben dem gewlnschten PCR-Produkt werden daher auch
Primerdimere und andere eventuell unspezifisch gebildete PCR-Produkte
detektiert. Deshalb ist es nétig, mit Hilfe einer Schmelzpunktanalyse die
Reinheit der  gebildeten PCR-Produkte zu dberprifen. Die
Schmelzpunktanalyse wird im Anschluss an die PCR durchgefihrt und
erm@glicht die Differenzierung zwischen spezifischen und unspezifischen PCR-
Produkten inklusive Primerdimeren, da Nukleinsduren unterschiedlicher GréBe
und mit verschiedenem GC-Gehalt voneinander abweichende Schmelzpunkte
besitzen. Es wird hierbei die Abnahme der Fluoreszenzemission gemessen, die
durch die hitzebedingte Denaturierung der doppelstrangigen DNA erfolgt. Der
Scheitelpunkt der Kurve stellt den Schmelzpunkt der DNA-Strange dar, an dem
noch die Haélfte des gebildeten PCR-Produktes als Doppelstrang vorliegt.
Zusatzliche Maxima, deren Scheitel nicht bei der Schmelztemperatur des
gewtinschten PCR-Produktes lagen, wirden auf ebenfalls amplifizierte Primer-
Dimere oder andere PCR-Produkte hinweisen.

32



3. Material und Methoden

Neben diesen MaBnahmen wurde das durch Real-time PCR entstandene
Produkt mittels Gelelektrophorese analysiert und dadurch die Spezifitdt des
detektierten Signals Uberprift. Die PCR-Effizienz wurde mit Hilfe einer
Verdiinnungsreihe des jeweiligen, zuvor aufgereinigten PCR-Produkts (10" bis
10 ng/ul), einer sogenannten Standardkurve, tberprft. Bei einer vollstandigen
Verdopplung der vorhandenen DNA in jedem Zyklus spricht man von einer
Effizienz von 100%, die in der Praxis allerdings selten erreicht wird.
Effizienzwerte Uber 90% werden als gute Arbeitswerte angesehen. Durch
Vergleich der Expression des zu untersuchenden Gens mit der Expression von
Housekeeping-Genen (18s rRNA, Glycerinaldehyddehydrogenase [GAPDH]
und ARP [Acidic ribosomal phosphoprotein]) wurden Ungenauigkeiten bei der
RNA-Konzentrationsbestimmung und der cDNA-Synthese ausgeglichen. Die
rechnerische Auswertung der gRT-PCRs erfolgte unter Verwendung der
Ct-Werte mit Hilfe der geNORM Normalisierungs Software (Vandesompele et
al. 2002).

FUr jede cDNA, die aus den zugrunde liegenden mRNAs hergestellt worden
war, lief jeweils eine Versuchsreihe mit jedem Kandidaten-Gen (5-HTT, BDNF,

DAT, und NOS3) und den Haushalts-Genen (18s, GAPDH, ARP).

Die PCR-Bedingungen der einzelnen Gene sahen wie folgt aus:

3.2.4.1 Haushaltsgene

18s
Zyklus Wiederholungen Schritt Dauer [mm:ss] | Temp [°C] + Temp [°C]
1 1 1 03:00 95.0
2 35 1 00:30 95.0
2 00:45 60.0

1 1 01:00 95.0
4 80 1 00:10 55.0 0.5

1 1 HOLD 15.0
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GAPDH
Zyklus Wiederholungen Schritt Dauer [mm:ss] | Temp [°C] + Temp [°C]
1 1 1 03:00 95.0
2 40 1 00:30 95.0
2 00:45 60.0
1 1 01:00 95.0
4 80 1 00:10 55.0 0.5
1 1 HOLD 15.0
ARP
Zyklus | Wiederholungen Schritt Dauer [mm:ss] | Temp [°C] + Temp [°C]
1 1 1 03:00 95.0
2 40 1 00:30 95.0
2 00:45 60.0
1 1 01:00 95.0
80 1 00:10 55.0 0.5
5 1 1 HOLD 15.0
3.24.2 Kandidatengene
SHTT
Zyklus | Wiederholungen Schritt Dauer [mm:ss] | Temp [°C] + Temp [°C]
1 1 1 15:00 95.0
2 35 1 00:15 94.0
2 00:30 55.0
3 00:30 72.0
1 1 00:30 95.0
80 1 00:15 55.0 0.5
5 1 1 HOLD 15.0
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BDNF
Zyklus Wiederholungen Schritt Dauer [mm:ss] | Temp [°C] + Temp [°C]
1 1 1 03:00 95.0
2 40 1 00:30 95.0
2 00:45 58.4
1 1 01:00 95.0
4 80 1 00:10 55.0 0.5
1 1 HOLD 15.0
DAT
Zyklus | Wiederholungen Schritt Dauer [mm:ss] | Temp [°C] + Temp [°C]
1 1 1 15:00 95.0
2 45 1 00:15 94.0
2 00:30 55.0
3 00:30 72.0
3 1 1 00:30 95.0
80 1 00:15 55.0 0.5
5 1 1 HOLD 15.0
NOS3
Zyklus | Wiederholungen Schritt Dauer [mm:ss] | Temp [°C] + Temp [°C]
1 1 1 03:00 95.0
2 35 1 00:30 95.0
2 00:45 61.8
1 1 01:00 95.0
80 1 00:10 55.0 0.5
1 1 HOLD 15.0
3.25 Agarose-Gelelektrophorese
Mit Hilfe der Agarose-Gelelektrophorese ist es maglich,

Desoxyribonukleinsduren (DNA) nach ihrer GréBe zu trennen und ihre
Basenpaarlange durch Vergleich mit DNA-Fragmenten bekannter GréBe zu

bestimmen. Fir die Herstellung eines 1%-Agarosegels wurde 1g Agarose in
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100ml| TAE-Puffer gegeben und im Mikrowellenherd gekocht, bis sich das
Pulver restlos aufgelést hatte. Unter stetigem Rihren kihlte die Lésung bei
Raumtemperatur bis auf ca. 60°C ab und wurde anschlieBend mit 3pl
Ethidiumbromid versetzt. War das Ethidiumbromid durch fortdauerndes Ruhren
ausreichend verteilt, wurde die Lésung in eine hierflir vorgesehene Gelkammer
gegossen, in der je nach Bedarf eine bestimmte Anzahl an Platzhaltern flr die
zu entstehenden Geltaschen (Slots) angebracht waren. Bei Abkihlung der
Agarose polymerisierte diese und bildete ein netzartiges Gel, welches umso
engmaschiger vorlag, je hdher die Agarose konzentriert wurde. Nach Festigung
des Gels platzierte man dieses in einer Plexiglaskammer mit 0,5x TAE-
Laufpuffer. Die Geltaschen mussten hierbei an der negativen Elekirode der
Kammer zu liegen kommen. Um die DNA-Lauffront sichtbar zu machen, wurden
die aufzutrennenden DNA-Proben mit 5 pl Ladepuffer versetzt, und mit einer
Pipette in jeweils eine Geltasche des Gels gespritzt. Zudem wurde eine DNA-
Leiter mit DNA-Fragmenten bekannter GréBe aufgetragen (siehe Abbildung 7)
und ein elektrisches Feld (100 Volt) angelegt. Die Gelelekirophorese
funktionierte nun wie ein Sieb fir Molekile. Durch das elektrische Feld wandern
die negativ geladenen DNA-Molekille durch die Gelmatrix, wobei sich die
kleineren DNA-Molekile schneller durch das Gel bewegen kénnen und somit
eine Auftrennung der Strange nach ihrer GroBe ermdglicht wird. Waren die
Fragmente gentgend weit aufgetrennt, konnte das Gel unter einer UV-Lampe
ausgewertet werden, da Ethidiumbromid, welches sich in die DNA eingelagert

hat, im ultravioletten Licht fluoresziert.
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Abbildung 7: Schematische Darstellung der Elektrophorese

7.1: Agarosegel mit 3 Geltaschen (Slots) (S), 7.2: Auftragen des GréBenmarkers, 7.3: Auftragen
der DNA Proben 2 und 3, 7.4: Anlegen des elektrischen Feldes, die negativ geladene DNA
wandert zur positiven Anode, 7.5:Kleine DNA-Fragmente wandern schnell, groBe langsam
durch das Gel, 7.6: Anhand des Ladepuffers kann abgeschatzt werden, wann die

Elektrophorese beendet werden kann (Grafik mod. von (Wikipedia 2007))

3.2.6 DNA Gel-Extraktion

Die DNA Gel-Extraktion und die DNA-Féllung waren fur die Herstellung von
Standard-DNA notwendig, die die Grundlagen fur die qRT-PCR Standardkurven

waren.
Zur DNA Gel-Extraktion und deren Aufreinigung aus einem TAE - Agarosegel

wurden Quantum Prep™ Freeze ‘N Squeeze DNA Gel Extraction Spin
Columns von Bio-Rad verwendet.
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Bei diesem Verfahren wurde nach einer Agarose-Gelelekirophorese die
entsprechende DNA-Bande aus dem Gel geschnitten und in eine
Zentrifugensdule platziert. Diese bestand aus einem Filterstick, auf welches
das Agarose-Gelstick gelegt wurde und einem Auffangréhrchen. Nachdem der
Gelbereich mit der Zentrifugensaule flinf Minuten in einem -20°C Gefrierschrank
abgekuhlt worden war, wurde er bei 13.000 rpm bei Raumtemperatur drei
Minuten zentrifugiert. Durch die Zentrifugalkrafte tritt die zu gewinnende DNA in
die Auffangréhre Gber und ist somit extrahiert, das Agarosegel kann den Filter
der Zentrifugensaule nicht passieren.

3.2.7 DNA-Fallung
Im Anschluss an die DNA Gel-Extraktion wurde eine DNA-Fallung durchgefihrt,

damit das vorher gewonnene Extrakt von unerwinschten Verunreinigungen
befreit wird.

Hierfir wurde zur gelésten DNA 0,1 Volumen 3M NaAc (pH 5,2) gegeben und
gemischt. Hinzu kamen 2,5 Volumen gekiihltes 100% EtOH. Das Gemisch
wurde nun fur 2 Stunden bei -20°C inkubiert. Im Anschluss daran wurde es bei
4°C mit 13000 rpm fur 30 Minuten zentrifugiert, der dabei entstehende
Uberstand wurde verworfen. Das entstandene Pellet wurde zweimal
gewaschen, indem pro Waschgang 500ul 70% EtOH zugegeben und das
Gemisch fur 10 Minuten bei 4°C mit 13000 rpm zentrifugiert wurde. Der
Uberstand wurde jeweils ebenfalls verworfen. Zum Trocknen wurden die
GefaBe in einen eisgeflliten Behdlter gestellt. Sobald die Uberschissige
Fllssigkeit verdampft war, 16ste man das Pellet entweder in 10-15ul 1xTE-
Puffer oder H20O.
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4 Ergebnisse

4.1 Auswertungsgrundlagen

Bei den aus den verschiedenen RNAs gewonnenen cDNAs wurde mittels der
quantitativen Real-Time PCR untersucht, ob in Antidepressiva-stimulierten
Astrozyten mRNA flr Brain-derived neurotrophic factor (BDNF), Serotonin-
Transporter (5-HTT), Stickstoffmonoxid-Synthase 11l (eNOS, NOS-IIl) oder den
Dopamin-Transporter (DAT) gebildet wird. Die durch dieses Verfahren
gewonnenen Ergebnisse wurden unter Verwendung der Ct-Werte in relative
Expressionswerte (WgR) umgerechnet (Wiedemann 2004) und mit Hilfe der
geNORM Normalisierungs Software (Vandesompele et al. 2002) ausgewertet.
Ungenauigkeiten bei der vorhergegangenen cDNA-Synthese werden durch
Vergleich der Expression des zu untersuchenden Gens mit der Expression der
Housekeeping-Gene 18s-rRNA, Glycerinaldehyd-Dehydrogenase (GAPDH) und
Acidic ribosomal phosphoprotein (ARP) ausgeglichen. Die nun vorliegenden
Ergebnisse stellen die normalisierten relativen Expressionswerte (Wg/NF) des

jeweils untersuchten Gens dar.

Die jeweiligen Signifikanzniveaus werden mit dem Student’s t-test berechnet.
Die Signifikanzniveaus sind festgelegt mit:

p<0,05*
p<0,01*
p <0,001***

Die jeweils signifikanten Ergebnisse sind entsprechend ihres Signifikanzniveaus
mit den oben aufgefiihrten Markierungen gekennzeichnet. Aufgrund der
unterschiedlichen Behandlung der Astrozytenkulturen werden die Ergebnisse
nicht gemittelt, sondern fur die jeweiligen RNA-Gruppen einzeln dargestellt.

Im Folgenden steht ,C* far Kontrollproben, I fir Imipramin-behandelte Proben
und ,E* fir Escitalopram-behandelte Proben.
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4.2 Quantitative Real-Time PCR: BDNF

Im Folgenden sind die Resultate der BDNF-Untersuchungen vorgestellt. Alle

synthetisierten cDNA-Proben (1. - 6. cDNA) wurden getestet.

4.2.1 Grafische Darstellung der Ergebnisse
Stellvertretend fur alle Versuche werden hier die qRT-PCR Ergebnisse der
2. cDNA der ersten mRNA-Charge fir die BDNF-Versuchsreihe grafisch

dargestellt.

Abbildung 8 zeigt die grafische Auswertung der verwendeten Kontroll- Proben.
Es zeigt sich, dass die Proben bei einem Schwellenwertzyklus von 25-28 in die

exponentielle Phase tbergehen.
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Abbildung 8: Grafische Darstellung der Kontroll-Proben

Ordinate: Fluoreszenzintensitat, Abszisse: Zykluszahl, rote Linie: Schwellenwert-Horizontale
Jede Kontroll-Probe wurde in Triplikaten untersucht. Die rote Linie stellt die Schwellenwert-
Horizontale dar, ab diesem Wert Ubersteigt die Fluoreszenzemission signifikant die

Hintergrundfluoreszenz. Die Schnittpunkte der jeweiligen Kurven mit der Schwellenwert-
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Horizontalen markieren den Schwellenzyklus (Threshold Cycle, Ct), ab dem die PCR in die

exponentielle Phase Gbergeht.

Abbildung 9 zeigt hingegen die Ergebnisse der mit Imipramin behandelten
Astrozyten. Im Gegensatz zu den Kontrollen liegen die Cts hier schon bei 24-
25. Dies bedeutet, dass bei den antidepressiv behandelten Zellen die PCR-
Reaktion friiher in die exponentielle Phase Gbergeht als bei den unbehandelten.
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Abbildung 9: Grafische Darstellung der Imipramin-behandelten Proben
Jede Imipramin-Probe wurde in Triplikaten untersucht. Ordinate: Fluoreszenzintensitat,
Abszisse: Zykluszahl, rote Linie: Schwellenwert-Horizontale

41



4. Ergebnisse

Abbildung 10 zeigt die Ergebnisse der mit Escitalopram behandelten

Astrozyten. Die Schwellenwertzyklen liegen hier bei 25.
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Abbildung 10: Grafische Darstellung der Escitalopram-behandelten Proben
Jede Escitalopram-Probe wurde in Triplikaten untersucht. Ordinate: Fluoreszenzintensitat,
Abszisse: Zykluszahl, rote Linie: Schwellenwert-Horizontale
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Abbildung 11 ist die grafische Darstellung der verwendeten 17 Standard-
cDNA- Proben in absteigender Konzentration zu entnehmen. Die
Standardkurven zeigen, dass die jeweiligen Verdinnungsreihen nacheinander
gestaffelt den Schwellenzyklus erreichen. Je starker die Verdiinnung, desto

spater wird der Schwellenwert Uberschritten.
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Abbildung 11: Graphische Darstellung der Standard-cDNAs
Jede Standard-Probe wurde in Triplikaten untersucht. Ordinate: Fluoreszenzintensitat,
Abszisse: Zykluszahl, rote Linie: Schwellenwert-Horizontale
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Abbildung 12 zeigt die Schmelzkurve aller untersuchten Proben.
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Abbildung 12: Schmelzkurve einer gRT-PCR

Ordinate: negativer Quotient aus Fluoreszenz- und Temperaturdifferenz, Abszisse: Temperatur
in °C

4.2.2 BDNF: Ergebnisse der ersten mRNA-Charge

4.2.2.1 BDNF-Ergebnisse der 1. cDNA

Wie Tabelle 2 zeigt, wurden die normalisierten relativen Expressionswerte der
BDNF-mRNA innerhalb der jeweiligen Serie zusétzlich gemittelt und die
Standardabweichung der Ergebnisse berechnet. Um die veranderte BDNF-
Expression der behandelten gegenltber den unbehandelten Ratten-Astrozyten
beurteilen zu kbnnen, wurde aus den normalisierten relativen
Expressionswerten der BDNF mRNA (Wg/NF) mit Hilfe des Student’s t-tests
das jeweilige Signifikanzniveau der Vergleichsgruppen errechnet. Fir die
nachfolgenden Testreihen wurde in analoger Weise verfahren.
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Tabelle 2: Normalisierte relative Ergebnisse der BDNF mRNA und errechnete

Signifikanzniveaus der 1. cDNA

Serie | Probe Wr/NF | Gemittelte | Mittelwert | SD T-test | Ergebnis
Proben Wer/NF

16/09 | C1 0,1597 | C1,C2 0,2137 0,0764 | C/I+E | 0,0049**

16/09 | C2 0,2678

16/09 | 50uM I; 4h | 2,0199 | -
16/09 | 50uM E; 4h | 1,7067 | —-

22/09 | C1 0,7015 | C1,C2 0,5931 0,1532 | C/I+E | 0,1401

22/09 | C2 0,4848

22/09 | 50uM I1; 4h | 1,6086 | 11,12 1,4243 0,2607 | C/I 0,0301*
22/09 | 50uM 12; 4h | 1,2399

22/09 | 50uM E1; 4h | 0,6751 | E1, E2 0,6552 0,0280 | C/E 0,3148

22/09 | 50uM E2; 4h | 0,6354

Die rechnerische Auswertung der 1. cDNA zeigte, dass in der Reihe 16/09 die
mit Antidepressiva (Imipramin / Escitalopram zusammen analysiert)
behandelten Astrozyten signifikant mehr BDNF exprimieren als die
unbehandelten Kontrollen. Auch in der Reihe 22/09 konnte ein signifikanter
Anstieg der BDNF-Expression bei den mit Imipramin behandelten Astrozyten
gegenuber den Kontrollen festgestellt werden.
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4.2.2.2 BDNF-Ergebnisse der 2. cDNA

Die normalisierten relativen Expressionswerte der BDNF-mRNA wurden
innerhalb der jeweiligen Serie zusatzlich gemittelt und die Standardabweichung
der Ergebnisse berechnet.

Tabelle 3: Normalisierte relative Ergebnisse der BDNF mRNA und errechnete

Signifikanzniveaus der 2. cDNA

Serie | Probe Wr/NF | Gemittelte | Mittelwert | SD T-test | Ergebnis
Proben Wgr/NF

16/09 | C1 0,1490 | C1,C2 0,1581 0,0128 | C/l+E | 0,0095**

16/09 | C2 0,1673

16/09 | 50uM I; 4h 1,1002 | --- - -
16/09 | 50uM E; 4h | 0,8690 | --- - -

22/09 | C1 0,5314 | C1, C2 0,5839 0,0742 | C/I+E | 0,0425*
22/09 | C2 0,6365

22/09 | 50uM I1; 4h | 1,4745 | 1,12 1,5495 0,1060 | C/I 0,0044**
22/09 | 50uM 12; 4h | 1,6246

22/09 | 50uM E1; 4h | 0,7510 | E1, E2 0,9491 0,2802 | C/E 0,1083

22/09 | 50uM E2; 4h | 1,1473

Bei der Auswertung der 2. cDNA zeigte sich ebenfalls, dass in der Reihe 16/09
die mit Antidepressiva behandelten Astrozyten (Imipramin/Escitalopram)
signifikant mehr BDNF exprimieren als die unbehandelten Kontrollen. In der
Reihe 22/09 konnte sowohl ein signifikanter Anstieg der BDNF-Expression bei
den mit Imipramin behandelten Astrozyten gegentber den Kontrollen
festgestellt werden als auch bei den gemittelten Antidepressiva-stimulierten

Astrozyten (Imipramin/Escitalopram) gegentber den Kontrollen.
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4.2.2.3 Gemittelte BDNF-Ergebnisse der 1. und 2. cDNA

Um die Ergebnisse der ersten RNA-Charge zu vergleichen und eine gréBere
Stichprobenanzahl zu erreichen, wurden die normalisierten relativen
Expressionswerte der BDNF-mRNA der 1. und 2. cDNA innerhalb der
jeweiligen Serie gemittelt und die Standardabweichung der Ergebnisse
berechnet.

Tabelle 4: Normalisierte relative Ergebnisse der BDNF mRNA und errechnete
Signifikanzniveaus fir die Imipramin-behandelten Proben der gemittelten 1. und
2. cDNA

Serie | Probe Gemittelte | Mittelwert | SD T-test Ergebnis
Proben Wgr/NF

16/09 | C1 C1, C2 0,1859 0,0550

16/09 | C2

16/09 | 50uM I; 4h | 1,5600 0,6503

16/09 | 50uM E;4h E 1,2878 0,5923

22/09 | C1 C1, C2 0,5885 0,0984

22/09 | C2

22/09 | 50uyM 1;4h | 11,12 1,4869 0,1778 | [(C/l { cona)+ | 0,0172*

22/09 | 50uM 12; 4h (C/l 5. conp)]i2

22/09 | 50uM E1;4h | E1, E2 0,8022 0,2350

22/09 | 50uM EZ2; 4h

Bei der rechnerischen Auswertung der gemittelten Imipraminwerte der 1. und 2.
cDNA zeigte sich eine signifikante Steigerung der BDNF-Expression in der
Reihe 22/09.
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4.2.3 BDNF-Ergebnisse der zweiten Astrozyten RNA-Charge

Die zweite mRNA-Charge (04/2007) dient als Vorlage fur zwei weitere cDNA:
3. cDNA und 4. cDNA, wobei die Ergebnisse der letztgenannten cDNA aufgrund
eines Translationsfehlers nicht verwendet werden kdnnen. Daher sind im

Folgenden nur Ergebnistabellen der 3. cDNA dargestellt.

4.2.3.1 BDNF-Ergebnisse der 3. cDNA

Tabelle 5: Normalisierte relative Ergebnisse der BDNF mRNA und errechnete
Signifikanzniveaus der 3. cDNA

Nr | Probe Wr/NF | Gemittelte | Mittelwert | SD T-test | Ergebnis
Proben Wer/NF

1A | C 0,7885 | 1A,1B 0,8659 0,1094 | C/I+E 0,4853
iB | C 0,9434

2A | 50uM I; 4h 1,6575 | 2A,2B 1,0510 0,8576 | C/I 0,3953
2B | 50puM I; 4h 0,4446

3A | 50uM E; 4h 0,7812 | 3A,3B 0,6480 0,1883 | C/E 0,1463
3B | 50puM E; 4h 0,5149

4A | C 0,4462 | 4A,4B 0,4504 0,0058 | C/I+E | 0,2269
4B | C 0,4545

5A | 50puM I; 24h 1,0952 | 5A,5B 2,4216 1,8757 | C/I 0,1377
5B | 50puM I; 24h 3,7479

6A | 50uM E;24h | 0,4197 | 6A,6B 0,4385 0,0265 | C/E 0,3004
6B | 50uM E; 24h 0,4573

Bei der rechnerischen Auswertung der 3. cDNA zeigte sich kein signifikantes

Ergebnis.
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424 BDNF-Ergebnisse der dritten Astrozyten RNA-Charge

4.2.4.1 BDNF-Ergebnisse der 5. cDNA

Tabelle 6: Normalisierte relative Ergebnisse der BDNF mRNA und errechnete
Signifikanzniveaus der 5. cDNA

Nr | Probe Wr/NF Gemittelte | Mittel- | SD T-test Ergebnis
Proben werte
1 C 0,4957 1-3;10-11 0,4638 | 0,0539 | C/lsoum+E 0,2991
C Kein Wert

3 [cC 0,4203 Clli1oom+E 0,1747
10 | C 0,5234

1[C 0,4160 C/lsoums100,m+E | 0,1349
17 | 50uM E | 0,2695 7-9;17-19 0,4178 | 0,1598 | C/E 0,2999

50uM E | 0,2895
50uM E | 0,4653
50uM E | 0,3907
18 [50uyME | 0,3825
19 [50uyME | 0,7094
12 [ 50uM 1 | 0,8344 12-16 0,6737 | 0,2874 | Cllsoum 0,0991
13 [50uM 1 | 0,5972
14 [50uM 1 | 1,0872
15 | 50uM 1 | 0,3806
16 | 50uM 1 | 0,4689
100uM 1 | 1,3470 4-6 1,1940 | 0,1345 | Cllrooum <0,001***
100pM 1 | 1,1407
100pM 1 | 1,0943
50uM I+ 4-6;12-16 | 0,8688 | 0,3534 | Cllsogmeroomw | 0,0251°
100pM |

Bei der rechnerischen Auswertung der 5.cDNA wurden die Signifikanzniveaus
sowohl fir die 50puM Imipramin-Proben und die 100uM Imipramin-Proben
getrennt als auch gesammelt berechnet.

Bei der rechnerischen Auswertung der 5. cDNA zeigte sich eine Tendenz
beziglich eines Anstiegs der BDNF — Expression bei den mit 50pM Imipramin
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behandelten Astrozytenkulturen und eine signifikante Steigerung der BDNF -
Expression bei den mit 100puM Imipramin behandelten Astrozytenkulturen
gegenuber den Kontrollen. Ebenso war eine signifikante Erh6hung der BDNF —
Expression bei den gemittelten mit Imipramin behandelten Astrozytenkulturen
gegenuber den Kontrollen festzustellen.

4.2.4.2 BDNF-Ergebnisse der 6. cDNA

Tabelle 7: Normalisierte relative Ergebnisse der BDNF mRNA und errechnete

Signifikanzniveaus der 6. cDNA

Nr | Probe Wgr/NF | Gemittelte | Mittelwerte | SD T-test Ergebnis
Proben

1 |C 0,3553 | 1-3;10-11 | 0,2862 0,0542 | C/I soum) +E 0,0515

Cc 0,2653
3 |C 0,2622 C/l (100umy) +E 0,0630
10 | C 0,3276
11[C 0,2207 C/l (soums100m+E | 0,0222
17 | 50uM E 0,3401 | 7-9;17-19 | 0,3236 0,0326 | C/E 0,0952

50uyM E | 0,3251
50yM E | 0,3542
50yM E | 0,3537
18 [ 50pME | 0,2779
19 [ 50pM E | 0,2903
12 [ 50pM1 | 0,8244 | 12-16 0,7082 0,2703 | C/l sopm 0,0045*
13 [ 50pM1 | 0,7102
14 [ 50pM1 | 1,0950
15 | 50pM1 | 0,4840
16 | 50pM 1 | 0,4274
100pM | | 1,0672 | 4-6 1,0788 0,0251 | C/l o0 <0,001"
100uM 1 | 1,0616
100pM 1 | 1,1077
50uM I+ 4-6;12-16 | 0,8472 0,2805 | C/I soume100am) <0,001"
100uM |
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Bei der rechnerischen Auswertung der 5.cDNA wurden die Signifikanzniveaus
sowohl far die 50uM Imipramin-Proben und die 100puM Imipramin-Proben

getrennt als auch gesammelt berechnet.

Die Auswertung der 6. cDNA zeigte sich eine signifikante Steigerung der BDNF
— Expression bei den mit 50uM Imipramin behandelten Astrozytenkulturen und
dass signifikant mehr BDNF bei den mit 100uM Imipramin behandelten
Astrozytenkulturen gegenidber den Kontrollen exprimiert wurde. AuBerdem
konnte gezeigt werden, dass signifikant mehr BDNF bei den gesammelten mit
Imipramin behandelten Astrozytenkulturen gegentber den Kontrollen exprimiert
worden ist. Die BDNF — Expression der mit Antidepressiva-behandelten
Astrozyten (Imipramin / Escitalopram) war ebenfalls gegenltber den Kontrollen

signifikant gesteigert.

4.2.4.3 Gemittelte BDNF-Ergebnisse der 5. und 6. cDNA

Um die Ergebnisse der dritten RNA-Charge vergleichen zu kénnen und eine
gréBere Stichprobenanzahl zugrunde liegen zu haben, wurden die
normalisierten relativen Expressionswerte der BDNF mRNA der 5. und 6.
cDNA innerhalb der jeweiligen Behandlungsgruppen gemittelt und die

Standardabweichung der Ergebnisse berechnet.

Tabelle 8: Normalisierte relative Ergebnisse und errechnete Signifikanzniveaus
der BDNF mRNA der gemittelten 5. und 6. cDNA

Gemittelte Probe Mittelwerte SD T-test Ergebnis

Proben

1-3; 10-11 Cc 0,3652 0,1064

7-9;17-19 50uM E 0,3707 0,1204

12-16 50pM | 0,6909 0,2636 [(C/l 5, conA)+ 0,0518
(C/l 6. cona)]:2

4-6 100pM | 1,1364 0,1070 [(C/1 5. cona)+ <0,001***
(C/l 6. cona)]:2

4-6; 12-16 50pM | 0,8580 0,3084 [(C/1 5. cona)+ 0,0128 *

+100|1M | (C/I 6. cDNA)]:2
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4. Ergebnisse

Bei der rechnerischen Auswertung der gemittelten 5. und 6. cDNA zeigte sich
eine Tendenz bezuglich einer BDNF — Expressionsteigerung bei den mit 50uM
Imipramin behandelten Astrozyten. Ein signifikanter Anstieg der BDNF -
Expression zeigte sich bei den gemittelten Werten der gemittelten mit 100uM
Imipramin Proben, dieser Anstieg ist in Abbildung 13 noch einmal grafisch
dargestellt. Werden die Werte der mit 50uM und mit 100pM Imipramin
behandelten Astrozytenkulturen gemittelt, errechnet sich ebenfalls eine
signifikante Steigerung der BDNF — Expression.

52



12°]

Relative normalisierte BDNF mRNA Konzentration 5. und 6.cDNA
Serie 50pM Imipramin
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Proben

Abbildung 13: Relative normalisierte BDNF mRNA Konzentration der 5. und 6. cDNA (Serie 50uM Imipramin)
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Relative normalisierte BDNF mRNA Konzentration 5. und 6.cDNA
Serie 100pM Imipramin
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Abbildung 14: Relative normalisierte BDNF mRNA Konzentration der 5. und 6. cDNA (Serie 100uM Imipramin);
*** p<0,001 (Student’s t-test)
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Relative normalisierte BDNF mRNA Konzentration 5.und 6.cDNA
Serie 50uM + 100uM Imipramin
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Abbildung 15: Relative normalisierte BDNF mRNA Konzentration der 5. und 6. cDNA (Serie 50uM und 100uM Imipramin);
*, p<0,05 (Student’s t-test)
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4. Ergebnisse

4.2.5 Prozentualer Anstieg der BDNF Konzentration

Um einen zusammenfassenden Uberblick (iber die Effekte der jeweiligen
Substanz erlangen zu kénnen, wurden die Proben einander gegentbergestellt,
welche vier Stunden mit Escitalopram oder Imipramin inkubiert worden waren.
Hierbei wird deutlich, dass sowohl die Behandlung mit 50uM Imipramin als auch
mit 100puM Imipramin eine signifikante Steigerung der BDNF Expression
bewirkt. Die Inkubation mit 50uM Escitalopram erreicht im Vergleich zu den
jeweiligen Kontrollen keine signifkante Anderung der BDNF-Expression. Der
Fehlerindikator ist der Standard Error of the Mean (SEM).

Tabelle 9: Prozentualer Anstieg der BDNF Konzentration der 4 Stunden
inkubierten Proben

Mittelwert der SEM T-test Ergebnis
Wr/NF-Werte [%]
50 uM E ; 4h 57,64 8,02 C/Esoum) 0,0648
50 uM 1 ; 4h 100,43 12,01 C/lsoum) <0,001***
100uM1;4h | 113,64 4,37 C/l100um) <0,001***
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Prozentualer Anstieg der BDNF Konzentration in behandelten

Astrozyten
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Abbildung 16: Prozentualer Anstieg der BDNF Konzentration in behandelten Astrozyten gegentber den jeweiligen Kontroller
*** p<0,001 (Student’s t-test)
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4. Ergebnisse

4.3 Quantitative Real-Time PCR: 5-HTT

Im Folgenden sind die Resultate der 5-HTT-Untersuchungen vorgestellt. Die
Proben der 1. — 3. cDNA wurden getestet.

4.3.1 5-HTT: Ergebnisse der ersten mRNA Charge

4.3.1.1 5-HTT-Ergebnisse der 1.cDNA

Die normalisierten relativen Expressionswerte der 5-HTT mRNA wurden
innerhalb der jeweiligen Serie zusatzlich gemittelt und die Standardabweichung
der Ergebnisse berechnet. Um die verdnderte 5-HTT Expression der
behandelten gegentber den unbehandelten Ratten-Astrozyten beurteilen zu
kénnen, wurde aus den normalisierten relativen Expressionswerten der 5-HTT
mRNA (Wg/NF) mit Hilfe des Student’s t-tests das jeweilige Signifikanzniveau
der Vergleichsgruppen errechnet. Im weiteren Verlauf wird mit den erarbeiteten
Ergebnissen in gleicher Weise verfahren.

Tabelle 10: Normalisierte relative Ergebnisse der 5-HTT mRNA und errechnete
Signifikanzniveaus der 1. cDNA

Serie | Probe Wgr/NF | Gemittelte | Mittelwert | SD T-test | Ergebnis
Proben Wgr/NF

16/09 | C1 0,3163 | C1,C2 0,9211 0,8554 | C/I+E | 0,3428

16/09 | C2 1,5260

16/09 | 50pM I; 4h 0,6622 | --- - -
16/09 | 50puM E; 4h 0,6131 | === - -

22/09 | C1 2,0550 | C1,C2 1,4213 0,8961 | C/I 0,3481
22/09 | C2 0,7877
22/09 | 50uM I1; 4h 1,6086 | 11,12 1,0366 0,8089
22/09 | 50uM 12; 4h 0,4646
22/09 | 50uM E1; 4h 0,4375 | E1, E2 n.a. n.a.
22/09 | 50uM E2; 4h | Kein
Wert
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4. Ergebnisse

Bei der rechnerischen Auswertung der 1. cDNA zeigte sich kein signifikantes

Ergebnis.

4.3.1.2 5-HTT-Ergebnisse der 2. cDNA

Tabelle 11: Normalisierte relative Ergebnisse der 5-HTT mRNA und errechnete

Signifikanzniveaus der 2. cDNA

Serie | Probe Wer/NF | Gemittelte | Mittelwert | SD T-test | Ergebnis
Proben Wgr/NF

16/09 | C1 1,2157 | C1,C2 1,2201 0,0061 | C/I+E | <0,001***

16/09 | C2 1,2244

16/09 | 50pM I; 4h 0,4849 | ---

16/09 | 50uM E; 4h 0,4797 | ---

22/09 | C1 1,1286 | C1, C2 1,0273 0,1431 | C/I+E | 0,1263

22/09 | C2 0,9261

22/09 | 50uM I1; 4h 1,3522 | 1,12 1,1772 0,2475 | C/I 0,2679

22/09 | 50uM 12; 4h 1,0021

22/09 | 50uM E1; 4h 1,1583 | E1, E2 1,2667 0,1533 | C/E 0,1239

22/09 | 50uM E2; 4h 1,3751

Bei der rechnerischen Auswertung der 1. cDNA zeigte sich ein signifikanter

Anstieg der 5-HTT — Expression bei den gemittelten Werten der mit

Escitalopram und Imipramin behandelten Astrozyten, also bei den behandelten

gegentber den unbehandelten Kontrollen der Reihe 16/09.
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4.3.2

4.3.2.1

5-HTT: Ergebnisse der zweiten mRNA-Charge

5-HTT-Ergebnisse der 3. cDNA

Tabelle 12: Normalisierte relative Ergebnisse der 5-HTT mRNA und errechnete

Signifikanzniveaus der 3. cDNA

Nr Probe Wr/NF | Gemittelte | Mittelwert | SD T-test | Ergebnis
Proben Wgr/NF

1A C 0,9441 | 1A,1B 1,0567 0,1592 | C/I+E | 0,0972
1B C 1,1693

2A 50uM I; 4h 0,7790 | 2A, 2B 0,6344 0,2044 | C/I 0,0738
2B 50uM I; 4h 0,4898

3A 50uM E; 4h 1,0818 | 3A, 3B 0,8246 0,3637 | C/E 0,2476
3B 50uM E; 4h 0,5673

4A C 0,9561 | 4A, 4B 0,9261 0,0424 | C/I+E | 0,4190
4B C 0,8961

5A 50uM1;24h | 0,6121 | 5A, 5B 0,7717 0,2258 | C/I 0,2211
5B 50uM I; 24h | 0,9314

6A | 50uM E; 24h | 1,0186 | 6A, 6B 1,1784 0,2259 | C/E 0,1303
6B 50uM E; 24h | 1,3382

Bei der rechnerischen Auswertung der 3. cDNA zeigte sich kein signifikantes

Ergebnis.
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4.4 Quantitative Real-Time PCR: DAT und eNOS

Bei der Untersuchung der ersten und zweiten Astrozyten-cDNA-Chargen
konnten weder NOS3 noch DAT mittels qRT-PCR detektiert werden.

4.5 Zusammenfassungen der Ergebnisse:

BDNF

Die voneinander unabhangigen Experimente zeigen eine signifikant erhdhte

BDNF-Expression nach Inkubation mit 100uM, in geringerem MaB auch mit
50uM Imipramin. Escitalopram stimuliert die BDNF-Expression zwar nominell,
jedoch ist der Effekt nicht signifikant.

Werden alle Proben zusammen analysiert, die mit dem jeweiligen
Antidepressivum 4 Stunden inkubiert wurden, zeigte sich sowohl bei der
Behandlung mit 50uM Imipramin als auch mit 100uM Imipramin eine
signifikante Steigerung der BDNF Expression. Die vierstindige Inkubation mit
50uM Escitalopram erreichte im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollen keine
signifikante Anderung der BDNF-Expression.

5-HTT

Es konnte klar eine Expression von 5-Hydroxytryptophan-Transporter-mRNA in
Astrozytenkulturen detektiert werden. Jedoch konnte mittels qRT-PCR nicht
nachgewiesen werden, dass eines der verwendeten Antidepressiva einen

signifikanten Effekt auf die 5-HTT-Expression hat.

NOS-III
Es konnte kein Nachweis von NOS-IIl mRNA in Astrozyten erbracht werden.

DAT

Es konnte kein Nachweis von DAT mRNA in Astrozyten erbracht werden.
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5 Diskussion

Die Wirkungsmechanismen und Angriffspunkte von Antidepressiva stehen
derzeit im Fokus der psychopharmakologischen Forschung. Besonders die
Effekte von Antidepressiva auf neuronale Zellen werden h&ufig untersucht;
daneben stehen seit kurzer Zeit jedoch auch gliale Zellen im Zentrum des
Interesses, um deren Beitrag zur Wirkung antidepressiver Therapien

nachweisen zu kdnnen.

5.1 Einflisse von depressiven Episoden und Stress auf das
adulte Gehirn

Hinsichtlich der Pathophysiologie von affektiven Stérungen wie depressiven
Episoden geht man von der Beteiligung mehrerer Hirnstrukturen aus (Drevets
2001). Besondere Beachtung finden der prafrontale Kortex, die Amygdala und
der Hippokampus. In zahlreichen Studien konnte gezeigt werden, dass das
jeweilige Volumen dieser Hirnregionen bei depressiven Patienten im Vergleich
zu gesunden Kontrollen reduziert ist (Warner-Schmidt and Duman 2006). Ob
die morphologischen Anderungen dieser Hirnareale nun eine depressive
Episode bedingen oder erst wahrend ihres Auftretens entstehen, ist jedoch
ungeklart.

Es werden mehrere Griinde fir diese Volumenverluste diskutiert: So konnte
zum einen von Stockmeier et al. gezeigt werden, dass eine erhéhte Dichte der
Zellen zu einer Veranderung der hippokampalen Struktur beitragt (Stockmeier
et al. 2004). Zum anderen wird in Bezug auf den préafrontalen Kortex eine
Reduktion der Glia-Zellzahl als Ursache des Volumenverlustes diskutiert
(Duman 2004). SchlieBlich beeinflusst chronischer Stress die Struktur von
ausgereiften Neuronen im adulten Hippokampus, indem er signifikant die Lange
und die Anzahl der Verzweigungen der CA3 Pyramidenzellen herabsetzt
(Watanabe et al. 1992; Magarinos et al. 1996) (siehe Abbildung 17).
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CA3J Pyramidenzellen
4 Glukokortikoide |

4EDNF Atrophie der
Dendriten
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Abbildung 17: Einwirkungen von Stress und antidepressiver Therapie im
Hippokampus modifiziert nach (Warner-Schmidt and Duman 2006)

5.1.1 Auswirkung von depressiven Episoden auf den Hippokampus

Der Hippokampus exprimiert eine hohe Dichte an Glukokortikoid-Rezeptoren,
weswegen dieser Bereich des Gehirns bei einem erhdhten Glukokortikoid-
Spiegel, wie er bei einer depressiven Episode durch die stimulierte
Hypothalamus-Hypophysen-Achse auftritt, besonders beeinflusst  wird
(Holsboer and Barden 1996; Gold and Chrousos 2002). Glukokortikoid-
Hormone reagieren mit zwei Haupttypen von Rezeptoren im Hirn: Dem
Mineralokortikoid-Rezeptor und dem Gilukokortikoid-Rezeptor. Wegen seiner
niedrigeren Affinitat ist der Glukokortikoid-Rezeptor ist in erster Linie dann
aktiviert, wenn in Stressphasen der Glukokortikoid-Spiegel relativ hoch ist. Im
Zuge der Aktivierung translozieren diese Rezeptoren in den Zellnukleus, wo sie
die Genexpression verandern. Auf diesem Weg werden langandauernde
Effekte auf Struktur und Funktion der Zellen vermittelt (Gould et al. 1992;
Cameron et al. 1998).

Des Weiteren ist der Hippokampus in der negativen Feedback-Regulation der
Hypothalamus-Hypophysen-Achse eingegliedert, die die Glukokortikoid-
Freisetzung kontrolliert und bei depressiven Patienten oft disinhibiert ist
(Sapolsky 2001). Ferner kénnen chronischer Stress oder erhéhte
Glukokortikoid-Spiegel zur Atrophie oder dem Verlust von hippokampalen
Neuronen fuhren, was erneut zu einer Abnahme der Feedback-Inhibition der
Hypothalamus-Hypophysen-Achse flihrt (McEwen 1999; Sapolsky 2001).
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Zuletzt unterhalt der Hippokampus anatomischen Verbindungen mit der
Amygdala und dem prafrontalen Kortex, zwei Strukturen, die sowohl an
Stimmung als auch an der Denkfahigkeit teilhaben (Drevets 2001). Eine
angeborene oder erworbene Fehlfunktion des Hippokampus tragt zu den
kognitiven Defiziten bei, die auch wahrend einer Depression beobachtet
werden(Warner-Schmidt and Duman 2006).

5.2 BDNF und Neurogenese im adulten Gehirn

Zahlreiche Forschergruppen konnten nachweisen, dass im adulten
Saugetiergehirn Neurogenese statt findet (Kempermann et al. 1997; Eriksson et
al. 1998; Gould et al. 1999; Gage 2000). Im Hippokampus ist die subgranulare
Zone die gr6Bte der adulten Neurogenesezonen. Von den Progenitorzellen in
diesem Bereich gehen Bildung und Wachstum von neuen Neuronen aus, indem
sie in der subgranularen Zone proliferieren, in die Granularzellschicht wandern
und sich zu Neuronen und anderen Zelltypen entwickeln. Die adulte
Neurogenese ist dabei kein statischer, sondern ein dynamischer Prozess, der
durch eine Vielzahl von endokrinen, umgebungsbedingten und
pharmakologischen Faktoren hoch- oder herunterreguliert werden kann.

5.2.1 Neurotrophine und die adulte Neurogenese

Viele Studien, die sich in den letzten 10 Jahren mit Depressionen und dem
Hippokampus befassten, fihren zu der neurotrophen und neurogenen
Hypothese der Depression. Die Neurotrophin-Hypothese basiert auf der
Beobachtung, dass Stress die Expression verschiedener Neurotrophine und die
Neurogenese im adulten Hippokampus herab setzt und so zu dessen Atrophie
beitragt (Duman 2004; Duman 2004).

Zu den untersuchten Neurotrophinen gehéren unter anderem der Brain-derived
neurotrophic factor (BDNF) (Duman 2004), der Vascular endothelial growth
factor (VEGF) und das Zytokin Interleukin 1B (IL-1B). Dem Wachstumsfaktor
VEGF wird ebenso wie BDNF eine Rolle in der hippokampalen Neurogenese

zugewiesen, was eine vaskulare Komponente in der adulten Neurogenese
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vermuten lasst (Palmer et al. 2000; Heine et al. 2005; Warner-Schmidt and
Duman 2006). Interleukin 1B inhibiert im Gegensatz zu den vorher genannten
Faktoren neurogenetische Prozesse. Dies flhrt zu der Hypothese, dass durch
eine Blockade von IL-1B der stressbedingten herbeigefliihrten Reduktion der
Neurogenese entgegen gewirkt werden kann (Koo 2005).

5.3 Astrozyten und ihre Aufgaben im zentralen Nervensystem

Astrozyten machen im reifen Saugerhirn beinahe die Halfte aller Zellen aus und
bieten strukturelle, metabolische und trophische Unterstitzung fir Neuronen.
Inzwischen ist bekannt, dass Astrozyten nicht nur eine passiv-unterstitzende
Rolle im zentralen Nervensystem einnehmen, sondern auch aktiv in zahlreiche
neurobiologische Prozesse involviert sind. Obwohl der Fokus der Forschung
beziiglich umgebungsbedingter Plastizitat des Gehirns traditionell auf Anderung
der Morphologie von Neuronen und besonders der Synapsen lag, konnte auch
von astrozytaren Zellen gezeigt werden, dass sie sich im Zuge einer
veranderten, anspruchsvolleren Umwelt reorganisieren (Diamond et al. 1964;
Szeligo and Leblond 1977). Astrozyten passen sich an die neuen Bedingungen
mittels Hypertrophie und Hyperplasie an (Sirevaag and Greenough 1987;
Sirevaag and Greenough 1991). Das erhdhte astrozytare Volumen steht jedoch
in erster Linie in Zusammenhang mit lern-spezifischer Synaptogenese und folgt
nicht generell auf verstarkte neuronale Aktivitat (Anderson et al. 1994).

Im Neokortex bedecken Astrozyten partiell pra- und postsynaptische Elemente
von axo-dendritischen Synapsen. Es handelt sich hierbei um einen
dynamischen Prozess: Mittels Elektronenmikroskopie kann beobachtet werden,
dass im visuellen Kortex von Ratten der Grad der synaptischen Umscheidung
durch Astrozyten dann erhoht ist, wenn die Tiere in einer komplexen Umgebung
leben (Jones and Greenough 1996). In einer diffizilen Umgebung entsteht eine
verstarkte Synapsenaktivierung, die mit der gewandelten Funktion der
Astrozyten korreliert. Die Anstieg der astrozytisch-synaptischen Kommunikation
kann auf astrozytar sezernierte chemische Botenstoffe zurickgefuhrt werden,
die die synaptische Transmission modulieren (Araque, et al. 1999; Carmignoto
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2000; Araque et al. 2001; Haydon 2001; Oliet et al. 2001; Smit et al. 2001;
Nedergaard et al. 2003; Newman 2003; Todd et al. 2006). Die astrozytare
Transmitterfreisetzung wird wiederum von Neurotransmittern reguliert, die aus
synaptischen Endigungen stammen (Oliet et al. 2001; Zhang and Haydon
2005).

Ein einziger Astrozyt steht mit seinen Auslaufern sowohl mit tausenden
Synapsen, als auch mit Kapillaren und Arteriolen in Kontakt, weshalb die
Vermutung nahe liegt, dass Gliazellen Einfluss auf die neurovaskulare
Kopplung haben.

Von Astrozyten war bisher in erster Linie bekannt, dass sie ein hohes Kalium-
Ruhepotential besitzen, per Gap junctions miteinander verbunden und fir die
Kalium-Homdostase verantwortlich sind. Auf Depolarisation reagieren
Astrozyten mit einem linearen Strom-Spannungs-Verhaltnis und sind ansonsten
elektrisch unerregbar (Haydon and Carmignoto 2006). Interessant ist in diesem
Zusammenhang, dass nach Glutamat-Applikation in den Astrozyten Kalzium-
Schwankungen zu beobachten sind (Cornell-Bell et al. 1990; Charles et al.
1991; Finkbeiner 1992). Die glutamaterge Aktivierung resultiert in der
Stimulation von metabotropen Rezeptoren auf Astrozyten, die ihrerseits die
Akkumulierung des Phospholipase-abhangigen Inositol-Trisphosphat (IP3)
induzieren. Uber diesen Signalweg wird intrazelluldres Kalzium freigesetzt
(Kawabata et al. 1996). Betrachtet man also Kalzium-abhangige Signale und
weniger Anderungen des Membranpotentials, sind Astrozyten durchaus
erregbar.

In den letzten zehn Jahren wurde gezeigt, dass Astrozyten eine Vielzahl von
Rezeptoren ausbilden. So konnte fir Noradrenalin (Duffy and MacVicar 1995;
Kulik et al. 1999), GABA (Kang et al. 1998), Acetylcholin (Shelton and McCarthy
2000; Araque et al. 2002), Histamin (Shelton and McCarthy 2000), Adenosin
(Porter and McCarthy 1995), ATP(Bowser and Khakh 2004; Perea and Araque
2005) und Glutamat (Porter and McCarthy 1995; Porter and McCarthy 1996;
Pasti et al. 1997) nachgewiesen werden, dass sie eine Erhéhung des inner-
astrozytaren Kalzium-Spiegels induzieren kénnen. Es bleibt jedoch noch zu
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zeigen, ob diese Rezeptoren auch unter nattrlichen Bedingungen exprimiert
werden.

Der in der vorliegenden Arbeit erbrachte Nachweis der 5-Hydroxytryptophan-
Transporter-mRNA in Astrozyten wird durch verschiedene Studien unterstitzt,
die ebenfalls die Expression des 5HTT-Gens als auch des zugehdrigen
Proteins aufzeigen konnten (Inazu et al. 2001; Kubota et al. 2001). Kubota et al.
haben zudem nachgewiesen, dass die Expression des Serotonin-Transporter-
Gens durch trophische Faktoren, wie zum Beispiel dem basic fibroblast growth
factor (bFGF) und dem epidermal growth factor (EGF) veranderbar ist (Kubota
et al. 2001).

Ebenfalls konsistent zu den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit wurde der
Dopamin-Transporter bislang nahezu exklusiv in Neuronen und niemals in
Astrozyten nachweisbar (Amara and Kuhar 1993; Blakely et al. 1994; Torres et
al. 2003; Dahlin et al. 2007). Aber nicht nur Uber Transmitter scheinen
Astrozyten in der Lage zu sein, synaptische Transmission und neuronale
Erregbarkeit modulieren zu kénnen (Haydon and Carmignoto 2006), sondern
auch Uber die Freisetzung von D-Serin (Schell et al. 1995; Schell et al. 1997;
Wolosker et al. 1999) und ATP. D-Serin wirkt als Glutamat-Coagonist am N-
Methyl-D-Aspartat-Rezeptor (NMDAR) (Mothet et al. 2000), wohingegen das
aus ATP entstehende Adenosin inhibitorisch wirkt (Koizumi et al. 2003).

Die konstitutive Expression von NOS Il in Astrozyten ist umstritten: Hamby et
al. verweisen darauf, dass NOS Il in Neuronen und endothelialen Zellen und
nicht in Astrozyten exprimiert wird (Hamby et al. 2008). Diese Meinung wird
durch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit unterstitzt. Allerdings deuten
mehrere Studien darauf hin, dass es lokale phanotypische Unterschiede bei
Astrozyten gibt, sogar innerhalb einer bestimmten ZNS-Region (Miller and
Szigeti 1991; Hosli and Hosli 1993; Whitaker-Azmitia et al. 1993; Conti et al.
1994; Shao et al. 1994; Porter and McCarthy 1995; Nikcevich et al. 1997;
Swanson et al. 1997; Venance et al. 1998; St-Pierre et al. 2000; Zhou and
Kimelberg 2001; Bowman et al. 2003; Matthias et al. 2003; Hamby et al. 2006;
Imura et al. 2006). Diese Besonderheit ist moglicherweise ein Grund der

mitunter gegensatzlichen Ergebnisse in den Untersuchungen dieser Zellen.
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5.3.1 Astrozyten und Neurogenese

Wie stehen nun Astrozyten und Neurogenese in Zusammenhang? Adulte
Neurogenese tritt normalerweise nur in zwei spezifischen Hirnregionen auf: In
der subventrikuldren Zone und in der subgranuldaren Zone des Hippokampus
(Temple 2001; Rakic 2002). AuBerhalb dieser zwei Regionen lassen
proliferierende Zellen im intakten adulten ZNS zwar neue Glia entstehen,
jedoch keine neue Neuronen (Gage 2000; Kornack and Rakic 2001). Die
Astrozyten des adulten Hippokampus bewahren ihr Potential, Neurogenese zu
férdern, wohingegen Astrozyten des adulten Rickenmarks diese Fahigkeit nicht
beibehalten (Song et al. 2002). Song et al. beschrieben, dass Astrozyten des
Hippokampus  Wachstumsfaktoren sezernieren, die die neuronalen
Stammzellen anregen, sich zu Neuronen zu differenzieren (Song et al. 2002).
Dieses Ergebnis der Untersuchungen von Song et al. war insofern unerwartet,
als dass Neuronen zeitlich vor den Astrozyten entstehen. Auch Reifung und
Uberleben von sich entwickelnden Neuronen und Neuroblasten werden durch
Astrozyten unterstitzt (Nicholls 1992; Pixley 1992). Diese Resultate lassen
vermuten, dass hippokampale Astrozyten eine einzigartige Umgebung fur die
adulte Neurogenese bieten. Des Weiteren scheint die adulte Neurogenese
zumindest zum Teil in Verbindung mit bestimmten Signalen zu stehen, die im
ZNS von regional spezifischen Astrozyten aktiv angeboten werden. Trotz der
generellen Fahigkeit der adulten Astrozyten Neurogenese zu férdern, muss auf
den Unterschied zu Astrozyten, die einem neonatalen Hippokampus
entnommen wurden hingewiesen werden: Letztere sind namlich in der Lage,
etwa doppelt so effektiv Neurogenese induzieren zu kdénnen wie adulte
Astrozyten (Song et al. 2002).

5.4 Die Wirkung von Antidepressiva in Bezug auf Neurogenese

Die neurogene Theorie der Depression basiert auf dem zweizeitigen Effekt von

Antidepressiva (Duman et al. 1997):
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Akut aktivierte Serotonin- bzw. Noradrenalin-Rezeptoren regen intrazellulare
Signalkaskaden an, die langfristig die Gentranskription regulieren (Duman et al.
1997; Carlezon et al. 2005). Einer dieser Signalwege ist die cAMP-CREB-
Kaskade. Im Hippokampus ist dieser second messenger pathway unter
antidepressiver Therapie hochreguliert, die erhdhten Spiegel der cAMP-
abhangigen Proteinkinase und der erhohten Funktion und Expression des
cAMP response element binding protein (CREB) inbegriffen (Nestler et al. 1989;
Nibuya et al. 1996; Thome et al. 2000) (siehe Abbildung 18). Diese Anderungen
resultieren in einer erhdhten Expression von neurotrophen Faktoren und
vermitteln langfristig Veranderungen der Zellmorphologie und deren Funktion.
Die vorliegende Arbeit unterstitzt diese Entdeckung, da eine signifikant erhéhte
BDNF-Expression nach Inkubation mit Imipramin und eine vorhandene, wenn
auch weniger deutliche Stimulation nach Inkubation mit Escitalopram

nachgewiesen werden konnte.

J\ntidepressant Treatment
Inhibit 5-HT and NE
reuptaku or breakdown

Rollpram—b-"CAMP Ca-dependent or
1 MAP kinase cascades

PKA

Trophie Effects: synaptic |
| remodeling, neurogenesis, i
| neuronal survival

Abbildung 18: cAMP-CREB-Kaskade modifiziert nach (Duman et al. 2001)

69



5. Diskussion

Chronische Antidepressivabehandlung mit TZA, SSRI oder auch Lithium
steigert die Zellproliferation von neuronalen Progenitorzellen in der
subgranuldren Zone (Chen et al. 2000) und das Uberleben von eben diesen
neu entstandenen Neuronen (Nakagawa et al. 2002; Sairanen et al. 2005). Die
Proliferationsphase ist hierbei eher durch eine Erhéhung von extrazellularen
Serotonin- und Noradrenalinspiegeln reguliert, als denn von Neurotrophinen
(Kulkarni et al. 2002; Santarelli et al. 2003). Das Langzeitiberleben der neu
entstandenen Neuronen hangt hingegen von einem funktionierenden BDNF-
Signalweg ab (Lee et al. 2002).

Neu entstandene Neurone missen zuerst in die Granularzellschicht wandern,
ihren dendritischen Baum ausbilden, ein Axon in Richtung der Moosfasern in
das CA3-Areal entwickeln und dann afferente und efferente Verbindungen
aufbauen, bevor sie zur Hippokampusfunktion beitragen kdnnen. Die
Zeitspanne bis zum Abschluss dieser Vorgange korreliert hierbei mit der
Wirklatenz von Antidepressiva (van Praag et al. 2002).

Das Verhéltnis von Neuronen zu Glia (ca. 80:20) bleibt hierbei jedoch
unbeeinflusst (Malberg et al. 2000). Diese Effekte werden zumindest partiell
durch die Aktivierung von 5-HTa-Rezeptoren vermittelt, da bei Deletion von 5-
HTa-Rezeptoren sowohl Proliferation als auch Verhaltenseffekte aufgehoben
sind (Santarelli et al. 2003). Mittels dieser verschiedenen Mechanismen erhéht
die antidepressive Therapie Neurogenese im adulten Hippokampus (Manev et
al. 2001; Nakagawa et al. 2002; Santarelli et al. 2003).

5.4.1 Antidepressive Therapie und BDNF

Sowohl in der Erhdhung der neuronalen Uberlebensrate spielen Neurotrophine
eine SchlUsselrolle, als auch in der Selektion von funktional aktiven neu
entstandenen Neuronen (Huang and Reichardt 2001), wobei sie auf folgende
Weise in den Wirkungsmechanismus von Antidepressiva eingebunden sind
(Saarelainen et al. 2000; Castren 2004):

Chronische Antidepressiva-Verabreichung erhéht nicht nur die mRNA-Level fur
den Brain-Derived Neurotrophic Factor, sondern zudem die seines trkB-
Rezeptors im Hippokampus (Nibuya et al. 1995; Russo-Neustadt et al. 2000).
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Des Weiteren ist die Aktivierung von trkB durch Antidepressiva-Behandlung
erhoht. Dies lasst darauf schlieBen, dass Antidepressiva die BDNF Freisetzung
im préafrontalen Kortex und Hippokampus férdern (Saarelainen et al. 2003). So
konnte gezeigt werden, dass die BDNF-Proteinlevel in post-mortem Hirnproben
von Antidepressiva-behandelten Patienten im Vergleich zu unbehandelten
Patienten gesteigert sind (Chen et al. 2001).

Bei Ratten bewirken BDNF-Infusionen in den Hippokampus ebenfalls
Antidepressiva-ahnliche Effekte (Siuciak et al. 1997; Shirayama et al. 2002).
Eine Studie von Sairanen et al. konnte zeigen, dass BDNF das Uberleben neu
gebildeter Neurone beeinflusst: So ist das Uberleben, weniger die Proliferation,
sowohl in BDNF heterozygoten Null-Mutanten Mausen als auch bei dominant
negativen trkB-Mutanten herabgesetzt. Ein Antidepressiva-induzierter Anstieg
der neuronalen Uberlebensrate ist in diesen transgenen Mé&usen ebenso
inhibiert. Zudem ist reaktiv auf die Antidepressiva-Gabe ein gesteigerter
Zellumsatz zu beobachtet worden (Sairanen et al. 2005). Hierbei muss jedoch
darauf hingewiesen werden, dass der BDNF-Signalweg keineswegs unselektiv
das Uberleben jeglicher Neuronen férdert, sondern auf solche Neuronen wirkt,
die den effektivsten Kontakt mit ihren Zielzellen hergestellt haben (Barde 1989).
Auf diese Weise werden wahrscheinlich ineffiziente Verbindungen eliminiert
(Thoenen 1995). Im Uberblick lassen diese Daten erkennen, dass sowohl eine
erh6hte BDNF-Freisetzung sowie suffiziente BDNF-Signalwege fur den Erfolg
von antidepressiver Therapie notwendig sind.

Die Inhibition von Neurotrophin-Signalwegen st6rt zwar die Neurogenese, hat
jedoch keinen Einfluss auf die durch chronische Antidepressiva-Therapie
erhohte Proliferation von hippokampalen neuronalen Progenitorzellen; wie oben
erwahnt, wird jedoch das Uberleben dieser letztgenannten Zellen durch BDNF
ermdglicht. Dabei ist aber unter Therapie neben der Proliferationsrate die
Apoptoserate im selben zeitlichen Rahmen erhéht. Daraus kann auf einen
homdoostastischen Mechanismus geschlossen werden, der die Anzahl von
Kdrnerzellen im Gyrus dentatus des Hippokampus Uber die Zeit konstant halt

(Sairanen et al. 2005). Demzufolge steigert medikamentése antidepressive
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Therapie eher den Umsatz von Koérnerzellen im Gyrus dentatus, als deren
absolute Anzahl (Sairanen et al. 2005). Der verstarkte Umsatz von
Granularzellen durch Antidepressivatherapie bedingt so, dass mehr
konkurrierende Neurone der Selektion zuganglich sind (Sairanen et al. 2005).

5.4.2 Effekte Antidepressiva-behandelter Astrozyten auf Neurogenese

Song et al. berichten, dass astrogliale Zellen Neurogenese induzieren, indem
sie Proliferation und Differenzierung der neuronalen Vorlauferzellen im Gyrus
dentatus des Hippokampus erhéhen (Song et al. 2002). Auf der Basis dieser
Forschungsergebnisse untersuchten Ko et al., ob antidepressiva-stimulierte
Astrozyten Wachstumsfaktoren sezernieren, die gegenliber unbehandelten
Astrozyten eine intensivierte Neurogenese im Gyrus dentatus des
Hippokampus bedingen und somit dem volumenreduzierenden Effekt
depressiver Episoden entgegenwirken. Ausgangspunkt fir diese Hypothese
war, dass Astrozyten Transporter flir Serotonin und Noradrenalin ausbilden, die
die Angriffspunkte zahlreicher Antidepressiva darstellen. Die Astrozyten wurden
zusammen mit neuronalen Progenitorzellen (NPC) kultiviert, wobei die Zelltypen
entweder in direktem Kontakt standen oder Uber Diffusion kommunizieren
konnten. Das Ergebnis dieser Studie war, dass weder die in Kontakt stehenden,
noch die per diffusionem kommunizierenden Antidepressiva-behandelten
Astrozyten die Proliferation von neuronalen Progenitorzellen signifikant steigern
konnten (Ko et al. 2007). Allerdings wurde auch darauf hingewiesen, dass
Differenzierung und Langzeitiberleben von Neuronen durch Antidepressiva-
behandelte Astrozyten durchaus erhdht sein kdnnen. Im Hinblick auf den
Befund, dass BDNF ja vor allem das Survival neu gebildeter Zellen, nicht
jedoch die Proliferation per se férdert, gerade auch bei Behandlung mit
Antidepressiva, sprechen diese Ergebnisse nicht gegen den Hauptbefund der
vorliegenden Arbeit: nédmlich dass eine erhohte, Antidepressiva-induzierte
astrozytdre BDNF-Expression zu dem Wirkmechanismus zumindest

trizyklischer Antidepressiva beitragt.

72



5. Diskussion

5.5 Konsequenzen in Hinblick auf zukinftige Forschung

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass Astrozyten unter Imipramin-
Therapie im Vergleich zu Escitalopram-behandelten und im Vergleich zu
unbehandelten Astrozyten vermehrt BDNF mRNA produzieren. Die akut
eintretende Ruckaufnahmeinhibition von Neurotransmittern durch
Antidepressiva kann nicht als Grund flr die erh6hte Synthese der BDNF mRNA
genannt werden. Unklar ist noch, in wie weit die verstarkie BDNF mRNA-
Synthese eine ebenso erhdhte BDNF Proteinbiosynthese nach sich zieht.
Zurzeit wird daher untersucht, auf welche Weise sich eine Antidepressiva-
bedingte Veranderung des BDNF mRNA-Spiegels auf der Proteinebene
auswirkt. Die ersten Ergebnisse dieser Untersuchungen weisen allerdings nicht
auf eine erhdhte BDNF Protein-Synthese in Antidepressiva-behandelten
Astrozyten hin. Daher wirft sich die Frage auf, ob fir diesen Schritt Cofaktoren
notwendig sind, die in dem flr diese Arbeit zugrunde liegenden Zellmodell nicht

eingesetzt wurden.

Es wird zu untersuchen sein, in wie weit die hier gewonnenen Ergebnisse auch
auf Proteinebene Giiltigkeit haben. Ist dies der Fall, kann in einem nachsten
Schritt untersucht werden, ob Antidepressiva-stimulierte Astrozyten in Kultur
einen Effekt auf das Uberleben neu gebildeter Neurone haben. Sind die Effekte
der antidepressiven Therapie bei Astrozyten sowohl auf Proteinebene als auch
in Kultur nachgewiesen, kdnnte in einem weiteren Forschungsschritt getestet
werden, welche antidepressiv wirkenden Medikamente hierbei am effektivsten

sind.
Weiterfihrende Untersuchungen der glialen Funktionen werden in jedem Fall

dazu beitragen, Astrozyten bei der Entwicklung von neuartigen Antidepressiva

nutzbringend einbinden zu kdnnen.
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6 Zusammenfassung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war zu untersuchen, ob in Astrozyten der
Serotonin-Transporter  (5-HT-Transporter, 5-HTT), der Brain-derived
neurotrophic  factor (BDNF), der Dopamin-Transporter oder die
Stickstoffmonoxyd-Synthase Il (endotheliale  Stickstoffmonoxid-Synthase,
eNOS) gebildet werden und falls ja, ob sich deren Expression durch Applikation
von  Antidepressiva andert. Die aus Rattenhirnen  gewonnenen
Astrozytenkulturen  wurden hierfir entweder mit dem trizyklischen
Antidepressivum Imipramin, dem selektiven Serotoninrickaufnahmeinhibitor
Escitalopram oder zur Kontrolle mit Kochsalzlésung inkubiert. Nachdem die
entsprechende mRNA aus den behandelten Astrozytenkulturen extrahiert
wurde, ist sie in cDNA translatiert und mit Hilfe der quantitativen Real-Time
PCR quantifiziert worden. Durch Vergleich der Expression des zu
untersuchenden Gens mit der Expression der Housekeeping-Gene 18s-rRNA,
Glycerinaldehyddehydrogenase (GAPDH) und Acidic ribosomal phosphoprotein
(ARP) wurden Ungenauigkeiten bei der cDNA-Synthese ausgeglichen und die
Daten normalisiert. Die rechnerische Auswertung der quantitativen Real-Time
PCR erfolgte unter Verwendung der Ct-Werte unter Zuhilfenahme der geNORM
Software (Vandesompele et al. 2002).

Die Ergebnisse zeigen eine signifikant erhdéhte BDNF-Expression nach
Imipramingabe. Hierbei zeigen bei den getrennten Untersuchungen der
jeweiligen mRNA Chargen die mit 100uM Imipramin behandelten
Astrozytenkulturen starker signifikante Ergebnisse, als die mit 50uM Imipramin
behandelten Astrozytenkulturen. Werden alle Proben, die mit der jeweiligen
Imipraminkonzentration 4 Stunden inkubiert wurden, zusammen analysiert und
mit den jeweiligen Kontrollen verglichen, zeigt sich sowohl bei der Behandlung
mit 50pM Imipramin als auch mit 100uM Imipramin eine signifikante Steigerung
der BDNF Expression. Escitalopram stimulierte die BDNF-Expression zwar
ebenfalls nominell, jedoch war der Effekt nicht signifikant. Des Weiteren konnte
eine deutliche Expression von 5-HTT-mRNA in Astrozytenkulturen
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nachgewiesen werden. Jedoch hatte keines der Antidepressiva einen
signifikanten Effekt auf die 5-HTT-Expression. Es konnten weder in den
behandelten, noch in den unbehandelten Astrozytenkulturen DAT oder NOS-III

nachgewiesen werden.
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