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1. Einleitung

Eine Depression fuhrt zu einer tiefgreifenden Vdeginng des Denkens, Fihlens und
Verhaltens des jeweils betroffenen Individuumsekistieren zahlreiche Definitionen flr den
Begriff Depression. In dem fir den deutschspraghigaum gultigen Klassifikationssystem
ICD-10 der Weltgesundheitsorganisation (WHQO) werd@pressionen und Manien unter
dem Oberbegriff affektiver Stérungen zusammengefaBse affektive Stérung wird
demnach diagnostiziert, wenn eine bestimmte Anzahl gleichzeitig vorhandenen
Symptomen vorliegt, welche fir einen vorgeschrigimedeitraum anhalten und nicht durch
andere Ursachen begrtindbar sind.

Das klinische Bild einer Depression ist sehr vistghig. Als Leitsymptome gelten eine
gedrickte Stimmung, Hemmung von Denken und Antrigid korperlich-vegetative
Stérungen. Daruber hinaus wird der Verlauf der &mnkung, die Schwere der Erkrankung
und die Auspragung der Symptome in der Diagnositbernicksichtigt. Die Zuordnung zu
Subtypen, im Sinne einer gehemmten Depressionf eig#ierten Depression oder einer
lavierten Depression, erfolgt anhand der kliniscBsmobachtung, wobei sich die Subtypen
hinsichtlich der Atiologie, Pathogenese, neuroamigohen Veranderungen und
biochemischen Veranderungen nach dem heutigen Kisstdand nicht unterscheiden (Nestler
et al. 2002).

Die depressiven Storungen zdhlen zu den haufigstgchischen Erkrankungen. Sie kdnnen
in allen Lebensabschnitten auftreten, wobei detelBteankungsgipfel zwischen dem 20. und
30. Lebensjahr liegt (Kessler et al. 2005). In ternten Jahrzehnten treten sie immer haufiger
auf und betreffen immer jinger werdende Altersganp(Demyttenaere et al. 2004). Bezogen
auf den Zeitraum eines Jahres wird die Punktpravalér die unipolare Depression mit 5%
bis 7% beziffert (Wittchen and Jacobi 2005). Epiddogische Angaben Uber die
Lebenszeitpravalenzen depressiver Storungen sclamamkischen 3,3% und 17%, wobei
Frauen haufiger erkranken als Manner (Wacker 208@hatzungsweise drei Viertel der
Menschen mit einer depressiven Storung erlebenesieds eine weitere oder sogar mehrere
depressive Episoden (Keller and Boland 1998). DieiSrate depressiver Patienten wird mit
15% angegeben (Bronisch 2003). Neben der Beehntigiimg durch die Depression selbst,
weisen depressive Patienten zusatzlich eine erhdbtbiditat fur korperliche Erkrankungen
wie z.B. arteriosklerotische Herzerkrankungen uncthdrerkrankungen auf, was eine erhdhte
Mortalitat nach sich zieht (Wulsin et al. 1999).
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Niedergedrickte Stimmung (Traurigkeit)
Interessen- und Freudverlust (Anhedonie)

Gesteigerte Ermudbarkeit und/oder Antriebsverlust

Gefuhl der Hoffnungslosigkeit, Wertlosigkeit undhtd
Beeintrachtigung des Denkens und der Konzentrdtibigkeit
Sich wiederholende Gedanken an Tod und Selbsttétung
Vermindertes Selbstwertgefuhl
Reizbarkeit
Psychomotorische Hemmung oder Erregung
Schlafstérungen
Veranderungen des Appetits
Veranderungen des Kérpergewichts
Veranderungen der Libido

Tabelle 1: Definition einer depressiven Episode nacdem Diagnosesystem

ICD-10 modifiziert nach (Nestler et al. 2002).

Die Diagnose wird gestellt, wenn eine bestimmteagkhzier aufgefiihrten

Symptome langer als zwei Wochen besteht und deesals und berufliche

Funktionen wesentlich beeintréachtigen. Die ersten 8ymptome liegen

dabei fast immer vor.
Die zur Verfigung stehenden Therapiemalinahmen iwiardidepressive Pharmakotherapie,
die Elektrokrampftherapie und die Psychotherapierdii bei schatzungsweise 75% der
Patienten zu einer Verbesserung der depressiverptSymatik (Nestler et al. 2002), wobei
sich das Spektrum und die Wirkprinzipien der argrdssiven Therapieformen in den letzten

Jahren nicht grundlegend verandert haben (Holsk@@s3).

1.1 Atiologie und Pathogenese der Depression

Die symptomatische und die pathogenetische Hetair@gelepressiver Stbérungen erschweren
bis heute die Bildung eines Uberzeugenden universel neurobiologischen

Erklarungsmodells. Derzeit existieren zahlreicheldgische Erklarungsansatze depressiver
Stoérungen, welche jedoch relativ unverbunden nabander stehen und/oder nur Teilaspekte
der Pathogenese widerspiegeln. Vielmehr scheinkdieplexe Wechselspiel von genetischer

Disposition, (frih-)kindlichen Traumata, Verandegan des endokrinen Systems, der
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monoaminergen Neurotransmission sowie der intralZzeén Signaltransmission eine zentrale
pathogenetische Rolle zu spielen (Ehlert et al126Gizink et al. 2004; Manji et al. 2001,
Nestler et al. 2002). Die Zuordnung vielfach bedibeier neurobiologischer Phdnomene als

Ursache oder Folge einer depressiven Storung laetetweitere Herausforderung.

1.1.1 Genetische Faktoren der Depression

Zahlreiche Familienuntersuchungen, Zwillings- unddoptionsstudien belegen, dass
genetische Faktoren die Vulnerabilitat fir einerdepive Stérung beeinflussen kénnen. Das
Erkrankungsrisiko fir Angehorige eines an einepataren Depression Erkrankten ebenfalls
an einer affektiven Storung zu erkranken, betrdsfo20%. Das Erkrankungsrisiko flur
Angehdrige gesunder Kontrollpersonen betragt hiagegur 7%-10% (Schumacher et al.
2002). Die Konkordanzraten fir affektive Stérundjegen bei monozygoten Zwillingen bei
60% und bei dizygoten Zwillingen bei 20% (Craddackl Jones 1999).

Zahlreiche Chromosomenregionen werden derzeit irbiddung mit affektiven Stérungen
untersucht (Tsuang et al. 2004). Es besteht eirs&uws) dass nicht ein Gen, sondern mehrere,
untereinander und mit Umweltfaktoren interagiere@ame fir eine solch komplexe Stérung
wie die Depression verantwortlich sein missen.

In einer Zwillingsstudie wurde die Bedeutung dessatumenwirkens von stressreichen
Lebensereignissen, genetisch bedingter Anfalligledt dem Auftreten depressiver Stérungen
untersucht. Das Risiko unter unginstigen Lebensiedigen an einer Depression zu
erkranken, war fur Patienten mit einem hohen gsde#in Risiko gegentber Patienten mit
einem geringen genetischen Risiko bis zu 14facbregrKendler et al. 2005). Als Erklarung
fur die beobachtete genetische Disposition dient fenktioneller Polymorphismus in der
Promotorregion des Serotonintransportergens (5-HR)TPwelcher den Einfluss von
stressreichen Lebensereignissen auf die Depressitstshung moderieren soll. Personen mit
einer oder zwei Kopien des kurzen Allels des 5-HRTéhtwickeln unter Stresseinfluss eher
Depressionen, Suizidideen und SuizidhandlungerRatsonen, die homozygot fir das lange
Allel des 5-HTTPR sind (Kendler et al. 2005).
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1.1.2 Neuroanatomische Korrelate der Depression

Die Gesamthirnvolumina von depressiven Patiented gesunden Vergleichspersonen
unterscheiden sich nicht (Hoge et al. 1999). In deaoretischen Modellen zu den
neuroanatomischen Veranderungen bei depressiverun§&n wird unter anderem dem
prafrontalen Kortex als auch dem Hippocampus eéwdrale Rolle zugesprochen (Davidson
et al. 2002; Drevets 2001). Der zerebrale Blutflussl der zerebrale Glukosestoffwechsel
sind bei Patienten mit einer Depression in dies@hi@regionen pathologisch verandert
(Maniji et al. 2001).

Der prafrontale Kortex ist an der Gestaltung uais@&ersonlichkeit beteiligt, was Prozesse
wie Werthaltungen, Ziele und das Verhalten steuerrérinzipien beinhaltet. Eine
Lateralisation des prafrontalen Kortex ist bereitsKleinkindalter nachweisbar und z&hlt im
Erwachsenenalter zu den stabilen Persénlichkeitsmeden (Miller and Cohen 2001). Der
linke prafrontale Kortex reprasentiert positive Eiooen, ein aufsuchendes Verhalten und
positive Ziele. Der rechte prafrontale Kortex higge reprasentiert negative Emotionen,
Vermeidung und negative Ziele. Individuell unteiischich, ist habituell entweder der linke
oder der rechte préafrontale Kortex starker akttvibres fiihrt dispositionell eher zu positiven
Emotionen oder negativen Emotionen. Dariiber hintassen sich situativ je nach
Lateralisation eher negative oder positive Gefldnlislosen, wobei der rechte préafrontale
Kortex als reagibler angesehen wird. Bei depressiatienten konnte eine absolute und
relative Hypoaktivitat des linken prafrontalen Kettnachgewiesen werden (Brody et al.
2001; Nolan et al. 2002), wodurch der Mangel anitpesn Geflihlen, der verminderte
Antrieb und die Schwierigkeiten, automatisierte atagg Emotionen, Grubeleien und
Vermeidungstendenzen zu Uberwinden, bei depresBiaganten erklart werden kénnten.
Darlber hinaus wird im posterioren Anteil des reohprafrontalen Kortex das Erleben von
Angst reprasentiert. Eine ausgedehntere habitéddtevierung dieses Areals fuhrt somit zu
einer gehéauften Komorbiditat von Depression undsdadcrankungen.

Die Neurone des rechten ventralen prafrontalendsovterden insbesondere bei Bestrafung
aktiviert (Kawasaki et al. 2001), wohingegen diedimk Region des linken prafrontalen
Kortex an der Verarbeitung von belohnenden Reizgiligt ist (O'Doherty et al. 2001). In
einer Studie mit dysphorischen Studenten reagiatiese hirnphysiologisch im prafrontalen
Kortex auf Bestrafung, nicht jedoch auf BelohnuBgeser Unterschied verschwand nach
Abklingen der dysphorischen Symptomatik. Auch beit rAntidepressiva behandelten

Patienten im Zustand der Remission reagierte dde lidorsolaterale prafrontale Kortex
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wieder (Davidson et al. 2002). Depressive Patienteit einer starken habituellen
Uberaktivierung des rechten prafrontalen Kortexaspen hingegen schlechter auf eine
Therapie mit Antidepressiva an (Bruder et al. 20@i¢ prafrontale Hypoaktivitat geht mit
einer Volumenreduktion des prafrontalen Kortex emhinsbesondere in Familien mit
vermehrtem Auftreten depressiver Erkrankungen ise esolche Atrophie nachweisbar
(Drevets et al. 1997; Ongur et al. 1998). Die Almepst allerdings reversibel, wenn sie durch
eine Hypoaktivitdt und nicht durch einen Neuronelust bedingt ist (Rajkowska 2000).
Nichtsdestotrotz stellt sich die Frage, ob die Hakivitat und/oder die Atrophie des
prafrontalen Kortex eine Diathese fur die Depressi@nese darstellen oder ob sie als Folge
einer depressiven Erkrankung aufzufassen sind.

Eine zentrale Rolle in der Entstehung von depressistérungen wird auch dem
Hippocampus zugesprochen. Der Hippocampus ist aiRedgulation der Stressachse durch
die Regulation der ACTH-Sekretion, bei der Furchtktionierung, bei der Verarbeitung
kontextueller Informationen, bei der Steuerung katgerechter Emotionen, beim affektiven
Verhalten und bei der autobiographischen Erinnerumgl den damit verbundenen
Emotionen, beteiligt (Davidson et al. 2002). Beir d2epression ist eine Atrophie des
Hippocampus von 8% bis 20% nachweisbar. Eine solélwphie, die als Folge
traumatischer Erfahrungen, schwerer Belastungenlamg anhaltendem Stress verstanden
wird, ist wiederum nicht depressionsspezifischziatet al. 2005; McEwen 2005; Sapolsky
2000).

Eine hohe Dichte von Glukokortikoidrezeptoren imppthcampus erklart eine besondere
Empfindlichkeit gegenliber der chronischen Konzeiainasteigerung von Stresshormonen,
wie sie bei der Depression durch eine Stérung des den Hippocampus vermittelten
Ruckkopplungsreflexes vorliegt (Pariante and Mil2d01). Die Volumenreduktion des
Hippocampus ist entweder durch eine Verminderung Meurone oder der Gliazellen
bedingt. In vivo Untersuchungen zeigen insbesondemee Volumenabnahme der
hippocampalen grauen Substanz (Sheline et al. 1996y allem unkontrollierbarer
psychosozialer Stress wird als Ursache dieser Ateomngesehen (Fuchs 2005). Die
unterschiedlichen antidepressiven Therapieformemirken eine Neubildung von Neuronen
im Hippocampus (Alfonso et al. 2005). Auch hierllstsich wieder die Frage, ob eine
Volumenminderung des Hippocampus die Entstehungr &epression bedingt, oder ob eine

vorhandene Depression eine Volumenminderung dgsadgmpus nach sich zieht.
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1.1.3 Das Modell der ,erlernten Hilflosigkeit*

Die Erforschung neurobiologischer Grundlagen degives Erkrankungen wird durch das
Fehlen von Tiermodellen, die die Komplexitat deprssiven Erkrankung widerspiegeln,
erschwert (Holsboer and Barden 1996). Es existiaaahlreiche Tiermodelle mit einer
gewissen pradiktiven Validitat hinsichtlich der W8amkeit von Antidepressiva und stellen
damit wichtige Bausteine zur Entwicklung neuer Aaprressiva dar. Die atiologische
Validitat und die Konstruktvaliditat sind allerdimgering, so dass sie wenig zur Erforschung
der pathogenetischen Mechanismen depressiver Kkrkngen beitragen.

Ein verhaltensbiologisches Modell, welches von MSEligman entwickelt wurde, behandelt
die erlernte Hilflosigkeit (Seligman et al. 197®as Modell der erlernten Hilflosigkeit bei
Mausen ist etabliert und ermdglicht die Beobachtungn stressinduzierter
Verhaltensanderung. Ein standardisierter Einsatz wovorhersehbaren und unabwendbaren
Ful3schocks fuhrt bei den Versuchstieren wiedernaltEntwicklung depressionséahnlichen
Verhaltens im Sinne von Agitation, Schlafstérung&ewichtsverlust, verminderter Libido
und assoziativen-kognitiven Defiziten (Seligmanaét 1980; Vollmayr et al. 2004). Des
Weiteren versuchen die Tiere nicht, den aversiviimuli zu entkommen, obwohl ihnen die
Mdglichkeit dazu gegeben wird. Die Gabe von trigéthen Antidepressiva bewirkt eine
Remission der stress-induzierten Verhaltensanderuner Nachweis der Validitat dieses
Modells bei Mausen wurde erbracht (Chourbaji eR@D5). Obwohl der Erklarungswert des
Modells hinsichtlich depressiver Symptomatik beinerddchen umstritten ist (Henkel et al.
2002), bietet es bei Mausen einen interessantest@awur Untersuchung neurobiologischer

Korrelate stress-induzierter Depressionen.

1.1.4 Die Monamin-Hypothese der Depression

Die Monoamin-Hypothese der Depression betrachtee @ysregulation der verschiedenen
monoaminergen Neurotransmittersysteme als pathtigenen Faktor depressiver Stoérungen.
Sie wurde erstmals anhand der Beobachtung entwidkess Antidepressiva ihre Wirkung

Uber eine gesteigerte Konzentration von Monoaminesynaptischen Spalt vermitteln und
dass Medikamente, wie z. B. das AntihypertensivieadRoin, welches zu einer verminderten
Konzentration von Monoaminen im synaptischen Sgéhrt, depressive Symptome

verursachen kénnen (Schildkraut et al. 1967).

Eine gesteigerte Konzentration von Serotonin imapyischen Spalt wird sowohl von den

trizyklischen  Antidepressiva, als auch im Besonderevon den selektiven
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Serotoninwiederaufnahmehemmern bewirkt. Zunachstlusch eine Gegenregulation eine
verminderte Entladungsrate serotonerger Neurone am# verminderte serotonerge
Neurotransmission nachweisbar (Blier and de Mowtight994). Nach langerfristiger
Einnahme der Antidepressiva aber ist eine gesteigeserotoninkonzentration im
synaptischen Spalt nachweisbar. Diese Latenz wirdt mainer zunehmenden
Unempfindlichkeit des flur die Gegenregulation vénamtlichen Rezeptors, beim Menschen
der 5-HT1D-Rezeptor, begriindet. Die Beobachtuags gelektive Serotoninagonisten eine
antidepressive Wirkung aufweisen und dass eine tdpyyanmangeldiat bei remittierten
depressiven Patienten ausgepragte depressive Syenptervorruft, unterstreichen die Rolle
des Serotonins in der Pathogenese der Depressioith(8t al. 1997a). Bei Gesunden lasst
sich mittels Tryptophanmangeldiat keine depresSyenptomatik auslésen, so dass eine
alleinige Hypoaktivitat des serotonergen Systenahitriiir die Entstehung einer Depression
auszureichen scheint. Bei Gesunden mit einer faraii Disposition fur eine Depression
treten wiederum vermehrt depressiogene Effektedeei Tryptophanmangeldiat auf, was
Hinweise auf genetische Vulnerabilitatsfaktoren ildrg(Benkelfat et al. 1994). Die
Konzentration der 5-Hydroxyindolessigséure, einesipimetaboliten des Serotonins, ist bei
depressiven Patienten im Liquor erniedrigt. Diesgaviderungen sind allerdings auch bei
Patienten mit autoaggressivem Verhalten und Sugzgiichen nachweisbar.

Ursprunglich ging man beim noradrenergen System diaer Depression von einer
Hypoaktivitat und bei der Manie von einer Hyperuikiit aus. Diese Annahme wurde von der
Beobachtung gestarkt, dass das Antihypertensivureerd@m zu einer Entleerung von
noradrenergen Speichern fuhrt und so eine depeeSsnnptomatik auslést. Dartiber hinaus
bewirken die klassischen Antidepressiva und inghdse die  selektiven
Noradrenalinwiederaufnahmehemmer eine gesteigeoiezéhtration des Noradrenalins im
synaptischen Spalt und entfalten so ihre antidspreswirkung. Bei Patienten mit einer
Demenz vom Alzheimer-Typ und einer depressiven 3gmatik ist ein Neuronenverlust im
Bereich des Nucleus coeruleus, dem Kerngebiet desdrenergen Systems, nachweisbar,
was einen indirekten Hinweis auf die Beteiligung deradrenergen Systems bietet (Forstl et
al. 1992). Auch ein Katecholaminmangel induzieri leethymen Patienten mit einer
bekannten Depression voriibergehende depressive t@ymp(Berman et al. 1999). Eine
gesteigerte Konzentration des Noradrenalins imnRdagon Patienten mit einer unipolaren
Depression hingegen wird einer vermehrten reaktympathikusaktivierung zugesprochen.

Allerdings fuhren neuere Studien mit einer simutaBeeintrachtigung des serotonergen und
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noradrenergen Systems bei gesunden Probandenrar Kepressiven Symptomatik (Berman
et al. 2002).

Eine Beteiligung des dopaminergen Systems wurdetelsitneuroendokrinologischen
Untersuchungen und mittels IBZM-SPECT (lodbenzaHiikzelphotonentomographie)
untersucht (Ebert and Lammers 1997; Pitchot €1992). Die durch Neuroleptika induzierte
Anhedonie und depressive Symptomatik spricht fiire eBeteiligung des dopaminergen
Systems. Neuere Befunde zeigen, dass die dopamaingkgvitat nicht unmittelbar als
Korrelat fur Lustempfinden aufzufassen ist. Vielmexistiert die Vorstellung, dass eine
Dysfunktion zu einer Beeintrachtigung der Motivatifilhrt (Berridge and Robinson 2003).
Die durch Psychostimulanzien wie Amphetamin oder thiphenidat induzierte
euphorisierende Wirkung ist nur durch Dopaminreazdpbckaden zu antagonisieren. Ein
therapeutischer Einsatz von Psychostimulanzienantidepressiven Therapie wird derzeit
kontrovers diskutiert (Wallace et al. 1995). Insgaet spielt die Dysfunktion des
dopaminergen mesokortikolimbischen Systems einkhoganetische Rolle im Rahmen der
Depression und konnte Teilaspekte wie Anhedonid psychomotorische Hemmung
erklaren.

Allen Monoaminen ist gemein, dass ihre Konzentregioim synaptischen Spalt bereits nach
wenigen Stunden nach der Einnahme eines Antidepuess gesteigert sind, wohingegen
eine antidepressive Wirkung frihestens zwei bisi ddochen nach kontinuierlicher
Einnahme eines Antidepressivums eintritt. Die Hjjese wurde daraufhin dahingehend
erweitert, dass eine langerfristige Verstarkung oemoaminergen Neurotransmission zu
einer sich langsam entwickelnden Veranderung deromalen Plastizitat fihrt, welche dann
das eigentliche Korrelat einer antidepressiven dpier darstellt. Diese strukturellen
Veranderungen konnen sowohl die postsynaptischerzeg®aen als auch die
nachgeschalteten second-messenger Systeme betfetieran et al. 1997), wobei auch sie
vor einer Symptomverbesserung nachweisbar sindefgeldrklarungsmodelle fihren daher
die Latenz der antidepressiven Wirkung von Antigepiva und Elektrokrampftherapie auf

eine Veranderung der Gen-Expression neuronaleeZeliriick (Duman et al. 1999).
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1.1.5 Die Stress-Hypothese der Depression

Die Stress-Hypothese der Depression wurde auf deexperimentellen Beobachtungen
begriindet, dass Stress und depressive Verhalteseswai einem kausalen Zusammenhang
zueinander stehen (Seligman et al. 1975). Beim Bftes geht Stress im Sinne von
psychosozialen Belastungen oftmals einer depresdimsode voraus und die depressive
Episode selbst stellt fir das menschliche Individueinen stresshaften Zustand dar (Kendler
et al. 1995). So sind bei nahezu 50% - 60% dereR&in mit einer schweren depressiven
Stérung Veranderungen der CRH-, der ACTH- und/atier Kortisolsekretion nachweisbar
(Holsboer and Barden 1996). Die Dysregulation dedAFbystems (hypothalamisch-
hypophyséres-adrenales System) stellt die am Igiefig beobachtete biologische
Abweichung im Rahmen einer majoren Depression @&ung et al. 1991). Als Grundlage
des Hyperkortisolismus geht man von einer Hypofiankides Feedbackmechanismus der
Stressachse aus, so dass die Gefahr zur EntgledemdiHA-Systems bei langerfristiger
Stressexposition besteht (de Kloet 2000; Ehleat.€2001).

Dennoch reagiert nicht jedes Individuum gleich airie Stressexposition, so dass auch
genetische Faktoren eine wichtige Rolle bei derakfeitung von Stress zu spielen scheinen
(Kendler et al. 1995). Beim Dexamethason-CRH-Testikt es bei depressiven Patienten zu
einer paradoxen Verstarkung der ACTH-Sekretion ¢Hoér and Barden 1996), was auch bei
gesunden Verwandten 1. Grades beobachtet wird ined geiteren Hinweis einer genetisch
bedingten Vulnerabilitat des HHA-Systems bieteti€ijret al. 1990).

Antidepressive TherapiemalRnahmen hingegen bewirkenden meisten Fallen eine
Normalisierung des HHA-Systems mit einer verbesseRickkopplung (Kunzel et al. 2003).
Eine Trennung von Jungtieren von ihrer Mutter, aterpretieren als Stress wahrend einer
frihen Lebensphase, bewirkt zum Beispiel eine d@eh@tressaktiviat, eine verminderte
Neurogenese, dezimierte hippocampale Strukturempdedizite und passives Verhalten
ahnlich dem depressiven Verhalten (Alfonso et D% Fuchs 2005; Karten et al. 2005).
Ahnliche Effekte werden auch fiir den Menschen aogenen (Heim et al. 2000).
Unbestreitbar ist, dass es durch eine Stresseipogill einer Aktivierung des HHA-Systems
und konsekutiv zu einer Steigerung der Glukokortikonzentrationen kommt. Die
Wirkungen der Glukokortikoide, beim Menschen Kastideim Nagetier Kortikosteron, sind
ausgesprochen vielfaltig. Sie beeinflussen auf eleen Seite den gesamten Organismus
mannigfaltig und zum anderen auch das Verhalten Idd&viduums durch eine direkte

Wirkung auf Nervenzellen (Holsboer 2000; Sapolsk@@. In tierexperimentellen Studien
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ist gezeigt worden, dass die im Rahmen von Strakomen erhohten Konzentrationen der
Glukokortikoide die Morphologie und die Integritédn Nervenzellen negativ beeinflussen
(Nitta et al. 1999). Eine chronische Stressexpmsibei Nagetieren fiihrt beispielsweise zu
einer Atrophie apikaler Dendriten von Pyramidererelter CA-3 Region im Hippocampus
(Watanabe et al. 1992). Auch eine exzessive Glultidoadexposition flhrt zu einer
Reduktion der Neurogenese im Hippocampus und zier egrhdhten Vulnerabilitat
hippocampaler Neurone gegentber schadigenden EakiSapolsky et al. 1988).

Die beiden Rezeptortypen, der Mineralokortikoidmpe (Typ-1 Rezeptor) und der
Glukokortikoidrezeptor (Typ-2 Rezeptor), werden &miaitiv im Hippocampus exprimiert
(Ozawa 2005). Eine Aktivierung des Glukokortikoizigptors bewirkt unter anderem eine
Suppression der Neurotrophine, insbesondere vonlBds die Folgen einer langerfristigen
Glukokortikoidexposition erklaren kénnte (Schaafaét2000; Smith et al. 1995a). Daruber
hinaus haben Glukokortikoide direkte metabolischeflisse auf Nervenzellen, z.B. durch
die Hemmung des Glukosetransportes (Virgin et &#91). Sie steigern auch die
Konzentrationen von exzitatorischen Aminosaurei®. zon Glutamat in hippocampalen
Synapsen, fur welches in hoher Konzentration emgratoxische Wirkung beschrieben ist
(Nestler et al. 2002; Sapolsky 2000; Vaidya and BarB001). Fur das CRH ist eine eigene
pathogenetische Rolle beschrieben, da es Uber GiRad&ptoren im limbischen System ein
depressionsahnliches Verhalten hervorrufen kanmiiDand Berridge 1990) und im Liquor
cerebrospinalis von depressiven Patienten vermeuhweisbar ist (Nemeroff 1996). Die
Konzentration des CRH normalisiert sich unter ddrer@ipie mit Antidepressiva und
Elektrokrampftherapie.

Patienten, die an einem Morbus Cushing erkranktd,sideiden unter einem
Hyperkortisolismus. Sie weisen psychopathologis@efunde &hnlich einer depressiven
Symptomatik auf (Starkman et al. 1992). Ebenso este Volumenreduktion des
Hippocampus nachweisbar (Sapolsky 2000), welctreaich bei Patienten mit einer majoren
Depression nachweisen lasst (Sheline et al. 196a6nY et al. 1991).

Neben diesen strukturellen Veranderungen werdeh &wtktionelle Veranderungen durch
Stress und Glukokortikoide beobachtet. Sowohl behasler Stress als auch eine
Glukokortikoid-Applikation reduzieren die Erregbarkder Neurone in der CA1-Region des
Hippocampus (Joels and de Kloet 1992), womit dididgieit zur Langzeitpotenzierung
(Llong term potentiation, LTP), als ein neuroplylsigisches Modell fir Lern- und
Gedachtnisvorgénge, beeintrachtigt wird (Fleisshmet al. 2003; Zhou et al. 2000). In

klinischen Studien mit Patienten mit einem Morbussking und mit Patienten mit einer
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majoren Depression konnten ebenfalls deutliche Zdefiim Bereich des Gedachtnis
nachgewiesen werden (Whelan et al. 1980). Besonoerdatienten mit einem Morbus
Cushing zeigte sich eine starke Korrelation zwiscliem Ausmal3 der hippocampalen
Atrophie, dem Hyperkortisolismus und den Gedéachgfigiten (Sapolsky 2000). Aufgrund
der Beobachtungen, dass depressive Patienten dedz teilweise nicht unerheblichen
Hyperkortisolismus keine Cushing-Symptome aufweigght man von einer gewissen
Steroidresistenz  bei depressiven Patienten auspp(@cht et al. 1989). Weitere
Untersuchungen, die Dberilcksichtigen, dass Glukikaide normalerweise die
mitogeninduzierte Lymphozytenproliferation hemmeeigen bei depressiven Patienten eine
verminderte Hemmbarkeit und eine verminderte Reli#gib der mitogeninduzierten
Lymphozytenproliferation (Rupprecht et al. 1991@gnauere Untersuchungen zeigten, das
die Glukokortikoidrezeptoren bei depressiven Pédieneine verminderte Dichte von
Glukokortikoidbindungsstellen in Lymphozyten sowene verminderte Plastizitat des
Glukokortikoidrezeptors aufweisen (Rupprecht et 2#891b), so dass von einer gewissen
Steroidresistenz bei depressiven Patienten ausgegaverden kann.

Ob die Hyperaktivitait des HHA-Systems mit den resignden strukturellen und
funktionellen Veranderungen eine Ursache einerassiven Episode darstellt oder ob eine
depressive Episode zu Veradnderungen des HHA-Systahis und dementsprechend die
strukturellen und funktionellen Veranderungen indtz bleibt strittig. Nichtsdestotrotz ist

man sich einig Uber einen so entstehenden Ciraitigsus.

1.1.6 Die Familie der Neurotrophine

Zu der Familie der Neurotrophine zahlt man eineppeuvon Proteinen, die zunachst unter
dem Aspekt der Regulation des Uberlebens, des Wanksund der Differenzierung

neuronaler Populationen wahrend der intrauterinewieklung betrachtet wurden, welchen
aber zunehmend auch ein Einfluss auf die aktiati#tangige synaptische Plastizitat im
heranwachsenden und adulten Gehirn zugesprochen(kaske and Eschweiler 2006). Bis
heute sind sechs verschiedene Neurotrophine bebelmriworden: NGF (nerve growth
factor), BDNF (brain-derived-neurotrophic factor)NT-3 (neurotrophin-3), NT-4

(neurotrophin-4), NT-5 (neurotrophin-5) und NT-7a{Let al. 1998). Die Neurotrophine

weisen untereinander einen hohen Verwandtschaftsgué (Hofer et al. 1990). Sie werden
unter physiologischen Bedingungen in sehr niedrigenzentrationen synthetisiert (Davies

1996) und entfalten ihre Wirkung in vitro bereitsskonzentrationen im picomolaren Bereich
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(Gotz and Schartl 1994). Laut DNA-Analysen ist ddninosauresequenz der kleinen

Genfamilie der Neurotrophine bei Vertebraten im feader Evolution in weiten Bereichen

konserviert geblieben (Ebadi et al. 1997). So €080 der Aminosauresequenz bei den
Neurotrophinen identisch, wobei die fir die eineelnNeurotrophine kodierenden Gene
speziesabhéngig auf unterschiedlichen Chromosorokalidiert sind. Das Gen flur das

neurotrophe Vorlaufermolekal von NGF ist beim Medramt auf dem Chromosom 1

lokalisiert, das der Maus auf dem Chromosom 3 (Eabal. 1985). Das Gen des humanen
BDNF ist auf dem Chromosomen 11 lokalisiert (Majgerre et al. 1991).

Die Neurotrophine werden durch eine proteolytischgaltung aus pro-Neurotrophinen

gebildet. Lange Zeit galten die pro-Neurotrophitge aologisch inaktiv. In neueren Studien

gelang der Nachweis, dass beispielsweise pro-BDNJfal3en Konzentrationen im gesamten
adulten Gehirn exprimiert wird, und dass pro-BDN&raugsweise an den p75-Rezeptor
bindet und somit entscheidend an apoptotischenarmen beteiligt ist (Zhou et al. 2004). In

weiteren Studien werden diese entgegengesetztezkt&ffvon pro-Neurotrophinen und

maturen Neurotrophinen auf das Uberleben von Neuraufgezeigt. Cholinerge Neurone
des basalen Vorderhirns sind beispielsweise agfgligentiber den apoptotischen Effekten
der pro-Neurotrophine, wohingegen ihr Uberleben g@en maturen Neurotrophinen reguliert
wird (Volosin et al. 2006).

Die Neurotrophine unterscheiden sich in ihrer byedohen Wirkung, wobei sie grundsatzlich
wahrend der Entwicklung das Ausmald der Apoptoseliezgn und eine entscheidende Rolle
bei der Neurogenese, der neuronalen Differenziesomge bei der Modulation von adaptiven

Vorgéangen spielen. Im adulten Gehirn sind sie alsaktivitdtsabhangigen Veranderungen
der Struktur und der Funktion der Neurone und desgraptischen Verbindungen beteiligt.

Sie unterstiitzen auf diese Weise das neuronaldebleer; stimulieren das axonale Wachstum
und beeinflussen wahrend der Entwicklung die E¢ablig von synaptischen Kontakten
(Nestler et al. 2002). Sie sind beispielsweise wiish an Lern- und Gedéachtnisvorgdngen
beteiligt. Diese adaptiven Vorgange bezeichnet alanneuronale Plastizitat” (Duman et al.

1997; Thoenen 1995).

Die Neurotrophine entfalten ihre Wirkung auf retaden, parakrinen und autokrinen

Signalwegen (Siegel and Chauhan 2000). BDNF berssiflauch auf anterogradem Weg
postsynaptische Neuronenpopulationen und Gliazééar and DiStefano 1998).

Die proliferierenden Axone konkurrieren um die fn@grenzt vom Zielgewebe produzierten

Neurotrophine (Grimes et al. 1996) und die Neurodie, nicht in Kontakt mit einer
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ausreichenden Konzentration von Neurotrophinen ngela, sterben durch den
programmierten Zelltod ab (Barde 1989).

Ihre biologische Wirkung vermitteln die Neurotrophi zum einen Uber Trk-(tropomyosin
receptor kinase)-Tyrosinkinaserezeptoren und zutheram Uber p75-Rezeptoren (Kaplan and
Miller 2000; Lee et al. 2001a). Von den hochaffifgk-Rezeptoren sind einige zehntausend
pro Zelle und von den niedrigaffinen p75-Rezeptovesr bis zehn Mal mehr pro Zelle
vorhanden (Lewin and Barde 1996). Drei verschiedeyresinkinaserezeptoren, der TrkA-,
der TrkB- und der TrkC-Rezeptor sind beschriebend@émas et al. 1991). Sie haben
strukturelle und funktionelle Ahnlichkeiten mit dermsulinrezeptor und dem EGF
(epidermal-growth-factor)-Rezeptor (Lo 1995). Dierschiedenen Neurotrophine binden
nahezu spezifisch an die verschiedenen Tyrosinkieasptoren. Da die
Aminosauresequenzen der unterschiedlichen Trk-Rewmep eine hohe Sequenzhomologie
bei den S&ugetieren aufweisen (Shelton et al. 1%@Hnen die Neurotrophine aber auch an
andere als die von ihnen bevorzugten RezeptoretebiriSaltiel and Decker 1994). NGF
bindet vorzugsweise an den TrkA-Rezeptor, BDNF WiB-4/-5 binden an den TrkB-
Rezeptor und NT-3 bindet an den TrkC-Rezeptor i{Beid 1995). In Bezug auf neuronale
Zellen interagieren die Neurotrophine dann abehdamrzugsweise mit ihrem spezifischen
Trk-Rezeptor (Ip et al. 1993).

Der TrkA-Rezeptor befindet sich vor allem auf cheligen Neuronen des basalen
Vorderhirns und im Striatum. Er ist allerdings auonhverschiedenen anderen, meist nicht-
cholinergen Regionen des ZNS, wie dem Hippocamges) Thalamus und der Amygdala
nachweisbar (Mufson et al. 1999).

Hinsichtlich des TrkB Rezeptors, des RezeptorsBiDNF, wurden im ZNS von Nagetieren
eine klassische Form mit einer katalytischen Doméneé drei nicht-katalytische Formen
nachgewiesen. Die klassische Form wird als TrkBRezeptor (,full-length, gp 145 trkB)
und die drei nicht-katalytischen Formen werdenTalB.T1 (,truncated”, gp 95 trkB), als
TrkB.T2- und TrkB.T3-Rezeptor bezeichnet (Fryeakt1996). Sie werden durch das RNA-
Splicings gebildet (Middlemas et al. 1991). Diedkgiische Isoform des TrkB-Rezeptors
wird von Neuronen des Kortex, des Thalamus und Higpocampus exprimiert. Da das
Verteilungsmuster dem von BDNF entspricht geht m@meinem parakrinen oder autokrinen
Interaktionsmechanismus aus (Kokaia et al. 1993)ir Fdie Vermittlung der
Signaltransduktion von BDNF und NT-4/-5 ist die d@ginkinaseregion des TrkB.FL-
Rezeptors verantwortlich. Die nicht-katalytischesoformen sind insbesondere bei nicht-

neuronalen Zellen wie Astrozyten, Ependymzellen Epithelzellen des Plexus choroideus
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nachweisbar (Klein et al. 1993). Eine gemeinsam@a&ssion der beiden Rezeptorformen hat
inhibitorische Effekte auf die BDNF-Signaltransdokt womit dem TrkB.T-Rezeptor eine
Rolle als inhibitorisch wirkender Modulator zugeseben wird (Eide et al. 1996).

Die Neurotrophine aktivieren durch ihre Bindung ale Trk-Rezeptoren den flr
Tyrosinkinaserezeptoren typischen Signalweg. AlbsBate der Trk-Rezeptoren sind unter
anderem die Phospholipase C-gamma, die Phosphatidybl-3 Kinase und das
Adapterprotein Shc, sowie das Ras GTPase-aktivderéirotein und die mitogen-aktivierte
Proteinkinase (MAP) ERK1 identifiziert worden (Firman and Greene 1999).

Der p75-Rezeptor, ein 75 kDa schweres transmembeanGlykoprotein, wird der Familie
der Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptoren zugeschriebei@dman and Greene 1999). Dem
Rezeptor werden zwei Hauptfunktionen zugesprocBem einen agiert er als Korezeptor fur
die Trk-Rezeptoren, wo er die Neurotrophin verrigteRezeptoraktivitat verstarkt oder
vermindert, zum anderen aktiviert er eigenstandijgnalwege, wodurch sowohl die
Apoptose als auch das Uberleben von Zellen indunierden kann. Des Weiteren sind die
p75-Rezeptoren fir die Migration von Schwann-ZeNemantwortlich (Anton et al. 1994).
Alle Neurotrophine binden an diesen Rezeptor mitliéh niedriger nanomolarer Affinitat,
wobei fur BDNF die niedrigsten Assoziations- undffiBionsraten festgestellt wurden
(Friedman and Greene 1999). BDNF kann seine bmstbg Wirkung auch ohne
Anwesenheit des p75-Rezeptors allein Uber den RkBeptor entfalten, nicht aber allein
Uber die Bindung an einen p75-Rezeptor (Squintal.e1991). Die Bindung von BDNF an
den p75-Rezeptor modifiziert die Interaktionsfal@igkvon BDNF mit dem TrkB-Rezeptor.
(Hantzopoulos et al. 1994). Wie bereits oben erw&nimmt der p75-Rezeptor eine zentrale
Rolle bei der Regulierung von Apoptosevorgdngen €Barrett 2000). Bei einer
gleichzeitigen Aktivierung eines Tyrosinkinaserepep und eines p75-Rezeptors kdnnen
Apoptosevorgange sowohl induziert als auch gehenwariden (Bibel et al. 1999). So
induziert eine BDNF-Behandlung die Apoptose vorm@nien sympathischen Neuronen, die
sowohl eine TrkA-Rezeptor als auch einen p75-Rezepicht jedoch einen TrkB-Rezeptor
exprimieren. Dies ist als Hinweis zu werten, daese énteraktion der Neurotrophine mit dem
p75-Rezeptor in Abwesenheit des spezifischen hiiokaf Trk-Rezeptors die Apoptose
induziert (Bamji et al. 1998). Ahnliche Beobachtangwurden auch fiir NGF gemacht
(Barrett 2000). Die genauen Signalwege uber weldige p75-Rezeptoren ihre Wirkung
vermitteln sind bislang unbekannt, aber Vielesardafir, dass sie Uber eigene Signalwege

verfiigen (Roux and Barker 2002).
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Interessanterweise bindet auch das Vorlaufermolekil NGF, das pro-NGF, mit hoher

Affinitdt an den p75-Rezeptor und induziert so epoptose in sympathischen Zellkulturen.

Aus diesen Beobachtungen lasst sich vermuten, stagshl die Neurotrophine als auch ihre
Vorlaufermolekiile die p75-Rezeptoren aktivierentké&m (Lee et al. 2001b).

Der p75-Rezeptor ist in kortikalen und hippocampaleuronen nicht nachweisbar (Yan and
Johnson 1989). Eine Koexpression des p75-Rezeptorsles TrkB-Rezeptors findet man bei
sensorischen Neuronen, bei cholinergen Neuronebatkzgen Vorderhirns, bei den Neuronen

des Bulbus olfactorius und bei den ependymaleredealer Ventrikel.

1.1.7 Der Nerve-growth factor

Der Nerve-growth-factor wurde als erstes Neurotimoptentifiziert. Er setzt sich aus drei
dimeren Untereinheiten zu einem 7S-Makromolekibrusen, in einem stéchiometrischen
Verhéltnis vono2py2. Die neurotrophe Signalfunktion wird der Untelai B-NGF (2,5S)
zugeschrieben. Der 7S-Komplex hat die Funktion,fdigntereinheit vor der Proteolyse zu
schitzen. Die y-Untereinheit ist an der Prozessierung des doppsit grol3en
Vorlaufermolekiils, dem pro-NGF, beteiligt (Gotz aB8dhartl 1994; Thoenen and Barde
1980). B-NGF ist ein 26,5 kDa schweres Molekll, das aus izwdentischen
Polypeptidstrangen mit jeweils 118 Aminosduren abéyt ist. Diese Polypeptidstrange sind
miteinander Uber drei Disulfibricken und mehrere s@éastoffbindungen verbunden. Es
handelt sich um ein basisches Protein mit einerale&trischen Punkt bei einem pH-Wert
von 9,3 (Thoenen and Barde 1980).

In Folgenden wird NGF synonym fig-NGF verwendet, wenn nicht ausdricklich anders
vermerkt.

NGF ist sowohl im peripheren als auch im zentrdlenvensystem ein wichtiger Modulator.
Wahrend der embryonalen Entwicklung des Nervensystégbernimmt NGF eine zentrale
Rolle im Rahmen des programmierten Zelltodes, wpbgsiologischerweise bis zu 60% der
zundchst gebildeten Nervenzellen wieder absterbRGF wirkt hierbei wie ein
Uberlebensfaktor. Die Neurone benotigen wahrendedaoryonalen Entwicklung nicht nur
ein Signal zur Proliferation, sondern auch ein Sigum Uberleben. Die Kompetition um die
stark begrenzte Menge der neurotrophen Faktoremfhest die Apoptose der Neurone
(Henderson 1996). Dariber hinaus reguliert NGF ymmathischen Neuronen und in
chromaffinen Zellen die Synthese der Katecholamit@adrenalin und Adrenalin. In

sensorischen Neuronen reguliert NGF die Synthese file die Schmerzverarbeitung



Einleitung 20

wichtigen Neuropeptide Substanz P und Calcitonimegelated-peptide (CGRP) und die
Synthese von Somatostatin (Lewin and Barde 1996pefien and Barde 1980).
Tierexperimentelle Studien mit Mausen ohne eine MNByhRthese zeigen eine deutliche
Verminderung der Schmerz- und Temperaturempfinkéth Morphologisch sind bei diesen
Tieren bis zu 80% der sensorischen Zellen der Hintezelganglien, bis zu 70% des
sensorischen Anteils des Ganglion trigeminale usazb 100% der Zellen im sympathischen
Ganglion supracervicale zugrundegegangen (Crowley ak 1994). Ein &hnliches
morphologisches Bild ist bei Mausen nachweisbare dlen TrkA-Rezeptor nicht
synthetisieren konnen (Smeyne et al. 1994).

Des Weiteren sorgt NGF fur eine Erh6hung des Ggmateins NGF-sensitiver Zellen, fur
eine Neuritenaussprossung und fur eine Veranderdag Zellmembranen und des
Zytoskeletts (Snider 1994), wobei die Konzentratom NGF im peripheren Nervensystem
in hohem Malf3e mit der sympathischen Innervatiomefi@rt (Korsching and Thoenen 1983).
Im Vorderhirn wiederum korreliert die Konzentratisan NGF hingegen mit der Dichte der
cholinergen Innervation (Korsching and Thoenen 188&son et al. 1994).

NGF wird unter physiologischen Bedingungen nurahraiedrigen Konzentrationen von den
Zielgeweben NGF-sensitiver Neurone ausgeschutietKbnzentrationen liegen im Bereich
pg/g bis ng/g Gewebefeuchtgewicht (Korsching andeflen 1983). In vivo sind nur unter
10% der NGF-Rezeptoren des Nervus ischiadicus emt dndogenen NGF besetzt (Raivich
et al. 1991). Dieser unter physiologischen Bedimgumnbestehende NGF-Mangelzustand an
den NGF-sensitiven Neuronen bedingt eine hochgeagmpetition der Zellen um den nur
in begrenzter Konzentration vorhandenen NGF (Bdr@®9). Somit ziehen bereits geringe
Konzentrationsveréanderungen des NGF bedeutsamefik@dinen an den NGF-sensitiven
Neuronen nach sich. Im Hinblick auf die hohe Enyithkeit der Neurone fur die
Schwankungen der NGF-Konzentration konnten sowodiinge Stérungen der NGF-
Synthese als auch des retrograden Transportes irhméma von Erkrankungen
pathophysiologisch bedeutsam werden (Hellweg 1992).

NGF hat nicht nur eine Wirkung auf neuronale Zellsondern auch auf Zellen des
Immunsystems, des hamatopoetischen Systems undedesendokrinen Systems (Levi-
Montalcini et al. 1996). Dartber hinaus werden SafmvZellen durch NGF aktiviert, die auf
diese Weise die Fuhrung der Axone unterstutzenéCat al. 1996).

Die Synthese von NGF im Zentralnervensystem firgteohl in Neuronen als auch in
Gliazellen statt, wobei unter physiologischen Bgdimgen vor allem die Neurone die

Synthese Ubernehmen (Thoenen 1995).
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In zahlreichen Studien wurde die Verteilung von NG@RNA und NGF in den Gehirnen von
Ratten, Primaten und Menschen untersucht (Manesk #094; Tuszynski and Gage 1990).
Demnach ist NGF in grol3en Mengen in den verschedtegionen des ZNS nachweisbar.
Zum einen in den von den cholinergen Neuronen desalen Vorderhirns innervierten
Regionen wie Hippocampus, Bulbus olfactorius undokdetex, zum anderen in den
Regionen, die die Zellkdrper dieser Neurone erghaltie Septum, Nucleus des diagonalen
Bandes und der Nucleus basalis Meynert. Die hochistzentrationen von NGF-mRNA
sind im Hippocampus, im Bulbus olfactorius und inort€x nachweisbar, wobei in den
cholinergen Neuronen des basalen Vorderhirns sehniedrigere, aber dennoch signifikante
Konzentrationen nachweisbar sind (Thoenen et @749Vantini 1992). Daraus lasst sich
vermuten, dass die cholinergen Neurone des ba¥asterhirns via retrograden Transport
von ihren Zielregionen mit NGF versorgt werden (ievand Barde 1996; Thoenen et al.
1987D).

NGF ist also der klassische Vertreter der ,targeivéd” Neurotrophine, die als retrograde
Botenstoffe ihre neurotrophen Effekte in Neurotiogsensitiven Neuronen entfalten.
Hinsichtlich der vielféltigen biologischen Wirkungebezeichnet man den NGF auch als

»survival and maintenance of function factor” (He#lg et al. 1998).

1.1.8 Der Brain-derived neurotrophic factor

Der Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) wurals zweites Mitglied der Neurotrophin-
Familie identifiziert. In der Gensequenz zeigt s&he 50%ige Ubereinstimmung mit dem
NGF-Gen (Acheson et al. 1995). Das BDNF-Gen, cakil@chwer, enthalt 5 Exons, wobei
die ersten 4 Exons kurz sind und jeweils eine Ptomegion besitzen (Hayes et al. 1997). In
neueren Studien wurden 7 Promotoren im BDNF-Gentifiigert (Liu et al. 2006), wobei
wir im Folgenden an der alten Nomenklatur basieranfl der Charakterisierung von 4
Promotoren im BDNF-Gen der Ratte festhalten (Timketsal. 1993). Dem 5. Exon wird die
gesamte Information flr das biologisch funktionktige BDNF-Protein zugesprochen
(Metsis et al. 1993). Bei der Synthese der BDNF-rARMrd jeweils eines der ersten vier
Exons mit dem funften Exon verknipft. So kdénnen om alternativen Splicing vier
verschiedene primare Transkripte produziert werdensich alternativ aus einem der ersten
vier Exons und obligatorisch aus dem fiinften Exaosammensetzen. Daraufhin wird an das
primare Transkript an einer von zwei moglichen Basen innerhalb des 5. Exons eine Poly-

A-Sequenz angehangen, womit acht verschiedene BRRRAS synthetisierbar sind (Tao et
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al. 1998). Allerdings werden mit der Translatiodeahcht moglichen Transkripte zum
gleichen Vorlauferprotein umgeschrieben, so dasslauProteinebene von BDNF nur eine
Form existiert. Man vermutet, dass die unterscidedh Promotoren und die verschiedenen
Transkripte verschiedene Ansatzpunkte fur eine Kergp Feinregulation der BDNF-
Synthese bieten, und dass die Synthese der acHicheig Transkripte zum einen abhéangig
ist von der Gewebeart und zum anderen von dem RNMBSynthese fihrenden Stimulus
(Dias et al. 2003; Tao et al. 1998). Denn je naelwé€beart sind verschiedene Transkripte
nachweisbar. Im ZNS herrschen Transkripte mit deqnd, 1l und Il vor, im Herz- und
Lungengewebe Transkripte mit dem Exon IV. Daribeals steigen die Konzentrationen
von Exon IV enthaltenden Transkripten nach einefléfeung des ZNS in geringerem Mal3e
an, als die Transkripte mit den anderen Exonennmiisk und seine Mitarbeiter werten diese
Beobachtungen als unterschiedliche Gewebe-spdmfiscTranskriptionsmechanismen
(Timmusk et al. 1993). Selbst innerhalb eines Neureigt sich eine unterschiedliche
Verteilung der verschiedenen BDNF-Transkripte. Stobeispielsweise das Transkript von
Exon Il nur im Perikaryon nachweisbar, wohingeglexs Transkript des Exon IV sowohl im
Perikaryon als auch in den Dendriten der Neurom@waisbar ist (Pattabiraman et al. 2005).
Der grol3te Anteil des BDNF wird als pro-BDNF seladt und durch extrazellulare
Proteasen, wie beispielsweise Plasmin, zu matur@NMB gespalten (Teng et al. 2005).
Besonderes Interesse gilt dem Gewebs-Plasminogéwaédr (tPA), welcher Plasminogen
zu Plasmin umwandelt. Es konnte gezeigt werdens das Hippocampus durch die
Aktivierung von Plasmin proBDNF zu mBDNF umgewandeird, was unter anderem fur
die Spatphase der Langzeitpotenzierung von zentBadeutung ist (Pang et al. 2004). Das
tPA-Plasmin System ist demnach entscheidend an Baeeitstellung von mBDNF in
hippocampalen Synapsen beteiligt. Neuere Studiggrsuchen pll (Annexin Il Leichtkette),
ein membranassoziiertes Protein mit einem aktimgea Einfluss auf den tPA und somit
indirekt auch auf die Umwandlung von proBDNF zu m¥BD (Kim and Hajjar 2002). Der
pro-BDNF ist ein aus 382 Aminosauren bestehendds3@nkDa schweres Protein, welches
selektiv unter der Mithilfe von Huntingtin an Mikxdouli transportiert, in Vesikel verpackt
und aktivitatsabhangig ausgeschittet wird (Mowlale001). Bei der Halfte des synaptisch
nachweisbaren BDNF handelt es sich um pro-BDNF (Most al. 2001). Das proteolytisch
entstehende mature BDNF, ein 27 kDa schweres Ib@siderotein, ist strukturchemisch ein
Homodimer (O'Leary and Hughes 2003). Der pro-BDNRrdw aktivitdtsabhangig
ausgeschittet und bindet an den niedrigaffinenRp&&eptor, wohingegen der mature BDNF

vor allem an den TrkB-Rezeptor bindet und auf d&gse sowohl in vitro als auch in vivo
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die Entwicklung und das Uberleben von zentralnesuddeuronen férdert (Lee et al. 2001b).
In zahlreichen Studien wurde gezeigt, dass BDNFEZM® von adulten Nagetieren das am
starksten exprimierte Neurotrophin ist (Hofer etl#190). BDNF wird sowohl von Neuronen
als auch von Gliazellen produziert und seine Sysghist zumindest auch wahrend der
Entwicklung in peripheren Geweben, wie in Herz unthge, nachweisbar (Hofer et al.
1990). Die héchsten Konzentrationen des BDNF finsieh im Hippocampus, im zerebralen
Kortex, in der Amygdala, im Thalamus, im Hypothalanin der Pons und im Zerebellum
(Hofer et al. 1990), wobei BDNF ubiquitar im ZNSchaveisbar ist (Murer et al. 2001). Eine
Seitendifferenz der BDNF-mRNA Expression im Hippogas ist nicht nachweisbar
(Ernfors et al. 1994; Hofer et al. 1990). Die hdehsKonzentrationen der TrkB-mRNA
finden sich aquivalent zum Expressionsmuster deXBINRNA (Middlemas et al. 1991).
BDNF verfugt Gber neuroprotektive Eigenschaftens@ami et al. 2004; Murer et al. 2001).
Daneben spielen BDNF und dessen Rezeptor TrkB z@n&ale Rolle bei der Proliferation
und Differenzierung von neuronalen Vorlauferzel8reber-Blum 1991), bei der Auspragung
der Morphologie von Axonen und Dendriten (Snided dohnson 1989), bei der Expression
von Neuropeptiden und Neurotrophinen (Leingartrieal €1994), bei der Neurotransmission
und der neuronalen Plastizitit (Thoenen 1995). dliesr ist BDNF in Lern- und
Erinnerungsprozesse involviert (McAllister et a@99) und moduliert Uber prasynaptische
TrkB-Rezeptoren die frihe und spéate Phase der bgppalen Langzeitpotenzierung (LTP)
(Xu et al. 2000).

BDNF beeinflusst hippocampale und kortikale Neur@nadholm et al. 1996), sensorische
Neurone (Henderson et al. 1993), cholinerge Neudasebasalen Vorderhirns (Knusel et al.
1991), noradrenerge Neurone des Locus coeruleusd(fRran et al. 1993), dopaminerge
Neurone (Knusel et al. 1991), serotonerge NeurSneiak et al. 1998), GABAerge Neurone
(Ventimiglia et al. 1995), granulare zerebellareutddme (Segal et al. 1992) und retinale
Ganglionzellen (Johnson et al. 1986).

Auch wenn BDNF vor allem im Gehirn nachweisbar ésttfaltet er seine Wirkung aber auch
auf Neurone des peripheren Nervensystems (Lomniaiisal. 1999). Zudem wird BDNF
auch in Thrombozyten, Lymphozyten, Monozyten, Mulmkien, Fibroblasten und
Epithelzellen synthetisiert (Cartwright et al. 192émmatzsch et al. 1999).

Im peripheren Nervensystem ist BDNF sowohl paraknd autokrin als auch als klassischer
JLarget-derived” Faktor wirksam (Kokaia et al. 199Barilber hinaus entfaltet BDNF auch
als axonal anterograd transportiertes Neurotropgme Wirksamkeit, insbesondere bei

noradrenergen Afferenzen (Fawcett et al. 1998)w8ale bei transgenen Mausen mit einer
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vermehrten BDNF-Sekretion noradrenerger Neuronederen Zielregion eine vermehrte
Aktivitat des TrkB-Rezeptors nachgewiesen (Faweetil. 1998). Zudem wiesen bereits
vorherige Versuche mit exogen zugefihrtem BDNF @oen anterograden Transport des

Neurotrophins hin (Fryer et al. 1996).
1.1.9 Die Neurotrophin-Hypothese der Depression

Die Neurotrophin-Hypothese der Depression sieht BDNals ein zentrales
Regulationsmolekll auf molekularer Ebene fir dighBgenese der Depression und die
Wirkmechanismen der antidepressiven TherapieverfaljAltar 1999; Duman et al. 1997).
Akuter und chronischer Stress fuhren laut diesgrdttyese zu einer glukortikoidvermittelten
Suppression von BDNF (Schaaf et al. 2000). Nach Aeplikation von Glukokortikoiden
zeigt sich eine verringerte Konzentration der BDNRNA und des BDNF-Proteins im
Hippocampus von Ratten und Schweinen (Schaaf et2@00; Vellucci et al. 2001),
wohingegen der Immobiliationsstress bei adrenafeldden Versuchstieren zu keiner
Suppression der BDNF-Expression fiihrt (Chao eL298). Der Mangel an BDNF fuhrt zu
morphologischen und funktionellen Veranderungemdgampaler Neurone, die sich klinisch
unter anderem als depressive Storung aufRern. Btiteepressive Therapie hingegen bewirkt
im Hippocampus eine intrasynaptische Konzentrasiaigerung der monoaminergen
Neurotransmitter und aktiviert, vermittelt Gber ragellulare Signalkaskaden, den
Transkriptionsfaktor CREB (CAMP response elememidiig protein) (Thome et al. 2000;
Vaidya and Duman 2001). Die Wirklatenz der Antidegsiva von mindestens 2 Wochen und
die Beobachtung der gesteigerten Monoaminkonzémtrainerhalb einiger Stunden fuhrt zu
der Vermutung, dass eine gesteigerte Konzentrat@@nMonoamine im synaptischen Spalt
nicht unmittelbar eine antidepressive Wirkung indten kann (Nestler et al. 2002; Urani and
Gass 2003). Man geht vielmehr von einer medikanmémdeizierten Veréanderung der
neuronalen Plastizitat aus (Altar 1999; Duman etl@B7; Manji et al. 2001; Nestler et al.
2002). Vermutlich wird diese Veranderung durch eigesteigerte Konzentration des
Transkriptionsfaktors CREB und einer konsekutivtgigerten Konzentration von BDNF
bewirkt (Conti et al. 2002; Thome et al. 2000; Zbétaal. 2001). Genauer genommen
aktivieren die Antidepressiva den ,cyclic-adenosim@nophosphate pathway“ (CAMP)
(Vaidya and Duman 2001). Die Bildung von cAMP widdirch diverse Serotonin- und
Noradrenalinrezeptorsubtypen induziert. Uber memditmdige Rezeptoren wird die cAMP
abhangige Proteinkinase A (PKA) und der nuklearan$kriptionsfaktor CREB (CAMP

response element binding protein) aktiviert (Ceoettial. 2002). Der Transkriptionsfaktor
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CREB reguliert die Expression von Zielgenen mittednes spezifischen in der
Promotorregion lokalisierten regulatorischen DNAiBents (5-TGACGTCA-3) namens
CRE (calcium/cAMP response element). Zu den Ziedgemom CREB gehért auch das
BDNF-Gen, welches ein CRE in der Promotorregionwaigt (Vaidya and Duman 2001).
Eine dauerhafte Gabe von verschiedenen Antidepeessorgt nachweislich fir eine
Aktivierung von CREB und konsekutiv fir einen Amwegfi der BDNF-mRNA im
Hippocampus (Thome et al. 2000), womit eine gewiBsgulation der hippocampalen
BDNF-Expression durch CREB nachgewiesen werden tkorbie Elektrokrampftherapie
fuhrt ebenfalls zu einer gesteigerten Expressiom BONF und dessen TrkB-Rezeptor im
limbischen System (Duman and Vaidya 1998).

In post mortem Studien bei unbehandelten deprassRatienten hingegen wurde eine
verminderte CREB-Expression und eine vermindertez€atration von phosphorylierten
CREB-Molekllen im zerebralen Kortex nachgewiesémtada et al. 2003).

Bei antidepressiv behandelten depressiven Patidnitgiegen ist eine gesteigerte Expression
von BDNF im Hippocampus und eine gesteigerte Triddptor Dichte im gesamten ZNS
nachweisbar (Bayer et al. 2000; Chen et al. 20D&).BDNF wird mittels anterograden oder
retrograden Transport zu den synaptischen Verbgelurdes Neurons transportiert (Nawa
and Takei 2001) und nach seiner Freisetzung, @ktiar pré- und postsynaptische TrkB-
Rezeptoren (Miranda et al. 1993), womit eine Nelurb, eine Erhaltung und eine
Verstarkung von synaptischen Kontakten induzierrdwiDiese gesteigerte neuronale
Plastizitdt bewirkt eine Konzentrationssteigerungonoaminerger Neurotransmitter im
synaptischen Spalt, womit sich ein Regelkreis imn8i einer positiven Rickkopplung
schliel3t (Altar 1999; Duman et al. 1997). Des Weitebesteht ein direkter Zusammenhang
zwischen der Dosis des Antidepressivums und der BEKpression (Xu et al. 2003).
Letztendlich haben nicht alle antidepressiv wirkearRPharmaka einen Effekt auf die BDNF-
Expression (Dias et al. 2003; Jacobsen and Mork;28buya et al. 1996). Der BDNF-TrkB
Signalweg aktiviert auf molekularer Ebene die MAR#Se-Kaskade, wodurch der fur die
neuronale Plastizitat bedeutende Transkriptionefa&tfos induziert wird (Strekalova et al.
2003). Des Weiteren ist BDNF auf zellularer Ebene synaptischen Remodeling, was eine
verstarkte monoaminerge Signalubertragung im Vaideibewirkt, beteiligt und hat so eine
zentrale Bedeutung im Rahmen der antidepressiveaeraple (Manji et al. 2003).
Antidepressiva fuhren allerdings auch Uber weiténgazellulare Signalkaskaden zur
Aktivierung des TrkB-Rezeptors, da eine gesteigkadazentration der BDNF-mRNA nach

einer antidepressiven Therapie fehlt (Altieri et 2004; Lee et al. 2002; Saarelainen et al.
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2003). So aktivieren G-Protein gekoppelte Rezeptalen Trk-Rezeptor. Dieses Phanomen
konnte flr Adenosin und dessen A2A-Rezeptor in dgampalen Neuronen gezeigt werden
(Lee et al. 2002). In zahlreichen Studien fihrt aredkuter Stress noch die einmalige
Applikation von Glukokortikoiden zu Effekten aufedirkB-Expression (Nibuya et al. 1999;

Schaaf et al. 2000). Nach chronischer Stressexpostlerdings wird vermehrt mRNA der

katalytischen Isoform des TrkB-Rezeptors im Hippopas nachgewiesen (Nibuya et al.
1999). Diese Hochregulation kann als Kompensati@ss@anismus einer stressinduzierten
BDNF-Herunterregulation verstanden werden, wasierktlass dieser Effekt noch nicht nach
einmaliger Stressexposition nachweisbar ist. Dieragegenerativen Verdnderungen im
Hippocampus mussen mit diesem Hintergrund als eidpEbdukt von dekompensierten
Ausgleichsmechanismen nach haufiger Stress- undko®&dutikoidexposition gewertet

werden (Nibuya et al. 1999). Diese Dysregulation Meurotrophine ist verantwortlich fir

eine unpassende adaptive neuronale Reaktion aafsghtedliche Stressexpositionen. Die
sich daraus ergebenden pathologischen Konsequesizdneine verminderte dendritische

Verzweigung und eine hippocampale Volumenreduktidenyley et al. 2005).

Antidepressive
M Therapie
\/@/ TrkB-Rezeptor
HippoCampus

Neuronales
@ Wachstum, ﬁ
Uberleben &
Plastizitat
e 2\
Hippocampale
@ Funktion

Abbildung 1: Stark vereinfachte Darstellung des Einflusses vinesS und antidepressiven Therapieformen auf
die Expression des hippocampalen BDNF, der hipppeden Funktion und der Stimmung modifiziert nach
(Groves 2007).

> |
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Die Wirksamkeit antidepressiver Therapien wird ndedser Hypothese auf eine gesteigerte
BDNF-Synthese und eine damit verbundene Reparat@nstressinduzierten Schaden der
Neurone zurtickgefuhrt (Nestler et al. 2002). Allegs werden antidepressive Effekte der
Pharmakotherapie auch unabhangig vom CREB-BDNF-Bighalweg vermittelt (Conti et
al. 2002).

Die stereotaktische Applikation von BDNF in die ades Raphekerns, von welchem
serotonerge Projektionen in den Hippocampus vetgufeigt einen antidepressiven Effekt in
einem Tiermodell der erlernten Hilflosigkeit (Siakiet al. 1997) und die bilaterale Infusion
von BDNF und NT-3 in den Gyrus dentatus wirkt elaiafantidepressiv (Shirayama et al.
2002).

Die Applikation des BDNF fuhrt aulBerdem zu einer sélwéchung der durch
Glukokortikoide und andere Noxen hervorgerufenefitaiies von Hippocampusneuronen
(Nitta et al. 1999). Allerdings fuhrt eine vermimeeBDNF-Konzentration bei M&ausen nicht
zwangslaufig zu einem veranderten emotionalen \femaChourbaji et al. 2004). Der
alleinige Mangel an BDNF scheint somit nicht eirueg Depressionsmodell darzustellen.
Diese Beobachtungen werden zum einem mit dem GeaisiBdfekt erklart und zum anderen
mit Kompensationsmechanismen, die diesen Defekglaicken (Chourbaji et al. 2004).
Einige Autoren sehen die stressinduzierte BDNF-8gxgion im Hippocampus eher als ein
Epiphdnomen als eine kausale Begebenheit in déro§eese der Depression, womit die
Kernaussage der Neurotrophin-Hypothese in Frageelgewird (Altar 1999; Maniji et al.
2001; Nestler et al. 2002; Vaidya and Duman 200-n@vand Licinio 2001). Da eine
Stressexposition zweifelsohne depressionséhnlicegatensédnderungen induzieren kann,
und zahlreiche Gene existieren, die Uber die Glakdoidrezeptoren reguliert werden,
existieren neben dem BDNF-TrkB-Signalweg sicherliocbhch weitere pathogenetische
Erklarungsmodelle (Urani and Gass 2003). Dennothnisht auszuschlieRen, dass eine
gestorte BDNF-TrkB-Signalkaskade einen Vulneradsifaktor darstellt, der nach einer
Stressexposition depressionséahnliche Verhaltenswei$rdert. Die Pradisposition an einer
depressiven Episode zu erkranken, kbnnte somit@nen genetisch hereditar bedingt sein,
zum anderen sekundar erworben. BDNF musste alk@&ektor der Pathogenese bei einem
multifaktoriellen Erkrankungsbild wie der Depressierstanden werden.

Die Rolle des NGF im Rahmen der Pathogenese dereBspn ist nicht so konkret
beschrieben wie die des BDNF. Hinsichtlich der N&fthese im Hippocampus nach
Stressexposition existieren widerspriichliche Datgie. Konzentration der NGF-mRNA im

Hippocampus ist sowohl nach einer als auch nachdesmlten Episoden einer
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Stressexposition erhoht (Foreman et al. 1993)pbleteressanterweise nach einer sozialen
Isolation unverandert (Spillantini et al. 1989) uistl nach einer ,stressfull forced motoric
activity* sogar vermindert (von Richthofen et aD03). Dennoch ist festzuhalten, dass der
Hippocampus, die Amygdala und der NGF wesentlicklemVerarbeitung von Angst und an
einer sofortigen Verhaltensantwort auf eine Stesddion beteiligt sind (Hecker and
Mesulam 1994; Herman and Cullinan 1997; Levi-Maritalet al. 1996).

So sind sowohl NGF als auch BDNF in die Pathophygie von stress-induziertem
Verhalten und Depression involviert (Duman et &92; Dwivedi et al. 2005; Lang et al.
2004a; Lang et al. 2004b; Lang et al. 2005; Lan@let2004c; Nestler et al. 2002; von
Richthofen et al. 2003), da sie als essentielle Weitdren von neuronaler Aktivitat und
synaptischer Plastizitat im zentralen und periph&ervensystem anzusehen sind (Kerr et al.
1999; Lewin and Barde 1996; McAllister et al. 1999)
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2. Ziele und Fragestellung der vorliegenden Arbeit

Die vorliegende Arbeit untersucht die unterschiddin NGF- und BDNF-Protein
Konzentrationen im Hippocampus und im frontalen t€orvon Mausen zu verschiedenen
Zeitpunkten nach der Exposition der Versuchstiené @mer standardisierten und gut
etablierten Stress-Methode, angelehnt an das Mddeljerlernten Hilflosigkeit* (Chourbaji
et al. 2005).

Diese Arbeit versucht mehrere noch offene Fragemezutworten.

Fuhrt die erlernte Hilflosigkeit im Mausmodell ziner Veranderung der Konzentrationen
von BDNF und NGF in fur die Pathogenese der Depeszentralen Hirnregionen wie
Hippocampus und prafrontaler Kortex?

* Gibt es Unterschiede in den Konzentrationsveramig zwischen NGF und BDNF?

* Wie veradndern sich die Konzentrationen von NGF BBINF Uber einen Zeitraum von 14
Tagen

* Gibt es interhemisphérielle Unterschiede im Sinneere Lateralisation bei den

Konzentrationsveréanderungen von NGF und BDNF?

Aufgrund dieser Untersuchung ergeben sich weitesigdstellungen.

* Inwieweit hat die Neurotrophin-Hypothese der Degpi@s noch Gultigkeit?

e Gibt es anhand dieser Untersuchung Mdéglichkeiteassinduzierte Depressionen zu

vermeiden oder effektiver zu therapieren?
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3. Material und Methoden
3.1 Die Versuchstiere

Bei den Versuchstieren handelte es sich um 10 Woelte ménnliche C57/BL/6N Mause
der Firma Charles River aus Sulzfeld in Deutschladdch der Anlieferung wurden die
Mause einzeln fur insgesamt zwei Wochen in Makrdf@tfigen Typ Il akklimatisiert. Die
Akklimatisierung erfolgte in einem umgekehrten ziv8tunden Hell-Dunkel Rhythmus
(Licht aus um 8 Uhr, Licht an um 20 Uhr), bei eik@nstanten Raumtemperatur von 22°
Celsius und einem Nahrungs- und Wasserangebot l@Etuni. Die Behandlung der
Versuchstiere erfolgte mit einer gut etabliertertiele der erlernten Hilflosigkeit (Chourbaji
et al. 2005). Nach diesem Modell werden die Maulle$, d.h. die Mause, die aufgrund des
durch Ful3schocks erzeugten Stresses sogenanntapegesieficits” in einem two-way
avoidance test" aufweisen, vermeiden nicht odegiesan nur sehr verzdgert darauf, die
unangenehme Situation eines weiteren Ful3schockvermmeiden, auch wenn sie die
Mdglichkeit dazu bekommen. Diese ,escape deficiligd, als depressionsahnliches Verhalten
interpretiert werden kénnen halten fir 10 TageCamach normalisiert sich das Verhalten der
Versuchstiere wieder. Dieser relativ kurze Zeitragmtspricht, gemessen an der Lebenszeit
einer Maus, in etwa der Dauer einer depressiversddei beim Menschen. In anderen
Versuchen waren die ,escape deficits“ durch emedapressive Therapie revertierbar. Alles
in allem kann man festhalten, dass die Fufl3schootsichtlich der ,escape deficits* als
wichtiger Parameter effektiv sind.

Nach der Akklimatisierung wurden die Versuchstiéne transparente Plexiglas-Schock-
Kammern eingesetzt (18x18x30 cm). Diese Kammerd miit rostfreien Stahlgitter Boden
ausgestattet (Coulborn precision regulated anitmatler, Coulborn Instruments, Disseldorf,
Deutschland). In dieser Kammer wurden die Versuetesmit 360 elektrischen Fu3schocks,
jeweils mit einer Intensitat von 0,150 mA, an zasefeinander folgenden Tagen konfrontiert.
Dabei wurden die elektrischen Ful3schocks unvorhbese verabreicht, d.h. mit
unterschiedlichen Zeitintervallen zwischen den elimen Ful3schocks (1-15 Sekunden) und
unterschiedlicher Schockdauer (1-3 Sekunden). Diesa@tdauer der verabreichten
FuRschocks betrug 52 Minuten. Die Kontrollgrupperdeu den gleichen Bedingungen
ausgesetzt, mit der Ausnahme, dass sie keine isldten Fuldschocks verabreicht bekamen.
Eine grundliche Reinigung mit 70%igem Ethanol umneltdgliche Reinigung mit Seife sollte

die Verbreitung und Fixierung von Alarmsubstanzerhindern.
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Die Versuchstiere wurden nach den zweitdgigen Mdisbdehandlungen zu definierten
Zeitpunkten dekapiert (n=6/Zeitpunkt). Die Zeitpteakvaren mit 0 Stunden, 3 Stunden, 6
Stunden, 12 Stunden, 24 Stunden, 48 Stunden 7 Tag@rld4 Tagen vorgegeben. Die zu
untersuchenden Gehirnregionen, wie der frontaletékound der Hippocampus, wurden
schnellstmoglich prapariert, auf Trockeneis gelagend bei -80° Celsius bis zur
Weiterverarbeitung aufbewahrt. Die Studie wurde vder lokalen Ethikkommission
genehmigt. Die Versuche wurden von der Arbeitsgeupmn Herrn Prof. Gass im
Zentralinstitut flr seelische Gesundheit in Mannhedurchgefiihrt. Die praparierten
Gehirnproben wurden daraufhin in unser Labor naenim zur Durchfiihrung des ELISA
geschickt. Wir erhielten jeweils 12 Proben pro @alggion pro Zeitpunkt nach
Stressexposition fur jede Hemisphare getrennt. Davaren jeweils 6 Proben von gestressten
Tieren und 6 von den Kontrolltieren. Insgesamt kanve somit auf eine Probenzahl von 384

Gewebeproben.

3.2 Bestimmung des Feuchtgewichts und Homogenisation d&ewebeproben

Nach dem Erhalt der Gewebeproben aus Mannheim nimastin wir zunachst das
Feuchtgewicht der Proben. Danach wurde jede Gewebepin einem wassergekihlten
Ultraschallbad mittels Ultraschall in einem Lysieffer (1,2 ml Homogenisierpuffer)
homogenisiert und anschlieRend wurde dem Homogeaisa Proteaseninhibitormischung
im Verhaltnis 1:100 hinzugefigt (Hellweg 1989). [dewebeproben wurden fur insgesamt
15 Minuten mit voller Starke in einem Ultraschatbgeschallt, bis keine Geweberuckstande
mehr sichtbar waren. Die Proben wurden bis zur &Westrarbeitung bei -80° Celsius
aufbewahrt. Diese Aufbereitungmethode erhéht beinkih Gewebeproben die Ausbeute der

Neurotrophine (Korsching and Thoenen 1987).

3.3 Das Prinzip der ELISA-Methode

Der Nachweis der zu untersuchenden Neurotrophing N@d BDNF erfolgte in einem
fluorometrischen, im  Sandwich-Prinzip  durchgefuhrte ELISA  (enzyme-linked-
immunosorbent-assay). Bei diesem zweiseitigen ELV8A&l zunachst die feste Oberflache
der Mikrotiterplatten im Uberschuss mit einem Aftiger beschichtet, der gegen das zu
messende Antigen gerichtet ist. Im nachsten Schudrden die homogenisierten

Gewebeproben auf die Mikrotiterplatten aufgetragen,das darin enthaltene Antigen an den
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Antikorper zu binden. Danach wird ein zweiter sfisgh gegen das Antigen gerichteter
Antikorper auf die Mikrotiterplatten aufgetrageneleher kovalent an ein Enzym gebunden
ist. Dieses Enzym katalysiert die Umsetzung eineigmeten Substrates zu einem
fluoreszierenden Produkt, welches mit Hilfe einkrofometrischen Messung quantitativ
bestimmt werden kann. Durch die gleichzeitige Magsder Emission bekannter Antigen-
Konzentrationen und einer daraus erstellten Stakdave, kann dann die

Antigenkonzentration in den zu untersuchenden Gemelben berechnet werden. Eine
Bedingung fur den zweiseitigen ELISA, bei dem dasigen von zwei Antikérpern gebunden
werden soll, ist, dass das zu untersuchende Antigmr zwei Bindungsstellen fur die
Antikorper verfugt. Bei den im Folgenden vorgeségll Versuchen ist diese Bedingung
erfullt, da NGF und BDNF dimere Proteine sind uiwh glie Bindungsstellen fir die beiden
Antikoérper sich nicht sterisch behindern (Korschiagd Thoenen 1983; Korsching and
Thoenen 1987).
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Enzymsubstrat

Excitation: 355 nm
4-Methylumbelliferyl- Emission: 460 nm
3-D-Galaktosid

\_/v 4-Methylumbelliferon

B-Galaktosidase

Nachweisantikorper-

(27121)

B-NGF (Dimer)
Bindungs- Anti-B-NGF
A nti-p-
antikorper (27/21)

Polystyren-Mikrotiterplatte

Abbildung 2: Schematische Darstellung eines ELISA. Prinzip dabesserten ,two-site* NGF-ELISA, wie er
fur die dargestellte Untersuchung eingesetzt wurSehwarze Mikrotiterplatten werden mit dem ersten
monoklonalen anti-NGF-Antikdrper 27/21 beschichteurch den Bindungsantikérper immobilisierter NGF
wird durch den zweiten monoklonalen anti-NGF-Antiy@r 27/21 nachgewiesen, der kovalent an das Efizym
D-Galaktosidase gekoppelt ist. Die Intensitat désorigenen enzymatischen Reaktionsproduktes 4-
Methylumbelliferon ist direkt proportional der iminitisierten NGF-Menge modifiziert nach (Hellweg 298
Hellweg and Jockers-Scherubl 1994).
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3.4 Die Materialien
3.4.1 Antikorper

NGF-Antikorper:

- Anti-B-Antikorper (Klon 27/21) (Boehringer Mannheim)

- Anti-B-NGF-Antikdrper (Klon 27/213-Galaktosidase-Konjugat (Boehringer Mannheim)
- Mausf-NGF-Antikorper (Boehringer Mannheim)

- Maus IgG1-Antikdrper aus MOPC 21 (Sigma Chemidakisenhofen)

- Methylumbelliferyl{3-D-Galaktosid (Sigma Chemicals, Deisenhofen)

BDNF-Antikorper:

- unspezifischer Maus 1gG1-Antikorper (Sigma ChatscDeisenhofen)
- Anti-BDNF mAb (Promega GmbH)

- Anti-BDNF pAb (Promega GmbH)

- Anti-Chicken IgY, AP Conjugate (Promega GmbH)

3.4.2 Puffer

Coating-Puffer (0,05 M Carbonatpuffer pH 9,6):

Na2CO3 (MG 105,99): 5,3 g/l

NaHCO3 (MG 84,01): 4,2 g/l

Mischung beider Lésungen 1 : 0,6, so dass pH Zjélewird, 0,1% Azid hinzugefugt

Standard-/Conjugatpuffer (S/C-Puffer, Probenpuffer ohne PI):
0,05 M Tris-HCL pH 7,0

0,2 M NacCl

0,1 % Nonidet P-40 (NP 40)

1% bovines Serumalbumin (BSA)

0,1% Na-Azid

Waschpuffer:

0,05 M Tris-HCI pH 7,0
0,2 M NacCl

0,1% NP-40
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0,75% Gelatine
0,1% Na-Azid

Homogenisierpuffer:

0,1 M Tris-HCI/0,4 M NaCl pH 7,0

0,1% NaN3 (Azid)

Protease-Inhibitoren (1:100)

Protease-Inhibitor-Mix (PI):

4000 KU Aprotinin/ml: 0,666 mg/ml (Boehringer Mareim)

20 mM Benzethoniumchlorid: 9,322 mg/ml (Serva, té#erg, MG 466,1)

200 mM Benzamidin (MG 174,6): 34,92 mg/ml

Aufnehmen in 400 mM EDTA (MG 336,2): 134,5 mg/mé(imeutralem pH I6slich)

Equilibrierpuffer:
0,2% NP-40 in Bidest

Substrat-Puffer BDNF (pH 8,7):
0,1 M Tris-HCI
1 mM MgCI2

Substrat-Puffer NGF (pH 7,3):
0,1 M Natriumphosphat
1 mM MgCI2

Stopp-Puffer (0,15 M Glycin pH 10,5):
Glycin (MG 75,07): 11,26 g/l
pH 10,5 mit ca 15-20 NaOH-Platzchen einstellen

3.4.3 Gerate

- Branson-Sonicator ,W 250“ mit flissigkeitsgekignt Titan-Becherresonator (Branson
Sonic Power Company)

- Flurometer (Titertrek Fluroscan Il, Labsystemss&ech Centre, Finnland, vertrieben in
Deutschland durch Merlin (Diagnostika), Bornheimrsés
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- Kihlzentrifuge (Cryofuge 6-6, Heraeus-Christ} fopfrotator hoher Probenkapazitéat
- Waschautomat (Accuwash 2 Microplate ProcessorContinent Scientific Inc., Grass
Valley, California, USA)

3.4.4 Sonstiges

- 1,5 ml Eppendorfgefal3e, autoklaviert

- 4 ml Polysterol-Reagenzrohrchen (Greiner Labbirtég

- Schwarze 96-Lochmikrotiterplatten (Micro-FluorfBates, Dysnartech Laboratories Inc.,
Alexandria, Virginia, USA)

- Attophos TM Substrate Set (Boehringer Mannheimb&/MRoche GmbH)

- BDNF-Neurotrophic Factor (Standard) (Sigma GmbH)

- Proteasen Inhibitoren Tabletten (Boehringer MammhGmbH/Roche GmbH)

- BDNF Emax Kit TM Immuno Assay (Promega GmbH)

3.5 Die Durchfuhrung des ELISA

Zur Bestimmung der Konzentrationen von NGF und BDM den unterschiedlichen
Gewebeproben nutzten wir eine hochsensitive und zifsgshe fluorometrische
Bestimmungsmethode in Form eines fur das jewelgearotrophin optimierten ELISA, um
die nur in geringen Konzentrationen von wenigen nup/Feuchtgewicht enthaltenen
Neurotrophine zu messen. Das Grundprinzip des ELI®BA die Bestimmung der
Neurotrophinkonzentration ist identisch. Fir jedddSA wird mit sechs Proben definierter
NGF-/BDNF-Konzentration eine Eichkurve erstellte dilogenannte Standardkurve. Anhand
dieser Standardkurve wird eine Funktion errechdegt,aus den fluorometrisch erhobenen
Messwerten der einzelnen Gewebeproben, die NGF-BRbhzentration in der jeweiligen
Probe berechnet. Zur Vermeidung von Messfehlerd i jeder einzelnen Gewebeprobe die
Wiederfindungsrate, die sogenannte ,recovery”, ibeat. Hierbei handelt es sich um ein
Mal3 fur NGF-/BDNF-Verluste wahrend des ELISA. Bwoicher Verlust tritt beispielsweise
durch die Bindung von NGF-/BDNF-Protein an im Horangt vorhandene NGF-/BDNF-
Rezeptoren oder Serumproteine auf. Hierzu wird diekannte Menge von exogenem
NGF/BDNF dem Homogenat zugesetzt und deren Wiedhrfigsrate bei der Auswertung
der anderen Proben relativierend bertcksichtigt.
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Daruber hinaus wird auch die unspezifische Bindbegtimmt, d.h. es wurde der NGF-
/IBDNF-Anteil bestimmt, der sich aufgrund von unsfisgzhem Bindungsverhalten bindet.
NGF-/BDNF-Protein kann beispielsweise aufgrund deasischen Struktur an die
Polystyrolbeschichtung der Mikrotiterplatten bindetur Ermittlung dieser unspezifischen
Bindung wird in den dafur vorgesehenen Probenldtliee Polystyroloberflache anstatt mit
dem spezifischen Antikrper mit einem fur die Binduirrelevanten IgG-Antikdrper
beschichtet.

Um das methodisch bedingte HintergrundrauscheemRiobenldchern der Mikrotiterplatten
zu berucksichtigen, werden ein spezifischer unduespezifischer Leerwert, der sogenannte
.blank* bestimmt. Hierzu wird nur Homogenisierpuffehne einen Zusatz von NGF/BDNF
als Probe verwendet, so dass ein entstandenesl 8ighadurch NGF/BDNF bedingt sein
kann. Das auf diese Weise ermittelte Hintergrunsthen kann in der Auswertung von den
erhobenen Messwerten abgezogen werden. Zum Ausgleicvorhandenen Streuung werden
alle Proben vierfach bestimmt (Quadruplikate), Bl@anks” sogar sechsfach.
Zusammengefasst werden bei jedem durchgefuhrte®Alder Standard, die spezifische
Bindung, die unspezifische Bindung, die Wiederfingsrate (,recovery*), der spezifische
und der unspezifische Leerwert (,blank®) ermittéth Detail unterscheiden sich die ELISA
fur NGF und BDNF durch unterschiedlich verwendetetikorper und Reagenzien sowie
durch unterschiedliche Inkubationszeiten. Im Fotgenwerden die einzelnen ELISA genauer

beschrieben.

3.5.1 Der NGF-ELISA (Gesamtdauer: 3 Tage)

Die Bestimmung der NGF-Konzentrationen in den v@iestenen Gewebeproben wird mittels
eines fluorometrischen zweiseitigen Enzymimmunoaskaichgefihrt (Hellweg et al. 1996;

Hellweg et al. 1998; Hellweg 1989). Die zu den Hgermaten hinzugefligte ,mean-recovery*
des Maus-NGF (125 pg/ml) lag zwischen 60% und 9@ér NGF-Gehalt wurde als

Aquivalent von Maus 2,5 S NGF ausgedriickt. Die Nabgrenze lag bei 0,25 pg/ml.

Erster Tag:
Zur Immobilisation der Antikdrper auf der festenaBa der Mikrotiterplatten wurden jeweils

50 pl/well des Coating-Puffers fur spezifische &ign(Anti-Mousef NGF Klon 27/21;
Verdinnung 1:1000) und fur unspezifische SignaleayM IgG1l; Verdinnung 1:2000)

aufgetragen. Die Mikrotiterplatten wurden dann f@r3 Stunden im Dunkeln bei
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Raumtemperatur inkubiert. Wahrend der Inkubatiomszarden die zuvor in 1,2 ml Hpi-
Puffer homogenisierten Gewebeproben aufgetaut omdJitraschallbad fir 2-3 Minuten
beschallt, um noch vorhandene feste Bestandteil@®zen. Diese Gewebeproben wurden
dann in einem Verhaltnis von 1:1 weiterverdinntjeim 320 ul der homogenisierten
Gewebeprobe und 320 ul des Hpi-Puffers in ein Egpegefal pipettiert wurden. Parallel
dazu, wurden in ein zweites Gefal3 eine definieremde NGF (250 pg) und je 200 pl jedes
Homogenats pipettiert. Dieser zweite Probenansatentel zur Bestimmung der
Wiederfindungsrate (,recovery”) von exogen zugeéilgtNGF. Diese ,recovery-Proben*
wurden im weiteren Verlauf identisch den Proben Bestimmung des endogenen NGF
verarbeitet. Die Proben und die ,recovery* wurderschlielend bei 6000 U/min und 10°
Celsius fur 25 Minuten zentrifugiert, um eventuatich vorhandene feste Bestandteile von
der flissigen Phase zu trennen. Nach dem Zenteifegiwurden je 110 pl der ,recovery-
Proben* und je 220 pl der Proben abpipettiert umd Verhaltnis 1:1 mit dem
Equilibrierpuffer vermischt. Nach dem Ablauf der kiationszeit, wurden die
Mikrotiterplatten jeweils dreimal mit je 200 pl Wa&mpuffer/well gewaschen, um
ungebundene Antikdrper zu entfernen. Zur Erstellaimgr Standardkurve wurde bei jedem
NGF-ELISA ein NGF-Standard mit Konzentrationen vténng bis 0,24 pg angesetzt.
Nachdem der Waschpuffer aus den wells abgesaugiewwurden die Proben, die Standards
und ,blanks® mit jeweils 50 pl/well nach einem fest Schema aufgetragen. Die so
praparierten Mikrotiterplatten wurden fur 15-20 i&tan in einer festverschlossenen Kammer

im Kuhlschrank bei 4° Celsius inkubiert.

Zweiter Tag:
Die Mikrotiterplatten wurden zunachst dreimal n&t300 pul Waschpuffer/well gewaschen.

Danach wurden 50 ul des AfiNGF-Galaktosidase Konjugats pro well aufgetradeie.
Mikrotiterplatten wurden dann erneut fuir 2 Stundem Dunkeln bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach dem Ablauf der Inkubationszeit wemddie Mikrotiterplatten erneut dreimal
mit je 200 ul Waschpuffer/well gewaschen und zweii&0 pl Substratpuffer/well
aufgetragen. Danach wurde das flr das Enzym spezéiin Substratpuffer geléste Substrat
(0,2 mM Methyl-Umbelliferylg-D-Galaktosid) mit je 50 pl/well aufgetragen. Die
Mikrotiterplatten wurden wiederum fur 15-20 Stundaneiner festverschlossenen Kammer

im Kuhlschrank bei 4° Celsius inkubiert.
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Dritter Tag :
Die Mikrotiterplatten wurden zunachst auf Raumterape angewarmt. Danach wurden 200

ul des Stoppuffers pro well aufgetragen, um diekRea zu beenden, wobei das zuvor
aufgetragene Gemisch nicht abgesaugt wurde. NacEwgmbe des Stoppuffers wurden die
Mikrotiterplatten  fluorometrisch ~ gemessen (ExitaBwellenlange: 355  nm,
Emissionswellenlange: 460 nm). Die Auswertung deoifeszenzdaten erfolgte mittels des
Serocalc TM-Programms sowie eines eigens in unsetedmor entwickelten Excel-

Programms, welches die Konzentrationen in pg/mglfgewicht berechnet.

3.5.2 Der BDNF-ELISA (Gesamtdauer: 4 Tage)

Die Bestimmung der BDNF-Konzentrationen in den #kisdenen Gewebeproben wird
mittels eines kommerziellen ELISA Kits nach Anweigu des Herstellers Promega
durchgefuhrt, wobei die Methode and die fluoronsetie Technik der NGF-Bestimmung
angepasst wurde (Hellweg et al. 2003). Der BDNFdBelwurde als Aquivalent von
rekombinantem humanem BDNF ausgedriickt. Die Naidgnenze lag bei 1 pg/ml.

Erster Tag:
Zur Immobilisation der Antikdrper auf der festenaBé der Mikrotiterplatten wurden jeweils

50 ul/well des Coating-Puffers fiir spezifische @ign(Anti-BDNFmMADb; Verdinnung 1:750)
und flr unspezifische Signale (Maus 1gGl; Verdumnuh:2000) aufgetragen. Die
Mikrotiterplatten wurden dann fur 15-20 Stundeneiner festverschlossenen Kammer im

Kihlschrank bei 4° Celsius inkubiert.

Zweiter Tag:
Wahrend der Inkubationszeit wurden die zuvor in IpR Hpi-Puffer homogenisierten

Gewebeproben aufgetaut und im Ultraschallbad fiB R4inuten beschallt, um noch
vorhandene feste Bestandteile zu l6sen. Diese Gmweben wurden dann in einem
Verhéltnis von 1:1 weiterverdinnt, indem 320 pl demogenisierten Gewebeprobe und 320
ul des Hpi-Puffers in ein Eppendorfgefal3 pipettigtrden. Parallel dazu, wurden in ein
zweites Gefal3 eine definierte Menge BDNF (250 pagdl je 200 ul jedes Homogenats
pipettiert. Dieser zweite Probenansatz diente zestiBimung der Wiederfindungsrate
(,recovery”) von exogen zugefiigtem BDNF. Diese greery-Proben“ wurden im weiteren

Verlauf identisch den Proben zur Bestimmung de®geden BDNF verarbeitet. Die Proben
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und die ,recovery* wurden anschliel3end bei 6000 ib/omd 10° Celsius fur 25 Minuten
zentrifugiert, um eventuell noch vorhandene fes¢st8ndteile von der flissigen Phase zu
trennen. Nach dem Zentrifugieren wurden je 110guxl,decovery-Proben“ und je 220 pl der
Proben abpipettiert und im Verhaltnis 1:1 mit deuitbrierpuffer vermischt. Nach dem
Ablauf der Inkubationszeit, wurden die Mikrotitesften jeweils viermal mit je 200 pl
Waschpuffer/well gewaschen, um ungebundene Anté&dzp entfernen. Zur Erstellung einer
Standardkurve wurde bei jedem BDNF-ELISA ein BDNBsfelard mit Konzentrationen von
0,5 ng bis 0,69 pg angesetzt. Nachdem der Wasdahpatfs den wells abgesaugt wurde,
wurden die Proben, die Standards und ,blanks” mitejls 50 pl/well nach einem festen
Schema aufgetragen. Die so praparierten Mikrotaggn wurden fur 15-20 Stunden in einer

festverschlossenen Kammer im Kihlschrank bei 48iGglinkubiert.

Dritter Tag :
Die Mikrotiterplatten wurden zunachst viermal nmet 200 ul Waschpuffer/well gewaschen.

Danach wurden 50 ul des Antikérpers Anti-BDNFpAbeiner Verdiinnung von 1:5000 pro
well aufgetragen. Die Mikrotiterplatten wurden daemeut fir 2 Stunden im Dunkeln bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach dem Ablauf der Irdtidnszeit wurden die
Mikrotiterplatten erneut viermal mit je 200 ul Wagaffer/well gewaschen und je 50 ul des
3. Antikorpers Anti-BDNF IgY Chicken AP Conj aufgagen. Die Mikrotiterplatten wurden
fur weitere 1,5 Stunden im Dunkeln bei Raumtemperatkubiert. Danach wurden die
Mikrotiterplatten finfmal mit je 200 ul Waschpuffeell gewaschen und zweimal je 150 pl
Substratpuffer/well aufgetragen. Danach wurde dasdas Enzym spezifische Substrat
Attophos-Workingsolution mit je 50 pul/well aufgefjen. Die Mikrotiterplatten wurden
wiederum fiir 15-20 Stunden in einer feuchten Sdmdhuf sogenannten ,Schwimmern* bei

Raumtemperatur inkubiert.

Vierter Tag:
Die Mikrotiterplatten wurden zunachst auf Raumterapg angewarmt. Danach wurden 200

ul des Stoppuffers pro well aufgetragen, um diekRea zu beenden, wobei das zuvor
aufgetragene Gemisch nicht abgesaugt wurde. NacEwgmbe des Stoppuffers wurden die
Mikrotiterplatten  fluorometrisch gemessen (Exitaswellenlange: 485 nm,
Emissionswellenlange: 538 nm). Die Auswertung deoieszenzdaten erfolgte mittels des
Serocalc TM-Programms sowie eines eigens in unsetedmor entwickelten Excel-

Programms, welches die Konzentrationen in pg/mglifgewicht berechnet.
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3.6 Die statistische Auswertung

Die folgenden Daten werden als Mittelwerte +/- 8tadabweichung prasentiert. Aufgrund
des kleinen Probenumfanges wurden konservative-pafametrische Tests zur Testung auf
interhemispherielle Unterschiede, des Gewichts Rlevben und zur NGF- und BDNF-
Konzentration verwendet (Wilcoxon's matched paigned-ranks test). Die Unterschiede
zwischen behandelten und unbehandelten Mausen wundeels des Mann-Whitney-U-Test
getestet. Alle Tests wurden mit einem zweiseitiged 0,05 durchgefuhrt. Wo notwendig,
wurden die p-Werte fur multiple Testung angepaddie Analysen wurden mit der SAS

version 9,1 fur Windows durchgefinhrt.



Ergebnisse 42

4, Die Ergebnisse
4.1 Einfluss von Stress auf die NGF-Protein Konzentrabn im Hippocampus

Zum Nachweis des Einflusses von unvermeidbarem unientrollierbarem Stress auf die
NGF-Protein Konzentration im Hippocampus wurde est fdefinierten Zeiten die NGF-
Protein Konzentration im Vergleich zu den nichttgessten Kontrolltieren bestimmt. Die
Bestimmung der NGF-Protein Konzentration mitteld&A ergab, dass sich die NGF-Protein
Konzentration Uber den gesamten Beobachtungszeitran Vergleich zu den nicht

gestressten Kontrolltieren durch den Stresseinfiicds beeinflussen liel3.

Zeitpunkt [h] Frontaler Kortex Hippocampus
0 Ns Ns
3 Ns Ns
6 0.0056 Ns
12 Ns Ns
24 0.0647 Ns
48 Ns Ns
168 Ns Ns
336 Ns Ns

Tabelle 2: Statistische Testung auf signifikante kterschiede hinsichtlich der NGF-Konzentration im
frontalen Kortex und im Hippocampus zwischen gestresten Tieren und den nicht gestressten
Kontrolltieren.

Die NGF-Protein Konzentrationen wurden auf sigmifike Unterschiede zu den fest
definierten Zeitpunkten sowohl im Hippocampus alshaim frontalen Kortex in Bezug auf

gestresste und nicht gestresste Kontrolltiere satdt. Im Hippocampus waren keine
signifikanten Unterschiede zwischen den NGF-Prok@nzentrationen der gestressten Tiere
und der nicht gestressten Tiere wahrend des gesaB@ebachtungszeitraumes darstellbar.
Im frontalen Kortex hingegen war nach 6 Stundensegnifikanter Unterschied zwischen der
NGF-Protein Konzentration von gestressten Tiererden nicht gestressten Kontrolltieren
nachweisbar (p = 0.0056).
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4.2 Einfluss von Stress auf die NGF-Protein Konzentratn im frontalen Kortex

Zum Nachweis des Einflusses von unvermeidbarem unientrollierbarem Stress auf die
NGF-Protein Konzentration im frontalen Kortex wurrde fest definierten Zeiten die NGF-
Protein Konzentration im Vergleich zu den nichttgessten Kontrolltieren bestimmt. Die
Bestimmung der NGF-Protein Konzentration mittelsI&. ergab, dass unmittelbar nach
Stresseinfluss, genauer genommen 0 Stunden undr#let nach dem Stresseinfluss, die
NGF-Protein Konzentration im frontalen Kortex wia iHippocampus unverandert zu den
NGF-Protein Konzentrationen im frontalen Kortex deht gestressten Kontrolltiere blieb. 6
Stunden nach dem Stresseinfluss zeigte sich allggdim frontalen Kortex der gestressten
Tiere eine signifikante Abnahme der NGF-Protein Kemtration (1,89 pg/mg +/- 0,643) im
Vergleich zu den nicht gestressten Kontrolltier8fi9 pg/mg +/- 7,962). Dieser Effekt blieb
auch nach Korrektur fir multiple Testung signifikgp=0,0056). Zu den nachfolgenden
Zeitpunkten erreichte die NGF-Protein Konzentratder gestressten Tiere im frontalen
Kortex wiederum die Konzentration des NGF-Protalas nicht gestressten Kontrolltiere, so
dass keine weiteren signifikanten Unterschiede eitlichen Verlauf in Bezug auf die NGF-

Protein-Konzentration im frontalen Kortex nachweistvaren.

Schock N Mean SD Min Median Max
Ja 12 1.893 0.643 0.83( 1.996 3.030
Nein 9 8.198 7.962 1.400 4.930 25.570

Tabelle 3: Deskriptive Statistik fir die NGF-Protein Konzentration im frontalen Kortex fur den
Zeitpunkt 6 Stunden der gestressten Tiere versus de nicht gestressten Kontrolltiere.
Die NGF-Protein Konzentration im frontalen Kortegrdyestressten Tiere betragt 1,89 pg/mg +/- 0,643
Vergleich zu den nicht gestressten Kontrolltierent 8,19 pg/mg +/- 7,962. Diese NGF-Protein
Konzentrationsverminderung ist signifikant (p=0,605



Ergebnisse 44

__ 10000

5

°

1<

o ———
\4

c —

2 1000

c

o

Q

© |

§-

0 | _I_

% 10 - == I

2 L T 1
3 = T L

X

Igl ——

> 107

| | | | | | | |
Oh 3h 6 h 12h 24h48h 7d 14d

Abbildung 3: NGF-Protein Konzentration des frontalen Kortex in Prozent der korrespondierenden

Kontrollen tUiber den gesamten Beobachtungszeitraum.

Die NGF-Protein Konzentration im frontalen Kortest voribergehend nach der Stressexposition reduBier
Box plots zeigen die NGF-Protein Konzentrationes filentalen Kortex zu verschiedenen Zeitpunkterhroer
Stressexposition. Die Daten werden in Prozent derekpondierenden Kontrollen hinsichtlich des Zsitgges
und der Hemisphare (n=6) dargestellt. Oh ist deitpdekt direkt nach den zwei Tagen andauernden
Stressexposition. Die Konzentrationen des NGF-irstder gepoolten Kontrollen des rechten frontddentex
betragt durchschnittlich 4,00 pg/mg, Median 2,9%nmgy SD 3,64 und des linken frontalen Kortex betrag
durchschnittlich 5,92 pg/mg, Median 3,44, SD 9,R@e Sternchen zeigen eine signifikante Differenzdem

nicht gestressten Kontrolltieren an (** p<0.01).
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4.3 Interhemispherielle Unterschiede der BDNF-Protein Konzentration im frontalen
Kortex

Hinsichtlich mdglicher Seitenunterschiede bezlgtieh Neurotrophinkonzentration zwischen
der rechten und der linken Hemisphare wurden allaeuztersuchenden Gehirnregionen in
Bezug auf ihre interhemispheriellen Unterschiedeerin Neurotrophinkonzentrationen
verglichen. Im rechten frontalen Kortex zeigte sichVergleich zum linken frontalen Kortex
eine  signifikant héhere  BDNF-Protein  Konzentrationiber den  gesamten
Beobachtungszeitraum. Die Konzentrationen des BPK¥eins lagen im rechten frontalen
Kortex bis zu 200 — 300% uber denen des linkentéten Kortex. Auch nach Korrektur fur
multiple Testung blieb dieser Effekt statistischrsiikant fiir jeden Zeitpunkt (p < 0,05) der
Beobachtung. Diese Seitendifferenzen hinsichtlieh BDNF-Protein Konzentration waren
unabhangig von der Stressexposition nachweisbawaen sie sowohl bei den gestressten
Tieren als auch bei den nicht gestressten Konewdh nachweisbar. Um eine Abh&ngigkeit
der nachgewiesenen interhemispheriellen Seitemdiffen durch mogliche durch die
Praparation bedingte Gewichtsunterschiede der lezd’roben auszuschlieRen, wurden die
Probengewichtsunterschiede zu jedem Zeitpunkt arxkiden Gruppen, also sowohl bei den
gestressten als auch bei den nicht gestressteanTiaggetestet. In der Gruppe der gestressten
Tiere zum Zeitpunkt von 7 Tagen liel3 sich ein diganter Unterschied im Probengewicht
nachweisen. Das Probengewicht lag beim rechtertalem Kortex bei 16,22 mg +/- 1,41
(Mittelwert +/- Standardabweichung) und beim linkesntalen Kortex bei 13,57 mg +/- 1,09
(Mittelwert +/- Standardabweichung). Fiur alle amshedefinierten Zeitpunkte konnte kein
signifikanter Probengewichtsunterschied nachgewiesgerden. Somit lasst sich die
nachgewiesene Seitendifferenz der BDNF-Protein Kotration im frontalen Kortex als real
bezeichnen. Die Konzentrationen des NGF-ProteinsHippocampus und im frontalen
Kortex sowie die BDNF-Protein Konzentration im Hggampus wiesen keine signifikanten

Seitenunterschiede auf.
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Abbildung 4: BDNF-Protein Konzentration des rechtenfrontalen Kortex in Prozent der BDNF-Protein

Konzentration des linken frontalen Kortex.

Die Proben weisen eine gesteigerte rechtshemigleeonzentration des BDNF-Protein im frontalenrtéx
unabhéngig von der Behandlung auf. Die Boxplotgyeaei die BDNF-Protein Konzentration des rechten
frontalen Kortex von gepoolten Versuchstieren (Kolteén plus gestresste Tiere) (n=12) zu den véesigmen
Zeiten nach der Stressexposition (x-Achse). DieeDawverden als Prozentsatz von den gepoolten Daen d
linken frontalen Kortex (Kontrollen plus gestres3iere) (n=12) zu den korrespondierenden Zeitpunktach
der Stressexposition, welche im selben ELISA bestimwurden, angegeben. Die BDNF-Protein
Konzentrationen der gepoolten linkshemispherigitentalen Kortizes (n=96) belaufen sich auf dur¢imsttlich
19,30 pg/mg, Median 19,23 pg/mg, SD 9,97. Die $teen markieren eine signifikante Differenz im Veigh
zum linkshemispheriellen frontalen Kortex (** p<Q@;0*** p<0,001). Die statistischen Analysen wurden

korrigiert fir multiples Testen.
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4.4  Einfluss von Stress auf die BDNF-Protein Konzentrabn im Hippocampus

Zum Nachweis des Einflusses von unvermeidbarem unientrollierbarem Stress auf die
BDNF-Protein Konzentration im Hippocampus wurdefest definierten Zeiten die BDNF-
Protein Konzentration im Vergleich zu den nicht tgessten Kontrolltieren bestimmt. Die
Bestimmung der BDNF-Protein Konzentration mittels¥A ergab, dass kein signifikanter
Unterschied der BDNF-Protein Konzentration Uber dmsamten Beobachtungszeitraum

zwischen den gestressten und den nicht gestraseterolltieren nachweisbar war.

Zeit [h] linker frontaler rechter frontaler Hippocampus
Kortex Kortex

0 Ns Ns Ns

3 Ns Ns 0.0648
6 Ns Ns Ns
12 Ns Ns Ns
24 Ns Ns Ns
48 Ns Ns Ns
168 Ns Ns Ns
336 Ns Ns Ns

Tabelle 4: Statistische Testung auf signifikante Werschiede hinsichtlich der BDNF-Konzentration im

linken frontalen Kortex, rechten frontalen Kortex und im Hippocampus zwischen gestressten Tieren und

den nicht gestressten Kontrolltieren.
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Abbildung 5: BDNF-Protein Konzentration des Hippocampus in Prozent der korrespondierenden

Kontrollen.

Die BDNF- Protein Konzentration im Hippocampus btewvdhrend des gesamten Beobachtungszeitraumes nach
der Stressexposition unveréndert. Die Boxplotsezeidje BDNF-Protein Konzentrationen des Hippocampus
verschiedenen Zeitpunkten nach der Stressexpasiflam Daten werden in Prozent der korrespondienende
Kontrollen hinsichtlich des Zeitpunktes und der higrhare (n=6) dargestellt. Oh ist der Zeitpunkekiirnach

den zwei Tagen der Stressexposition.
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45 Einfluss von Stress auf die BDNF-Protein Konzentrabn im frontalen Kortex

Zum Nachweis des Einflusses von unvermeidbarem unientrollierbarem Stress auf die
BDNF-Protein Konzentration im frontalen Kortex wardu fest definierten Zeiten die
BDNF-Protein Konzentration im Vergleich zu den nigestressten Kontrolltieren bestimmt.
Die Bestimmung der BDNF-Protein Konzentration nhitteELISA ergab, dass keine
signifikanten Unterschiede der BDNF-Protein zwisthéden gestressten und den nicht
gestressten Kontrolltieren Uber den gesamten Béblnagszeitraum nachweisbar waren.
Aufgrund der bereits oben beschriebenen signifisarBeitendifferenz der BDNF-Protein
Konzentration zu Gunsten des rechten frontalen dgortunabhangig von einer
Stressexposition wurde der Einfluss einer Stressaiipn auf die BDNF-Protein

Konzentration der frontalen Kortizes fur jede Segtrennt getestet.
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Abbildung 6: BDNF-Protein Konzentration des frontalen Kortex in Prozent der korrespondierenden

Kontrollen.

Die BDNF-Protein Konzentration im frontalen Kortbleibt wahrend des gesamten Beobachtungszeitraumes
nach der Stressexposition unverandert. Die Boxmetgen die BDNF-Protein Konzentrationen des friema
Kortex zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Sisxgmsition. Die Daten werden in Prozent der
korrespondierenden Kontrollen hinsichtlich des @igitktes und der Hemisphére (n=6) dargestellt. Oldés
Zeitpunkt direkt nach den zwei Tagen der Stressakipa. Die Konzentrationen des BDNF-Proteins der
gepoolten Kontrollen des rechten frontalen Kortekrdgt durchschnittlich 48,13 pg/mg, Median 46,80y,

SD 16,96 und des linken frontalen Kortex betragtHhschnittlich 19,62 pg/mg, Median 19,23, SD 10.87.
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5. Die Diskussion

5.1 Einfluss von Stress auf die NGF-Protein Konzentrabn im Hippocampus und im

frontalen Kortex

In unserer Arbeit zeigte sich eine Reduktion derFN&otein Konzentration im frontalen
Kortex der Maus nach einer Stressexposition, ahgélan das Stressmodell der erlernten
Hilflosigkeit. Die Veranderungen der NGF-Proteinrigentration traten mit einer Latenz von
6 Stunden nach Stressexposition auf. Die Verandeden NGF-Protein Konzentration war
nur vorubergehend nachweisbar. Bereits nach 12 d8tunund Uber den restlichen
Beobachtungszeitraum lagen die NGF-Protein Konagatren wiederum im Bereich der
nicht gestressten Kontrolltiere. Zusammengefassl fach also eine mit Latenz einsetzende
vorubergehende Reduktion der NGF-Protein Konzeatratm frontalen Kortex. Diese
Bebachtung stimmt mit ahnlichen Beobachtungen r&tobssexposition tberein. So war in
Versuchen mit Ratten nach Angsterzeugung durch edtmafte Stimuli ebenfalls eine
signifikante Reduktion der NGF-Protein Konzentration frontalen Kortex und dartber
hinaus in der Amygdala 2 Stunden nach Angsterzegigiachweisbar (von Richthofen et al.
2003). Kontroverse Daten zeigen allerdings einestidg der NGF-mRNA im Hippocampus
nach einer oder mehreren Expositionen von Kaltest(Eoreman et al. 1993). Nach einer
sozialen Isolation fand sich eine unverénderte katration von NGF (Spillantini et al.
1989).

Es ist bereits seit langerem bekannt, dass derddgppus und die Amygdala als zentrale
Gehirnregionen der emotionalen Verarbeitung mit NgaFder Verarbeitung von Angst und
an einer unverzuglichen Verhaltensantwort auf &tessexposition beteiligt sind (Hecker
and Mesulam 1994; Herman and Cullinan 1997). Dipptcampale NGF-Protein
Konzentration hat sich in unseren Untersuchungeh dar Stressexposition nicht signifikant
verandert. In anderen Untersuchungen zeigte sietdalgs eine zu erwartende Reduktion der
NGF-Protein Konzentration im Hippocampus nach eBiteessexposition (Scaccianoce et al.
2000; von Richthofen et al. 2003). Auch in eineueren Studie war nach chronischer
Stressexposition und auch nach langerfristiger Béluag mit einem Antidepressivum keine
Veranderung der NGF-Protein Konzentration im Higpopus nachweisbar (Schulte-
Herbruggen et al. 2009). Auch hinsichtlich eineessinduzierten Veranderung der NGF-
Protein Konzentration im Serum beim Menschen estisti widerspriichliche Daten. Auf der
einen Seite wurden gesteigerte NGF-Protein Konagatren im Serum nach einer

Stressexposition nachgewiesen (Aloe et al. 1994)) anderen wurden unveranderte NGF-
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Protein Konzentrationen im Serum nach einer Strpssgtion nachgewiesen (Lang et al.
2004a). Anhand dieser Beobachtungen lasst siclidgmmthese formulieren, dass die NGF-
Protein Konzentration im Serum womoglich abhangig wer Intensitat unterschiedlicher
Stressoren und von der Dauer einer Stressexposigsbn Allerdings existieren auch
diesbezuglich widerspriuchliche Daten. Denn akutessS flhrte sowohl zu einer gesteigerten
NGF-Protein Konzentration als auch zu einer umweéden Serumkonzentration, genauso
wie eine chronische Stressexposition zu einer @mdarten Serumkonzentration von NGF
fuhrte (Aloe et al. 1994; Lang et al. 2004a; Samderbruggen et al. 2009). Eine Studie mit
chronisch gestressten alten Erwachsenen beschnelpesteigerte Serumkonzentration von
NGF (Hadjiconstantinou et al. 2001), wobei im Gegd#n dazu eine Studie keinen
Zusammenhang zwischen einer Depression und NGHnar groRen Gruppe von éalteren
Erwachsenen herstellen konnte (Ziegenhorn et0fl72 Eine neuere postmortem Studie an
Gehirnen von Suizidopfern wies wiederum eine vedeite NGF-Protein Konzentration im
prafrontalen Kortex und im Hippocampus nach (Dwiwcal. 2005).

In der Zusammenschau der Befunde kann man davayelaeis, dass endogener Stress uber
die Aktivierung des HHA-Systems zu einer relevarRaduktion der NGF-Expression fihrt.
Bei adrenalekomierten Ratten konnte namlich eiegg8tung der Synthese von NGF-mRNA
nachgewiesen werden (Barbany and Persson 1992).

Stress kdnnte somit verantwortlich fur ein insuéfites Angebot an NGF-Protein sein, was
funktionelle und morphologische Veranderungen darrotrophinabhangigen Neurone nach
sich ziehen wirde.

Ein &hnlicher Zusammenhang konnte bei kognitiv fte&chtigten gealterten Ratten gezeigt
werden. In diesem Versuch war eine gestorte NGhshliion im Rattenhirn nachweisbar.
Nach Gabe von NGF zeigten sich die kognitiven Diefiegredient. (Albeck et al. 2003).

So fuhrte die antidepressive Therapie mit Lithiumunterschiedlichen Dosierungen zu einer
Steigerung der NGF-Protein Konzentration im Berales Hippocampus, der Amygdala und
des frontalen Kortex, wohingegen die NGF-Proteinnkentrationen, unter anderem im
Striatum und im Hypothalamus, unverandert blieb¢gllveg et al. 2002). Ebenso konnte der
Einfluss von Lithium auf die NGF-Protein Konzenioat in verschiedenen Gehirnregionen
bei Ratten in einem Modell der Depression gezeigtden (Angelucci et al. 2003). Eine
neuere Studie zeigt wiederum eine verminderte NG®GRzZ€ntration nach Gabe von
Escitalopram bei Ratten nach chronischer Stressgtiquo (Schulte-Herbruggen et al. 2009).
Erstmalig wurde vor kurzem Uber den Einfluss amtidssiver Medikamente auf die NGF

Serumkonzentration berichtet. Hierbei zeigte sicleinék Veranderung der NGF
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Serumkonzentration nach Gabe von Amitriptylin oBlaroxetin bei einem Patientenkolletiv
mit einer depressiven Storung (Hellweg et al. 2068)llweg et al. schlussfolgern daraus,
dass die nachweisbaren Veranderungen der NGF-Ktafienen in den unterschiedlichen
Gehirnregionen nach einer antidepressiven Theragioh nicht notwendigerweise in

Verdnderungen der NGF Serumkonzentrationen widegefn mussen, auch wenn es
wahrscheinlich ist, dass auch NGF an den theragmhen Effekten der unterschiedlichen

antidepressiven Therapieformen beteiligt ist.

Zusammenfassend kann man sagen, dass das NGHiPaateler Verarbeitung von Stress
und im Rahmen einer depressiven Symptomatik bgtesli. Wiederum wird die NGF-Protein
Konzentration durch eine effektive antidepressiverapie beeinflusst. Dennoch scheint es
notwendig, einen  sehr  differenzierten  Blick auf dieunterschiedlichen
Regulationsmechanismen zu richten. Eine Verallgeeraing fur alle Gehirnregionen, fiir alle
Stressoren und fur alle Zeitpunkte scheint denzelit moglich zu sein. Kommende Studien
missen die unterschiedlichen Gehirnregionen, deitpufekt einer Stressexposition im

Verlauf der Gehirnentwicklung, sowie die Art dereéSsoren genauer differenzieren.

5.2 Einfluss von Stress auf die BDNF-Protein Konzentrabn im Hippocampus und

im frontalen Kortex

In unserer Arbeit war eine unverénderte BDNF-Protédnzentration nach Stressexposition
sowohl im Hippocampus als auch im frontalen Korte¥er den gesamten
Beobachtungszeitraum nachweisbar. Es zeigten 8ohia Vergleich zu den unbehandelten
Kontrolltieren keine Unterschiede hinsichtlich d@DNF-Protein Konzentration. Laut der
Neurotrophin-Hypothese der Depression spielt insbesre der BDNF eine zentrale Rolle in
der Pathogenese der Depression (Altar 1999; Durhah €997). Demnach fiihren sowohl
eine akute als auch eine chronische Stressexpostio einer glukokortikoidvermittelten
Suppression vom BDNF-Protein (Schaaf et al. 20D@)lber hinaus konnte in zahlreichen
Studien ein Zusammenhang zwischen depressionskanli Verhalten bei Nagetieren nach
einer Konfrontation mit den verschiedensten Stmessaind einer Suppression von BDNF-
MRNA im Hippocampus hergestellt werden (Duman et1897; Duman and Monteggia
2006; Smith et al. 1997b; Ueyama et al. 1997). Sodurch Stress im Rahmen einer
Immobilisation bei den Versuchstieren sowohl nadlitem Stress (8 Stunden) als auch nach

chronischem Stress (45 Minuten/ Tag fur 7 Tageg signifikant verminderte hippocampale
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BDNF-mRNA Konzentration nachweisbar. Die grofdte @ewn zeigte sich hierbei im
Gyrus dentatus und in der CA1 und CA3 Pyramidesgkitht des Hippocampus (Nibuya et
al. 1995; Smith et al. 1995b; Ueyama et al. 199idya et al. 1997). Eine solche Reduktion
der BDNF-mRNA Konzentration war auch durch andeteesSmodelle reproduzierbar
(Barrientos et al. 2003; Pizarro et al. 2004; Rassuun et al. 2002; Roceri et al. 2004).

Eine mdgliche Erklarung fur diese bestehende Dpskme zwischen einer verminderten
BDNF-mRNA zum einen, und einer in unserer Arbeitveninderten BDNF-Protein
Konzentration liefern Untersuchungen, bei denen &fiissverhaltnis zwischen der
Konzentration der BDNF-mRNA und der Konzentratioas dBDNF-Protein beschrieben
wurde (Conner et al. 1997; Jacobsen and Mork 208i). konnte gezeigt werden, dass das
BDNF-Protein zum einen Uber einen anterograden sp@m zur Freisetzung in die
Axonendigung gelangt, und dass das BDNF-Protein anderen von Neuronen freigesetzt
wird und spater Uber afferente Neurone durch eiaganalen Transport zum Wirkort
transportiert wird (Ma et al. 1998), wodurch eineskdepanz zwischen der verminderten
Konzentration der hippocampalen BDNF-mRNA und devesédnderten Konzentration des
BDNF-Proteins zu verstehen ware. Allerdings ist bisute wenig bekannt Gber die
Halbwertzeit und den Metabolismus der BDNF-mRNA uthelssen encodierten BDNF-
Proteins, um genauere Mechanismen zu beschreiben.

Dennoch bleibt die Regulation des BDNF nach Strgxss@tion umstritten. So fuhrte eine
chronische Stressexposition mittels sozialen Stsessl einem signifikanten Anstieg der
BDNF-Protein  Konzentration sowohl im rechtshemisgilen als auch im
linkshemispheriellen Kortex. Nach Gabe eines SSigéh die Konzentrationen von BDNF
wiederum im Bereich der Kontrolltiere (Schulte-Herpgen et al. 2009). Diese
Beobachtungen widersprechen einer Reduktion des BDMNe sie laut der sogenannten
Neurotrophin-Hypothese zu erwarten ware. AhnlicteoliBachtungen wurden von Branchi
und Mitarbeitern gemacht, wo ebenfalls ein depoessihnliches Verhalten bei Mausen nach
Stressexposition mit einer gesteigerten BDNF-Pnot&ionzentration im Hippocampus
vergesellschaftet war (Branchi et al. 2006). Aueh tulbektomierten Mausen, welche ein
depressionsahnliches Verhalten und ein beeintgtestiSerotoninsystem aufweisen, war eine
gesteigerte BDNF-Konzentration im Hippocampus nagbkbar (Hellweg et al. 2007).

Des weiteren spielen epigenetische Faktoren bdRdgulation der BDNF-Transkription eine
entscheidende Rolle (Martinowich et al. 2003). bamane BDNF-Gen ist wie bereits oben
beschrieben hoch komplex. Es enthalt 8 Exons, pieltivarianten durch alternatives

Splicing, was zu einer Vielzahl von BDNF-Transkeptfuhrt (Liu et al. 2006). In einem
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Mausmodell fuhrte Stress mittels ,social defeat“einer lang anhaltenden Suppression der
BDNF-Transkripte Il und IV im Hippocampus, was ilene vermehrte Dimethylation des
Histons 3 (H3) auf dem Chromatin des entsprecherféi@motors reguliert wurde. Die
langfristige Gabe des Antidepressivums Imipramirkiei dieser verminderten Transkription
Uber eine Acetylierung des H3 entgegen (Tsankovaalet 2006). Es ist also zu
beriicksichtigen, dass Stress und antidepressiveafiea Uber eine differenzierte Regulation
der verschiedenen BDNF-Transkripte unterschiedlidhaktionelle Effekte induzieren
kénnen. Inwieweit diese differenzierte Regulatioer DNF-Transkription auch auf die
verschiedenen Gehirnregionen zutrifft, muss in @ei Studien untersucht werden. Denkbar
waére, dass unterschiedliche regionsspezifische [R&gusmechanismen zu einer
unterschiedlichen Transkription durch ein und delben Stressor fluhren.

Weitere Arbeiten beschaftigen sich mit einer Vedoing zwischen der Vulnerabilitat an einer
depressiven Stérung zu erkranken und einem Einkleglotid-Polymorphismus in der 5'Pro-
Doméne des BDNF-Gens. Dieser ist bedingt durchSdibstitution der Aminosaure Valin
(Val) zu Methionin (Met) am Kodon 66 (Val66Met) (bet al. 2003). Die Studien zum
Nachweis einer Verbindung zwischen dem Einzelnulde®olymorphismus und einem
erhohten Risiko an einer Depression zu erkrankeferten bislang widersprichliche Daten
(Choi et al. 2006; Hong et al. 2003; Lang et aD205en et al. 2003; Surtees et al. 2007; Tsai
et al. 2003; Willis-Owen et al. 2005). In vitro @ieser Einzelnukleotid-Polymorphismus mit
einem veradndertem Verpacken, Transport und eineéanderten Sekretion des BDNF
assoziiert (Duman 2004). Erstmals konnten Lang Whthrbeiter einen Zusammenhang
zwischen der BDNF-Protein Serumkonzentration undn d&enotyp Val66Met beim
Menschen aufzeigen. So waren verminderte BDNF-RProterumkonzentrationen bei
gesunden Individuen mit dem Val/Val Allel im Vergle zu Individuen mit dem Val/Met
Allel nachweisbar (Lang et al. 2009). Diese Beolaaten stimmen mit der Beobachtung
Uberein, dass das Val-Allel bei depressiven Pareiiberexprimiert wird (Sklar et al. 2002).
Das Met-Allel ist wiederum mit einer verandertetrazellularen Sekretion von BDNF und
veranderten hippocampalen Strukturen und Funkti@ssoziiert (Hariri et al. 2003). Ebenso
ist bei Met/Met Mausen eine gestorte Sekretion BINF nachweisbar, was zu einem
vermehrten angstahnlichem Verhalten fihrt und nidhtch die Gabe von Fluoxetin
behandelbar ist (Chen et al. 2006). Dies fihrt eu ldypothese, dass das Met-Allel die
aktivitatsabhangige aber nicht die konstitutive BBRrotein Sekretion vermindert
(Tramontina et al. 2007). Auf diese Weise konnteeeionstitutive Steigerung der BDNF-
Serumkonzentrationen bei Tragern des Met-Allels gistorte intrazellulare BDNF-Protein
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Konzentration kompensieren. Individuen mit einer rnvi@derten BDNF-Protein

Serumkonzentration und einem Val/Val Genotyp konndemnach vulnerabler gegenuber
Stressoren sein und eine depressive Symptomatiwiakein, aber zugleich Uber eine
Steigerung der BDNF-Protein Konzentration durch eeiantidepressive Therapie der

depressiven Symptomatik entgegenwirken.

Die Forderung nach einer differenzierteren Bewtwgl in Bezug auf regionenspezifische
Unterschiede der Veranderungen von Konzentratiodes BDNF-Proteins durch eine
Stressexposition wird weiter untermauert. Es estish namlich Studien, in denen eine
gesteigerte Konzentration von BDNF depressive Sgmpt verursacht. So weisen Méause,
welche in einem Gemeinschaftsnest aufwachsen, iwadkhsenenalter sowohl eine
gesteigerte Konzentration von BDNF-Protein als aeiohdepressionsahnliches Verhalten auf
(Branchi et al. 2006). Eine andere Arbeit zeigs,utass eine gesteigerte Konzentration von
BDNF depressiogene Effekte auslosen kann. EinegigedBDNF-Infusion in das ventrale
tegmentale Areal (VTA) fuhrt hierbei zu einer verkiign Latenz bis zur Immobilitat im
.forced swim test, was als pro-depressiogener KEfigewertet werden kann (Eisch et al.
2003). Eine virale Blockade des BDNF-Rezeptors Thkigyegen zeigt wiederum signifikante
antidepressivahnliche Effekte (Eisch et al. 20)enso weisen Mause nach 10tagiger
Stressexposition mittels ,social defeat” ein depi@sséhnliches Verhalten gepaart mit einer
gesteigerten BDNF-Protein Konzentration im Nuclessumbens auf (Berton et al. 2006).
Auch diese Entwicklung des depressionséhnlichenhaltans kann mittels einer viral-
vermittelten  VTA-spezifischen = BDNF-Suppression  uwdtéckt werden. Diese
Beobachtungen suggerieren, dass ein funktionstighBDNF-System im Bereich des VTA-
Nac Signalweges von Noten ist, um depressionsdtentBymptome zu entwickeln (Berton et
al. 2006) und das gesteigerte BDNF-Protein Konagintnen in dieser Hirnregion Depression
induzierend und nicht antidepressiv wirken. Diekfionelle Wirkung des BDNF im VTA-
Nac-Signalweg stellt somit das genaue Gegentailezdunktionellen Wirkung des BDNF im
Hippocampus dar (Siuciak et al. 1997). Einige Aeitosehen methodische Ursachen in diesen
unterschiedlichen Beobachtungen (Kalueff et al.&20@ohingegen es wahrscheinlicher ist,
dass sich die komplexe Symptomatologie und Pathsplogie der Depression auch in
unterschiedlichen und regional spezifischen neopbinvermittelten Funktionen
widerspiegelt (Berton et al. 2006).

Diese Beobachtungen werden unterstitzt, wenn melm a&uf zentrale Symptome einer

Depression konzentriert. Hoffnungslosigkeit und Adbnie z&hlen zu zentralen Symptomen
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einer depressiven Storung. An diesen Symptomenzsued getrennte Systeme beteiligt. Zum
einen das Stress-System, reprasentiert durch dgpmoElhmpus und das HHA-System, sowie
ein Belohnungssystem, reprasentiert durch die Via&-Nund den VTA-prafrontaler Kortex
Signalweg. So fluhrt die intrahippocampale Infusiam BDNF zu antidepressiven Effekten
(Shirayama et al. 2002; Siuciak et al. 1997), wgbgen die Infusion in Bereich des VTA zu
depressiogenen Effekten fuhrt (Eisch et al. 20D@mentsprechend wirkt die Blockade von
TrkB-T1-Rezeptoren im Nucleus accumbens, dem Zmdégeler dopaminergen Neuronen des
VTA, antidepressiv (Eisch et al. 2003), ebensoddikektive Ausschaltung des BDNF-Gens
im Nucleus accumbens durch die Injektion eines C&d&mbinanten Virus bei Mausen
(Berton et al. 2006). Ein mdgliches Erklarungsmbdelvieweit ein und derselbe Faktor in
unterschiedlichen Regionen unterschiedliche Wirlemgduzieren kann, bietet womdéglich
ein regionenspezifischer Unterschied in dem Meiabuls des BDNF. So besteht der
Nucleus accumbens zum grofdten Teil aus GABAergéernauronen, welche nicht fahig
sind, BDNF zu produzieren. Der notwendige BDNF widn umgebenden Gliazellen
produziert. Mdgliche Unterschiede in der Kinetikr @DNF-Transkription und der BDNF-
Sekretion in Neuronen und in Gliazellen kdnntennéwell die unterschiedliche Wirkung im
Hippocampus und im Nucleus accumbens erklaren.

In einer post mortem Studie an Gehirnen von Supfelm war wiederum eine verminderte
Konzentration des BDNF-Proteins und des TrkB-Remspim prafrontalen Kortex und im
Hippocampus, unabhangig von der zugrunde liegepdgohiatrischen oder neurologischen
Diagnose, nachweisbar. Auch wenn das Modell dermen Hilflosigkeit kein anerkanntes
Modell fur Suizidtherorien darstellt, so ist einermehrte Suizidalitat im Rahmen einer
depressiven Symptomatik unumstritten (Bronisch 2003llerdings waren diese
Veranderungen nur bei nicht medikamentds behamdeBaizidopfern nachweisbar,
wohingegen zuvor medikamentds behandelte Suizidagfee unveranderte bis gesteigerte
Konzentration von BDNF-Protein aufwiesen (Chenle2@01; Dwivedi et al. 2003; Karege
et al. 2005).

In Untersuchungen mit depressiven Patienten undnges Kontrollpersonen zeigten sich
reduzierte BDNF-Serumkonzentrationen bei den depres Patienten, wobei die BDNF-
Serumkonzentrationen negativ mit dem Schweregradderession korrelierten (Karege et
al. 2002; Shimizu et al. 2003). Eine langerfristaggidepressive Therapie fuhrte wiederum zu
einer Steigerung der BDNF Serumkonzentration (Shinet al. 2003). In einer weiteren
Studie mit gesunden Kontrollpersonen war eine megatorrelation zwischen dem BDNF-

Serumspiegel und dem depressionsbezogenen Penk@iistaktor Neurotizismus
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nachweisbar (Lang et al. 2004b). Fasst man die rbtkesse Uber die BDNF

Serumkonzentration nach Stressexposition beim Mwamsczusammen, so deutet vieles
daraufhin, dass es bei depressiven Stérungen eu Reduktion der Serumkonzentration des
BDNF kommt (Aydemir et al. 2006; Karege et al. 2)0&elche durch eine antidepressive
Therapie wieder ausgeglichen werden kann (Aydetrat. 2006; Gonul et al. 2005; Huang et
al. 2008). In weiteren Studien war nachzuweisess dhe individuelle Serumkonzentration
von BDNF oder auch von NGF allerdings keine vetiélssn Aussagen uber das Auftreten
einer Depression zulassen (Lommatzsch et al. 2@abulte-Herbruggen et al. 2007).

Allerdings gibt es in Tiermodellen wiederum die Baohtungen, dass eine chronische
Stressexposition nicht zu veranderten BDNF Serumdotmationen fuhrt und die BDNF

Serumkonzentration auch nicht durch eine antidspresTherapie beeinflusst wird (Schulte-
Herbruggen et al. 2009). Man konnte davon ausgetass nur eine bereits durch eine
Stressexposition entstandene Veranderung der BD#Eronzentration durch eine

antidepressive Pharmakotherapie ausgeglichen wéaam ahnlich wie es beim Menschen
nur zu antidepressiven Effekten durch eine antekgive Pharmakotherapie kommt, wenn

eine depressive Symptomatik vorliegt.

5.3 BDNF- zentrale Rolle in der antidepressiven Theram

Eine BDNF-Infusion in das Mittelhirn, den Hippocanspoder in einen Seitenventrikel bei
Ratten bewirkt antidepressive Effekte, vergleichlmait konventionellen Antidepressiva
(Hoshaw et al. 2005; Shirayama et al. 2002; Siuetad. 1997).

Ein Grol3teil der verschiedenen Antidepressiva steigpwohl die BDNF-mRNA Expression
als auch die BDNF-Protein Konzentration in densgbredenen Regionen des Rattenhirns,
insbesondere im Hippocampus und im préafrontalentdco(Duman and Monteggia 2006;
Russo-Neustadt et al. 2000). Dieser Einfluss aef BDNF-Konzentration ist fur die
Monaminooxidaseinhibitoren, die selektiven Seratemederaufnahmehemmer, die
Noradreanlinwiederaufnahmehemmer und fur die tfiggken Antidepressiva beschrieben
(Coppell et al. 2003; De Foubert et al. 2004; @kal. 2003; Garza et al. 2004; Nibuya et al.
1995; Russo-Neustadt et al. 1999; Vinet et al. 208H4erdings sind diese Effekte erst nach
einer langerfristigen Einnahme der verschiedenetidépressiva nachweisbar. Auch die
wiederholte Anwendung elektrokonvulsiver Schocksje dmehrwdchige repetitive
transkranielle Magnetstimulation (rTMS), ein Scklazug und korperliche Bewegung fuihren

zu einer Steigerung der BDNF Konzentration (Altaraé 2004; Angelucci et al. 2002;
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Duman 1998; Hairston et al. 2004; Muller et al. @08tewart and Reid 1993). Die tagliche
Therapie mit elektrokonvulsiven Schocks bewirkigeai kontinuierlichen Anstieg der BDNF-
Konzentration im Hippocampus und im prafrontalerrt&e (Altar et al. 2003). Zum anderen
bewirkte eine Fluoxetin Gabe bei BDNF Met/Met unDNE- +/- Mausen keine Besserung
von angstlichem Verhalten, was auf die zentraleleRaines intakten BDNF-TrkB-
Signalweges im Rahmen einer antidepressiven Theetdpweist (Chen et al. 2006). Neuere
Studien zeigen eine Beeinflussung von stress-regeli Genen, wie CREB und der
neuronenspezifischen Enolase durch ein SSRI imatlardRaphekern (Abumaria et al. 2007).
Allerdings gibt es auch hier wiederum widerspridtdi Daten. So bewirkt Escitalopram unter
physiologischen Bedingungen eine Reduktion von BDINF frontalen Kortex und im
Hippocampus, woraufhin Lithium die BDNF Expressiamter physiologischen Bedingungen
bei Ratten induziert (Jacobsen and Mork 2004).

Neuere Medikamente, wie die AMPA-Rezeptor Agonistend die NMDA-Rezeptor
Antagonisten fiihren ebenfalls zu einer gesteigeiktenzentration von BDNF-mRNA und
BDNF-Protein im Rattenhirn (Adlard et al. 2004; &ltet al. 2004; Lauterborn et al. 2003;
Nibuya et al. 1995; Russo-Neustadt et al. 2004 tiseti al. 1997b). Die Gabe von NMDA-
Antagonisten bewirkt bereits innerhalb von 2 Stumdkeutliche antidepressive Effekte,
welche aufgrund des zeitlichen Verlaufs durch diéisdhes Wachstum und nicht durch die
Veranderung der synaptischen Plastizitat zustarek®mgmen sein mussten (Zarate et al.
2006). Inwieweit der BDNF in diese Vorgange bajeikt, ist bislang unklar.

Derzeit wird noch kontrovers diskutiert, ob eineratuBDNF induzierte Neurogenese als
ursachlich far die antidepressive Wirkung der wtbredlichen antidepressiven
Therapieverfahren betrachtet werden kann, oder lsieh bei der gesteigerten BDNF-
Konzentration lediglich um ein Epiphanomen handgihige Untersuchungen widersprechen
der Vorstellung des reinen Epiphdnomens, da tiemxgntell nachgewiesen werden konnte,
dass die verhaltensandernden Effekte einer angdspen Medikation durch die Blockade
der antidepressivainduzierten Neurogenese im Hgppas mittels Bestrahlung unterdriickt
werden konnte (Santarelli et al. 2003). Zum andéiiént die bilaterale Infusion von BDNF
in die Hippocampi im Tiermodell zu einer antidemigen Wirkung (Siuciak et al. 1997).
Allerdings scheint eine isolierte Veranderung d&N&--Expression nicht auszureichen, um
eine depressive Symptomatik hervorzurufen. So &iimrteinem Tiermodell eine verminderte
BDNF-Expression unter Ruhebedingungen bei gleit¢iozei normalen
Glukokortikoidkonzentrationen zu einem adaquaten rh¥ken in verschiedenen

Verhaltenstests (Chourbaji et al. 2004). Eine rneuglie konnte wiederum zeigen, dass zwei
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in der antidepressiven Therapie gangige Medikamer@mlich Paroxetin und Amitriptylin,
entgegengesetzte Wirkungen auf die BDNF Serumkdrateon ausuben (Hellweg et al.
2008) und keinen Einfluss auf die NGF-Serumkonzgiain haben. So verminderte Paroxetin
die BDNF-Serumkonzentration, wohingegen Amitryptildie BDNF-Serumkonzentration
steigerte. Dies lasst vermuten, dass die Veranderunler BDNF-Serumkonzentration ein
substanzspezifisches Phanomen darstellen und gagrell im Rahmen einer effektiven
antidepressiven Therapie nachweisbar sein misses.vilrd von der Beobachtung gestutzt,
dass im Tierversuch der selektive Noradrenalin \Wiadfnahmehemmer Reboxetin zu einer
starkeren Steigerung der hippocampalen BDNF-Exnedsihrt als der selektive Serotonin
Wiederaufnahmehemmer Citalopram (Russo-Neustadt &004). In einer weiteren Studie
kam es durch Reboxetin und Imipramin, nicht abemrchluCitalopram, zu einer
Herunterregulation vof-Rezeptoren in Gehirnen von Ratten, was Uber dadsBCRI einer
Beeinflussung des BDNF-Signalweges fuhrt (Holoubtkl. 2004). Es gibt also Anzeichen,
dass insbesondere nicht serotonerge Antideprezsivaner Steigerung des BDNF-Gehaltes
fuhren (Hellweg et al. 2008). Dies wirde bedeutlass die unterschiedlichen Antidepressiva
Uber unterschiedliche Signalwege zu einer Remissioner depressiven Symptomatik fihren
kénnen. Dies wirde wiederum bedeuten, dass eieaige Steigerung der Neurotrophine
nicht notwendig und nicht ausreichend wére, einehgoRemission herbeizurufen. Vielmehr
misste von einem komplexen Wechselspiel hinsi¢htlter antidepressiven Wirkung

zwischen neurotrophen Faktoren und den monoamineégstemen ausgegangen werden.

5.4 Hat die Neurotrophin-Hypothese der Depression nocksltigkeit

Es stellt sich nun die Frage, wenn es im Rahmeer gjuat etablierten Methode, angelehnt an
die erlernte Hilflosigkeit, als ein Tiermodell fislepressionsahnliches Verhalten, zu keiner
stressinduzierten Reduktion des BDNF-Proteins imppicampus und im frontalen Kortex
kommt, ob die zentrale Bedeutung von BDNF, wie arman und Altar postuliert, in der
Neurotrophin-Hypothese weiterhin Gliltigkeit beh&s gilt als unumstritten, dass sowohl
akuter als auch chronischer Stress zu einer Rexuktider endogenen
Neurotrophinkonzentrationen beim Menschen fihrt,d udlass eine langerfristige
Stressexposition eine signifikante Atrophie despdigampus nach sich zieht (Duman 2004,
McEwen 2000; Sapolsky 1996). Diese Erkenntnissktéenden Blick auf die Neurogenese
(Duman 2005), wobei insbesondere die subventriknl@nd die subgranularen Regionen des

Gyrus dentatus als zentrale Regionen fur eine ##ifpration im adulten Gehirn anzusehen
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sind (Gross 2000). Diese hippocampale Neurogerstseon zentraler Bedeutung flr einen
ausgeglichenen Affekt (Dranovsky and Hen 2006). @&r Neurogenese zugrundeliegende
komplexe Prozess aus einer komplexen Koordinatimh Regulation von Zellproliferation,
Zellmigration, Zelldifferenzierung und Zelltod, wlirentscheidend durch Neurotrophine, und
hier insbesondere durch BDNF beeinflusst. Allerdimgrd es notwendig, auch die anderen
Neurotrophine, und hier insbesondere den NGF m#udieziehen.

Der BDNF und der TrkB-Rezeptor regulieren untereaath Gber den Phosphatidylinositol
3-kinase/Akt Signalweg das neuronale UberlebenisBau vermuten, dass die durch eine
Stressexposition verminderte BDNF-Protein Konzdimmnaund eine konsekutive Reduktion
der anti-apoptotischen Regulation zu einem Abstereuronaler Zellen oder zumindest zu
einer Veradnderung der synaptischen Plastizitdt efiihr Diese morphologischen
Veranderungen konnten wiederum zu einer Beeinfhugsder hippocampalen Funktion
fuhren, was sich phéanotypisch als depressive Symgdik duRern konnte (Almeida et al.
2005).

Wenn man von einer solch zentralen Rolle des BDNIgEdar Pathogenese der Depression
ausgeht, liegt es nahe, genmanipulierte Versuchstie untersuchen. Demnach fiihrte eine
komplette Ausschaltung des BDNF-Gens zu einer ¥ldlzon Defekten und letztendlich
zum embryonalen Tod (Ernfors et al. 1994). Einediis BDNF-Gen heterozygote Maus wies
im Verhaltnis zur Wildtypmaus kein verandertes \&tdn, insbesondere keine
depressionsahnliche Symptomatik auf. (Chourbajialket 2004; MacQueen et al. 2001;
Saarelainen et al. 2003). Allerdings wiesen dies&udé¢ in dem Modell der erlernten
Hilflosigkeit ein depressionsdhnliches Verhaltenf. alls moglicher Kritikpunkt sei
aufgefuhrt, dass die Méause auch Uber ein redugiegithmerzempfinden verfigen, was
ebenfalls das passive Verhalten auf elektrisches¢hdtks erklaren kénnte (MacQueen et al.
2001). Dennoch ist festzuhalten, dass eine alleinReduktion der BDNF-Expression
unzureichend ist, um spontan ein depressionsaleslisterhalten zu induzieren. Eine weitere
Moglichkeit ware, dass die Reduktion des BDNF wabreler embryonalen Entwicklung
kompensatorische Mechanismen induziert, welche evied das depressionsahnliche
Verhalten verhindern. Mause, bei denen das BDNF-&snh14-21 Tage nach der Geburt im
Vorderhirn ausgeschaltet wird, zeigten namlich agpressionsahnliches Verhalten (Chan et
al. 2006), so dass von Kompensationsmechanismsrugehen ist, die die embryonale
Reduktion des BDNF kompensieren.

Auch Knockout-Mause mit ausgeschalteten spezifiséf@derhirn Trk-Rezeptoren oder mit

Uberexprimierten unfunktionellen ,truncated” Isofeen zeigten kein depressions- oder
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angstahnliches Verhalten (Saarelainen et al. 2808jer et al. 2003). Anscheinend ist der
Mangel an BDNF vielmehr als ein Pradispositionsfaktir eine depressive Symptomatik zu
verstehen, welcher im Zusammenspiel mit beispigvechronischem Stress zu einer
Manifestation einer depressiven Symptomatik fuhkanmn (Groves 2007). Diese Vermutung
wird durch weitere Studien untermauert, bei deneédus¢ mit einer verminderten
hippocampalen BDNF-Protein Konzentration und ein@rminderten Expression von
Glukokortikoidrezeptoren zunachst ein unauffalligdrhalten aufweisen, aber nach
Stressexposition eine vermehrte Hilflosigkeit zaig&ndererseits bewirkte eine gesteigerte
hippocampale Expression von Glukokortikoidrezeptoreine gesteigerte hippocampale
BDNF-Protein Konzentration (Ridder et al. 2005).hand dieser Beobachtungen lasst sich
vermuten, dass eine stressinduzierte BDNF-ProteonzEntration erst durch additive
Risikofaktoren, beispielsweise durch eine (gleictigei Beeintrdchtigung der
Glukokortikoidrezeptorprozessierung, zustande kommt

Mause mit einer gesteigerten BDNF-Expression zeigtebenfalls ein vermehrtes
angstahnliches Verhalten, kombiniert mit einer ggstrten Spinogenesis der basolateralen
Amygdala, vergleichbar mit Wildtypmausen, welcheeen Immobilisationsstress exponiert
wurden (Govindarajan et al. 2006). Der Immobilisasistress fuhrte allerdings nicht zu einem
Fortschreiten der zellularen Veranderungen. Hiemengibt sich ein Hinweis, dass BDNF
protektiv gegeniber Stress in der Amygdala wirkd anf diese Weise die Vulnerabilitat fur
depressive Storungen reduzieren koénnte. Darlberaubkin wird eine mdogliche
regionenspezifische Wirkung von BDNF in der Pathgoblogie psychiatrischer
Erkrankungen unterstrichen (Groves 2007).

Ein weiterer Einflussfaktor stellt das Geschlecht. 5o weisen weibliche BDNF-Knockout
Mause im Vergleich zu mannlichen BDNF-Knockout Meémsein depressionsdhnliches
Verhalten auf (Monteggia et al. 2007) auf. Eine eardStudie in der Ratten Stress mittels
elektrischer Schwanzschocks ausgesetzt waren,ezeigénfalls das Geschlecht als ein
Risikofaktor fur die Entwicklung einer depressiv@pmptomatik. Interessanterweise kam es
durch eine solche Stressexposition zu einer arestdgn BDNF-mRNA Konzentration in den
Subregionen des préafrontalen Kortex nur bei mahahc Ratten, nicht hingegen bei
weiblichen Ratten (Bland et al. 2005).

Eine verminderte Wirkung des trizyklischen Antidegsivums Desipramin ist wiederum
sowohl bei den weiblichen als auch den mannlicheiusén nachweisbar, wodurch die
zentrale Rolle des BDNF im Rahmen von antidepressitherapieformen unterstrichen wird.

In epidemiologischen Studien wurde bereits Ubeereibekannten sexuellen Dimorphismus
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hinsichtlich einer Vulnerabilitdt fir depressivedfingen berichtet (Kendler et al. 2004).
Allerdings weist der fehlende depressive Phanotgp den ménnlichen BDNF-Knockout
Mausen wiederum auf die kontroversen Daten hingithtler Bedeutung von BDNF im
Rahmen der Affektregulation hin.

Neuere Studien betrachten die unterschiedlichetkigen von pro-BDNF und mBDNF. So
wurden entgegengesetzte biologische Wirkungen de/Npurotrophine und der maturen
Neurotrophine beschrieben (Lu et al. 2005). Der#igehe Rezeptor fur das mature BDNF-
Protein, der TrkB-Rezeptor, spielt eine entschaldeiolle in der Frihphase der LTP
(Figurov et al. 1996). Dazu passt, dass die prgtische Umwandlung von pro-BDNF zu
MmBDNF durch das tPA-Plasmin-System erforderlichfistdie TrkB-vermittelte Spatphase
der LTP (Pang et al. 2004). Im Gegensatz zu di&tkten, im Sinne einer synaptischen
Potenzierung, fordert pro-BDNF die LTD Uber einetidlerung des p75-Rezeptors und somit
die synaptische Depression. Demnach steigert oelenimdert entweder die Aktivierung des
TrkB-Rezeptors oder die des p75-Rezeptors das idisobde Wachstum (Zagrebelsky et al.
2005).

Der am Anfang der Neurotrophin-Hypothese bestehenlick war auf die
wachstumsfordernden und Uberlebensfordernden [Effdkt verschiedenen Neurotrophine
gerichtet (Duman and Monteggia 2006). Man weil3 heage jedoch, dass BDNF im adulten
Gehirn wesentlich an der Regulation der synaptisétastizitat beteiligt ist und nicht so sehr
and der Vermittlung von neuronaler Morphologie urebensfahigkeit der Neurone. Stress
beeinflusst die LTP im Hippocampus, wobei diesdel&fdurch verschiedene Antidepressiva
abgeschwacht werden kann. Denkbar ist, dass dexsahiedlichen Antidepressiva zu einer
Forderung des BDNF-TrkB-Signalweges beitragen uodgkeichzeitig die LTP foérdern.
Akuter Stress wiederum kann die LTD im adulten Hipgmpus induzieren (Xu et al. 1997).
Neuere Studien weisen auf eine Korrelation zwiscWerhaltensstress und Induktion der
LTD bei adulten Ratten hin (Holderbach et al. 20®&ipe Aktivierung des p75-Rezeptors
durch pro-BDNF fordert selektiv die NMDA-Rezeptdyhéingige LTD, nicht aber die LTP,
im juvenilen Hippocampus (Woo et al. 2005). Die Henmg des p75-Rezeptors hemmt
selektiv die NMDA-Rezeptor abhangige LTD, nicht etliee LTP (Rosch et al. 2005). Unklar
bleibt, ob die zu beobachtende LTD nach Stresséxposon einer veranderten Interaktion
zwischen pro-BDNF und dem p75-Rezeptor abhangt; odedie Stressexposition zu einer
vermehrten Sekretion von pro-BDNF oder zu einemedrten Expression des p75-Rezeptors
im Hippocampus fuhrt. Es steht jedoch fest, dass nteraktion zwischen pro-BDNF und

dem p75-Rezeptor zu einer LTD und einer Atrophieddiéischer Verzweigung fihrt.
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Interessanterweise ist die hippocampale Expressies p75-Rezeptors relativ niedrig,
allerdings kommt es zu einer Zunahme der Expreasid@r anderem durch Ischamien (Roux
et al. 1999). Es ware also denkbar, dass die Esipresdes p75-Rezeptors unter
Stressexposition und im Rahmen einer Depressioneigest wird, was zu einer
fortschreitenden Depression der synaptischen PRi@gtim Hippocampus fuhren kénnte.
Somit scheint sich die klinisch manifeste Deprassiacht allein durch eine Reduktion des
BDNF-Proteins zu entwickeln, sondern stellt vielmetias Ergebnis von zahlreichen
Beeintrachtigungen der unterschiedlichsten Signgéwelar. Die alleinige verminderte
Aktivitat des BDNF-TrkB-Signalweges kann durch dgesteigerte Aktivitdt anderer
Wachstumsfaktoren und insbesondere anderer Nephoti® kompensiert werden.

Des Weiteren entsteht aus dem Zusammenspiel gemetisFaktoren und einer
Stressexposition eine depressionsadhnliche Sympikomaelche unabhangig vom BDNF-
TrkB-Signalweg vermittelt wird. Allerdings scheidie antidepressive Therapie Uber eine
kompensatorische Aktivierung des BDNF-TrkB-Signade® der depressiven Symptomatik

entgegenzuwirken.

Zusammengefasst muss man sagen, dass die ursphéngdlieurotrophin-Hypothese der
Depression erweitert werden muss. Auf der eineteSsi eine verminderte Konzentration
des BDNF mit der menschlichen Depression assozirtlem steigern klinisch erprobte
Antidepressiva die Konzentration von BDNF und eideekte BDNF-Infusion zeigt
antidepressiv-dhnliche Effekte. Auf der anderen teSewvarten eine Anzahl von
pharmakologischen Studien mit Ergebnissen auf,edi® Unvereinbarkeit der einfachen
Beziehung zwischen der BDNF-Konzentration und defifiekd demonstrieren, was durch die
Arbeiten mit BDNF-Knockout Mausen und Populationgd&#n hinsichtlich des
Einzelnukleotid-Polymorphismus unterstrichen wirdie Rolle des NGF, welche sich
ebenfalls kontrovers darstellt, wurde in der bigdesr Neurotrophin-Hypothese nicht
bertcksichtigt. Kommende Studien sollten sich aterimehrt mit dem Zusammenspiel dieser
Neurotrophine in dem komplexen Wechselspiel befasse

Castren et al. sehen BDNF weiterhin als einen Betdenden Baustein in der Modulierung
aktivitatsabhangiger Plastizitat in einem Emotionenarbeitenden Netzwerk (Castren et al.
2007). In diesem Sinne wéare in Abhangigkeit von egionenspezifisch vorherrschenden
neuronalen Plastizitat in hippocampalen, praframalnd mesolimbischen Signalwegen eine

entgegengesetzte Wirkung von BDNF in den unterdtibleen Gehirnregionen eher zu
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verstehen. Inwieweit NGF ebenfalls unterschiedlitigkungen in den unterschiedlichen
Gehirnregionen initiiert ist bislang noch nichtdiferenziert untersucht.

Die Neurotrophine, insbesondere BDNF und NGF, simddglich als zentrale Modulatoren
in einem dynamischen System bestehend aus syragtifotenzierung und synaptischer
Depression zu verstehen. Eine Imbalance in eindaneso System stellt einen bedeutsamen
atiopathogenetischen Faktor in der Entstehung kiezdener psychischer Erkrankungen dar,
so auch bei depressiven Storungen. Veranderungenedeonalen Plastizitat sind zum Teil
BDNF-vermittelt und konnten so zu funktionellen umidhmorphologischen Veranderungen
beitragen (Laske and Eschweiler 2006). Dieses wibeldeuten, dass eine langerfristige
Imbalance neurotropher Faktoren zu einer Beeintigiolhg der synaptischen Funktion fihrt
und so einen Verlust von Neuronen in unterschigdhicGehirnregionen mit sich bringt, was
insbesondere fur die Depression in Tiermodellenhgawiesen wurde (Angelucci et al.
2004). Durch die Deprivationsforschung weil3 marssdathkindliche Stressereignisse zu
hirnmorphologischen Veranderungen fuhren konnes,zdm Teil erst im Erwachsenenalter
nachweisbar sind und als Vulnerabilitatsfaktorenviérschiedene psychische Erkrankungen
im Alter zu verstehen sind. So fuhrte die Isolatkmm Jungtieren von ihren Muttertieren tber
24 Stunden im spateren Erwachsenenalter zu ein@nest@onsahnlichen Verhalten und zu
einer subnormalen hippocampalen BDNF-ExpressioncéRoet al. 2002). Hiermit wird
deutlich, dass eine Stressexposition nicht immemitialbar zu Veranderungen der
Neurotrophine und der Hirnmorphologie fihren mussndern dass es auch zu spater
manifesten Veradnderungen fuhren kann. Des Weitsdteint auch der Zeitpunkt einer
Stressexposition im Verlauf der Gehirnentwickluabtpvant.

Eine Atrophie im Bereich des Hippocampus und dessalateralen prafrontalen Kortex
wurden unabhangig von frihkindlichen Stresseresgmsbei gesunden Tragern des Met-
Allels des BDNF-Gens gefunden (Pezawas et al. 200éh entscheidender Bedeutung
scheint auch hier wieder das Zusammenspiel gehetis§/ulnerabilitatsfaktoren, des
Zeitpunktes einer Stressexposition und das Stadi@em Hirnentwicklung zu sein. Die
vulnerablen Zeitpunkte unterscheiden sich von Higion zu Hirnregion. Laske bezeichnet
die hirnmorphologischen Veréanderungen als zeretrdlecus minoris resistentiae* (Laske
and Eschweiler 2006). In der Folge werden durch mikeronale Plastizitat inter- und
intraindividuell heterogene Kompensationsmechanisaidiviert. Im Zeitrahmen von Jahren
bis Jahrzehnten kénnen dann durch exogene Faktbeispielsweise durch Stress, die
Kompensationsmechanismen dysreguliert werden unid deese Art und Weise eine

spezifische Erkrankung wie die Depression ausgel@stden. Der haufig erwahnte
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supprimierende Effekt von Stress und Glukokortikoichuf die Expression von BDNF im
Hippocampus ware eine mogliche Erklarung fur dasfipdbeobachtete Zusammenwirken
von stressreichen Lebensereignissen und von ddrfaligenden Entwicklung depressiver
Stérungen (Brown et al. 1994). Auf der andereneSiihrt die l&ngerfristige Einnahme von
Antidepressiva im Tiermodell zu einer gesteigespression von BDNF im Hippocampus.
Als ursachlich fir den antidepressiven Effekt eigesteigerten BDNF-Expression kann die
BDNF-induzierte Neurogenese verstanden werdengegwitlere in den fir die Depression

wichtigen Gehirnregionen wie Hippocampus und prétter Kortex (Rajkowska 2000).

5.5 Interhemispherielle Unterschiede der BDNF-Protein Knzentration im frontalen

Kortex

Wir konnten in unserer Arbeit erstmals einen ineéenispheriellen Unterschied der BDNF-
Protein Konzentration im frontalen Kortex nachwais®iese Seitendifferenz der BDNF-
Protein Konzentration war unabhangig von einersSggposition nachweisbar. Es waren im
rechten frontalen Kortex bis zu 200-300% der BDN&t€n Konzentration des linken
frontalen Kortex nachweisbar. Eine Abhéangigkeit sd®e Phanomens von der
Praparationstechnik konnte weitestgehend ausgesaro werden. Bis zum jetzigen
Zeitpunkt ist eine Assoziation zwischen interherhesellen und unterschiedlichen BDNF-
Protein Konzentration nicht bekannt. Eine anderedit konnte eine stressinduzierte
Seitendifferenz bezuglich der Zellproliferation Bereich des medialen prafrontalen Kortex
nachweisen. Es kam zu einer gesteigerten Zellpraliion im Bereich des rechten medialen
prafrontalen Kortex. Diese stressinduzierte Veramag war nach Gabe von Fluoxetin
reversibel (Czeh et al. 2007). Inwieweit diese ldtreellen Veranderungen mit einer
veranderten Neurotrophin Konzentration korrespaedie wurde nicht untersucht. In
zukinftigen Untersuchungen muss bei der Interpogtater BDNF-Regulation im frontalen

Kortex diese Tatsache berucksichtigt werden.
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6. Die Zusammenfassung

Wir haben im Rahmen des Modells der ,erlernten léBifjkeit”, einem gut definierten
Modell zum Nachweis von neurobiologischen Veréandgem in der Pathophysiologie der
Depression, die unterschiedlichen Proteinkonzeatrah, der Neurotrophine ,nerve growth
factor" und des ,brain-derived-neurotrophic factar“verschiedenen Gehirnregionen und zu
verschiedenen Zeitpunkten untersucht. NGF und BBME von essentieller Bedeutung fir
die Differenzierung und das Wachstum wahrend dewi€klungsphase des Gehirns sowie
fur das Uberleben und die Funktion des erwachs&wmirns. Sie sind somit beide in die
neurobiologischen Veranderungen bei physiologiscimet pathologischen Reaktionen auf
Stress involviert. Die Untersuchungen beinhalteienBestimmung der NGF-Protein und der
BDNF-Protein Konzentration im frontalen Kortex uimd Hippocampus von Mausen. Die
nach dem gut etablierten Modell der ,erlernten ladigkeit* behandelten Mause wurden mit
unbehandelten Kontrolltieren verglichen und Ubereei definierten Beobachtungszeitraum
nach der Stressexposition (0 Stunden bis 14 Tag@)drhtet. Folgende Ergebnisse konnten
in unseren Untersuchungen gesichert werden. Die-RfBEein Konzentration im frontalen
Kortex der behandelten Tiere war voribergehendaggenommen 6 Stunden nach der
Stressexposition, reduziert. Im weiteren Verlaufrnrmalisierte sich die NGF-Protein
Konzentration im frontalen Kortex wieder und glisich der NGF-Protein Konzentration der
Kontrolltiere an. Die NGF-Protein Konzentration ippocampus blieb Gber den gesamten
Beobachtungzeitraum unverandert. Die BDNF-Proteamz€ntration hingegen blieb sowohl
im Hippocampus als auch im frontalen Kortex Uben desamten Beobachtungszeitraum
unverandert. Allerdings konnten wir eine signifikarbis zu 200 — 300 % hdhere BDNF-
Protein Konzentration im rechten frontalen KortexVergleich zum linken frontalen Kortex
unabhangig von der Stressexposition und dem Zditpaler Untersuchung aufzeigen.
Obwohl wir in einem gut etablierten Modell der @mten Hilflosigkeit* unveranderte
zerebrale BDNF-Protein Konzentrationen nachgewidsdren, stiitzen suffiziente Daten die
Annahme, dass BDNF einen wichtigen Mediator im Ramnder Pathophysiologie und
Therapie der Depression darstellt. Man geht von Aenahme aus, dass additive
Risikofaktoren fur ein dysfunktionelles Stressmanagt noétig sind, um Veranderung der
BDNF Protein Konzentrationen herbeizufihren. DieolBechtung, dass die BDNF-
Konzentration im rechten frontalen Kortex im Verglezu der Gegenseite signifikant erhoht

ist, ist neu, und spiegelt womaoglich eine intrabeate Seitendominanz wieder. Inwieweit
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diese Beobachtung im Sinne einer moéglichen Latatin im Rahmen einer depressiven
Storung zu betrachten ist, ist bislang noch nienstanden.

Fur das NGF-Protein konnten wir erneut zeigen, @asgu einer Reduktion desselben im
frontalen Kortex nach einer Stressexposition konidgben der pathogenetischen Rolle von
NGF im Rahmen von stressinduzierten depressiverui®ién, fuhrt NGF dariber hinaus als
Risikofaktor zu einem beschleunigten kognitiven Abbnach einer Stressexposition bei
cholinerg-beeintrachtigten Erkrankungen, wie zd&: Demenz vom Alzheimer-Typ und der
Alkoholkrankheit.
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