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1 Einleitung
1.1 Die bipolare affektive Stérung
1.1.1 Klinik und Epidemiologie

Die bipolare affektive Storung ist eine rezidiviede affektive Erkrankung, in deren
Krankheitsverlauf sowohl manische als auch depresBustande auftreten. Haufig Uberwiegen
die depressiven Phasen (Ubersicht bei Belmaker)2@@ohl in deiDSM IV (Diagnostic and
Statistical Manual of Mental DisordeAmerican Psychiatric Association 1994a) -Klassitiéa

als auch in der ICD 10Qir(ternational Classification of Disease®yorld Health Organisation
1992) -Einteilung wird die Diagnose durch mindestemne manische, hypomanische oder
gemischte Episode definiert. Es wird unterschierigischen Stérungen vom Typ ,Bipolar I mit
ausgepragten manischen Phasen und solchen vonBipplgr I, bei denen depressive Phasen
mit nur leichten, hypomanischen Phasen alterni€semohl Dauer als auch Frequenz einzelner
Phasen sind variabel. Die Dauer eines Zyklus, eéniert ist als das Intervall zwischen dem
Beginn einer manischen oder depressiven Episodezinis Beginn der nachsten, betragt
durchschnittlich drei bis vier Jahre. Mit dem Fohieiten der Erkrankung verkirzt sich in vielen
Fallen die Zyklusdauer. Patienten mit mehr als \Wérasen pro Jahr oder zwei bipolaren
Krankheitszyklen werden als ,rapid cycler” bezeiehr{American Psychiatric Association
1994a). Die Lebenszeitpravalenz fir bipolare Stgemn betrégt in verschiedenen Studien
zwischen 1 und 5%. Das mittlere Lebensalter beintasifestation betragt durchschnittlich 20
Jahre, ohne dass eine hohere Pravalenz bei einsghi@ent besteht (Ubersicht bei Bauer und
Pfennig 2005)Die suizidbedingte Mortalitat von Patienten mitektiven Storungen ist um das
20-30fache und die Gesamtsterblichkeit um das Zwés- Dreifache hoher als die der
Allgemeinbevélkerung (Ubersicht bei Ahrens und MidDerlinghausen 1997). Bei
unbehandelten Individuen mit bipolarer affektivéér8ng betragt die suizidbedingte Mortalitat

ungefahr 15%.



1.1.2 Modelle zur Atiopathogenese

Goodwin und Jamison (1990) postulierten, daf3 diobischen Prozesse, die der episodischen
klinischen Manifestation von Manie und Depressiongrande liegen, Ausdruck einer
mangelnden homdostatischen Regulation in bestimrHiemregionen sein kdnnten. Patienten
mit diesen Storungen fehlt demnach die notwendigedapfationsfahigkeit von
Neuronensystemen, um periodische Fluktuationen rauldeinflisse zu kompensieren. Statt
dessen kommt es moglicherweise zu Oszillationeerimalb von Neuronen, die diese aufgrund
der mangelnden Fahigkeit zur Adaptation nicht aisgen kénnen. Dieses gestdrte neuronale
Gleichgewicht resultiert gegebenenfalls in pathsiclgen Veranderungen von Verhalten, Affekt,
zirkadianer Rhythmik und Schlafphysiologie, ebenstde der neuroendokrinologischen
Regulation. Eine solche Symptomkonstellation isteinbar mit einer Dysregulation im
limbischen System und in assoziierten Arealen desskthmms und des prafrontalen Kortex. In
diesen Hirnarealen wurden sowohl morphologischaaish auf zellularer und intrazellularer
Ebene bei Patienten mit affektiven Stérungen und Tirerversuchen pathologische
Veranderungen nachgewiesen.

Nachdem sich wissenschaftliche Untersuchungen utier Entstehungsweise affektiver
Storungen zunéchst auf das Neurotransmitter-System Gehirns konzentrierte, ist in der
aktuellen Forschung der Neurobiologie der affektivBtérungen eine der bedeutendsten
Hypothesen, dass die Pathogenese und Therapiesekgipft ist mit der Plastizitat spezifischer
neuronaler Signaltransduktionswege (Uberblick beanM et al. 2003). Das komplexe
Zusammenspiel intrazellularer Signaltransduktiorgave umfasst samtliche neuronale
Funktionen, inklusive der Zellmorphologie und deren@xpression. Es sind diese
kaskadenartigen Ablaufe, welche es neuronalen ®gsteermdglicht, sich aul3eren Einflissen
anzupassen. Diese Anpassungsfahigkeit wird mit Begriff ,Neuronale Plastizitat" bezeichnet
und beinhaltet auf zellularer Ebene z.B. Verandgearnvon Dendritenfunktionen, Umwandlung
und Ausbildung von Synapsen oder eine Umstrukiumig der am Zellaufbau beteiligten
Proteine (Ubersicht bei Mesulam 1999). Bei der hisng affektiver Stérungen — also einer
gestbrten neuronalen Plastizitdt bestimmter Himdare spielen sowohl genetische als auch
Umweltfaktoren eine Rolle. Eines der wichtigstenrdébungsgebiete ist die Suche nach
Zusammenhangen zwischen Stress und mdglichen sdieidl Verdnderungen neuronaler
Strukturen, welche zu einer mangelnden Adaptatédngkeit von Neuronen auf weitere auf3ere

Einflisse fuhren.



1.1.21 Bildgebende Verfahren und Neuropathologie

Nach bisherigen Erkenntnissen gibt es im zentrélervensystem (ZNS) zwei dominierende
Kreislaufe, die in die Regulation von Affekten iviert sind (Ubersicht bei Soares und Mann
1997): zum einen der limbisch-thalamisch-kortikalereislauf, welcher das Corpus
amygdaloideum (,Amygdalg; den Hippocampus, den mediodorsalen Kern des ifuslaind
den medialen und ventrolateralen prafrontalen kodmschliel3t. Zum anderen gibt es einen
limbisch-striatal-pallidal-thalamisch-kortikalen &slauf, in dem Striatum, ventrales Pallidum
und die Regionen des anderen Kreislaufs miteinanddbounden sind. Affektive Stérungen
konnten aus einer Dysfunktion verschiedener Antéiéser Regionen und ihrer Verbindungen
resultieren. Moderne bildgebende Verfahren ermbighcEinblicke in neurophysiologische und -
anatomische Zusammenhange bei affektiven Stérufadeneller Uberblick bei Strakowski et al.
2005). Mit Hilfe bildgebender Verfahren des Gehimis Magnetresonanztomographie (MRT),
funktionelle Magnetresonanztomographie (fMRT), Meigesonanzspektroskopie (MRS) und
Positronen-Emissions-Tomographie (PET) wird nachrukstrellen und funktionellen
Veranderungen bei Patienten mit affektiven Storarggsucht.

Bei Depressiven findet sich in PET-Studien im Vergh zu Gesunden eine Abnahme von
Durchblutung und Stoffwechsel im dorsolateralen tmddialen préfrontalen Cortex sowie eine
Erhéhung dieser Parameter in der Amygdala (UbersienStoll et al. 2000). Weiterhin werden
in MRT-Untersuchungen bei Patienten mit bipolaréfeldiver Stérung eine Abnahme des
Volumens der grauen Substanz des subgenualen mEiéo Kortex, eine Zunahme des
Volumens des Striatums sowie eine Erweiterung ditenl Ventrikels beschrieben (Ubersicht
bei Scherk et al. 2004). Per Protonen-MRS konnit&atenten mit bipolarer affektiver Stérung
eine Abnahme von N-Acetylaspartat - ein Marker figuronale Integritat und Aktivitat -
insbesondere im dorsolateralen prafrontalen Komechgewiesen werden (Ubersicht bei
Brambilla et al. 2005).

In Postmortem-Untersuchungen von Gehirnen von itatiemit bipolarer affektiver Stérung gibt
es Hinweise fur eine Abnahme der Anzahl und Dict& Neuronen und Gliazellen im
prafrontalen Cortex (Ongur et al. 1998, UbersichtenVawter et al. 2000, Drevets 2001) sowie
der Anzahl von Neuronen im Hippocampus (Benes. €t918).

Zusammengefasst gibt es deutliche Anzeichen dafass es bei Patienten mit affektiven
Stérungen signifikante Minderungen des Volumens Staffwechsels bestimmter Hirnareale

gibt, begleitet von neuronaler Atrophie oder Zallust. Diese Hirnareale sind funktionell fir die



Regulation von Affekten und neurovegetativer Fumktin bedeutsam. Die Frage ist nun, welche
zellularen oder molekularen Mechanismen den mogghethen Verdnderungen zu Grunde

liegen konnten.

1.1.2.2 Neurotransmitter

Die Erforschung der Pathophysiologie und Neurolg@aaffektiver Stérungen geht einher mit
der psychopharmakologischen Untersuchung der Wgsweise von Antidepressiva und
stimmungsstabilisierenden Medikamenten. Uber dierkMigsweisen von psychotropen
Pharmaka wurden in den letzten Jahrzehnten Erkissetrgewonnen, die zu verschiedenen
Modellen zur Biologie der Depression beigetragebena So filhrte die Beobachtung einer
Zunahme von Suiziden unter Therapie mit Reserpainem Antihypertensivum, welches eine
Hemmung der Wiederaufnahme von Noradrenalin (NAJ ame Entleerung der NA-Speicher
bewirkt - und die Antagonisierung der Reserpinwiggulurch Imipramin zu der Hypothese, dafl3
die verminderte Verfligbarkeit von Monoaminen wie NAd Serotonin (5-Hydroxytryptamin, 5-
HT) im synaptischen Spalt ein entscheidenenderopatietischer Mechanismus der Depression
sei (Schildkraut 1965, Coppen 1967).

Die Aminhypothese zur Entstehung affektiver Stémmgpostuliert einen funktionellen
Uberschuss von den biogenen Aminen NA und/oder SaHBminergen Rezeptoren im Gehirn
in der manischen Phase und einen Mangel in deredsipen Phase (Ubersicht bei Garver und
Davis 1979). Sogenannte ,Depletions”-Studien vdmsert, durch eine Hemmung der Synthese
von NA und 5-HT oder Diaten, die frei von Vorlawgabstanzen von NA und 5-HT sind, die
Rolle dieser Neurotransmitter aufzuklaren (Millérag 1996, Reilly et al. 1997, Sobczak et al.
2002). Die Ergebnisse dieser Studien zeigen, dats der fehlenden Verfugbarkeit von 5-HT
oder NA keine depressiven Symptome in gesundervitheen ausgelést werden. Andererseits
kénnen bei depressiven Patienten, die auf 5-HTr bideWiederaufnahmehemmer ansprechen,
unter einem induzierten Mangel an diesen biogemamén Rickfalle beobachtet werden. 5-HT
und NA spielen daher eine Rolle bei der Aufrectaitimg der Wirksamkeit von Antidepressiva.
Der Wirkmechanismus von Antidepressiva oder did®atysiologie von affektiven Stérungen
lasst sich allerdings nicht ausschliel3lich durchi@viderungen des Neurotransmittergehalts im
synaptischen Spalt erklaren.

Der Einfluss cholinerger Mechanismen bei affekti&idrungen wird immer wieder diskutiert



(Ubersicht bei Janowsky und Overstreet 1995). Digpdthese des adrenerg-cholinergen
Ungleichgewichts postuliert eine zentrale cholieerPominanz bei Depression und ein
Uberwiegen monoaminerger Mechanismen bei der Ma@bolinomimetika induzieren
depressive Symptome und eine Aktivierung des hyathisch-hypophyséar-adrenalen Systems -
Effekte, die durch Gabe von Sympathomimetika amgert werden kénnen. Physiologische
und Verhaltensstudien zeigen eine Supersensitivitéier Reaktion auf cholinerge Substanzen
bei Patienten mit affektiven Stérungen. Diese Enggde weisen auf eine Bedeutung des
zentralen cholinergen Systems fir die Entstehufedktafer Stérungen hin.

Gegen eine alleinige Erklarung der Atiopathogeraffektiver Stérungen durch die genannten
Neurotransmitterhypothesen spricht vor allem, daie é&rhdhung von NA und 5-HT im
synaptischen Spalt schon kurz nach Applikation Yatidepressiva gemessen werden kann,
wahrend der therapeutische Effekt mit einer z&idic Latenz von bis zu vier Wochen einsetzt
(Ubersichten bei Duman et al. 1997, Altar 1999n4di kommt, daR die therapeutische Wirkung
einiger Antidepressiva unabhéngig von einer Wiaedaahmehemmung von Neurotransmittern
ist. Fortschritte in der Erforschung intrazellulremolekularer Mechanismen von
Neuronenfunktionen ertffneten dann neue Einblickedie neurobiologischen Grundlagen
affektiver Stérungen. Sie erganzten Modelle, die Benfluss von Neurotransmittern und ihren

Rezeptoren auf Zellfunktionen beschrieben.

1.1.2.3 Intrazellulare Signaltransdukon

Die Aktivierung neuronaler Rezeptoren ruft zahlheiéntrazellulare molekulare Prozesse hervor,
die die zellulare Funktion auf verschiedenen Ebenmodifizieren. Das komplexe

Zusammenspiel intrazellularer Signaltransduktiorgave umfasst samtliche neuronale
Funktionen, inklusive der Zellmorphologie und deren@xpression. Es sind diese
kasakdenartigen Ablaufe, welche es neuronalen ®gsteermdglicht, sich aul3eren Einflissen
anzupassen. Diese Anpassungsfahigkeit wird mit Begriff ,Neuronale Plastizitat“ bezeichnet.

Auf zellularer Ebene beinhaltet dies z.B. Verandgan von Dendritenfunktionen, Umwandlung
und Ausbildung von Synapsen oder eine Umstrukiumg der am Zellaufbau beteiligten

Proteine (Uberblick bei Mesulam 1999). Die Hypothedass affektive Stérungen durch eine
gestorte neuronale Plastizitat bestimmter Hirnmegio bedingt sein kdnnten, nimmt in den

letzten Jahren an Bedeutung zu.
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Es gibt drei Hauptmechanismen der transmembran®ggraltransduktion. Erstens die Bindung
von Guanosintriphosphat (GTP)-bindendem ProteinP{@ein) an Effektorenzyme oder
lonenkandle; zweitens die direkte Aktivierung vondnkanalen tber Rezeptoren, die direkt mit
dem lonenkanal verbunden sind (Changeux et al. )1987d drittens die Stimulation der
Tyrosinkinaseaktivitdt von Rezeptoren (Ullrich u8dhlessinger 1990; siehe Kap. 1.4.1). Die
Aktivierung vieler Membranrezeptoren fuhrt zu eik@nfigurations-anderung von G-Proteinen,
die an diese Rezeptoren gebunden sind (UberblickBrabaumer 1990). Aufgrund dieser
Konfigurationsdnderung haben G-Proteine die Faltigkgfektorenzyme oder lonenkandle zu
stimulieren oder auch zu inhibieren (stimulieren@®rotein = G inhibierendes G-Protein =
Gi). Zu den bisher bekannten Effektorenzymen gehdden Adenylatcyclase (AC), die
Phospholipase C (PLC) und andere Phospholipasea, inli den Metabolismus von
Phospholipiden der Zellmembran involviert sind. A€ katalysiert die Bildung von cAMP
(cyclo-Adenosinmonophosphat) aus AdenosintriphasghaP). cAMP aktiviert als ,second
messenger” cAMP-abhangige Proteinkinasen, die dullmértragung von Phosphatgruppen die
Funktion von  Membranrezeptoren, intrazellularen yBEmen, lonenkandlen  und
Transkriptionsfaktoren moduliert. Eines dieser Biaiptionsfaktoren ist dasAMP response
element binding proteifCREB), welches viele der cAMP-Wirkungen auf ddoeBe der
genetischen Expression umsetzt (Ubersichten b&bEiner 2000, Carlezon Jr. et al. 2005). Die
PLC katalysiert die Hydrolyse von Inositolphosppaen der Zellmembran zu den beiden
.second messengers” Inositol-1,4,5-Triphosphaf) (ldd Diacylglycerin (DAG). IPmobilisiert
aus intrazellularen Speichern “Ga das auf die neuronale Erregbarkeit und
Erregungsweiterleitung, auf die Freisetzung von rgansmittern und die Modulation
zahlreicher Enzyme und Effektorproteine einen ksl hat (Berridge und Irvine 1989). DAG
stimuliert die Proteinkinase C (PKC), die uber Ritmsylierung Membranproteine wie
Rezeptoren und lonenkanéle reguliert.

Ergebnisse aus klinischen Studien und Tierversueteisen auf Storungen der Postrezeptor-
Signaltransduktion bei affektiven Stérungen hintapano und Maniji fassten 2006 den aktuellen
Wissensstand Uber G-Protein-vermittelte Rezeptwitdt bei der bipolaren affektiven Stérung
zusammen. In einer Postmortem-Studie von unbeh@md®atienten mit Depression wurden
erniedrigte CREB-Konzentrationen im temporalen Exgemessen (Dowlatshahi et al. 1998).
Ebenso mehren sich Hinweise, dass antidepressiverapien Uber die Beeinflussung
intrazellularer Signaltransduktionswege spezifisclranskriptionsfaktoren regulieren. Somit

konnten sie eine langfristige neuronale Adapta#omoglichen durch die Aktivierung oder
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Inhibierung bestimmter Gene. Hinsichtlich der Adigie affektiver Stérungen gilt als gesichert,

dass sowohl genetische als auch Umweltfaktorenfeatie spielen.

1.1.24 Genetische Faktoren

An der Bedeutung genetischer Faktoren fiir die Atibpgenese bipolarer Storungen gibt es
keinen Zweifel. Die Risikoziffer flr Erstgradverwdte betragt ca. 5,5% und ist somit um das
Zehnfache erhoht im Vergleich zur Normalbevolker@Akesci et al. 2006). Die Konkordanzrate
bei eineiigen Zwillingspaaren liegt bei ungefahfa(ei zweieiigen bei etwa 20% (Goodwin
und Jamison 1990). Der Erbgang ist allerdings wediémd ungeklart, es handelt sich mit hoher
Sicherheit um mehrere Genveranderungen, die an HEigstehung bipolarer Stérungen
mitbeteiligt sind. Bis zum heutigen Zeitpunkt koankein krankheitspradisponierendes
spezifisches Gen identifiziert werden (Ubersicht ®ehumacher et al. 2002). Es wurde neben
weiteren Genen eine Assoziation mit einem Genpolpimemus von brain-derived
neurotrophic facto(BDNF, siehe unten; Smith et al. 1995, aktuelle idioht bei Post 2007) bei
familiéarer bipolarer affektiver Storung gefunderrd@dock et al. 2005).

Die Tatsache, dass die genetische Pradispositienvachtige Rolle fur die Atiopathogenese der
bipolaren affektiven Stérung spielt, schlie3t nichis, dass weitere externe Faktoren eine

depressive oder manische Phase auslosen kdnnen.

1.1.25 Stress und Glukokortikoide modulieren newnale Plastizitat

Hinsichtlich der Pathogenese der in Kapitel 1.1.héschriebenen histopathologischen
Veranderungen bei depressiven Patienten wurde gotHese entwickelt, dass diese durch
verschiedene externe Stressoren bedingt sind. $elwgende Stressbelastung durch sogenannte
life eventswird mit einem erhéhten Risiko, eine affektive Emkkung zu erleiden, assoziiert
(Post 1992, Kessler 1997). Der amerikanische PatahE. Sachar und Mitarbeiter beobachteten
bei depressiven Patienten erhéhte Spiegel undStiireng der Sekretionsperiodik des Kortisols
(Sachar et al. 1973). Weiterhin ist eine fehlendgpBession der Kortisolsekretion im
Dexamethason-Hemmtest bei Depressiven (APA TaskfaB87) bekannt. Es wird bei diesen
Patienten eine ,feedback’-Storung bei fortgesetgesteigerter Aktivierung vogorticotropin
releasing hormone(CRH) angenommen, die Ausdruck einer fehlenden fredem auf

chronischen Stress sein konnte (Young et al. 199RH kann im Hirnstamm, insbesondere in
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der Gegend des Locus coeruleus, aber auch im Hgjaotlus, im Hippocampus und im
gesamten Kortex nachgewiesen werden (Swanson B2&8) und fihrt hier zu einer Steigerung
der Erregbarkeit (Valentino et al. 1983). Interessaveise stimuliert die Amygdala, die in PET-
Studien eine erhohte Aktivitdt bei Depressiven aufty die Freisetzung von CRH (McEwen
1995), wahrend der Hippocampus diese inhibiert.

Die Untersuchung des Einflusses von Stress undakarkikoiden auf Wachstum und Uberleben
von Neuronen zeigt, dass wiederholter Stress oddre hDosen von Glukokortikoiden in
bestimmten Neuronengruppen des Hippocampus - vgengkin der CA3-Region - zu Atrophie,
Zelluntergang oder erhohter Vulnerabilitat fuhréibérsichten bei Duman et al. 1995, Sapolsky
2000 und McEwen 2000). Es ist vorstellbar, dassiddie Schadigung hippokampaler Neurone
der inhibitorische Einfluss auf die CRH-Freisetzuaduziert und so wiederum die Freisetzung
von Glukokortikoiden erhoht wird. Diese morpholagien Veranderungen konnten bei der
Entstehung depressiven Verhaltens eine Rolle spiddeben anderen Glutamat-vermittelten
Wirkungen von Glukokortikoiden scheint hier einehd@rte [CA]; eine Rolle zu spielen.
Pyramidenzellen der CA3-Region des Hippocampus emeiinen relativen Mangel an Ca
bindenden Proteinen wie Parvalbumin und Calbind8auf (Ubersichten bei Duman et al.
1995, Aldenhoff 1997). Dies kénnte zu einer verreimein Fahigkeit bestimmter hippokampaler
Neuronen, [C&]i-Erhdhungen zu kompensieren, filhren und eine egh¥btnerabilitat dieser
Neuronen unter Einfluss von chronischem Stressaekl Die Induktion Ca-abhangiger
Proteasen fuhrt zur Proteolyse von Zellproteinee we&m microtubule-associated protelh
(MAP-2) und Spektrin (Johnson et al. 1991).

Ein weiterer Mechanismus, der zu Atrophie von hkgopalen Neuronen im Rahmen von
Stress fiihrt, ist die Beeinflussung der Regulatienrotropher Faktoren (Ubersichten bei Duman
et al. 1997, Angelucci et al. 2004). So fuhrt solwdhronische Gabe von Glukokortikoiden
(Jacobsen und Mgrk 2006) als auch akuter und ctuber Stress im Hippocampus von Ratten
zu einer verminderten Expression vbrain-derived neurotrophic factofBDNF, siehe unten;
Smith et al. 1995, aktuelle Ubersicht bei Post 20BDNF und andere Neurotrophine (siehe
Kapitel 3) sind elementar fiir das Uberleben undFdiektion von Neuronen (Thoenen 1995,
McAllister et al. 1999, Schinder und Poo 2000),dsss eine verminderte Expression zu einer
erhohten Vulnerabilitat des Neurons fuhrt. Diesaragophen Faktoren aktivieren Signalwege,
welche sowohl die Zellstruktur aufrechterhaltene wiB. die MAP ifitogen-activated prote)n
Kinasen (Russell 1995), als auch Kaskaden des qmogrerten Zelltods verhindern, indem das

anti-apoptotische Protein Bcl-2 vermehrt exprimigitd (Bonni et al. 1999, Finkbeiner 2000).
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Studien zeigten, dass der Transkriptionsfaktor CREBVIP response element-binding protein;
Ubersicht bei Carlezon Jr. et al. 2005) einer defofte der MAP-Kinasen ist, welche durch
neurotrophe Faktoren aktiviert werden. Die Aktivieg von CREB fuhrt u.a. zu einer
vermehrten neuronalen Expression von Bcl-2 ProfBiccio et al. 1999). Dowlatshahi et al.
(1998) wiesen bei Depressiven im temporalen Cogesingere Konzentrationen von CREB
nach. Sowohl NGFNerve growth factgrmRNA als auch BDNF-mRNA sowie die jeweilige
Proteinkonzentration sind im Depressions-Tiermodellspezifischen Hirnarealen wie dem
frontalen Cortex erhoht (Angelucci et al. 2000, tseht bei Angelucci et al. 2004), was hier fiir
eine kompensatorische Erhéhung dieser neurotroph&toren sprechen kénnte. Die Inhibition
von MAP-Kinasen fiihrte in einem Depressions-Tierglbzu depressionsartigem Verhalten und
zu einer Blockierung des Effektes verschiedenerd@pressiva (Duman et al. 2006).

Nach neuesten Erkenntnissen findet auch bei Erwaems eine Neurogenese, also die
Neubildung von Neuronen, im Hippocampus statt i et al. 1998). Ebenso konnte gezeigt
werden, dass akuter und chronischer Stress zu egmeninderten Neurogenese fuhrt, sehr
wahrscheinlich vermittelt durch Glukokortikoide (@d et al. 2000, Ubersicht bei Duman et al.
2000, Fuchs und Gould 2000).

Der aktuelle Wissensstand (ber die Atiopathogerwpelarer affektiver Stérungen macht
deutlich, dass es sowohl auf der morphologischenaaich auf der Neurotransmitterebene
spezifische Veranderungen auftreten. Diese sind wahrscheinlich zum Teil die Folge einer
verminderten neuronalen Anpassungsfahigkeit aufem@ulschadigende Reize, die auf
intrazellularer und genetischer Ebene ihren Auddfimclet. Die Erforschung der Wirkungsweise
von Antidepressiva und stimmungsstabilisierendedikéamenten befasst sich daher viel mit der
Frage, inwiefern diese Medikamente die Adaptat@mgkeit von Neuronen beeinflussen
(Hyman und Nestler 1996).
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1.2 Zusammenhéange zwischen antidepressiverizadlung und
neuronaler Plastizitat

Wenn man postuliert, dass affektive Stérungen nmméremangelhaften Adaptation neuronaler
Funktionen spezifischer Hirnregionen auf au3ere&®eusammenhangen, ist es ebenso denkbar,
dass antidepressive Therapieformen die gestortelekalaren und zellularen Adaptationen
riickgangig machen bzw. antagonisieren (Ubersichée®uman et al. 1997, Thome et al. 2002,
D"Sa und Duman 2002). Es gibt verschiedene intdaet Systeme der Signaltransduktion, die
die Wirkung von Antidepressiva vermitteln konntelBines dieser Systeme, welches von
Serotonin und Noradrenalin reguliert wird, ist dieer cAMP vermittelte Kaskade (siehe Kap.
1.1.2.3). Verschiedene Studien zeigten, dass Bleldmpftherapie (EKT) und verschiedene
Antidepressiva wie Serotonin- und selektive noradrge Wiederaufnahmehemmer die
Konzentration von Komponenten des cAMP-Systems wie Adenylyclase (AC) und
Proteinkinasen erhéhen (Ubersicht bei D’Sa und Du@@02). Ebenso CREB-mRNA und —
Protein (siehe Kap. 1.1.2.3) werden im Hippocampusn Rattenhirnen durch
Langzeitbehandlung mit Antidepressiva erhéht (Thanel. 2000). Es ist bemerkenswert, dass
die Zeitspanne der CREB-Induktion mit 10-21 Tageih dem verzdgerten Einsetzen einer
Wirksamkeit von Antidepressiva korreliert.

Die Konzentration von BDNF und dem Tyrosinkinase By trkB) -Rezeptor im Hippocampus
von Rattenhirnen wird — sehr wahrscheinlich UbereeAktivierung durch CREB - durch
Langzeitgabe verschiedener Antidepressiva und @ube EKT erhoht (Nibuya et al. 1995).
Chronische EKT bewirkt einSprouting spezifischer hippokampaler Neuronen, ohne dass
vermehrt neuronaler Zelltod eintritt. Interessantdse wird dieser Effekt in BDNF-Knockout-
Mausen, in denen die BDNF-Expression geringedestitlich abgeschwacht. Dies legt nahe, dass
das Auswachsen bestimmter Neurone im Hippocampcis BKT Uber BDNF vermittelt wird
(Vaidya et al. 1999). In einem Tiermodell der Desien konnte nach chronischer EKT eine
erhohte Nerve Growth Factor(NGF; siehe Kapitel 1.4)-Konzentration im Hippogam
nachgewiesen werden (Angelucci et al. 2003a).

Auch beim Menschen wurden Hinweise fir eine BDNRéhung im Hippocampus nach
antidepressiver Behandlung gefunden (Chen et @L&0 In Tiermodellen haben sowohl BDNF,
injiziert in den Gyrus dentatus des Hippocampus imdas Mittelhirn (Siuciak et al. 1997,
Shirayama et al. 2002), als auch CREB, uber eimaten Vektor in den Hippocampus injiziert

(Chen et al. 2001b), eine antidepressive Wirkungrsbhiedene Antidepressiva bewirken im
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Tiermodell eine Reversibilitdt Stress-induzierteuronaler Atrophie hippokampaler Neuronen
(Norrholm und Ouimet 2001) sowie eine SteigerungNiurogenese im Hippocampus (Malberg
et al. 2000). Diese Studienergebnisse weisen aelf Bideutung von Neurotrophinen und
neuronaler Plastizitit in der Behandlung affekti@eirungen hin (Ubersicht bei Duman 2004).
Sie bieten auch eine Erklarung fur die verzogertiekdvig von Antidepressiva: es ist eine
bestimmte Zeitspanne erforderlich, damit Uber @r®hte Expression von Neurotrophinen die
Effekte der adaptativen Plastizitdt von Neuron@setizen.

Im folgenden Kapitel werden die in der vorliegendddontersuchung eingesetzten
Stimmungsstabilisatoren Lithium und Carbamazepid die bisher bekannten Daten zu ihrer
Wirkungsweise vorgestellt. Es soll auch auf einegliwtie neurotrophe Wirkung dieser

Medikamente eingegangen werden.

1.3. Lithium- und Carbamazepintheraje

131 Klinische Anwendung und Indikationen von Lithum

Bei einem Versuch, Toxine zu identifizieren, die m#a hervorrufen kénnen, injizierte der
australische Psychiater John Cade 1949 Lithiumuardtieerschweinchen. Zwei Stunden nach
Applikation wurden die Tiere lethargisch. Diese Bachtung veranlasste ihn dazu, zehn
manischen Patienten Lithium zu verabreichen. Beseh Patienten verschwanden die manischen
Symptome wie Erregung, gesteigerte Gesprachighkdliteraktivitit und Gewaltbereitschaft
innerhalb einer Woche (Cade 1949). Placebokorgrtdi Doppelblindstudienbestatigten die
antimanische Wirkung von Lithium. Die Lithiumbehdumg der Manie gilt heute als
Therapieform der ersten Wahl (Ubersichten bei Bowd®)00, Keck Jr. et al. 2000).
Einzelfallbeschreibungen, offene Studien und pladantrollierte Doppelblindstudien
etablierten Lithium als Rezidivprophylaktikum bepblaren und bei unipolaren Stérungen. Die
Gabe von Lithium im freien Intervall fuhrt zu einBeduzierung von Frequenz und Schwere
manischer und depressiver Phasen bei bipolaremrgén (Ubersichten bei Grunze et al. 2002,
Geddes et al. 2004).

In der Behandlung von unipolaren Stoérungen weisthilim eine den Antidepressiva

vergleichbare Wirkung auf (Ubersicht bei Coppen ®0Weiterhin hat Lithium eine additive
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Wirkung in der Kombinationstherapie mit Antideprigasbei refraktaren depressiven Episoden
(Katona et al. 1995). Empfohlen wird Lithium au¢in flie Behandlung aggressiver und agitierter
Zustdnde (Campbell et al. 1995). Lithium hat betidpen mit affektiven Stérungen eine
mortalitdtsreduzierende/irkung und - zum Teil unabhangig von der Phasguipylaxe - einen
antisuizidalen Effekt (Ubersichten bei Ahrens undller-Oerlinghausen 1997, Baldessarini et
al. 2003).

1.3.2 Klinische Anwendung und Indikatinen von Carbamazepin

Fur Carbamazepin wurde schon bald nach seiner lizunfig als Antikonvulsivum im Jahre 1957
eine gunstige Auswirkung auf affektive Storungeadbeieben (Okuma et al. 1973). In der Folge
konnte in kontrollierten Studien seine Wirksamkails Phasenprophylaktikum bipolarer
Stérungen bestatigt werden. Wie die meisten varigéggiden Studien zeigten, hat Carbamazepin
eine Wirkung in der Langzeitprophylaxe bipolarer8hgen, die einer Lithiumbehandlung
analog ist (Ubersichten bei Hirschfeld und Kasped4 Nasrallah et al. 2006, Stoner et al.
2007). Auch fur die Behandlung akuter manischertghee wurde fir Carbamazepin in
mehreren Studien eine Wirkung nachgewiesen, diederitvon Lithium vergleichbar sein soll
(Ubersichten bei Keck Jr. et al. 2000, Stoner .€2@07).

1.3.3 Erklarungsmodelle des Wirkungsméanismus von Phasenprophylaktika

Die Erforschung der biochemischen Wirkungsmechagmsnvon Psychopharmaka bringt
Erkenntnisse hervor, die sowohl fur die Suche neicem Modell zur Pathogenese affektiver
Stérungen als auch fur die Entwicklung wirksamared besser vertraglicher Pharmaka eine
wichtige Rolle spielen (Brunello und Tascedda 20833 heute bleibt die biologische Basis fur
die klinische Wirkung von Lithium und Carbamazepimgeklart. Ein Erklarungsmodell fir ihre
Wirkungsweise muss die Wirkungslatenz bis zum Einginer klinischen Besserung der
Symptome miteinbeziehen. Ebenso sollten die Erkessd, dass Lithium und Carbamazepin
sowohl auf manische als auch auf depressive EpisBa#luss haben, wahrend sie bei gesunden
Individuen nur zu geringen Veranderungen der Stimgslage fihren, in ein solches Modell mit
einflieBen. Die Erforschung der biologischen Basis der Wirkustgnmungsstabilisierender
Medikamente bezieht sich zum grol3en Teil auf dretemtielle Wirkungsorte: die

Neurotransmitter und deren Rezeptoren, die Faktmteazellularer Signaltransduktion und die
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Komponenten der Gentranskription. Neueste Fors@mrggbnisse weisen darauf hin, dass
stimmungsstabilisierende Medikamente nicht an eim@nzelnen Zielort wirken, sondern an
verschiedenen Zielorten. Eine Summierung kompl&#iekungsmechanismen kénnte den Effekt
einer Stabilisierung neuronaler Aktivitat bzw. eirfdeuroprotektion haben (Ubersichten bei
Quiroz et al. 2004, Bachmann et al. 2005).

1.33.1 Wirkungsmechanismen von LithiunDie Ebene der Neurotransmitter

Die Untersuchungen zur Wirkung von Lithiumionen &ynthese und Metabolismus von
Neurotransmittern sind inkonsistent und erlaubeshdy keine Ruckschlisse auf den
Wirkungsmechanismus (Ubersichten bei van Calkexl.et997, Lenox et al. 1998, Lenox und
Hahn 2000). Fir jedes der Neurotransmittersystesrdem komplexe modulierende Wirkungen
von Lithium beschrieben. Der eigentliche Effektesal in der Fahigkeit von Lithium zu liegen,
das Gleichgewicht zwischen verschiedenen Neuratdtessystemen zu beeinflussen. Die
folgenden Ergebnisse beziehen sich auf Tierversuche

Noradrenalin: Uber die Wirkung von Lithium auf diBAR-(B-adrenerger Rezeptor) Bindung
gibt es keine schlissigen Erkenntnisse, es wutdelaigs nachgewiesen, dalf Lithium ¢gi&R-
vermittelte Aktivierung der Adenylatcyclase (ACebe Kap. 1.1.2.3) vermindert (Risby et al.
1991).

Acetylcholin/ Dopamin: Man vermutet eine lithiuminduzierte Intensivieruradpolinerger
Mechanismen, die iber muskarinische Rezeptorenittelimwerden (Ubersicht bei Jope und
Williams 1994). Die Frage, ob dabei ,second messenigeteiligt sind und welche Muskarin-
Rezeptor-Subtypen eine Rolle spielen, ist bisheyeklért. Es gibt Hinweise dafur, dal3 eine
Lithiumbehandlung die Entwicklung einer Supersevisitt von Dopamin- und
Acetylcholinrezeptoren verhindert (Ellis und LentsX90).

GABA (y-Aminobuttersdure): Bei einer Untersuchung mit spezifischen AgonigterGABAA-
und GABAs-Rezeptoren fihrte Lithium zu einem Anstieg von G¥ERezeptoren im
Hippocampus (Motohashi 1992).

Serotonin (5-Hydroxytryptamin, 5-HT): Lithiumionen fluhren zu einer Steigerung von
Synthese und Umsatz von 5-HT im prasynaptischenrdveuDies ist teilweise durch eine
erhohte Aufnahme von Tryptophan, der Vorstufe verlTS bedingt (Price et al. 1990).

Besonders im Hippocampus wird durch Lithium dieisetzung von 5-HT gesteigert und die 5-
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HT,-Rezeptorenfunktion vermindert. 5-HhFRezeptoren-vermittelte neurophysiologische
Wirkungen und Verhaltensreaktionen werden verstéifkice et al. 1990). Diese Ergebnisse
lassen eine Beteiligung des 5-HT-Systems an dedepressiven Wirksamkeit von Lithium
vermuten, insbesondere der augmentativen  Wirkung n vd.ithium in der
Kombinationsbehandlung mit Antidepressiva bei tdtieen Depressionen.

Glutamat: Die Wirkung von Lithium auf Glutamat wurde an Hieweben von Affen und
Mausen untersucht (Dixon et al. 1994): in einersibaung von 1,5 bis 25 mM stimuliert
Lithium akut die Glutamatfreisetzung. Jedoch fidwite chronische Lithiumbehandlung zu einer
Erh6hung der Glutamataufnahme in die prasynaptis&peicher (Dixon unnd Hokin 1998), was
in Zusammenhang mit der antimanischen Wirkung hitimum stehen kénnte. Besonders in der
aktuellen Diskussion Uber die neuroprotektive Windggwon Lithium gewinnen Untersuchungen
Uber Zusammenhange mit dem Glutamat-Rezeptor NMB®Methyl-D-Aspartat)-Rezeptor an
Bedeutung. Nonaka und Mitarbeiter (1998) fandenerirverminderten NMDA-Rezeptor-

vermittelten Calciumeinstrom durch Lithium.

Der therapeutische Effekt von Lithium stellt sigistenach einer chronischen Gabe tGber mehrere
Tage ein. Aus diesem Grund sollte die Suche nadtkridéichanismen von Lithium nicht auf
akute biochemische Effekte basieren. Daher koneetat sich diese Suche mehr und mehr auf
den chronischen Einfluss von Lithium auf intrazklie Signaltransduktionswege (Manji et al.
1995b).

1.3.3.2 Wirkungsmechanismen von LithiunDie Ebene der Second messenger

Zahlreiche Studien haben gezeigt, dass Lithium &kaoessenger-Systeme (zur Physiologie
siehe Kap. 1.1.2.3) moduliert (Ubersichten bei Jopd Williams 1994, Manji et al. 1995b).
Insgesamt ergibt sich das Bild, dass Lithiumionesduatierende Faktoren der Zellantwort auf
aulRere Reize beeinflussen.

Die basale intrazellulare Konzentration von cAMPrdvvermutlich durch Inhibierung des
inihibitorischen G-Proteins (Gi) durch Lithium eht6(Masana et al. 1992). Lithiumionen
hemmen dagegen den Noradrenalin-vermittelten Esfauf die Adenylatcyclase (AC)-Aktivitat
im Gehirn (Ebstein et al. 1980). Diese Hemmung wuwadchin vivo hachgewiesen (Masana et

al. 1991). Dieser Hemmeffekt setzt distal vom Réxegin, da die Anzahl von Rezeptoren nicht
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verandert wird, und Lithiumn vitro auch nach Aktivierung der AC distal des Rezeptors

hemmend wirkt (Ubersicht bei Maniji et al. 1995bjadN akuter Applikation ist dieser Effekt am

ehesten durch eine Kompetition mit Magnesium {T\)ﬂg)nen am katalytischen Zentrum der AC

bedingt. Die chronischen Wirkungen werden nicht W+-Ionen beeinflul3t, aber durch GTP

(Guanosintriphosphat) riickgangig gemacht. Dies enat$ Hinweis darauf gewertet, dass die
chronischen Hemmwirkungen ebenso Uber einen Eféelt G-Proteine zustande kommen
(Avissar et al. 1992; Ubersicht bei Manji et al9%8). Diese Daten zeigen, dass eine chronische
Lithiumbehandlung sowohl die Aktivierung der AC diarNeurotransmitter inhibiert als auch die
basale cAMP-Konzentration erhéht und somit offerdiaen allgemein stabilisierenden Einfluss
auf dieses Second messenger-System austibt (Brumelldascedda 2003).

Lithiumionen hemmen in therapeutisch wirksamen Kmtmationen die Hydrolyse von
Inositolmonophosphat zu Inositol, der letzte Sthnt Abbau von Inositol-1,4,5-triphosphat
(IP3) (Ubersichten bei Atack et al. 1996, Shaldubinalet2001). Die ,Inositol-Depletions” -
Hypothese postuliert, dass durch die Hemmung desitttimonophosphatase die Zelle an
Inositol verarmt und dadurch die Resynthese vorsitalphospholipiden und, als Folge des
Substratmangels, auch die rezeptorstimulierte SEenessenger-Freisetzung vermindert wird
(Uberblick bei Shaldubina et al. 2001). Dies haesi Anstieg an Diacylglycerin (DAG), [€%
undcAMP zu Folge. Da es sich um eine unkompetitive kheimg dieses Enzyms handelt, ist die
Hemmwirkung von Lithium umso starker ausgepragt, ifgensiver der Abbau von
Inositolphospholipiden Rezeptor-vermittelt stimulievird. Berridge und Mitarbeiter (1989)
folgerten daraus, dafd Lithium eine relevante Hemgnuwur bei einem pathologisch
Uberaktiviertem Phosphoinositol-System austbet.s Bigeht im Einklang mit den geringen
Auswirkungen von Lithium auf die psychischen Fuok&n von gesunden Kontrollpersonen.
Sowohl exzitatorische als auch inhibitorische Wingen verschiedener Subtypen adrenerger,
cholinerger, serotonerger und dopaminerger Rezeptaerden Uber das IP-System vermittelt
(Fisher et al. 1992). Daher konnte diese Hypothes®e plausible Erklarung fur die
therapeutische Wirksamkeit von Lithium auf manisuhd depressive Zustande liefern im Sinne
einer kompensatorischen Stabilisierung eines Udigi@wichts von Neurotransmittereinflissen
in bestimmten Hirnregionen.

Eine Gruppe von Zielproteinen des cAMP- und des sphoinositol-Systems sind die
Proteinkinasen. Die Proteinkinase A- (PKA) und Birdtinase C (PKC)-Aktivitat reprasentieren

die Wirkung einer Familie von unterschiedlichenebng miteinander verwandten Enzymen
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(Ubersicht bei Dekker und Parker 1994), die Uberrdiuronale Erregbarkeit, die Ausschiittung
von Neurotransmittern und Langzeitveranderungectdueréanderte Genexpression die Ablaufe
der Neurotransmission regulieren. Dazu gehéreneBsezder neuronalen Plastizitat, die Lernen
und Gedéachtnisfunktion zugrunde liegen (UbersiaitBen-Ari et al. 1992). Mori et al. (1996)
konnten demonstrieren, dass die Phosphotransféldsatat der cCAMP-abhéngigen PKA durch
therapeutische Konzentrationen von Lithium gehenrvird. Dies weist darauf hin, dass Lithium
die Proteinphosphorylierung der PKA moduliert. Eiiteiuminduzierte Abnahme der PKC-
Aktivitat nach chronischer Lithiumbehandlung fandhsbei der membranassoziierten PIEC
nicht aber bei PK@ odery (Ubersichten bei Maniji et al 1995b; Manji und Leri®99). Zudem
scheint die Modulation der PKC-Isoenzyme sehr digehi auf bestimmte hippocampale
Strukturen beschrankt zu sein. Ein Substrat der BKAARCKS” = myristoylated-alanine-rich
C-kinase-substrate), welches in Restrukturieruraysgsse des neuronalen Zytoskeletts und
rezeptorvermittelte Signaltransduktion involviest, iwird nach chronischer Lithiumbehandlung
vermindert exprimiert. Eine Aktivierung der PKC ftiaur Phosphorylierung von MARCKS und
anschlieBend zu einer Reduktion des Proteins tindrs@RNA (Ubersicht bei Manji und Lenox
1999). Die lithiuminduzierte Abnahme von MARCKS-Rin ist daher moglicherweise PKC-
vermittelt. Eine PKC-Aktivierung verstarkt die Aa$sittung einer Reihe von Neurotransmittern,
insbesondere von Serotonin.

Die Second messenger-induzierten Phosphorylierungenstrecken sich  auch  auf
Transkriptionsfaktoren (Ubersicht bei Karin 1994)dukonnten damit zur Regulation der

Genexpression beitragen.

1.3.3.3 Wirkungsmechanismen von LithiunDie Ebene der genetischen

Expression
Es finden sich einige Zusammenhange zwischen Iotgabe und verdnderter Expression
verschiedener Gene in Neuronen (Ubersichten bet dopl Williams 1994, Maniji et al. 1999,
Manji et al. 2000). Die zeitliche Latenz bis zumrkingseintritt von Lithium ist ein Grund,
warum ein Wirkungsmechanismus auf genetischer gdsttranskiptionaler Ebene plausibel
erscheint. Besonders fiir die Ebene der genetisERpression gibt es eine zunehmende Anzahl
von Studien, die auf eine neuroprotektive Wirkumg \Lithium hindeuten (Ubersicht bei Maniji
et al. 2000). Es wurde die Wirkung von Lithium adie DNA-bindende Aktivitat von

Transkriptionsfaktoren untersucht. AP-Ac{ivator protein } ist eine Gruppe von Komplexen,
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die sich wiederum aus den Transkriptionsfaktoremgem Fos und Jun bilden. Diese werden z.B.
aktiviert durch PKC-Stimulation, Wachstumsfaktor@ter Zytokine. Die Gene, bei denen eine
Regulierung durch die AP-1-Gruppe bekannt ist, @wsda Gene fir Neuropeptide,
Neurotrophine, Rezeptoren, andere Transkriptionsfek, Enzyme, die an der
Neurotransmittersynthese beteiligt sind, und Pnetedie an zytoskelettale Elemente binden.
Ozaki und Chuang (1997) fanden nach Lithiumgabes dinh6hung der AP-1-Bindung im
Hippocampus und im frontalen Cortex sowie daMP responsive elemef@RE) -Bindung im
Hippocampus und in der Amygdala von Ratten.

Die Glykogen Synthase Kinase-3 (GSK-3) spielt eimiehtige Rolle bei der Regulation
verschiedener zellularer Prozesse wie die syndygidelastizitat und die Apoptose, unter
anderem auch uber die Phosphorylierung von Tragptsimisfaktoren. Nach Lithiumgabe hat man
eine Hemmung der GSK-3 in Zellkulturen festgesté¢ltong et al. 1997), was zu einer
Verminderung der Phosphorylierung von MAP-{Bicrotubule-associated protei), einem
wichtigen Protein des Zytoskelettshrt. Eine Studie von Bhat et al. aus dem JahO2f¢utet
darauf hin, dass die Hemmung der GSKelle Reduktion der neuronalen Apoptoserate bewirkt.
Durch den Einfluss auf Transkriptionsfaktoren hathium das Potential, die genetische
Expression von ZNS-Proteinen zu beeinflussen (Udigrdei Brunello und Tascedda 2003).
Lithium fUhrt zu einer deutlichen Erh6hung des durseine anti-apoptotische Wirkung
zytoprotektiven Proteins Bcl-2 im frontalen Cortétippocampus und Striatum von Nagern
(Chen und Chuang 1999), wahrend das pro-apoptetistotein p53 vermindert exprimiert

wird.

1.3.34 Neurotrophe und neuroprotektiv&ffekte von Lithium

Die bisher genannte Forschungsergebnisse legemeureprotektive und neurotrophe Wirkung
von Lithium sowohl auf der Ebene der Neurotransmitivie z.B. der verminderte NMDA-
Rezeptor-vermittelte Calciumeinstrom durch Lithigionaka et al. 1998; siehe Kap. 1.3.3.1) als
auch auf der Ebene der Second messenger, wie ie.BAatulation der Proteinkinasen (siehe
Kap. 1.3.3.2), und der Ebene der Genexpressiohg${@p.1.3.3.3) nahe (Ubersichten bei Maniji
et al. 1999, Gray et al. 2003, Wada et al. 2006|d&sser et al. 2007).

Mit der Frage, ob es im menschlichen Gehirn Hinegisvivofiir einen neurotrophen Effekt von

Lithium gibt, wurde in neueren Studien mit der Bren-Magnetresonanz-Spektroskopie die
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Anreicherung von N-Acetylaspartat (NAA, ein Markdiir neuronale Funktion und
Uberlebensfahigkeit; siehe auch Kap. 1.1.2.1) geares Nach vierwochiger Lithiumgabe
resultierte ein signifikanter Anstieg der NAA-Antherung, fast ausschlie3lich in der grauen
Substanz (Moore et al. 2000a). Eine daraus folgenllemetrische MRT-Studie zeigte, dass eine
vierwdchige Behandlung mit Lithium zu einer sigk#inten Erhéhung des Gesamtgehalts an
grauer Substanz im menschlichen Gehirn fihrt (Moeteal. 2000b). Auch diese Daten
unterstitzen die Hypothese, dass Lithium soviohkitro als auchin vivo zumindest partiell Gber
neuroprotektive und —trophe Effekte wirksam ist.

Lithium fahrt in Zellkulturen zu zytoprotektiven fekten, indem es schadigende Einflisse wie
durch Glutamat, NMDA-Rezeptor-Aktivierung, NGNérve Growth FactgrDeprivation oder
Bestrahlung antagonisiert (Ubersichten bei Chen@hdang 1999, Maniji et al. 2000, Wada et
al. 2005).In vivo zeigte Lithium bei Rattengehirnen eine protektivekivhg nach Verschluss
der Arteria cerebri media, indem nicht nur die tkfgrol3e, sondern auch das neurologische
Defizit signifikant abnahm (Nonaka und Chuang 1998penso verstarkt Lithium die
Neurogenese hippocampaler Neuronen erwachsenemR@then et al. 2000) und verringert die
Apoptoserate cerebellarer Neurone in Zellkultudanaka et al. 1998, Chen und Chuang 1999).
Zu der Frage, welche molekularen Mechanismen dairotrephen und neuroprotektiven
Wirkungen von Lithium zu Grunde liegen, gibt es ereltlen oben genannten weitere Daten:
Fukumoto und Mitarbeiter (2001) konnten in ihrerudé zeigen, dass chronische
Lithiumapplikation bei Ratten zu einer Erh6hung detpression des Neurotrophins BDNF
(siehe unten; Smith et al. 1995, aktuelle UberdiehitPost 2007) im Hippocampus, im frontalen
und im temporalen Cortex fuhrt. In einer weiterdndge war die Aktivitat des Neurotrophin-
trkB-Rezeptors (siehe Kap. 1.4.1) nach Lithiumgabeamterioren cingularen Cortex erhoht
(Rantaméaki et al. 2006). In zwei Studien — jewaeil$ verschiedenen Tiermodellen der Manie
und der Depression - wurde nach Lithiumgabe imagheutischen Dosen eine Erhéhung von
Nerve Growth Factor (NGF; siehe Kap. 1.4) im Hippopus bei Ratten gemessen (siehe auch
Kap. 4.2; Angelucci et al. 2003b, Frey et al. 20@)enso konnte nachgewiesen werden, dass
Lithium sowohl in Zellkulturen (Yuan et al. 2001)saauch im frontalen Cortex und
Hippocampus (Einat et al. 2003) das MARitogen-activated proteijgKinasen-System
aktiviert, welches eine wichtige Rolle fiir anhattenneuroplastische Verdnderungen spielt
(Uberblick bei Chen und Manji 2006). Ein Ziel ddAP-Kinasen ist die Phosphorylierung von
CREB (siehe Kap. 1.1.2.3), was wiederum zu einedlgen Expression des anti-apoptotischen
Faktors Bcl-2 fuhrt. Da Neurotrophine wie BDNF umdGF unter anderem durch die
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Aktivierung des MAP-Kinasen-Systems apoptotischesk&den hemmen (Quiroz et al. 2004),
konnte hier ein Ansatzpunkt sein, an dem die Widgsweisen von Lithium und Neurotrophinen
zusammenlaufen. Ein weiterer méglicher gemeinsaneatzpunkt ist die Hemmung von GSK-
3 (siehe Kap. 1.3.3.3), da Neurotrophine tber diesphatidylinositol 3-Kinase wirken, welche
wiederum die GSK-3 hemmt (aktuelle Ubersicht beilsl et al. 2007).

Zusammengefasst konzentriert sich die Identifikakénisch relevanter Lithiumwirkungen auf
Veranderungen der intrazellularen Signaltransduakiieziehungsweise der Gentranskription von
Komponenten der intra- und interzellularen Sigmaidduktion. Veranderungen, die als
molekulare Mechanismen den Phanomenenen AdaptatidrSensitivierung im Rahmen einer
neuronalen Plastizitat zugrunde liegen konnten. wWsd deutlich, dass verschiedene
Wirkungsmechanismen an mehreren Wirkorten integrerden, um eine anhaltende
Stimmungsstabilisierung  durch  Lithium zu erreicherAhnliches gilt mit hoher

Wabhrscheinlichkeit auch fiir andere stimmungssteibieénde Medikamente wie Carbamazepin.

1.3.34 Wirkungsmechanismen von Carbarnapin

Im Vergleich zu Lithium gibt es bisher trotz seinesrbreiteten klinischen Anwendung als
Antiepilektikum und Phasenprophylaktikum relativ mge Studien Uber die Wirkungs-
mechanismen von Carbamazepin. Als einer der wisteiigMechanismen der antiepileptischen
Wirkung wird die spannungsabhé&ngige Hemmung vomitNakanalen postuliert (McLean und
Macdonald 1986). Sowohl die Freisetzung von Doparmala auch von Serotonin im
Hippocampus wird durch Carbamazepin in therapehugis Dosen gesteigert (Okada et al. 1997,
Okada et al. 1998a). Auch die Acetylcholin-Konzatitm im Striatum und im Hippocampus
sowie die Anzahl von GAB#ARezeptoren (siehe Kap. 1.3.3.1) der Ratte ist nach
Carbamazepingabe erhoht (Post et al. 1992, Miztuirad. 2000), die Freisetzung von Glutamat
dagegen wird gehemmt (Okada et al. 1998b). Ebemsbdie Funktion von Calciumkandalen in
Neuronen des Hippocampus, die mit Glutamatagonistenuliert wurden,in vitro gehemmt
(Ambrosio et al. 1999).

Auf der Ebene der Second messenger bewirkt Carlepimazine Verringerung der basalen
cAMP-Konzentration und der cAMP-Produktion (Chenakt1996) im cerebralen Cortex von

Mausen durch Hemmung der Adenylatcylase (AC). Exlevltein Einfluss auf die Proteinkinase
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C oder G-Proteine nachgewiesen.

Auf der Ebene der genetischen Expression verringarbamazepin die Expression von c-fos
und hemmt die Phosphorylierung des Transkriptidkkisfa CREB (siehe Kap. 1.1.2.3). Sowohl

c-fos als auch CREB beeinflussen eine Reihe vomonaien Langzeitveranderungen, so dass
dies ein Erklarungsansatz fir die verzogere Wirksaimnvon Carbamazepin sein kénnte. Eine
Veranderung der GSK-3-Aktivitdt durch Carbamazepind nicht beschrieben. Ob es einen

Zusammenhang gibt zwischen der Wirkung von Carbapiazund neurotrophen Faktoren,

wurde bisher nicht untersucht.

Die Neurotrophine, insbesondere BDNF, wurden in denangegangenen Kapiteln bereits
haufiger im Zusammenhang mit der Atiologie und Bipée affektiver Storungen genannt. Im
folgenden Kapitel soll der in der hier vorgestailltéArbeit untersuchte Prototyp der

Neurotrophine — Nerve Growth Factor — genauer badlawerden.

1.4 Der Nerve Growth Factor (NGF): klasischer Vertreter der
Genfamilie der Neurotrophia

Die Entdeckung des Nervenwachstumsfaktors NGF ddiehhierfir 1986 mit dem Nobelpreis
ausgezeichnete Rita Levi-Montalcini (Levi-Montalcind Angeletti 1968) beruhte auf einer
eher zufalligen Beobachtung von Elmar Bueker aus 4lger Jahren. Dieser hatte festgestellt,
dass Maus-Sarkomgewebe, wenn man es in HUhnerendmyonplantiert, eine ausgepragte
Innervation des Tumorgewebes durch sensorischeeNfsern bewirkte (Bueker 1948). Er
nahm an, dass der Tumor einen Stoff sezernierersenigker das Wachstum von Neuronen
anrege. Spater gelang der Nachweis, dass einHésli€aktor fir die Stimulation des neuronalen
Wachstums ursachlich war (Ubersicht bei Levi-Mocitdl 1987). Dieser setzt sich aus der
dimeren Untereinheiten zu einem 7S Molekul zusammen denen lediglich dip-Untereinheit
biologisch wirksam istB-NGF (im Folgenden als NGF bezeichnet) ist ein desdProtein mit
einem Molekulargewicht von ca. 26,5 kDa, das ausi zdentischen Polypeptidketten mit je 118
Aminosauren aufgebaut ist (siehe Abbildung 1 aueS%6; Thoenen und Barde 1980).

Dem Konzept des "target-derived neurotrophic facfoibersichten bei Korsching 1993, Levi-
Montalcini et al. 1995, Lewin und Barde 1996, Haiyv1997, Huang und Reichardt 2001,

Sofroniew et al. 2001) zufolge synthetisieren dielz&llen (,targets®) cholinerger Neurone
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spezifische Nervenwachstumsfaktoren, sogenannterolephine, und steuern so ihre
Innervation. Diese Neurotrophine werden physioldggsweise in sehr niedrigen
Konzentrationen synthetisiert und entfalten auctlvitro ihre biologische Wirkung schon bei
Konzentrationen im picomolaren Bereich (Ubersickt Meakin und Shooter 1992). NGF-
sensitive Neurone folgen mit ihren Neuriten dem Kanirationsgradienten von NGF und
erreichen so ihre Zielzellen (sogenannter Neuragrops). Sie internalisieren NGF als einen
NGF/NGF-Rezeptor (NGFR)-Komplex (Levi et al. 198@)d transportieren diesen auf retrograd
axonalem Weg in die cholinergen Kerngebiete desleasVorderhirns (Hendry et al. 1974,
Stockel et al. 1974). NGF-sensitive cholinerge aen finden sich im ZNS auf3er im basalen
Vorderhirn auch in Form von Zwischenneuronen inia8tm (Ubersicht bei Mesulam 1995). Im
Zellkern bewirkt dieser Komplex die Differenzierungles Neurons (sogenannter
Neurotrophismus; Ubersichten bei Lewin und Bard@6] $Hellweg 1997).

Die Herbeifuhrung einer neuronalen Hypertrophie eiae der ersten Wirkungen, die fir NGF
beschrieben wurden, und findet sich bei allen beuté untersuchten NGF-sensitiven
Zellpopulationen (Ubersicht bei Levi-Montalcini 198 Die Entdeckung von NGF hat
wesentlich zum Verstandnis der Entwicklung und t#4a&t des Nervensystems beigetragen.
Periphere sympathische und sensorische Neuronendeli Neuralleiste entstammen, sowie
zentrale vornehmlich cholinerge Neurone des basdtederhirns bendtigen NGF wahrend der
neuronalen Entwicklung zur Differenzierung und zWwvachstum. Nach Abschluss der
neuronalen Entwicklung wird NGF von NGF-sensitivéleuronen zur Aufrechterhaltung
diverser zellularer Funktionen und auch zum Uberebendtigt (Ubersichten bei Thoenen und
Barde 1980, Levi-Montalcini 1987, Korsching 1993&win und Barde 1996, Hellweg 1997,
Huang und Reichardt 2001, Sofroniew et al. 2001¢Di et al. 2004).

Auf der Suche nach weiteren Neurotrophinen, dieditdere Neuronenpopulationen wirksam
sein koénnten, wurden bei Saugetieren inzwischenr wieitere mit NGF verwandte
Neurotrophine mit eigenstandigen biologischen Whden entdeckt: BDNF, Neurotrophin
(NT)-3, NT-4 und NT-5 (Ubersicht bei Barde 1994). ahvend zirka 50% der
Aminosauresequenz bei allen Neurotrophinen idemiist; sind die die einzelnen Neurotrophine

kodierenden Gene auf unterschiedlichen Chromosdokatfisiert.
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Abbildung 1. Die molekulare Struktur des NGF-Peptid-Monometss (Bbendal 1992). Die gestrichelten
Verbindungen stellen Disulfidbriicken dar, die RfeNMVasserstoffbindungen, welchen an der
Faltblattstruktur des Proteins beteiligt sind.

14.1 Physiologische Chemie von N@Rd dessen Rezeptoren

In den cholinergen Zielregionen wird NGF von Neworund von Astrozyten produziert. Die

NGF-Expression im Hippocampus wird durch die neaterktivitat gesteuert: Eine Erhéhung

wird durch glutamaterge und cholinerge, eine Abnatdarch GABAerge Neurotransmission

bewirkt (Berzaghi et al. 1993, Knipper et al. 1984ench et al. 1999). Die Ausschleusung von
NGF in den Extrazellularraum erfolgt konstitutindioder abhéngig von der neuronalen
Aktivitdt nach Stimulation von cholinergen Rezeptodurch Acetylcholin (Neeper et al. 1996)
oder nach Stimulation von NMDA-Rezeptoren durcht&@hat (Ubersicht bei Thoenen 1995).
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NGF-vermittelte retrograde Signaltransduktion

Lokale neurotrope Effekte
(z.B. Neuritensprossung)

Retrograder axonaler Transport des
NGF-NGF-Rezeptor-Komplexes

Neurotrophe Effekte
liber Anderungen in
der Gentranskription

N

Aktivierung von h @ h @

second messenger Systemen

Anterograder axonaler Transport

Anderungen in der von Proteinen oder Peptiden
mRNA-Ausschleusung

und Translation

Endozytose des

Perikaryon NGF-NGF-Rezeptor-

Komplexes &
NGF-sensitives $ p-NGF (Dimer) Zielzelle eines
Neuron Y niedrig-affiner NGF-Rezeptor (p75) NGF-sensitiven
T hoch-affiner NGF-Rezeptor trk A (p140) Neurons

®:rhoch-affiner NGF-Rezeptor trk A (p140),
tiber Tyrosinkinase autophosphoryliert
(ohne p75)

Abbildung 2. Synoptische Sicht der NGF-vermittelten Signaltraksion in einem NGF-sensitiven
Neuron. Nach Ausschleusung des Dimers NGF in daragdlularraum einer NGF-synthetisierenden
Zielzelle (z.B. Fibroblast, glatte Muskelzelle odeentralnervoses Neuron) bindet NGF an niedrig-
und/oder hoch-affine NGFR, die auf der Nerveneragum den nur in limitierter Menge verfligbaren
Liganden NGF kompetieren. Der hoch-affine NGFRrkA) wird nach Ligandenbindung
autophosphoryliert und kann entweder innerhalb éwuiZeit lokale,neurotropeEffekte initiieren oder
Uber Bildung eines NGF-NGFR-Komplexes und nachogetrdem axonalen Transport zum Perikaryon
neurotropheEffekte iber Anderungen der Genexpression entfalée Produkte der NGF-vermittelten
Genexpression werden, je nach Bedarf, wiederunweee anterograd entlang des Axons zur
Nervenendigung transportiert (z.B. Neurotransmiigrthetisierende Enzyme, aber auch NGFR). Es
besteht somit zwischen NGF-synthetisierender Zielzend NGF-sensitivem Neuron ein bidirektionaler
Signalweg (aus Hellweg 1997).

Die NGF-Protein-Konzentration ist im Hippocampusori&x und basalen Vorderhirn am

hochsten. Die NGF-mRNA-Konzentration ist ebenfalls Hippocampus und Kortex am

hochsten, wéhrend sie im basalen Vorderhirn sedrig ist — hier sind es vor allem GABAerge
Neurone, die NGF-mRNA synthetisieren (Korschingaktl985, Lauterborn et al. 1995). Ein
entsprechendes Verteilungsmuster wurde auch beimsdhen gefunden (Goedert et al. 1986)
und spricht dafir, dass NGF in den Zielregionen cwelinergen Neurone gebildet wird und
axonal retrograd zu den Perikaryen der NGF-abh@&ngigholinergen Neurone im basalen
Vorderhirn transportiert wird (siehe oben Abbilduzigvantini 1992).

Nach der Ausschleusung in den ExtrazellularraumddtinNGF an zwei Typen von
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membranstandigen Rezeptoren, die das Neurotromhinittelte Signal, etwa zum Uberleben,
weitergeben (siehe Abbildung 1; Ubersichten beil@&he1988, Hellweg 1997). NGF bindet
spezifisch an den hochaffinen p140 Tyrosinkinase By (trkA) Rezeptor (Ubersichten bei
Patapoutian und Reichardt 2001, Sofroniew et @12®uang und Reichardt 2003). Die NGF-
Bindung fihrt in physiologischen Konzentrationen ewer Aktivierung des NGFR durch
Tyrosin-Autophosphorylierung (Kaplan et al. 1991leid et al. 1991), zunachst mit dem
Ergebnis einer lokalen, zytosolischen Signalinduktidie neurotrope Prozesse wie Neuriten-
aussprossung betrifft (Ehlers et al. 1995). BeselieSignalinduktion kommt es nicht zu einer
Genexpression oder Proteinsynthese, sondern inbherba Minuten — u.a. durch eine vermehrte
Freisetzung von Ga— zu Neurotrophin-vermittelten Effekten, die alsséltuck der neuronalen
Plastizitat die synaptische Effizienz regeln (Ubdr®n bei Thoenen 1995, Berninger und Poo
1996, Schinder und Poo 2000). Der durch die Redepidung entstandene NGF/NGFR-
Komplex wird dann durch Endozytose internalisiend uals Vesikel durch das Axon zum
Perikaryon retrograd transportiert (Ubersicht beildioix et al. 2004). Dies resultiert in einer
somatischen, neurotrophen Signalinduktion, dieangérfristigen Anderungen in der neuronalen
Genexpression filhrt (Ubersicht bei Sofroniew et2801). Diese Induktion geschieht tiber die
Aktivierung sogenannter “early response”-Gene wienzBeispielc-fos die DNA-bindende
Proteine kodieren und Uber komplexe intrazellul&ignalwege die Differenzierung der Zelle
beeinflussen (Ubersichten bei Heumann 1994, Saltrel Decker 1994, Szeberényi 1996,
McAllister et al. 1999). Neuere Untersuchungen tezigdass NGF und andere Neurotrophine
die Expression des antiapoptotischen Proteins balk®hen, vermittelt durch MAP-Kinasen
(Russell 1995), welche den Transkriptionsfaktor GRé&ktivieren (siehe auch Kap. 1.3.3.4;
Bonni et al. 1999, Riccio et al. 1999, Uberblick Bekbeiner 2000). Auch tiber die Aktivierung
der Phospholipase €{PLC+) vermittelt NGF Differenzierung und Uberleben viieuronen
(Wooten et al. 2000).

Der niedrig-affine p75 NGF-Rezeptor ist ein transmheandses Glykoprotein, das nur eine kurze
zytoplasmatische Sequenz ohne Tyrosinkinase aufélsersichten bei Meakin und Shooter
1992, Roux und Barker 2002). Der p75 bindet im Geg&z zumirkA alle Neurotrophine mit
ahnlicher Affinitat, aber unterschiedlichen Kinetik Er verstarkt die Affinitdt und Spezifitat der
einzelnen Neurotrophine zu ihren entsprechendeRegeptoren und moduliert die hoch-affine
NGF-Bindungsstelle votrkA unter anderem uber die Tyrosinkinase-Aktivitab@isichten bei
Heumann 1994, Bothwell 1995, Chao und Hempstea®)1¥> wurden in den letzten Jahren
zusatzlichetrk-unabhangige Funktion des p75-Rezeptors gefundeadéBen und Rabizadeh
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1997, Ubersicht bei Gentry et al. 2004), hieruntier Aktivierung apoptotischer Signale, also

Signale des programmierten Zelltodes, wahrenddewicklung des Nervensystems.

142 Die physiologische Rolle von NGiRd NGF-Rezeptoren im zentralen
Nervensystem

NGF und seine Rezeptoren werden wahrend der Erftwmigkund auch bei Erwachsenen
produziert. Im zentralen Nervensystem (ZNS) stiemiliNGF vornehmlich die cholinerge
Signaliibertragung: Uber die gesteigerte Genexpresses cholinergen Schlisselenzyms, der
Cholinacetyltransferase (ChAT; Higgens et al. 1988 Cholinaufnahme (Rylett und Williams
1994), Acetylcholin (ACh)-Synthese und -AuschittyRylett et al. 1993) sowie die vermehrte
Expression detrtkA-Rezeptors und des p75-Rezeptors (Cavicchioli.et389, Li et al. 1995).
Das cholinerge System des basalen Vorderhirng siallwichtiges Transmittersystem im ZNS
dar (Ubersicht bei Mesulam 1995) mit Bedeutungnimropsychiatrische Erkrankungen wie der
Demenz vom Alzheimer-Typ sowie die affektiven utiizophrenen Psychosen (Ubersicht bei
Janowsky und Overstreet 1995).

Das cholinerge System im basalen Vorderhirn bestls zwei Hauptblndeln: einerseits
cholinerge Neurone mit Ursprung im Nucleus septidiaés (Chl) und dem Nucleus des
vertikalen Schenkels des diagonalen Bands (Ch2Pmijektion zum Hippocampus, andererseits
Neurone mit Ursprung im Nucleus basalis magnoaaiilsibei der Ratte bzw. Nucleus basalis
Meynert beim Menschen (Ch4) mit Projektion zum g#sa Neocortex und dem Corpus
amygdaloideum, der ,Amygdala“ (siehe Kap. 1.1.2Jbersicht bei Mesulam 1995).

Dass NGF eine wichtige Rolle bei der Entwicklunglaterger Neurone im basalen Vorderhirn
und Striatum spielt, zeigten Untersuchungen an RERugdie mit NGF-neutralisierenden
Antikdpern behandelt wurden oder, die nach ger@isdlanipulation kein NGF oder keinen
trkA-Rezeptor mehr synthetisierten (Ubersichten betl@n1994, van der Zee 1996). NGF ist
dariiber hinaus fiir das Uberleben und das Funktiemides adulten cholinergen Systems im
basalen Vorderhirn unerlasslich (Ubersichten beivwég 1992, Hellweg et al. 1998). NGF fiihrt
zu einer Zunahme des Gesamtproteingehaltes NGFgigfe#i Zellen, reguliert die Expression
von Glykoproteinen in der Zellmembran und von Ziwisttproteinen, stimuliert indirekt die
praganglionare dendritische Verzweigung und Syndpkking (Diamond et al. 1992;
Ubersichten bei Thoenen und Barde 1980, Snidedohdson 1989, Vantini 1992).

Hinzu kommt eine neuroprotektive Wirkung von NGFadN Denervierung des Hippocampus
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von cholinergen Neuronen ist NGF offenbar fir einedéreinsprossen, das sogenannte
Sprouting von cholinergen Neuronen des septohippocampaystei@s in den Hippocampus
verantwortlich (Gage et al. 1990, Ubersichten bewin und Barde 1996, Yuen et al. 1996,
Hellweg 2000). Auch bei Lasionen cholinerger Nemadlen steigert NGF nach einer
,Salvaging“-Hypothese die Uberlebenschancen geschadigter Nekdbersichten bei Ebendal
1992, Hellweg et al. 1998, Hellweg 2000). Ein pktiteer Effekt konnte fir NGF auch bei
Glutamatrezeptor-vermittelter Exzitotoxizitat naelagesen werden (Uberblick bei Sofroniew et
al. 2001). Ferner tragen NGF und andere Neurotngphur neuronalen Energiehomoostase bei,
die z.B. durch oxidativen Stress standig gefahistefSampath und Perez-Polo 1997; Ubersicht
bei Knusel und Gao 1996).

Bei synoptischer Betrachtung ist NGF somit der ¢ishe Vertreter der ,target-derived*
Neurotrophine, die als retrograde Botenstoffe imeurotrophen Effekte in Neurotrophin-
sensitiven Neuronen entfalten. Im Hinblick auf @ief3erordentlich vielfaltigen biologischen
Wirkungen von NGF wird dieses Protein auch allgemais ,survival and maintenance of
function factor* bezeichnet (Ubersichten bei Koiagh1993, Lewin und Barde 1996, Hellweg
1997, Hellweg 2000).
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15 Fragestellung der vorliegendéJntersuchung

151 Beeinflussung der zerebraler@®¥-Konzentration durch Lithium- und
Carbamazepinexposition

Bis zu der hier vorgestellten Untersuchung lagemekevertffentlichten Studien tber einen
Zusammenhang zwischen der Applikation stimmunggdstender Pharmaka und dem NGF-
Gehalt in Hirngeweben vor. Das Modell der neuromdastizitat im Rahmen von Adaptation
und Sensitivierung von Nervenzellen auf auf3ere [&Ssé (siehe Kap.1.1.2.3 und 1.2) als
Erklarungsmodell fir die Atiopathogenese und Thieragifektiver Stérungen hat sich in den
letzten Jahren immer mehr etabliert. Erkenntnisser {potentielle neurotrophe und -
protektive Wirkung von Lithium weisen auf molekwdaiMechanismen hin, die solchen
Prozessen zugrunde liegen kénnten (siehe Kap.4)3@hronische Lithiumapplikation fihrt bei
Ratten zu einer Erhdhung der Expression des Neynwtis BDNF im Hippocampus, im
frontalen und im temporalen Cortex (Fukumoto et 2001). Ebenso ist die Aktivitat des
NeurotrophintrkB-Rezeptors  nach Lithiumgabe im anterioren cinguia Cortex erhoht
(Rantaméaki et al. 2006). Lithium aktiviert im frahén Cortex und Hippocampus das MAP
(mitogen-activated proteipgKinasen-System, welches eine wichtige Rolle finhatende
neuroplastische Veranderungen spielt ((Einat e2@03, Uberblick bei Chen und Maniji 2006).
Ein Ziel der MAP-Kinasen ist die Phosphorylierumgn CREB (siehe Kap. 1.1.2.3), was
wiederum zu einer erhéhten Expression des antitapiephen Faktors Bcl-2 fuhrt.
Carbamazepin hat auf intrazellularer Ebene ebensofluEs auf Bestandteile der
Signaltransduktion und der Gentranskription, ssdasgh flr dieses Phasenprophylaktikum eine
Modulierung der neuronalen Plastizitat denkbafsgthe Kap. 1.3.3.4).

Neuere Studien legen nahe, dass Neurotrophine s$dinatie Pathophysiologie als auch fur die
Therapie affektiver Stdrungen eine wichtige Ropeeken (siehe Kap. 1.2; Altar 1999, Angelucci
et al. 2004). Hierfur spricht auch, dass bei P&tienmit bipolarer affektiver Stérung ein
reduziertes Volumen des Hippocampus und des ptatemCortex gefunden wurde (siehe Kap.
1.1.2.1), Strukturen, die NGF-sensitiv sind. NGEihaZNS physiologische Funktionen, die fur
das Uberleben und die Plastizitat von Neuronen ewotig sind (siehe Kap. 1.4.2). Es gibt
Hinweise fur eine Beeinflussung der NGF-Konzenbratim Hippocampus durch antidepressive
oder neuroleptische Behandlung (Ubersicht bei Etegl. 2006). Elektrokrampftherapie fiihrt zu
einer NGF-Erh6hung im Hippocampus bei Ratten (Amgel et al. 2003a), die Neuroleptika

Risperidon und Haloperidol bewirkten eine Abnahree NGF-Konzentration im Hippocampus,
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Olanzapin dagegen eine Zunahme (Angelucci et 8020

Da Neurotrophine wie BDNF und NGF unter anderentldutie Aktivierung des MAP-Kinasen-

Systems apoptotische Kaskaden hemmen (Quiroz 20@4l), konnte hier ein Ansatzpunkt sein,
an dem die Wirkungsweisen von Lithium und Neurdifopn zusammenlaufen. Ein weiterer
maoglicher gemeinsamer Ansatzpunkt ist die Hemmuog GSK-3 (siehe Kap. 1.3.3.3), da
Neurotrophine Uber die Phosphatidylinositol 3-Kmasirken, welche wiederum die GSK-3
hemmt (aktuelle Ubersicht bei Shaltiel et al. 2007)

In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werdenes
1. eine Beeinflussung des NGF-Gehalts in verscheweHirnregionen von Lithium- und
Carbamazepinbehandelten Ratten im Vergleich zuhanmelten Kontrollratten gibt; und ob

2. im Falle einer Beeinflussung diese in spezitschHirnregionen zu beobachten ist.
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2 Material und Methoden

2.1 Beschreibung des Tiermodells

Bei den fur das Experiment benutzten Versuchstignandelte es sich um erwachsene
mannnliche Sprague-Dawley Ratten (Tierversuchsknisfannover) mit einem Gewicht von

zirka 250g. Die Tierversuche wurden in der Arbeiipgpe von A. Baumgartner, Abteilung fur

Nuklearmedizin (Radiochemie), UniversitatsklinikuBenjamin Franklin, Freie Universitat

Berlin, durchgefuhrt. Hier wurden auch die Geweligopriert. Die Tiere wurden in Gruppen, die
Lithium oder Carbamazepin tber die Nahrung oderpdritoneal appliziert bekamen, und in
entsprechende Kontrollgruppen eingeteilt. Sie warde Paaren gehalten und hatten freien
Zugang zu Wasser und Nahrung. In den Kafigen mt Ratten, die Lithium erhielten, befand
sich eine zweite Flasche mit Flissigkeit, welch8%®,Natriumchlorid (NaCl) enthielt, um

toxische Nebenwirkungen des Lithiums zu reduzigighs und Lenox 1990). Es bestand ein
kinstlicher Licht-Dunkel-Wechsel von jeweils 12-&ten. Nach einer Eingewdhnungsperiode
von mindestens einer Woche wurde mit der Lithiuraspektive Carbamazepinapplikation
begonnen. Einzelne Angaben zum Versuchsaufbau kddee Tabelle 1 entnommen werden.
Alle Ratten wurden - je nach Gruppe zu unterschibdh Tageszeiten - ohne Andasthesie

dekapitiert. Verschiedene Hirnregionen wurden digsenach Glowinski und Iversen (1966).

2.2 Préaparation der Versuchstiere

Die Hirne aller Versuchstiere wurden nach der Mdéh@on Glowinski und Iversen (1966)
seziert und sofort bei =70 °C eingefroren. Die Gmsvevurden auf Eis in 5-6 vols. 0.25 M
Glucose, 10 mM HEPES (pH=7.0) sowie 10mM DithiottmieDDT) homogenisiert und sofort
in einem Trockeneis/Acetonbad gefroren und bei 280gelagert. Die Gewebe wurden flr
verschiedene Untersuchungen Uber den zerebraleid@c¢isenhormonstoffwechsel im Labor
von Prof Dr. A. Baumgartner und spater fur die Bestung der NGF- und Proteinkonzentration

im neurochemischen Labor von Prof. Dr. R. Hellwegmendet.
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Gruppe n Medikament/ Dosis Zeitpunkt oder Zeitpunkt der
Applikationsart Dauer der Dekapitation
Applikation

1 ¢ 16 Lithium Diat 0.3% 14 Taa 4 Uhi
k 16 Carbamazepin Di 0,3% 14 Taa 4 Uht
C 16 Kontroll Diat — 14 Taaqx 4 Uhi

2 ¢ 16 Lithium Diat 0,3% 14 Taaq 20 Uhr
k 16 Carbamazepin Di 0,3% 14 Taaqx 20 Uhi
C 16 Kontroll Diat — 14 Taa 20 Uhi

3 ¢ 6 Lithium Diat 0,15% 14 Taaqx 20 Uhi
k 6 Lithium Diat 0,3% 14 Taaq 20 Uhi
C 6 Carbamazepin Di 0,4% 7 Teqe 20 Uhi
C 6 Kontroll Diat — 14 Taa 20 Uhi

4 ¢ 6 Lithium i.p. 3 mval/kc 22 Uhr (12h 10 Uhi
k 6 Lithium i.p. 7.5 mval/ke 22 Uhr (12h 10 Uhi
C 6 Lithium i.p. 7.5 mval/ke 22 Uhr (24h 22 Uhi
C 6 Carbamazepin i. 40ma/ke 22 Uhr (12h 10 Uhi
€ 6  Carbamazepini. 40ma/kc 22 Uhr (24h 22 Uhi
f 6 Kontrolle i.p NaCl 22 Uhr (12h 10 Uhi

5 ¢ 6 Lithium Diat 0,15% 14 Taaqx 4 Uhr
k 6 Carbamazepin Di 0,4% 14 Taa 4 Uht
C 6 Kontrolle Dia — 14 Taaqx 4 Uhr
C 6 Lithium Diat 0,15% 14 Taaq 20 Uhi
€ 6 Carbamazepin Di 0,4% 14 Taaqx 20 Uhi
f 6 Kontrolle Dia — 14 Taa 20 Uhi

Tabelle 1: Anzahl der Versuchstiere, Art und Dauer der Behargl mit den jeweiligen Dosierungen
sowie Totungszeitpunkt.

2.3

Vorbereitung der Homogenate

Fur die NGF-Bestimmung tauschten wir den ursprichgin DDT-haltigen Homogenisiserpuffer
(5-6 vols. 0.25 M Glucose, 10 mM HEPES (pH =7.@,M Dithiothreitol (DDT)) aus dem

Labor von Prof. Dr. A. Baumgartner mit unserem dén NGF-ELISA gebrauchlichen Puffer,

um zu verhindern, dass DDT als Reduktionsmittel Deser NGF spaltet und ihn dadurch der
Messung nach dem Sandwich-Prinzip des ELISA entzigir den Austausch der Puffer wurden
die Homogenate fur 15 Minuten bei 6000 x g bei COzentrifugiert. Danach wurde der Puffer
im Uberstand mit einer Micropipette abgesaugt. ileRohrchen zuriickgebliebene Geweberest
wurde in 750 pl NGF Homogenisierpuffer aufgeltstl uim einem Sonofier bei Hochstleistung
fur 3 Minuten beschallt. Von jeder Probe wurdenl@dote angefertigt. Eines wurde mit 400 pl

resuspendierten Homogenates in einem Eppendorfe€uf000 x g und 10 °C fur 25 Minuten
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zentrifugiert. AnschlieRend wurden 220 pl des Ulaeides entnommen und 1:1 mit
Aquilibrierpuffer vermischt. Bei dem anderen Aliquavurden 200 pl resuspendierten
Homogenates mit 10 pl exogenem Maus-NGF vermisabenfalls zentrifugiert und 110 pl

Uberstand wurde 1:1 mit Aqulibirierpuffer vermischt

2.4 Enzyme-linked-immuno-sorberdssay (ELISA) fur B-NGF

24.1 Prinzip des ELISA

Erst durch die Entwicklung sehr sensitiver zweigeit Enzymimmunoassays (ELISA) liel3 sich
NGF sowohl in neuronalen als auch in NGF-synthetesiden Geweben spezifisch und reliabel
quantifizieren (Hellweg et al. 1989; Ubersicht Bairsching und Thoenen 1987). Dabei stellte
sich heraus, dass der endogene NGF-Gehalt in ddre@onen des peripheren und zentralen
Nervensystems unterhalb von 2 ng merFeuchtgewicht (entsprechend 8 x™i(M) liegt
(Korsching et al. 1985).

Es wurde ein Enzymimmunassay zur Bestimmung des -8&Halts im Hirngewebe -
modifiziert nach Hellweg und Mitarbeitern (1989)duhorigados und Mitarbeitern (1992) -
durchgefihrt (Korsching und Thoenen 1987). In eiremeiseitigen ELISA werden nach dem
,Sandwich-Prinzip* (Ubersicht bei Avrameas und Terck 1992) zuerst spezifische, mono-
oder polyklonale anti-NGF-Antikorper, die zu deak$e der Immunglobuline (Ig) G gehéren, im
Uberschuss auf einer festen Phase als Bindungégmik gebunden. Als feste Phase werden
heute meist Mikrotiterplatten verwendet. Anschlie®everden Proben als Gewebehomogenat
bzw. gereinigter NGF als Standard zugegeben. Estedr@n Bindungsantikdrper/NGF-
Komplexe. Dap-NGF ein Dimer ist, kann der gleiche, bereits alsgxdBngsantikérper
verwendete monoklonale anti-NGF-Antikorper, kovalean ein Enzym gekoppelt, als
sogenannter Nachweisantikérper verwendet werdenesd3i Enzym wird quantitativ
entsprechend der NGF-Menge in der Probe bzw. immdara immobilisiert. Nach der
Entfernung tberschissigen, nicht immobilisierteriilkimper/Enzym-Konjugats durch Waschen
wird mittels Fluorimetrie der Umsatz des Enzymstdist4-Methylumbelliferyls-D-galaktosid
gemessen. Aus den Fluoreszenzwerten des Standaneishbet sich die NGF-Konzentration in
der Probe (siehe Korsching und Thoenen 1987, Hglleteal. 1989). Abbildung 3 (Sei&9)
zeigt eine schematische Darstellung des optimiéf8R-ELISA.
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Zur Kontrolle wird fur jede Gewebsprobe die unsfisehe Bindung - also der NGF-Anteil, der
sich aufgrund unspezifischen Bindungsverhaltengldiin mit einem fur die NGF-Bindung
irrelevanten Kontrollantikbrper (Maus Igfs aus MOPC 21 und die Wiederfindungsrate
("Recovery”) durch Zusatz einer bekannten Menge weaogenem NGF bestimmt. Bei der
Wiederfindungsrate handelt es sich um ein Mal3 f@FNerluste wahrend des Assays,
beispielsweise durch Bindung von NGF-Proteinen achrvorhandene NGFR im Homogenat
oder Serumproteine.

Um zusatzlich das ,Hintergrundrauschen® in den Bliathern (,wells”) der Mikrotiterplatten zu
bertcksichtigen, wird ein "spezifischer” (mit Andipern gegen NGF) und ein ,unspezifischer”
(auf lgGi-Antikorper) Leerwert (,Blank”) bestimmt. Hierbei i jeweils nur
Homogenisierpuffer ohne NGF als Probe verwandigass das gemessene Signal nicht durch
NGF verursacht sein kann. Gleichzeitig wird diedreszenz von Probenhomogenaten in mit
unspezifischen Antikérpern beschichteten ,wells’mgssen. Die sog. unspezifische Bindung
errechnet sich sodann aus der Differenz dieses eaifgghen Probenwertes und dem
unspezifischen ,Blank” und wird vor der Errechnutgr NGF-Konzentration individuell von
jedem Probenwert, der in mit anti-NGF beschichtétezlls” gemessen wird, abgezogen.

Bei allen Assays werden neben dem Standard somiefies Gewebe bestimmt: spezifische
Bindung, unspezifische Bindung, Wiederfindungsra{gRecovery”), spezifischer und
unspezifischer Leerwert (,Blank”). In Anbetrachichi vermeidbarer Streuung werden fur alle
Werte jeweils vier "wells” gemessen (Quadruplikat@ie ,Blanks” werden sechsfach bestimmit.
Der fur diese Arbeit verwendete ELISA hat eine h8easitivitdt mit einer Nachweisgrenze von
0,25 pg NGF/g Feuchtgewicht (siehe auch Diskusgi@hund kann bis zu 50 fg NGF pro Loch

der Mikrotiterplatte nachweisen (Hellweg et al. 298

2.4.2 Gerate und Chemikalien

Gerate

Fluorometer (Titertek Fluoroskan I, Labsystems d&esh Centre, Finnland, vertrieben von
Merlin Diagnostika (Bornheim-Hersel), Kuhlzentriig (Cryofuge 6-6, Heraeus-Christ),
Waschautomat (Accuwash 2 Microplate ProcessorCoritinent Scientific Inc., Grass Valley,

California, USA), schwarze 96-Loch-Mikrotiterplatte (MicroFluor B plates, Dynatech
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Laboratories Inc., Alexandria, Virginia, USA), aklavierte 1,5m| Eppendorfgefal3e (Bestell-Nr.
3180), 4ml-Polystyrolreagenzréhrchen (Greiner Ledadmik).

Reagenzien

Anti-Maus-NGF-Antikorper (Klon 27/21), anti-Maus NG (Klon 27/21)B-Galaktosidase-
Konjugat  (Boehringer  Mannheim,  Bestell-Nr.  1530623) Methylumbelliferyl-D-
galakto(pyrano)sid (Sigma, Bestell-Nr. M 1633), MdgGi-Antikorper aus MOPC 21 (Sigma,
Bestell-Nr. M 9269) .

LOsungen
Falls nicht anders angegeben, wurden allgemeineorchbmikalien von der Fa. Merck,
Darmstadt, und Reagenzien von der Sigma Chemicalp@ny, Deisenhofen bezogen. Puffer

wurden grundsétzlich in Reinst-Wasser (Millipore4QBlus Anlage) erstellt.

1. Beschichtungspuffer
0,05 M Natriumcarbonat, pH 9,6; 0,05% Na(dzid)

2. Substratpuffer
0,1 M Phosphatpuffer, pH 7,3

3. Aquilibrierpuffer
0,2% Nonidet P-40 (Sigma, Bestell-Nr. N-6507)

4. Waschpuffer
0,05 M Tris-HCI, pH 7,0; 0,2 M NaCl; 1% Gelatiney(A, 60 bloom, Sigma); 0,1% Nonidet
P-40; 0,05% Nabl(Azid)

5. Standard-/Konjugatpuffer
0,05 M Tris-HCI, pH 7,0; 0,2 M NaCl; 0,1% Nonide#B; 1% bovines Serumalbumin
(BSA); 0,05% NaN(Azid)
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6. Stop-Puffer
0,15 M Glycin, pH 10,5

2.4.3 Durchfuihrung des ELISA

2.4.3.1. Antikérper-Beschichtung und Inkubation ds Homogenats

Am ersten Tag des Assays werden die Mikrotiterphatiei Raumtemperatur mit 50 ul/well der
Anti-NGF-Antikoérper (1:800 einer 0,25 mg/ml Losuegtspricht 0,3125 upg/l) und der Maus
IgG1-Antikorper (1:3000 einer 1,04mg/ml Losung entspiri@,347 ug/l) beschichtet (,Coating®)
und fur zwei Stunden bei Raumtemperatur und Dumgkelhkubiert. Als spezifischer Antikdrper
wird der sog. 27/21-Antikorper benutzt, ein hocimeff monoklonaler Maus-Antikorper, der
sowohl Geflugel- und Nager- als auch human-NGFs®iitr hoher Spezifitat bindet (Korsching
und Thoenen 1987, Hellweg et al. 1989). Der Ma@1gntikdrper dient zur Bestimmung der
unspezifischen Bindung. Die Hirngewebeproben (Hosnage) werden aufgetaut und jeweils
400 pl bei 10.000 g fur 25 Minuten bei 10° C zduagiert. Vom Uberstand werden 220 pl
abpipettiert und 1:1 mit Aquilibrierpuffer verdunrfur Bestimmung der Wiederfindungsrate
("Recovery”) von exogen zugefugtem NGF wird eindirderte Menge (250pg) NGF in einem
zweiten Gefal jedem einzelnen Homogenat (jeweis [20) vor der Zentrifugation zugesetzt.
Diese Recovery-Proben werden dann genauso behamgellie Proben zur Bestimmung der
endogenen NGF-Konzentration. Zur Erstellung einehlgirve wird in jedem Assay ein NGF-
Standard mit Konzentrationen von 1,28 ng bis 1,85N&GF/ml angesetzt. Die Standards,
Gewebe- und Recovery-Proben werden auf die Milemiatten aufgetragen, die nach der
Antikorperbeschichtung dreimal mit 200 ul Waschpufiell mit Hilfe eines Waschautomaten
gewaschen wurden. Danach erfolgt fur 15-20 Stunileer Nacht eine Inkubation in einer

Kammer bei +4°C.

2.4.3.2 Konjugatinkubation und Stop der Enzymreakion

Am zweiten Tag wird dann nach dreimaligem Waschei Waschpuffer Anti-NGH3-
Galaktosidase-Konjugat (1:500 einer 6,7 U/ml Losentspricht 13,4 U/l) auf die abgesaugten
Mikrotiterplatten gegeben (jeweils 50ul/well), diann fur drei Stunden bei Raumtemperatur

inkubiert werden. Die Platten werden dann wiedezirdal mit Waschpuffer und zusatzlich
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zweimal mit 150 ul Substratpuffer/well gewascheir jeden Assay frisch angesetztes Methyl-
Umbelliferyl-B-D-Galaktosid (0,2 mM in Substratpuffer) wird daals spezifisches Substrat

dem NGF-Antikorper-Enzymkomplex hinzugegeben (5@vall). Daraufhin werden die Platten

uber Nacht fir 15-20 Stunden bei +4°C in einer Kamnbei Dunkelheit inkubiert.

Nach Angleichung an die Raumtemperatur beendeZdgabe des Stop-Puffers (200 pl/well)
am dritten Tag des Assays die Enzymreaktion. Da Flasreszenzoptimum unserer Mess-
reaktion im alkalischen Bereich liegt, wird der ®#uffer auf einen pH-Wert von 10,5

eingestellt (Korsching und Thoenen 1987, Hellwegle1989).

2.4.3.3 Fluoreszenzmessung und Auswertuder Fluoreszenzdaten

Das Reaktionsprodukt d@rGalaktosidase, das 4-Methylumbelliferon, wird imadtimeter mit
einer Frequenz von 355 nm angeregt und emittierdB@ nm. Die auf diese Weise erhaltenen
Fluoreszenzwerte sind der Menge des Reaktionsptesiygkoportional und wurden tabellarisch
aufgetragen. Aus den Quadruplikaten (respektive jeveils sechs Werten der "Blanks”)
wurden die arithmetischen Mittelwerte bestimmt. den NGF-Gehalt der einzelnen Proben zu
bestimmen, wurden die Fluoreszenzwerte der unspelzén von der spezifischen Bindung
subtrahiert und um die Wiederfindungsrate (,Recgi)ekorrigiert. Anhand der Eichkurve

wurden die NGF-Konzentrationen der Untersuchundsgprdestimmt.



Enzymsubstrat

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

\/v 4-Methylumbelliferon

p-Galaktosidase

Nachweisantikorper- i
. Anti-p-NGF
Konjugat (2';/'25’)
EX B-NGF (Dimer)
Bindungs- Anti-p-NGF
" P n 1=-3=
antikorper (27/21)

Polystyren-Mikrotiterplatte

Abbildung 3. Prinzip des optimiertentwo-sit¢’ NGF-ELISA, wie er fur die in dieser Dissertation
dargestellten Untersuchungen eingesetzt wurde. &aewMikrotiterplatten werden mit dem ersten
monoklonalen anti-NGF-Antikorper 27/21 beschich@trch den Bindungsantikdrper immobilisierter
NGF wird durch den zweiten monoklonalen anti-NGR#karper 27/21 nachgewiesen, der kovalent an
das Enzynf3-D-Galaktosidase gekoppelt ist. Der zweimalige &inslesselben monoklonalen anti-NGF-
Antikorpers steigert die Spezifitat des NGF-ELISAduist deshalb mdglich, d@-NGF ein dimeres
Protein ist und die Antikérper-Bindungsstellen saffensichtlich nicht gegenseitig sterisch behimder
Die Intensitat des fluorigenen enzymatischen Reakproduktes 4-Methylumbelliferon ist direkt
proportional der immobilisierten NGF-Menge (mod#iz nach Hellweg et al989).
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2.5 Proteinbestimmung: Der Bio-Rad Proteinassay

2.5.1 Prinzip des Bio-Rad Proteinassays

Das Prinzip des Bio-Rad Assay basiert auf dem Fechgel eines Indikatormolekils, mit
welchem Proteine quantifiziert werden kénnen. WPBnoteine in saurer Losung an Coomassie
Vrilliant Blue G-250 binden, verlagert sich die nmagle Absorption von Licht der Probe von
465 nm hin zu 595 nm Wellenlange. Auf der Grundldgs Beerschen Gesetzes kann mit Hilfe
des Extinktionskoeffizienten auf die Proteinmenger d°robe geschlossen werden. Der
Extinktionskoeffizient des Protein-Farbe-Komplexes bleibt Uber zehnfache
Konzentrationsverédnderungen stabil. Somit liefent Bio-Rad Proteinassay Uber einen weiten

Bereich akkurate Bestimmungen von Proteinmengen.

2.5.2 Ablauf des Bio-Rad Protein Assays

Es wurden fur 2 Aliquote jeweils 1.4 pl aus einssli® entnommen und anschliel3end mit 800 pul
Substratpuffer verdinnt. Fir die Bestimmung des nkedges wurde 1.4 pl des
Homogenisierpuffers eingesetzt und mit 800 pl Sahstffer verdinnt. Danach wurden 200 pl
der Bio-Rad Farbesubstanz zu allen Proben hinzbgegend ca. eine halbe Minute auf einem
Ruttler geschittelt. Nach mindestens funf Minutew wor Ablauf einer Stunde wurde — nach
Korrektur des Leerwertes — die Extinktion im Spekieter bei 595 nm bestimmt und die im
Duplikat gemessenen Werte gemittelt. Auf einer @aadkurve des Bio-Rad Protein Assays auf
der Basis von bovinem Serum-Albumin, die den Béreion 50-1000 pg/ml umfasst, wurden
die Absorptionsmittelwerte als Proteinkonzentragiorfug/ml) abgelesen, auf den Proteingehalt
der Probe bezogen und anschlieRend auf die eizgesktenge in mg/Probe umgerechnet
(Bradford 1976).

253 Geréate und Chemikalien

Gerate
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Eppendorfphotometer PCP 6121 (Messbereich um 598),nKlvetten von 1 cm L&nge,
Kivettenstander fir das Spektrometer, Vortex.

LOsungen

Farbesubstanz Bio-Rad Proteinassay Farbstoffkonzentrat (Bio-Rbdboratories GMBH
Minchen)._ Homogenisationspuffeéy,1 M Tris-HCI; pH 7,0; 2% BSA; 2% Gelatine (Typ60
Bloom, Sigma); 0,4 M NaCl; 0,1% NaN4 mM EDTA; 40 U Kallikrein per ml, 0,2 mM
Benzethonium Chlorid; 2 mM Benzamine. Substratpufiel M Phosphatpuffer, pH 7,3.

2.6 Statistische Bearbeitung der Daten

Zur Erkennung signifikanter Unterschiede der NGFRkentration zwischen den Gruppen der
mit Lithium bzw. mit Carbamazepin behandelten Tierel der Kontrollratten wurde fir jedes
Gewebe die mittlere NGF-Konzentration errechnet,wejis bezogen auf den
Gesamtproteingehalt der jeweiligen Probe. Es wuptenGewebe jeweils die Mittelwerte von
den Tieren einer Gruppe (Medikamenten-, Kontrojige) verglichen. Um etwaige Einfllisse
von Inter-Assay-Varianzen moglichst gering zu haltevurden die individuellen NGF-
Konzentrationen auf die Kontrollgruppe prozentnamhi(Hellweg et al. 1989, Hellweg und
Hartung 1990). Dabei wurde der Mittelwert jedes &g der nichtbehandelten Kontrolltiere als
100% gesetzt und hierauf die Werte der mit Lithiteapektive mit Carbamazepin behandelten
Tiere bezogen. Da die Annahme einer Normalvertgildar Grundgesamtheiten aufgrund der
teilweise geringen Anzahl von Proben in einer Gaupjecht aufrechterhalten werden konnte und
es sich um zwei unabhéangige Grundgesamtheiten handeirde zur Signifikanztestung der U-
Test nach Mann und Whitney verwendet. Als statiktisignifikant wurden Werte von p < 0,05
akzeptiert. Als hochsignifikant wurden p-Werte O@, gewertet. Die p-Werte sind in den
entsprechenden Datenzusammenstellungen aufgefDlat.Werte werden als Mittelwerte +

mittlerer Standardfehles{andard error of meas SEM) angegeben.
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3 Ergebnisse

3.1 NGF-Konzentration in verschiedemn Hirnarealen von Ratten-
gehirnen in Abhangigkeit von tthium- und Carbamazepin-

exposition im Vergleich zu Konallgruppen

Es wurde die NGF-Konzentration in mehreren Hirnl@eavon Ratten nach akuter (12-24
Stunden) und chronischer (14 Tage) Lithium- undb@arazepinexposition in verschiedenen
Dosen im Vergleich zu unbehandelten Kontrollgrupperersucht. Die Tiere wurden in den
jeweiligen Gruppen zu unterschiedlichen Tageszeajtditet. Die NGF-Konzentration wurde in
Relation zum Gesamtproteingehalt der Gewebe gemeBse Darstellung hier zeigt die auf die
Kontrollgruppe prozentnormierten NGF-Konzentrationeim Inter-Assay-Schwankungen zu
vermeiden. Als statistischer Test wurde fur alleswartungen der non-parametrische Mann

Whitney-Test angewandt.

Der Effekt einer Lithiumgabe Uber das Futter filmeeDauer von 14 Tagen wurde fur zwei Dosen
(0,15 % und 0,3 %) untersucht. Fur die 0,15 %-D¢sishe Tabelle 2) fanden wir bei abends
getOteten Tieren eine signifikante Erhdhung der N®GRzentrationen im Striatum (p < 0,03),
im limbischen Vorderhirn (p < 0,02), im Hippocampip < 0,004) und im Corpus
amygdaloideum (p < 0,03). Im frontalen Cortex fanch eine Erhéhung des NGF-Gehalts von
129,1 %, die annahernd signifikant war (p = 0,8 die Hirnregionen Mittelhirn (p <0,75) und
Hypothalamus (p < 0,72) ergaben sich keine sigaifikn Unterschiede der NGF-Konzentration.

Nach Lithiumgabe von 0,3 % (siehe Tabelle 3) waden NGF-Werte bei morgens getoteten
Tieren im frontalen Cortex hochsignifikant (p < @19 und im Hippocampus signifikant (p <
0,02) erhoht. Bei abends getoteten Tieren fanddnisi Cortex frontalis und im Hippocampus
hochsignifikante NGF-Erhéhungen (p < 0,001), imigam war die NGF-Konzentration

signifikant erhoht (p < 0,03).
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Tabelle 2
Li 0,15% Hirnregion Totungszeit n X (proz.- SD (proz.- SEM (proz.- p
14 Tage norm.)  norm.) norm.)
1 Striatum abends 6 142 17,34 7,08 *<0,03
K Striatum abends 5 100 28,26 12,64
2 LF abends 6 145,5 23,44 9,57 *<0,02
K LF abends 5 100 20,47 9,15
3 Hippocampus abends 6 172,6 26,97 11,01 *<0,004
K Hippocampus  abends 6 100 20,56 8,39
4 Amygdala abends 5 174 50,65 22,65 *<0,03
K Amygdala abends 6 100 20,72 8,46
5 Cortex frontalis abends 6 129,1 37,96 15,49 0,07
K Cortex frontalis abends 5 100 14,72 4,44
5 Mittelhirn abends 6 103,5 21,8 8,9 <0,75
K Mittelhirn abends 6 100 23,43 9,56
6 Hypothalamus abends 6 97,65 22,548 9,21 <0,72
K Hypothalamus abends 6 100 20,19 9,03

Tabelle 2 Tabelle 2 zeigt den NGF-Gehalt im Striatum, lisdbien Vorderhirn (LF), Hippocampus,
Corpus amygdaloideum, Cortex frontalis, Mittelhimd Hypothalamus nach Gabe von Lithium 0,15 %
Uber 14 Tage sowie den statistischen Vergleichcwis Kontroll- und Behandlungsgruppen. Die NGF-
Konzentrationen wurden auf die Kontrollgruppen eranormiert. Die statistische Auswertung erfolgte
mit dem non-parametrischen Mann Whitney Test. Liithium, K = Kontrolle, X = Mittelwert, SD =
Standardabweichung, SEM = Standard error of meanp<0,05, ** = p<0,001.

Die akute Wirkung einer intraperitonealen (i.p.jhiimapplikation auf den NGF-Gehalt wurde
fur zwei verschiedene toxische Dosen (3 mval/kg Gyadmval/kg) untersucht (siehe Tabelle 4).
Den Ratten der Kontrollgruppe wurde jeweils Nagl! injiziert. Weder bei den mit 3 mval/kg (p
< 0,26), noch bei den mit 7,5 mval/kg (p < 0,28hdmdelten, morgens (12h nach Applikation)
getoteten Tieren fanden sich im Cortex frontalgngikant unterschiedliche NGF-Werte im
Vergleich zur Kontrollgruppe. Auch die abends (2#ith Applikation) getteten Tiere zeigten
bei dieser Dosis keine signifikante Veranderungdartex frontalis (p < 0,53). Die Messungen
von Cortex parietalis - Gewebeproben ergab in gemnial/kg-Gruppe weder bei morgens (p <
0,37) noch bei abends getdteten (p < 0,76) Ratigmfigante Unterschiede in der NGF-

Konzentration.
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Tabelle 3
Li 0,3% Hirnregion Totungszeit n X (proz.- SD (proz.- SEM (proz.- p
14 Tage norm.)  norm.) norm.)
1 Cortex frontalis morgens 16 166,7 39,46 9,86 **£1,0
K Cortex frontalis morgens 6 100 21,94 5,86
2 Hippocampus morgens 15 127,6 35,53 9,175 *<0,02
K Hippocampus morgens 13 100 19,32 8,5
3 Striatum abends 5 135,1 33,89 15,16 *<0,03
K Striatum abends 5 100,1 28,26 12,64
4 Cortex frontalis abends 16 166,7 39,46 9,864 **80,0
K Cortex frontalis abends 12 100 12,95 3,74
5 Hippocampus abends 18 159,3 34,9 8,23 **<(0,001
K Hippocampus abends 22 100 17,31 3,69

Tabelle 3 Tabelle 3 zeigt den NGF-Gehalt im Cortex frogalHippocampus und Striatum bei
unterschiedlichen Totungszeitpunkten nach Gabe kithium 0,3 % udber 14 Tage sowie den
statistischen Vergleich zwischen Kontroll- und Betlangsgruppen. Die NGF-Konzentrationen wurden
auf die Kontrollgruppen prozentnormiert. Die stidiche Auswertung erfolgte mit dem non-
parametrischen Mann Whitney Test. Li = Lithium, K Kontrolle, X = Mittelwert, SD =
Standardabweichung, SEM = Standard error of meanp<0,05, ** = p<0,001.

Tabelle 4
Lii.p. Hirnregion Totungszeit n X (proz.- SD (proz.- SEM (proz.- p
3 mval/kg norm.) norm.) norm.)
1 Cortex frontalis  morgens 5 79,75 10,07 4,5 0,25
K Cortex frontalis morgens 5 100 24,15 10,8
Lii.p.
7,5 mval/kg
1 Cortex frontalis  morgens 5 1257 13,9 6,22 0,27
K Cortex frontalis  morgens 6 100 37,1 15,15
2 Cortex frontalis  abends 4 119,1 25,1 12,55 0,52
K Cortex frontalis  abends 6 100 37,54 15,32
3 Cortex parietalis morgens 4 137,4 38,02 19,01 0,36
K Cortex parietalis morgens 6 100 20,32 8,3
4 Cortex parietalis abends 5 107,9 15,02 6,72 0,75
K Cortex parietalis abends 5 100 24,78 11,08

Tabelle 4 Tabelle 4 zeigt den NGF-Gehalt im Cortex frorgtalind im Cortex parietalis bei
unterschiedlichen Tétungszeitpunkten nach Gabeluthium 3mval/kg und 7,5 mval/kg, also toxischen
Dosierungen, die intraperitoneal (i.p.) applizieirden, sowie den statistischen Vergleich zwischen
Kontroll- und Behandlungsgruppen. Die NGF-Konzetidreen wurden auf die Kontrollgruppen
prozentnormiert. Die statistische Auswertung et®lgit dem non-parametrischen Mann Whitney Test.

Li = Lithium, K = Kontrolle, X = Mittelwert, SD = gandardabweichung, SEM = Standard error of mean,
* = p<0,05, ** = p<0,001.
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Die Beeinflussung der NGF-Konzentration einer Carédzepinmedikation Uber das Futter fur 14
Tage wurde fir Dosen von 0,3 % und 0,4 % ermitiele Gabe von 0,3 % Carbamazepin
resultierte im Hippocampus und im Cortex frontakes morgens und bei abends getéteten Tieren
in NGF-Erhdéhungen, die jedoch nicht signifikant @rarim Hippocampus bei morgens gettteten
Tieren gab es einen Anstieg der NGF-Konzentratieh1l20% (p < 0,12), bei abends getodteten
auf 111 % (Prozent bezogen auf Mittelwert der jégen Kontrollgruppe; p < 0,48). Im
frontalen Cortex bei morgens getoteten Tieren stiedje NGF-Werte auf 129%, allerdings nicht

signifikant (p < 0,07), bei abends getdteten - &dennicht signifikant - auf 123 % (p = 0,11) an.

Tabelle 5
CBZ 0,3% Hirnregion T6tungszeit n X (proz.- SD (proz.- SEM (proz.- p
14 Tage norm.)  norm.) norm.)
1 Hippocampus  abends 16 110,9 35,92 8,98 <0,48
K Hippocampus  abends 16 100 16,69 417
2 Hippocampus morgens 15 120,24 32,91 8,497 <0,12
K Hippocampus  morgens 13 100 19,32 8,5
3 Cortex frontalis abends 7 123,2 27,31 10,32 0,11
K Cortex frontalis abends 7 100 16,95 6,41
4 Cortex frontalis morgens 15 128,7 39,1 10,1 <0,07
K Cortex frontalis morgens 13 100 21,94 5,86

Tabelle 5 Tabelle 5 zeigt den NGF-Gehalt im Hippocampus Godex frontalis bei unterschiedlichen
Totungszeitpunkten nach Gabe von Carbamazepin 0,8b&s 14 Tage sowie den statistischen
Vergleich zwischen Kontroll- und BehandlungsgruppBne NGF-Konzentrationen wurden auf die
Kontrollgruppen prozentnormiert. Die statistischesivertung erfolgte mit dem non-parametrischen
Mann Whitney Test. CBZ = Carbamazepin, K = Konp = Mittelwert, SD = Standardabweichung,
SEM = Standard error of mean, * = p<0,05, ** = 3.

Die zweiwdchige Gabe von Carbamazepin 0,4 % fiubhuteiner signifikanten NGF-Erhdhung
im limbischen Vorderhirn (p < 0,05). Im Corpus amgtpideum fand sich ein NGF-Anstieg auf
138 %, der jedoch nicht signifikant war (p < 0,18gine signifikante Veranderung des NGF-
Gehalts ergab sich im Striatum (p < 0,18), Hippgoasn(p < 0,37), im Mittelhirn (p < 0,86), im

Hypothalamus (p < 0,86) und im frontalen Cortex<(p,84).Auch nach 7-tdgiger Behandlung
sahen wir im Cortex frontalis keine signifikanter&ederung der NGF-Konzentration (p < 0,21

bei morgens und p < Ol&i abends gettteten Raften
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Tabelle 6
CBZ 0,4% Hirnregion Totungszeit n X (proz.- SD (proz.- SEM (proz.- p
14 Tage norm.) norm.) norm.)
1 LF abends 6 93,37 23,79 9,71 *<0,05
K LF abends 5 100 20,47 9,15
2 Amygdala abends 5 138.,4 31,24 13,97 <0,15
K Amygdala abends 6 100 20,72 8,46
3 Striatum abends 5 118,2 21,7 9,7 <0,18
K Striatum abends 5 100,1 28,26 12,64
4 Hippocampus  abends 5 89,88 19,8 8,86 <0,37
K Hippocampus  abends 6 100 20,56 8,39
5 Mittelhirn abends 5 97,11 21,13 9,45 <0,86
K Mittelhirn abends 6 100 23,43 9,56
6 Hypothalamus abends 6 100,4 18,72 7,64 <0,86
K Hypothalamus abends 6 100 20,19 9,03
7 Cortex frontalis abends 5 99,23 13,18 2,24 <0,84
K Cortex frontalis abends 5 100 5,51 2,46
CBZ 0,4%
7 Tage
1 Cortex frontalis abends 6 81,03 20,16 8,23 <0,3
K Cortex frontalis abends 6 100 20,23 8,26
2 Cortex frontalis morgens 6 79,48 9,64 3,94 <0,21
K Cortex frontalis morgens 5 100 23,83 10,66

Tabelle 6 Tabelle 6 zeigt den NGF-Gehalt im Limbischen \&tdrn (LF), Corpus amygdaloideum,

Striatum, Hippocampus,

Mittelhirn,

Hypothalamus ui@brtex frontalis bei unterschiedlichen

Totungszeitpunkten nach Gabe von Carbamazepin (j8e¥14 Tage, im Cortex frontalis auch tber 7
Tage, sowie den statistischen Vergleich zwischemt¥od- und Behandlungsgruppen. Die NGF-
Konzentrationen wurden auf die Kontrollgruppen grdnormiert. Die statistische Auswertung erfolgte
mit dem non-parametrischen Mann Whitney Test. CBZCarbamazepin, K = Kontrolle, X =
Mittelwert, SD = Standardabweichung, SEM = Standardr of mean, * = p<0,05, ** = p<0,001.
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Die i.p.-Applikation von 40mg/kg Carbamazepin, einexischen Dosis, wurde an Ratten
getestet, die jeweils 12 Stunden (Dekapitation mesy und 24 Stunden (Dekapitation abends)
nach Applikation getdtet wurden. Die Kontrollgrupperhielten jeweils NaCl i.p. Im Cortex
frontalis fand sich nach 12 Stunden ein signifieanrAnstieg von NGF (p < 0,02). Nach 24
Stunden ergab sich eine nicht signifikante NGF-Almea (p < 0,29). Fur Gewebeproben des
parietalen Cortex fanden wir keine signifikanten ANGeranderungen: Nach 12 Stunden fand

sich eine minimale NGF-Abnahme (p = 1) und nach 28kenfalls eine nicht signifikante
Abnahme des NGF-Gehalts (p < 0,35).

Tabelle 7
CBZi.p. Hirnregion Totungszeit n X (proz.- SD (proz.- SEM (proz.- p
40mg/kg norm.)  norm.) norm.)
1 Cortex frontalis  morgens 5 179 3,65 15,94 *<0,02
K Cortex frontalis  morgens 6 100 37,1 15,15
2 Cortex frontalis  abends 4 68,95 13,21 6,61 <0,29
K Cortex frontalis  abends 6 100 37,54 15,32
3 Cortex parietalis morgens 4 96,75 2,0 1,0 1
K Cortex parietalis morgens 6 100 20,32 8,3
4 Cortex parietalis abends 5 77,52 26,68 11,93 <0,35
K Cortex parietalis abends 5 100 24,78 11,08

Tabelle 7 Tabelle 7 zeigt den NGF-Gehalt im Cortex frorgaluind Cortex parietalis bei
unterschiedlichen Toétungszeitpunkten nach akutdseGaon Carbamazepin 40mg/kg intraperitoneal
(i.p.), also einer toxischen Dosis, sowie den stistthen Vergleich zwischen Kontroll- und
Behandlungsgruppen. Die NGF-Konzentrationen wuigidie Kontrollgruppen prozentnormiert. Die
statistische Auswertung erfolgte mit dem non-patasehen Mann Whitney Test. CBZ =

Carbamazepin, K = Kontrolle, X = Mittelwert, SD taBdardabweichung, SEM = Standard error of
mean, * = p<0,05, ** = p<0,001.
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Abbildung 4: Graphische Darstellung der NGF-Konzentration iniaBim nach Gabe von Lithium und
Carbamazepin im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die ngaben uber Gruppengrofien,
Standardabweichungen, Standar error of mean (SEM)pdWerte im Mann-Whitney-Test kdnnen den
Tabellen 2, 3 und 6 entnommen werden. Signifikadteerschied, p < 0,05y

1 = Lithium 0,15 %, 14 Tage, abends getotet
2 = Lithium 0,3 %, 14 Tage, abends getttet
3 = Carbamazepin 0,4 %, 14 Tage, abends getotet
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Abbildung 5: Graphische Darstellung der NGF-Konzentration im thischen Vorderhirn nach Gabe

von Lithium und Carbamazepin im Vergleich zur Katlgruppe. Die Angaben Uber Gruppengrofien,
Standardabweichungen, Standar error of mean (SEM)pdWerte im Mann-Whitney-Test kbnnen den
Tabellen 2, 3 und 6 entnommen werden.

1 = Lithium 0,15 %, 14 Tage, abends getotet

2 = Lithium 0,3 %, 14 Tage, abends getotet

3 = Carbamazepin 0,4 %, 14 Tage, abends getotet
Signifikanter Unterschied, p < 0,05%
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Abbildung 5: Graphische Darstellung der NGF-Konzentration imgdigampus nach Gabe von Lithium
und Carbamazepin im Vergleich zur Kontrollgruppe.ie DAngaben Uber Gruppengrofden,
Standardabweichungen, Standar error of mean (SEM)pdWerte im Mann-Whitney-Test kdnnen den
Tabellen 2, 3, 5 und 6 entnommen werden.

1 = Lithium 0,15 %, 14 Tage, abends getotet

2 = Lithium 0,3 %, 14 Tage, morgens getottet

3 = Lithium 0,3 %, 14 Tage, abends getottet

4 = Carbamazepin 0,3 %, 14 Tage, morgens getotet

5 = Carbamazepin 0,3 %, 14 Tage, abends getotet

6 = Carbamazepin 0,4 %, 14 Tage, abends getotet

Signifikanter Unterschied, p < 0,05% | haghgikanter Unterschied, p < 0,0013¢ Y&
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Abbildung 9: Graphische Darstellung der NGF-Konzentration impbseramygdaloideum nach Gabe
von Lithium und Carbamazepin im Vergleich zur Katigruppe. Die Angaben Uber Gruppengrdol3en,
Standardabweichungen, Standar error of mean (SEM)pdWerte im Mann-Whitney-Test kdnnen den
Tabellen 2 und 6 entnommen werden.

1 = Lithium 0,15 %, 14 Tage, abends getotet
2 = Carbamazepin 0,4 %, 14 Tage, abends getotet
Signifikanter Unterschied, p < 0,05%
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Abbildung 8: Graphische Darstellung der NGF-Konzentration im t&orparietalis nach Gabe von
Lithium und Carbamazepin in toxischen Dosen imgigch zur Kontrollgruppe. Die Angaben Uber
GruppengrofRen, Standardabweichungen, Standararmean (SEM) und p-Werte im Mann-Whitney-
Test kbnnen den Tabellen 4 und 7 entnommen werden.

1 = Lithium 7,5 mval/kg i.p., 12 Stunden, morgeesitet

2 = Lithium 7,5 mval/kg i.p., 24 Stunden, abendstgt

3 = Carbamazepin 40 mg/kg i.p., 12 Stunden, morgetiget
4 = Carbamazepin 40 mg/kg i.p., 24 Stunden, abgetitet
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Abbildung 6: Graphische Darstellung der NGF-Konzentration int€ofrontalis nach Gabe von
Lithium in therapeutischen (1 — 3) und in toxisclisen (4 — 6) im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die
Angaben tber Gruppengrof3en, Standardabweichungerde® error of mean (SEM) und p-Werte im
Mann-Whitney-Test konnen den Tabellen 2, 3 undtd@nmen werden.

1 = Lithium 0,15 %, 14 Tage, abends getotet

2 = Lithium 0,3 %, 14 Tage, morgens getotet

3 = Lithium 0,3 %, 14 Tage, abends getottet

4 = Lithium 3 mval/kg, 12 Stunden, morgens getotet

5 = Lithium 7,5 mval/kg, 12 Stunden, morgens getote

6 = Lithium 7,5 mval/kg, 24 Stunden, abends getotet

Signifikanter Unterschied, p < 0,05%  , hagh#ikanter Unterschied, p < 0,001v¢ Y
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Abbildung 7: Graphische Darstellung der NGF-Konzentration im t@orfrontalis nach Gabe von
Carbamazepin in therapeutischen (1 — 5) und insttan (6 und 7) Dosen im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Die Angaben uber Gruppengrolennd&iedabweichungen, Standar error of mean
(SEM) und p-Werte im Mann-Whitney-Test kdnnen dafdllen 5, 6 und 7 entnommen werden.

1 = Carbamazepin 0,3 %, 14 Tage, morgens getotet

2 = Carbamazepin 0,3 %, 14 Tage, abends getotet

3 = Carbamazepin 0,4 %, 7 Tage, morgens getotet

4 = Carbamazepin 0,4 %, 14 Tage, abends getotet

5 = Carbamazepin 0,4 %, 7 Tage, abends getotet

6 = Carbamazepin 40 mg/kg, 12 Stunden, morgensegeto
7 = Carbamazepin 40 mg/kg, 24 Stunden, abendsegettt
Signifikanter Unterschied, p < 0,05%
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Abbildung 10: Graphische Darstellung der NGF-Konzentration im étigplamus nach Gabe von
Lithium und Carbamazepin im Vergleich zur Kontroligpe. Die Angaben Uber GruppengrofRen,
Standardabweichungen, Standar error of mean (SEM)pdWerte im Mann-Whitney-Test kdnnen den
Tabellen 2, 3 und 6 entnommen werden.

1 = Lithium 0,15 %, 14 Tage, abends getotet
2 = Lithium 0,3 %, 14 Tage, abends getttet
3 = Carbamazepin 0,4 %, 14 Tage, abends getotet
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Abbildung 11: Graphische Darstellung der NGF-Konzentration imtdlitirn nach Gabe von Lithium
und Carbamazepin im Vergleich zur Kontrollgruppe.ie DAngaben Uber Gruppengrof3en,
Standardabweichungen, Standar error of mean (SEM)pdWerte im Mann-Whitney-Test kdnnen den
Tabellen 2, 3 und 6 entnommen werden.

1 = Lithium 0,15 %, 14 Tage, abends getotet
2 = Lithium 0,3 %, 14 Tage, abends getétet
3 = Carbamazepin 0,4 %, 14 Tage, abends getotet



54

4 Diskussion

4.1 Diskussion der Methodik

Die NGF-Konzentrationswerte dieser Untersuchung demr in einem zweiseitigen
Enzymimmunoassay (ELISA) ermittelt, einer sensiplespezifischen und reliablen
Messmethode, die von Hellweg und Mitarbeitern ()988twickelt wurde. Im Vergleich zu
frher verwendeten Radioimmunessays hat sich di§AMethode bei der Bestimmung von
NGF sehr bewéhrt, denn mit ihrer Hilfe kann NGF eltir gemessen werden; bei der
Radioimmunbestimmung dagegen kann nur von dem |Aaksi exogen zugefiihrten, radioaktiv
markierten NGF indirekt auf die endogene NGF-Komzdion geschlossen werden. Bei einer
solchen indirekten Bestimmung kdnnen andere Potdes Homogenates mit den Antikérpern
interferieren, die gegen NGF gerichtet sind. Dadukird die Hohe des durch NGF der Probe
verdrangten Teils radioaktiven, exogenen NGFs ighétgt und so der NGF-Gehalt der Probe zu
hoch bestimmt (Korsching und Thoenen 1987). Im BLV8rd dieser Fehler durch eine direkte,
doppelseitige Bindung von NGF vermieden (siehe Ainig 3 auf Seite 39).

Abgesehen von dem von Larkfors und Ebendahl (188%ghriebenen ELISA sind alle anderen
bekannten NGF-Assays vergleichbar oder wenigeritser(&orsching und Thoenen 1987,
Weskamp und Otten 1987, Heinrich und Meyer 1988 Bohe Sensitivitat des in dieser
Untersuchung verwendeten ELISA héngt unter andel@mit zusammen, dass sowohl als erster
wie auch als zweiter Antikorper der gleiche monaokle Antikérper (27/21) verwendet wird
(Korsching und Thoenen 1987). Die Nachweisgrenze vaewendeten ELISA liegt bei 50 fg
NGF pro well, was 0,25 pg NGF pro g Gewebefeuchigf@wentspricht (Hellweg et al. 1989).
Die verfalschende Bindung von NGF an unspezifistherflachenstrukturen haben wir durch
die Messung der Bindung von NGF an ungerichtete ddatikbrper korrigiert. Darliber hinaus
haben wir den Anteil von NGF, der im Gewebe gebungsbleibt, ermittelt, indem wir fur jede
Probe die spezifische Wiederfindungsrate, die sageterecovery von NGF bestimmt haben.
Die Spezifitdt des von uns verwendeten anti-Maud-NG@/21-Antikoérpers, und damit die
Spezifitdt des gesamten Assays fur NGF im Verglaahden in ihrer Aminosauresequenz
teilweise ahnlichen anderen Neurotrophinen st sdioch. Aufgrund der starken
Sequenzhomologie von NGF verschiedener Speziesrider Maus-Antikdrper 27/21 auch
spezifisch NGF im Rattenhirn (Korsching und Thoeh®87, Bertrand et al. 1992).
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Ebenso zeichnet sich der von uns verwandte ELIS&Ideine hohe Reproduzierbarkeit aus, die
von Hellweg (2000) mit einem Pearson-Regressiorfikeanten von r = 0,93 angegeben wird.
Mit Hilfe des ELISA ermittelte NGF-Konzentrationemrschiedener Labore unterscheiden sich
voneinander fur gleiche Hirnregionen (Zettler et1896, Ubersicht bei von Richthofen 2000).
Dies hangt u.a. mit den verschiedenen MethodeiGewebeaufbereitung zusammen. Die NGF-
Ausbeute liegt nach Aufspaltung des Gewebes mitakthall — wie auch in unserem Versuch
verwendet — Uber den Werten, die nach Glashomag@msgemessen werden (Hellweg et al.
1989). Der Vergleich verschiedener Messmethoderabel gezeigt, dass die Geschwindigkeit
der Zentrifugation einen Einfluss auf die NGF-Ausieehat. Ziel der Zentrifugation ist es, den
Zelldebris als ungelosten Bodensatz von NGF im kltiaed zu trennen. Zettler und Mitarbeiter
(1996) berichten, dass bei einer hohen Zentrifogateistung von 100.000 x g die gemessene
NGF-Menge im Vergleich zu einer niedrigeren Gesclaigkeit von 13.000 x g geringer war.
Vermutlich wird NGF nach hoher Zentrifugationslarsg durch Gewebestrukturen
zurtckgehalten, das es ein basisches Molekil market Tendenz zur Haftung an
Oberflachenstrukturen ist, und so der NGF-Bestimgnantzogen (Ubersicht bei Zettler et al.
1996). In unserem Experiment gebrauchten wir earenge Zentrifugationsgeschwindigkeit von
6.000 x g fur insgesamt 40 Minuten, was demnackrelGF-Ausbeute begtinstigte.

In konventionellen ELISAs wird nach der Zentrifugat der NGF-Gehalt im Uberstand
gemessen (Korsching et al. 1985, Hellweg et al91.98o0ener und Mitabeiter (1996) hingegen
zeigten, dass sie NGF-Konzentration nach der Zagation im vernachlassigten
Geweberiickstand bis zu funfmal hoher ist als imrEtaed. In ihrer Studie wurde also ein
groRer Teil von NGF in Gewebsstrukturen des Bodemsazurtickgehalten. Die Autoren
schlossen daraus, dass in konventionellen NGF+Basihgen des Uberstandes die angegebenen
absoluten NGF-Konzentrationen eine Unterschatzasgtatsachlichen NGF-Gehaltes darstellen
(Hoener et al. 1996). Diese Hypothese wurde dusshicEtt und Mitarbeiter (1999) relativiert,
die auf eine andere Bezugsgrol3e der NGF-Berechnungenlich pg/ml Homogenat statt pg/mg
Feuchtgewicht der meisten Studien hinwiesen, was dergleich zu den Ergebnissen von
Hoeners Arbeitsgruppe erschwert. Nach der Umreaipmon pg/mg auf pg/ml werden auch bei
konventionellen NGF-Bestimmungen des Uberstandesichkhhohe Werte erzielt, wie von
Hoehner und Mitarbeitern (1996) berichtet. Als mdg Erklarung des héheren Anteils von
NGF im Bodensatz bei Hoehner und Mitarbeitern (3996anzufihren, dass die Proben fur eine

Stunde bei hoher Geschwindigkeit — ndmlich 1000Q0- zentrifugiert wurden. Durch die hohe
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Zentrifugationsgeschwindigkeit kann ein groBerertelnan NGF an den aufgebrochenen
Membranstrukturen des Gewebes haften bleiben éZettlal. 1996).

Trotz der Tatsache, dass Hoener und Mitarbeited@Léhre NGF-Messung im Bodensatz und
Uberstand durchfiihrten, kénnen wir unsere Ergebriss besten mit ihren vergleichen, da sie
ihre Ausbeute u.a. auf den Proteingehalt d es Hemmigs bezogen haben. Die Autoren
berichteten fur den Hippocampus eine NGF-Menge 984 pg NGF/ml Homogenat im
Ubersand, was bezogen auf die Proteinmenge 18, K&3#gmg bedeutet. Im Geweberiickstand
desselben Homogenates konnten Hoener und Varo@&a8% hohere NGF-Konzentration von
585 pg NGF/ml Homogenat messen, was 83,57 NGF pd/mteinmenge entspricht. Wenn
NGF des Bodensatzes und des Uberstandes zusameenugsrwerden, erzielten Hoener und
Mitarbeiter (1996) ahnlich hohe NGF-Werte wie walwohl wir unsere NGF-Messung nur im
Uberstand durchgefiihrt haben.

Hoener und Varon (1997) zeigten, dass eine maxiN&@e-Ausbeute durch optimale Zusatze
von NaCl und Triton X 100 sowie durch die Einstefiudes pH-Wertes erzielt werden kann. Die
Autoren schlossen daraus, dass die Zusatze irerd@atammensetzung NGF aus Bindungen an
Oberflachenstrukturen heraus l6sen. In der hier gesellten Untersuchung wurden
Homogenisierpuffer verwendet, deren Eigenschaftéreimem pH von 7, 0,4 m NaCl und 4mM
EDTA nicht ganzlich den von Hoener und Varon (1993 optimal befundenen
Versuchsbedingungen von NaCl 0,15 — 0,35 M, TritXib®0 0 — 0,5% und einem pH von 8,5 —
10,5 entsprachen. Dennoch erzielten wir mit unseMethode sehr hohe NGF-
Konzentrationswerte, z.B. fir den Hippocampus dschhittlich 82 pg/mg.

Streuungen zwischen einzelnen Assays, innerhaleseikssays sowie unter den Tieren sind
unvermeidlich, wie in langen Versuchsreihen bei Betwicklung dieses ELISA gezeigt wurde
(Hellweg et al. 1989), wie es sich aber auch inResultaten dieser Arbeit gezeigt hat. Folgende
MalRnahmen sollten diese zufalligen statistischehlefeminimieren: Die Aufteilung jeder
Gewebeprobe in drei Fraktionen (spezifische Bindumgpezifische Bindung, ,Recovery”), die
Aufteilung jeder Fraktion in Quadruplikate, das aleggnehmen von ,Ausreil3ern” innerhalb der
Fluoreszenzdaten einer Probe aus der statistisBearbeitung (Kriterium: Abweichung vom
Mittelwert um mindestens Faktor zwei), das Ermitteliner Eichkurve bei jedem einzelnen
Assay und die Verrechnung von ,Recovery”, spezitgscund unspezifischer Bindung sowie
unspezifischem ,Blank”. Schliel3lich hat auch dieoZmtnormierung auf die Werte der

Kontrollgruppe und die vergleichsweise grol3e Prabbhder Streuung Rechnung getragen.
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Der von uns verwendete Bio-Rad Proteinassay ig sénsitive und verlassliche Methode zur
Bestimmung des Proteingehaltes, de auch Uber eiBameich einer zehnfachen

Konzentrationsdnderung stabil bleibt (Bradford let1876). Detergenzien interferieren erst ab
einer Konzentration von 0,1 % mit der Messung. ®vitfernten den Puffer des Labors von Herrn
Prof. Dr. A. Baumgartner, der zu 0,6 % aus DDT #&edt von den Proben, bis keine
Pufferflissigkeit mehr sichtbar war. Da wir anseBkend 750 pl Homogenisierpuffer zu den
Geweben im Bodensatz hinzufiigten, ware ein moglickheenn auch geringer Rest von DDT zu

niedrig konzentriert, um unsere Proteinbestimmungerfalschen.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dassitviter ELISA-Messmethode eine sehr gute
Ausbeute von NGF erzielten, da wir das Gewebe niitagthall homogenisierten und eine
niedrige Zentrifugationsgeschwindigkeit wahlten. giéherweise sind durch die Messung des
Zentrifugationsiberstandes NGF-Molekiile im Bodensatloren gegangen. Dennoch erzielten
wir sehr hohe NGF-Werte, die mit einer Studie, ar der NGF-Gehalt von Bodensatz und
Uberstand zusammen bestimmt wurde, vergleichbart. $da wir in der statistischen Analyse
nicht die NGF-Werte absolut, sondern durchgehen®érgleich zur jeweiligen Kontrollgruppe
ausgewertet haben, ist die NGF-Ausbeute fir diehqmtysiologische Bedeutung dieser
Experimente nicht entscheidend.

Abschlieliend muss angemerkt werden, dass unsepp@&rgrol3e in einigen Fallen sehr klein
war. Wir haben uns in der statistischen AnalyseHadlzahlen unter 30 Versuchstieren lediglich
auf non-parametrische Tests und Rangvergleicheassah, weil man bei geringer Zahl von
Versuchstieren in den einzelnen Gruppen nicht imuaer einer Normalverteilung ausgehen

kann.
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4.2 NGF- Erhéhung im Cortex frontalis, Hippocampus, Stiatum, Corpus
amygdala und im limbischendrderhirn nach chronischer

Lithiumexposition

Nach bisherigen Erkenntnissen gibt es im zentrélervensystem (ZNS) zwei dominierende
Kreislaufe, die in die Regulation von Affekten iviert sind (Ubersicht bei Soares und Mann
1997): zum einen der limbisch-thalamisch-kortikalereislauf, welcher das Corpus
amygdaloideum (,Amygdalg; den Hippocampus, den mediodorsalen Kern des ifuslaind
den medialen und ventrolateralen prafrontalen kodmschliel3t. Zum anderen gibt es einen
limbisch-striatal-pallidal-thalamisch-kortikalen &slauf, in dem Striatum, ventrales Pallidum
und die Regionen des anderen Kreislaufs miteinandebunden sind. Hieraus folgt die
Annahme, dass eine Dysfunktion verschiedener Antkédser Regionen und ihrer Verbindungen
zu affektiven Storungen fuhren kdnnen.

Diese Annahme wird bei Patienten mit bipolarer kaffer Stérung durch bildmorphologische
und neuropathologische Befunde unterstitzt (siedp. K.1.2.1), hierunter eine Abnahme des
Volumens der grauen Substanz des subgenualen misdéo Kortex in MRT-Untersuchungen
(Ubersicht bei Scherk et al. 2004). Per ProtonerSMi®nnte bei Patienten mit bipolarer
affektiver Stérung eine Abnahme von N-Acetylasgari@in Marker fir neuronale Integritat und
Aktivitat - insbesondere im dorsolateralen prafaben Kortex nachgewiesen werden (Ubersicht
bei Brambilla et al. 2005). In Postmortem-Untersuaen von Gehirnen von Patienten mit
bipolarer affektiver Storung gibt es Hinweise flinee Abnahme der Anzahl und Dichte von
Neuronen und Gliazellen im prafrontalen Cortex (met al. 1998, Ubersichten bei Vawter et
al. 2000, Drevets 2001) sowie der Anzahl von Neenmom Hippocampus (Benes et al. 1998). Es
gibt also deutliche Anzeichen dafiir, dass es bdiefan mit bipolarer affektiver Stérung
signifikante Minderungen des Volumens und Stoffvests bestimmter Hirnareale gibt, begleitet
von neuronaler Atrophie oder Zellverlust.

Erkenntnisse Uber potentielle neurotrophe und eftie Wirkung von Lithium weisen auf
molekulare Mechanismen hin, die Prozessen der Igastizitat zugrunde liegen kdnnten (siehe
Kap.1.3.3.4). Chronische Lithiumapplikation fuhgi Ratten zu einer Erh6hung der Expression
des Neurotrophins BDNF im Hippocampus, im frontalead im temporalen Cortex (Fukumoto
et al. 2001). Ebenso ist die Aktivitat des Neurphin-trkB-Rezeptors nach Lithiumgabe im
anterioren cingularen Cortex erhdht (Rantamékilet2@06). Lithium aktiviert im frontalen

Cortex und Hippocampus das MARitogen-activated proteipKinasen-System, welches eine
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wichtige Rolle fiur anhaltende neuroplastische Vedeinngen spielt ((Einat et al. 2003,
Uberblick bei Chen und Maniji 2006).

In neueren Studien mit der Protonen-Magnetresosguekiroskopie wurde nach vierwdchiger
Lithiumgabe ein signifikanter Anstieg von N-Acetstartat (NAA, ein Marker flr neuronale
Funktion und Uberlebensfahigkeit; siehe auch Kaf.211) fast ausschlieBlich in der grauen
Substanz gemessen. (Moore et al. 2000a). Eine sldodgende volumetrische MRT-Studie
zeigte, dass eine vierwdchige Behandlung mit Lithiau einer signifikanten Erhéhung des
Gesamtgehalts an grauer Substanz im menschlicheirnGéhrt (Moore et al. 2000b). Auch
diese Daten unterstitzen die Hypothese, dass hitkowonhlin vitro als auchn vivo zumindest
partiell Gber neuroprotektive und —trophe Effekiekaam ist.

Ebenso verstarkt Lithium die Neurogenese hippokdenpgéeuronen erwachsener Ratten (Chen
et al. 2000).

In den letzten zehn Jahren gibt es eine zunehm&atdevon Hinweisen, dass Neurotrophine
eine wichtige Rolle in der Atiopathogenese und @par affektiver Storungen spielen (siehe
Kap. 1.2; Altar 1999, Angelucci et al. 2004). NG& lm ZNS physiologische Funktionen, die
fur das Uberleben und die Plastizitat von Neuronetwendig sind (siehe Kap. 1.4.2). Es gibt
mehrere Studien, die eine Beeinflussung der NGFzKptration im Hippocampus durch
antidepressive oder neuroleptische Behandlung neisew konnten (Ubersicht bei Frey et al.
2006). Elektrokrampftherapie fuhrt zu einer NGF&rhng im Hippocampus bei Ratten
(Angelucci et al. 2003a), die Neuroleptika Rispenidind Haloperidol bewirkten eine Abnahme
der NGF-Konzentration im Hippocampus, Olanzapined@g eine Zunahme (Angelucci et al.
2000).

In der hier vorgestellten Arbeit fanden wir in Higweben von Ratten nach einer Gabe von
Lithium dber 14 Tage in einer Dosis von 0,15 % esignifikante NGF-Erhdhung im
Hippokampus, limbischen Vorderhirn, Striatum undQuorpus amygdaloideum. Nach Gabe von
Lithium in einer Dosis von 0,3 % Uber den gleichéeitraum war der NGF-Gehalt im
Hippokampus, Cortex frontalis und im Striatum siigaint erhdht. Im Mittelhirn und im
Hypothalamus dagegen fanden sich fur beide Doggemnurkeine signifikanten Veranderungen
des NGF-Gehalts nach Lithiumgabe Uber 14 Tage. Baes NGF-Erhéhung von 129,1 % im
Cortex frontalis bei einer Dosierung von 0,15 % woa 139 % im limbischen Vorderhirn bei

einer Dosierung von 0,3 % - jeweils im Vergleichr Zontrollgruppe — keine Signifikanz
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erreichte, ist am ehesten durch die kleine Grupgiddegzu erklaren.

Die akute intraperitoneale Gabe von Lithium in szkien Dosen fuhrte weder im Cortex fronalis
noch im Cortex parietalis zu signifikanten Veranagyen der NGF-Konzentration.

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Gabe von Litimuprophylaktisch wirksamen Dosen nach
einer Zeitdauer, die nach klinischen Erfahrungen dés Einsetzen einer therapeutischen
Wirkung notwendig ist, spezifisch in Hirnregionatie nach bisherigen Erkenntnissen fir die
Modulierung von Affekten relevant sind, zu einer R&rhdhung fihrt. Da Neurotrophine wie
NGF unter anderem durch die Aktivierung des MAPd&en-Systems apoptotische Kaskaden
hemmen (Quiroz et al. 2004), kdnnte hier ein Aratkt sein, an dem die Wirkungsweisen von
Lithium und NGF zusammenlaufen. Ein weiterer mdgic gemeinsamer Ansatzpunkt ist die
Hemmung von GSK-3 (siehe Kap. 1.3.3.3), da Neuptiree tUber die Phosphatidylinositol 3-
Kinase wirken, welche wiederum die GSK-3 hemmtyake Ubersicht bei Shaltiel et al. 2007).
Ein Ziel der MAP-Kinasen ist die Phosphorylierumgn CREB (siehe Kap. 1.1.2.3), was
wiederum zu einer erhohten Expression des antitapephen Faktors Bcl-2 fuhrt.

Eine mdgliche Schlussfolgerung ist daher, dassunthauch tber die verstarkte Produktion von
NGF in bestimmten Hirnarealen die oben beschriabareuroprotektiven und neurotrophen

Wirkungen entfaltet, was wiederum zu einer Stimnastapilisierung fuhren kénnte.

Diese Ergebnisse einer NGF-Erhéhung in spezifisclidimregionen von Ratten nach
subchronischer Gabe von Lithium wurden bereits eats Teil dieser Arbeit veroffentlicht
(Hellweg et al. 2002). Nach dieser Veroffentlichuggb es zwei weitere Studien, die die
Veranderung des NGF-Gehaltes in Rattenhirnen ndabluingabe untersuchten (Angelucci et al.
2003, Frey et al. 2006).

In der Untersuchung von Angelucci und Mitarbeit¢?2003) erhielterFlinders Sensitive Line
(FSL) Ratten — ein Tiermodell der Depression — &fidders Resistant Line (FRL)Ratten tUber

6 Wochen Lithium Uber die Nahrung. Die Gruppengrifse jeweils n = 7. Die Lithium-
Serumkonzentrationen lagen ungefahr bei 0,5 mMolgas der unteren Grenze des
Wirkbereiches entspricht. Fur die NGF-Extraktiofokgyte eine Zentrifugierung er Homogenate
mit 10.000 g fur 20 Minuten, die NGF-Messung erfelgnit einem ELISA mit dem auch in
unserer Untersuchung verwendeten monoklonalen dupés 27/21 mit einer Sensitivitat von 3
pg/ml Homogenat. Im Hippocampus wurde bei 8&k-Ratten eine signifikante NGF-Erhdhung
gefunden, im frontalen Cortex, occipitalen Cortexdum Striatum gab es bei dé&SL-Ratten

keine signifikanten Veranderungen des NGF-GehaBes.denFRL-Ratten wurde als einziges
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signifikantes Ergebnis eine NGF-Erniedrigung im&tm gefunden.

Frey und Mitarbeiter (2006) verabreichten in indebeit einer Gruppe von Wistar-Ratten fir 14
Tage Amphetamin einmal taglich 2mg/kg intraperitdreals Tiermodell einer akuten manischen
Episode. Wahrend der zweiten Woche erhielten siimal taglich Lithium in einer Dosierung
von 47,5 mg/kg intraperitoneal. Eine andere Gruggeelt im Sinne eines Praventionsmodells
fur 14 Tage Lithium in der selben Dosierung intrapaeal, wahrend der zweiten Woche wurde
dann Amphetamin in der oben genannten Weise apgliZdie Kontroll-Tiere erhielten jeweils
eine Salzlésung intraperitoneal. Die mit Lithiumhbadelten Ratten hatten alle Lithium-
Serumkonzentrationen zwischen 0,6 und 1,2 mMolé. IRGF-Konzentration im Hippocampus
wurde mit einem ELISA gemessen. Als relevantes Iurgefur diese Diskussion fanden die
Untersucher sowohl nach 7-tagiger als auch nadadiger Gabe von Lithium eine signifikante
Erhéhung der NGF-Konzentration im Hippocampus.

Betrachtet man die beiden genannten Studien undidievorgestellte Arbeit ist sicherlich die
Erh6hung der NGF-Konzentration im Hippocampus vatitéh nach Gabe von Lithium am
konsistentesten. Dass in der Untersuchung von Argelund Mitarbeitern (2003) im Cortex
frontalis keine signifikante Veranderung und imi&trm bei denFRL-Ratten sogar eine
signifikante Erniedrigung des NGF-Gehaltes gefundende kann bei ansonsten ahnlichen
experimentellen Bedingungen am ehesten dadurclirenkierden, dass hier andere Tiere im
Vergleich zu unserem Versuch untersucht wurden. hAuwaren die Lithium-
Serumkonzentrationen der behandelten Tiere hiegesammt niedriger als bei den von uns
untersuchten Ratten. In unserer Arbeit sahen widée Ratten, die mit 0,3 % Lithium behandelt
wurden, eine durchschnittliche Serumkonzentration £,30 + 0,35 mMol/l bei den vormittags
getoteten und von 1,37 + 0,31 bei den abends getdiéeren. Bei den Ratten, die Lithium in
der 0,15 %-Konzentration erhielten, wurde eine dsecbnittiche Serumkonzentration von 0,72

mMol/l gemessen.
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4.3 Beeinflussung des NGF-Gehaltes im limbischeroxterhirn, Cortex
frontalis und Corpus amygdala durchchronische Carbamazepin-

exposition

Carbamazepin hat auf intrazellularer Ebene ebensofluEs auf Bestandteile der
Signaltransduktion und der Gentranskription, ssdagh flir dieses Phasenprophylaktikum eine
Modulierung der neuronalen Plastizitdt denkbar (siehe Kap. 1.3.3.4). Ob es einen
Zusammenhang gibt zwischen der Wirkung von Carbapiazund neurotrophen Faktoren,
wurde bisher nicht untersucht.

Die Gabe von 0,3 % Carbamazepin resultierte imeXoittontalis bei morgens und bei abends
getoteten Tieren in NGF-Erhohungen bis zu 129 %oz&hwt bezogen auf Mittelwert der
jeweiligen Kontrollgruppe), die jedoch nicht sigké&nt waren. Auch im Hippocampus gab es
einen Anstieg der NGF-Konzentration auf 120%, dllegs nicht signifikant. Carbamazepin 0,4
% fuhrte zu einer signifikanten NGF-Erhéhung imbBisthen Vorderhirn (p < 0,05). Im Corpus
amygdaloideum fand sich ein NGF-Anstieg auf 138d¥#r, jedoch nicht signifikant war (p <
0,15). Keine signifikante Veranderung des NGF-Gshalgab sich im Striatum (p < 0,18),
Hippocampus (p < 0,37), im Mittelhirn (p < 0,86y Hypothalamus (p < 0,86) und im frontalen
Cortex (p < 0,21 bei morgens und p < 0,28 bei abgetbteten Ratten).

Die i.p.-Applikation von 40mg/kg Carbamazepin, eirtexischen Dosis, fuhrte im Cortex
frontalis nach 12 Stunden ein signifikanter Ansteqn NGF (p < 0,02). Nach 24 Stunden ergab
sich eine nicht signifikante NGF-Abnahme (p < 0,22)r Gewebeproben des parietalen Cortex
fanden wir keine signifikanten NGF-Veranderungen.

Insgesamt sahen wir in unserer Testung nach Galbe Garbamazepin in prophylaktisch
wirksamen Dosen nach 14 Tagen eine tendenziell®hdrig des NGF-Gehaltes im Cortex
frontalis, limbischen Vorderhin und im Corpus amgigideum, die allerdings keine Signifikanz
erreichte. Es ist durchaus wahrscheinlich, dasgiber grol3eren Anzahl von Versuchstieren pro
Gruppe nach Carbamazepingabe auch im Cortex frentad im Corpus amygdaloideum die
NGF-Erhdéhungen signifikant wirden.

Die signifikant erhohte NGF-Konzentration im Cortésontalis nach der intraperitonealen
Applikation einer toxischen Carbamazepindosis ishinplausibel, insbesondere weil bei 12
Stunden spater getoteten Tieren in der gleichenrétiion eine nicht-signifikante Abnahme des

NGF-Gehalts gemessen wurde.
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Diese Ergebnisse zeigen, dass auch das Phasenpidioyn Carbamazepin nach chronischer
Gabe die NGF-Konzentration in spezifischen Hirnkrearon Ratten beeinflusst. Im Gegensatz
zu den Testergebnissen nach Lithiumgabe konntedaedlgs nur im limbischen Vorderhirn eine
signifikante NGF-Erh6hung gemessen werden. Dasidichle Vorderhirn ist nach bisherigen
Erkenntnissen ein wichtiges Hirnareal fur die Maeelwing von Emotionen und Affekten (siehe
Kap. 1.1.2.1) und eine der mdglichen Zielregionear fden Wirkungsansatz von
stimmungsstabilisierenden Medikamenten. Es ist dls@haus denkbar, dass Carbamazepin —
z.B. Uber die Modulierung von Transkriptionsfaktoreauch Uber die verstarkte Expression von

NGF in bestimmten Hirnarealen zu neurotrophen Eéekthrt.
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5 Zusammenfassung

Die bipolare affektive Stérung ist eine haufigeideZzerende affektive Erkrankung mit einer
hohen suizidbedingten Mortalitdt und einer hohemiddoiditatsrate, in deren Krankheitsverlauf
sowohl manische als auch depressive Zustande tanfities gibt deutliche Anzeichen dafir, dass
es bei Patienten mit bipolarer affektiver Stéruigniikante Minderungen des Volumens und
Stoffwechsels bestimmter Hirnareale gibt, beglevi@h neuronaler Atrophie oder Zellverlust.
Diese Annahme wird bei Patienten mit bipolarer kiffer Stérung durch bildmorphologische
und neuropathologische Befunde unterstiitzt. Eindiglichen Erklarungsansatz, wie es zu
Abnahme und Atrophie von Neuronen kommt, liefedg Brforschung der Wirkung von Stress
und Glukokortikoiden auf Wachstum und Uberleben vheuronen. Diese zeigt, dass
wiederholter Stress oder hohe Dosen von Glukokad#n in bestimmten Neuronengruppen des
Hippocampus zu Atrophie, Zelluntergang oder erhttiténerabilitat fuhren. Ein Mechanismus,
der zu Atrophie von hippokampalen Neuronen im Rahwan Stress fuhrt, ist die Beeinflussung
der Regulation neurotropher Faktoren. Neurotropkind elementar fir das Uberleben und die
Funktion von Neuronen, so dass eine vermindertedSspn zu einer erhdhten Vulnerabilitat
des Neurons fuhrt.

Sowohl Lithium als auch Carbamazepin gelten auch meuesten Behandlungsrichtlinien neben
anderen Phasenprophylaktika als Mittel der erstaml\Wh der Therapie der bipolaren affektiven
Storung. Die bisherigen Forschungsergebnisse legevohl in vitro als auchin vivo eine
neuroprotektive und neurotrophe Wirkung von Lithiusowohl auf der Ebene der
Neurotransmitter als auch auf der Ebene der Sec@sdenger und der Ebene der Genexpression
nahe. Ebenso verstarkt Lithium die Neurogenesedkigmpaler Neuronen erwachsener Ratten.
Carbamazepin hat auf intrazellularer Ebene ebemnsitugs auf die Signaltransduktion und die
Gentranskription, so dass auch fir dieses Phaggmgaitikum eine Modulierung der
neuronalen Plastizitat denkbar ist.

In der hier vorliegenden Arbeit wurden die Einfléisson akuter und chronischer Exposition mit
den Stimmungsstabilisatoren Lithium und Carbamawepuf den cerebralen Gehalt des
Nervenwachstumsfaktors (NGF) bei Ratten untersugihe Reihe von Befunden spricht fir eine
wichtige Rolle von Neurotrophinen fur den Wirkungsthanismus von Psychopharmaka. NGF
hat im ZNS physiologische Funktionen, die fir ddsetieben und die Plastizitat von Neuronen
notwendig sind. Eine Beeinflussung der NGF-Konzgimn im Hippocampus durch

antidepressive oder neuroleptische Behandlung konbéreits in zahlreichen Studien
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nachgewiesen werden.

Wir fanden in Hirngeweben von Ratten nach eineiowischen Gabe von Lithium in einer
therapeutisch wirksamen Dosis eine signifikante NEBirOhung im Hippokampus, limbischen
Vorderhirn, Striatum, Cortex frontalis und im Cospamygdaloideum. Ebenso sahen wir in
unserer Testung nach Gabe von Carbamazepin in yadpisch wirksamen Dosen nach 14
Tagen eine tendenzielle Erh6hung des NGF-GehatteCortex frontalis und im Corpus
amygdaloideum, die allerdings keine Signifikanzitte, sowie eine signifikante Erh6hung der
NGF-Konzentration im limbischen Vorderhirn.

Da Neurotrophine wie NGF unter anderem durch digévidung des MAP-Kinasen-Systems
apoptotische Kaskaden hemmen, kdnnte hier ein Apgakt sein, an dem die Wirkungsweisen
von Lithium und Neurotrophinen zusammenlaufen. Bwveiterer moglicher gemeinsamer
Ansatzpunkt ist die Hemmung von GSK-3 durch Lithjusa Neurotrophine uUber die
Phosphatidylinositol 3-Kinase wirken, welche wiadardie GSK-3 hemmit.

Die Ergebnisse unseres Experiments unterstitzerlypethese, dass Neurotrophine wie NGF
eine wichtige Rolle fur die Wirkungsweise von stiomgsstabilisierenden Medikamenten wie
Lithium und Carbamazepin spielen. Es ist durchaaiskdar, dass diese Medikamente neben
anderen Wirkungsmechanismen uber eine Beeinflusdangxpression von Neurotrophinen in
spezifischen Hirnregionen zu einer Adaptation, Btaérung und Neubildung von Neuronen

fuhren.
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