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Abkirzungsverzeichnis

Abkirzungsverzeichnis

5-HT Serotonin (5-Hydroxy-Tryptamin)
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Problemstellung

1. Problemstellung

Depressive Erkrankungen erfordern vielfach eine langjahrige medikamentdse Therapie mit
Antidepressiva, teilweise in Kombination mit anderen Psychopharmaka und psycho-
therapeutischen Interventionen. Die Bezeichnung ,,Antidepressiva® beschreibt dabei eine
chemisch und pharmakologisch heterogene Gruppe von Wirkstoffen, die urspriinglich zur
Therapie depressiver Erkrankungen bei Erwachsenen entwickelt wurden, deren Einsatz
heutzutage jedoch eine Vielzahl weiterer Indikationen umfasst. Problematisch ist hierbei die
Frage nach unerwiinschten Nebenwirkungen, der Arzneimittelsicherheit und — gerade bei jungen
Patienten — nach moglichen Langzeitfolgen und Spatschaden, die durch langjahrige
medikamentdse antidepressive Therapien entstehen kdnnen.

In diesem Zusammenhang ist hervorzuheben, dass die als Nebenwirkung von Neuroleptika
bekannten extrapyramidal-motorischen Stérungen (EPMS) wie Akathisien, Dystonien,
Dyskinesien und Parkinsonoid auch unter Therapie mit Antidepressiva auftreten kdnnen.

Die Frage, welche Mechanismen auf zelluldrer und subzelluldrer Ebene zur Entstehung
unerwinschter Nebenwirkungen oder Spatschéden beitragen, ist bis heute unzureichend geklart.
Mitochondrien als die ,,Kraftwerke® der eukaryontischen Zelle riicken hierbei immer mehr in
den Mittelpunkt der wissenschaftlichen Aufmerksamkeit: Zum einen werden Zusammenhénge
zwischen neuropsychiatrischen Erkrankungen und Stérungen der mitochondrialen Funktion in
den letzten Jahren in wachsendem Malie erforscht. Andererseits wird aber auch hinsichtlich
Arzneimittelsicherheit, -vertraglichkeit und -toxizitdt der Fokus zunehmend auf die
Mitochondrien gelenkt: Unter dem Schlagwort ,,Mitotoxizitdt™ werden Effekte untersucht, die
durch Schadigung dieser Organellen entstehen.

Obwohl gezeigt werden konnte, dass Neuroleptika, eine andere Subklasse von Psychopharmaka,
hemmende Wirkungen auf die mitochondriale Elektronentransportkette ausiiben, sind derartige
Effekte fir Antidepressiva bislang unzureichend erforscht. Diese Fragestellung erscheint gerade
im Hinblick auf mdogliche, jedoch bisher wenig beachtete extrapyramidal-motorische
Nebenwirkungen von Antidepressiva besonders interessant, da fir Neuroleptika ein
Zusammenhang zwischen dem Grad der Hemmung des Komplexes | der Atmungskette und dem
Auftreten extrapyramidaler Nebenwirkungen angenommen wird.

Erst bei der Niederschrift der vorliegenden Arbeit erschien eine Publikation, in der die
Wirkungen verschiedener Antidepressiva und Stimmungsstabilisierer auf die Atmungsketten-
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komplexe an Schweinehirnmitochondrien in-vitro untersucht wurden. Derartige Untersuchungen
an menschlichem Gewebe scheinen jedoch bislang nicht durchgefiihrt worden zu sein.

Die vorliegende Arbeit verfolgte daher als Zielsetzung die Untersuchung maéglicher Effekte von
Antidepressiva auf die Elektronentransportkette an Homogenaten aus menschlichem
Hirngewebe. Anhand von in-vitro-Versuchen mit sieben ausgewahlten Antidepressiva
(Amitriptylin, Nortriptylin, Fluoxetin, Citalopram, Escitalopram, Brofaromin und Venlafaxin)
sollte geklart werden, welche der Testsubstanzen die Elektronentransportkette wie stark
beeinflussen und welche Atmungskettenkomplexe besonders empfindlich auf Antidepressiva
reagieren.

Um die hier dargestellten Ergebnisse besser in den Gesamtzusammenhang einbetten und in ihren
klinischen Implikationen einordnen zu konnen, sollen einleitend die drei zentralen Themen, die
diesem Komplex zugrunde liegen — namlich ,,depressive Erkrankungen®, ,,Antidepressiva‘ und

,mitochondriale Atmungskette* — kurz vorgestellt werden.
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2. Einleitung

2.1. Depressive Erkrankungen

Affektive Storungen gehoren zu den h&ufigsten psychischen Erkrankungen, wobei der weitaus
groRte Anteil dem depressiven Formenkreis zuzurechnen ist. Die Lebenszeit-Prévalenz fiir
depressive Storungen wird auf tber 16% geschatzt, wobei Frauen héufiger betroffen sind als
Ménner [57]. Dabei werden unter dem Oberbegriff ,,depressive Storungen* verschiedene
phdnomenologische Subtypen zusammengefasst (darunter gehemmte, agitierte, anankastische
und larvierte (somatisierte) Depression), die sich hinsichtlich der vorherrschenden klinischen
Merkmale unterscheiden. Als Leitsymptome einer depressiven Episode gemaR der ICD-10- und
der DSM-1V-Klassifikation gelten unter anderem gedriickte Stimmung, Interessenverlust,
Anhedonie, verminderter Antrieb, Mdudigkeit, Konzentrationsstoérungen, psychomotorische
Unruhe oder Agitiertheit, Schlaf- und Appetitstorungen, Schuld- und Wertlosigkeitsgefiihle
sowie Suizidgedanken. Die Symptome missen dabei mindestens zwei Wochen andauern, um die
Diagnosekriterien zu erflillen [112]. Schatzungen gehen davon aus, dass bis zum Jahre 2020
Depressionen in der Statistik der hdufigsten Todesursachen in den USA den zweiten Platz nach
kardiovaskularen Erkrankungen einnehmen werden [96]; ein mehrj&hriger, chronischer Verlauf
ist haufig [112]. Trotz optimierter medikamentdser Therapien nach aktuellen Richtlinien lasst
sich im Durchschnitt bei weniger als der Hélfte der Patienten eine Remission erzielen; nur rund
62% zeigen unter Psychopharmaka initial (i.e., nach sechs bis acht Wochen) eine Besserung der
klinischen Symptomatik [57].

Hinsichtlich der pathophysiologischen Hintergrinde dieser klinisch sehr heterogenen Gruppe
von Erkrankungen ist noch vieles im Unklaren. Es wird von einer multifaktoriellen
Atiopathogenese ausgegangen, bei der biologische, psychosoziale und genetische Faktoren sowie
Personlichkeits- und Umwelteinflisse in komplexer Weise zusammenwirken. Im Folgenden
sollen die géingigsten Hypothesen zur Atiopathogenese depressiver Erkrankungen kurz

vorgestellt werden.

2.1.1. Hypothesen zur Atiopathogenese der Depression

2.1.1.1. Monoamin-Hypothese
Bereits vor mehr als 45 Jahren postulierte die ,,Monoamin-Hypothese“, dass depressive
Erkrankungen auf einen Mangel an Monoamin-Neurotransmittern im ZNS zurtickzufiihren seien.

Joseph Schildtkraut und Alec Coppen erkannten in den 1960er Jahren die zentrale Bedeutung der
10
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Neurotransmitter Noradrenalin und Serotonin im Rahmen depressiver Storungen [72].
Unterstutzung fand diese ,,Mangel-Theorie® durch den Nachweis, dass die antidepressiv
wirksamen Substanzen Iproniazid und Imipramin den Monoaminspiegel im ZNS erh6hen
kénnen [87].

Ein zentraler Stellenwert im Zusammenhang mit Emotionen, Affekten, Aufmerksamkeit, Antrieb
und Sozialverhalten, aber auch Gedachtnis und Kognition wird dem Limbischen System
zugeschrieben. Abb. 1 liefert einen Uberblick tiber die Anatomie des menschlichen Gehirns
sowie die zum Limbischen System gezahlten Strukturen. Die Funktionen des Limbischen
Systems werden Uber Monoamine des Hirnstamms und des Mittelhirns moduliert; hierbei
handelt es sich vorrangig um Dopamin aus der Area tegmentalis ventralis, Serotonin aus dem
Nucleus raphe dorsalis sowie Noradrenalin aus dem Locus coeruleus. Zwar ware es eine zu
grobe Vereinfachung, einer bestimmten Hirnregion einen einzelnen Neurotransmitter und eine
Funktion zuordnen zu wollen, aber es wird allgemein angenommen, dass diese Areale mit
Affektverhalten und Aufmerksamkeit in Verbindung stehen (s. Abb. 2). Eine Schlisselrolle
spielen dabei Hippocampusformation und Préfrontalcortex: In diesen Hirnregionen wurde mittels
funktioneller Bildgebung bei depressiven Patienten eine Dysfunktion nachgewiesen; in post-
mortem-Studien zeigte sich ein Verlust grauer Substanz bei verminderter Gliazelldichte [17, 42,
68, 87]. Des Weiteren lield sich feststellen, dass affektive Stdrungen mit Verénderungen
Noradrenalin- und Serotonin- vermittelter intrazelluldrer Signalkaskaden einhergehen [113].
Funktionell und anatomisch stehen die limbischen Areale mit einer Vielzahl von Strukturen in
Neocortex, Thalamus, Hirnstamm sowie Hypothalamus und damit dem Vegetativen
Nervensystem in Verbindung, Uber die unter anderem hohere kognitive Funktionen, aber auch
Trieb- und Affektverhalten moduliert werden [10].

In den nachfolgenden Jahren erfuhr die Monoamin-Hypothese fortlaufend Modifikationen; so
wird heutzutage von einer Dysbalance der Neurotransmitter Serotonin, Noradrenalin und

Dopamin im Rahmen depressiver Erkrankungen ausgegangen [72, 87, 90].
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Abb. 1 [160]

8 Abb. 1b [160]

Abb. 1a [160]

Lage des Hippocampus und des Fornix in den Hemisphéren.
1 Hippocampus mit Pes hippocampi, 2 Gyrus dentatus. Der
Hippocampus setzt sich fort in die 3 Crura fornicis, die tber die
4 Commissura fornicis in das 5 Corpus fornicis Ubergehen.
Dieses teilt sich vorne wieder in die beiden 6 Columnae fornicis,
die schlielich in den 7 Corpora mamillaria enden. 8 Hinterhorn
des Seitenventrikels, 9 Corpus callosum, 10 Sulcus centralis,
11 Fissura longitudinalis cerebri (Interhemisphérenspalt).

Mediansagittalschnitt durch das Gehirn. 1 Corpus callosum,
2 Gyrus cinguli, 3 Fornix, 4 Lumen des dritten Ventrikels mit
Aufsicht auf den Thalamus, 5 Chiasma opticum,
6 Infundibulum  hypophysis, 7 Hypophysis, 8 Corpus
mamillare, 9 Epiphysis, 10 Mesencephalon, 11 Aqueductus
mesencephali, 12 Lamina tecti, 13 Ventriculus quartus,
14 Pons, 15 Medulla oblongata, 16 Velum medullare superius.

Abb. 2 [90]

Anxiety
Irritability

Reward

Impulsiveness

Mood
Emotionality
Cognitive
function

Aggressiveness

Motivation

Uberblick tiber Funktionen der Neurotransmitter Noradrenalin,
Dopamin und Serotonin.

2.1.1.2. Stress und Immunsystem

Neuere Theorien betonen die Ahnlichkeit in der Pathogenese depressiver Erkrankungen mit den
Veranderungen, die durch chronischen Stress hervorgerufen werden. In beiden Fallen lassen sich
eine funktionelle Dysregulation des ventralen Striatums / Nucleus accumbens, also des

endogenen ,,Belohnungssystems®, sowie erhohte periphere Glucocorticoid-Spiegel feststellen
[87, 95, 129].

12
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Ahnlich wie bei einem chronischen Entziindungsprozess zeigen auch depressive Erkrankungen
héufig einen prolongierten Verlauf mit rezidivierenden Schiben unterschiedlichen
Schweregrades im Wechsel mit Phasen partieller oder kompletter Remission [95]. Einer
neuroendokrinologisch orientierten Theorie zufolge gehen depressive Stérungen mit einer
Dysregulation der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse (HPA-Achse) einher.
Einige Autoren vermuten hierbei einen Zusammenhang mit einer beobachteten Dysfunktion
immunmodulatorischer Prozesse, wobei insbesondere das Zytokin Interleukin-18 (IL-1pB)
involviert sein soll — auch im Kontext der Neurodegeneration. Die Implikationen dieser
Beobachtungen werden jedoch in der Literatur kontrovers diskutiert [87, 95].

Zudem existieren Annahmen, dass Glucocorticoid-Rezeptoren Uber eine Hemmung der
Proliferation neuronaler Stammzellen im Hippocampus in die bei depressiven Patienten

beobachtete Atrophie hippocampalen Gewebes involviert sein konnten [108].

2.1.1.3. Neurotoxizitats-Hypothese / Neurotrophin-Hypothese
Die Neurotoxizitats-Hypothese der Depression geht zuriick auf Befunde aus post-mortem-
Untersuchungen an Hirngewebe depressiver Patienten, bei denen ein Zelluntergang mit
atrophischen Veranderungen von Neuronen und Glia in Hippocampus und préafrontalem Cortex
sowie teilweise auch im Striatum festgestellt wurde [56, 141]. Eine mdgliche Ursache flr den
Verlust grauer Substanz in bestimmten Hirnregionen depressiver Patienten konnte eine
pathologisch verminderte Syntheserate neurotropher Faktoren, insbesondere BDNF (brain-
derived neurotrophic factor) sein (,,Neurotrophin-Hypothese*). Der Mangel an Neurotrophinen
sowie auch des anti-apoptotischen Proteins bcl-2 konnte fir eine abnorm gesteigerte
Apoptoserate neuronaler Zellen verantwortlich sein und sich in Form einer verminderten
Neuroplastizitat niederschlagen [56]. Manifest wird dies auf mehreren Ebenen: als mangelnde
Adaptationskapazitat neuronaler Zellen, unzureichende Entwicklung synaptischer Verbindungen
sowie verminderte Neurogenese im Gyrus dentatus des Hippocampus [6, 56, 129]. Ob jedoch der
beobachtete Verlust grauer Substanz in Hirnarealen wie Hippocampus und prafrontalem Cortex
und die fehlende Proliferation neuronaler Stammzellen ein Charakteristikum depressiver
Erkrankungen darstellen, wird kontrovers diskutiert [91, 127, 135]. In jedem Falle gilt der
mutmalliche Mangel an Neuroplastizitat im Rahmen depressiver Stérungen aus heutiger Sicht

als einer der priméaren Angriffspunkte moderner antidepressiver Therapien [18].

13



Einleitung

2.1.1.4. Oxidativer Stress

Die letzte Hypothese beziiglich der Atiopathogenese depressiver Erkrankungen, die hier
Erwahnung finden soll, ist die eng mit der Neurotoxizitats-Hypothese verknlipfte Theorie des
oxidativen Stresses. Es finden sich Hinweise in der Literatur, dass einige neuropsychiatrische
Erkrankungen mit Funktionsstérungen des ZNS-Stoffwechsels sowie Schadigungen durch
oxidativen Stress in Verbindung stehen [77, 84, 131, 156]. Im Zusammenhang mit depressiven
Stérungen wurde eine verminderte antioxidative Kapazitdat beobachtet, die eine erhohte
Vulnerabilitat gegenuber oxidativer Schadigung bedingt [51]. Man vermutet, dass exzessiver
oxidativer Stress zur Schadigung mitochondrialer DNA und infolgedessen zu einer
Beeintrachtigung des Energiemetabolismus fiihren und somit eine Exazerbation neuro-
psychiatrischer Erkrankungen bewirken konnte [74, 104]. Im Hinblick auf die gesteigerte
Préavalenz depressiver Erkrankungen im hoheren Lebensalter wird auch auf den Bezug zu
h&aufigen kardiovaskuldren Comorbiditaten verwiesen, die Uber eine hypoxische Unterversorgung
des ZNS mit gestortem Energiestoffwechsel als Ausléser der Depression mitbeteiligt sein
konnten [113].

2.2. Antidepressive Therapie
2.2.1. Entwicklung medikamentdser antidepressiver Therapien

Die gezielte Pharmakotherapie depressiver Erkrankungen begann in den 50er Jahren des 20.
Jahrhunderts, als der Schweizer Psychiater Roland Kuhn die stimmungsaufhellende Wirkung des
Imipramins entdeckte. Etwa zeitgleich beobachteten die amerikanischen Psychiater Kline,
Loome und Saunders, dass der in der Tuberkulosetherapie eingesetzte Monoaminooxidase-
Hemmer (MAO-I) Iproniazid antidepressive Effekte vermittelte [112].

In den folgenden Jahren wurden die sogenannten trizyklischen Antidepressiva (TCA) entwickelt,
bei denen es sich um Analoga des Imipramins handelt [174]. Die Klassifikation der
Antidepressiva orientiert sich entweder an der chemischen Struktur oder am Wirkmechanismus
der Substanzen (s. Tab.1, Abb. 3). Man unterscheidet Antidepressiva der ersten Generation
(TCA und MAO-I) von den in den 1980er und 1990er Jahren eingefiihrten Antidepressiva der
zweiten Generation, die selektivere Wirkungen zeigen. Letztere unterteilt man nach ihrem
uberwiegenden Wirkmechanismus in folgende Klassen: selektive Serotonin-Wiederaufnahme-
Hemmer (SSRI); selektive Noradrenalin-Wiederaufnahme-Hemmer (NARI); selektive

Serotonin-Noradrenalin-Wiederaufnahme-Hemmer (SNRI); selektive Noradrenalin-Dopamin-

14
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Wiederaufnahmehemmer (NDRI) sowie ,atypische” Antidepressiva mit unterschiedlichen

Wirkmechanismen (z.B. Trazodon, Agomelatin) [75, 112].
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Abb. 3 [120]: Strukturformeln ausgewahlter Antidepressiva
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Tab. 1: Ubersicht tiber akute Rezeptor-, Enzym- und Transporter-vermittelte
Wirkmechanismen von Antidepressiva [48, 75, 88, 114, 118, 140, 153, 154, 166, 170]

Klasse Vertreter (Beispiele) Wirkmechanismus
MAO-I e Nicht-selektive, irreversible e Erhohung der Monoamin-Konzentration im
MAO-I: Tranylcypromin, synaptischen  Spalt durch Inhibition des
Phenelzin Monoamin-abbauenden Enzyms MAO-A (z.T.
e RIMA: Brofaromin, auch MAO-B)
Moclobemid Teilweise: Hemmung der 5-HT-Wiederaufnahme
TCA e Imipramin-Typ“: Imipramin, e Hemmung der NA-, 5-HT- und DA-

Clomipramin

(= Chlorimipramin)
HYAmitriptylin-Typ®:
Amitriptylin, Amitriptylinoxid,
Doxepin, Trimipramin,
Opipramol

»Desipramin-Typ*:
Desipramin, Nortriptylin

Wiederaufnahme  im  synaptischen  Spalt
monoaminerger Neurone

Antagonismus an muscarinergen Acetylcholin-
Rezeptoren, peripheren a;-Adrenozeptoren und
H,-Histamin-Rezeptoren

Teilweise: Inhibition von MAO-A und MAO-B,
Wechselwirkungen mit spannungsabhéngigen
lonenkandlen

Tetrazyklische
Antidepressiva

Mianserin

Maprotilin®

Blockade  zentraler  prédsynaptischer  a,-
Autorezeptoren

Hemmung der NA-Wiederaufnahme
Antagonismus an 5-HT-, a;- und H;-Histamin-
Rezeptoren

Hemmung der NA-Wiederaufnahme
Antagonismus an oy- und  Hj;-Histamin-
Rezeptoren

SSRI

Fluoxetin, Fluvoxamin,
Sertralin, Paroxetin,
Citalopram, Escitalopram

Erhdéhung der 5-HT-Spiegel im synaptischen
Spalt durch Hemmung der présynaptischen
5-HT-Wiederaufnahme durch Inhibition des
5-HT-Transporters SERT

Agonismus an 5-HT,- und 5-HT;-Rezeptoren
Teilweise: Hemmung von MAO-A und MAO-B,
Blockade spannungsabhéngiger lonenkanéle

SNRI

Venlafaxin, Duloxetin

Hemmung der 5-HT-, in htheren
Konzentrationen auch der NA- und geringfiigig
der DA-Wiederaufnahme im synaptischen Spalt
monoaminerger Neurone

NARI

Reboxetin, Viloxazin

selektive Hemmung der NA-Wiederaufhahme im
synaptischen Spalt monoaminerger Neurone

NDRI

Bupropion

Hemmung der NA- und DA-Wiederaufnahme im
synaptischen Spalt monoaminerger Neurone

Atypische
Antidepressiva

Agomelatin

Mirtazapin* (NaSSA)

Trazodon

Agonismus an MT;- und MT,-Melatonin-
Rezeptoren

Antagonismus an  5-HT,c- und  5-HTe-
Rezeptoren

Blockade zentraler prasynaptischer a,-Auto- und
Heterorezeptoren > Indirekte Verstarkung NA-
und 5-HT-vermittelter Effekte

Antagonismus an postsynaptischen  5-HT,-,
5-HT3- und H;-Histamin-Rezeptoren

Hemmung der 5-HT-Wiederaufnahme im
synaptischen Spalt monoaminerger Neurone
Antagonismus an a;- und 5-HT»-Rezeptoren

Nicht erwahnt sind Langzeiteffekte der Antidepressiva durch veranderte Rezeptorexpression und -sensibilitat
sowie indirekte Wirkungen, die uiber komplexe Signalkaskaden, andere Neurotransmittersysteme, neurotrophe
Faktoren und Veranderungen der synaptischen Plastizitat vermittelt werden.

# Maprotilin weist groRe Ahnlichkeit mit den TCA auf.

“Mirtazapin wird aufgrund seiner chemischen Struktur auch zu den tetrazyklischen Antidepressiva gezahlt.
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2.2.2. Wirkmechanismus von Antidepressiva

Gemeinsamkeit aller Antidepressiva ist, dass sie in die verschiedenen Neurotransmittersysteme
eingreifen. Die Antidepressiva der ersten Generation beeinflussen als sogenannte ,,dirty drugs*
gleichzeitig mehrere Transmittersysteme und verursachen daher zahlreiche unerwiinschte
Neben- und Wechselwirkungen, wohingegen neuere Antidepressiva wie SSRI und NARI priméar
nur an einem Monoaminsystem angreifen und daher besser vertraglich sein sollen. Zugleich gibt
es aber auch Annahmen, dass durch die Beschrankung auf nur ein Transmittersystem auch der
therapeutische Effekt verringert wird; dies wird jedoch kontrovers diskutiert [15, 134, 163].
Hinsichtlich des gemeinsamen Wirkmechanismus der Antidepressiva aller Klassen muss
unterschieden werden zwischen einem akuten Effekt (Konzentrationserhéhung der
Neurotransmitter Serotonin, Noradrenalin und Dopamin im synaptischen Spalt monoaminerger
Neurone) und adaptiven Veranderungen auf der Ebene diverser Rezeptoren, die sich erst im
Verlauf der Therapie entwickeln (u.a. Downregulation von B-Adrenozeptoren und 5-HTa-
Rezeptoren, Desensibilisierung von 5-HT;a-Rezeptoren) [50, 75, 154]. Fir die therapeutischen
Wirkungen der Antidepressiva bei langfristiger Einnahme werden verschiedene Mechanismen
mitverantwortlich gemacht, darunter neben der Verdnderung von Neurotransmitter-Rezeptoren
im ZNS die Stimulation der hippocampalen Neurogenese und Forderung der bei depressiven
Erkrankungen pathologisch verminderten neuronalen Plastizitdt. Untersuchungen zufolge
kénnen solche Effekte vermittelt werden Uber Induktion neurotropher Faktoren wie BDNF [45,
101] sowie Wachstumsfaktoren wie VEGF (vascular endothelial growth factor) oder Stimulation
intrazellularer Signalkaskaden tber Induktion von Transkriptionsfaktoren wie CREB (CAMP-
response-element binding protein) [67, 129]. Einige Studien stellen demgegeniber die unter
antidepressiver Therapie mitunter zu beobachtende Stimulation der Neurogenese im Gyrus
dentatus als unabhdngigen Faktor und nicht als Voraussetzung fir eine gesteigerte
Neuroplastizitét dar [18].

Die Unterschiede in der Effektivitat der einzelnen Antidepressiva-Klassen bei der Behandlung
depressiver Erkrankungen werden kontrovers beurteilt. Manchen Studien zufolge zeigen
Antidepressiva mit ,,dualem Wirkmechanismus* auf mehr als ein Monoamin-Transmittersystem
(also TCA, MAO-I, SNRI) therapeutische Uberlegenheit gegeniiber den Substanzen mit
selektiver Wirkung auf nur ein Monoamin (SSRI) [150, 163]. Laut neueren Metaanalysen aber
unterscheiden sich die Antidepressiva der zweiten Generation klinisch wenig hinsichtlich ihrer
Wirksamkeit und ihres generellen Nebenwirkungsprofils; wohl aber bestehen zwischen den

einzelnen Substanzen Unterschiede in der Latenz bis zum Eintreten der erwiinschten Effekte
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sowie in der Inzidenz bestimmter Nebenwirkungen, was eine individuelle Auswahl anhand von

Charakteristika des jeweiligen Patienten erforderlich macht [57, 134].

2.2.3. Nebenwirkungen
Trotz guter klinischer Effizienz war die hohe Inzidenz unerwinschter Wirkungen unter Therapie
mit Antidepressiva der ersten Generation Anlass fir die Entwicklung neuer Substanzen mit
einem glnstigeren Nebenwirkungsprofil [15,96]. Aber auch beim Einsatz neuerer
Antidepressiva erfahren etwa 60% der Patienten mindestens eine Nebenwirkung [57], was mit
ein Grund fur das hohe MaR an Noncompliance bei medikamentdser antidepressiver Therapie ist
[107]. Auf spezifische Nebenwirkungen im Zusammenhang mit den jeweiligen Klassen von

Antidepressiva wird bei der VVorstellung der einzelnen Vertreter ndher eingegangen.

2.2.4. Klassen und Vertreter

2.2.4.1. Trizyklische Antidepressiva (TCA)

TCA werden aufgrund ihrer Affinitat zu einer Vielzahl unterschiedlicher Rezeptoren auch als
,dirty drugs® bezeichnet. Neben der oben beschriebenen akuten Hemmung der Noradrenalin-
und Serotonin-Wiederaufnahme und langfristigen Desensibilisierung bzw. Downregulation von
B- und 5-HT,-Rezeptoren [142] wirken TCA bereits in subtherapeutischer Konzentration als
kompetitive Antagonisten des muscarinergen Acetylcholinrezeptors [132], was die Ursache fir
ihre vielfaltigen zentralen und peripheren anticholinergen Nebenwirkungen mit Symptomen wie
Mundtrockenheit, Obstipation, Miktions- und Akkommodationsstorungen darstellt [75]. Ferner
sind TCA schwache MAO-Inhibitoren [1], wobei Nortriptylin nur die MAO-B, Amitriptylin
dahingegen beide Isoformen des Enzyms hemmt [48]. Durch periphere aj-antagonistische
Wirkungen der TCA werden Nebenwirkungen wie orthostatische Dysregulation und
Vasodilatation erklart. Wechselwirkungen mit zentralen Histamin- und GABA-Rezeptoren
werden fir die sedierenden Eigenschaften verantwortlich gemacht. AuRerdem haben TCA
aufgrund ihres lipophilen Charakters membranstabilisierende Eigenschaften &hnlich denen von
Lokalanasthetika, was Uber Hemmung von Natriumkanélen zu Erregungsleitungsstérungen
vorrangig am Herzen und kardiotoxischen Wirkungen vor allem bei Uberdosierungen fiihrt [96].
Insbesondere fir Amitriptylin wurden als akute Nebenwirkung zudem Stérungen von
Aufmerksamkeit und kognitiven Funktionen beobachtet [80].

Die urspriingliche Einteilung der trizyklischen Antidepressiva nach ihrer dominierenden

Wirkkomponente in einen ,,Imipramin-Typ“ (vornehmlich stimmungsaufhellend), einen
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,»ZAmitriptylin-Typ* (stimmungsaufhellend, psychomotorisch ddimpfend, anxiolytisch) und einen
,,Desipramin-Typ* (stimmungsaufhellend, psychomotorisch aktivierend, antriebssteigernd) [75]
(s. Tab. 1) basiert auf der Beobachtung vorherrschender klinischer Effekte. Demgegenuber steht
eine mehr biochemische Unterteilung in sekundare Amine (z.B. Nortriptylin, Desipramin), die
hauptsachlich die Noradrenalin-Wiederaufnahme hemmen, und tertidre Amine (z.B.
Amitriptylin, Imipramin), die vorrangig auf die Serotonin-Wiederaufnahme wirken und sich
durch stérkere anticholinerge, sedierende, kardiotoxische, orthostatische und kognitive
Nebenwirkungen auszeichnen [60, 123, 132] (s. Abb. 3). Dabei zeigt Nortriptylin, das durch
N-Desmethylierung beim Abbau der Muttersubstanz Amitriptylin entsteht [174], geringere
anticholinerge Nebenwirkungen als die meisten anderen TCA [75].

Problematisch beim Einsatz von TCA sind die enormen interindividuellen Unterschiede in der
bei gleicher Dosis erreichten Plasmakonzentration, die 10-30fach variieren kann [132], bei
gleichzeitig enger therapeutischer Breite mit einem nur 2-5fachen Unterschied zwischen
therapeutischen und toxischen Konzentrationen [21]. Eine — versehentliche oder beabsichtigte —
TCA-Uberdosierung kann somit leicht todliche Folgen haben [96]. Trotz ihrer im Vergleich zu
neueren Antidepressiva starken Nebenwirkungen zeichnen sich TCA durch eine hohe
therapeutische Wirksamkeit aus [64, 163] und finden daher auch heute noch Anwendung in der
Therapie der Depression sowie bei neuropathischen und entzindlichen Erkrankungen,
Fibromyalgie, chronischem Fatigue-Syndrom, Migrane, Reizdarmsyndrom, Neuralgien, Enuresis
und Aufmerksamkeitsdefizit-Hyperaktivitatsstérung (ADHS) [63, 96].

2.2.4.2. Monoaminooxidase-Hemmer (MAO-1)

MAO-I entfalten ihre Wirkung tber eine Hemmung des Enzyms Monoaminooxidase (MAQ),
das in zwei Isoformen vorkommt und in den oxidativen Abbau endogener und exogener
Monoamine involviert ist. MAO-A findet sich vor allem in Gehirn, Darm und monoaminergen
Nervenendigungen und desaminiert die Substrate Adrenalin, Noradrenalin, Dopamin, Serotonin
und Tyramin. MAO-B kommt in erster Linie in Gehirn und Thrombozyten vor und macht 80%
der MAO-Aktivitdt in den Basalganglien aus; ihre hauptsichlichen Substrate sind B-Phenyl-
ethylamin, Dopamin und Tyramin. Es wird angenommen, dass der antidepressive Effekt der
MAO-I dosisabhéngig ab einer etwa 80%igen Inhibition vor allem der Isoform MAO-A entsteht;
in der Langzeittherapie sollen auch Verdnderungen der neuronalen Plastizitat eine Rolle spielen
[86].
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Die ersten MAO-I waren unselektive, irreversible Inhibitoren beider Isoformen des Enzyms
(Iproniazid, Tranylcypromin). Durch den hierdurch bedingten verminderten Abbau von Tyramin
beobachtete man als Nebenwirkung lebensbedrohliche Blutdruckkrisen insbesondere nach
Genuss Tyramin-reicher Nahrung wie Kase und Rotwein (sogenannte ,,cheese reaction), was
zur Entwicklung der selektiven, reversiblen MAO-A-Hemmer (RIMA = reversible inhibitors of
MAO-A) Brofaromin und Moclobemid flihrte [86]. Brofaromin — eine Substanz, die aufgrund
von Patentrechten nie zugelassen werden sollte [161] — zeichnet sich gegeniiber der klinisch
eingesetzten Substanz Moclobemid durch eine zusatzliche Hemmung der Serotonin- und in
geringem Malle auch der Noradrenalin-Aufnahme und somit einen mutmaiilich groReren
therapeutischen Effekt aus, wobei die Potenz fiir die Serotonin-Wiederaufnahme-Hemmung etwa
20% der des SSRI Fluoxetin betragt [86, 167]. Brofaromin zeigt eine starke Anreicherung im
Gehirn [165, 166].

Aufgrund ihrer starken Nebenwirkungen, darunter vor allem Kopfschmerzen, Ubelkeit,
Schwindel und Schlafstérungen, sowie Wechselwirkungen mit Nahrungs- und Arzneimitteln
werden MAO-I nur bei Therapieversagen anderer Antidepressiva-Klassen eingesetzt [96]; ihre
unubertroffene Effektivitat bei therapieresistenten Depressionen ist jedoch erwiesen, sodass sie
dort ebenso wie bei bestimmten Formen der atypischen Depression sowie depressiven Stérungen
in Verbindung mit Angststorungen, Agitation und (sozialen) Phobien immer noch als Mittel der
Wahl gelten [86, 161].

2.2.4.3. Selektive Serotonin-Wiederaufnahme-Hemmer (SSRI)

SSRI inhibieren die prasynaptische Serotonin-Wiederaufnahme und fihren somit zu einer
Erhohung der Serotonin-Spiegel im synaptischen Spalt. Uber eine Desensibilisierung von
5-HT;a-Rezeptoren bewirken SSRI eine langfristige Verstarkung der serotonergen Transmission
in Prafrontalcortex, Basalganglien, Limbischem System und Hypothalamus; zudem kommt es zu
einer Abnahme der Dichte zentraler - und 5-HT,a-Rezeptoren [153, 154]. Die therapeutischen
Effekte bei chronischer SSRI-Therapie werden Uber eine positive Beeinflussung der neuronalen
Plastizitdit und Neurogenese erklart. Da SSRI kaum direkte Wechselwirkungen mit
Natriumkanalen, Acetylcholin- und GABA-Rezeptoren sowie Adrenalin- und Noradrenalin-
wiederaufnahme haben, ist auch die Nebenwirkungsrate deutlich geringer als bei den TCA [96].
Zu den h&ufigen Nebenwirkungen der SSRI z&hlen — ausgeldst durch Stimulation von 5-HT,-
Rezeptoren — Unruhe, sexuelle Dysfunktion, Panikattacken, Schlafstérungen sowie Bewegungs-

storungen, auf die an gesonderter Stelle einzugehen sein wird (s. Abschnitt 2.2.5.). Stimulation
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von 5-HT;-Rezeptoren fiihrt zu gastrointestinalen Nebenwirkungen wie Ubelkeit und Diarrhéen
[107, 154]. AuRerdem besteht durch Hemmung der Serotonin-Wiederaufnahme in
Thrombozyten unter SSRI-Therapie ein drei- bis vierfach erhdhtes Risiko fur gastrointestinale
Blutungen [50]. Berichtet wird auch uber ein erhohtes Suizidrisiko sowie gesteigerte
Aggressivitat [134].

Klinische Anwendung finden SSRI auller bei depressiven Erkrankungen auch in der Therapie
von Zwangsstérungen (OCD), Panikstérungen, chronischen Schmerzsyndromen, Migréne,
Alkoholabhéngigkeit, Adipositas sowie Bulimie [96, 154]. Zwischen einzelnen Vertretern aus
der Gruppe der SSRI bestehen geringfiigige Unterschiede, die im Folgenden herausgestellt
werden sollen.

Citalopram und Escitalopram

Citalopram zeichnet sich bei &hnlichem therapeutischen Effekt und vergleichbarer
Vertréglichkeit durch ein friheres Einsetzen der Wirkung gegenlber Fluoxetin aus [126].
Citalopram gilt als der selektivste SSRI [140], wobei der antidepressive Effekt nur durch das
S-Enantiomer bedingt ist, wahrend das R-Enantiomer klinisch inaktiv ist [8]. Diese Feststellung
fuhrte zur Einfuhrung des S-Enantiomers als gesondertes Pharmakon unter dem Namen
Escitalopram. Escitalopram gilt als potentester SSRI, wobei es beziliglich seiner klinischen
Uberlegenheit gegeniiber Citalopram folgende Hypothese gibt: Der primiare Angriffspunkt der
SSRI, der Serotonintransporter (SERT), besitzt neben der primédren noch eine allosterische
Bindungsstelle, Uber die Escitalopram eine Stabilisierung seiner eigenen Bindung an das aktive
Zentrum des SERT bewirkt. Bei Citalopram fihrt die Konkurrenz des therapeutisch inaktiven
R-Enantiomers mit dem S-Enantiomer um die niedrigaffine Bindungsstelle zu einem
verminderten Effekt des S-Enantiomers an der hochaffinen, therapeutisch bedeutsamen
Bindungsstelle [76, 97]. Dadurch ist Citalopram klinisch weniger effektiv als Escitalopram.

Im Vergleich zu den anderen SSRI zeigen Citalopram und Escitalopram weniger
Wechselwirkungen mit dem Cytochrom-P-450-System [155, 170]; in Mitochondrien des Gehirns
werden sie Uber MAO-A und in geringerem Ausmal} auch MAO-B abgebaut [85]. Beide SSRI
reichern sich im ZNS an; der Plasmaspiegel scheint jedoch nicht direkt mit dem therapeutischem
Effekt bzw. Nebenwirkungen zu korrelieren [50].

Fluoxetin

Fluoxetin ist ein chiraler Wirkstoff mit einem Stereozentrum (s. Abb. 3); beide Enantiomere sind
therapeutisch wirksam [140, 170]. Neben der Hemmung der Serotonin-Wiederaufnahme aus

dem synaptischen Spalt zeigt Fluoxetin auch direkte Wirkungen am 5HT ,c-Rezeptor und kann in
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hohen Dosen auch die Noradrenalin-Wiederaufnahme hemmen. Die Substanz ist ein Inhibitor
zahlreicher Arzneimittel-abbauender Enzyme wie beispielsweise CYP2D6, CYP2C9 und
CYP2C19 [140, 170].

Fluoxetin hat eine relativ lange Halbwertzeit von etwa 4 bis 6 Tagen, sein aktiver Metabolit
Norfluoxetin von bis zu 15 Tagen [170]. Dadurch verbleibt nach dem Absetzen von Fluoxetin
noch Gber mehrere Wochen wirksame Substanz im Korper.

Fluoxetin zeigt zwar keine bevorzugte Anreicherung in bestimmten Hirnregionen, dafiir aber
eine hohe unspezifische Bindung an subzellulére Strukturen, insbesondere Mitochondrien [115].
Zudem wurden Wechselwirkungen mit Lipidmembranen und dem Membrankanal VDAC
(voltage-dependent anion channel) isolierter Mitochondrien und dariber hinaus eine Inhibition
neuronaler und muskularer nikotinerger Acetylcholinrezeptoren, spannungsabhéangiger Natrium-,
Kalium- und Calcium-Kanéle sowie beider MAO-Isoformen durch Fluoxetin nachgewiesen
[118, 158]. Mogliche Implikationen von Fluoxetin in Bewegungsstorungen und Funktion der

mitochondrialen Atmungskette werden an gesonderter Stelle besprochen (s. Abschnitt 2.2.5.).

2.2.4.4. Selektive Serotonin-Noradrenalin-Wiederaufnahme-Hemmer (SNRI)

SNRI (Venlafaxin, Duloxetin) bewirken uber eine Hemmung der Serotonin-, Noradrenalin- und
geringfiigig auch Dopamin-Wiederaufnahme eine Erhéhung der Monoamin-Spiegel im
synaptischen Spalt sowie auf langfristige Sicht die bereits bei den anderen Antidepressiva-
Klassen dargestellten Verdnderungen [112, 114]. SNRI finden Einsatz bei Depressionen und
Panikstérungen [92]. Zu den haufigen Nebenwirkungen der SNRI zédhlen vor allem Ubelkeit,
Mundtrockenheit, Kopfschmerzen, Schwindel, Schlafstérungen, sexuelle Dysfunktion und
Benommenheit [92, 114].

Venlafaxin hemmt die Serotonin-Wiederaufnahme etwa 30fach stérker als die Noradrenalin-
Wiederaufnahme [97], sodass die Substanz in niedriger Dosierung wie ein SSRI wirkt; bei
klinischem Nichtansprechen kann jedoch durch Dosissteigerung ein dualer Wirkmechanismus
und somit in manchen Féllen doch noch ein therapeutischer Erfolg erzielt werden [154]. Einigen
Studien zufolge ist Venlafaxin den SSRI im Erzielen einer Remission bei therapieresistenten
Depressionen uberlegen, was durch den dualen Wirkmechanismus erklart wird [150]; andere
Quellen berichten demgegeniiber eine therapeutische Uberlegenheit von Escitalopram bei
gleichzeitig geringeren Nebenwirkungen und Kosten [97]. Durch Einfiihrung der Retard-Form
Venlafaxin-XR konnten die vor allem zu Therapiebeginn auftretenden Nebenwirkungen ohne

EinbulRen der klinischen Wirksamkeit reduziert werden [49].
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2.2.5. Antidepressiva und Bewegungsstorungen
Bereits Ende der 1970er Jahre fanden sich in der Literatur Hinweise fur das Auftreten von
Bewegungsstorungen unter der Therapie mit Antidepressiva [53,110]; erst in jingster Zeit finden
diese Nebenwirkungen antidepressiver Substanzen jedoch stirkere Beachtung.
Aus einer Zusammenschau von Literaturdaten zu Antidepressiva-induzierten Bewegungs-
storungen (Tab. 2) wird ersichtlich, dass derartige Nebenwirkungen im Zusammenhang mit SSRI
— insbesondere Fluoxetin — aber auch unter Therapie mit Venlafaxin und Amitriptylin auftreten
kénnen. Dabei werden Bewegungsstérungen in Form extrapyramidal-motorischer Stérungen
(EPMS) wie Akathisien, Dystonien, Parkinsonismus, Friih- und Spatdyskinesien beschrieben, die
sonst eher von Neuroleptika-Therapien bekannt sind.
Auch flr die Antidepressiva-induzierten EPMS ist die zugrunde liegende Pathophysiologie
ungekléart; diskutiert werden eine Dysbalance zwischen dopaminergem und cholinergem System
[59], oder auch eine synaptische Potenzierung von Serotonin oder Noradrenalin im ZNS als
Folge der Antidepressiva-bedingten MAO- bzw. Transporter-Hemmung. Dies kdnnte Uber eine
verstérkte Serotonin-vermittelte Inhibition dopaminerger Neurone in den Basalganglien
Dystonien oder Parkinson-&hnliche Bewegungsstérungen hervorrufen [20, 60, 157].
Betrachtet man im Vergleich die Erklarungsansitze zur Atiopathogenese der unter Neuroleptika-
Therapie auftretenden EPMS, so sind folgende Hypothesen zu erwéhnen: die Dopamin-D,-
Rezeptor-Hypersensibilitatstheorie, der zufolge Neuroleptika Uber ihre  Dopamin-
antagonistischen Effekte eine kompensatorische Upregulation und Uberempfindlichkeit zentraler
Dopamin-D,-Rezeptoren und damit EPMS bewirken [99]; die GABA-Defizit-Hypothese, die
eine Schadigung striatopallidaler und striatonigraler GABA-Signalwege durch Neuroleptika
annimmt, wodurch EPMS durch eine enthemmte Cortex-Erregung provoziert werden [5, 137];
die Theorie der veranderten Transmittersysteme, die besagt, dass konventionelle Neuroleptika
EPMS (ber eine gesteigerte Empfindlichkeit somatodendritischer HT ;5-Rezeptoren mit Ausfall
der Serotonin-bedingten Hemmung des dopaminergen Systems bewirken [66]; schlieBlich die
Theorie des oxidativen Stresses, wonach die Neuroleptika-vermittelte Blockade der
Dopaminrezeptoren infolge des gesteigerten Dopamin-Turnovers Uber die MAO-B zu einer
vermehrten Produktion freier Radikale (ROS = reaktive Sauerstoff-Spezies) und somit zu
oxidativem Stress und EPMS flhren soll [29]. Der Gedanke, dass zellulare Schadigungen durch
oxidativen Stress die Grundlage der Neuroleptika-induzierten EPMS darstellen kénnten, gewinnt
in den letzten Jahren zunehmend an Bedeutung. In mehreren Arbeiten wurden Zusammenhange

mit oxidativer Schadigung der Mitochondrien insbesondere durch Hemmung der Atmungskette
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herausgestellt, woraus ersichtlich wurde, dass die Inzidenz und auch der Schweregrad von
Neuroleptika-induzierten EPMS positiv mit der Hemmung des Komplexes | der Atmungskette
korrelieren [12, 106, 111].

Ein &hnlicher Pathomechanismus ware auch fir Antidepressiva-induzierte Bewegungsstérungen
denkbar; dennoch scheint bis heute kein direkter Vergleich mit den EPMS unter Neuroleptika-
Therapie durchgefuhrt worden zu sein.

Die ,,case reports® iiber SSRI-induzierte EPMS identifizieren keine konstanten Risikofaktoren
fiir das Auftreten solcher Bewegungsstorungen unter antidepressiver Therapie; die angegebenen
maoglichen Einflussfaktoren wie SSRI-Tagesdosis, neurologische Grunderkrankungen, hohes
Alter, Comedikation mit Neuroleptika oder weibliches Geschlecht [28, 124] entsprechen den fur
die Neuroleptika-Therapie bekannten Risikofaktoren. Auch gibt es Uberlegungen beziiglich
neurobiologischer Stérungen im Zusammenhang mit bestimmten Subformen der endogenen
Depression, die fur das Auftreten von Bewegungsstorungen unter Antidepressiva-Therapie
pradisponieren kénnten [89]. Ein ,case report iiber Amoxapin-Uberdosierung mit einem
klinischen Bild ahnlich dem beim malignen Neuroleptika-Syndrom vermutet als Ursache der
Bewegungsstorung eine toxische Schadigung der Mitochondrien durch das Antidepressivum
[102]. In &hnlicher Weise wird auch bei Fluoxetin-induzierten Bewegungsstérungen eine
Schadigung neuronaler Zellen, teilweise vermittelt Uber eine Stérung der mitochondrialen
Funktion, als Ausléser von EPMS vermutet [67].

Da der mdogliche Zusammenhang zwischen neuropsychiatrischen Erkrankungen und
Medikamenten-induzierten Nebenwirkungen mit Stoérungen des Energiestoffwechsels auf
zellul&rer Ebene zunehmend in den Mittelpunkt des Interesses riickt, soll im Folgenden kurz auf

die Funktion der Mitochondrien eingegangen werden.
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Tab. 2: Uberblick iiber Berichte von Bewegungsstdrungen unter Therapie mit Antidepressiva

Jahr Autor Arbeit Antidepressivum Klinik
1) Amitriptylin . —
1976 | Fannetal. [53] | 2 Case Reports | 2.) Amitriptylin + Perphenazin + 1) Orofaz|gle Dyskinesien
. . 2.) Choreatische Athetose
Trihexyphenidyl
1979 l[\ﬁg]z eretal. Case Report Fluoxetin Dystonie, Parkinsonoid
1.) Parkinsonoid
Bouchard et al Letter to the 2.) Aktionstremor, Akathisie,
1989 [22] " | Editor: 2 Case Fluoxetin Parkinsonoid, “rabbit syndrome”
Reports (stereotype Gesichts- und
Kaubewegungen)
- Fluoxetin-bedingte Hemmung der
1990 Zal[dlels]sarlnl et Iéztif[irr to the Fluoxetin Katecholaminsynthese als zelluléres
) Korrelat von Bewegungsstorungen
1991 F)zlﬁman etal. Case Report Fluoxetin Persistierende bukkolinguale Dyskinesien
1994 l[\fggijer etal. Case Report Fluoxetin Dyskinesien
1995 é‘;‘i'ter etal | Review Fluoxetin EPMS
1996 | Fishbain [55] Egﬁirr to the Fluoxetin Spétdyskinesien
1996 | Leo [93] Review SSRI EPMS
1997 | Caley [28] Review SSRI EPMS
1997 | Gilletal. [60] | Review TCA, SSRI, MAO-I, andere EPMS
Vandel et al. 2 Case Reports +
1997 [162] Review TCA EPMS
1998 | Gerber et al. [59]| Review SSRI EPMS
1998 | Lane [89] Review SSRI EPMS
1999 E:S%rifortl etal. Case Report Venlafaxin + Valproat + Nortriptylin | Parkinsonoid
Schillevoort et | Fall-Kontroll-
2002 | o [146] Studie SSRI EPMS
2004 Eijg]lr etal. Case Report Citalopram Akute Dystonie
2004 | Tarlaci [157] Case Report Citalopram Kiefer-Tremor
2005 él]tlndag etal. Case Report Escitalopram, Sertralin Tics
2005 Ffzr\éin etal. Case Report Citalopram, Escitalopram “dystonic rabbit syndrome*
Thwaites et al. . Neurotoxische Reaktion mit
2006 [159] Case Report Citalopram Bewegungsstorung
2007 Duggal et al. Case Report Citalopram Wledgrau_ftreten Neuroleptika-induzierter
[44] Dyskinesien
2007 | Leeetal. [92] Case Report Venlafaxin Blepharospasmus
2008 | Bilen et al. [20] | Case Report Fluoxetin Persistierende Dystonie
2008 | Page et al. [121] | Case Report Escitalopram Restless-Legs-Syndrom
Rottach et al. prospektive . e A ; 1 ane.
2008 [138] Vergleichsstudie Zweitgenerations-Antidepressiva Restless-Legs-Syndrom
2009 E;%']'Scak etal | Review SSRI Akathisien
2009 | Park et al. [124] | Case Report Escitalopram + Itoprid Spétdyskinesien
Sinclair et al “jitteriness/anxiety syndrome”
2009 [149] ' Review TCA, SSRI (v.a. Fluoxetin) (Symptomkomplex mit motorischer und
psychomotorischer Unruhe)
Madhusoodanan TCA, MAO-I, SSRI, andere (v.a.
2010 et al. [100] Review Nefazodon, Bupropion, Duloxetin, EPMS

Escitalopram, Citalopram)
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2.3. Mitochondrien und Atmungskette

Mitochondrien erfillen in den Zellen unterschiedlicher Gewebe eine Vielzahl lebensnotwendiger
Aufgaben. Darunter fallen metabolische Funktionen wie die -Oxidation der Fettsduren und der
Zitratzyklus; essentielle Schritte in Hamsynthese, Steroidsynthese, Harnstoffzyklus und
Aminosaurestoffwechsel; Homoostase des Calcium-Haushalts; Regulation der Apoptose; und
vor allen Dingen die ATP-Synthese [4, 116].

Die mitochondriale Atmungskette ist Uber den Prozess der oxidativen Phosphorylierung
verantwortlich fur etwa 95% der zelluldren ATP-Produktion [116].

Um die Funktion der Atmungskette zu verstehen, muss man sich den Aufbau der Mitochondrien
vergegenwartigen. Diese Organellen bestehen aus einer Matrix, die von einer doppelten
Membran umgeben ist. Die &uflere Membran (OMM) ist cholesterolreich und enthalt das
spezifische mitochondriale Protein Porin, das sie durchl&ssig macht fir Molekule bis zu einer
GroRe von 5kDa [98]. Die innere Membran (IMM) ist praktisch impermeabel und
cholesterolfrei, enthalt dafur aber das mitochondrien-spezifische Phosphoglycerid Cardiolipin,
das fir die Bindung bestimmter Substanzen — unter anderem der Proteinkomplexe der
Atmungskette — verantwortlich ist [168]. Die Impermeabilitat der IMM ist eine notwendige
Voraussetzung fiir die Funktionsféahigkeit der ATP-Synthese: Im Rahmen der oxidativen
Phosphorylierung werden (ber die Enzymkomplexe der Atmungskette, die in der IMM
lokalisiert sind, in einer Kette aufeinanderfolgender Redoxreaktionen Elektronen in horizontaler
Richtung weitertransportiert, bis sie schlieflich auf das endgiltige Empfanger-Substrat,
molekularen Sauerstoff, Gbertragen werden. Gekoppelt an diesen Ladungsfluss ist das Pumpen
von Protonen aus der Mitochondrienmatrix in den Intermembranraum (IMR), sodass der
Matrixraum einen leicht alkalischen pH-Wert sowie eine negative Ladung erhélt [144]. Die aus
der Oxidation der Reduktionsaquivalente stammende Energie wird also in Form des
Protonengradienten {iber der IMM ,zwischengespeichert“. Da der elektrische Gradient
(mitochondriales Membranpotential MMP: ~ —-180 bis —220 mV) mit einem chemischen
Gradienten (pH-Gradient: ~ 0,4-0,6 pH-Einheiten) einhergeht [168], spricht man auch vom
Prinzip der elektrochemischen Kopplung als Triebkraft fur den gerichteten Elektronenfluss und
letztlich fir die ATP-Synthese.

Die einzelnen Schritte und Komplexe der Atmungskette sollen nun kurz vorgestellt werden.

Der Elektronentransport entlang der IMM erfolgt Gber mehrere groRe Multiproteinkomplexe, die
nach aktuellen Erkenntnissen nicht als einzelne Komplexe fungieren, sondern in Form
supramolekularer Assoziationen, sogenannter ,,Respirasomen*, zusammenwirken [171].
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Haupteintrittspforte der Elektronen in die Atmungskette ist Komplex I, die NADH-Ubichinon-
Oxidoreductase, ein Proteinkomplex mit 45 Untereinheiten [54]. Komplex | katalysiert folgende
Reaktion:

NADH + H" + Ubichinon + 4 H' matrixy > NAD" + Ubihydrochinon + 4 H'jur)

Es werden also fir jedes tbertragene Elektronenpaar 4 Protonen aus der Mitochondrienmatrix in
den Intermembranraum gepumpt. Der Elektronentransport erfolgt Giber das Coenzym FMN sowie
acht Eisen-Schwefel-Zentren [98].

Komplex Il, die Succinat-Ubichinon-Oxidoreductase, besteht bei S&ugetieren aus 4 Unter-
einheiten, wobei die beiden hydrophilen Untereinheiten dem Enzym Succinatdehydrogenase
(SDH) des Zitratzyklus entsprechen; das bedeutet, dass die Elektronen des im Zitratzyklus
gebildeten FADH; im selben Enzymkomplex gleich weiter auf Ubichinon Ubertragen werden,
ohne dass hierbei Protonen tiber die IMM gepumpt werden:

Succinat + Ubichinon = Fumarat + Ubihydrochinon

Komplex Il enthélt fur den Elektronentransport drei Eisen-Schwefel-Zentren sowie ein Haimysgo-
Zentrum, dessen Bedeutung jedoch noch nicht abschlieBend gekléart ist [98].

Komplex Ill, die Ubihydrochinon-Cytochrom c-Oxidoreductase — auch als bc;-Komplex
bezeichnet — ist ein aus zwei identischen Monomeren a jeweils 11 Untereinheiten aufgebautes
Dimer [54] und katalysiert folgende Reaktion:

Ubihydrochinon + 2 Cytochrom ¢** + 2 H' (warix) = Ubichinon + 2 Cytochrom ¢®* + 4 H' jur
Obwohl also im IMR laut dieser Gleichung 4 Protonen freigesetzt werden, werden nur 2
Protonen (ber die Membran gepumpt; die restlichen beiden Protonen dienen dem Ladungs-
ausgleich nach Aufnahme von 2 Elektronen durch Cytochrom ¢ im IMR. Der Elektronentransfer
erfolgt Gber Cytochrom b, Cytochrom c; sowie das ,,Rieske-Eisen-Schwefel-Protein®. Das
Ubichinon-Reduktionszentrum des Komplexes I11 ist durch Antimycin hemmbar [98].

Komplex IV (Cytochrom c-Oxidase) besteht aus 13 Untereinheiten und Gbertragt Gber 2 Ham-
Zentren Elektronen von reduziertem Cytochrom c auf Sauerstoff, wobei pro Sauerstoff-Atom 2
Protonen tber die IMM gepumpt werden:

2 Cytochrom ¢ + % Oy + 4 H' (marrix) > 2 Cytochrom ¢ + H,0 + 2 H g

Diese Reaktion ist stark exergonisch und entspricht formal n&herungsweise der
Knallgasreaktion:

H, + % O, > HyO ; A G°'=-235 kJ / mol [98].

Insgesamt werden durch die Komplexe I, 1l und IV also fir 1 Mol oxidiertes NADH 10

Protonen (ber die IMM gepumpt; bei Umgehung von Komplex | durch Einschleusung der
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Elektronen tber Komplex Il oder die anderen oben erwahnten Dehydrogenasen sind es nur 6
Protonen.

Komplex V, die F;Fo-ATP-Synthase, ist ein Proteinkomplex aus 16 Untereinheiten und
verantwortlich fur die Nutzung des ber die Elektronentransportkette erzeugten Protonen-
gradienten zur ATP-Synthese gemaél} folgendem Reaktionsprinzip:

ADP + Pi+ 3 %5 H (matrixy = ATP + H,O + 3 ¥ H g

Die Protonen flieBen durch den in die IMM eingebetteten Fo-Teil; dabei wird durch den
Protonengradienten eine Drehbewegung des Fo-Teils angetrieben, die eine Konformations-
anderung des in die Matrix hineinragenden F;-Teils induziert. In dieser neuen Konformation ist
der F;-Teil zur ATP-Synthese aus ADP und P; befahigt. Der P/O-Quotient gibt an, wieviel Mol
ATP pro Mol Sauerstoff gebildet werden; fir NADH liegt er bei 2,3; fur Succinat und andere
Substrate, die Komplex I umgehen, betrégt der P/O-Quotient 1,4 [98].

2.4. Wirkungen von Psychopharmaka auf die mitochondriale Atmungskette

Fir Neuroleptika ist seit langem bekannt, dass sie hemmende Wirkungen auf die mitochondriale
Atmungskette, insbesondere auf Komplex I, ausiiben. Gezeigt wurde dies in-vivo und in-vitro an
Mitochondrien aus Rattenhirn- und -lebergewebe sowie in-vitro an menschlichem Hirngewebe
und in-vivo an menschlichen mononukledren Blutzellen [26, 29, 106, 111, 133]. Festgestellt
wurden aber auch in-vivo-Effekte von Neuroleptika auf die SDH als Teil von Komplex Il sowie
auf Komplex IV und V in Rattenhirnmitochondrien [14, 133, 156]. Die Implikationen dieser
Feststellungen konnten nicht immer vollstandig geklart werden; hingewiesen wurde allerdings
auf eine positive Korrelation zwischen dem Grad der Komplex I-Inhibition durch Neuroleptika
und dem Nebenwirkungsprofil der jeweiligen Substanz, insbesondere im Hinblick auf das
Auftreten von EPMS [12, 106, 111].

Wie bereits ausgefiihrt (s. Abschnitt 2.2.5.), wurden auch unter antidepressiver Therapie in den
letzten Jahren vermehrt Félle von Bewegungsstorungen beobachtet, deren zugrundeliegende
Pathophysiologie unbekannt ist. Untersuchenswert wére hierbei also, ob sich bei diesen
Nebenwirkungen, die eine gewisse Ahnlichkeit mit den Neuroleptika-induzierten EPMS
aufweisen, ebenfalls Auswirkungen der eingesetzten Psychopharmaka auf die mitochondriale
Atmungskette nachweisen lassen, die hierfur verantwortlich sein konnten.

Die Wirkungen von Antidepressiva auf die mitochondriale Atmungskette sind derzeit noch
wenig untersucht. Bereits vor Uber 20 Jahren konnte gezeigt werden, dass die TCA Imipramin

und Clomipramin eine entkoppelnde Wirkung in-vivo auf die Atmungskette von Rattenhirn- und
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Rattenherzmitochondrien und in-vitro auf Rattenleber-, Rattenherz- und Rinderherz-
mitochondrien haben [9, 41, 78, 169]; vermutet wurden eventuelle Verdnderungen der
mitochondrialen Lipidmembranen durch Wechselwirkungen mit den Antidepressiva [27, 52, 79].
An isolierten Rattenlebermitochondrien wurde in-vitro eine Hemmung von Komplex | der
Atmungskette durch das aufgrund seiner Hepatotoxizitat in Deutschland nicht mehr zugelassene
Antidepressivum Nefazodon (ICsy = 14 uM) und das Anxiolytikum Buspiron (ICso = 48 uM),
nicht aber durch das atypische Antidepressivum Trazodon festgestellt; Nefazodon wirkte in
hoheren Konzentrationen auch hemmend auf Komplex IV (ICso = 70 puM). Alle drei Substanzen
zeigten sich in-vitro zytotoxisch auf menschliche HepG2-Leberzellen, in denen der
Sauerstoffverbrauch gehemmt wurde [46].

In einer aktuellen in-vitro-Untersuchung an Mitochondrienfraktionen aus Schweinehirn [73]
wurden hemmende Effekte auf die Rotenon-sensitive NADH-Ubichinon-Oxidoreductase
(Komplex 1) der Atmungskette durch die Antidepressiva Amitriptylin, Desipramin, Imipramin,
Citalopram und Mirtazapin, nicht aber durch Venlafaxin, Tianeptin und Moclobemid bei
Konzentrationen von 0,5 mM beobachtet. Hemmende Wirkungen zeigten auch das atypische
Neuroleptikum Olanzapin bei 0,5 mM Konzentration sowie Valproat in Konzentrationen von
5 mM, nicht hingegen Lithium. Desgleichen wurde fir alle Testsubstanzen mit Ausnahme von
Citalopram, Venlafaxin und Moclobemid eine Inhibition von Komplex 1V der Atmungskette
festgestellt. Eine signifikante Abnahme der Aktivitat von Komplex Il bewirkten hingegen nur
Amitriptylin und Imipramin. Keines der getesteten Psychopharmaka hatte einen signifikanten
Einfluss auf die SDH-Aktivitét; die Aktivitat des mitochondrialen Markerenzyms Citratsynthase
wurde durch Citalopram, Tianeptin und Olanzapin leicht gesteigert. Da in dieser Studie aul3er fur
Desipramin jeweils nur eine Konzentrationsstufe fir die einzelnen Psychopharmaka getestet
wurde, lassen sich keine Schlussfolgerungen tber mogliche Dosis-Wirkungs-Beziehungen der
beobachteten Effekte ziehen; lediglich fur Desipramin wurde fur die Hemmung der Komplex I-
Aktivitat ein ICsp-Wert von 96,3 +9,7 uM (Mittelwert aus drei Experimenten) ermittelt.
Festzuhalten bleibt aber, dass fast alle aufgefiihrten Psychopharmaka in-vitro die
Elektronentransportkette in Schweinehirnmitochondrien mehr oder weniger stark zu beeinflussen
scheinen. Die genauen Mechanismen, (ber die die Testsubstanzen auf die Komplexe der
Atmungskette wirken, bleiben jedoch ungeklart. Die Autoren kommen zu dem Schluss, dass die
Einflisse der untersuchten Psychopharmaka auf die Atmungskette, insbesondere auf
Komplex IV und Komplex I, sowohl in die therapeutischen Effekte als auch in die

unerwiinschten Nebenwirkungen dieser Wirkstoffe involviert sein kénnten.
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In einer anderen Studie konnte fur Amitriptylin bei einmaliger systemischer Applikation von
20 mg/kg bei Méausen (therapeutische Dosis beim Menschen: maximal 300 mg/d [75]) eine
Abnahme der Komplex IV-Aktivitidt in verschiedenen Hirnstrukturen nachgewiesen werden,
unter anderem im Limbischen System. Diese Amitriptylin-behandelten Mause waren
nachfolgend nicht mehr in der Lage, bestimmte mit negativen Reizen gekoppelte
Verhaltensweisen vermeiden zu lernen (,,inhibitory avoidance*-Lerntest) [62].
In-vitro-Untersuchungen an menschlichen Fibroblasten zeigten eine um rund 25% verminderte
spezifische Aktivitdt von Komplex I und Il nach Gabe von 50 uM Amitriptylin; hierbei sowie
durch 100 uM Amitriptylin bei Zebrafisch-Embryonen in-vivo wurden zudem zytotoxische
Effekte des Antidepressivums in Form gesteigerter Apoptoseraten beobachtet. Diese durch
oxidative Schadigung erklarten Effekte konnten durch Zugabe der antioxidativen Substanzen
a-Tocopherol oder reduziertes Coenzym Qo verhindert werden [36].

Fir Fluoxetin wurden an isolierten Rattenhirnmitochondrien Wechselwirkungen mit der IMM
sowie eine Hemmung der Elektronentransportkette nachgewiesen [38]. In-vitro zeigte sich in
Rattenlebermitochondrien zudem eine nicht-kompetitive Inhibition nur des membrangebundenen
Anteils von Komplex V der Atmungskette durch Fluoxetin (ICsp= 80 pM); in-vivo wurde
passend dazu nach akuter wie chronischer Fluoxetin-Behandlung eine Entkopplung der
oxidativen Phosphorylierung beobachtet [151].

2.5. Mitochondriale Funktionsstérungen im Rahmen psychiatrischer Erkrankungen
Problematisch gestaltet sich mitunter die Unterscheidung zwischen Arzneimittel-bedingten
Funktionsstorungen der Mitochondrien einerseits und anderweitig erworbener mitochondrialer
Dysfunktion andererseits, die mit neuropsychiatrischen Erkrankungen einhergehen oder diesen
sogar moglicherweise zugrunde liegen konnte. Wie bereits einleitend erwéhnt (s. Abschnitt
2.1.1.1.), ist aus post-mortem-Studien und Befunden mittels funktioneller Bildgebung bekannt,
dass die Gehirne psychiatrischer Patienten bestimmte chemische und strukturelle Auffalligkeiten
sowie Veranderungen intrazellulérer Signalkaskaden aufweisen [17, 42, 68, 113]. Darlber
hinaus konnten jedoch in den letzten Jahren pathologische Abnormitaten der Morphologie und
Funktion der Mitochondrien im Rahmen psychischer Erkrankungen nachgewiesen werden. In
einer Ubersichtsarbeit aus dem Jahre 2009 werden psychiatrische Erkrankungen sogar als
,metabolic disease” bezeichnet [74]. Es gibt Hypothesen, dass depressive Erkrankungen,
bipolare Stérungen und Schizophrenie mit Stérungen der mitochondrialen Funktion und damit
des Energiemetabolismus einhergehen. Hierfur lassen sich mehrere Begrindungen anfihren [74,
136, 143]: Zum einen manifestieren sich psychiatrische Symptome h&ufig als Comorbiditaten im
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Rahmen primérer Mitochondrienerkrankungen. Zum anderen wurde in post-mortem-Studien an
Gehirnen schizophrener Patienten beobachtet, dass sowohl Anzahl als auch Dichte der
Mitochondrien in bestimmten Gehirnregionen vermindert waren, insbesondere bei nicht-
medikamentos behandelten (also Neuroleptika-freien) Patienten. Analoge Studien an Patienten
mit affektiven Stérungen wurden jedoch nicht durchgefuhrt [74, 143].

Festgestellt wurde darliber hinaus, dass die Expression bestimmter mitochondrialer Gene in
einigen Hirnregionen bei psychiatrischen Patienten vermindert ist und dass zudem gehduft
Mutationen und Polymorphismen in mitochondrialer DNA vorkommen; die Ergebnisse dieser
Studien lie3en sich aber nicht in allen Féllen reproduzieren. Vielmehr wird darauf hingewiesen,
dass der niedrige pH-Wert im untersuchten Hirngewebe mdglicherweise fur die gefundenen
Abnormitéten verantwortlich zu machen sei [77, 131, 136, 143].

Mittels funktioneller Bildgebung konnte gezeigt werden, dass bei Patienten mit Schizophrenie
oder affektiven Stérungen der Energiemetabolismus in bestimmten Teilen des Gehirns
vermindert ist [143]; in Tierstudien lieBen sich durch Stimmungsstabilisierer wie Lithium und
Valproinséure dieser pathologisch verringerte Energiestoffwechsel sowie auch die Expression
des anti-apoptotischen Proteins bcl-2 steigern [74, 143]. Die genauen Mechanismen, die der
Wirkung der Stimmungsstabilisierer zugrunde liegen, sind jedoch noch nicht in allen
Einzelheiten verstanden.

Erwahnenswert ist des Weiteren die Beobachtung, dass die Expression mitochondrialer Enzyme,
unter anderem auch fir die Komplexe der Atmungskette, im Skelettmuskel depressiver Patienten
sowie chronisch Stress-exponierter Ratten verringert ist [136]. Zudem soll ein moglicher
antidepressiver Wirkmechanismus der Elektrokrampftherapie darin bestehen, die pathologisch
verminderte Aktivitdt der Komplexe Il und IV der Elektronentransportkette zu steigern und
gleichzeitig die Aktivitdt der Kreatinkinase zu dédmpfen [136]. Die Ergebnisse dieser am
Rattenmodell gewonnenen Erkenntnisse sind jedoch am Menschen bislang nicht reproduziert
worden und daher nicht ohne weiteres Ubertragbar. In post-mortem-Studien an Hirngewebe
psychiatrischer Patienten wurde allerdings festgestellt, dass es bestimmte pathologische Muster
in der Expression von Komplex I-Untereinheiten der Atmungskette gibt, die teilweise fur die
jeweilige Krankheitsentitdt — Schizophrenie, Major Depression oder Bipolare Stérung —
spezifisch zu sein scheinen [16].

Insgesamt ergeben sich aus der aktuellen Literatur Hinweise darauf, dass mitochondriale
Funktionsstorungen bei der Pathogenese neuropsychiatrischer Erkrankungen eine Rolle spielen

kdnnten.
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2.6. Herleitung der Fragestellung
Berichte Uber medikamentds-induzierte Organtoxizitat, die durch mitochondriale Schéadigung
verursacht sein konnte, haben in den letzten Jahren einen regelrechten Aufschwung erfahren [31,
47, 116, 168]. ,Mitotoxizitdt” ist ein hdufiger Grund fiir die Riicknahme bereits zugelassener
Arzneimittel [116].
Toxische Schadigungen der Mitochondrien manifestieren sich dabei in erster Linie an Geweben
mit hohem Mitochondriengehalt, wie Skelettmuskel, Herz, Leber und Gehirn [4]. Durch die
grolle Anzahl an vorhandenen Mitochondrien besteht allerdings lange Zeit eine funktionelle
Reserve; klinische Symptome treten also erst dann auf, wenn das Ausmal’ der mitochondrialen
Schédigung einen kritischen Schwellenwert Uberschreitet, sodass die Funktionsausfélle nicht
mehr kompensiert werden kénnen [144]. Gravierende Stérungen der mitochondrialen Funktion
konnen zur sogenannten ,,Mitoptose®, dem Absterben dieser Organellen, oder aber auch zur
Apoptose, dem programmierten Tod der gesamten Zelle, fiihren; besonders empfindlich reagiert
in diesem Zusammenhang Gehirngewebe [58].
Bekannt ist zudem, dass Mitochondrien nicht nur Angriffspunkt unerwinschter Arzneimittel-
Wirkungen sind, sondern auch selbst die Ursache sekundédrer Toxizitat darstellen. Die
Atmungskette gilt als Hauptproduktionsort freier Radikale (ROS) im zelluldren Stoffwechsel,
und wéhrend bereits unter Normalbedingungen aus 1-4% des Sauerstoffs Radikale entstehen [2],
nimmt die ROS-Produktion durch mitochondriale Dysfunktion mit Stérung der Atmungskette
noch dramatisch zu [175], was zu schweren klinischen Symptomen aufgrund zellulérer Schéaden
durch oxidativen Stress fuhren kann.
Die Empfindlichkeit der Mitochondrien variiert von Gewebe zu Gewebe sowie speziesabhéngig
und ist beim Menschen am groRten im Gehirngewebe [168]. Die Untersuchung mdglicher,
Antidepressiva-induzierter mitochondrialer Schadigungen ist daher in neuronalen Zellen von
besonderem Interesse.
Aktuell spielen Untersuchungen tber magliche zytotoxische Wirkungen von Antidepressiva eine
groRe Rolle auf dem Gebiet der Tumorforschung. Uber die Entwicklung von Medikamenten, die
gezielt Mitochondrien schadigen, erhofft man sich, Tumorzellen selektiv vernichten zu kénnen.
Im Rahmen dieser Studien konnte gezeigt werden, dass Chlorimipramin in Konzentrationen von
20-25 puM an isolierten Rattenmitochondrien unterschiedlicher Gewebe eine stark hemmende
Wirkung auf Komplex 111 und geringfiigig auch auf Komplex | der Atmungskette ausubt [39].
Insgesamt findet sich in der Literatur jedoch — abgesehen von der zitierten Studie von Hroudova

und Fisar [73] — keine systematische Untersuchung von Wirkungen antidepressiver Substanzen
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auf die mitochondriale Elektronentransportkette. Zudem sind die meisten Untersuchungen nicht
an menschlichem Gewebe durchgefihrt.

Die vorliegende Arbeit sollte als Pilotstudie die Effekte mehrerer strukturell unterschiedlicher
Antidepressiva auf die Enzymkomplexe der Atmungskette an menschlichem Hirngewebe in-
vitro untersuchen.

Fir die Untersuchungen wurden zwei Hirnregionen ausgewdhlt: Brodmann-Area 36 des
Hippocampus und Brodmann-Area 10 des Prafrontalcortex (s. Abb. 4). Wie in Abschnitt 2.1.1.
geschildert, scheinen diese beiden Areale eine zentrale Stellung hinsichtlich der Patho-
physiologie depressiver Erkrankungen einzunehmen [87]. Als Testsubstanzen wurden verfligbare
Antidepressiva aller Klassen ausgewéhlt: von den TCA das tertidre Amin Amitriptylin und das
sekundare Amin Nortriptylin; der MAO-I Brofaromin; der SNRI Venlafaxin; und die SSRI
Fluoxetin, Citalopram und Escitalopram.

Folgende Fragen standen bei den Untersuchungen im Vordergrund:

e Uben Antidepressiva Effekte auf SDH, Komplex I/lll und Komplex Il/11l der
mitochondrialen Elektronentransportkette aus?

e An welchem Komplex manifestieren sich potentielle Effekte, und in welcher Form —
aktivierend oder hemmend? Besteht eine lineare Dosis-Wirkungs-Beziehung?

e Lassen sich Unterschiede in den Wirkungen der einzelnen Testsubstanzen auf die
Atmungskette feststellen? Stehen potentielle Einflisse auf die Aktivitat der
Atmungskettenenzyme im Einklang mit dem jeweiligen Nebenwirkungsprofil bzw. der
Inzidenz typischer Nebenwirkungen eines Antidepressivums?

e Welche klinischen Implikationen ziehen die Ergebnisse nach sich? Besteht eine Parallele

zu den fur Neuroleptika erhobenen Beobachtungen?
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Abb. 4[160]

Histologische Einteilung der Hemisphédrenrinde nach Brodmann in 52 Areae
(Rindenfelder). Die fir die vorliegende Arbeit verwendeten Gewebeproben
entstammten den Brodmann-Areae 10 (Préfrontalcortex) und 36 (Hippocampus).
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3. Methoden
3.1. Gewebeproben

Alle Untersuchungen erfolgten an frischgefrorenem menschlichem Hirngewebe aus
Préafrontalcortex (Area 10 nach Brodmann) und Hippocampus (Area 36 nach Brodmann) eines
im Alter von 64 Jahren an einem Myokardinfarkt verstorbenen Mannes ohne neurologische und
psychiatrische Grunderkrankungen. Das Gewebematerial entstammte einem Pool von Autopsie-
proben und wurde freundlicherweise von Frau Dr. I. Maurer zur Verfligung gestellt.

Mittels eines Skalpells wurde an vier verschiedenen Stellen des tiefgefrorenen Gewebestiicks
jeweils eine Scheibe abgeschnitten. Die Gewebeproben wurden gewogen, jeweils einzeln in
einem 2 mL fassenden Hand-Glas-Potter der Firma Braun in einem Verhaltnis von 1:30 (mg:uL)
mit Chappel-Perry-Puffer (50 mM Tris-Puffer pH 7,5; 100 mM KCI; 5 mM MgSQO,4; 1 mM
EDTA; 1,8 mM ATP) versetzt und homogenisiert.

Die Homogenate wurden anschlieBend in einer Eppendorf-Zentrifuge 5415¢ fir 5 Minuten bei
2.500 Umdrehungen pro Minute (i.e. 500 g) zentrifugiert, um Zellkerne und gréRere zelluldre
Bestandteile zu entfernen [33, 122]. Um eine ausreichende Kihlung wéhrend des Zentrifugierens
zu gewahrleisten, wurde der Rotor der Zentrifuge zuvor im Kuhlschrank bei 4-6°C vorgekihlt.
Fir die weiteren Untersuchungen wurde ausschlieRlich der Uberstand verwendet. Wahrend der
Versuche wurden sémtliche Proben und Reagenzien in einem isolierten Behélter mit Crushed-Ice

gehalten.

3.2. Enzymaktivitatsbestimmung

Die Ermittlung der Enzymaktivititen erfolgte durch spektrophotometrische Bestimmung der
Extinktionsanderung bei 30°C (ber einen Zeitraum von 420 Sekunden mit einem
Spektrophotometer des Modells Lambda-35 der Firma Perkin Elmer. Das Gerat enthélt einen
automatischen Kivettenwechsler mit acht Stellplatzen, sodass die gleichzeitige Messung von
Proben als Doppelbestimmung einschlie3lich Leerwerten moglich war. Die graphische
Auswertung der Messergebnisse erfolgte mittels der zugehoérigen Software UV WinLab, die eine
Steigungsanalyse der aufgezeichneten Extinktion/Zeit-Kurven erméglicht. AnschlieRend wurde
anhand der Extinktionsédnderung pro Zeit die Enzymaktivitdat nach dem Lambert-Beer-Gesetz
gemal folgender Formel ermittelt:

AEzak~c-d<:>c=AE-sx'1-d'1

Die Angabe der spezifischen Aktivitat erfolgte in Relation zum Proteingehalt des jeweiligen

Homogenats unter Verwendung der Formel:
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Cspezif (in mol - min™ - mg Protein‘l) =AE-gt-d*- mg Protein™

Hierbei gilt:

¢ — Konzentration [mol / L]

&. — molarer Extinktionskoeffizient bei der Wellenldnge A [L - mol™ - cm™]

AE = Extinktionsanderung [1 / min]

d = Schichtdicke der Kivette; fur die verwendeten Kivetten gilt: d =1 cm.

Die spezifische Enzymaktivitdt wurde abschliefend auch noch auf die Aktivitdt des
mitochondrialen Markerenzyms Citratsynthase normiert, um Unterschiede durch die jeweilige
Mitochondrienanzahl einer Gewebeprobe als Einflussfaktor zu minimieren [13, 32].

Um das AusmaB eventueller durch externe Einflussfaktoren bedingter Verluste der
Enzymaktivitat zu bestimmen, wurden zunéchst fir alle Komplexe am Anfang und am Ende
eines Labortages Aktivitatsbestimmungen durchgefiihrt. Die Aktivitatsverluste betrugen hierbei
unter 5% der Ausgangsaktivitat.

Jede Messung erfolgte als Doppelbestimmung mit zwei unterschiedlichen Volumina Homogenat,
wobei jeweils 15 und 30 uL Homogenat fur Komplex I/111 sowie 30 und 60 pL fir die anderen
Komplexe eingesetzt wurden. Alle Untersuchungen erfolgten nach den unten aufgefiihrten
Methoden an Komplex I/111, SDH als Teil von Komplex Il sowie Komplex 1I/111.

3.2.1. Aktivitatsbestimmung des mitochondrialen Markerenzyms Citratsynthase (CS)
Die Aktivitat der Citratsynthase wurde in jedem Homogenat vor der Messung der anderen
Enzymaktivitaten bestimmt. Dieses in der Mitochondrienmatrix lokalisierte Enzym des
Zitratzyklus dient als Marker fur den Mitochondriengehalt einer Gewebeprobe; seine Aktivitat
korreliert nicht mit der der Atmungskettenenzyme. Die Aktivitat der einzelnen Komplexe der
Atmungskette wurde anschlieBend als ,,Citratsynthase-normierte spezifische Aktivitit in Bezug
auf die Aktivitat dieses Markerenzyms ausgedrtickt, um auszuschlieRen, dass Unterschiede in der
Aktivitat der Atmungskette ausschlieBlich auf einen unterschiedlichen Mitochondriengehalt der
jeweiligen Gewebeprobe zurlickzufihren wéren [32]. Diese Normierung wird 0blicherweise
durchgefuhrt, um die Vergleichbarkeit der Messergebnisse zwischen unterschiedlichen Proben
oder auch Geweben zu gewéhrleisten [13].

Die Aktivitatsbestimmung der Citratsynthase basiert auf folgendem Reaktionsschema:
Acetyl-CoA + Oxalacetat - Citrat + CoA-SH
CoA-SH + 5,5'-Dithiobis-2-Nitrobenzoesdure (DTNB) > CoA—-S—-S—-TNB + TNB

Zusammensetzung des Reaktionsansatzes:
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e 2mL (50 mM Tris/HCI pH7,4 + 200 mM Mannitol) (Stammldsung:
9,11 g Mannitol + 250 mL Tris/HCI)

e 20 pL 10 mM DTNB (Stammlosung: 4 mg/mL 0,1 M Tris pH 8)

e 100 pL 2 mM Acetyl-Coenzym A

e 30 pL Homogenat (1:30 in Chappel-Perry-Puffer)
Prinzip:
Nach 10-mintiger Inkubation im Photometer bei 30 °C wird die Reaktion durch Zugabe von
20 pL frisch angesetzter 50 mM Oxalacetat-Losung (Stammldsung: 6,6 mg Oxalacetat / 1 mL
H,O; pH durch Zugabe von 2 mM NaOH in den Bereich von 4-7 eingestellt) gestartet.
Die Citratsynthase katalysiert die Esterhydrolyse des Thioesters Acetyl-Coenzym A. Die
entstandene Sulfhydryl-Gruppe des Coenzym A reagiert mit dem im Reaktionsansatz
enthaltenen DTNB unter Freisetzung des gelben Farbstoffs 5-Thio-2-Nitrobenzoeséure (TNB),
dessen Extinktionsdnderung bei einer Wellenldnge von 412 nm photometrisch (ber 420
Sekunden (Intervall 30 Sekunden) verfolgt wird [152]. Anschlielend kann die Aktivitat der
Citratsynthase nach dem Lambert-Beer-Gesetz ermittelt werden (s. oben). Hierfiir gilt: €, fur
DTNB bei 412 nm = 13,6 mmol - L™ - cm™ [148].

3.2.2. Aktivitatsbestimmung der Succinatdehydrogenase (SDH) als Teil von Komplex |1
Die Succinatdehydrogenase (SDH) als membrangebundener Teil von Komplex Il katalysiert die
Reaktion:

Succinat + FAD" > Fumarat + FADH,
Zusammensetzung des Reaktionsansatzes:

e 50 pL 1 M Kalium-Natriumphosphatpuffer pH 7,4

e 10 pL 10 mM EDTA-Natrium pH 7,4

e 100 pL 1% BSA

e 25uL0,1 M NaN;

e 20 pL 0,5 M Succinat-Natrium pH 7,4

e Homogenat (1:30 in Chappel-Perry-Puffer)

e Aqua bidest. bis zu einem Gesamtvolumen von 1 mL
Prinzip:
Als Substrat der SDH dient in diesem Ansatz PMS (Phenazinmethosulfat), das von dem Enzym
Ubichinon-vermittelt reduziert wird und seinerseits Elektronen an den Farbstoff DCIP (2,6-
Dichlorindophenol) weitergibt [71].
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Nach 10-mindtiger Inkubation bei 30 °C im Photometer wird die Reaktion durch Zugabe von
7,5 4L 4,65 mM DCIP und 25 pL 65 mM frisch angesetztem PMS (Ansatz: 19,9 mg PMS in
1 mL Aqua bidest. geltst) gestartet. Durch Verfolgen der Extinktionsdnderung von DCIP Uber
420 Sekunden bei 600 nm (Intervall: 10 Sekunden) wird die Aktivitat der SDH bestimmt; es gilt:
&, fir DCIP bei 600 nm = 21 mmol - L™ - em™ [70].

3.2.3. Aktivitatsbestimmung von Komplex I/111

In der Atmungskette werden — wie bereits dargelegt — Elektronen durch Komplex 1, die NADH-
Ubichinon-Oxidoreductase, von NADH zunédchst auf Ubichinon Gbertragen. Das reduzierte
Ubichinol bzw. Ubihydrochinon Ubertragt die Elektronen dann mittels Komplex Ill, der
Ubichinol-Cytochrom c-Oxidoreductase, weiter auf Cytochrom c, das dadurch reduziert wird.
Um nur den Anteil der NADH-Cytochrom c-Reductase ohne den Beitrag durch den bci-
Komplex zu bestimmen, erfolgt die Zugabe von Antimycin A [69]. Der Anteil der Antimycin-
sensitiven NADH-Cytochrom c-Oxidoreductase an der gesamten gemessenen Aktivitat ergibt
sich aus der Differenz der Messwerte mit und ohne Zugabe von Antimycin A.
Zusammensetzung des Reaktionsansatzes:

e 50 pL 1 M Kalium-Natriumphosphatpuffer pH 8

e 10 pL 10 mM EDTA-Natrium pH 8

e 25uL 0,1 M NaN3

e 100 pL 1% Ferricytochrom c (i.e. oxidierte Form)

e 5puL 1 mg/mL Antimycin A bzw. 5 pL Ethanol absolut

e Homogenat (1:30 in Chappel-Perry-Puffer)

e Aqua bidest. bis zu einem Gesamtvolumen von 1 mL
Prinzip:
Nach Inkubation dieses Ansatzes bei 30 °C fiir 10 Minuten im Photometer wird die Reaktion
durch Zugabe von 20 pL 10 MM NADH (Stammlésung: 10 mM NADH in 10 mM Tris/HCI
pH 8) gestartet. Folgende Reaktion l4uft dabei ab:
NADH/H" + Cytochrom ce = NAD™ + Cytochrom Creg
Die Reduktion von Cytochrom ¢ wird im Photometer bei einer Wellenlange von 550 nm
(Intervall 30 Sekunden) Uber einen Zeitraum von 420 Sekunden verfolgt und aus der gemessenen
Extinktionsénderung pro Zeit die Enzymaktivitdt wie oben erldutert berechnet. Dabei gilt: €, fur

Cytochrom ¢ bei 550 nm = 21,1 mmol - L™ - cm™ [164].
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3.2.4. Aktivitatsbestimmung von Komplex 11/111
Die Succinat-Cytochrom c-Reductase (Komplex I1/111) katalysiert folgende Reaktion:
Succinat + Cytochrom c,x = Fumarat + Cytochrom Creq
Zusammensetzung des Reaktionsansatzes:
e 50 pL 1 M Kalium-Natriumphosphatpuffer pH 7,4
e 20 pL 10 mM EDTA-Natrium pH 7,4
e 100 pL 1% BSA
e 25uL0,1 M NaN;
e 20 pL 0,5 M Succinat pH 7,4
e Homogenat (1:30 in Chappel-Perry-Puffer)
e Agua bidest. bis zu einem Gesamtvolumen von 1 mL
Prinzip:
Nach 10-mintiger Inkubation im Photometer bei 30 °C wird die Reaktion durch Zugabe von
100 pL 1% Ferricytochrom c gestartet. Die Messung der Extinktionsdnderung und Berechnung

der Enzymaktivitét erfolgen wie in Abschnitt 3.2.3. beschrieben.

3.3. Reagenzien und Chemikalien

Die Auswahl der zu untersuchenden Antidepressiva erfolgte unter Beriicksichtigung von
Verflgbarkeit und finanziellen Mdglichkeiten mit dem Ziel, moéglichst alle Antidepressiva-
Klassen einzubeziehen. Ausgewéhlt wurden die TCA Amitriptylin und Nortriptylin, der MAO-I
Brofaromin, der SNRI Venlafaxin und die SSRI Fluoxetin, Citalopram und Escitalopram. Von
allen Substanzen wurden 5 mM-Stammlésungen in Aqua bidest. unter Zusatz von Ethanol
angesetzt.

Brofaromin, Citalopram, Escitalopram und Venlafaxin waren Leihgaben der Herstellerfirmen;

alle anderen Reagenzien und Chemikalien wurden von der Firma Sigma bezogen.

3.4. Praktisches Vorgehen
Bei der Untersuchung der in-vitro-Effekte der ausgewéhlten Antidepressiva auf die
mitochondriale Atmungskette im menschlichen Hippocampus und Préfrontalcortex wurde in
zwei Schritten vorgegangen:
1. Screening-Test:
Die Wirkung der Antidepressiva wurde bei einer relativ hohen Konzentration von 1 mM

getestet. Nur die Testsubstanzen, die eine Veranderung der Ausgangsaktivitdt des
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jeweiligen Atmungskettenkomplexes um mindestens 20% bewirkten, wurden fr weitere
Untersuchungen verwendet.
2. Prifung der Konzentrationsabhéngigkeit:

Die Effekte der Antidepressiva wurden bei neun Konzentrationsabstufungen zwischen
25 UM und 3 mM untersucht und gegebenenfalls der 1Cso-Wert bestimmt. Hierzu wurden
die Ansétze ohne (Kontrolle) und mit Zusatz des jeweiligen Antidepressivums flr zehn
Minuten bei 30°C im Photometer vorinkubiert. Anschliefend wurde die Reaktion wie
unter 3.2. beschrieben gestartet und ausgewertet. Die Angabe des Effektes des jeweiligen
Antidepressivums erfolgte als relative Enzymaktivitat in Prozent der Ausgangsaktivitét
ohne Zusatz der Testsubstanz (Kontrolle). Alle Messungen erfolgten als

Doppelbestimmung in vier bis acht separaten Experimenten.

3.5. Proteinbestimmung

Jeweils 20 pL des Homogenats wurden im Verhaltnis 1:10 mit 180 uL Chappel-Perry-Puffer
verdinnt. AnschlieBend wurde der Proteingehalt der Proben mit einem Micro BCA™ Protein
Assay Reagent Kit der Firma PIERCE bestimmt. Die hierbei verwendete Methode beruht auf der
Reduktion von Cu” zu Cu' durch Proteinseitenketten in alkalischem Milieu mit
anschlieRendem colorimetrischem Nachweis des entstandenen Cu* durch Komplexbildung mit
dem Farbstoff BCA (Bicinchoninsdaure). Die Extinktion dieses Farbstoffkomplexes kann
spektrophotometrisch bei 562 nm gemessen werden und ist direkt proportional zur
Proteinkonzentration in der jeweiligen Probe [128]. BSA dient als Standard zur Erstellung einer
Eichkurve wvon Extinktion und zugehotriger Proteinkonzentration, woraus dann die
Proteinkonzentration der zu analysierenden Proben extrapoliert werden kann.

Die Angabe der spezifischen Aktivitat der Atmungskettenenzyme erfolgte in Bezug zum

jeweiligen Proteingehalt der Probe in nmol - min™t - mg Protein™.

3.6. Statistische Auswertung
Die zur Erstellung der Tabellen und Graphiken verwendeten Werte sind angegeben als
Mittelwerte £ SD (Standardabweichung) der in vier bis acht separaten Experimenten ermittelten
spezifischen und auf die Citratsynthase-Aktivitdt normierten Enzymaktivitaten. Die statistische
Analyse der Ergebnisse erfolgte mit Hilfe des Programms PASW Statistics 18. Mittels des
Shapiro-Wilk-Tests wurden die erhobenen Daten zunédchst auf Normalverteilung geprift. Da

eine Normalverteilung vorlag, wurden statistische Signifikanzen im Vergleich der Effekte
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einzelner Antidepressiva untereinander sowie gegeniber der Kontrolle mittels des t-Tests fiir
verbundene Stichproben ermittelt. Eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p <0,05 wurde als
signifikant zugrunde gelegt; p < 0,01 galt als sehr signifikant, p < 0,001 als hochst signifikant.
Da es sich bei der durchgefuhrten Analyse um eine explorative Statistik handelte, wurde bei
Mehrfachvergleichen auf eine Korrektur verzichtet.

Die Effekte der Antidepressiva auf die jeweiligen Atmungskettenkomplexe wurden als relative
Aktivitaten in Prozent der Ausgangsaktivitat graphisch dargestellt. Die Erstellung der Graphiken
erfolgte mit Hilfe der Programme Sigma Plot 2001 und PASW Statistics 18. Die Ermittlung der
ICso-Werte erfolgte mittels Kurvenanpassung und nichtlinearer Regression mit Hilfe des
Programms PASW Statistics 18.
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4. Ergebnisse

4.1. Aktivitatsbestimmung der Atmungskettenenzyme in Préafrontalcortex und
Hippocampus
Die spezifische Aktivitat der Citratsynthase (CS) war im Durchschnitt im Préfrontalcortex um
14,1% hoher als im Hippocampus; dieser Unterschied erreichte jedoch nicht das
Signifikanzniveau (p = 0,11).
Der Vergleich der Aktivitaten von SDH, Komplex I/111 und Komplex 11/111 in Hippocampus und
Prafrontalcortex erbrachte weder fir die spezifischen noch fur die CS-normierten
Enzymaktivitaten statistisch signifikante Unterschiede zwischen diesen beiden Hirnregionen
(Tab. 3).

Tab. 3: Vergleich der spezifischen und CS-normierten Enzymaktivitaten in den
untersuchten Hirnregionen

Spezifische Aktivitét CS-normierte
n [nmol/min-mg EW] Aktivitat
(MW % SD) (MW % SD)
Prafrontalcortex | 45 39,42 + 12,58
cS Hippocampus 44 34,55+ 10,11
SDH Préfrontalcortex | 7 15,29 + 3,79 0,44 £ 0,16
Hippocampus 8 15,27 £7,71 0,39+0,13
Komplex 11/111 Pr_afrontalcortex 24 15,64 £ 9,15 0,41+0,21
Hippocampus 21 14,49 + 4,28 0,44 + 0,06
Komplex I/11] Pr.afrontalcortex 24 23,81 + 8,56 0,59 + 0,22
Hippocampus 28 20,35+ 9,25 0,62 £ 0,26
4.2. Einfluss der ausgewahlten Antidepressiva auf Aktivitat  der
Atmungskettenenzyme

4.2.1. Succinatdehydrogenase (SDH)

Wie Abb. 5 zeigt, wurden bei einer Konzentration von 1 mM nur sehr schwache Effekte der
untersuchten Antidepressiva auf die SDH-Aktivitat in Prafrontalcortex und Hippocampus
beobachtet, sodass keine weiteren Konzentrationsabstufungen getestet wurden.

Eine leichte (<20%), statistisch signifikante Hemmung der Enzymaktivitat erzielten im
Hippocampus nur Fluoxetin und Amitriptylin; im Prafrontalcortex zeigten bei der getesteten
Konzentration von 1 mM nur Nortriptylin und Brofaromin signifikante Wirkungen (< 10%
Hemmung der SDH-AKktivitéat).

43



Ergebnisse

Die hemmenden Effekte schienen im Hippocampus insgesamt etwas deutlicher als im
Prafrontalcortex ausgeprégt zu sein; diese regionalen Unterschiede waren jedoch statistisch nicht
signifikant (p = 0,06).

Abb. 5: In-vitro-Effekte ausgewahlter Antidepressiva (Konzentration 1 mM) auf die SDH-
Aktivitat in Prafrontalcortex und Hippocampus
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Antidepressivum 1 mM

Ausgangsaktivitat ohne Zugabe der Testsubstanzen (Kontrolle) = 100%. Angaben als MW + SD.
*p<0,05 # p<0,01

4.2.2. Komplex I/111

4.2.2.1. Prafrontalcortex
Mit Ausnahme von Venlafaxin und Citalopram bewirkten alle untersuchten Antidepressiva bei
der Testkonzentration von 1 mM eine signifikante Hemmung des Komplexes I/I1l im Prafrontal-
cortex (p-Werte zwischen 0,001 und 0,027). Die deutlichste Hemmung der Enzymaktivitat
erzielten Brofaromin (35,4 = 0,8%), Fluoxetin (28,5 + 3,1%) und Nortriptylin (26,5 * 3,4%). Bei
Amitriptylin wurde die 20%-Marke zwar knapp verfehlt (18,7% + 0,7%); da dieses Ergebnis
jedoch nahe an der festgelegten Grenze lag und die Substanz zudem in ausreichenden Mengen
verfugbar war, wurde auch hier eine Testung weiterer Konzentrationsabstufungen durchgefthrt
(s. Abb. 6). Die Verlaufe der Dosis-Wirkungs-Kurven sind in Abb. 7 dargestellt.
Die stéarkste inhibitorische Wirkung auf die Enzymaktivitat von Komplex /111 bei der hochsten
getesteten Konzentration (3 mM) bewirkte Nortriptylin (53,1 + 3,4% Hemmung), gefolgt von
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Fluoxetin (49,2 £2,3%) und Amitriptylin (46,3 £ 1,3%). Fur Brofaromin hingegen war die

maximal erreichbare Hemmung von rund 35% bereits bei einer Konzentration von 1 mM zu

beobachten (Abb. 7). Somit konnten 1Cso-Werte nur fur Nortriptylin und Fluoxetin ermittelt

werden (Tab. 4).

Abb. 6: In-vitro-Effekte ausgewahlter Antidepressiva (Konzentration 1 mM) auf die
Aktivitat von Komplex I/111 in Prafrontalcortex und Hippocampus
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Ausgangaktivitat ohne Zugabe eines Antidepressivums (Kontrolle) = 100%. Angaben als MW + SD.
Fur Citalopram im PFC ist nur ein Messwert angegeben, da aufgrund von Materialknappheit
hier die Untersuchungen nur an einem Homogenat durchgefiihrt werden konnten.

Tab. 4: Zusammenfassende Ubersicht der 1Cs,-Werte fiir Komplex I/111 und Komplex 11/111

Antidepressivum

1C5-Werte flr Komplex /111

1C5o-Werte fur Komplex 11/111

Prafrontalcortex

Hippocampus

Prafrontalcortex

Hippocampus

Amitriptylin nicht erreicht nicht erreicht 1,21 mM 0,81 mM
Nortriptylin 1,8 mM 2,69 mM 1,01 mM 1,76 mM
Fluoxetin 1,78 mM 2,96 mM 1,13 mM 0,59 mM
Citalopram nicht erreicht nicht erreicht nicht erreicht nicht erreicht
Escitalopram nicht erreicht nicht erreicht 1,59 mM nicht erreicht
Brofaromin nicht erreicht nicht erreicht 0,74 mM 0,85 mM
Venlafaxin nicht erreicht nicht erreicht nicht erreicht nicht erreicht

Die Angabe ,,nicht erreicht™ bedeutet, dass die mit der hdchsten eingesetzten Testkonzentration erzielte Hemmung unter
50% relativ zur Ausgangsaktivitat betrug. In solchen Fallen sind entweder deutlich héhere Konzentrationen als 3 mM
erforderlich, um eine 50%ige Hemmung zu erzielen, oder der maximal mdgliche hemmende Effekt der jeweiligen

Substanz betrégt unte

r 50%.
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Abb. 7: In-vitro-Effekte ausgewahlter Antidepressiva auf die
Aktivitat von Komplex I/111 im Préafrontalcortex
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4.2.2.2. Hippocampus

Eine statistisch signifikante Enzymhemmung bei 1 mM Konzentration im Hippocampus wurde
fur alle Antidepressiva mit Ausnahme von Citalopram ermittelt. Dabei bewirkten Brofaromin
(39,7 £5,8% Hemmung), Fluoxetin (30 + 3,1%), Nortriptylin (26,6 £ 4,2%) und Amitriptylin
(23,9 £5,2%) eine deutlich starkere Hemmung der Enzymaktivitat gegenuber Venlafaxin
(8,5+2,6%) und Escitalopram (7,4 +5,8%) (s. Abb. 6); diese Unterschiede waren statistisch
signifikant (p-Werte zwischen 0,014 und 0,043).

Auch im hippocampalen Gewebe bewirkten bei der hdochsten eingesetzten Testkonzentration
Fluoxetin und Nortriptylin die stdrkste Hemmung der enzymatischen Aktivitat von Komplex I/111

mit knapp 50% (s. Abb. 8); fiir beide Substanzen wurden ICs-Werte ermittelt (s. Tab. 4).
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4.2.2.3. Vergleich der untersuchten Hirnregionen

Abb. 6 stellt die Effekte der Testsubstanzen bei 1 mM Konzentration in beiden untersuchten
Hirnregionen gegenuber. Statistisch signifikante Unterschiede hinsichtlich der Wirkungen der
getesteten Antidepressiva in den beiden Hirnregionen fanden sich nur fur Amitriptylin, das im
hippocampalen Gewebe etwas starker hemmend auf die Komplex I/I11-Aktivitat wirkte als im
Préafrontalcortex (p = 0,01).

Die errechneten ICso-Werte fiir Nortriptylin und Fluoxetin zeigen, dass im Hippocampus
gegentuber dem Prafrontalcortex eine um rund 50-66% hohere Konzentration dieser beiden
Substanzen erforderlich war, um eine 50%ige Hemmung der Komplex I/111-Aktivitat zu erzielen

(Tab. 4),

Abb. 8: In-vitro-Effekte ausgewdahlter Antidepressiva auf die
Aktivitat von Komplex I/111 im Hippocampus
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4.2.3. Komplex /111

4.2.3.1. Prafrontalcortex
Mit Ausnahme von Venlafaxin zeigte sich fur alle getesteten Antidepressiva bei einer
Konzentration von 1 mM eine statistisch signifikante Hemmung der Enzymaktivitdt von
Komplex 1I/11l in Homogenaten des Préfrontalcortex (p-Werte zwischen 0,001 und 0,015). Im
Vergleich der Antidepressiva untereinander ergab sich folgendes Bild: die starkste Hemmung
wurde durch Brofaromin erzielt (58,2 +1,7%), gefolgt von Fluoxetin (53,4 £5,4%) und
Amitriptylin (46,6 + 2,3%) (s. Abb. 9); diese Unterschiede waren statistisch signifikant (p-Werte
zwischen 0,041 und 0,043). Da Venlafaxin in ausreichendem MaRe verfligbar war, wurde auch
diese Substanz trotz fehlendem Effekt bei 1 mM Konzentration in die weiteren Untersuchungen
einbezogen.
Fir Fluoxetin, Amitriptylin, Escitalopram und Nortriptylin zeigte sich konzentrationsabhangig
eine deutliche Zunahme der inhibitorischen Effekte (maximal erreichte Hemmung bei 3 mM:
Fluoxetin: 81,5 £ 6,4%;  Amitriptylin: 77 £ 2%;  Escitalopram: 74 £ 3,5%; Nortriptylin:
63,8 + 6,4%), wéhrend fur Brofaromin die maximal erzielbare Hemmung der Komplex I1/111-
Aktivitat von 58,2 + 1,8% bereits bei einer Konzentration von 1 mM beobachtet wurde. Die
Dosis-Wirkungs-Kurven der strukturell unterschiedlichen Substanzen Nortriptylin und
Brofaromin zeigten bei Konzentrationen <1 mM einen dhnlichen Verlauf. Amitriptylin bewirkte
in Konzentrationen von 50 und 100 uM eine leichte, statistisch signifikante Steigerung der
Enzymaktivitat, zeigte jedoch bei hoheren Konzentrationsstufen deutlich hemmende Wirkungen
(ICs0=1,2 mM, s. Tab. 4). Venlafaxin erzielte auch bei der héchsten Testkonzentration von
3 mM kaum mehr als eine 25%ige Abnahme der Enzymaktivitét.
Zur besseren Ubersichtlichkeit sind die Effekte der alteren Antidepressiva (TCA und MAO-I)
und die der neueren Substanzen (SSRI und SNRI) in zwei getrennten Diagrammen dargestellt
(Abb. 10). Fur funf Substanzen konnten 1Cso-Werte ermittelt werden (Tab. 4).
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Abb. 9: In-vitro-Effekte ausgewahlter Antidepressiva (Konzentration 1 mM) auf die Aktivitat von
Komplex 11/111 in Prafrontalcortex und Hippocampus
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4.2.3.2. Hippocampus

Alle Testsubstanzen mit Ausnahme von Venlafaxin bewirkten bei 1 mM Konzentration eine
statistisch signifikante Hemmung der Komplex II/111-Aktivitat (p-Werte zwischen 0,001 und
0,045). Der Vergleich der inhibitorischen Wirkungen der einzelnen Antidepressiva ergab
folgende Rangordnung: Fluoxetin (59,17 £2,9% Hemmung); Amitriptylin (56,4 + 1,4%);
Brofaromin (51,33 £5,9%); Nortriptylin (44,98 + 4,4%). Weniger als 20% Hemmung der
Enzymaktivitat bewirkten Citalopram, Escitalopram und Venlafaxin (Abb. 9).

Bei der hochsten getesteten Konzentrationsstufe von 3 mM wurde die deutlichste Hemmung der
Komplex 11/111-Aktivitdt durch Fluoxetin erzielt (knapp 60%ige Hemmung); mit anndhernd
gleicher maximaler inhibitorischer Potenz (etwa 50% Hemmung) folgten Brofaromin,
Nortriptylin und Amitriptylin. Die Dosis-Wirkungs-Kurven zeigen, dass die maximal erzielbare
Hemmung fur alle Substanzen bereits bei 1 mM Konzentration anndhernd erreicht war
(s. Abb. 11).
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Abb. 10a: In-vitro-Effekte ausgewahlter Antidepressiva der ersten Generation auf die
Aktivitat von Komplex /111 im Prafrontalcortex
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Abb. 10b: In-vitro-Effekte ausgewahlter Antidepressiva der zweiten Generation auf die
Aktivitat von Komplex 11/111 im Pré&frontalcortex
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4.2.3.3. Vergleich der untersuchten Hirnregionen

Bei einer Konzentration von 1 mM bewirkten Fluoxetin, Amitriptylin und Nortriptylin eine
deutlichere Hemmung der Komplex 1I/111-Aktivitat in hippocampalen Homogenaten; dahingegen
zeigten Brofaromin, Citalopram und Escitalopram hemmende Effekte etwas stdarker im

Prafrontalcortex als im Hippocampus (Abb. 9). Signifikanzniveau erreichten diese Unterschiede

jedoch nur fur Fluoxetin (p = 0,043).

Die maximal erreichbare Hemmung der Enzymaktivitdt bei der hochsten eingesetzten

Konzentration war allerdings insgesamt fur alle Testsubstanzen deutlich gréf3er an Homogenaten

des Prafrontalcortex (s. Abb. 10, 11).
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Diskussion

5. Diskussion
Ausgehend von einigen wenigen Ergebnissen in der Literatur, die Hinweise auf eine mdgliche
Beeinflussung der mitochondrialen Atmungskette durch antidepressive Substanzen geben,
verfolgte die vorliegende Untersuchung die Zielsetzung, die Effekte strukturell unterschiedlicher
Antidepressiva auf die Aktivitat der Atmungskettenkomplexe in menschlichen Hirnproben zu

vergleichen.

5.1. Methodische Aspekte

5.1.1. Auswahl der zu untersuchenden Hirnregionen
Fir die Durchfuhrung der beschriebenen Experimente wurden als zu untersuchende
Hirnregionen der Hippocampus und der Préafrontalcortex ausgewahlt. Diese Auswahl erschien
aus mehrerlei Hinsicht sinnvoll: Zum einen unterscheiden sich diese beiden Regionen
anatomisch-histologisch, denn der Hippocampus als Teil des Archi- und Allocortex ist
entwicklungsgeschichtlich &lter und feingeweblich anders aufgebaut als der zum Neo- und
Isocortex gezahlte Prafrontalcortex [160]. Es erschien also durchaus méglich, dass diese beiden
strukturell verschiedenen Hirnregionen sich auch hinsichtlich ihrer Empfindlichkeit gegentiber
dem Einfluss der Testsubstanzen auf die Atmungskette unterscheiden wirden. Zum anderen
spielten vor allem funktionelle Gesichtspunkte bei der Auswahl eine Rolle: Der Hippocampus ist
als Teil des Limbischen Systems in vielfaltige Funktionen im Zusammenhang mit Lernen und
Gedachtnis, Emotion, Verhalten und vegetativen Aspekten involviert. Der Prafrontalcortex steht
— neben seiner Funktion flr das Kurzzeitgeddchtnis — im Dienste hoherer kognitiver sowie
psychischer und sozialer Funktionen des Menschen; er wird fir die individuelle
Personlichkeitsstruktur verantwortlich gemacht [160]. Fir beide Gehirnanteile wird eine enge
Implikation in die Pathophysiologie der Depression sowie in die Wirkungen von
Psychopharmaka angenommen [87] (s. Abschnitt 2.1.1.).
Eine dhnliche Auswahl der zu analysierenden Hirnregionen wurde auch in einer Arbeit von
Maurer et al. getroffen [105], wobei hier die Aktivitaiten der Atmungskettenenzyme in
Homogenaten aus Hirngewebe schizophrener Patienten und gesunder Kontrollen verglichen
wurden.
Eine Limitation der vorliegenden Arbeit stellt die Tatsache dar, dass das untersuchte Hirngewebe
von einem einzigen Individuum ohne neurologische und psychiatrische Erkrankungen stammte,
da kein anderes Material verflighar war. Die Generalisierbarkeit der gefundenen Ergebnisse ist
also mit Einschrankungen behaftet.
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5.1.2. Auswahl des Untersuchungsverfahrens
Untersuchungen zur Aktivitat der Atmungskettenenzyme erfolgen haufig an Mitochondrien aus
Rattenhirn [14, 26, 39, 133, 156], M&usehirn [12] oder Rinderherz [46] und viel seltener an
menschlichen Zellen wie Fibroblasten [36], mononukledren Zellen [29] oder Thrombozyten [26].
Nachdem der experimentelle Teil der vorliegenden Arbeit abgeschlossen war, erschien in der
Literatur eine Publikation, in der die Wirkungen von Psychopharmaka an Schweinehirn-
mitochondrien untersucht wurden, da diese gegeniber Mitochondrien aus Nagerhirnen eine
groRere Ahnlichkeit mit den menschlichen haben sollen [73]. Studien zur Beeinflussung der
Atmungskette durch Neuroleptika sind an menschlichem Hirngewebe dahingegen bisher kaum
durchgefuhrt worden [106]; fir Antidepressiva finden sich diesbezlglich bislang keine
Publikationen.
Fir Untersuchungen zur Enzymaktivitdt der Atmungskettenkomplexe werden haufig
polarographische Methoden eingesetzt [14, 26, 29, 111]. Polarographische Untersuchungen
bieten den Vorteil, dass sie Uber die Funktionsfahigkeit der oxidativen Phosphorylierung hinaus
zusétzliche Informationen liefern koénnen beispielsweise Uber den Entkopplungsgrad der
Atmungskette, mdgliche Verluste an Cytochrom c sowie die Aktivitéat einzelner Substrat-Carrier.
Dafur sind diese Untersuchungen allerdings nur an frischen Gewebeproben mdglich und setzen
die Intaktheit der Mitochondrien voraus [32].
Da die vorliegende Studie jedoch an menschlichem Hirngewebe durchgefiihrt wurde, mussten
gefrorene Proben verwendet werden, fiir deren Analyse spektrophotometrische Verfahren als
sehr sensitiv gelten; Voraussetzung hierbei ist, dass die innere Mitochondrienmembran
aufgebrochen sein muss, um den Substraten den Zugang zu den Atmungskettenenzymen zu
gewaéhrleisten [13].
Eine Limitation der vorliegenden Arbeit ist, dass von den Komplexen der Atmungskette nur
Komplex I/111, Komplex Il/111 sowie die SDH untersucht wurden. Eine urspriinglich geplante
Einbeziehung auch von Komplex 1V war aufgrund finanzieller Einschrankungen und technischer
Schwierigkeiten nicht moglich. Dennoch erféhrt die Aussagekraft der vorliegenden Ergebnisse —
da die Effekte der Testsubstanzen fir jeden Komplex der Atmungskette einzeln untersucht
werden mussen — durch den Verzicht auf vollstandige Untersuchung aller Komplexe per se keine

Einschrankung.
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5.1.3. Auswahl der Testsubstanzen und Testkonzentrationen

Die Auswahl der zu untersuchenden Antidepressiva wurde auf der Basis von Verfuigbarkeit und
finanziellen Gesichtspunkten so getroffen, dass alle Antidepressiva-Klassen miteinbezogen
wurden, wobei die Testsubstanzen nach Mdglichkeit klinische Relevanz haben sollten. Fir die
beiden TCA Amitriptylin und Nortriptylin sowie den SNRI Venlafaxin trifft dies
uneingeschrankt zu. Besonders interessant erschien hier die Gegeniberstellung von Substanzen
mit unterschiedlichem klinischen Nebenwirkungsprofil: Zum einen sollte Nortriptylin untersucht
werden als ein Antidepressivum mit besonders guter Wirksamkeit und Vertraglichkeit in
Langzeitstudien; zum anderen wurde demgegeniiber Fluoxetin ausgewahlt, der dlteste und am
héaufigsten verordnete SSRI, der in der Literatur besonders oft mit dem Auftreten von
Bewegungsstorungen in Verbindung gebracht wird (s. Tab. 2). Hierbei ist insbesondere
erwéhnenswert, dass Fluoxetin als ein Wirkstoff erster Wahl in der Behandlung depressiver
Storungen bei Kindern und Jugendlichen gilt [96]. Bei den SSRI fiel die Wahl zudem auf
Citalopram und Escitalopram; besonders reizvoll erschien hier die Fragestellung, ob
Escitalopram als die selektivere Substanz mit dem besseren Nebenwirkungsprofil und klinischen
Effekt auch weniger Einfluss auf die Atmungskette austben wirde. Als MAO-I war nur
Brofaromin verfugbar, eine Substanz, die nie zugelassen worden ist. Dennoch sind auch diese
Ergebnisse von praktischer Relevanz, da Moclobemid, ein klinisch noch verwendeter MAO-I,
den gleichen Wirkmechanismus bei geringerer MAO-A-Selektivitat aufweist [165]. Der flr
Brofaromin zusétzlich nachgewiesene hemmende Effekt auf die Serotonin-Wiederaufnahme
machte die Untersuchung dieser Substanz zusétzlich interessant [86].

Eine Einschrankung der Arbeit besteht dabei darin, dass Fluoxetin und vor allem Citalopram nur
in begrenzten Mengen verfligbar waren. Bei Citalopram war die Verfugbarkeit derartig
eingeschrankt, dass bereits flr die Screening-Untersuchung fir Komplex I/I1l an prafrontalen
Homogenaten an Stelle der bei allen anderen Substanzen durchgefiihrten vier bis acht separaten
Experimente nur ein einzelner Versuch bei 1 mM Konzentration in Doppelbestimmung méglich
war. Andererseits war der hierbei beobachtete Effekt so gering, dass auf eine Testung der
Konzentrationsabhangigkeit im geplanten Bereich von 25 uM bis 3 mM verzichtet werden
konnte.

Bei der Auswahl der zu testenden Konzentrationsstufen diente die bereits zitierte Arbeit von
Maurer et al. als Orientierung [106], in der die Wirkungen ausgewahlter Neuroleptika auf die
mitochondriale Atmungskette in Konzentrationsabstufungen zwischen 0 und 2,5 mM untersucht

wurden. Da die in-vitro-Untersuchungen in der vorliegenden Studie unter Optimalbedingungen
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fur die jeweiligen Enzymkomplexe durchgefiihrt wurden (Substratsattigung, Temperatur- und
pH-Optimum), waren erwartungsgemal relativ hohe Konzentrationen der Antidepressiva
erforderlich, um signifikante Effekte auf die Enzymaktivitat zu erzielen. Doch selbst wenn im
klinischen Alltag Konzentrationen im Bereich von 1 mM und héher sicherlich niemals erreicht
werden koénnen, so bleibt dennoch zu bertcksichtigen, dass es sich bei antidepressiven
Behandlungen haufig um eine langjahrige Dauermedikation mit lipophilen Substanzen handelt,
die zur Akkumulation in Mitochondrien neigen [47, 118, 169]. Wie hoch die Konzentration in-
vivo nach mehrjahriger Antidepressiva-Einnahme tatsdchlich ist, bleibt zu kl&ren.
Nichtsdestotrotz hat aber ein allgemeines Verstdndnis der Effekte antidepressiver Substanzen
auch in hohen Konzentrationen erhebliche klinische Relevanz, nicht zuletzt im Hinblick auf
nicht selten vorkommende Uberdosierungen, die teilweise in suizidaler Absicht bewusst

herbeigefthrt werden.

5.2. Aktivitat der Atmungskettenenzyme
Eine direkte Gegeniiberstellung der ermittelten Enzymaktivitaten in beiden Hirnregionen mit den
Ergebnissen anderer Arbeiten (s. Tab. 5-8) verdeutlicht, dass die Messwerte der vorliegenden
Arbeit sich insgesamt nicht wesentlich von denen anderer Untersuchungen unterscheiden.
Hierbei ist jedoch zu berticksichtigen, dass die Ergebnisse der einzelnen Studien nur begrenzt
vergleichbar sind, da unterschiedliche Methoden zur Aktivitatsbestimmung der Atmungsketten-
komplexe zum Einsatz kamen [109].
Es fallt allgemein auf, dass die spezifischen Aktivitaten der Atmungskettenenzyme im Nagerhirn
gegenuiber menschlichem Hirngewebe tendenziell héher zu sein scheinen (Tab. 5).
Bemerkenswert ist zudem die in der vorliegenden Studie beobachtete relativ hohe spezifische
und auch CS-normierte Aktivitat fur Komplex /111, fur die in anderen Untersuchungen h&ufig
niedrigere Werte ermittelt wurden. Die meisten aufgefiihrten Studien arbeiten jedoch nicht mit
Antimycin, sondern bestimmen stattdessen die Aktivitdat des Rotenon-sensitiven Anteils der
NADH-Ubichinon-Oxidoreductase [12, 14, 133]. Die Unterschiede in den Ergebnissen kdnnten
folglich mit der beschriebenen Abhéngigkeit von der Bestimmungsmethode im Zusammenhang
stehen [109]. Zudem ist die Aktivitatsbestimmung von Komplex I/11l als Verfahren generell
recht anfallig fur Fehler, da eine entscheidende Rolle unter anderem der Grad der
Durchgangigkeit der aufgebrochenen Mitochondrienmembranen spielt [13].
Da fur die Analyse der Antidepressiva-Wirkungen auf die Atmungskette jedoch vorrangig die

relativen Aktivitaten betrachtet wurden, ist den Unterschieden in der absoluten Aktivitat der
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Enzyme zwischen einzelnen Studien fur die Interpretation der Ergebnisse nur untergeordnete

Bedeutung beizumessen.
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Tab. 5: Ubersicht tiber Angaben spezifischer und CS-normierter Aktivitaten der
Atmungskettenenzyme aus spektrophotometrischen Untersuchungen in der Literatur

Autoren/
untersuchtes Gewebe

Ergebnisse:
spezifische Enzymaktivitéat
[nmol - min™ - mg EiweiR™]

(Angaben als MW = SEM bzw.

MW £SD)

Ergebnisse:
CS-normierte Enzymaktivitét
(Angaben als MW = SEM bzw.

MW = SD)

Eigene Arbeit
Menschliches Gehirn

Angaben als MW + SD:
Préfrontalcortex:

Komplex I1/111: 15,64 + 9,15
Komplex I/111: 23,81 £ 8,56
SDH: 15,29 + 3,79

CS: 39,42 £12,58
Hippocampus:

Komplex 11/111: 14,49 + 4,28
Komplex I/111: 20,35 + 9,25
SDH: 15,27 £ 7,71
CS:34,55+10,11

Angaben als MW + SD:
Préfrontalcortex:

Komplex I1/111: 0,41 £ 0,21
Komplex I/111: 0,59 + 0,22
SDH: 0,44 + 0,16
Hippocampus:

Komplex 11/111: 0,44 + 0,06
Komplex I/111: 0,62 £ 0,26
SDH: 0,39 +£0,13

Maurer et al., 2001 [105]
Menschliches Gehirn

Angaben als MW £ SEM:
Frontalcortex:

Komplex I1/111: 16,8 £1,5
Komplex I/111: 5,2 £ 0,7
CS:32+46
Temporalcortex :
Komplex II/111: 17,6 £2,1
Komplex I/111: 4,4 + 0,5
CS:27,8+3/4
Basalganglien:

Komplex 11/111: 12,8 + 1,6
Komplex I/11I: 3,4 £ 0,3
CS:24,7+39
Cerebellum:

Komplex II/111: 19,5 £ 2,1
Komplex I/111: 4,3 £0,7

Frontalcortex:
Komplex I1/111: 0,53
Komplex I/111: 0,16
Temporalcortex:
Komplex 11/111: 0,63
Komplex I/111: 0,16
Basalganglien:
Komplex 11/111: 0,52
Komplex I/111: 0,14
Cerebellum:
Komplex 11/111: 0,4
Komplex I/111: 0,09

CS:49+79
Casademont et al., 2007 [29] Angaben als MW + SD: Komplex I: 0,2
Mononukledre Zellen im Blut | Komplex I: 25,8 £ 4,6 Komplex II: 0,25

psychotischer Patienten

Komplex I: 32,9 + 13,8
Komplex I11: 98,4 + 33,1
CS:130,7 £23,2

Komplex I11: 0,75

Barrientos et al., 1998 [14]
Rattenhirn

Angaben als MW + SD:
Komplex I: 791 + 217
Komplex II: 170 £ 54
Komplex I11: 94 £+ 28

Keine Angabe

Prince et al., 1997 [133]
Rattenhirn

Angaben als MW + SEM:
Komplex | **:

Striatum ~ 57,5 + 2,86
Frontalcortex ~ 58,3 £ 2,5
Hippocampus ~ 49,5 + 3
Cerebellum ~ 78,3 + 3,93

Keine Angabe

* Da die aufgefiihrte Publikation nur eine graphische Darstellung der Daten enthielt, wurden die in der Tabelle

angegebenen Naherungswerte aus den jeweiligen Graphiken ermittelt.
*Angegebene Werte sind Mittelwerte, die aus den aus mehreren Graphiken ermittelten Naherungswerten gebildet

wurden.
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Autoren/
untersuchtes Gewebe

Ergebnisse:
spezifische Enzymaktivitat
[nmol - min™ - mg EiweiR™]

(Angaben als MW + SEM bzw.

MW £SD)

Ergebnisse:
CS-normierte Enzymaktivitat
(Angaben als MW + SEM bzw.

MW + SD)

Streck et al., 2007 [156]
Rattenhirn

Angaben als MW = SD:
Prafrontalcortex™:
SDH: ~ 8,33 £2,22
Hippocampus :

SDH ~ 14,44 + 1,58

Keine Angabe

Balijepalli et al., 2001 [12]
Méusehirn

Angaben als MW £ SEM:
Komplex I":

Frontalcortex ~74 + 1,8
Hippocampus ~ 76 £ 2,11
Striatum ~ 72 £ 2,21
Mesencephalon ~ 74,5 + 1,68

Keine Angabe

Medja et al., 2009 [109]
Vergleich verschiedener
Untersuchungsergebnisse mit
unterschiedlichen Methoden
Rinderherzmitochondrien

SDH: 0,12-0,89
Komplex I: 0,14-0,72
Komplex I11: 0,29-2,82

“ Da die aufgefiihrte Publikation nur eine graphische Darstellung der Daten enthielt, wurden die in der Tabelle
angegebenen Naherungswerte aus den jeweiligen Graphiken ermittelt.
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Tab. 6: Ubersicht tiber die Ergebnisse anderer Studien mit SDH- oder Komplex I1-Untersuchungen

Literaturangabe Untersuchtes Testsubstanzen und Beobachtete Effekte auf die SDH-
Gewebe, - S
-konzentrationen Aktivitat
Methoden
Eigene Arbeit Menschliches Hirn- | Antidepressiva 1 mM in-vitro SDH: alle Testsubstanzen: Hemmung
gewebe (Amitriptylin, Nortriptylin, bei 1 mM Konzentration < 20%
Spektrophotometer | Fluoxetin, Citalopram, Kein signifikanter Unterschied

Escitalopram, Brofaromin,
Venlafaxin)

Hippocampus / Prafrontalcortex

Casademont et
al., 2007 [29]

Mononukleére
Zellen im Blut

Neuroleptika in-vivo > 28
Monate:

Komplex II: kein signifikanter Effekt

psychotischer Haloperidol (13 + 2,3 mg/d),
Patienten Risperidon (5,2 + 0,8 mg/d),
Spektrophotometer | Clozapin (317 + 57 mg/d)
Barrientos et al., | Rattenhirn- und Haloperidol in-vivo 21 d Rattenhirnmitochondrien: Komplex I1:
1998 [14] -muskel- (1 mg/kg KG) Abnahme der Aktivitat auf 46 + 13%
mitochondrien des Ausgangswertes (Angabe als MW
Spektrophotometer + SD)

Rattenmuskelmitochondrien: kein
signifikanter Effekt

Daley et al., 2005
[39]

Isolierte Ratten-
herz-, -leber- und

Chlorimipramin in-vitro 25 uM

Komplex II: kein signifikanter Effekt

-nieren-
mitochondrien
Spektrophotometer
Streck et al., Rattenhirn- Neuroleptika in-vivo 28d: Haloperidol: SDH-Inhibition in
2007 [156] mitochondrien Haloperidol (1,5 mg/kg KG), Striatum, Hippocampus
Spektrophotometer | Clozapin (25 mg/kg KG), Clozapin: SDH-Inhibition im Striatum
Olanzapin (2,5; 5; Olanzapin (alle Dosierungen): SDH-
10 mg/kg KG); Aripiprazol (2; Inhibition im Cerebellum
10; 20 mg/kg KG) Aripiprazol (20 mg/kg): SDH-
Aktivierung im Prafrontalcortex
Balijepalli et al., | Mé&usehirn- Neuroleptika in-vivo 1malige Komplex II: keine Inhibition
2001 [12] mitochondrien Gabe; 45d; 90d:
Spektrophotometer | Haloperidol (2 mg/kg KG - d),
Risperidon (1,5 mg/kg KG - d),
Clozapin (10 mg/kg KG - d)
Hroudova et al., | Schweinehirn- Psychopharmaka in-vitro Komplex 11"(Angaben als MW + SD):
2010 [73] mitochondrien (0,5 mM Desipramin, signifikante Hemmung durch

Spektrophotometer

Amitriptylin, Imipramin,
Citalopram, Venlafaxin,
Mirtazapin, Tianeptin,
Moclobemid, Olanzapin; 5 mM
Lithium, Valproat)

Amitriptylin (Abnahme auf

~65,38 + 6,92% der Ausgangsaktivitat)
und Imipramin (Abnahme auf

~68,65 + 4,81% der Ausgangsaktivitét)
SDH: kein signifikanter Effekt
(Erwéhnung im Text; keine Darstellung
der Ergebnisse anhand der erhobenen
Daten)

Nadanaciva et
al., 2007 [116]

Rinderherz-
mitochondrien
Immunhistochemie/
Spektrophotometer

20 verschiedene Testsubstanzen
50 UM, u.a. Nefazodon,
Paroxetin, Chlorpromazin

Komplex II: keine Inhibition

* Da die aufgefiihrte Publikation nur eine graphische Darstellung der Daten enthielt, wurden die in der Tabelle
angegebenen Naherungswerte aus den jeweiligen Graphiken ermittelt.
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Tab. 7: Ubersicht tiber die Ergebnisse anderer Studien mit Komplex I/111-Untersuchungen

Literaturangabe Unéeeﬁggztes Testsubstanzen und Beobachtete Effekte auf die
Methoden -konzentrationen Komplex I/111-Aktivitat
Eigene Arbeit Menschliches Antidepressiva 0-3 mM in-vitro | Komplex I/I11:
Hirngewebe (Amitriptylin, Nortriptylin, Amitriptylin: 1 mM: Inhibition PFC
Spektrophotometer | Fluoxetin, Citalopram, ~19%, HC ~24%; 1C5o > 3 mM fiir

Escitalopram, Brofaromin,
Venlafaxin)

beide Gewebe

Nortriptylin: 1 mM: Inhibition PFC und
HC ~27%; ICsy: PFC ~1,8 mM;

HC ~2,69 mM

Fluoxetin: 1 mM: Inhibition PFC
~29%, HC ~30%; ICs: PFC

~1,78 mM; HC: ~2,96 mM
Citalopram: 1 mM: leichte Aktivierung
PFC, HC

Escitalopram: 1 mM: Inhibition PFC
und HC < 10%

Brofaromin: 1 mM: Inhibition PFC
~35%, HC ~40%; ICsy: > 3 mM fiir
beide Gewebe

Venlafaxin: 1 mM: kein Effekt PFC;
HC: Inhibition < 10%

Maurer et al., Menschliches Neuroleptika 0-2,5 mM in-vitro | Komplex I/111:

1997 [106] Hirngewebe (Haloperidol, Risperidon, Haloperidol: ICso = 0,1 mM
(Frontalcortex) Clozapin, Chlorpromazin, Risperidon, Zotepin: ICs, = 0,5 mM
Spektrophotometer | Zotepin) Clozapin: IC5 = 2,5 MM

Chlorpromazin: ICsq ~0,4 mM

Casademont et Mononukleére Neuroleptika in-vivo > 28 Komplex I:

al., 2007 [29] Zellen im Blut Monate: Haloperidol: ~68% geringere Aktivitat

psychotischer Haloperidol (13 + 2,3 mg/d), gegeniber unbehandelten Patienten
Patienten Risperidon (5,2 + 0,8 mg/d), Risperidon: ~25% geringere Aktivitat
Spektrophotometer | Clozapin (317 £ 57 mg/d) Clozapin: ~11% geringere Aktivitat
Komplex I1I:
kein signifikanter Unterschied
Cordero et al., Menschliche 50 uM Amitriptylin 24 h in-vitro | Komplex I/111": Inhibition ~25 %
2009 [36] Fibroblasten
Spektrophotometer
Burkhardtetal., | 1.) Rattenhirn- 1.) Neuroleptika in-vitro: 1.) Statistisch signifikante Komplex I-
1993 [26] mitochondrien Haloperidol (0-18 uM), Inhibition: Haloperidol > 0,18 puM;

2.) Thrombozyten-
mitochondrien
von Patienten
mit chronischer
Neuroleptika-
Therapie

Spektrophotometer

Chlorpromazin (0-15 uM),
Thiothixen (0-120 pM),
Clozapin (0-300 pM)
Chronische Therapie mit
Fluphenazin, Loxapin,
Haloperidol, Thiothixen

2)

Chlorpromazin > 1 uM;
Thiothixen > 60 pM;

Clozapin > 90 pM

Komplex I11: minimale
Verénderungen unter > 60 UM
Thiothixen, > 300 uM Clozapin
Komplex I: statistisch signifikant
verminderte Aktivitdt um 64%
gegeniber unbehandelten Patienten

2)

" Da die aufgefuihrte Publikation nur eine graphische Darstellung der Daten enthielt, wurden die in der Tabelle
angegebenen Naherungswerte aus den jeweiligen Graphiken ermittelt.
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. Untersuchtes Testsubstanzen und Beobachtete Effekte auf die
Literaturangabe Gewebe, - ol
-konzentrationen Komplex I/111-Aktivitat
Methoden
Barrientos et al., | Rattenhirn- und Haloperidol in-vivo 21 d Rattenhirnmitochondrien:
1998 [14] -muskel- (1 mg/kg KG) Komplex I:
mitochondrien Aktivitatsabnahme um 35 + 15% des
Spektrophotometer Ausgangswertes
(Angabe als MW + SD)
Komplex I1I:

Effekt nicht signifikant
(Aktivitatszunahme um 40 £ 60% des
Ausgangswertes)
Rattenmuskelmitochondrien: kein
signifikanter Effekt

Daley et al., 2005

Rattenherz-, -hirn-,

20-25 pM Chlorimipramin in-

Komplex I: leichte Inhibition in

[39] -leber-, -nieren- vitro Rattenherz- und
mitochondrien -nierenmitochondrien; kein Effekt in
Spektrophotometer Rattenlebermitochondrien
Komplex I11: starke Inhibition in allen
getesteten Geweben
Modica- Isolierte Neuroleptika 25-200 uM in- Komplex I:
Napolitano et al., | Rattenleber- vitro: Haloperidol, Haloperidol, Chlorpromazin,
2003 [111] mitochondrien Chlorpromazin, Clozapin, Thioridazin: Inhibition mit ICs =
Spektrophotometer | Olanzapin, Thioridazin, 35 uM
Risperidon, Quetiapin Risperidon: ICsq = 65 pM
Quetiapin: ICsq = 125 uM
Clozapin: ~30% Inhibition bei 200 pM
Olanzapin: ~12% Inhibition bei
200 pM
Prince et al., Rattenhirn- Neuroleptika in-vivo 2; 14; 28d: | Komplex I:
1997 [133] mitochondrien Haloperidol (1 mg/kg KG), Haloperidol: Inhibition nach 2; 14; 28 d
Spektrophotometer | Fluphenazin (1 mg/kg KG), Clozapin: kein Effekt
Clozapin (20 mg/kg KG) Fluphenazin: Inhibition nach 14; 28 d
Aufgeflinrte Effekte in allen
untersuchten Hirnregionen (Striatum,
Cerebellum, Hippocampus,
Frontalcortex)
Balijepalli et al., | M&usehirn- Neuroleptika in-vivo 1malige Komplex I:
2001 [12] mitochondrien Gabe; 45d; 90d: Haloperidol 1malige Gabe (akut):
Spektrophotometer | Haloperidol (2 mg/kg KG - d), | Inhibition Striatum (41%),

Risperidon (1,5 mg/kg KG - d),
Clozapin (10 mg/kg KG - d)

Mesencephalon (26%) friiher als
Frontalcortex (45%), Hippocampus
(36%)

Haloperidol chronisch: signifikante
Inhibition in allen getesteten Regionen
(~25-45% Inhibition)*

Risperidon: 29% Inhibition
(Frontalcortex: nach 45 und 90 d;
Hippocampus, Striatum: nach 90 d);
Mesencephalon: kein Effekt

Clozapin: Inhibition Frontalcortex 16%,
Hippocampus 15% nach 90 d; kein
Effekt Striatum, Mesencephalon

* Da die aufgefiihrte Publikation nur eine graphische Darstellung der Daten enthielt, wurden die in der Tabelle
angegebenen Naherungswerte aus den jeweiligen Graphiken ermittelt.
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Li Untersuchtes Testsubstanzen und Beobachtete Effekte auf die
iteraturangabe Gewebe, K : ol
Methoden -konzentrationen Komplex I/111-Aktivitat
Hroudovaetal., | Schweinehirn- Psychopharmaka in-vitro Komplex | (Angaben als MW + SD):
2010 [73] mitochondrien (0,5 mM Desipramin, signifikante Hemmung durch
Spektrophotometer | Amitriptylin, Imipramin, Desipramin
Citalopram, Venlafaxin, (Inhibition ~77,31 £ 12,31%);
Mirtazapin, Tianeptin, Amitriptylin (~53,65 + 10,38%);
Moclobemid, Olanzapin; 5mM |mipramin (~61,92 + 16’35%)1
Lithium, Valproat) Citalopram (~38,85 + 20,38%);
Mirtazapin (~26,54 + 19,62%);
Valproat (~38,85 + 19,42%);
Olanzapin (~23,08 + 15,38%)
Dykens et al., Rinderherz- 0-150 uM Nefazodon, Trazodon, | Nefazodon: Inhibition Komplex I:
2008 [46] mitochondrien Buspiron in-vitro ICso = 14 UM

Immunhistochemie/

Trazodon: kein Effekt

Spektrophotometer Buspiron: Inhibition Komplex I:
1ICs0 = 48 |JM
Nadanaciva et Rinderherz- 20 verschiedene Testsubstanzen | Komplex I: Inhibition durch Nefazodon

al., 2007 [116]

mitochondrien
Immunhistochemie/
Spektrophotometer

50 uM, u.a. Nefazodon,
Paroxetin, Chlorpromazin

(IC5o = 4 uM) > Paroxetin,
Chlorpromazin (1Cso > 50uM)

" Da die aufgefiihrte Publikation nur eine graphische Darstellung der Daten enthielt, wurden die in der Tabelle
angegebenen Naherungswerte aus den jeweiligen Graphiken ermittelt.
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Tab. 8: Ubersicht tiber die Ergebnisse anderer Studien mit Komplex 11/111-Untersuchungen

Literaturangabe Unéeel:;ggt;tes Testsubstanzen und Beobachtete Effekte auf die
Methoden -konzentrationen Komplex 11/111-Aktivitat
Eigene Arbeit Menschliches Antidepressiva 0-3 mM in-vitro | Komplex II/111:
Hirngewebe (Amitriptylin, Nortriptylin, Amitriptylin: 1 mM: Inhibition PFC
Spektrophotometer | Fluoxetin, Citalopram, ~47%, HC ~56 %; ICs, : PFC

Escitalopram, Brofaromin,
Venlafaxin)

~1,21 mM; HC ~0,81 mM
Nortriptylin: 1 mM: Inhibition PFC
~39%, HC ~ 45%; I1Csy: PFC

~1,01 mM; HC ~1,76 mM
Fluoxetin: 1 mM: Inhibition PFC
~53%, HC ~59%; ICsy: PFC

~1,13 mM; HC: ~0,59 mM
Citalopram: 1 mM: Inhibition PFC
~26%, HC ~19%

Escitalopram: 1 mM: Inhibition PFC
~27%, HC ~16 %; ICsy: PFC:

~1,59 mM

Brofaromin: 1 mM: Inhibition PFC
~58%, HC ~51%; ICxy: PFC

~0,74 mM; HC ~0,85 mM
Venlafaxin: 1 mM: kein Effekt PFC,
HC (Inhibition < 5%)

Maurer et al., Menschliches Neuroleptika 0-2,5 mM in-vitro | Komplex 1I/111:

1997 [106] Hirngewebe (Haloperidol, Risperidon, kein signifikanter Effekt <1 mM;
(Frontalcortex) Clozapin, Chlorpromazin, konzentrationsabhangige Hemmung bei
Spektrophotometer | Zotepin) Konzentrationen > 1 mM

Casademont et Mononukleére Neuroleptika in-vivo > 28 Komplex I, I1I: kein signifikanter

al., 2007 [29] Zellen im Blut Monate: Unterschied gegenuiber unbehandelten
psychotischer Haloperidol (13 + 2,3 mg/d), Patienten
Patienten Risperidon (5,2 + 0,8 mg/d),

Spektrophotometer | Clozapin (317 £ 57 mg/d)
Burkhardt etal., |1.) Rattenhirn- 1.) Neuroleptika in-vitro: 1.) Statistisch signifikante
1993 [26] mitochondrien Haloperidol (0-18 puM), Komplex I-Inhibition:

2.) Thrombozyten-
mitochondrien von
Patienten mit
chronischer
Neuroleptika-
Therapie
Spektrophotometer

Chlorpromazin (0-
15 uM), Thiothixen (0-
120 pM), Clozapin (0-
300 pM)

2.) Chronische Therapie mit
Fluphenazin, Loxapin,
Haloperidol, Thiothixen

Haloperidol > 0,18 pM,;
Chlorpromazin > 1 uM;
Thiothixen > 60 pM; Clozapin
>90 uM

Komplex I1l: minimale
Veranderungen unter > 60 UM
Thiothixen, > 300 uM
Clozapin

Komplex 11/111: leicht
verminderte Aktivitat
gegeniliber unbehandelten
Patienten (statistisch nicht
signifikant)

2)

Barrientos et al.,
1998 [14]

Rattenhirn- und
-muskel-
mitochondrien
Spektrophotometer

Haloperidol in-vivo 21 d
(1 mg/kg KG)

Rattenhirnmitochondrien:

Komplex Il: Aktivitdtsabnahme um
54 + 13% (Angabe als MW + SD)
Komplex I1lI: Effekt nicht signifikant
(Aktivitatszunahme um 40 + 60% des
Ausgangswertes)
Rattenmuskelmitochondrien: kein
signifikanter Effekt
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. Untersuchtes Testsubstanzen und Beobachtete Effekte auf die
Literaturangabe Gewebe, K : o
Methoden -konzentrationen Komplex H/111-Aktivitat
Daley et al., 2005 | Rattenherz-, -hirn-, | 20-25 uM Chlorimipramin in- Komplex I1/111: vollstdndige Inhibition
[39] -leber-, -nieren- vitro in Rattenherz-, -leber- und
mitochondrien -nierenmitochondrien
Spektrophotometer Komplex II: kein signifikanter Effekt
Komplex I11: starke Inhibition in allen
getesteten Geweben
Modica- Isolierte Neuroleptika 25-200 uM in- Chlorpromazin: 60% Inhibition bei
Napolitano et al., | Rattenleber- vitro: Haloperidol, 200 uM
2003 [111] mitochondrien Chlorpromazin, Clozapin, Thioridazin: 25% Inhibition bei 50 pM
Spektrophotometer | Olanzapin, Thioridazin, Clozapin: ~25% Inhibition bei 200 M
Risperidon, Quetiapin Haloperidol, Olanzapin, Risperidon,
Quetiapin: kein Effekt
Dykens et al., Rinderherz- 0-150 uM Nefazodon, Trazodon, | Komplex 1I/111: kein Effekt
2008 [46] mitochondrien Buspiron in-vitro
Immunhistochemie/
Spektrophotometer
Nadanaciva et Rinderherz- 20 verschiedene Testsubstanzen | Komplex I1/111: leichte Inhibition durch

al., 2007 [116]

mitochondrien
Immunhistochemie/
Spektrophotometer

50 uM, u.a. Nefazodon,
Paroxetin, Chlorpromazin

Paroxetin, Chlorpromazin, Nefazodon
(1Cs0 > 50uM)
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5.3. Effekte der Antidepressiva auf die Atmungskette

5.3.1. Succinatdehydrogenase (SDH)

In beiden getesteten Hirnregionen zeigte sich bei 1 mM Konzentration flr keines der
Antidepressiva eine wesentliche Beeinflussung der SDH-Aktivitdt. Eine schwache, jedoch
signifikante Hemmung der Enzymaktivitdt wurde lediglich fur Fluoxetin (~17%) und
Amitriptylin (~15%) im Hippocampus sowie Nortriptylin (~9%) im Préfrontalcortex ermittelt.
Brofaromin bewirkte zwar in prafrontalen Homogenaten ebenfalls eine statistisch signifikante
Enzymhemmung (< 5%); dieser Effekt war jedoch ebenso wie die fur alle anderen
Testsubstanzen beobachteten Wirkungen vernachléssigbar gering. Obwohl die Empfindlichkeit
der SDH im hippocampalen Gewebe ein wenig groRer zu sein schien als im Prafrontalcortex,
war dieser Unterschied nicht signifikant (Abb. 5).

Dieses Resultat steht im Einklang mit den in Tab. 6 zusammengefassten Ergebnissen anderer
Arbeiten: Zwar ergaben sich in manchen in-vivo-Studien mit Neuroleptika je nach Hirnregion
und Testsubstanz hemmende und teilweise auch aktivierende Effekte auf die SDH-AKktivitét in
Rattenhirnmitochondrien [14, 156]; demgegenuber wird von den meisten anderen Autoren kein
signifikanter Effekt von Neuroleptika und Antidepressiva in-vivo und auch in-vitro festgestellt.
Eine aktuelle Studie von Hroudova und Fisar [73] beobachtete bei in-vitro-Untersuchungen an
Mitochondrienfraktionen aus Schweinehirn-Homogenaten eine Hemmung der Komplex Il-
Aktivitat durch 0,5 mM Amitriptylin (um rund 35%) und Imipramin (um rund 31%). Hierbei
kamen jedoch andere Methoden zur Probenaufbereitung (Gewinnung von Mitochondrien aus
frischem Gesamtcortex eines Schweins, die nach Abtrennung von Zellkernen und Zell-
bruchstiicken in hypotonem Medium eingefroren wurden) und Untersuchung der Enzymaktivitat
zum Einsatz als in der vorliegenden Arbeit, und die untersuchten Mitochondrien entstammten
auch einer anderen Spezies, was die Unterschiede in den Ergebnissen bedingen konnte. Zudem
wurden in der zitierten Studie bei der Untersuchung nur der SDH als Teil von Komplex Il keine
signifikanten Effekte der Testsubstanzen auf die Enzymaktivitat festgestellt [73], was mit den
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit Gibereinstimmt.

Freilich bleibt zu beachten, dass die eingesetzten Testsubstanzen in den meisten der zitierten
Publikationen andere sind als in der vorliegenden Arbeit und auch keine der aufgefiihrten
Studien in-vitro-Untersuchungen an menschlichem Hirngewebe beinhaltet. Dennoch erscheinen
die vorliegenden Ergebnisse plausibel vor dem Hintergrund, dass auch in anderen Spezies und an

anderen Gewebetypen die Empfindlichkeit von SDH und auch Komplex Il insgesamt gegenuber
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Psychopharmaka im Vergleich mit den anderen Komplexen der Atmungskette gering zu sein
scheint. In Ubereinstimmung damit zeigte sich auch in der vorliegenden Studie, dass selbst die
Substanzen mit dem stérksten inhibitorischen Effekt auf die anderen Enzymkomplexe der
Atmungskette, namentlich Fluoxetin und Brofaromin, die Aktivitdt der SDH nur minimal
beeinflussten. Bestétigt wird dies auch durch die oben erwédhnten Untersuchungen an
Schweinehirnmitochondrien, wo fir alle der elf Testsubstanzen mit Ausnahme von Venlafaxin
und Moclobemid deutlich starkere hemmende Wirkungen auf Komplex | gegeniiber Komplex 11
beobachtet wurden; die deutlichste Hemmung der Komplex I-Aktivitat (> 50%) bewirkten hier
bei einer Konzentration von 0,5 mM die Antidepressiva Desipramin, Imipramin und Amitriptylin
[73].

5.3.2. Komplex I/111
Ein besonderes Augenmerk der vorliegenden Arbeit lag auf Komplex I/l11l der Atmungskette,
zumal es zunehmend mehr Belege dafur gibt, dass die Komplex I-Aktivitat in Thrombozyten,
Skelettmuskel- und Hirngewebe von Parkinson-Patienten reduziert ist [145]. Die Bedeutung
dieses Enzymkomplexes wird auch noch einmal dadurch unterstrichen, dass verschiedenste
Komplex I-Hemmstoffe — wie Rotenon und andere Pestizide oder auch typische Neuroleptika —
in der Lage sind, motorische Stoérungen auszulésen [12, 106, 111, 147].
Von allen untersuchten Antidepressiva zeigten nur Brofaromin, Fluoxetin, Nortriptylin und
Amitriptylin im Screening-Test bei 1 mM Konzentration eine nennenswerte Hemmung der
Komplex I/111-Aktivitat in Hippocampus und Préafrontalcortex von rund 20-40%.
Brofaromin als der einzige getestete MAO-I unterschied sich dabei bezlglich des Verlaufs der
Dosis-Wirkungs-Kurven in beiden untersuchten Hirnregionen deutlich von den anderen
Testsubstanzen: Bei Konzentrationen >1mM zeigte sich keine weitere Zunahme der
inhibitorischen Wirkung auf die Komplex I/I11-Aktivitat, und auch die maximal erreichbare
Hemmung der Enzymaktivitat durch Brofaromin war mit 35-40% deutlich geringer, als flr die
TCA und den SSRI Fluoxetin zu beobachten war.
Beim Vergleich der beiden strukturverwandten TCA Amitriptylin und Nortriptylin fallt auf, dass
die maximal erreichbare Hemmung der Komplex I/I1l-Aktivitat fir beide Substanzen im
Préfrontalcortex gegenuber dem Hippocampus etwas starker zu sein schien (Abb. 7, 8).
Bemerkenswert ist, dass in prafrontalen Homogenaten Nortriptylin ein stérkerer Inhibitor des
Komplexes I/lIl  zu sein schien als Amitriptylin: Eine knapp 15%ige Hemmung der
Enzymaktivitdt wurde durch Nortriptylin bereits bei einer Konzentration von 250 uM, durch
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Amitriptylin  hingegen erst bei 1mM erreicht; Uber den gesamten getesteten
Konzentrationsbereich hinweg verliefen die Dosis-Wirkungs-Kurven der beiden Substanzen
annahernd parallel, wobei die durch Nortriptylin bewirkte Hemmung jeweils etwa 10% (ber der
seiner Muttersubstanz Amitriptylin lag (Abb. 7). Im Gegensatz dazu zeigte sich im Hippocampus
bis zu einer Konzentration von 750 UM eine rund 5-10% starkere Enzyminhibition durch
Amitriptylin. Bei hoéheren Konzentrationen ab etwa 1 mM erwies sich jedoch auch im
hippocampalen Gewebe Nortriptylin als der potentere Hemmstoff der Komplex I/111-Aktivitét,
wobei an den 1Csp-Werten (1,8 mM im Préfrontalcortex versus 2,69 mM im Hippocampus;
s. Tab. 4) deutlich wird, dass die Empfindlichkeit gegentiber diesem Antidepressivum in
prafrontalen Homogenaten offensichtlich héher war. Durch Amitriptylin wurde demgegeniiber
weder im prafrontalen noch im hippocampalen Gewebe eine 50%ige Hemmung der
Enzymaktivitat erreicht.

Uber Ursachen dieser Unterschiede zwischen Amitriptylin und Nortriptylin kann nur spekuliert
werden. Es liegt jedoch die Vermutung nahe, dass die fehlende Methylgruppe bei Nortriptylin
den Zugang zu Strukturen des Komplexes I/IIl erleichtert. Andererseits sprechen die
Untersuchungsergebnisse im Hippocampus mit sehr ahnlichen Dosis-Wirkungs-Kurven fir die
beiden TCA und einer maximal erreichbaren Hemmung von rund 50% (Abb. 8) daftr, dass der
kleine strukturelle Unterschied zwischen Amitriptylin und Nortriptylin keine hinreichende
Bedingung ist; es missen noch andere Faktoren eine Rolle spielen.

Auch fir den SSRI Fluoxetin erbrachten die Untersuchungen Hinweise darauf, dass die maximal
erreichbare Hemmung der Komplex I/111-Aktivitdt vermutlich bei knapp uber 50% liegen
konnte. Die Dosis-Wirkungs-Kurve fir Fluoxetin &hnelte besonders im hippocampalen Gewebe
der fir Nortriptylin; sowohl im Hippocampus als auch im Prafrontalcortex waren diese beiden
Antidepressiva die einzigen Testsubstanzen, die eine 50%ige Hemmung der Komplex I/I11-
Aktivitat erzielten. Die ICso-Werte lagen dabei relativ hoch im mM-Bereich. Im Préafrontalcortex
bestanden praktisch keine Unterschiede in den Wirkungen dieser beiden strukturell
unterschiedlichen Substanzen (Fluoxetin: 1Cso=1,78 mM; Nortriptylin: 1Cs = 1,8 mM),
wéhrend die hippocampalen Homogenate eine etwas grofRere Empfindlichkeit gegentber
Nortriptylin zeigten (ICso = 2,96 mM versus 2,69 mM) (Tab. 4).

Insgesamt kann das vorliegende Ergebnis so gedeutet werden, dass die untersuchten
Antidepressiva entweder keine oder nur eine geringe Wirkung auf den Komplex I/lIl der

mitochondrialen Atmungskette in menschlichem Hirngewebe haben.
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Wie aus der Gegenuberstellung mit anderen Komplex I/I11-Untersuchungen in der Literatur
hervorgeht (Tab. 7), beeinflussen Antidepressiva die Aktivitat dieses Enzymkomplexes
offensichtlich in deutlich geringerem MaRe als Neuroleptika. Den besten Vergleich hierzu bietet
die zitierte Studie von Maurer und Mdller [106], da hier mit den gleichen Methoden die in-vitro-
Effekte von Neuroleptika an Roh-Homogenaten aus tiefgefrorenem menschlichen Frontalcortex
untersucht wurden. Dabei zeigt sich, dass eine 50%ige Hemmung der Enzymaktivitat von
Komplex I/l durch die Antidepressiva Fluoxetin und Nortriptylin durchschnittlich erst in
Konzentrationen erreicht wird, die dem vier- bis sechsfachen der ICs, der Neuroleptika
Risperidon, Zotepin und Chlorpromazin und dem 20- bis 30-fachen der 1Cso von Haloperidol
entsprechen (Tab. 7). Vergleichbar ist die inhibitorische Potenz der getesteten Antidepressiva mit
der des atypischen Neuroleptikums Clozapin.

Da die Autoren der erwahnten Arbeit einen Zusammenhang zwischen dem Grad der Komplex I-
Inhibition durch Neuroleptika und der Inzidenz von EPMS postulieren, legt dies die
Schlussfolgerung nahe, dass Antidepressiva, die hinsichtlich ihres inhibitorischen Effektes auf
Komplex I/111 in etwa mit Clozapin — dem Neuroleptikum mit dem niedrigsten EPMS-Risiko —
vergleichbar sind, ein &hnlich geringes Risiko fir das Auftreten dieser unerwinschten
Arzneimittelwirkung bergen konnten. Dabei muss jedoch berlcksichtigt werden, dass die den
EPMS zugrunde liegenden Pathomechanismen noch nicht hinreichend geklart sind, sodass eine
eindeutige Interpretation der Implikationen der Komplex I/111-Inhibition nicht mdéglich ist.

In der bereits zitierten, im August 2010 publizierten Arbeit von Hroudova und Fisar [73] wurde
eine deutliche Hemmung der Komplex I-Aktivitdt in durch Frieren und Tauen zerstorten
Schweinecortex-Mitochondrien durch 0,5 mM Amitriptylin (um knapp 54%) sowie Citalopram
(~39%), nicht aber durch Venlafaxin beobachtet. Die durch die Antidepressiva bewirkte
Hemmung war dabei deutlich starker als der Effekt durch das atypische Neuroleptikum
Olanzapin (~23% Inhibition). Wenn also tatséchlich der Grad der Komplex I-Inhibition durch
Psychopharmaka positiv mit dem Risiko fur das Auftreten von EPMS korreliert, so misste
folglich eine Therapie mit Antidepressiva eine groRere Gefahr fir diese Nebenwirkung mit sich
bringen als eine Behandlung mit atypischen Neuroleptika. Die Abweichung dieser
Beobachtungen von den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit ist auffallend; ein derart starker
Effekt fir Amitriptylin und Citalopram konnte hier auch bei héheren Konzentrationen nicht
nachgewiesen werden. Eine mdgliche Ursache hierfir liegt in der Anwendung unterschiedlicher
Methoden fur die Untersuchung der Enzymaktivitdt; so wurde von Hroudova und Fisar mit

Rotenon gearbeitet, und nicht der Antimycin-sensitive Teil der NADH-Ubichinon-
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Oxidoreductase bestimmt. Zudem stammten die untersuchten Atmungskettenenzyme aus dem
gesamten Schweinecortex und nicht aus menschlichem Gewebe; folglich kdnnten auch
Speziesunterschiede eine Rolle spielen.

Interessanterweise konnte in einer Studie an menschlichen Fibroblasten-Zellkulturen in-vitro
nach 24-stundiger Inkubation mit 50 uM Amitriptylin eine reduzierte Expression von
Elektronen-Carriern und demzufolge eine rund 25%ige Abnahme der Komplex I/111-Aktivitat
beobachtet werden [36]. Das bedeutet, dass unter &dhnlichen Bedingungen in-vivo
moglicherweise auch andere Effekte eine Rolle spielen als die direkte Einwirkung einer
Testsubstanz auf die Komplexe der Atmungskette.

Erwahnenswert ist an dieser Stelle auch eine in-vitro-Untersuchung zur Wirkung von
Chlorimipramin auf die Atmungskettenkomplexe in Mitochondrienpréparationen aus Hirn, Herz,
Leber und Niere der Ratte [39]: In dieser Studie bewirkte Chlorimipramin in Konzentrationen
von 20-25 uM einen signifikanten und starken hemmenden Effekt auf die Aktivitdt von
Komplex Il (75 bis > 90% Hemmung in allen Gewebearten), jedoch eine wesentlich geringere
Hemmung der Komplex I-Aktivitdt (rund 35% in Herz und Niere; Gehirn wurde nicht
untersucht). Diese Feststellung stimmt Uberein mit den eigenen Beobachtungen, dass die
getesteten Antidepressiva — einschlieflich der TCA — eine deutlich starkere Hemmung von
Komplex II/111 gegentiber Komplex I/lI1 bewirken, die moglicherweise vorrangig auf die

Beeinflussung von Komplex Il zurtickzufiihren sein kénnte.

5.3.3. Komplex 11/111

In der Screening-Untersuchung bei 1 mM Konzentration bewirkten mit Ausnahme von
Venlafaxin alle getesteten Antidepressiva eine signifikante Hemmung der Komplex Il/111-
Aktivitat; die starksten inhibitorischen Wirkungen erzielten wiederum Fluoxetin und Brofaromin
(durchschnittlich 51-59% Hemmung). Dennoch zeigten sich deutliche Unterschiede in den
Wirkungen der Testsubstanzen auf Komplex I1/111 gegeniiber Komplex I/111.

Fur die TCA fallt auf, dass in beiden untersuchten Hirnregionen bei Konzentrationen bis etwa
750 UM Nortriptylin gegentiber Amitriptylin eine stdrkere Hemmung der Komplex II/111-
Aktivitat bewirkte; im Bereich > 1 mM erwies sich — anders als bei Komplex I/lI1l — jedoch die
Muttersubstanz Amitriptylin als der potentere Inhibitor mit einer rund 10% starkeren
Enzymhemmung (s. Abb. 10a, 11). Auch fir Komplex II/lIIl war die maximal erreichbare
Hemmung durch die TCA wiederum im Prafrontalcortex starker ausgeprégt als im
Hippocampus; die Unterschiede hinsichtlich des Gewebetyps waren jedoch gegeniiber den fur
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Komplex I/lI1  beobachteten Effekten deutlicher. Zudem bewirkte Amitriptylin nur in
prafrontalen Homogenaten im Konzentrationsbereich zwischen 50 und 100 uM eine leichte,
statistisch signifikante Aktivierung des Komplexes II/1ll. Insgesamt schienen die TCA ihre
hemmenden Einflisse auf die Atmungskette hauptsachlich tber Komplex II/111 zu vermitteln:
Fur beide Substanzen konnten sowohl im Prafrontalcortex als auch im Hippocampus 1Cso-Werte
ermittelt werden. Hierbei ist bemerkenswert, dass die hippocampalen Homogenate gegenuber
dem préfrontalen Gewebe sehr viel empfindlicher auf Amitriptylin zu reagieren schienen
(ICs0 = 0,81 mM versus 1,21 mM); fir Nortriptylin zeigte sich im Gegensatz dazu eine hohere
Empfindlichkeit im Prafrontalcortex (ICso = 1,01 mM versus 1,76 mM) (s. Tab. 4).

Auch die drei getesteten SSRI unterschieden sich hinsichtlich ihrer Wirkungen auf
Komplex 1I/111: Citalopram und Escitalopram bewirkten bei der Screening-Konzentration von
1 mM dhnliche Effekte auf die Komplex Il/I1I-Aktivitdt mit einer etwas ausgeprégteren
Hemmung im Préfrontalcortex (s. Abb.9); diese regionalen Unterschiede waren jedoch
statistisch nicht signifikant. Fur Escitalopram zeigte sich in Homogenaten des Prafrontalcortex
nach einem anndhernd linearen Verlauf der Dosis-Wirkungs-Kurve bis zu einer Konzentration
von 1mM mit rund 27%iger Hemmung des KomplexesIl/lIIl ein drastischer,
konzentrationsabhangiger Abfall der Enzymaktivitat auf 26% bei 3 mM; vom groben Verlauf her
ahnelte die Dosis-Wirkungs-Kurve fur Escitalopram damit am ehesten der des ebenfalls zu den
SSRI zéhlenden Fluoxetin (Abb. 10b).

Dennoch unterschied sich Fluoxetin deutlich von den beiden anderen SSRI: Bei den hdchsten
Testkonzentrationen erzielte es in beiden untersuchten Hirnregionen mit rund 60-80% die
starkste Hemmung der Komplex II/111-Aktivitat von allen Testsubstanzen; der Verlauf der Dosis-
Wirkungs-Kurven war dabei am ehesten mit den fir Amitriptylin ermittelten Kurven
vergleichbar (Abb. 10, 11). Hierbei ist bemerkenswert, dass — ahnlich wie fur Amitriptylin
beobachtet — auch gegenuber Fluoxetin die Empfindlichkeit des Komplexes II/1II im
Hippocampus deutlich groRer zu sein schien als im Préfrontalcortex (ICso =0,59 mM versus
1,13 mM). Wie diese regionalen Unterschiede zustande kommen, l&sst sich aus den vorliegenden
Daten nicht ableiten. Mdoglicherweise nehmen Unterschiede in der chemischen Struktur der
Testsubstanzen Einfluss auf ihre jeweiligen Wechselwirkungen mit den Atmungskettenenzymen;
auf welche Weise dies jedoch genau vonstattengeht, bleibt zu klaren.

Erwahnenswert sind auch die Beobachtungen, die fir Brofaromin erhoben werden konnten: Im
Unterschied zu Komplex I/1ll, wo die Wirkungen des MAO-I sich deutlich von denen aller

anderen Testsubstanzen unterschieden, zeigten sich fir Komplex I1/111 starke Gemeinsamkeiten
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mit den TCA. Der Verlauf der Dosis-Wirkungs-Kurven fir Brofaromin &hnelte im
Préafrontalcortex bis zu Konzentrationen von 750 uM dem fir Nortriptylin und im Hippocampus
ab >100 uM dem fir Amitriptylin (s. Abb. 10a, 11); im Gegensatz zu den anderen
Antidepressiva fanden sich fur Brofaromin allerdings kaum Unterschiede in den Effekten auf die
Komplex 1I/111-Aktivitdt in Prafrontalcortex (ICso=0,74) und Hippocampus (ICso = 0,85)
(s. Tab.4).

Vergleicht man die Effekte der getesteten Antidepressiva auf die Aktivitdt von Komplex /111
der Atmungskette mit denen von Neuroleptika an menschlichem Hirngewebe in-vitro [106]
(s. Tab. 8), so l&sst sich ein umgekehrtes Verhéaltnis gegenuber Komplex I/111 feststellen:
Wahrend Neuroleptika vorrangig auf die Aktivitit von Komplex I der mitochondrialen
Atmungskette zu wirken scheinen, zeigt sich der hauptséchliche Angriffspunkt der
Antidepressiva in Komplex 11/I1l. Dartiber hinaus scheint auch die maximal erreichbare
Enzymhemmung durch Antidepressiva — sofern die unterschiedlichen Studiendesigns einen
Vergleich zulassen — mindestens genauso stark zu sein wie fiir Neuroleptika beobachtet, in
manchen Fallen sogar noch stérker.

Eine Bestatigung dieser Beobachtungen liefert die bereits erwéhnte in-vitro-Untersuchung mit
20-25 uM Chlorimipramin an Rattenmitochondrien [39]: Hier wird eine vollstandige Inhibition
der Komplex 11/111-Aktivitat in unterschiedlichen Gewebetypen berichtet, die fast ausschlieBlich
auf eine Hemmung von Komplex 111 zurlickgefiihrt wird. Im Kontext des fehlenden Effektes der
Antidepressiva auf die Aktivitat der SDH in der vorliegenden Arbeit ist annehmbar, dass auch in
diesem Falle die festgestellten Wirkungen der Testsubstanzen vorrangig auf Wechselwirkungen
mit Komplex 11l zuriickzufiihren sein kénnten; dies I&sst sich jedoch aus den erhobenen Daten
allein nicht mit Sicherheit belegen.

Festzustellen bleibt zudem, dass sich die beobachteten Effekte der Psychopharmaka schwerlich
quantifizieren lassen: An isolierten Rattenlebermitochondrien beispielsweise scheint eine
deutlich geringere Konzentration fir eine 50%ige Hemmung der Komplex II/111-Aktivitat
erforderlich zu sein als an Homogenaten des menschlichen Frontalcortex [106, 111]. Dennoch
stimmen die aufgefiihrten Arbeiten tendenziell darin berein, dass Neuroleptika einen weitaus
starkeren inhibitorischen Einfluss auf Komplex I/111 als auf Komplex I1/111 austiben.

Dahingegen zeigen die Ergebnisse von Hroudova und Fisar [73] zwar fir alle getesteten
Psychopharmaka mit Ausnahme von Venlafaxin und Moclobemid einen deutlicheren
inhibitorischen Effekt auf Komplex | gegenuber Komplex IlI; mdgliche Einflusse auf

Komplex 111 wurden hierbei jedoch nicht untersucht, sodass diese Beobachtungen der These,
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dass Antidepressiva starkere hemmende Wirkungen auf Komplex Il gegenlber Komplex I

austlben, nicht entgegenstehen.

5.4. Beurteilung der Ergebnisse
Bei der zusammenfassenden Beurteilung der gefundenen Ergebnisse lassen sich folgende
Feststellungen treffen: Die untersuchten Antidepressiva scheinen in menschlichem Hirngewebe
in-vitro unterschiedlich starke, hemmende Effekte auf die mitochondriale Elektronen-
transportkette auszuiiben. Dabei wurden generell stérker ausgepragte inhibitorische Wirkungen
auf die Atmungskettenkomplexe durch die Antidepressiva der ersten Generation Amitriptylin,
Nortriptylin und Brofaromin sowie den SSRI Fluoxetin bewirkt; der SNRI Venlafaxin zeichnete
sich demgegeniber durch die geringste Beeinflussung der Enzymaktivitat aus.
Die vorliegende Untersuchung erbrachte, dass der Hauptangriffspunkt der Testsubstanzen in
Komplex 11/111 der Atmungskette zu liegen scheint; diese Feststellung steht im Gegensatz zu den
fur Neuroleptika erhobenen Beobachtungen, die ihre hemmenden Wirkungen vorrangig Uber
Komplex | vermitteln. Dabei veranschaulichen die Dosis-Wirkungs-Kurven die Konzentrations-
abhangigkeit der beobachteten Effekte auf die Enzymaktivitat. Fir Komplex I1/111 lieR sich durch
die potentesten Inhibitoren unter den Testsubstanzen bei den hochsten getesteten
Konzentrationen eine rund 80%ige Hemmung erzielen, wohingegen keines der untersuchten
Antidepressiva eine mehr als 50%ige Hemmung der Komplex I/l111-Aktivitat bewirkte. Die SDH-
Aktivitat wurde von allen getesteten Substanzen in dhnlich geringer Weise beeinflusst.
Zwischen den untersuchten Hirnregionen zeigten sich Unterschiede mit einer tendenziell etwas
héheren Empfindlichkeit von Komplex I/IIl im Préafrontalcortex und Komplex II/I11 im
Hippocampus; diese Tendenzen fanden sich aber nicht in gleicher Weise fir alle Testsubstanzen.
Des Weiteren stellte sich heraus, dass allein die chemische Struktur und die Zugehorigkeit eines
Antidepressivums zu einer bestimmten Untergruppe dieser Substanzklasse nur bedingt
Ruckschlisse auf seine Wirkungen auf die mitochondriale Atmungskette erlauben: Die
strukturverwandten TCA Amitriptylin und Nortriptylin unterschieden sich deutlich in ihren
Wirkungen auf die Atmungskettenenzyme. In niedrigeren Konzentrationsbereichen — die am
ehesten von klinischem Interesse sein mogen — erwies sich Nortriptylin als starkerer Inhibitor der
Enzymaktivitdt von Komplex I/l sowie Komplex I/lI1  (hier allerdings nur im
Préafrontalcortex). Da Nortriptylin sich jedoch gegenilber der Muttersubstanz Amitriptylin durch
ein gunstigeres Nebenwirkungsprofil auszeichnet, wirde das dafur sprechen, dass eine
Hemmung der Atmungskette sich Klinisch nicht unmittelbar negativ auswirken muss.
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Andererseits lieBe sich aus den gefundenen Ergebnissen unter Umstdnden auch ein
Zusammenhang mit den Unterschieden im klinischen Wirkprofil zwischen Nortriptylin und
Amitriptylin (psychomotorisch aktivierend versus sedierend) ableiten. Doch auch wenn das an
dieser Stelle zu gewagt erscheinen mag, so ist es in jedem Fall im Hinblick auf die klinisch zu
beobachtenden Nebenwirkungsprofile plausibel, dass sich diese beiden Substanzen hinsichtlich
ihrer Effekte auf die Atmungskette unterscheiden.

Vergleicht man die drei getesteten SSRI untereinander, so werden auf den ersten Blick
Unterschiede zwischen Fluoxetin einerseits und Citalopram und Escitalopram andererseits
deutlich. Wahrend Escitalopram bei 1 mM Konzentration gegeniber Citalopram tendenziell
etwas starker hemmend auf alle getesteten Enzymkomplexe wirkte, schien Fluoxetin in seinen
Wirkungen auf die Enzymkomplexe der Atmungskette groRere Ahnlichkeit mit den TCA als mit
den anderen untersuchten SSRI aufzuweisen. Diese Beobachtungen sind zunéchst tGberraschend,;
Citalopram scheint den vorliegenden Ergebnissen zufolge eher weniger Einfluss auf die
Atmungskettenenzyme auszuliben als das isolierte S-Enantiomer Escitalopram, das als der
selektivste SSRI gilt und sich durch ein schnelleres klinisches Ansprechen bei glnstigerem
Nebenwirkungsprofil auszeichnet. Demgegeniiber erscheint es durchaus plausibel, dass
Fluoxetin als der SSRI mit den meisten Berichten (ber unerwiinschte Nebenwirkungen und der
hochsten Inzidenz von EPMS auch eine starkere Hemmung der Atmungskette bewirkt. Zu
beachten bleibt ferner, dass die maximale therapeutische Dosierung bei Citalopram mit 60 mg/d
dreimal so hoch ist wie die von Escitalopram (20 mg/d), wahrend die Tageshdchstdosis flr
Fluoxetin 80 mg/d betrégt [75]. Vom Kklinischen Standpunkt aus ware also tatsédchlich der
starkste hemmende Effekt durch Fluoxetin zu erwarten, wohingegen sich die geringfligig groliere
inhibitorische Potenz von Escitalopram gegeniber Citalopram aufgrund der unterschiedlichen
Dosierung eher nicht bemerkbar machen sollte.

Ein moglicher Erklarungsansatz fiir die beobachteten Unterschiede in den Wirkungen der
untersuchten Antidepressiva auf die Elektronentransportkette ist in der chemischen Struktur der
Substanzen zu suchen, die fir spezifische Wechselwirkungen mit Komponenten der jeweiligen
Enzymkomplexe mitverantwortlich sein mag.

Der SNRI Venlafaxin, der sich im Vergleich mit den anderen Testsubstanzen durch die geringste
Einflussnahme auf die Aktivitat der Atmungskettenenzyme auszeichnet, ist auch strukturell mit
keiner der anderen Substanzen verwandt [114, 170], was die Hypothese stlitzen wirde, dass die
chemische Struktur eines Antidepressivums unter anderem ein entscheidender Faktor fiir seine

Wirkungen auf die Enzymkomplexe der Atmungskette ist. Dennoch kann dies allein keine
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hinreichende Erklarung fur die Beobachtungen der vorliegenden Studie sein; so wurden flr
Brofaromin und Fluoxetin beispielsweise trotz fehlender Strukturgemeinsamkeiten teilweise
starke Ahnlichkeiten mit den beiden TCA bezuglich der Effekte auf die Elektronentransportkette
herausgestellt.

Hinsichtlich der Mechanismen, Uber die die Testsubstanzen die Atmungskettenenzyme
beeinflussen, lassen sich an dieser Stelle nur Vermutungen &uBern. Fir Fluoxetin wurde an
isolierten Rattenlebermitochondrien nachgewiesen, dass es einen spannungsabhangigen
Anionenkanal (VDAC, voltage-dependent anion channel) der Mitochondrienmembran inhibiert
und somit mitochondriale Funktionen verandert [118]. Der Einfluss auf die Atmungskette konnte
aber insbesondere im Falle von Fluoxetin und den beiden TCA ebenso durch Wechselwirkungen
mit Lipidmembranen der Mitochondrien und daraus resultierende Inhibition der
Elektronentransportkette bedingt sein. Bereits frihere Studien berichten derartige Effekte flr
diese Substanzen [9, 151, 169]. Infolge ihrer ausgepragten Lipophilie zeigen die genannten
Antidepressiva die Tendenz zur Akkumulation in Membranen und subzelluldren Strukturen
insbesondere des ZNS, was die vermehrte Empfindlichkeit neuronaler Mitochondrien gegeniiber
diesen Pharmaka erklart [81, 115, 123]. Zudem wirken die getesteten Antidepressiva —
wenngleich in unterschiedlichem Ausmal — auf mehrere Komplexe der Atmungskette, was auch
eher gegen eine direkte Enzyminhibition durch Blockade des katalytischen Zentrums spricht
[116].

Insgesamt lasst sich zusammenfassend festhalten, dass der SNRI Venlafaxin und die getesteten
SSRI weniger hemmend auf die Atmungskettenenzyme zu wirken scheinen als die TCA und der
MAO-I Brofaromin; hierbei muss als Ausnahme aber Fluoxetin gelten, das zwar auch zu den
SSRI z&hlt, sich in seinen Effekten auf die mitochondriale Elektronentransportkette aber deutlich

von den anderen getesteten Vertretern dieser Substanzklasse unterscheidet.

5.5. Bedeutung der Ergebnisse

Es stellt sich nun die Frage, welche Folgen auf zellul&rer Ebene sich aus einer Hemmung der
Atmungskettenenzyme ergeben konnten.

Eine Inhibition der Elektronentransportkette hat eine Zunahme der ROS-Produktion zur Folge,
da die Elektronen gewissermaflen von ihrem physiologischen Weg ,,abgelenkt” werden. Im
zweiten Schritt zieht dies eine weitere oxidative Schadigung der Atmungskettenkomplexe nach
sich, sodass der eingeleitete Prozess sich selbst verstarkt. Es gibt beispielsweise Vermutungen
dartiber, dass eine primare Komplex IlI-Inhibition durch Chlorimipramin tber gesteigerte ROS-
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Produktion und oxidativen Stress sekunddr mdglicherweise eine Hemmung von Komplex |
bewirken und somit schlieflich zum Zelltod fiihren kdnnte [39]. Eine entscheidende Rolle
kommt hier der aktuellen Theorie der ROS-induzierten ROS-Freisetzung (,,ROS-induced ROS-
release, RIRR) zu [175]. Dieser Annahme zufolge bewirkt eine Steigerung der ROS-Produktion
bei Uberschreiten eines gewissen Schwellenwertes eine Offnung der mitochondrialen
Permeabilitats-Transitions-Poren  (mPTP) und eine Abnahme des mitochondrialen
Membranpotentials (MMP). In der weiteren Folge nimmt die ROS-Produktion Uber die
Elektronentransportkette zu, und es kommt schliellich zur ROS-Freisetzung ins Zytosol der
Zelle, was dann als RIRR bezeichnet wird. GemaR dieser Theorie musste also eine Hemmung
eines jeden Komplexes der Atmungskette, sofern sie ein entsprechendes Ausmal} annimmt, Uber
den RIRR-Mechanismus oxidativen Stress in einer Zelle induzieren kénnen. Die Schadigungen,
die mit oxidativem Stress einhergehen, sind vielféltiger Natur: Durch Oxidation funktioneller
Gruppen kann es zur Funktionsbeeintrachtigung zellularer Enzyme kommen. Ein prominentes
Beispiel hierfur ist der in der Zellmembran von Neuronen und Gliazellen lokalisierte Glutamat-
Transporter, dessen Sulfhydryl-Gruppen oxidiert werden koénnen. Hieraus resultiert ein
Funktionsverlust des Transporters, Glutamat kann nicht mehr aus dem Extrazellularraum
aufgenommen werden und akkumuliert in Folge; die Konsequenz ist eine Glutamat-abhéngige
Exzitotoxizitat mit Calcium-Uberladung der Zelle [25]. Oxidativer Stress kann aber auch
sekunddr zur sogenannten ,indirekten Exzitotoxizitit beitragen: Der durch Hemmung der
Atmungskette provozierte ATP-Mangel bewirkt eine Abnahme des MMP, was zur Aktivierung
von NMDA-Rezeptoren und nachfolgend zum Einstrom von Glutamat und damit letztlich
wiederum von Calcium fiihrt; letzte Konsequenz all dieser Verénderungen kann schlielich der
apoptotische Zelltod sein [5].

Ein Argument fir die zentrale Rolle von oxidativem Stress in der Pathophysiologie
Antidepressiva-bedingter Nebenwirkungen ist auch die Tatsache, dass zytotoxische Effekte von
Psychopharmaka in-vitro teilweise durch Zugabe antioxidativer Substanzen verhindert oder
zumindest abgemildert werden kénnen [36].

Des Weiteren resultiert aus einer Hemmung der mitochondrialen Atmungskette eine verminderte

ATP-Bereitstellung, wodurch alle zellularen Funktionen beeintrachtigt werden.

5.6. Klinische Implikationen

Hinsichtlich der klinisch-praktischen Implikationen der gefundenen Ergebnisse ist von Interesse,

wie stark eine Inhibition der Atmungskettenenzyme sein muss, um sich klinisch bemerkbar zu
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machen, und ob sich aus den Beobachtungen Rickschlisse hinsichtlich des Nebenwirkungs-
profils der jeweiligen Psychopharmaka ziehen lassen.

Einem Review zufolge kommt es zu einer signifikanten Zunahme der ROS-Produktion durch die
mitochondriale Atmungskette bei einer Inhibition von Komplex | um etwa 25-30%. Bei
Komplex 11 und IV hingegen findet sich dieser Effekt erst bei einer Uber 70%igen Inhibition,
wobei dann die ROS-Produktion absolut gesehen deutlich starker zunimmt. Der ausgelste
Effekt ist dabei stark Zelltyp-abhangig: Wahrend bei synaptischen Gehirnmitochondrien bereits
durch eine 25%ige Komplex I-Inhibition die ROS-Produktion signifikant zunimmt, ist hierfir
bei Homogenaten, die auch neuronale Zellkorper und Glia enthalten — wie es etwa bei der
vorliegenden Arbeit der Fall ist — eine Inhibition von mehr als 70% erforderlich. Eine 10%ige
Komplex I-Inhibition ist jedoch bereits ausreichend, um die Empfindlichkeit der Mitochondrien
gegeniber oxidativem Stress zu steigern, erkenntlich an einer Abnahme des MMP [2].

Die getesteten Antidepressiva verursachen eine Hemmung vorrangig von Komplex /111, in
geringerem Malie auch von Komplex I/l1l, und haben nur einen minimalen Einfluss auf die
SDH-AKktivitdt. Da jedoch die Atmungskettenenzyme in-vivo nicht unabhdngig voneinander
betrachtet werden konnen, sondern in Form supramolekularer ,,Respirasomen® miteinander
assoziiert sind, ist davon auszugehen, dass eine Stérung grofReren Ausmalies sich auf die
Gesamtfunktion der Elektronentransportkette auswirken wird, unabhdngig davon, welcher der
Enzymkomplexe primar betroffen ist [54, 171].

Hierbei ist allgemein anzumerken, dass die Ergebnisse von in-vitro-Untersuchungen keineswegs
ohne jegliche Modifikationen auf die Verhéltnisse am lebenden Organismus ubertragbar sind.
Aus dem Vergleich in Tab. 6-8 geht bereits hervor, dass im Allgemeinen signifikante Effekte auf
die Atmungskette an isolierten und zerstorten Mitochondrien in-vitro durch geringere
Psychopharmaka-Konzentrationen ausgeldst werden als an Gewebe-Homogenaten oder intakten
Zellen. Die Beurteilung der Verhéltnisse in-vivo ist noch deutlich schwieriger, da zum einen die
in den einzelnen Geweben erzielten Psychopharmaka-Konzentrationen sich kaum exakt
bestimmen lassen und zum anderen die ausgepragten interindividuellen Unterschiede
unkalkulierbare Einflussfaktoren darstellen. Generell ist aber zu erwarten, dass im lebenden
Organismus die Psychopharmaka-induzierten Effekte auf die Atmungskette eher geringer sein
werden als in den vorliegenden Experimenten, da einerseits so hohe Konzentrationen selbst im
Falle einer Akkumulation der lipophilen Antidepressiva in Mitochondrien des ZNS wohl kaum
erreicht werden und andererseits in-vivo komplexe Wechselwirkungen mit metabolisierenden

Enzymen und gegebenenfalls mit anderen Arzneimitteln bestehen.
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Des Weiteren ist bislang nicht genau bekannt, in welcher Weise sich Stérungen der
Elektronentransportkette klinisch manifestieren. Mitochondrien sind in derart viele komplexe
Stoffwechselwege und dartber hinausgehende Funktionen im menschlichen Organismus
eingebunden, dass ein Ausfall ihrer Funktion eine uniiberschaubare Mannigfaltigkeit klinischer
Symptome bedingen kann, darunter Lactatazidose, Kardiomyopathien, Myopathien,
Neuropathien, Retinopathien, gastrointestinale Stérungen, Ototoxizitdt, Diabetes mellitus,
hepatische Steatose und Hamatotoxizitat. Haufig findet sich eine Kombination unterschiedlicher
Symptome, was eine eindeutige Zuordnung zur ausldsenden Ursache zusatzlich erschwert [144].
Ferner ist zu bedenken, dass Patienten, die sich aufgrund einer depressiven Erkrankung einer
langerfristigen medikamentésen Therapie unterziehen mdissen, nicht selten Comorbiditaten
aufweisen. Schon fiir sich genommen impliziert diese Tatsache die Schwierigkeit der
Differenzierung zwischen ,,endogenen Krankheitssymptomen und Antidepressiva-induzierten
Nebenwirkungen. Zusatzlich bedeutet dies aber auch, dass viele Patienten neben Antidepressiva
noch weitere Medikamente einnehmen, die ihrerseits wiederum Ursache vielseitiger Neben- und
Wechselwirkungen sein kénnen.

Zu beachten bleibt auRerdem, dass sich eine mitochondriale Funktionsstorung aufgrund der
grollen funktionellen Reserve erst offenbaren wird, wenn das AusmafR der Schadigung eine
gewisse kritische Schwelle iberschritten hat und der Funktionsausfall nicht langer kompensiert
werden kann [47]. Effekte auf zellularer Ebene stellen also ein sehr sensitives Element zum
Nachweis mitochondrialer Schaden noch vor dem Auftreten erster klinischer Symptome dar.

Aus diesen Ausfuhrungen wird ersichtlich, dass eine klare Zuordnung klinischer Symptome zu
bestimmten Dysfunktionen der mitochondrialen Atmungskette nie mit absoluter Sicherheit
erfolgen kann. Wohl aber lassen sich Hypothesen tber mogliche Zusammenhange anhand der

vorliegenden Ergebnisse aufstellen.

5.7. Nebenwirkungen durch Hemmung der Atmungskette

Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse erscheint es plausibel, anzunehmen, dass Effekte der
Antidepressiva auf die mitochondriale Atmungskette zumindest mitverantwortlich sein kdnnten
fir manche unter antidepressiver Therapie beobachtete Nebenwirkungen. Fir diese Hypothese
wirde unter anderem sprechen, dass mdgliche Nebenwirkungen antidepressiver
Langzeitmedikation wie beispielsweise kardiotoxische Effekte, neurologische Symptome in
Form Kkognitiver Stérungen oder auch Bewegungsstorungen gerade die Gewebe mit einer
uberdurchschnittlich hohen Mitochondriendichte betreffen, wie etwa Gehirn, Herz und
Skelettmuskel. In diesen Organen mit dem hochsten Energiebedarf wird sich ein durch
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mitochondriale Dysfunktion bedingter ATP-Mangel in erster Linie manifestieren. Daran wird
erkennbar, dass sich allein anhand der klinischen Symptomatik keine eindeutigen Ruckschllsse
auf den zugrunde liegenden Pathomechanismus ziehen lassen; vermutlich werden jedoch ATP-
Depletion und Schadigungen durch oxidativen Stress parallel auftreten und synergistisch zur
Manifestation klinischer Symptome beitragen.

Wenn Mitochondrien ein Angriffspunkt von Arzneimittel-Toxizitat sind — wie es bei einigen
Antidepressiva zumindest in hohen Konzentrationen der Fall zu sein scheint — so liegt die
Annahme nahe, dass sie dadurch gleichermalRen die Ursache sekundérer Toxizitat sind, bewirkt
durch eine gesteigerte ROS-Produktion, wie es bereits 1999 fir Imipramin, Clomipramin und
Citalopram an menschlichen Leukamie-Zellen gezeigt werden konnte [172]. In diesem Falle ist
davon auszugehen, dass diese Prozesse sich in klinischen Korrelaten widerspiegeln.

Storungen der mitochondrialen Elektronentransportkette werden mit einer Vielzahl degenerativer
Erkrankungen und Bewegungsstorungen in Verbindung gebracht, darunter Chorea Huntington,
Morbus Parkinson und idiopathische Dystonien [61, 145]. Auch im Zusammenhang mit
medikamentdsen antidepressiven Therapien finden sich in der Literatur der letzten Jahre gehéuft
Berichte ber das Auftreten von Bewegungsstorungen (Akathisien, Dystonien, Parkinson-
ahnliche Symptome, Restless-Legs-Syndrom), die teilweise in ihrer klinischen Manifestation den
unter Neuroleptika-Therapie zu beobachtenden EPMS entsprechen. Interessant ist diesbeziiglich,
dass ein Erklarungsmodell der Spéatdyskinesien oxidative Schédigungen in Folge der
Neuroleptika-bedingten Hemmung des Komplexes| der Atmungskette als Ursache der
Bewegungsstorungen annimmt [106]. Es gibt Uberlegungen, dass ein durch den gestérten
Energiemetabolismus  bedingtes stdndiges Schwanken zwischen Depolarisation und
Hyperpolarisation  neuronaler Zellen zu Exzitotoxizitdt und Dysregulationen im
Neurotransmitter-Metabolismus fiihren konnte [133]. Klinisch wéren hier Manifestationen in
Form unterschiedlicher neurologischer Dysfunktionen denkbar. Bezeichnend ist in diesem
Zusammenhang, dass gerade Fluoxetin, das Antidepressivum, das in der Literatur am haufigsten
mit der Auslésung EPMS-artiger Bewegungsstorungen in Verbindung gebracht wird, unter den
getesteten Antidepressiva zu den stérksten Inhibitoren der Elektronentransportkette gehort. Es
konnte also ein Zusammenhang zwischen der Antidepressiva-bedingten Hemmung der
Atmungskettenenzyme und dem Risiko fur das Auftreten von Nebenwirkungen wie etwa
Bewegungsstérungen angenommen werden. Hierbei darf man jedoch nicht vergessen, dass es
sich bei Fluoxetin um den am haufigsten eingesetzten und am langsten auf dem

Arzneimittelmarkt befindlichen SSRI handelt, sodass allein aus der Tatsache, dass hier die
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meisten Berichte Uber unerwinschte Nebenwirkungen wie Bewegungsstorungen vorliegen, noch
nicht allzu viel geschlossen werden kann. Auch im Zusammenhang mit anderen Antidepressiva
wird — wie oben ausfuhrlich dargestellt — tiber Bewegungsstérungen berichtet. Zudem werden
viele Metaanalysen, die neuere Antidepressiva mit dlteren Substanzen vergleichen, von der
jeweiligen Herstellerfirma finanziert, sodass ein gewisses Mal3 an ,,publication bias* nicht
auszuschliefRen ist [49, 57, 150, 163]. Insgesamt finden sich in der Literatur fur alle untersuchten
Antidepressiva Berichte tber &hnliche Nebenwirkungen; diese scheinen jedoch hé&ufiger zu sein
bei den Substanzen, fir die in der vorliegenden Arbeit ein starkerer hemmender Effekt auf die
mitochondriale Atmungskette herausgestellt werden konnte, namentlich Fluoxetin, die anderen
SSRI, die TCA, und sehr selten nur Venlafaxin (s. Tab. 2). Da Brofaromin klinisch nicht
eingesetzt worden ist, finden sich diesbeziiglich auch keine Berichte Giber Nebenwirkungen einer
Therapie.

Demgegenuber stehen die Ergebnisse einer Studie aus dem Jahre 2000, in der in-vitro
neurotoxische Effekte durch TCA und SSRI, nicht aber durch MAO-I, auf Hippocampus-Zellen
von Mausen beobachtet wurden [130]. In der vorliegenden Arbeit fanden sich jedoch im
Vergleich mit den anderen getesteten Antidepressiva besonders starke inhibitorische Effekte auf
die untersuchten Atmungskettenkomplexe durch den MAO-I Brofaromin. Dieser scheinbare
Widerspruch ist vermutlich zum einen auf Unterschiede in den verwendeten Testsubstanzen,
zum anderen auf die unterschiedlichen Untersuchungsmethoden zurlckzufuhren, denn in der
erwéhnten Publikation stehen die Einflusse der Antidepressiva auf Glutathion-Gehalt, NF«kB-
Aktivitat und Zelliberleben im Vordergrund, sodass diese Ergebnisse den beobachteten Effekten
auf die Atmungskette und deren mdglichen Implikationen nicht entgegenstehen.

An Mausen wurde beobachtet, dass neurologischer Funktionszustand und Lebenserwartung
positiv mit der Aktivitat der Atmungskettenkomplexe I und 1V und negativ mit dem Ausmaf
oxidativer Schadigungen der Mitochondrien korrelieren [23]. Im Hinblick auf die Tatsache, dass
die einzelnen Komplexe der Atmungskette als Funktionseinheit zusammenarbeiten, kdnnte man
hieraus schlussfolgern, dass sich auch beim Menschen eine Stérung der mitochondrialen
Atmungskette negativ auf bestimmte neurologische Funktionen auswirken mag. Diesbeziglich
liegen zwar keine konkreten Daten vor, aber es gibt Berichte (iber eine gesteigerte Rate an
Suiziden oder Suizidversuchen unter Therapie mit Antidepressiva, gerade bei jugendlichen
Patienten mit SSRI-Medikation (hier insbesondere Fluoxetin) [96, 134]. Die patho-
physiologischen Mechanismen auf zellulérer Ebene, die der gesteigerten Suizidalitat zugrunde

liegen, sind bislang nicht geklart. Denkbar ware jedoch, dass eine durch die Antidepressiva
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ausgeloste Dysfunktion der mitochondrialen Atmungskette mit daraus resultierender
energetischer Unterversorgung bestimmter Gehirnareale hierbei mit eine Rolle spielt. Einer
Theorie zufolge besteht ein Zusammenhang zwischen affektiven Stérungen und einer
Dysfunktion im Energiemetabolismus. Basierend auf der Beobachtung, dass depressive
Erkrankungen haufig mit kardiovaskuldren Comorbiditéten assoziiert sind, gibt es Vermutungen,
dass durch Probleme seitens des Herz-Kreislauf-Systems hypoxische Zustdnde im ZNS bewirkt
werden, die ihrerseits Stérungen des zerebralen Energiemetabolismus bedingen. Dies wird als
MitauslOser depressiver Erkrankungen angesehen [113]. Man konnte nun anhand der
vorliegenden Ergebnisse mutmalien, dass einem Nichtansprechen auf medikamenttse
antidepressive Therapie oder auch einer vermehrten Suizidalitat mdglicherweise ein &hnlicher
Effekt zugrunde liegt, namlich eine durch Hemmung der Elektronentransportkette — eventuell bei
Patienten mit entsprechender Pradisposition aufgrund kardiovaskul&rer Grunderkrankungen —
ausgeldste Storung des Energiemetabolismus im ZNS, wodurch die depressive Symptomatik

aufrechterhalten oder sogar noch verstarkt werden konnte.

5.8. Protektive Effekte durch Hemmung der Atmungskette

Andererseits konnten von einer Antidepressiva-induzierten Hemmung der Atmungskette auch
protektive und gewissermalien therapeutische Effekte ausgehen.

Einigen Studien zufolge wirken Antidepressiva oxidativem Stress entgegen. Die zugrunde
liegenden Mechanismen sind bislang nicht abschlieBend geklart; diskutiert werden unter
anderem eine gesteigerte Expression antioxidativer Enzyme wie der Glutathion-Peroxidase und
der Superoxid-Dismutase und antioxidativer Coenzyme wie Vitamin C und p-Carotin, sowie
eine Verminderung der Immunantwort [51, 94].

Zwar finden sich in der Literatur diesbeziglich bislang keine konkreten Untersuchungen, doch
wére es durchaus maglich, dass diese beobachteten protektiven Wirkungen auf Effekte der
Antidepressiva auf die Atmungskette zurtickzufiihren sein kdnnten. Wie aus Abb. 10 ersichtlich
wird, konnten Antidepressiva in sehr geringen Konzentrationen — wie bei den im menschlichen
Korper erzielten therapeutischen Konzentrationen — eine leichte Aktivierung einzelner
Atmungskettenenzyme bewirken. Dies kénnte eine vermehrte Bereitstellung von ATP und somit
eine Verbesserung kognitiver sowie kdrperlicher Funktionen im Allgemeinen zur Folge haben
und in gewissem Sinne neue Energie zur Uberwindung der Depression bieten. Fir diese
Hypothese sprache, dass auch fir die therapeutischen Effekte der Elektrokrampftherapie im

Rahmen depressiver Erkrankungen eine Beeinflussung der Atmungskettenaktivitat, vornehmlich
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eine Aktivitatssteigerung der Komplexe Il und 1V, als potentieller Wirkmechanismus
angenommen wird [136]. Zudem wurde bereits 1995 nach in-vivo-Gabe von Imipramin Uber
einen Zeitraum von ein bis zwei Wochen an Rattenhirnmitochondrien eine Stimulation der
zellularen Atmung beobachtet. Die Autoren schlossen aus der gesteigerten ATP-Produktion, dass
hier ein antidepressiver Effekt durch vermehrte Energiebereitstellung unter anderem fur
Neurotransmittersynthese und -freisetzung erzielt werden konnte [79]. Analog dazu konnten
auch die vorliegenden Ergebnisse interpretiert werden.
Aber auch der entgegengesetzte Sachverhalt wére denkbar, ndmlich ein protektiver oder auch
therapeutischer Effekt durch eine milde Hemmung der Elektronentransportkette: Einer Studie an
Maéusen zufolge koénnte eine leichte Aktivitatsminderung der Atmungskette Calcium-abhangige
exzitotoxische Hirnschédigungen verhindern und die Lebenserwartung verlangern [40].
Es wird angenommen, dass depressive Erkrankungen mit einem verminderten Gehalt mehrfach
ungeséattigter Fettsduren in zellularen Membranen sowie einer verringerten Expression
antioxidativer Enzyme und Coenzyme bei gleichzeitig vermehrter Expression pro-
inflammatorischer Zytokine einhergehen [51]. Zudem soll durch den bereits geschilderten
Neurotrophin-Mangel die Empfindlichkeit neuronaler Zellen gegeniiber neurotoxischen
Schadigungen erhoht sein [6]. Zunehmend finden sich in der Literatur Hinweise dafir, dass
psychiatrische Erkrankungen mit strukturellen und funktionellen Verdnderungen der
Mitochondrien einhergehen. So wurden beispielsweise neuroanatomische Auffalligkeiten
hinsichtlich der Morphologie von Komplex I-Untereinheiten in Gehirnmitochondrien sowie
pathologische Aktivitdten mitochondrialer Enzyme im Muskelgewebe depressiver Patienten
nachgewiesen [16, 136]. Vor diesem Hintergrund wére es denkbar, dass depressive Stérungen
von vorn herein mit einer Dysfunktion der mitochondrialen Atmungskette einhergehen, sodass
die Beeinflussung der Atmungskette durch Antidepressiva hier moéglicherweise therapeutischen
Nutzen im Sinne einer Normalisierung des gestorten Energiemetabolismus darstellen kdnnte. Zur
Verifizierung dieser Hypothese wéren jedoch weitere Untersuchungen nétig; die vorliegenden
Daten konnen hier lediglich Anlass zu Vermutungen bieten.

5.9. Ausblick und weiterer Forschungsbedarf
Die vorliegende Arbeit zeigt, dass Antidepressiva in-vitro vor allem in hohen Konzentrationen
hemmende Wirkungen auf die mitochondriale Atmungskette in menschlichem Hirngewebe
austiben.
Die dargestellten Ergebnisse konnten unter Umstanden weitreichende klinische Implikationen

haben. Zum einen gewinnt das Thema der ,Mitotoxizitdt® gerade im Rahmen langjahriger
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medikamentdser Therapien immer mehr an Bedeutung. Die Kenntnis moglicher Spatfolgen einer
antidepressiven Therapie kann dazu beitragen, eventuelle Schédigungen auf zelluldrer Ebene
nach Mdglichkeit zu verhindern oder zumindest rechtzeitig zu erkennen und somit Patienten
kiinftig vor unerwinschten Nebenwirkungen einer Medikation mit Antidepressiva zu schtzen.
Dies ist aus Kklinischer sowie soziodkonomischer Sicht umso bedeutender, als die Pravalenz
depressiver Erkrankungen gerade auch unter Kindern und Jugendlichen zunimmt [96] und
Antidepressiva dariber hinaus vielféltige Anwendung in anderen Gebieten der Medizin, wie
etwa der Schmerz- und Tumortherapie, finden.

Hierbei besteht noch Forschungsbedarf. Zum einen ware es wiinschenswert, in die durchgefiihrte
Testung noch weitere, insbesondere neuere Substanzen aus der Klasse der Antidepressiva
aufzunehmen (wie beispielsweise den NARI Reboxetin, den NDRI Bupropion und den
Melatonin-Rezeptoragonisten Agomelatin), und auch Komplex 1V der Elektronentransportkette
mit in die Untersuchungen einzubeziehen. Zum anderen sollten auch zusétzliche Hirnregionen
untersucht werden, beispielsweise weitere Cortexregionen, Cerebellum und Amygdala, da auch
fir diese Gebiete eine Implikation in die Pathophysiologie depressiver Erkrankungen
angenommen wird. Eine Limitation der vorliegenden Arbeit ist, dass das untersuchte
Gehirngewebe von einem einzigen Individuum stammte; um eine groRere Verallgemeinerbarkeit
zu erzielen, wére es erforderlich, weiteres Probenmaterial zu untersuchen, vorzugsweise als
Vergleich zwischen Gehirngewebe gesunder Probanden und Patienten mit depressiven
Erkrankungen, nach Madglichkeit auch unter Verwendung von Material von Menschen
unterschiedlicher Altersstufen.

Mit der eingesetzten Methode ist zudem keine Aussage Uber den genauen Mechanismus
maoglich, Gber den Antidepressiva die Atmungskette hemmen. Eine diesbezugliche Aufklarung
waére jedoch von Interesse, um gezielt in diese Vorgéange eingreifen zu kénnen. Darlber hinaus
bote es sich an, die durchgeflihrten Experimente unter Zugabe von Substanzen mit antioxidativen
Eigenschaften, wie etwa Glutathion, Ascorbinsdure oder a-Tocopherol, zu wiederholen unter der
Fragestellung, ob diese Substanzen mdglicherweise eine Antidepressiva-induzierte Hemmung
der Atmungskette verhindern kénnen.

Ein Vorzug der vorliegenden Arbeit liegt in der Verwendung menschlichen Hirngewebes, was
durch die stark begrenzte Verflgbarkeit jedoch zwangslaufig die oben genannten
Einschrankungen mit sich bringt. Da aber die Ergebnisse von in-vitro durchgefiihrten Studien
nicht ohne weiteres auf die Verhdltnisse in-vivo (bertragbar sind, waren Studien an

Tiermodellen und in weiteren Schritten klinische Studien an menschlichen Probanden
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wuinschenswert, um die in-vitro gefundenen Zusammenhénge zu bestatigen. Basierend auf den
Ergebnissen entsprechender in-vitro-Versuche ware beispielsweise zu prufen, ob die
Coadministration antioxidativer Substanzen zusammen mit der erforderlichen antidepressiven
Medikation die Inzidenz von Nebenwirkungen senken kann.

Weiterreichende Implikationen konnten die gefundenen Ergebnisse auch auf dem Gebiet der
Tumortherapie haben, zumal Antidepressiva in der Tumorforschung immer mehr ins Zentrum
des Interesses rucken. Es ist bekannt, dass Antidepressiva — unter anderem Amitriptylin,
Citalopram und Fluoxetin — in-vitro zytotoxische Wirkungen auf menschliche Tumorzellen
ausiiben. Uber die genauen Mechanismen, die letztlich zur Apoptose dieser Zellen fiihren,
herrscht groBtenteils noch Unklarheit; vermutet wird jedoch ein nicht-mitochondrialer Weg des
Zelltods [7, 67, 171]. Es gibt allerdings auch Hinweise, dass die zytotoxische Wirkung
antidepressiver Substanzen auf Tumorzellen Uber eine Hemmung der Atmungskette vermittelt
wird: In einer in-vitro-Studie wurde nachgewiesen, dass Chlorimipramin Apoptose in
menschlichen Glioblastomzellen induziert und die Elektronentransportkette, insbesondere
Komplex 11, in isolierten Rattenmitochondrien unterschiedlicher Gewebetypen inhibiert [39].
Die Autoren schlossen daraus, dass eine Hemmung von Komplex Il mit nachfolgend
gesteigerter ROS-Produktion Uber oxidative Schadigung sekundar auch eine Komplex I-
Inhibition und letztlich den Zelltod iber den Weg der Apoptose oder auch Nekrose bewirkt.
Dieser Befund kdnnte von Bedeutung sein fur die Tumortherapie, da maligne Tumoren haufig
bereits funktionskompromittierte Mitochondrien mit einer verminderten Aktivitat der
Elektronentransportkette aufweisen. Eine Therapie mit Medikamenten, die die mitochondriale
Atmungskette hemmen, wirde daher selektiv gerade die Tumorzellen schadigen, da diese im
Vergleich zu den gesunden Gewebezellen Uber eine geringere funktionelle Reservekapazitat
beziiglich der Mitochondrien verfligen und somit eine mitochondriale Dysfunktion mit ihren
Folgen auf den Energiemetabolismus schlechter kompensieren koénnen. Wie aus der
vorliegenden Arbeit hervorgeht, waren die getesteten TCA sowie Brofaromin und Fluoxetin
potentielle Kandidaten fir eine solche medikamentése Tumortherapie.

Insgesamt liefert die vorliegende Arbeit einen Beitrag zu einem bislang zu wenig beachteten
Themenkomplex im Zusammenhang mit antidepressiven Therapien. Trotz aller oben genannten
Einschrankungen konnen die gefundenen Ergebnisse weitreichende Implikationen fir mehrere
Bereiche der Medizin darstellen und bieten einen Ansatzpunkt flr weitergehende gezielte

Forschung auf diesem Themengebiet.
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6. Zusammenfassung

Ausgehend von Literaturdaten, die auf einen mdglichen Zusammenhang zwischen dem Auftreten
extrapyramidal-motorischer Stérungen (EPMS) unter Neuroleptika-Therapie und hemmenden
Effekten dieser Psychopharmaka auf die Enzymkomplexe der mitochondrialen Atmungskette
(hierbei insbesondere Komplex 1) hinweisen, sollte die vorliegende Untersuchung prufen, ob
auch Antidepressiva in der Lage sind, die Elektronentransportkette der Mitochondrien zu
beeinflussen. Da EPMS auch als Nebenwirkung einer Behandlung mit Antidepressiva beobachtet
werden, bestand die Vermutung, dass bestimmte antidepressiv wirksame Substanzen ahnliche
hemmende Wirkungen auf die Enzyme der Atmungskette ausiiben konnten wie Neuroleptika.

In der vorliegenden Pilotstudie wurden in-vitro-Effekte von Amitriptylin, Nortriptylin,
Fluoxetin, Citalopram, Escitalopram, Brofaromin und Venlafaxin auf die Atmungskettenenzyme
SDH, Komplex I/l1l und Komplex 1I/11l in Homogenaten aus tiefgefrorenen Proben des
Hippocampus und Préfrontalcortex eines an einem Myokardinfarkt verstorbenen Mannes ohne
psychiatrische und neurodegenerative Erkrankungen untersucht. Es sollte geprift werden,
welches der ausgewéhlten Antidepressiva die starkste inhibitorische Potenz hat und ob die
Enzymkomplexe der Atmungskette in den beiden untersuchten Hirnregionen unterschiedlich
empfindlich auf Antidepressiva reagieren wirden.

Die Untersuchung erfolgte in zwei Schritten: Ein Screening-Test bei einer relativ hohen
Konzentration der Testsubstanzen von 1 mM sollte zundchst dazu dienen, diejenigen Wirkstoffe
zu identifizieren, die mehr als 20% Hemmung der Enzymaktivitat bewirkten. Im zweiten Schritt
wurde nur fir diese Substanzen die Konzentrationsabhangigkeit der beobachteten Effekte
analysiert. Alle Messungen erfolgten als Doppelbestimmung in vier bis acht separaten
Experimenten.

Die Untersuchungsergebnisse zeigten, dass bei einer Konzentration von 1 mM Kkeine der
Testsubstanzen eine nennenswerte Beeinflussung der SDH-Aktivitdt in den untersuchten
Hirnregionen bewirkte (Hemmung < 20%).

Komplex /111 erfuhr bei 1 mM Konzentration eine mehr oder weniger starke, jedoch signifikante
Hemmung durch alle Antidepressiva mit Ausnahme von Venlafaxin und Citalopram im
Préafrontalcortex bzw. mit Ausnahme von Citalopram im Hippocampus. Die starkste Inhibition
bei dieser Konzentration erzielten die Substanzen Brofaromin, Fluoxetin und Nortriptylin, wobei
die Effekte in beiden Hirnregionen &hnlich waren (zwischen 27% und 40% Hemmung der

Enzymaktivitat).
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Zusammenfassung

Die starksten hemmenden Wirkungen waren fir alle Antidepressiva aufler Venlafaxin an
Komplex 1I/111 in beiden Hirnregionen zu beobachten. Bei einer Konzentration von 1 mM
bewirkten Brofaromin, Fluoxetin, Nortriptylin und Amitriptylin eine Hemmung der
Komplex 11/111-Aktivitat im Bereich von 45% bis 59%.

Fur alle untersuchten Antidepressiva fand sich eine Konzentrationsabhangigkeit der auf
Komplex I/lI1 und Komplex 1l/l111 erzielten Effekte. Im Préfrontalcortex zeigten sich fur
Brofaromin und Nortriptylin sehr &hnliche Verldufe der Dosis-Wirkungs-Kurven fir
Komplex 1I/I1I mit einer schwachen Hemmung der Enzymaktivitat im Konzentrationsbereich
zwischen 25 uM und 250 uM. Die maximal erzielbare Hemmung der Komplex I1/111-Aktivitét
lag bei durchschnittlich 58-82% und wurde bei Konzentrationen ab etwa 1 mM erreicht.
Amitriptylin, die Muttersubstanz des Nortriptylins, bewirkte dagegen zunéchst eine leichte,
jedoch signifikante Aktivierung des Komplexes Il/111 im Préafrontalcortex bei Konzentrationen
zwischen 50 uM und 100 pM; ab 500-750 pM kam es zu einem steilen Aktivitatsabfall mit
maximaler Hemmung von knapp 80% bei einer Konzentration von 2-3 mM. Im Hippocampus
dahingegen wirkte Amitriptylin im gesamten getesteten Konzentrationsbereich inhibitorisch auf
Komplex 11/11l. Dieser Befund erklart moglicherweise die unterschiedlichen [1Cso-Werte fiir
Amitriptylin in den untersuchten Hirnregionen (Préafrontalcortex: 1,21 mM; Hippocampus:
0,81 mM).

Fluoxetin und Brofaromin erwiesen sich von allen untersuchten Antidepressiva als die
potentesten Inhibitoren des Komplexes Il/11l. Die 1Cso-Werte fiir Brofaromin waren in beiden
Hirnregionen &hnlich (Prafrontalcortex: 0,74 mM; Hippocampus: 0,85 mM). Fur Fluoxetin
zeigten sich Unterschiede zwischen den ICso-Werten in Prafrontalcortex und Hippocampus: Hier
war eine deutlich groRere Empfindlichkeit des Komplexes 11/111 im hippocampalen Gewebe zu
beobachten (ICso = 0,59 mM versus ICso = 1,13 mM im Préfrontalcortex).

Die Ergebnisse der vorliegenden Pilotuntersuchung an menschlichem Hirngewebe zeigen, dass
einige Antidepressiva unter in-vitro-Bedingungen im Unterschied zu Neuroleptika weniger
Komplex /111, sondern eher Komplex 11/111 der Atmungskette hemmen.

Da die Ergebnisse von in-vitro-Studien nicht ohne weiteres auf die Verhaltnisse am lebenden
Organismus ubertragbar sind und zudem das untersuchte Hirngewebe nur von einem Probanden
stammte, besteht hier weiterer Forschungsbedarf, auch hinsichtlich der Aufklarung der exakten
Mechanismen, Uber die Antidepressiva die Atmungskettenenzyme inhibieren. Als Beitrag zu
einem bislang wenig untersuchten, aber klinisch bedeutsamen Themenkomplex kdnnen die

vorliegenden Ergebnisse Anstol? zu weiterfuhrenden gezielten Untersuchungen bieten.
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Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichen Griinden in der elektronischen Version meiner
Arbeit nicht veroffentlicht.

100



Eidesstattliche Erklarung

9. Eidesstattliche Erklarung

,Ich, Barbara Schellhaas, erkldre, dass ich die vorgelegte Dissertation mit dem Thema: ,,In-vitro-
Untersuchungen zur Wirkung ausgewéhlter Antidepressiva auf die mitochondriale Atmungskette
an Homogenaten des menschlichen Hippocampus und Prifrontalcortex* selbst verfasst und keine
anderen als die angegebenen Quellen und Hilfsmittel benutzt, ohne die (unzulassige) Hilfe

Dritter verfasst und auch in Teilen keine Kopien anderer Arbeiten dargestellt habe.*

Datum Unterschrift

101



Danksagung

10. Danksagung

Bedanken mdchte ich mich bei meinem Doktorvater, Herrn Prof. Dr. Ralf Uebelhack, fur die
Uberlassung meines Promotionsthemas, den Freiraum, den er mir bei dessen Bearbeitung
stets gelassen hat, sowie die finanzielle Unterstutzung durch die studienbegleitende
Forschungsforderung, die mir auf seinen Antrag hin gewahrt wurde.

Besonderer Dank gilt Frau Dr. Leonora Franke fir die intensive Betreuung und die
unzéhligen Diskussionen Uber den gesamten Zeitraum meiner Arbeit hinweg; ohne sie ware
die Durchfiihrung meines Promotionsvorhabens in dieser Form nicht moglich gewesen.

Bei Frau llona Kamenzky mochte ich mich bedanken fir ihre unschétzbare Hilfe bei der
Durchfiihrung des experimentellen Teils dieser Arbeit sowie ihre stets freundliche Art, die
die Arbeit im Labor fir mich sehr viel angenehmer gemacht hat.

Frau Dr. Iris Maurer danke ich dafur, dass sie mir freundlicherweise die Gewebeproben und
Materialien zur Durchfuhrung der Experimente zur Verfugung gestellt und mir bei der
Einarbeitung in den praktischen Teil dieser Arbeit geholfen hat.

Frau Dr. Iris Rapoport danke ich fir die Vermittlung des Promotionsthemas.

Der Studienstiftung des Deutschen Volkes danke ich fiir die ideelle und materielle
Forderung.

Herzlicher Dank gilt meiner Schwester Elisabeth, die mir bei Fragen und Problemen stets
eine grofRe Unterstitzung war, meinem Bruder Fabian, der mir unter anderem bei der
Formatierung dieser Arbeit sehr geholfen hat, und meinen Freunden, die mit aufmunternden
Worten immer fir mich da waren. Ganz besonders mdéchte ich mich bei meinen Eltern
bedanken, die mich wahrend meines gesamten Studiums unterstiitzt haben und mir immer

mit Rat und Tat zur Seite standen.

102



