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1. ABKURZUNGSVERZEICHNIS

autologen Seren

Monozyten-abgeleitete Makrophagen Polarisierung

aus dem Englischen: major depressive dissorder — Depressive Storung
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2. ABSTRACT (Deutsch)

Die depressive Storung (MDD) ist eine komplexe Erkrankung, welche neben genetischen Komponenten
externe Umweltfaktoren als Risikofaktoren aufweist. Zahlreiche Studien deuten auf eine Beteiligung der
angeborenen Immunitét bei Entstehung und Erhalt einer Depression hin. Die Mehrheit der aktuellen Daten
bietet jedoch keinen umfassenden Uberblick iiber den Beitrag des angeborenen Immunsystems an der
Pathogenese der Depression, vor allem was die Anpassungsfahigkeit dieses Systems im Kontakt mit
externen Faktoren betrifft. Um diesen Aspekt besser zu verstehen, haben wir einen individualisierten
Assay entwickelt, mit dem wir die Anpassungsfahigkeit des angeborenen Immunsystems untersuchen.
Dabei haben wir sowohl die pro-inflammatorische als auch die anti-inflammatorische Makrophagen-
Polarisierungskapazitit bei depressiven Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollen untersucht. Um
die Beteiligung der externen Umweltfaktoren zu charakterisieren, haben wir zudem den Einfluss von
patienteneigenen autologen Seren (AS) auf die patienteneigenen Monozyten-abgeleitete Makrophagen-
Polarisierung (Mo-M®s) in vitro untersucht.

Die Mo-M®s wurden von 28 Patienten mit mittelschwerer bis schwerer depressiver Episode sowie von
28 eins-zu-eins selektierten, passenden gesunden Kontrollen (,,matched controls®, GKO) generiert. Die
Zellen wurden 5 Tage lang in einem mit AS oder fotalen Kélberserum (FCS) angereicherten Medium
kultiviert und 24 Stunden mit LPS (M1), IL-10/IL-4/TGF- (M2) oder Vehikel (M0) stimuliert. Die
Kapazitit zur Polarisierung wurde durch Quantifizierung spezifischer M1- und M2-Marker gemessen.
In Gegenwart von herkdémmlichem FCS zeigte sich bei MDD eine erhohte M1 Polarisierung, wéhrend in
der Bedingung mit patientenspezifischen Seren der gegenteilige Effekt, ndmlich eine erhdhte M2
Polarisierung, zu beobachten war. Dariiber hinaus sahen wir eine erhhte M1- und eine verringerte M2-
Polarisierung bei weiblichen Patienten mit MDD im Vergleich zu MDD-Minnern, insbesondere wenn
die Zellen in AS-Medium kultiviert wurden.

Unsere Studie zeigt eine differenzierte Mo-M® Polarisierung bei MDD-Patienten im Vergleich zu GKO
in einem patientenspezifischen individualisierten Assay. Dariiber hinaus legt der hohe interindividuelle
und signifikante Beitrag des Geschlechts zur Polarisierung nahe, dass individualisierte

entziindungshemmende Behandlungsstrategien in Betracht gezogen werden konnen.



3. ABSTRACT (English)

Inflammatory processes have long been suggested to play a significant role in the pathology of major
depressive disorder (MDD). So far, current data investigating these aspects of MDD have been determined
either using mouse models or crossover studies based on blood or cerebrospinal fluid cytokine
characterization in patients. This does not offer a comprehensive view of the innate immune system
contribution in MDD. To better understand innate immune-mediated mechanisms in MDD pathogenesis,
we designed an individualized macrophage polarization assay by assessing the impact of patient-derived
autologous sera (AS) on patient-specific monocyte-derived macrophage (Mo-M®s) polarization in vitro.
Moreover, we assessed both the pro-inflammatory polarization (MI-macrophages) and the anti-
inflammatory polarization (M2)-capacity for both groups.

The Mo-M®s were obtained from 28 patients with moderate to severe MDD and 28 one-to-one matched
healthy controls (HC). The cells were cultured in media enriched with AS or fetal calf serum (FCS) for 5
days and polarized for 24 hours into M1 (LPS), M2 (IL-10, IL-4, TGF-B) or MO (unstimulated)
macrophages. The polarization efficacy was assessed by quantifying specific M1 markers and M2
markers.

We report increased M1-polarization in MDD patients compared to HC when cells were cultured in FCS.
When cells were cultured in AS, however, we saw increased M2-polarization in MDD patients compared
to HC. Furthermore, we observed an increased M1- and decreased M2-polarization in MDD female
patients compared to MDD males especially in the costimulatory presence of AS.

Our study shows for the first-time a differentiated monocyte-derived macrophage polarization in MDD
compared to HC in a patient-specific individualized assay. The high interindividual differences as well as
the significant contribution of sex in the polarization suggests that personalized treatment strategies for
depression are needed. Our patient-specific cell model-based approach may translationally guide future

individualized treatment and predictive biomarker strategies.



4. MANTELTEXT

4.1. Darstellung des Forschungsstandes

4.1.1. Depression und Inflammation

Die depressive Storung gehort zu der haufigsten psychischen Erkrankung mit einer Lebenszeitpravalenz
von bis zu 20 % (1-4). Depressionen tragen zu der hohen Krankheitslast in westlichen Landern bei und
betreffen zweimal hdufiger Frauen als Minner (3). Die daraus resultierende subjektive sowie
gesellschaftliche Belastung dringen sowohl Kliniker als auch Grundlagenforscher dazu, Depressionen
besser zu verstehen und zu behandeln. Es wird angenommen, dass die Entwicklung der Depression
multifaktoriell ist und sowohl genetische als auch Umweltfaktoren, wie z.B. chronischen Stress, umfasst
(4-6). Das komplexe Zusammenspiel dieser Faktoren erfordert individualisierte Ansidtze sowohl bei der
Untersuchung der Pathologie als auch bei der Suche nach zukiinftigen therapeutischen Strategien.
Sowohl Tierstudien als auch klinische Studien weisen auf die Beteiligung des angeborenen
Immunsystems in der Pathogenese der Depression hin (7-12). In Tierversuchen wurde die Aktivierung
hirnresidenter Makrophagen (Mikroglia), sowie erhdhte Expression von IL-1B, IL-6 und TNFa nach
wiederholtem Stress-Paradigma vielfach gezeigt (8, 9, 13). Zudem wurde bei Patienten mit Depression
ein hohes Aktivierungssignal der Mikroglia mittels PET-Untersuchung sowie in postmortem Studien
gezeigt (12, 14-16). Daneben wurde durch mehrere Metaanalysen hoheres peripheres 1L-6, IL-18, TNFa
und CRP bei depressiven Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollen wiederholt gezeigt (10, 12, 17-
21). Vor allem die Subgruppe der therapierefraktdren depressiven Patienten zeigt in iiberméBiger Anzahl
eine erhohte periphere Inflammation (19, 22, 23).

Bereits 1991 formulierte RS Smith die Theorie, dass Monozyten und geweberesidente Makrophagen an
der Entstehung von Depressionen ursédchlich sein kdnnten (24). Aktuelle Studien haben Monozyten aus
Blut von Patienten mit Depression phénotypisiert und weisen auf einen pro-inflammatorischen
Monozyten-Phénotyp mit nicht-klassischer Aktivierung bei depressiven Patienten hin (11-13). Wéhrend
Verdnderungen der Monozytenfunktion bei Depression gut dokumentiert sind, bleibt die Richtung und
Art der Verdnderungen, die diese Zellen vornehmen, wenn sie aus dem Blutstrom in das betroffene

Gewebe wandern, und dort zu Makrophagen polarisieren, umstritten. Die meisten klinischen Studien zu



diesem Thema wurden an nicht kultivierten Zellen, direkt nach Isolierung aus Vollblut oder aus
kryokonservierten mononukledren Zellen des peripheren Blutes durchgefiihrt (25-27). Dieser Ansatz
bewertet nur die Funktion der Monozyten, und nicht deren Aktivierung, sobald sie auf Organebene zu
Makrophagen polarisiert werden. Angesichts der Tatsache, dass zirkulierende Monozyten u.a. in das
Gehirn eindringen kénnen, und in der Lage sind, zu Mikroglia-dhnlichen Makrophagen zu polarisieren,
bleibt die Frage nach der Funktionalitit der Makrophagen auf der Organebene offen. Des Weiteren sind
Makrophagen eine der wichtigsten Quellen pro-inflammatorischer Zytokine (IL-6, TNFa), welche in
peripherem Blut von Patienten mit Depression erhoht sind (17, 28, 29). Daher stellt sich die Frage ob und
unter welchen Umstédnden sich die differenzierten Makrophagen in der Funktion bei depressiven Patienten

von gesunden Probanden unterscheiden.

4.1.2. Makrophagenpolarisierung
Die Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen auf Organebene kann zu unterschiedlichen
Phénotypen fiihren (30). Diese Phénotypen werden durch epigenetische Verédnderungen induziert, die sich
in Abhéngigkeit der Umgebung ergeben und eine funktionelle Differenzierung der Zellen nach sich ziehen
(31). Die Fahigkeit der Makrophagen, in pro- oder anti-inflammatorische Phénotypen zu polarisieren,
hingt von exogenen Umweltreizen ab (30). Wenn sie durch Lipopolysaccharid (LPS) oder Typl1-T-
Helferzellen (Th1) sekretierte Zytokine stimuliert werden, zeigen Makrophagen das ,klassische™ oder
M1-Profil. M1-Makrophagen sind durch die Sekretion von pro-inflammatorischen Zytokinen und die
Bildung reaktiver Sauerstoffspezies gekennzeichnet (32, 33). Umgekehrt fiihren Typ2-T-Helferzellen
(Th2) sekretierte Zytokine wie IL-10, IL-4, IL-13 wund Glukokortikoide =zu einem
entziindungshemmenden, ,,alternativen” oder M2-Profil. M2-Makrophagen sind durch die Produktion
entziindungshemmender Zytokine gekennzeichnet und weisen eine erhohte Phagozytose sowie positive
Auswirkung auf Gewebereparatur und Wundheilung auf (32-34). Es wurde gezeigt, dass u.a. Sexual- und
Stresshormone, Antidepressiva und Neuropeptide die Makrophagenfunktion unterschiedlich modulieren
kénnen und insbesondere die M1- und M2-Polarisierung beeinflussen (35-37). In diesem Kontext
erscheint die Notwendigkeit eines hohen Individualisierungsgrads filir in vitro-Assays basierend auf

patientenspezifischen Zellen als geboten.



4.1.3. Zielstellung
Obwohl die den Makrophagen als mogliche Vorldufer verwandten Monozyten bei depressiven Patienten
gut untersucht sind, bleibt die Charakterisierung der in Organen differenzierten Makrophagen, inklusive
der gehirnresidenten Mikroglia, jedoch unvollstindig. Aufgrund des fehlenden direkten Zugangs zu
Mikroglia oder Makrophagen aus dem ZNS wurde die Verwendung von in vitro Monozyten zu
Makrophagen-Polarisierung (Mo-M®s) als Instrument zur Charakterisierung von Aspekten der
Mikroglia- und Makrophagenfunktionen bei anderen psychiatrischen Erkrankungen vorgeschlagen (38-
40). Um die Polarisierungskapazitit von Mo-M®s bei depressiven Patienten genauer zu untersuchen,
haben wir einen individualisierten in-vitro-Assay entwickelt. Wir untersuchten die Plastizitdt der Mo-
M®s zur M1-, M2- oder M0-Makrophagenpolarisierung bei Patienten mit mittelschwerer bis schwerer
Depression im Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen (GKO), die auf Alter, BMI (Body-Mass-Index),
Raucherstatus und Geschlecht abgestimmt sind. Um zwischen der Rolle der genetisch determinierten
Faktoren (,trait“) und Umweltfaktoren (,,individuelles Milieu®, ,state”) auf die Polarisierung zu
unterscheiden, haben wir zudem die herkdmmlichen Zellkulturbedingungen unter Einsatz fGtalen
Kélberserums (FCS) mit dem Einfluss von autologem Serum (AS) auf die Mo-M®s verglichen (31, 34).
Mit diesem Ansatz wollen wir die Interaktion zwischen genetischen und Umweltfaktoren (,,state* und

»trait) in der Entstehung der Depression in einem individualisierten Assay besser verstehen.

4.2. Methodik

Die vorliegende Studie inklusive detaillierter Darstellung der Methodik wurde unter Cosma NC et al 2021

im Journal Brain, Behaviour and Immunity veroffentlicht (41).

4.2.1. Studienkohorte
Die im Rahmen einer Beobachtungsstudie am Campus Benjamin Franklin der Charité -
Universititsmedizin Berlin rekrutierte Patientenkohorte bestand aus ménnlichen und weiblichen
Erwachsenen, die aufgrund einer mittelschweren bis schweren depressiven Episode stationédr behandelt

wurden. Die gesunden Kontrollpersonen wurden nach Alter, Geschlecht, Raucherstatus und BMI



paarweise fiir jeweils einen Patienten rekrutiert. Alle Probanden erhielten eine Anamnese, eine
korperliche Untersuchung und unterschrieben eine Einwilligungserklarung (EA4/002/13). Die Patienten
hatten eine fachérztlich bestétigte Diagnose, die den ICD-10 / DSM-5-Kriterien einer mittelschweren bis
schweren depressiven Episode entsprach. Alle Patienten mussten zudem auf der Montgomery-Asberg
Depression Rating Scale (MADRS) mehr als 24 Punkte (42) sowie auf der 17-Item-Hamilton Depression
Rating Scale (HAM-D) mehr als 17 Punkte erreichen (43). Ausschlusskriterien fiir die Patientengruppe
waren alle anderen psychiatrischen Komorbidititen auBler einer erfolgreich behandelten
posttraumatischen Belastungsstorung oder Angststorung in der Anamnese. Ausschlusskriterien fiir alle
Teilnehmer waren klinische Anzeichen einer akuten Entziindung, antibiotikapflichtige Infektion, Impfung
(< 3 Monate), chronisch entziindliche Erkrankung, Einnahme von NSAR oder Kortikoide, Asthma,
Allergien, Malignome und Schlaganfall in der Vorgeschichte. Weitere Ausschlussgriinde waren
bestehende Schwangerschaft und Stillzeit sowie instabile internistische Erkrankungen. Venoses Blut

wurde zwischen 8 und 12 Uhr abgenommen.

4.2.2. Studiendesign
Abbildung 1 zeigt eine graphische Ubersicht des Studienprotokolls. Zusammengefasst wurden die Mo-
M®s von 28 Patienten mit mittelschwerer bis schwerer depressiver Episode sowie von 28 eins-zu-eins
selektierten gesunden Kontrollen (GKO) generiert. Die Zellen wurden 5 Tage lang in einem mit AS oder
FCS angereicherten Medium kultiviert und 24 Stunden mit LPS (M1), IL-10/IL-4/TGF- (M2) oder
Vehikel (MO0) stimuliert. Die Polarisierungswirksamkeit wurde durch Quantifizierung spezifischer M1-

und M2-Marker gemessen (41).

4.2.3. Individualisierter Polarisierungsassay

Das Blut wurde innerhalb von 1,5 Stunden nach der Blutentnahme aufgearbeitet. Aus heparinisierten
Vakuumextraktionsrohrchen wurden mononukledre Zellen aus Blut (PBMC) durch FICOLL™

Dichtegradientenzentrifugation extrahiert (44).
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Abbildung 1. Darstellung des Studienprotokolls. Peripheres Blut wurde von gesunden Kontrollprobanden und Patienten mit
Depression gesammelt. Autologes Serum wurde aus Uberstand nach Zentrifugation gewonnen. Mononukledre Zellen (PBMC)
wurden mittels Ficoll-Dichtezentrifugation isoliert und unter Stimulation mit M-CSF 5 Tage lang in Anwesenheit von Standard
FCS oder autologem Serum kultiviert. Nach 24-stiindiger Polarisierung in M0-, M1-, oder M2-Makrophagen erfolgte die Analyse
mittels gPCR (tRNA) oder einen M1/M2 Macrophage Panel (Zytokine). (1) Eppendorf Tubes®, (2) Eppendorf qPCR Platte®,
(3) LEGENDplex Platte®, (4) StepOne™ Real-Time PCR System Thermo Fisher, (5) BD FACSCanto™ II.

Das Serumvakuumextraktionsrohrchen wurde bei Raumtemperatur fiir 30-90 Minuten gerinnen gelassen
und anschlieBend bei 1500 x g RT fiir 5 Minuten zentrifugiert. Frisches Serum wurde verwendet, um ein
individualisiertes Roswell Park Memorial Institute Medium (RPMI-Medium, Gibco™) herzustellen, das
10 % AS enthielt (31). Die PBMC wurden in 24-Well-Platten (4,5 x 10° pro Well) in RPMI-Medium
unmittelbar nach der Ficoll-Extraktion ausplattiert. Die Zellen wurden fiir die Hilfte der Platte in einem
RPMI- Medium angereicht mit 10 % FCS (Biochrom) kultiviert und die andere Hélfte der Zellen wurde
in einem RPMI-Medium mit 10% AS kultiviert (jeweils 12 Wells). Sowohl die FCS- als auch die AS-
Bedingung erhielten beim Ausplattieren eine Stimulation mit 10 ng/ml humanem M-CSF (Miltenyi
Biotec) sowie 1 % Penicillin/Streptomycin (Biochrom, Deutschland). Alle Zellen wurden unter der
gleichen Bedingung (AS oder FCS) bis zum Ende des Experiments kultiviert. Adhidrente Monozyten
wurden 24 h nach Ausplattierung durch Plastikaggregation und Mediumwechsel selektiert. Nach 4 Tagen
Zellkultur wurden die Makrophagen mit LPS (50 ng/ml, Sigma) zu M1 polarisiert, mit IL-10, IL-4, TGF-

B (jeweils 20 ng/ml, Peprotech) zu M2 polarisiert oder mit Vehikel unstimuliert (MO-Makrophagen)
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belassen (18, 21). Die Zellen und der Uberstand wurden 24 h nach Polarisierung wie unten beschrieben

gewonnen und bis zur Messung bei —80°C gelagert.

4.2.4. Quantifizierung der Polarisierung
Wir quantifizierten die Polarisierungskapazitdt durch Messung der charakteristischen M1- und M2-
spezifischen Marker auf Ebene von mRNA-Synthese spezifischer Rezeptoren und Messung von
Zytokinsekretion auf Proteinebene (33-35). Konkret haben wir die Expression der jeweiligen M1-
spezifischen Marker (CXCL10, CD86, CCR7, 1L-12p70, TNF-a, IL-6, IL-1pB, IL-12p40, IL-23, IP-10)
und M2-spezifischen Marker (CD206, 1L-10, TARC, IL-1RA) gemessen. Die Expression der oben
genannten kursiv dargestellten Marker erfolgte mittels Real-Time-PCR. Die Synthese der Zytokine wurde
auf Proteinebene mittels eines immunologischen Bead-basierten Multiplex-Ansatzes in der
Durchflusszytometrie bestimmt (LEGENDplex Human M1/M2 Macrophage Panel, BiolLegend,

SanDiego, USA) (41).

4.2.5. RNA-Isolierung, cDNA-Synthese und Real-Time-PCR
RNA wurde aus den 24 h polarisierten Makrophagen mithilfe des RNeasy Mini Extraktionskits (Quiagen)
isoliert und bei —80°C gelagert. Gesamt-RNA wurde mit dem Revert Aid First Strand cDNA Synthesis
Kif™ (Thermo Fisher Scientific Inc.) in cDNA transkribiert und bis zur weiteren Messung bei -20 °C
aufbewahrt. Zur Quantifizierung der Expressionsniveaus wurde eine qPCR mit LightCycler™ 480 SYBR
Green (Roche) im Applied BiosystemsStepOne™ Real-Time PCR System durchgefiihrt (500 nM
Standard-Primerkonzentrationen). Die Schmelzkurvenanalyse wurde durchgefiihrt, um spezifische
Produkte mit einem 1,2 °C-Inkrement von 65 bis 95 °C zu identifizieren. Die Analyse der relativen Menge
(ACt) und der Schmelzkurve wurde unter Verwendung der StepOne™ Real-Time PCR System Software

durchgefiihrt(41). Die folgenden Primer (5° > 3°) wurden verwendet: CXCLIOF:

GCTTCCAAGGATGGACCACA, R: GCAGGGTCAGAACATCCACT; CDS8GF:
ACACGGATGAGTGGGGTCATTTC, R CTTCAGAGGAGCAGCACCAGA;  CCRVF:
CGTCATGGACCTGGGGAAACC, R: GGCCCACGAAACAAATGATGG; CD206

F:TGCAGAAGCAAACCAAACCTGTAA, R: CAGGCCTTAAGCCAACGAAACT. B2MF:

TAGAGGTGGGGAGCAGAGAA, R: ATCACTGAGGCCCTTTACACT (41). Beta2-mikroglobulin

11



(B2M) wurde als interne Kontrolle zur Datennormalisierung verwendet (ACt) (45). Die ACt-Werte fiir
jede Stimulation wurden dann auf den Kontrollzustand (unstimuliert) normalisiert, was zu dem
individuellen AACt-Wert fiihrte. Die Expressionsinderung wurde als 2 berechnet und weiter zur

Analyse verwendet (46).

4.2.6. Zytokinanalyse
Der Uberstand wurde 24 Stunden nach Polarisierung asserviert und bis zur weiteren Untersuchung bei —
80°C gelagert. Die Spiegel von IL-12p70, TNF-a, IL-6, IL-1p, IL-12p40, IL-23, IP-10, IL-10, IL-6,
TARC und IL-1RA wurden im Uberstand und Serum in Duplikaten unter Verwendung des LEGENDplex
Human M1/M2 Macrophage Panel (10-plex) (BioLegend, SanDiego, USA) gemessen. Die
Datenerfassung erfolgte mit BD FACSCanto™ II (Biosciences) und die Analyse mit der LEGENDplex

Data Analysis Software v8.0 (BioLegend, SanDiego, USA) geméal den Herstelleranweisungen (41).

4.2.7. Statistische Analysen
Die Stichprobengrofle wurde mit der G*Power Software Version 3.1 (G*Power Version 3.1.9.2,
Deutschland) bestimmt. Eine Power-Berechnung wurde mit einem a von 0,05 und einer Power von 0,8
durchgefiihrt, was zu mindestens 26 Teilnehmern pro Gruppe fiithrte. Weitere numerische Analysen
wurden unter Verwendung der statistischen Software GraphPad Version 8.0.2 (GraphPad Software, La
Jolla, USA) durchgefiihrt. Da die Daten nicht normal verteilt waren, fiihrten wir Mann-Whitney-U-Tests
fiir Unterschiede zwischen den Gruppen und Friedmans ANOVA-Tests mit Dunns post-hoc-
Mehrfachvergleichstests oder Wilcoxon-Test durch, um die Stimulationseffekte innerhalb der Gruppe zu
analysieren. Das Signifikanzniveau wurde auf p < 0,05 festgelegt. Um fiir die im autologen Serum
enthaltenen Zytokinen zu kontrollieren, wurde in der AS-Bedingung 10% des gemessenen

Serumzytokinspiegels von den im Uberstand gemessenen Zytokinspiegeln vor der Analyse abgezogen.

4.2.8. Kumulativer Summenscore

Da die Gesamtfunktionalitit sowie die pro- oder anti-inflammatorischen Antworten einer Immunzelle
mittels einzelner Marker nur bedingt charakterisiert werden kann, haben wir einen kumulativen

Summenscore auf individueller Ebene berechnet, um die M1- und M2-Polarisierung mittels aller
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gemessener Marker zusammenzufassen. Dieser Summenscore beinhaltet die Summe der individuellen Z-
Scores von den jeweiligen M1- oder M2-Markern als Folge der M 1- beziehungsweise M2-Polarisierung
(Formel Nr. 1). Dadurch konnten wir den Polarisierungsphidnotyp mittels aller gemessener Marker
charakterisieren. Hierfiir wurden fiir jeden Probanden die Z-Werte der M1- beziechungsweise M2-
spezifischen Marker in einer M1- und M2- individuellen Punktzahl (Score, Z;) wie folgt addiert (47):

(1) Z;= YL_,ZL, woi="Proband und k = Z-Wert der jeweiligen Marker.

Fiir den individuellen Z; der M1-Polarisierung sind die Z-Werte aller M 1-spezifischen Marker (CXCL10,
CD86, CCR7, 1L-12p70, TNF-a, IL-6, IL-1p, IL-12p40, IL -23, IP-10; k = 10) aufsummiert und fiir die
M2-Polarisierung jeweils die Z-Werte der M2-spezifischen Marker (IL-10, TARC, IL-1RA, CD206; k =
4) eingeschlossen (47). Um den Unterschied in der Effizienz der Polarisierung in pro- oder anti-
inflammatorischer Richtung zu charakterisieren, haben wir zusitzlich Verhéltnisse zwischen der Marker
Produktion unter der M1 und M2 Bedingung berechnet. Somit konnten wir die Féhigkeit der Zellen pro-
inflammatorische Marker zu produzieren in der M 1-Stimulation und die Unterdriickung dieser Produktion
in der M2- Stimulation messen. Fiir jeden Teilnehmer wurde ein Mittelwert der Verhéltnisse berechnet,
um die Zunahme der Markerexpression aufgrund einer Stimulation im Vergleich zu der Gegenstimulation
zu beurteilen (z.B. M1 vs. M2). Fiir die Einschétzung der Starke der pro-inflammatorischen Polarisierung
wurden alle M 1-spezifischen Marker (k = 10) und fiir die anti-inflammatorische Polarisierung alle M2-

spezifischen Marker (k = 4) benutzt.

Q@ V=X % , Wo I = Proband, k = jeweiligen Marker, ZM 1= Z-Wert fiir den Marker (k)
nach M1-Stimulation, ZM2 = Z-Wert fiir den gleichen Marker (k) nach M2 Stimulation.

4.3. Ergebnisse und Diskussion

Unsere Studie versucht zum ersten Mal die Frage zu beantworten, ob die Ursache der erhdhten peripheren
und zentralen Entziindung in der Depression an der Aktivierung der organ-residenten Makrophagen liegt
(24, 48, 49). Wir prasentieren hier die FErgebnisse eines individualisierten Assays der

Makrophagenpolarisierung, mit dem wir sowohl pro- als auch anti-inflammatorische Polarisierung
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untersuchen. Zusitzlich setzen wir uns mit der Frage der genetischen (,,state”) und Umweltbeteiligung
(,trait) in der Makrophagenpolarisierung depressiver Patienten auseinander, indem wir neben der
Standard FCS-Polarisierung, eine Polarisierung in eigenem Millieu — AS — durchfiihren. Unser
Experiment wurde konzipiert, um folgende offene Fragen zu beantworten: 1. Welche Unterschiede im
Phénotyp der Makrophagenpolarisierung existieren zwischen depressiven Patienten und gesunden
Kontrollen? 2. Ist der Phénotyp der Makrophagenpolarisierung von externen Umweltreizen, wie z.B. der
Einfluss von autologem Serum, verdnderbar? 3. Wird die Makrophagenpolarisierung bei mit
Psychopharmaka behandelten Patienten unterschiedlich moduliert? 4. Gibt es geschlechtsspezifische

Effekte der Makrophagenpolarisierung?

4.3.1. Beschreibung der Studienkohorte
Im Zeitraum von Januar 2018 bis Dezember 2019 wurden die 56 Probanden rekrutiert. Die aus Cosma
NC et al., 2021 entnommene und modifizierte Tabelle 1 zeigt die Charakteristika der Studienpopulation
(41). Da die Rekrutierung eins-zu-eins erfolgte, das heif3t fiir jeden eingeschlossenen MDD Patient eine
fiir BMI, Alter, Raucherstatus und Geschlecht passende Kontrollperson eingeschlossen wurde, zeigten
sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den zwei Probandengruppen (p > 0.54). Die Cosma NC

et al., 2021 entnommene und modifizierte Tabelle 2 zeigt die klinischen Merkmale der Patientenkohorte

(40).

Tabelle 1. Demographie von Studienteilnehmern*

MDD (n=28) GKO (n=28) p-Wert
Alter in Jahren 48,5 (12) 46,7 (11,1) 0,91
Anzahl Frauen (%) 19 (67,8) 19 (67,8) 0,99
BMI 26 (4) 24,1 (4) 0,6
Anzahl Raucher (%) 10 (35,7) 9(32,1) 0,99
Bildungsjahre 14,2 (1,7) 14.5 (2,1) 0,54

*Tabelle aus Cosma NC et al. 2021 entnommen und modifiziert (41). Darstellung als Mittelwert (Standarddeviation), auer wenn spezifiziert.
BMI: Body-Mass-Index; GKO: gesunden Kontrollpersonen; MDD: Depressive Storung; Statistischen Tests: t-test.
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Tabelle 2. Beschreibung der MDD- Patientenkohorte (n = 28)*

Psychiatrische Komorbidititen 3 (10,7)
HAM-D -17 25.5(5.1)
MADRS 28 (5)
BDI-II 34.8 (9.1)
Dauer der ggw. Episode, Monaten 10.1 (6.8)
Anzahl depressiven Episoden 4.2 (2.5)
> 2 Behandlungsversuche in der ggw. Episode (%) 18 (64.2)
Einnahme von SSRI und SNRI, Nr. (%) 16 (57.1)

*Tabelle aus Cosma NC et al. 2021 entnommen und modifiziert (41). Darstellung als Mittelwert (Standarddeviation), auBer wenn spezifiziert.
GKO: gesunden Kontrollpersonen; MDD: Depressive Storung; SSRI: Serotonin-Wiederaufnahmehemmer; SNRI: Serotonin- und Noradrenalin-
Wiederaufnahmehemmer; HAMD: 17-item Hamilton Depression Rating Scale; MADRS: Montgomery-Asberg Depression Rating Scale BDI:
Beck-Depressions-Inventar.

4.3.2. Erhohte M1-Polarisierung in Patienten mit Depression im Vergleich zu gesunden
Kontrollen

Um die Makrophagenpolarisierung in die pro-inflammatorische M1-Richtung bei MDD-Patienten im
Vergleich zu GKO zu charakterisieren, stimulierten wir die mit M-CSF differenzierten Makrophagen fiir
24 Stunden mit LPS. Die M1-Polarisierung mittels LPS erfolgte parallel sowohl in Standard FCS-Medium
als auch in einem individualisierten AS-Medium.

In der FCS-Kultur zeigten sich CXCLI0, CD86 und IP-10 signifikant erhdht (Mann-Whitney-U-Tests,
jeweils p <0,02) in den MDD polarisierten Zellen verglichen mit GKO. In der AS-Kultur zeigten sich IP-
10 und CCR7 bei MDD Patienten signifikant erhoht (Mann-Whitney-U-Tests, jeweils p <0,04). Die
weiteren gemessenen Marker bis auf IL-1P zeigten eine Tendenz zu einer erhdhten M 1-Polarisierung in
den MDD Patienten im Vergleich zu den Kontrollen, ohne jedoch statistische Signifikanz zu erreichen.
In der M1-Bedingung zeigten sich hohere individuelle kumulative Z-Scores bei MDD-Patienten im
Vergleich zu Kontrollen sowohl unter FCS- als auch AS-Bedingungen. Die MDD-Gruppe zeigte im
Vergleich zu den Kontrollen eine signifikant erhdhte Produktion von pro-inflammatorischen Markern,
was sich in den individualisierten M1/M2-Verhéltnissen widerspiegelt (Mann-Whitney-U-Tests, p <
0,05). AS erhohte signifikant die pro-inflammatorische Markersynthese sowohl bei Kontrollen als auch
bei MDD (Wilcoxon-Test, jeweils p < 0,02). Die aus Cosma NC et al. 2021 entnommene und modifizierte

Abbildung 2 stellt diese Ergebnisse dar (41).
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Die Mo-M®s von MDD Patienten in unserer Kohorte zeigten eine hohere M 1-Polarisierung im Vergleich
zu gesunden Kontrollen. Dies steht im Einklang mit der Literatur, die auf eine Erhéhung peripherer
Zytokinspiegel bei MDD hindeutet (12, 16, 17, 29, 50). Unsere Studie hat diese bereits gut bewiesene
Hypothese nicht nur bestétigt, sondern bietet erste Hinweise auf die Herkunft der erh6hten peripheren
Zytokine in Patienten mit Depression. Sowohl erhdhte periphere Zytokinexpression als auch hohere

Monozytenkonzentration wurde in MDD wiederholt gezeigt (17, 27-29, 51). Unsere Studie bestétigt die
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Abbildung 2. M1-Polarisierung in Patienten mit Depression im Vergleich zu gesunden Kontrollen Abbildung aus Cosma
NC et al. 2021 entnommen und modifiziert (41). Gezeigt sind die individuellen Werte (jeder Punkt reprasentiert die Werte eines
Probanden) in Folge der M1 (LPS) Polarisierung. A-C Quantifizierung von CCR7, CD86 und CXCLI0 mittels gPCR. D-G
Quantifizierung von IL-6, IL-1p und IP-10 (CXCL-10) mittels Biolegend Panel. H Verhéltnis von M1- und M2-Marker. I
Individuelle Z-Scores unter FCS- und AS-Bedingungen dargestellt fiir ménnliche und weibliche Probanden. GKO: gesunden
Kontrollpersonen; MDD: Depressive Storung. Mann-Whitney-U-Tests (Unterschiede zwischen den Gruppen), Friedmans
ANOVA-Tests mit Dunns post-hoc und Wilcoxon-Test (innerhalb der Gruppe) wurden als statistischen Tests benutzt. Die Werte
sind als Mittelwert und Standardabweichung dargestellt. *p < 0.05, **p < 0,01, ***p < 0,001.
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Beobachtung des erhohten pro-inflammatorischen Zustands in MDD und legt erstmals nahe, dass die
Ursache dieses Entziindungszustands auf ein deutlich erhohtes Aktivierungsniveau von M 1-Makrophagen
in depressiven Patienten zuriickzufiihren sein konnte. Die ersten Hinweise auf erhohte Aktivierung von
Mikroglia wurde post-mortem sowie durch TSPO-PET-CT bei Patienten mit Depression gezeigt (12, 15).
Unser Experiment fiihrt diese Beobachtungen weiter, indem die funktionelle Antwort der Makrophagen
in einem personalisierten in vitro Assay bestétigt wurde. Interessanterweise reduzierte AS den
Unterschied zwischen MDD und Kontrollen beziiglich der Ml-Polarisierung. Dies stimmt mit
Untersuchungen iiberein, die sich mit der Wirkung der autologen Seren auf die Zytokin-Sekretion aus
stimulierten Monozyten bei MDD beschiftigten (25, 28, 52). Unsere Ergebnisse legen nahe, dass
individualisierte Zellmodelle einen wichtigen, ergéinzenden Beitrag in der individualisierten Diagnostik
und ggf. Therapiefindung leisten konnten.
4.3.3. Erhohte M2-Polarisierung in Patienten mit Depression unter Kultur in autologem
Serum

Fiir die M2-Makrophagenpolarisierung stimulierten wir die mit M-CSF differenzierten Makrophagen fiir
24 Stunden mit IL-10/IL-4/TGF-B. Die M2-Polarisierung erfolgte parallel sowohl in Standard FCS-
Medium als auch in einem individualisierten AS-Medium.

Von den insgesamt vier gemessene M2-spezifische Marker waren IL1-RA, TARC und CD206 bei MDD
unter AS-Kultur signifikant erhoht (Mann-Whitney-U-Tests, jeweils p < 0,04). IL10-Sekretion war bei
MDD polarisierten Zellen in beiden Zustinden (AS und FCS) signifikant hoher verglichen mit GKO
(Mann-Whitney-U-Tests, jeweils p < 0,09). Die kumulativen Z-Scores zeigten einen hoheren M2-
Polarisierungsphénotyp bei MDD insbesondere dann, wenn die Zellen in AS kultiviert wurden. Ebenfalls
zeigte sich das individuelle M2/M1-Verhiltnis der entziindungshemmenden Marker bei Patienten
signifikant hoher, jedoch nur bei Kultur mit AS (Mann-Whitney-U, p = 0.007). Dariiber hinaus zeigte das
M2/M1-Verhéltnis einen signifikanten Anstieg der entziindungshemmenden Markerproduktion bei
MDD, wenn die Makrophagen in AS im Vergleich zu FCS kultiviert werden (Wilcoxon-Test, p=0,013).
Die aus Cosma NC et al. 2021 entnommene und modifizierte Abbildung 2 stellt diese Ergebnisse dar (41).

Vor unserer Studie wurde die M2-Polarisierungsfédhigkeit bei depressiven Patienten nicht ausfiihrlich
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untersucht. Da die Erhéhung pro-inflammatorischer Marker in der Vergangenheit gezeigt wurde,
konzentrierten sich experimentelle Untersuchungen vor allem auf die pro-inflammatorische Aktivierung
(12, 17, 27-29). In unserer Beobachtungsstudie zeigten von MDD Patienten gewonnene Zellkulturen eine
hohere M2-Polarisierung in Gegenwart des AS verglichen zu den GKO.

Dies steht im Einklang mit der Tatsache, dass die M1-Polarisierung in Anwesenheit von AS in unserer
MDD-Gruppe insgesamt niedriger war als unter Kultur mit FCS. Unsere Ergebnisse legen nahe, dass die
von MDD Patienten differenzierten Makrophagen bei entsprechender Stimulation die Féhigkeit besitzen,
in den M2-Phénotyp zu polarisieren. Es wurde gezeigt, dass das einige Antidepressiva (z.B. Fluoxetin,
Venlafaxin, Ketamin) ebenfalls anti-entziindliche Eigenschaften aufweisen (22, 52). Dies deutet auf einen
moglichen Einsatz unseres in vitro personalisierten Assay als pradiktiven funktionellen Biomarker zur

zielgerichteten und evidenzbasierten Therapie.
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Abbildung 3. M2- Polarisierung in Patienten mit Depression unter Kultur in autologem Serum. Die Abbildung wurde aus
Cosma NC et al. 2021 entnommen und modifiziert. Sie zeigt die individuellen Werten (jeder Punkt représentiert die Werte eines
Probanden) in Folge der M2 (IL-10/IL-4/TGF-B) Polarisierung (41). A Quantifizierung von CD206 mittels qPCR. B-D
Quantifizierung von IL-1RA, TARC und IL-10 mittels Biolegend Panel. E Verhéltnis von M2- und M1-Marker. F Individuelle
Z-Scores unter FCS- und AS-Bedingungen dargestellt fiir méannliche und weibliche Probanden. GKO: gesunden
Kontrollpersonen; MDD: Depressive Storung. Mann-Whitney-U-Tests (Unterschiede zwischen den Gruppen), Friedmans
ANOVA-Tests mit Dunns post-hoc und Wilcoxon-Test (innerhalb der Gruppe) wurden als statistischen Tests benutzt. Die Werte
sind als Mittelwert und Standardabweichung dargestellt. *p < 0.05, **p < 0,01, ***p < 0,001.
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4.3.4. Effekt von Antidepressiva auf Makrophagenpolarisierung
Es ist gut bewiesen, dass Serotonin-Wiederauthahmehemmer (SSRIs) sowie Serotonin- und
Noradrenalin-Wiederaufnahmehemmer (SNRIs) sowohl in vitro als auch in vivo entziindungshemmende
Eigenschaften aufweisen (53-56). Derzeit wird die anti-entziindliche Wirkung von Antidepressiva in
klinischen Studien zur Verbesserung der klinischen Symptome bei Autoimmunerkrankungen,
kardiovaskuldren Erkrankungen, SARS-CoV-2 Infektion und Diabetes mellitus untersucht (53, 57, 58).
Um zu beurteilen, ob es Unterschiede in Makrophagenpolarisierung unter Beriicksichtigung der
Medikation in unserer Kohorte gab, verglichen wir die Zellen der Patienten, die SSRIs oder SNRIs (n =

16) einnahmen, mit denen, die Antidepressiva anderer Klassen einnahmen (n = 12) (Tabelle 3).

Tabelle 3. Beschreibung der Medikamenteneinnahme in der MDD- Patientenkohorte (n = 28)*

SSRI/SNRIs (Nr.) Venlafaxin (9), Escitalopram (1), Duloxetin (2), Fluoxetin (1),
Sertralin (1), Milnacipran (2)

Andere Antidepressiva (Nr.) Mirtazapin (3), Bupropion (3), Agomelatin (1), Trimipramin (3)

Andere Psychopharmaka (Nr.)  Pregabalin (3), Aripiprazol (4), Quetiapin (2), Lamotrigin (2),
Lorazepam (3)

*Tabelle aus Cosma NC et al. 2021 entnommen und modifiziert (41).

Wir beobachten, dass die Zellen der Patienten, welche SSRI/SNRIs einnehmen, erniedrigtes 1L-6 und
TARC in den M2-AS Messungen aufwiesen (Mann-Whitney-U-Tests, jeweils p < 0,04). Bei der
Betrachtung der kumulativen Z-Scores zeigten die Zellen der mit SSRI/SNRIs behandelten Patienten
niedrigere M 1-Marker unter individualisierten Kulturbedingungen in Gegenwart von AS als in FCS (41),
ohne einen dhnlichen Einfluss auf die M2-Polarisierung. Das deutet auf eine geringere pro-entziindliche
Aktivierbarkeit unter Exposition mit autologen Seren SSRI/SNRI-behandelter Patienten. Unsere
Ergebnisse, die ein niedrigeres IL-6 in Gegenwart der autologen Seren von Patienten zeigen, die SSRIs
oder SNRIs erhielten, passen in diese oben erwéhnte Literatur. Die Tatsache, dass bei Patienten, die
SSRI/SNRIs erhalten, auch TARC (CCL17 - ein chemotaktisches Mittel, das insbesondere die Th2-Zellen
stimuliert) Spiegel senkt, steht im Einklang mit der Evidenz fiir einen niedrigeren IL-10-Wert (ebenfalls

anti-entziindliches Zytokin) nach einer antidepressiven Behandlung (18, 56).
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Insgesamt weisen unsere Ergebnisse darauf hin, dass pro-inflammatorische Aktivierung durch die Gabe
von SSRI/SNRISs erniedrigt wird, ohne dabei die entziindungshemmende Zytokinsekretion zu stimulieren.
Somit konnten wir durch unserer individualisierten Assays die bekannten anti-inflammatorischen Effekte

einer SSRI/SNRI Behandlung auch in einer personalisierten Zellkultur abbilden.

4.3.5. Geschlechtsspezifische Effekte der Makrophagenpolarisierung

Obwohl Frauen zweimal héufiger als Ménner von Depression betroffen sind, gibt es bisher nur wenige
Hypothesen zu den biologischen Grundlagen dieser epidemiologischen Erkenntnisse (4, 59).
Insbesondere fehlen derzeit Erkenntnisse zu den moglichen geschlechtsspezifischen Unterschieden
beziiglich der Beteiligung des Immunsystems in der Pathogenese der Depression. Einige Studien zeigten
héhere 1L-6-, TNF-a-, IL-8- oder CRP-Werte bei depressiven Frauen und hohere IL-12-Werte bei
depressiven Ménnern im Vergleich mit gleichaltrigen gesunden Kontrollen (59-62). Bei MDD-Patienten
wurde unabhéngig vom Geschlecht eine erhohte Anzahl von Leukozyten festgestellt, wahrend periphere
Monozytenzahlen nur bei Ménnern hoher waren (63). Die Dbisherigen Studien zur
Makrophagenpolarisierung bei MDD berichteten nur von ménnlichen Teilnehmern oder Zelllinien (52,
64), sodass hier ein Geschlechtsbias vorliegen kann. Die Makrophagenpolarisierung im Kontext von
MDD wurde bei Frauen bisher vor allem in der Schwangerschaft untersucht (65). Dabei zeigte sich, dass
bei schwangeren an Depression erkranken Frauen Makrophagen im Vergleich zu gesunden schwangeren
Frauen ein hoheres pro-inflammatorisches Profil aufweisen (65). Die meisten Studien haben bisher jedoch
keine  geschlechtsspezifische Analyse durchgefiihrt, was ein unvollstindiges Bild zu
geschlechtsspezifischen Unterschieden in der Entziindungsaktivierung bei depressiven Patienten liefert
(60, 61).

Bei der Untersuchung geschlechtsspezifischer Effekte in unserer MDD-Kohorte fanden wir TARC bei
depressiven Méannern im Vergleich zu Frauen signifikant hoher exprimiert, wenn die M2-Polarisierung in
AS stattfand (Mann-Whitney-U, p = 0,013). Die kumulativen Z-Scores zeigten eine hdhere pro-
inflammatorische M 1-Aktivierung bei depressiven Frauen, aber nicht bei Ménnern. Die M2-Stimulation
fiihrte zu einem gegenteiligen Effekt mit einer reduzierten M2-Marker-Synthese bei depressiven Frauen,

aber nicht bei ménnlichen Teilnehmern. Dariiber hinaus beobachteten wir nur bei den weiblichen
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Teilnehmern eine Korrelation von der subjektiven Schwereeinschétzung der Depressionsskala (BDI) mit
der Zunahme der M1-Polarisierung (Abbildung 4). Unsere Ergebnisse, die eine hohere M1-Polarisierung
bei Frauen mit MDD im Vergleich zu Ménnern zeigen, stimmen mit den wenigen verdffentlichten Studien
iiberein, die hohere Zytokinspiegel im peripheren Blut bei Frauen zeigen (62, 66, 67).

Der Einfluss der Sexualhormone auf Immunzelldifferenzierung ist seit einiger Zeit bekannt. Androgene
zeigen eine anti-entziindliche Wirkung (60, 61), wihrend hohe Ostrogenspiegel eine Neigung zu
entziindungshemmenden und niedrige Ostrogenspiegel zu entziindungsfordernden Profilen induzieren
(36) (68-70). Daher ist der differentielle Makrophagen-Polarisierungseffekt beider Geschlechter, der in

unserer depressiven Stichprobe beobachtet wurde, konsistent mit diesen Beobachtungen (61).
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Abbildung 4. Geschlechtsspezifische Effekte der Makrophagenpolarisierung bei Patienten mit Depression. Aus Cosma
NC et al. 2021 entnommen und modifiziert. Die Abbildung zeigt die individuellen Werten (jeder Punkt représentiert die Werte
eines Probanden) in Folge der M1 (LPS) und M2 (IL-10/IL-4/TGF-B) Polarisierung (41). A Individuelle Z-Scores unter FCS-
und AS-Bedingungen dargestellt fiir mdnnliche und weibliche Patienten mit Depression. B Korrelation zwischen individuellen
Z-Werten nach M1-Polarisierung in AS und Depressionsskala BDI. MDD: Depressive Storung. Die Werte sind als Mittelwert
und Standardabweichung dargestellt. Mann-Whitney-U-Tests (Unterschiede zwischen den Gruppen) und lineare Regression
wurden als statistischen Tests benutzt. *p < 0.05, **p < 0,01, ***p < 0,001.

Die Tatsache, dass autologes Serum die Geschlechtsunterschiede verstérkte, ldsst eine kostimulierende
Wirkung der eigenen Serumhormone vermuten. Die Messung des Serumspiegels von Sexualhormonen
ist daher ein Aspekt, der Gegenstand nachfolgender Studien sein sollte. Generell sollten sich zukiinftige
Studien, die sich mit dem angeborenen Immunsystem und seiner Rolle in der Pathogenese der MDD

befassen, auf Geschlechtsunterschiede bei der Makrophagen-Polarisierung konzentrieren. Dies eroffnet

den Weg zu Ansétzen fiir personalisierte Medizin, wie zum Beispiel differenzierte und neue
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pharmakotherapeutische Konzepte auf Basis der Makrophagenpolarisierung bei weiblichen MDD-

Patienten.

4.4. Limitationen

Folgenden Limitation unsere Studie sind zu diskutieren. Der Einschluss von ausschlieBlich mittelschwer
bis schwer erkrankten Patienten stellt zwar eine realistische klinische Stichprobe der stationdren MDD-
Population dar, schlieBt jedoch leichte depressive Episoden aus. Zudem spiegelt der Ausschluss einer
Vielzahl psychiatrischer Komorbiditéten nicht die gesamte Population depressiver Patienten wider. Des
Weiteren wurden sowohl Patienten und Kontrollpersonen mit geringen medizinischen Komorbiditdten
rekrutiert, die nur einen Teil des MDD-Spektrums abdecken. Eine Vielzahl von Studien hat gezeigt, dass
depressive Patienten mit Komorbidititen wie dem metabolischen Syndrom, kardiovaskuldre oder
Autoimmunerkrankungen iiberméBig héufig ebenfalls eine erhohte subklinische Entziindung aufweisen
(3, 71). Unsere Entscheidung, nur hospitalisierte mittelschwere bis schwere MDD-Patienten
einzubeziehen, zielte auch darauf ab, die Variabilitit der Kohorte zu begrenzen und den Schweregrad zu
fokussieren. Auch wurden bewusst bestimmte internistische Komorbidititen ausgeschlossen um einen
moglichen verfélschenden Einfluss (,,confounding®) dieser Erkrankung auszuschlieBen und Effekte
hauptsidchlich auf MDD zuriickfithren zu konnen. In einem aktuellen Review zu Markern fiir
Therapieausfille wurde gezeigt, dass die Rekrutierung stationérer Teilnehmer die Variabilitit reduziert

(29).

4.5. Schlussfolgerungen und weiterfithrende wissenschaftliche Fragestellungen

Die hohe Vielfalt der Faktoren, die mit dem Auftreten von MDD assoziiert sind, bedingen ein komplexes
Pathogenesemodell (1, 4). Die Beteiligung des angeborenen Immunsystem an der Pathogenese der
Depression ist lange postuliert und untersucht worden (10, 17, 27, 29, 72). In unserer Studie haben wir
zum ersten Mal die Polarisierungskapazitit von Makrophagen bei Patienten mit mittelschwerer bis
schwerer Depression im Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen untersucht und gleichzeitig die Rolle
des individuellen endokrinen/inflammatorischen Milieus erforscht. In Ubereinstimmung mit der Literatur,

die auf einen hoheren pro-inflammatorischen Zustand bei MDD hinweist, (12, 15, 17, 19, 23, 29, 72),
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fanden wir bei unseren Patienten einen hoheren M1-Polarisierungsphinotyp. Die Anwesenheit von
autologen Seren in den Kulturmedien verstirkte den MI-Polarisierungsunterschied zwischen den
Gruppen nicht. Zu unserer Uberraschung fanden wir bei MDD-Patienten eine hohere M2-Polarisierung,
wenn die Zellen mit autologen Seren kostimuliert wurden. Unsere Ergebnisse zeigen, dass Mo-M®s bei
MDD-Patienten plastisch sind und in der Lage sind, sowohl in M1 als auch in M2 mit vergleichbarer oder
hoherer Plastizitét zu polarisieren, als dies bei Kontrollprobanden beobachtet wurde. Unseres Wissens ist
dies die erste Studie, die die Polarisierungskapazitit von Mo-M®s zu M1 oder M2 bei mittelschwerer bis
schwerer MDD in einem eins-zu-eins-Designvergleich mit gesunden Kontrollen untersucht.

Unsere Daten legen nahe, dass die Mo-M® von MDD Patienten eine Bereitschaft zur M1-Polarisierung
besitzen, aber auch plastisch sind und bei Kultivierung in autologen Seren zu einer M2-Polarisierung auf
dhnlichem oder sogar hdherem Niveau als gesunde Probanden fahig sind. Zudem kdénnte der Unterschied
der Makrophagen-Polarisierung zwischen minnlichen und weiblichen MDD eine Grundlage fiir
zukiinftige personalisierte Therapieoptionen darstellen.

Unser individualisiertes Zellkulturmodell bietet eine einfache, ressourcenarme Plattform fiir eine schnelle
patientenspezifische Analyse verschiedener Aspekte des angeborenen Immunsystem, welches vor allem
zu dem Zweck von zukiinftigen Screenings von individualisierten Therapiestrategien benutzt werden
kann. Weitere Studien in unserem Labor sind in Bearbeitung, um dieses Modell bei weiteren psychischen

Erkrankungen, wie Bipolarer Stérung sowie der Alzheimer Erkrankung zu untersuchen.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords:

Major depressive disorder
Macrophage polarization
Inflammation

Accumulating evidence indicates the specific involvement of inflammatory processes in major depressive dis-
order (MDD), particularly affecting innate immunity. Most immune alterations have so far been determined
based on plasma or cerebrospinal fluid cytokine levels. To precisely characterize putative innate immune-
mediated mechanisms in MDD pathogenesis, we sought to disentangle “state” from “trait” effects in a patient-

Cytoki
S;,R(; e specific cell model by quantifying the impact of patient-derived autologous sera (AS) on patient-specific
SNRI monocyte-derived macrophages (Mo-M®s) polarization in vitro.

Mo-M®s were generated from 28 patients with moderate to severe MDD and 28 age-, sex-, smoking status- and
BMI-matched healthy controls (HC). Cells were treated either with AS or fetal calf serum (FCS) and polarized into
M1 (LPS), M2 (IL-10, IL-4, TGF-B) or MO (unstimulated) macrophages. Polarization capacity was quantified by
means of specific M1 (CCR7, CD86, CXCL10, IL-12p70, TNF-a, IL-6, IL-1p, IL-12p40, IL-23, IP-10) and M2
(CD206, 1L-10, TARC, IL-1RA) markers.

Compared to HC, significantly increased M1-polarization was observed for MDD patients in the presence of
FCS, however, polarization in AS enriched media determined an increased M2-polarization in patients. More-
over, female MDD patients exhibited increased M1- and decreased M2-polarization in both conditions compared
to male MDD patients.

Our data suggests that Mo-M®s derived from patients with MDD exhibit facilitated M1-polarization under
traditional cell culture conditions and an increased potential for M2-polarization when cultured in AS. Striking
inter-individual variation and pronounced gender effects highlight the potential utility of our personalized cell
model-based approach to aid diagnostic and therapeutic decisions.

Gender differences

1. Introduction

Major depressive disorder (MDD) is one of the most prevalent psy-
chiatric disorders, resulting in a high economic burden with numbers on
the rise (Collaborators GDallaP, 2017). The etiology of MDD is complex,
encompassing psychosocial, biological, and environmental factors.
However, the exact pathology remains incomplete (Leonard, 2018;
Wohleb et al., 2016; Enache et al., 2019). An emerging body of research
suggests that chronic inflammatory processes, including pro-
inflammatory activation of microglial cells and elevated peripheral
cytokine levels, play a pathogenic role in MDD (Wohleb et al., 2016;
Yirmiya et al., 2015; Kohler et al., 2017; Liu et al., 2019). Monocytes and
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E-mail address: nicoleta-carmen.cosma@charite.de (N.C. Cosma).
1 Equal contribution.
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tissue-resident macrophages have long been hypothesized to be involved
in the development of depression (Smith, 1991). While alterations in
monocyte function in MDD are well documented (Hasselmann et al.,
2018; Alvarez-Mon et al., 2019; Nowak et al., 2019), the direction and
nature of the changes these cells undertake when they migrate into the
affected tissue and polarize into macrophages remain subject to debate.

Microglia and macrophages present in perivascular spaces,
meninges, and choroid plexus are the most important immune cells in
the brain (Prinz and Priller, 2014). The ability of blood-resident
monocytes to traffic into the brain and differentiate into macrophages
during pathological states, like psychosocial stress, has been demon-
strated in mouse models (Wohleb et al., 2014), as well as in humans

Received 7 August 2020; Received in revised form 6 February 2021; Accepted 9 February 2021

Available online 17 February 2021
0889-1591/© 2021 The Authors.

(http://creativecommons.org/licenses/by-ne-nd/4.0/).

Published by Elsevier Inc.

This

32

is an open access article under the CC BY-NC-ND license



N.C. Cosma et al.

(Enache et al., 2019). At a tissue level, monocytes can polarize into
macrophages and are capable of secreting 32 times more excito-toxic
quinolinic acid than resident microglia (Espey et al., 1997). This raises
the question whether monocyte-derived macrophages, together with
resident microglia, might play a role in MDD pathology. Due to the lack
of direct access to central nervous system-derived microglia or macro-
phages, the use of monocyte-derived macrophages (Mo-M®s) has been
previously suggested as a tool to characterize aspects of the innate im-
mune system in psychiatric conditions (Nowak et al., 2019; Ormel et al.,
2017). While microglia are distinct from other tissue-resident macro-
phages in terms of their (onto) genetic landscape, it was shown that
macrophage and microglial populations exposed to similar environ-
mental cues converge to similar expression patterns (Gosselin et al.,
2014; Sevenich, 2018). We therefore sought to characterize the dy-
namics of Mo-M®s in MDD compared to healthy controls (HC) ex vivo, as
a proxy for the cells of the innate immune system in the brain.

In response to environmental stimuli, both macrophages and
microglia possess the ability to polarize towards pro- or anti-
inflammatory phenotypes, by inducing epigenetic and functional
changes of the cells (Saced et al., 2014; Shapouri-Moghaddam et al.,
2018). When stimulated by lipopolysaccharide (LPS) or Thl-secreted
cytokines like interferon gamma, macrophages display the so-called
“classical” or “M1” profile characterized by secretion of pro-
inflammatory cytokines and generation of reactive oxygen species (M1
macrophages). Conversely, Th2-secreted cytokines such as IL-10, IL-4,
IL-13 and glucocorticoids (GC) result in an anti-inflammatory, “alter-
native” or “M2” profile. This is characterized by the production of anti-
inflammatory cytokines, increased phagocytosis and positive impact on
tissue repair and wound healing (M2 macrophages) (Martinez and
Gordon, 2014; Mia et al., 2014).

Studying these pivotal mechanisms of innate immunity in the context
of a psychiatric disorder is challenging, since direct access to these cells
is limited and profound phenotype changes take place during macro-
phage differentiation in vitro (Saeed et al., 2014). Sexual and stress
hormones, antidepressant drugs and neuropeptides (amongst many
other stimuli) have been shown to differentially modulate macrophage
function, particularly affecting M1- and M2-polarization (Murray, 2017;
Keselman et al., 2017; Kalkman and Feuerbach, 2016; Murray et al.,
2014). Several lines of evidence indicate that selective serotonin reup-
take inhibitors (SSRIs) and selective serotonin and noradrenaline reup-
take inhibitors (SNRIs) display anti-inflammatory proprieties in vitro
(Kalkman and Feuerbach, 2016; Tynan et al., 2012; Koh et al., 2011;
Lekakis et al., 2010). This mechanism is suggested to contribute to the
anti-depressive and metabolic effect of these drugs (Wang et al., 2019;
Baharav et al., 2012; Nazimek et al., 2017; Wong et al., 2019). There-
fore, there is a need for a high degree of individualization, even for in
vitro assays based on patient-specific cells, particularly when studying
aspects of MDD-related pathology. This prompted us to include patient-
derived autologous sera (AS) in our in vitro studies on patient-specific
Mo-M®s polarization to control for the “state” of each individual
participant, compared to the “trait” of the cells when cultured in tradi-
tional fetal calf sera (FCS).

Here we assess the potential and dynamics of Mo-M®s polarization
to M1 or M2 macrophages in patients suffering from moderate to severe
MDD compared to HC matched for age, body-mass-index (BMI), smok-
ing status and sex. To investigate whether the individual milieu (medi-
cation, gender, hormones, nutrients) influences the polarization, we
directly compared the effects of FCS and participant-AS on the M1/M2
differentiation capacity of participant-derived primary Mo-M®s cell
cultures (Saeed et al., 2014; Mia et al., 2014). By quantifying the impact
of patient-derived AS on patient-specific Mo-M®s polarization in vitro,
we sought to differentiate the “state” from “trait” effects in a patient-
specific cell model system.
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2. Materials and methods
2.1. Participants

Male and female adults hospitalized due to moderate to severe major
depressive episodes and healthy controls pairwise matched for age, sex,
smoking status, and BMI were enrolled between January 2018 and
December 2019. All participants signed an informed consent form, and
the local ethics committee approved the study (EA4/002/13). In-
dividuals meeting the MDD criteria were also enrolled in a concurrent
study (RAHND; ClinicalTrials.gov Identifier: NCT02439099). Healthy
controls (Mage = 46.7 + 11.1; 67.8% female) were recruited through
local and social media advertising. All participants underwent a clinical
interview, physical examination and their medical history was obtained.
All procedures complied with the ethical standards of national and
institutional committees on human experimentation and with the Hel-
sinki Declaration of 1975, as revised in 2008. Patients (Mage = 48.5 +
12; 67.8% female) were recruited from inpatient wards up to one week
after hospitalization. They had a specialist-confirmed diagnosis that met
the ICD-10/DSM-V criteria of major depressive episode (major depres-
sive disorder or bipolar disorder-depressed phase), as well as a score of
24 or higher on the Montgomery-Asberg Depression Rating Scale
(MADRS) (Montgomery and Asberg, 1979), 17 or higher on the 17-Item
Hamilton Depression Rating Scale (HAM-D) (Hamilton, 1960) and 21 or
higher on the (Beck Depression Inventory-II; BDI-II) questionnaire (Beck
et al., 1996). Exclusion criteria for the patient group were all other
psychiatric comorbidities except a history of successfully treated post-
traumatic stress disorder or anxiety disorder (ex. schizophrenia, active
psychotic symptoms, eating disorders, substance use disorders, etc.).
Exclusion criteria for all participants were any clinical signs of acute
inflammation, recent infection requiring antibiotics (<one month),
recent vaccination (<3 months), chronic inflammatory disease, chronic
use of NSAIDS or corticoids, heart failure, clinically manifest asthma or
allergies, history of cancer and stroke, pregnancy and lactation as well as
poorly controlled diabetes, cardiovascular, renal, hepatic, hematologic,
endocrine and neurologic disease. Fasting blood samples were taken
between 8 and 12 a.m.

2.2. Experimental design

Blood was tapped from each individual subject providing matched
serum for subsequent experiments with the same individual’s mono-
cytes. Depending on the availability of eligible patients and controls, up
to 4 participants (MDD and HC) were recruited on the same day and cells
generated on an individual subject basis. Monocytes were isolated and
plated in FCS- and in AS- enriched media on the day of blood tap. Cells
were plated for a total period of 5 days, of which the last 24 h were under
M1-, M2-, or vehicle (MO) stimulation. After the 24 h stimulation, cells
and supernatant were collected and stored at —80 °C until further
analysis. The RNA extraction, cDNA synthesis, qPCR and cytokine ana-
lyses were run all at one time after recruitment stop, and all of the
respective experiments had MDD and HC samples counterbalanced on
each respective plate.

2.3. Monocyte isolation and polarization

Blood was collected from heparinized vacuum-extraction tubes (BD
Biosciences, Germany) and PBMCs extracted by FICOLL™ density
gradient centrifugation within 1.5 h after blood draw, following previ-
ously published protocols (Regen et al., 2017). Serum was collected in
vacuum-extraction tubes (BD Biosciences, Germany), allowed to clot at
room temperature (RT) for 30 min (maximum 1.5 h) and subsequently
centrifuged at 1500 xg at RT. Fresh serum was used to produce an RPMI
based culture medium containing 10% AS and 1% Penicillin/Strepto-
mycin (Saeed et al., 2014). Remaining serum was stored at —80 °C until
use. Monocytes were selected via adherence to plastic surfaces for 24 h,
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cultured in standard conditions (37 °C, 5% CO2) in 24-well plates (4.5 x
10°/500 ul per well) in RPMI medium enriched with 1% Penicillin/
Streptomycin (10000 U/10 mg per ml; Biochrom, Germany), and with
either 10% FCS (Sigma-Aldrich®, Darmstadt, Germany, Product F7524,
lot BCBT0730) or 10% AS. Cells plated in RPMI medium enriched with
FCS (12 wells) or AS (12 wells) condition were kept in the same con-
dition throughout the experiment. Both FCS and AS conditions received
10 ng/ml human M-CSF (Miltenyi Biotec) stimulation upon plating.
After further 72 h plating, macrophages were polarized to M1 with LPS
(50 ng/ml) (Sigma, USA, Product Number L6529), to M2 with IL-10, IL-
4, TGF-p (each 20 ng/ml) (Peprotech, USA, Lot 110621, 091514, and
05065354 respectively) according to previously published macrophage
polarization protocols (Saeed et al., 2014; Mia et al., 2014) or left
unstimulated (MO). Cells and supernatant (two wells per condition)
were harvested 24 h after polarization and stored at —80 °C until use.
Cell culture performance and polarization characteristics were assessed
by quantifying established specific M1 (CCR7, CD86, CXCL10, 1L-12p70,
TNF-a, IL-6, IL-1p, IL-12p40, IL-23, IP-10) and M2 (CD206, IL-10, TARC,
IL-1RA) markers (Martinez and Gordon, 2014; Murray et al., 2014).

2.4. RNA isolation, cDNA synthesis and Real-Time PCR

RNA was isolated from 24 h-polarized macrophages using RNeasy
Mini extraction kit (Qiagen) as per the manufacturer’s instructions and
stored at —80 °C until use. Total RNA was reverse-transcribed into cDNA
using Revert Aid First Strand ¢cDNA Synthesis Kit™ (Thermo Fisher
Scientific Inc., MA, USA) and stored at —20 °C until further measure-
ment. To quantify the expression levels, qPCR was performed with
LightCycler™ 480 SYBR Green I Master (Roche, Mannheim, Germany)
using 75 ng template cDNA and 500 nM standard primer concentrations,
following the manufacturer’s instructions in an Applied Biosystems
StepOne™ Real-Time PCR System (CA, USA). Melting curve analysis
was performed to identify specific products with 1.2 °C increment from
65 to 95 °C. Relative quantification (ACt) and melting curve analysis
were both carried out using the StepOne™ Real-Time PCR System
software. All primers were designed and checked for their quality using
the Primer-BLAST software (Ye et al., 2012). Sequences of primers are
shown in supplemental Table 1. B2M was used for data normalization
(ACt) (Radonic¢ et al., 2004). The ACt values for each individual's
stimulation were then normalized to the same participant’s control
condition (unstimulated) resulting in the individual AACt. The expres-
sion fold change was calculated as 222 and further used for analysis.

2.5. Cytokine analysis

Macrophages were polarized for 2 h (as previously indicated) or left
unstimulated (MO0), followed by a change of supplemented RPMI media
(to wash out the polarization-inducers), and a further incubation period
of 24 h. Supernatant was collected 24 h after stimulation and stored at
—80 °C until use. Levels of IL-12p70, TNF-a, IL-6, IL-1p, IL-12p40, IL-23,
1P-10, IL-10, IL-6, TARC, and IL-1RA in supernatant and serum were
measured in duplicates using LEGENDplex Human M1/M2 Macrophage
Panel (10-plex) (BioLegend, San Diego, USA) as per the manufacturer’s
instructions. Data was acquired using the BD FACS Canto™ II (Bio-
sciences) and analysis performed using LEGENDplex Data Analysis
Software v8.0 (BioLegend, San Diego, USA) in accordance with the
manufacturer’s instructions. Average intra-assay CV was 10.1% and
average inter-assay CV for the total of 5 plates used was 6.4%. Cytokine
detection limit range for our data is found in supplemental Table 2.

2.6. Data analysis

Sample size was determined using G*Power software version 3.1
(G*Power Version 3.1.9.2, Germany). A power calculation was per-
formed on the mRNA expression data of polarized macrophages from a
pilot study using o of 0.05 and power of 0.8, resulting in at least 26
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participants per group. Numerical analyses were performed using
GraphPad statistical software version 8.0.2.263 (GraphPad Software, La
Jolla, USA). As the data were not normally distributed, Mann-Whitney U
tests were performed for between group differences and Friedman’s
ANOVA tests with Dunn’s post hoc multiple comparison tests or Wil-
coxon test were performed to analyze the within group stimulation ef-
fects. The significance level was set at p < 0.05. Cytokine levels below
the detectable limit of the assay were included as half of the lower limit
of detection (Park et al., 2017; Kiraly et al., 2017). In the AS condition,
10% of the measured serum cytokine level was subtracted from the final
cytokine levels prior analysis. Three of the measured cytokines (IL-
12p70, IL-12p40 and IL-23) had >50% of the values in the stimulated
condition and in serum below the detection limit. In the control condi-
tion (MO) 10 participants from the MDD group and 7 from the HC
showed no expression of CXCL10, 3 participants in the MDD and 2 HC
group lacked expression of CD86 and also 3 HC showed no expression of
CD206, thus being excluded from the comparison of the fold change
expression (Z’AAC‘) between MDD and HC.

To assess the difference in macrophage polarization capacity be-
tween the MDD and HC groups, we used composite scores as follows.
Similar to previous published studies (Lim et al., 2016; Schindler et al.,
2017; Song et al., 2013), a composite Z-score for each participant was
calculated by summing the Z-scores of pro- or anti-inflammatory
markers resulted from the LPS or IL-4/IL-10/TGF-p stimulation into an
M1- or M2-individual Z-score respectively: Z; = Yk ,Zi, where i =
subject and k = marker (Song et al., 2013). In each individual Z; -score
for Ml-polarization, the Z-scores of all the M1-specific markers
(CXCL10, CD86, CCR7, 1L-12p70, TNF-q, IL-6, IL-1p, IL-12p40, IL-23, IP-
10; k = 10) were summed. For M2-polarization, the M2 specific markers
(IL-10, TARC, IL-1RA, CD206; k = 4) were included. Cumulative Z-
scores showing M1- or M2-polarization at a group level were created by
summing the individual Z-scores of all the participants in each respec-
tive group into one score Cyimulation/group = Zizle;, Where i = subject
(Song et al., 2013). Furthermore, for each marker, a ratio was calculated
between the levels produced during pro- (LPS) or anti- (IL-10, IL-4, TGF-
p) inflammatory stimulation. A mean of the ratios was calculated for
each participant to assess the fold increase in marker production due to
the pro- related to anti-inflammatory stimulation and vice-versa. Like-
wise, to quantify the impact of AS on MO, a ratio was calculated between
the levels of each marker produced during the AS to FCS stimulation. A
mean of the ratios was calculated for each participant to assess the fold
increase in marker production due to AS stimulation at an individual
level.

3. Results
3.1. Patient-specific cell culture

Twenty-eight patients meeting the MDD criteria and 28 pairwise
matched HC were included in the study. The clinical and socio-
demographic characteristics of the participants are shown in Table 1.
Except for IL-12p40 (U = 271, p = 0.043) there was no difference in
serum cytokine levels between the two groups (Supplemental Table 3,
serum cytokine levels MDD vs. HC). However, since >50% of the IL-
12p40 samples were below the detection sensitivity for this cytokine,
these results are to be interpreted with caution. The participant-derived
Mo-M® cultures exhibited characteristic macrophage morphology
(Supplemental Fig. 1). LPS and IL-10/IL-4/TGF-p stimulation induced
the expression of M1- and M2-specific mRNA receptors respectively
(CXCL10, CD86, CCR7 for the pro-inflammatory M1- and CD206 for
homeostatic M2-phenotype), as well the secretion of specific cytokines
(IL-12p70, TNF-a, IL-6, IL-1p, IL-12p40, IL-23, IP-10 for M1 and IL-10,
TARGC, IL-1RA for M2). Friedman’s ANOVA tests revealed a significant
main effect of M1- and M2-stimulation in all the measured markers, both
in the MDD and HC group (p < 0.02), except for CD86 in the MDD group
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Table 1
Demographic characteristic of study participants *
MDD (n = 28) HC (n p-
=28) Value
Age, years 48.5 (12) 46.7 0.91
(11.1)
Female, No. (%) 19 (67.8) 19 0.99
(67.8)
BMI 26 (4) 24.1(4) 0.6
Current smokers, No. 10 (35.7) 9(32.1) 0.99
(%)
Education, years 14.2 (1.7) 14.5 0.54
@n
Non-Caucasian, No. (%) 5(17.8) 3(107) 1
MDD history
Psychiatric comorbidity, 3
No. (%)
HAM-D-17 25.5(5.1)
MADRS 28 (5)
BDI-II 34.8 (9.1)
Length of current 10.1 (6.8)
Episode, months
Lifetime MDE 4.2 (2.5)
Current (<2 Sessions) 3(10.7)
ECT treatment, No.
(%)
>2 failed treatments in 18 (64.2)
current episode (%)
Current SSRI or SNRI 16 (57.1)

intake, No. (%)
SSRI /SNRIs (No.) Venlafaxine (9), Escitalopram (1),
Duloxetine (2), Fluoxetine (1),
Sertraline (1), Milnacipran (2)
Mirtazapine (3), Bupropion (3),
Agomelatine (1), Trimipramine
3)
Pregabalin (3), Aripiprazole (4),
Quetiapine (2), Lamotrigine (2),
Lorazepam (3)

Other antidepressants
(No.)

Other add-on drugs (No.)

2 Values are expressed as mean (SD) except when indicated; BMI: body mass
index; ECT: electroconvulsive therapy; MDD: major depressive disorder; MDE:
major depressive episode, SSRI: selective serotonin reuptake inhibitor; SNRI:
serotonin and noradrenaline reuptake inhibitor; HAM-D: 17-item Hamilton
Depression Rating Scale; BDI: Beck Depression Inventory; NA, not applicable.
Categorical variables were compared with 2 analysis and continuous variables
with t-test.

(p = 0.69) (Table 2).

3.2. M1-polarization and effects of autologous serum stimulation

M1 polarization was increased in MDD patients compared to con-
trols, particularly in the presence of FCS. Patient-derived cells showed
significantly higher CXCL10 (U = 95, p = 0.008), CD86 (U = 197, P =
0.02) and IP-10 (U = 248, p = 0.01) when polarized to M1 in the FCS
culture (Fig. 1A-G). Table 3 shows the levels of all the measured markers
in the polarized M1 condition in MDD- vs. HC-derived cells when
compared with Mann-Whitney U tests. The cumulative Z-score (sum of
all the participants Z-scores measured using all the pro-inflammatory
markers) showed higher M1 polarization in MDD compared to HC in
both FCS and AS conditions: Cucrcs = -1,437571; Cwmpp/rcs =
2,357482; Cyc/as = 0,274021; Cypp/as = 2,881125. However, no sig-
nificant difference was noted between the individual Z-scores of MDD
vs. HC (Fig. 11). Supplemental Table 4 indicates the statistics of the in-
dividual Z-scores. MDD group showed significantly increased pro-
inflammatory marker production compared to HC only in the FCS con-
dition (U = 244, p = 0.015), as reflected by the individualized M1/M2
ratios (Fig. 1H).

In the presence of AS, CCR7 (U =212, P = 0.01) and IP-10 (U = 269,
p = 0.04) were increased in the MDD group (Fig. 1A, G). Intriguingly,
while IL-1p secretion in the M1-FCS condition was similar between

188

35

Table 2
Stimulation effects as measured with Friedman’s ANOVA tests.
MDD HC

Gene/ Friedman statistic p-value Friedman statistic p-Value
protein* (df (df)
CCR7 24 (3) <0.0001 17 (3) 0.0005
CD86 1.89 (3) 0.59 14 (3) 0.003
CXCL10 9.2(3) 0.02 9.7 (3) 0.02
1L-12p70 55 (5) <0.0001 63 (5) <0.0001
TNFa 111.5(5) <0.0001 114.6 (5) <0.0001
IL-6 97.5 (5) <0.0001 100.8 (5) <0.0001
IL-1p 99 (5) <0.0001 104.7 (5) <0.0001
IL-12p40 51.9 (5) <0.0001 66.4 (5) <0.0001
1L-23 27 (5) 0.0002 29.5(5) <0.0001
IP-10 57 (5) <0.0001 60.7 (5) <0.0001
CD206 68 (3) <0.0001 61 (3) <0.0001
IL-10 98 (5) <0.0001 92 (5) <0.0001
TARC 94.2 (5) <0.0001 74.9 (5) <0.0001
IL-1RA 62.7 (5) <0.0001 50.8 (5) <0.0001

*qPCR products in italic, Friedman’s ANOVA calculated with all 2~ yalues (M1,
M2 in FCS and AS condition). *Protein, Friedman’s ANOVA calculated from all
measured cytokines (M1, M2, MO in FCS and AS condition) CCR7 — chemokine
receptor type 7; CD86 — Cluster of Differentiation 86; CXCL10 — C-X-C motif
chemokine 10; IL-12p70 - Interleukin-12, p70; TNFa — tumour necrosis factor o;
IL-6 — Interleukin 6; IL-12p40 — Interleukin-12 subunit p40 (beta); IL-1p —
Interleukin-1; IL-23 — Interleukin 23; IP-10 - Interferon (IFN)-y inducible pro-
tein; CD206 — Cluster of Differentiation 206 (mannose receptor); IL-10 - Inter-
leukin 10; TARC (CCL17) - thymus and activation regulated chemokine
(Chemokine ligand 17); IL-1RA - interleukin-1 receptor antagonist.

groups, when cultivated in AS, the patient-derived cells produced
significantly less IL-1p (U = 252, p = 0.02) (Fig. 1E; Table 2). Incubation
with AS showed a significant fold increase in pro-inflammatory marker
synthesis as reflected by the individualized M1/M2 ratios in both groups
(Fig. 1H). However, this AS-induced increase was higher in HC (W =
—378, p < 0.0001) than in MDD (W = —198, p = 0.02). This effect is also
mirrored by the cumulative Z-Scores. The presence of AS determined
higher, albeit non-significant, pro-inflammatory cytokine production in
MO macrophages derived from MDD compared to HC (U = 380, p = 0.8)
(Fig. 1J). Supplemental Table 5 shows the statistics of gene expression
and cytokine secretion of MO macrophages in MDD vs. HC in FCS and
AS.

3.3. M2-polarization and effects of us serum

¢

IL-1RA (U = 246, p = 0.01), TARC (U = 268, p = 0.04), and CD206
(U = 198, p = 0.006) were significantly increased in MDD after M2-
polarization only when cultured in AS. IL-10 secretion was signifi-
cantly higher in MDD group compared to HC in both conditions (U =
196, p = 0.001 in FCS culture, U = 234, p = 0.009 in AS culture)
(Fig. 2A-D). Table 3 shows the levels of all the measured markers in the
polarized M2 condition in MDD vs. HC compared using Mann-Whitney U
tests. Cumulative Z-scores show higher M2 polarization phenotype in
MDD, particularly when cultured in AS: Cyc/rcs = -0.3602174; Cyvpp,
rcs = 0.3602201; Cyc/as = -1.605736; Cypp/as = 1.415689. However,
there was no significant difference between the individual Z-scores
(Fig. 2F, supplemental Table 4). In addition, the individual M2/M1 ratio
of anti-inflammatory markers was significantly higher in patient-derived
cells in AS condition alone (U = 227, p = 0.007). Furthermore, the M2/
M1 ratio revealed a significant increase in anti-inflammatory marker
production in MDD when cells were cultured in AS compared to FCS (W
= —218, p = 0.013) (Fig. 2E). Similarly, in the unstimulated MO con-
dition, the presence of AS elicited increased expression of anti-
inflammatory markers in the MDD group compared to HC group (U =
309, p = 0.176) (Fig. 2G).
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Fig. 1. MDD patients show higher M1 polarization compared to controls. CCR7 (A), CD86 (B), CXCL10 (C) mRNA expression of Mo-M®s polarized for 24 h to M1
(LPS) or M2 (IL-4/IL-10/TGF-p) in fetal calf serum (FCS) or autologous sera (AS) culture quantified by qPCR. Dots represent individual participant values. The fold
change values are represented as 2'45C (normalization to B2M and MO, dotted line represents individual MO values as 1). (D-G) Cytokine levels in Mo-M®s cultures
24 h after M1 and M2 or MO (unstimulated) polarization in FCS or AS enriched media. Dots represent individual participant values. (H) Fold increase in pro-
inflammatory marker production due to M1-compared to M2-polarization; depicted as the individual mean of M1/M2 ratios of all the pro-inflammatory markers,
dots represent each participant mean of ratios. (I) Individual Z-scores after M1 (LPS stimulation), symbols depicting individual participant values, min to max; dots
represent women, triangles represent men. (J) Effect of AS on the pro-inflammatory marker production in unstimulated MO macrophages. Dots depict each par-
ticipant’s individual mean of ratios AS/FCS in MO, calculated using all the measured pro-inflammatory markers. All error bars, except I, depict mean + SEM. Open
bars and symbols represent healthy controls (HC), blue bars and symbols MDD. Mann-Whitney U tests were used to compare MDD vs. HC groups. Friedman’s ANOVA
tests were used to compare in group differences with Dunn’s post hoc multiple comparison tests (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001). (For interpretation of the
references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

3.4. Effect of SSRI and SNRI medication on Mo-M®s polarization

To assess whether SSRIs or SNRIs elicit an anti-inflammatory effect in
our sample, we compared patients taking SSRIs or SNRIs (n = 16) with
those currently taking other classes of antidepressants or undergoing
electroconvulsive therapy (n = 12). There was no difference between
male and female MDD patients with regards to SSRI/SNRI treatment
(Xz(l, N = 16) = 0.66, p = 0.41). The treatment characteristics of the
participants are shown in Table 1. Mo-M®s derived from patients
currently on SSRI/SNRI treatment produced lower IL-6 (U = 57, p =
0.04) and TARC (U = 64, p = 0.04) after M1 respectively M2 polariza-
tion (Fig. 3A, B). We found no difference in the synthesis or secretion of
any of the other markers investigated (supplemental Table 6). When
looking at the individual Z-scores, the SSRI/SNRIs group was associated
with lower M1-markers (Fig. 3C) for cells cultivated in AS compared to
FCS. However, lower levels of M2-markers were found for the SSRI/
SNRIs group regardless of culture condition (Fig. 3D).

3.5. Main effect of gender on Mo-M®s polarization

All the included participants were classified as women or men in
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accordance to their self-identified biological female or male sex. When
checking for confounding effects of gender we found two markers that
were differently expressed in the stimulated conditions. There was
significantly higher expression of TARC in depressed male-derived cells
(Mdn = 875.3) compared to female-derived cells (Mdn = 281) when the
Mo-M®s were stimulated to M2 and cultured in AS (U = 35, p = 0.013;
Fig. 4C). In the M1-FCS stimulation, we found a higher IL-12p40
secretion in depressed female- compared to male-derived cells (U =
135, p = 0.03). As >50% of the IL-12p40 samples were below the
detection sensitivity for this cytokine, these results are to be interpreted
with caution. In the MDD group, the individual Z-scores showed higher
pro-inflammatory M1-activation in female- but not in male-derived
cells, particularly in AS condition (U = 47, p = 0.06). The anti-
inflammatory stimulation resulted in the opposite effect, with signifi-
cantly reduced M2-marker synthesis in depressed female - but not
depressed male-derived cells (U = 42, p = 0.03). Fig. 4A shows the in-
dividual Z-scores found in the MDD sample and supplemental Table 4
indicates the statistics of the Z-scores. In HC group, no gender-related
pattern of polarization was observed (Fig. 4B, supplemental Table 4).
Moreover, we detected a correlation with the subjective assessment of
severity of the depression scale (BDI-II) and an increase in the M1-
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Table 3
Overview of gene expression and cytokine secretion of monocyte derived M1 and M2 macrophages.

M1 (LPS stimulation)

FCS AS
Gene/ MDDMedian HCMedian (25-75%)  Man-Whitney p- MDDMedian HCMedian (25-75%) Man-Whitney p-
Protein* (25-75%) U value (25-75%) u value
CCR7 1.42 (0.4-3.2) 1.47 (0.6-5.4) 287 0.26 8.87 (1.6-21.6) 1.89 (0.9-5.5) 212 0.01
CD86 2.8(1.4-5.49) 1.5 (1.0-2.5) 197 0.02 1.65 (0.5-7.2) 0.96 (0.5-2.0) 230 0.11
CXCL10 4.9 (1.9-13.7) 1.2 (0.6-2.8) - 0.008 1.6 (0.6-3.8) 0.38 (0.2-3.1) 173 0.11
1L-12p70 1.5 (1.5-1.5) 1.5 (1.5-1.5) 379 0.67 1.5 (1.5-4.78) 1.5 (1.5-6.94) 341 0.36
TNFa 248.4 (83.1-590.0) 247.5 (46.5-448.9) 369 0.71 2475 (1112-6361) 3493 (2432-7136) 319 0.23
1L-6 26,360 (9823-34980) 19,810 327 0.29 46,540 41,650 383 0.89
(7546-27910) (27910-59140) (27910-57470)
IL-1p 20.9 (1.7-73.7) 37.2(10.1-110.4) 321 0.24 132.2 (18.6-602) 463.3 (61.5-1729) 252 0.02
1L-12p40 1.79 (1.7-12.4) 1.79 (1.7-12.9) 388 0.94 2.29 (1.7-68.4) 14.1 (2.3-48.9) 331 0.30
1L-23 2.9(2.9-2.9) 2.9(2.9-2.9) - - 2.9(2.9-17.6) 2.9(2.9-7.5) 389 0.96
1P-10 19.5 (1.3-313.9) 1.3 (1.3-18.9) 248 0.01 267.9 (60.8-2765) 46.33 (7.9-777.1) 269 0.04
M2 (IL-4, IL-10, TGF-p stimulation)
FCS AS
MDDMedian HCMedian (25-75%) Man-Whitney p- MDDMedian HCMedian (25-75%) Man-Whitney p-
(25-75%) u value (25-75%) u value
CD206 4.58 (2.4-6.9) 293 (2.1-5.2) 262 0.11 6.24 (3.3-8.7) 2.72(1.1-5.0) 198 0.006
1L-10 605 (145-1506) 162 (89-280) 196 0.001 377 (86-1199) 69 (25-161) 234 0.009
TARC 244 (101-444) 200 (112-631) 390 0.98 401 (251-746) 288 (175-444) 268 0.04
IL-1RA 2.35(2.35-39.1) 2.35(2.35-8.1) 317 0.15 62 (26-109) 24 (13-44) 246 0.01

CCR7- chemokine receptor type 7; CD86 — Cluster of Differentiation 86; CXCL10 — C-X-C motif chemokine 10; IL-12p70 - Interleukin-12, p70; TNFo — tumor necrosis factor
«; IL-6 — Interleukin 6; IL-12p40 — Interleukin-12 subunit p40 (beta); IL-1f — Interleukin-1; IL-23 — Interleukin 23; IP-10 — Interferon (IFN)-y inducible protein; CD206 —
Cluster of Differentiation 206 (mannose receptor); 1L-10 — Interleukin 10; TARC (CCL17) — thymus and activation regulated chemokine (Chemokine ligand 17); IL-1RA —
interleukin-1 receptor antagonist. FCS - fetal calf serum, AS - autologous sera. *qPCR products in italic.
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Fig. 2. MDD patients show higher M2 polarization in the presence of autologous sera (AS). (A) CD206 mRNA expression of Mo-M®s polarized for 24 h to M1 (LPS) or
M2 (IL-4/IL-10/TGF-B) in fetal calf serum (FCS) or autologous sera (AS) quantified by qPCR. Dots represent individual participant values. The fold change values are
represented as 2784Ct (normalization to B2M and MO, dotted line represents individual MO values as 1). (B-D) Cytokine levels in Mo-M®s cultures 24 h after M1 and
M2 or MO (unstimulated) polarization in FCS or AS enriched media. Dots represent individual participant values. (E) Fold increase in anti-inflammatory marker
production due to M2- compared to M1-polarization; depicted as the individual mean of M2/M1 ratios of all the ani-inflammatory markers, dots represent each
participant mean of ratios. (F) Individual Z-scores after M2 (IL-4/IL-10/TGF-p stimulation), symbols depicting individual participant values, min to max; dots
represent women, triangles represent men. (G) Effect of AS on the anti-inflammatory marker production in unstimulated MO macrop ; dots depict each par-
ticipant’s individual mean of ratios AS/FCS in MO, calculated using all the measured anti-inflammatory markers. All error bars, except F, depict mean + SEM. Open
bars and symbols represent healthy controls (HC), blue bars and symbols MDD. Mann-Whitney U tests were used to compare MDD vs. HC groups. Friedman’s ANOVA
tests were used to compare in group differences with Dunn’s post hoc multiple comparison tests (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001). (For interpretation of the
references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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Fig. 3. Effect of SSRI/SNRI intake on macrophage polarization. (A) IL-6 secretion of Mo-M®s from patients on SSRI/SNRIs or (n = 16) other treatment (n = 12) after
M1 polarization (LPS) (B) TARC secretion Mo-M®s from patients on SSRI/SNRIs (n = 16) or other treatment (n = 12) after M2 polarization (IL-4/IL-10/TGF-p) (C) Z-
scores after M1 polarization. (D) Z-scores after M2 (IL-4/IL-10/TGF-B-stimulation). All error bars depict mean + SEM. Closed bars depict SSRI/SNRI treatment, open
bars depict other treatment. Mann-Whitney U tests were used to compare the groups (*p < 0.05).

polarization in AS condition only in the female participants (Fig. 4D).
4. Discussion

This study constitutes the first investigation into the impact of
autologous sera on the polarization capacity of patient-specific mono-
cyte-derived macrophages in patients suffering from moderate to severe
depression compared to healthy controls. While previous studies delin-
eate an association between altered functions of (innate) immunity and
depressed state (Enache et al., 2019; Liu et al., 2019; Haroon et al., 2018;
Yrondi et al., 2018; Syed et al., 2018; Kohler et al., 2018; Setiawan et al.,
2015), they largely fail to disentangle “state” from “trait” effects at a
patient-level. Elucidating the contributing factors to immune alterations
in MDD may, however, help to identify a causal chain of events that
might eventually exacerbate the course of the disease or provide as a
suitable target for interventions. While immune alterations are seen in
some, but certainly not all MDD patients, it remains extremely important
to characterize such alterations most precisely, ideally at a patient-
specific level in a personalized “theragnostics™ approach. Our strategy
was to first generate a patient-specific cell culture free of any potentially
confounding circulating factors (mainly small molecules such as hor-
mones, medication, metabolites, nutritional factors and other homeo-
static events) —“trait™ and to simultaneously address the effect of
autologous sera on the patient-specific culture —“state”. To our knowl-
edge, this is the first study to investigate the Mo-M®s polarization ca-
pacity to M1- or M2-macrophages in moderate to severe MDD compared
to pairwise matched HC. We demonstrated that all participant-derived
macrophages cultures displayed excellent, quantifiable polarization
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capacity in both directions (M1 and M2).

In accordance with the current literature that points to a higher pro-
inflammatory state in MDD (Enache et al., 2019; Kohler et al., 2017,
2018; Liu et al., 2019; Setiawan et al., 2015), we found a higher M1-
polarization phenotype in our patients particularly when polarization
occurred under standard culture conditions. The presence of AS in the
culture media did not enhance, but on the contrary, attenuated the
difference between MDD and HC regarding the M1 polarization. The
mirrored pattern of CXCL10 synthesis and secretion of its transcriptional
product IP-10 acts here as an internal positive control for higher M1
polarization capacity in MDD group. This is in line with several studies,
which looked at serum effect on monocyte cytokine secretion in MDD
(Nowak et al., 2019; Syed et al., 2018; Zhang et al., 2018). Syed et al.
showed that the plasma of MDD patients was immunosuppressive on
healthy donor PBMCs while reducing the activation of monocytes and B-
cells as well as T-cell memory (Syed et al., 2018). Moreover, Zhang et al.
showed that increased in vivo plasma levels of IL-6 and IL-1p in MDD
patients were not present after in vitro LPS stimulation of patient
monocytes (Zhang et al., 2018).

To our surprise, higher M2-polarization was detected in MDD in the
presence of the co-stimulatory effect of the AS. A recent investigation of
macrophage polarization in the context of MDD showed that ketamine
determines an M2 phenotype of polarization (Nowak et al., 2019).
However, in this study, the donor source of the mentioned monocytes
was not clearly specified and a comparison to healthy controls was not
investigated. We detected a considerable co-stimulatory effect of AS in
the MDD group after M2 stimulation, while after M1 stimulation both
patients and controls showed increased M1 polarization. This was
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Fig. 4. Sex has a modulator effect on Mo-M®s polarization in MDD. (A, B) Individual Z-scores in MDD and HC after M1- and M2-polarization in FCS and AS, dots
show individual participant values. Z-scores of MDD patients show higher M1-polarization and lower M2-polarization in females compared to males in AS condition
(A) while an undefined pattern is seen in HC (B). (C) TARC levels measured after M2 polarization (IL-4/IL-10/TGF-p) in AS. (D) Significant correlation between
individual AS-M1-polarization Z-scores of female MDD and depression severity as measured by BDI-II. Red bars and symbols represent female, blue bars and symbols
represent male. Mann-Whitney U tests were used to compare the groups (*p < 0.05). Linear regression was used for D. (For interpretation of the references to colour

in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

paralleled by higher anti-inflammatory marker production of MO mac-
rophages in MDD when cultured in AS. Thus, the question arises whether
patient monocytes display higher plasticity in response to environ-
mental or homeostatic factors (AS) when polarized to macrophages. To
this regard, Hasselmann et al., found higher levels of immature circu-
lating monocytes in MDD compared to controls (Hasselmann et al.,
2018). Other studies describe a “transcriptional fingerprint” character-
ized by higher pro-inflammatory monocytes in the periphery, activated
NF-kb transcriptional control pathway and GC resistance in response to
chronic psychological stress (Powell et al., 2013; Miller et al., 2014,
2002; Haroon et al., 2012). Our work furthers these studies by showing
that patients display higher monocyte to M1-polarization phenotype
compared to HC in the absence of AS, but higher M2-polarization in the
presence of AS. On the same line of evidence, in our sample, IL-1 was
significantly lower in MDD compared to HC after M1 polarization in the
presence of AS. In the context of the previously suggested GC-resistance
of circulating monocytes in MDD (Haroon et al., 2018; Miller et al.,
2014, 2002), our results would suggest that if the monocytes are simu-
lated adequately, they possess the ability to polarize into the “wound-
healing” M2 phenotype. The chosen IL-10/IL-4/TGF-f stimulation was
shown in previous research to induce a robust, clear, M2-phenotype; it
does not however, recapitulate the entire M2 plasticity repertoire
(Martinez and Gordon, 2014; Murray et al., 2014). Further research
should investigate all the M2 phenotype subgroups, especially after GC

192

39

co-stimulation.

Since females are twice more likely as males to develop depression,
the question of how inflammation contributes to a higher prevalence of
depression in females arises. While most prior research looking at
cytokine levels in MDD patients did not differentiate between sexes,
some studies report higher IL-6, TNF-a, IL-8 or CRP in females and
higher IL-12 in males (Rainville and Hodes, 2019; Pallavi et al., 2015;
Birur et al., 2017). Increased white blood cell count was found in MDD
patients regardless of gender but monocytes levels were found higher in
males only (Maes et al., 1994). This delivers an unclear picture about the
differences in inflammatory activation and the contribution of sexual
hormones. Our results, showing higher M1 polarization in females
compared to males MDD are in line with the few published studies
showing higher cytokine levels in females (Rainville and Hodes, 2019;
Rainville et al., 2018; Gilman et al., 2016). Sexual hormones influence
bone marrow-derived cell proliferation and maturation in divergent
ways. Androgens promote M2 polarization (Shapouri-Moghaddam et al.,
2018; Keselman et al., 2017; Rainville et al., 2018), high levels of es-
trogens determine a Th2 anti-inflammatory proliferation and low levels
of estrogens a Th1 pro-inflammatory profile (Pelekanou et al., 2016;
Luster et al., 1984; Pfeifer and Patterson, 1985). In this context, the
differential macrophage polarization effect of both sexes seen in our
depressed sample did not come as a surprise. The presence of AS further
accentuated these differences, implying a co-stimulatory effect of the
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existing serum hormones. One limitation of our secondary analyses of
gender differences is certainly that our study was not a priori powered to
particularly address this research question. However, the gender dis-
tribution in our MDD sample (19 female and 9 male) matches the gender
distribution of MDD in the general population, which is estimated to be
the roughly 2:1 (Rainville and Hodes, 2019; Birur et al., 2017). Since the
current NIH and European Medicines Agency criteria of participant
recruitment were thus met, we chose to report the observed gender
differences. Future studies looking at the innate immune system and its
role in MDD pathology should thus focus on the sexual differences in
macrophage polarization and consider these differences in their power
calculation. Previous studies looking at macrophage polarization in
MDD reported on male participants donors or cell-lines (Nowak et al.,
2019; Ferrari et al., 2018), which could have so far given a skewed view
of the process (Nowak et al., 2019; Ferrari et al., 2018). Macrophages are
also differently modulated in pregnant women with MDD, showing a
higher pro-inflammatory profile compared to healthy pregnant women
(Edvinsson et al., 2017). This stresses the importance of personalized
medicine approaches, including macrophage polarization in female
MDD patients, which might lead to future therapeutic targets.

Converging lines of evidence from human, mice and in vitro studies
attribute anti-inflammatory proprieties to the therapeutic effect of an-
tidepressant drugs, especially to the SSRIs and SNRIs (Tynan et al., 2012;
Koh et al., 2011; Wang et al., 2019; Nazimek et al., 2017; Walker, 2013;
Himmerich et al., 2010). The anti-inflammatory effect of antidepres-
sants was proven to ameliorate clinical symptoms in autoimmune dis-
ease, cardiovascular disease, chronic renal disease, and diabetes mellitus
(Lekakis et al., 2010; Baharav et al., 2012; Habib et al., 2015). Our
findings, demonstrating lower IL-6 in the presence of the sera of patients
receiving SSRIs or SNRIs, fit into the above-mentioned literature. The
fact that AS of patients receiving SS-SNRIs also lowered TARC (CCL17)
levels, a chemotactic agent especially targeting Th2 cells, is in line with
evidence showing lower IL-10 after antidepressant treatment (Kohler
et al., 2018). Altogether, our results point at a higher inhibition of pro-
inflammatory activation due to the presence of SS-SNRIs in AS, without
directly stimulating the anti-inflammatory cytokine secretion. Con-
founding factors like reduced number of participants and the possible
immunomodulatory effect of ECT (Mindt et al., 2019) in our study
should be considered when interpreting the results. However, the pa-
tients receiving ECT (n = 3) were included after having received less
than two sessions. The fact that the secondary analysis of medication
effect does not meet the initial power requirements needs to be
mentioned as a further limitation of our study. Our choice to report on
these differences is also a call for future studies looking at individualized
in vitro approach to account for medication.

A small number of participants is a limitation of our study. None-
theless, the sample was well characterized, and a parallel recruiting of
HC allowed a one-to-one match of patients and controls. Using freshly
isolated monocytes and AS for all the experiments avoided the influence
of heat-shock. Moreover, including moderate to severely ill patients with
a high degree of treatment-resistance (N = 18; 64.2%) defined by the
MGH-ATRQ (Chandler et al., 2010), represents a realistic clinical sample
and mirrors the MDD distribution in the inpatient population. However,
our sample characterized by relatively few psychiatric and somatic
comorbidities only covers part of the MDD spectrum. Our choice of
including only hospitalized moderate to severe MDD patients was aimed
at limiting variability and focus on severity. In a recent review regarding
markers of treatment non-response, the recruiting of inpatient partici-
pants was shown to reduce variability (Liu et al., 2019). Furthermore,
our choice of beads-based methods of cytokine measurements was
shown to yield significantly reduced variability compared to ELISA-
based methods (Liu et al., 2019). In our experiments, we did not ac-
count for the effect of the sympathetic nervous system (SNS), which
plays a role in Mo-M®s polarization in several tissues (Reader et al.,
2015). Further studies could consider integrating modulators of SNS (ex.
pharmacologic) when looking at macrophage function in MDD.
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By introducing an AS condition, we looked to define the changes
occurring due to the adaptation to the in vitro environment (Saeed et al.,
2014) and provided a personalized approach for investigating the role of
individual milieu in macrophage polarization. Our model used mono-
cytes isolated from the periphery, we therefore assume that our Mo-M®
are likely similar to the non-parenchymal macrophages found in the
perivascular space, subdural meninges and choroid plexus. However,
because macrophages are prototype cells of the innate immune system
that have similar functional properties to microglia (Gosselin et al.,
2014; Sevenich, 2018), aspects of our results could be partially trans-
lated to induced microglia. Nevertheless, as our in vitro model did not
assess for microglial-specific markers, any translation of our results to
microglia remains hypothetical and was not the aim of our study. Our
data suggest that the Mo-M® of MDD possess an innate tendency to M1-
polarization, but that they are also plastic and, when cultivated with AS,
are capable of M2-polarization at higher level than matched HC.
Moreover, we found higher M1- and lower M2 macrophage polarization
in female MDD. The difference between male and female patients with
MDD might constitute a basis for future personalized therapy options.

In conclusion, we demonstrate striking alterations of innate immu-
nity with pronounced gender- and medication effects in MDD patients
using a novel functional, patient-specific cell culture approach. Our
findings suggest pleiotropic anti-inflammatory effects for some SSRI/
SNRI drugs and gender-specific alterations in macrophage polarization.
Our findings highlight the importance of disentangling state from trait
effects and our cell culture strategy provides a simple-to-implement
precision- and personalized-medicine approach to assess immune dys-
regulation more precisely in psychiatric disorders. Future longitudinal
studies are planned to evolve a personalized theragnostic model system
to target innate inflammation more precisely in psychiatric disorders
and particularly MDD.
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