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1.1 Zusammenfassung

Einleitung

Die Neurotrophine NGF (nerve growth factor) und BDNF (brain-derived neurotrophic factor)
sind essentiell fiir die neuronale Plastizitit, die Differenzierung, Proliferation und das Uberleben
von Neuronen und spielen eine bedeutende Rolle in der Pathophysiologie der Depression.
Gemidll der Neurotrophin-Hypothese der Depression fiihrt Stress zu einer Abnahme der
endogenen  Neurotrophinkonzentration, steht eine herabgesetzte Konzentration des
Neurotrophins BDNF mit dem Vorliegen depressiver Verdnderungen in Verbindung und geht

antidepressive Therapie mit einer Erthohung der BDNF-Expression einher.

Methoden

In der vorliegenden Arbeit wurden die Konzentrationen von NGF und BDNF in prifrontalem
Kortex und Hippocampus sowie dem Serum von 88 minnlichen Sprague-Dawley Ratten
bestimmt, die zuvor einer antidepressiven Therapie in Form von ECS (electroconvulsive shocks,
der Elektrokrampftherapie (EKT) bei Menschen entsprechend) ausgesetzt worden waren.

Die ECS-Applikation erfolgte entweder einmalig oder in Form einer fiinfmaligen
Behandlungsserie. Die Rattenhirne wurden anschlieBend nach jeweils unterschiedlichen
Zeitraumen von drei Stunden bis vierzehn Tagen nach der letzten Anwendung entnommen und
die Konzentrationen der Neurotrophine in Hirngewebe und Serum mittels ELISA (enzyme-

linked immunosorbent assay) bestimmt.

Ergebnisse

Die Ergebnisse zeigten, dass eine einmalige ECS-Anwendung keine signifikanten Auswirkungen
auf die NGF-Konzentrationen in Hirngewebe und Serum aufwies. Mehrmalige ECS fiihrten zu
einem leichten Konzentrationsanstieg von NGF im Hirngewebe (priafrontaler Kortex 1,3-fach,
Hippocampus 1,2-fach), wohingegen die NGF-Serumkonzentrationen keine signifikante
Verianderung zeigten.

Die BDNF-Konzentrationen im Hirngewebe waren nach einer einmaligen ECS-Anwendung
leicht erhoht, zeigten dagegen nach fiinf ECS-Sitzungen einen deutlichen, 72 Stunden lang
anhaltenden Anstieg (priafrontaler Kortex 2,8-fach, Hippocampus 2,2-fach).



Im Serum stiegen die BDNF-Serumwerte nach einer einzelnen ECS-Behandlung fiir eine
Zeitspanne von bis zu acht Stunden an, nach mehrmaliger Behandlung blieben die BDNF-
Konzentrationen im Serum dagegen fiir drei Tage unverindert, zeigten aber eine Woche nach

der letzten ECS-Anwendung eine signifikante Erhohung.

Als eines der Hauptergebnisse der vorliegenden Arbeit konnte die Abhéngigkeit der BDNF-
Serumkonzentration vom BDNF-Gehalt im Hirngewebe dargelegt werden. Fiir NGF war eine
solche Korrelation nicht nachzuweisen.

Die BDNF-Konzentrationen im Serum stiegen dabei nach einer Zeitverzogerung von drei Tagen
nach der letzten ECS-Anwendung an und spiegelten so zeitverzogert den Anstieg des

Neurotrophins im Hirngewebe wider.

Diskussion

Die Ergebnisse weisen eine Erhohung von BDNF durch antidepressive Therapie nach. Ferner
wird die Annahme  unterstiitzt, anhand der BDNF-Konzentrationen und -
Konzentrationsdnderungen im Serum Riickschliisse auf die BDNF-Konzentration im
Hirngewebe ziehen zu kénnen und so eventuell ein Ansprechen auf antidepressive Therapie, den
Therapieverlauf und auch im Vorhinein die Wahrscheinlichkeit eines Ansprechens auf

antidepressive Therapie liberwachen und abschitzen zu konnen.

1.1 Abstract

Introduction

The neurotrophins NGF (nerve growth factor) and BDNF (brain-derived neurotrophic factor) are
essential for neuronal plasticity, differentiation, proliferation and the survival of neurons and
play a significant role in the pathophysiology of depression. According to the neurotrophin
hypothesis of depression, stress leads to decreased endogenous neurotrophins.

A reduced concentration of the neurotrophin BDNF is associated with depressive symptoms,

whereas antidepressant treatment leads to an increase of BDNF-expression.

Methods

In the present study, concentrations of NGF and BDNF were determined in the prefrontal cortex
and hippocampus, as well as in the serum of 88 male Sprague-Dawley rats after they received
ECS (electroconvulsive shocks, an animal model of electroconvulsive therapy (ECT) in

humans), as antidepressant therapy. Application was carried out either singly or in the form of a



five-time treatment series. Afterwards, the rats were killed between three hours and fourteen
days after the last treatment and the brains were removed. The concentrations of the
neurotrophins in brain tissue and serum were determined by ELISA (enzyme-linked

immunosorbent assay).

Results

The results showed that a single application of ECS had no significant effect on the
concentrations of NGF in the brain tissue and serum. Repeated ECS resulted in a slight increase
of NGF concentration in the brain tissue (1.3 times in the prefrontal cortex, 1.2 times in the
hippocampus), while NGF serum levels showed no significant change.

BDNF levels in the brain tissue were slightly increased after a single application of ECS,
whereas they showed a significant, sustained increase for 72 hours after a series of five ECS
(2.8 times in the prefrontal cortex, 2.2 times in the hippocampus). Serum BDNF levels increased
after a single ECS treatment for a period of up to eight hours, after repeated treatment the BDNF
concentrations in the serum remained unchanged for three days, but showed a significant
increase one week after the last ECS application.

One of the main results of the present work is to show the correlation between BDNF
concentrations in the brain tissue and those in the serum. No such correlation could be found for
NGF. BDNF levels in the serum increased after a time delay of three days past the last ECS

treatment thereby reflecting the increase of the neurotrophin in the brain tissue.

Discussion

The results demonstrate an increase of BDNF by antidepressant therapy. Furthermore, it seems
to be justified to draw conclusions from determining BDNF concentrations and alterations of
these concentrations in the serum, thus being able to determine BDNF concentrations in the brain
tissue and to potentially monitor the response to antidepressant treatment, the course of therapy

or even to rate the likeliness of response to antidepressive treatment.



1.1 Depression

1.1.1 Epidemiologie und Atiologie der Depression

Depressive  Storungen gehdren zu den héufigsten psychischen Erkrankungen. Das
Lebenszeitrisiko, an einer Depression zu erkranken, betrdgt in der Normalpopulation fiir Médnner
zwischen 5 und 12%, fiir Frauen zwischen 10 und 25%. Sie konnen in jedem Lebensalter
auftreten, der Erkrankungsgipfel liegt jedoch zwischen dem 25. und 30. Lebensjahr.' *
Epidemiologische Daten weisen hinsichtlich der Depression auf ein Vorriicken des
Ersterkrankungsalters in den letzten Jahrzehnten und ein insgesamt hédufigeres Auftreten der
Stérung hin.* 4

Fiir die Pathogenese der Depression scheint ein komplexes Zusammenspiel von genetischer
Disposition, Verdnderungen der Neurotransmission, der intrazelluldren Signaltransmission, des
endokrinen Systems sowie von Traumata in der Biographie urséchlich zu sein. Letztere betreffen
vor allem frithkindliche, daneben auch aktuelle Belastungen. > ¢7*°

Es wird davon ausgegangen, dass nicht ein Gen, sondern vielmehr Polymorphismen mehrerer
Gene, die in Verbindung mit Umweltfaktoren gesehen werden miissen, fiir die komplexe
Depressionsentstehung verantwortlich sind.'® Das Risiko, bei schwierigen Lebensbedingungen
eine Depression zu entwickeln, ist dabei flir Patienten mit einem hohen genetischen Risiko um

ein Vielfaches groBer als das von Patienten mit einem kleineren genetischen Risiko."!

1.1.2 Definition und Verlauf der Major Depression

Eine schwere Depression, die meist einen phasenhaften Verlauf zeigt, wird als Major Depression
(Definition: Box 1) bezeichnet. Die Symptome der Major Depression (im Folgenden: MD)
entwickeln sich meist iiber Tage oder Wochen. Bei den meisten Betroffenen (2/3) kommt es
anschlieBend zu einer vollstdndigen Remission der Symptome, ihre Leistungsfdhigkeit erreicht
wieder den Stand von vor der Erkrankung. Bei etwa 1/3 der Betroffenen aber bleiben depressive
Restsymptome iiber Monate oder auch Jahre bestehen. Die sich an eine Episode der MD
anschlieende Teilremission scheint ein Pradiktor fiir ebenfalls unvollstdndige Remissionen bei
folgenden depressiven Episoden zu sein. Episoden werden dann als getrennt gewertet, wenn in
einem mindestens zweimonatigen Intervall die Kriterien flir eine Episode einer MD nicht erfiillt
sind. Bei mindestens 60% der Patienten mit einer einzelnen Episode einer MD tritt auch eine

. . 121
zweite Episode auf.'? 3



In etwa 5-10% aller Félle sind die Kriterien einer Major Depression iiber einen Zeitraum von
zwei oder mehr Jahren erfiillt, man spricht dann von einer chronischen Major Depression.

Die schwerwiegendste Auswirkung der Major Depression ist der versuchte oder vollendete
Suizid, den etwa 15% der depressiven Patienten begehen.'* Bei allgemeinmedizinischen
Patienten leiden jene mit MD héufiger unter korperlichen, beispielsweise kardiovaskuldren
Erkrankungen, Schmerzen und reduzierter physischer, beruflicher und sozialer
Leistungsfihigkeit.'> ' Personen mit schweren oder chronischen kérperlichen Erkrankungen

haben andererseits ein erhdhtes Risiko, bis zu 25%, eine Major Depression zu entwickeln.' ¢ 17

1819202110

Fur die Diagnose einer Major Depression miissen nach DSM-IV (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders der American
Psychiatric Association (APA)) > wenigstens fiinf der folgenden neun Symptome mindestens zwei aufeinander folgende Wochen lang an fast
jedem Tag die meiste Zeit des Tages iiber anhalten. Mindestens eines der Symptome ist dabei entweder 1. Depressive Verstimmung oder 2.
Verlust an Interesse oder Freude.
3. Deutlicher Gewichtsverlust oder Gewichtszunahme
(> 5% des Korpergewichtes in einem Monat) oder verminderter oder gesteigerter Appetit (letzteres haufig besonders auf kohlenhydrathaltige
Lebensmittel).*
4. Schlaflosigkeit oder vermehrter Schlaf, Durchschlafstorungen, Fritherwachen. **
5. Psychomotorische Unruhe oder Verlangsamung
6. Miidigkeit oder Energieverlust
7. Gefiihle von Wertlosigkeit oder iiberméBige oder unangemessene Schuldgefiihle, auch

mit wahnhaftem Ausmaf
8. Verminderte Denk-, Konzentrations- oder Entscheidungstahigkeit.
9. Wiederkehrende Gedanken an den Tod (nicht nur Angst vor dem Sterben), wiederkehrende Suizidvorstellungen.
*Bei Kindern kann eine Diskrepanz zur erwarteten Gewichtszunahme auftreten.
**Manchmal kommen Betroffene nur aufgrund der Schlafstorung zur Behandlung. Es gibt Hinweise darauf, dass die Schlafverdnderungen bei
Patienten mit Major Depression iiber die klinische Remission hinaus bestehen bleiben oder bei Personen mit erhéhtem Risiko fiir Affektive

Stérungen dem Beginn der ersten Episode einer Major Depression vorausgehen konnen.

Box 1: Definition der Major Depression.'?

1.1.3 Therapie

Die in dieser Arbeit vorgestellte Elektrokrampftherapie ist eine validierte nichtpharmakologische
Therapicoption bei depressiver Erkrankung.** Sie zdhlt neben der monoaminergen
Pharmakotherapie (s.u.) und der verbreitetsten nichtpharmakologischen antidepressiven
Therapie, der Psychotherapie, zu den giingigen Behandlungsmdglichkeiten der Depression.?®
Die antidepressive Therapie bewirkt bei etwa 75% der Patienten eine deutliche Besserung der
Symptomatik.® Die Behandlung mit den zur Verfiigung stehenden Mitteln fiihrt demzufolge aber

auch bei einer nicht auBer Acht zu lassenden Anzahl von Patienten zu keiner Remission.! 213
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Aktuell wird viel hinsichtlich neuer pharmakologischer Therapiemdglichkeiten der Depression
geforscht. Zu den neuartigen Medikamenten, die momentan untersucht werden, zihlen solche,
die das Kortikotropin-releasing-Hormon-, Dopamin- und Glutamatsystem beeinflussen. Auch
Medikamente, die auf andere Neurotransmitter, wie Gamma-Aminobuttersdure (GABA),

24 10
Daneben

Melatonin und Substanz P abzielen, sind in das Interesse der Forschung geriickt.
sind Studien im Gange, die sich der personalisierten Medizin widmen, welche auf den
individuell unterschiedlichen genetischen Eigenschaften hinsichtlich der Medikamentenwirkung
beruht.'” Zu diesen gehéren Polymorphismen, die durch allelische Abweichungen in Genen
entstanden sind und beispielsweise das Serotoninsystem beeinflussen oder bestimmte
Leberenzyme, die in den Pharmaka-Metabolismus involviert sind und so die

10 25

Plasmakonzentration der Medikamente beeinflussen, sowie Gene, die in die Funktion der

Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse und das Kortikotropin-releasing Factor- und
Norepinephrinsystem eingebunden sind.'* >

Daneben wurden in letzter Zeit weitere neurostimulatorische Techniken eingesetzt, auf der
Grundlage von aktuellen Einblicken in die Neurobiologie der depressiven Storung. Zu ihnen
gehort die elektrische Stimulation des Nervus vagus, die transkranielle Magnetstimulation des
prafrontalen Kortex (da dort bei depressiven Patienten eine niedrige Aktivitit gefunden wurde)
und die Tiefenhirnstimulation (aufgrund der gefundenen funktionellen Beeintrachtigungen im
rostralen Gyrus cinguli und ventralen Striatum, sowie der Abweichungen der kortikolimbischen

Zusammenschaltung).2¢ '

11



1.1.4 Depressionshypothesen
Die Modellvorstellungen zur Entstehung depressiver Storungen gehen wie bereits beschrieben
von Wechselwirkungen zwischen genetischer Veranlagung, neurochemischen Verdnderungen,

3789 Eg gibt drei

frithkindlichen Lebensereignissen, Erfahrungen und aktuellen Belastungen aus.
Hauptkonzepte fiir die Pathogenese und Therapie depressiver Stérungen, die miteinander in
Bezichung stehen. Die Neurotrophin-Hypothese,?” 2 #* 33! die die Grundlage der vorliegenden

Arbeit bildet, die Stress-Hypothese und die Monoamin- Hypothese.

1.1.4.1 Monoaminhypothese

Die Monoaminhypothese besagt, dass der Depression eine Dysregulation der verschiedenen
monoaminergen Neurotransmittersysteme im Sinne eines Mangels zugrunde liegt.
Monoaminerge Neurotransmitter, vor allem Serotonin und Noradrenalin, spielen bei der
Entstehung  affektiver  Erkrankungen  wahrscheinlich, bei  deren  Therapie aber
nachgewiesenermaBen eine wichtige Rolle.”” Denn der Wirkungsweise der meisten
Antidepressiva liegt eine synaptische Konzentrationserhohung von Serotonin oder Noradrenalin
zugrunde. Dies kann  durch eine  Wiederaufnahmehemmung mit  selektiven
Serotoninwiederaufnahmehemmern (serotonin reuptake inhibitors, SSRIs), selektiven
Noradrenalinwiederaufnahmehemmern (norepinephrin reuptake inhibitors, SNRIs), einer
kombinierten =~ Wiederaufnahmehemmung  (trizyklische = Antidepressiva)  oder  mit
Monoaminoxidase-Inhibitoren = (MAO-Hemmer), durch die der Abbau aminerger
Neurotransmitter verringert wird, erreicht werden.”” Ein Serotoninmangel, der zum Beispiel
durch eine Tryptophanmangeldidt verursacht werden kann, fiihrte zu dem (Wieder)Auftreten
depressiver Symptomatik bei depressiven Patienten, die sich in Remission befanden, oder auch
bei Gesunden, in deren Familie aber eine Disposition fiir Depression bestand.*” ** Bei Gesunden
ohne familidre Belastung verursachte die Didt keine depressiven Symptome, so dass ein
Serotoninmangel allein nicht zur Auslosung einer Depression geniigt. Gleiches gilt fiir einen
Katecholaminmangel. Auch die gleichzeitige Beeintrachtigung des serotonergen und
noradrenergen Systems fiihrte bei gesunden Probanden nicht zur Entstehung depressiver

335 Dies weist auf genetische Einfliisse hin, die zu einer erhdhten Anfilligkeit

Symptomatik.
hinsichtlich einer Depressionsentstehung fiihren.*

Bei der Depression vorhandene Aspekte wie Anhedonie, psychomotorische Hemmung und
Beeintrachtigung der Motivation konnten durch eine Dysfunktion des dopaminergen

36 37 38

mesokortikolimbischen Systems erklart werden. Denn durch einige Neuroleptika, die eine

12



Dopaminverringerung bewirken, konnten Anhedonie und depressive Symptomatik
hervorgerufen werden.** Und die euphorisierende Wirkung, die durch Stimulanzien wie
Amphetamin oder Methylphenidat induziert wird, kann nur mit einer Dopaminrezeptorblockade
antagonisiert werden. FEine therapeutische antidepressive Anwendung dopaminerger

Psychostimulanzien wird untersucht.*’ 4! 373%

1.1.4.2 Stresshypothese

In Tierexperimenten wurde gezeigt, dass Stress und Depression urséchlich in Zusammenhang
zueinander stehen.? Auch bei Patienten wurde beobachtet, dass vor dem Beginn depressiver
Episoden hiufig Stress auftrat und als ihr Ausldser angesehen werden konnte.*  Durch
Stressexposition kommt es zu einer Dysregulation im Sinne einer Uberaktivitit der
Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse (HPA, hypothalamus-pituitary-adrenal-
axis) und so zu einer Erhhung der Glukokortikoidkonzentrationen. **43

Als Ursache der Uberaktivitit wird eine Stdrung des Riickkopplungsmechanismus der
Stressachse angenommen, bei ldngerer Stressexposition besteht dabei die Gefahr der Entgleisung
des HPA-Systems.*® ¢ Die Aktivierung der Glukokortikoidrezeptoren im Hippocampus fiihrt
unter anderem zu einer Suppression von Nervenwachstumsfaktoren, den Neurotrophinen,
besonders des brain-derived neurotrophic factors (im Folgenden: BDNF).*” 484 3051 g4 pedingen
die hohen Glukokortikoidkonzentrationen bei Stress eine Verringerung der Neurogenese im
Hippocampus und eine vermehrte Verletzlichkeit hippocampaler Neuronen hinsichtlich
schidigender Faktoren (s.u.).”* Daneben haben die erhdhten Glukokortikoide auch direkte

2
535 und

metabolische Einfliisse auf Nervenzellen, z.B. durch Hemmung des Glukosetransportes
beeinflussen die Morphologie und Integritit von Nervenzellen.>® Ferner erhohen sie die
Konzentrationen von exzitatorischen Aminosduren, z.B. von Glutamat, in hippocampalen
Synapsen, das in hoher Konzentration neurotoxisch wirkt.” *2

Ahnliche Effekte wie die durch Stress entstandenen, sind auch nach wiederholter
Kortikosterongabe zu beobachten.® Bei Applikation adrenaler Glukokortikoide wird die
Proliferation der granuldren Zellen vermindert,’® die Aktivierung des N-methyl-D-Aspartat
(NMDA )-Rezeptors (Glutamatrezeptors) fithrt zu einem dhnlichen Effekt.® Durch Gabe eines
NMDA-Rezeptor-Antagonisten wird die Neurogenese dagegen erhoht.> Die Hypothese lautet,
dass eine Gabe von adrenalen Glukokortikoiden die NMDA-Rezeptor-vermittelte Transmission
aktiviert, die zu einer Erniedrigung der adulten Neurogenese fiihrt.*’

Auch Patienten mit einem Morbus Cushing, bei denen ein Hyperkortisolismus vorliegt,*® weisen

psychopathologische Befunde auf, die einer depressiven Symptomatik dhnlich sind.® daneben

13



. . . . . 492 . . . . ..
ist eine Volumenreduktion des Hippocampus nachweisbar,”” wie sie auch bei Patienten mit einer

3 % Da der Hippocampus eine wichtige Region fiir

schweren Depression zu finden ist.
emotionales und motivationales Verhalten, sowie fiir die Lern- und Gedéachtnisfunktion ist,
kénnen durch die Volumenreduktion Beeintrichtigungen entstehen.*’  Stress und  die
Applikation von Glukokortikoiden vermindern ferner die Erregbarkeit der Neurone in der CA1l-
Region des Hippocampus, was zu einer Hemmung der Langzeitpotenzierung (long-term
potentiation, LTP, synaptische Plastizitit der Lern- und Gedéchtnisleistung) fithrt.®’ ®' Sowohl
bei Patienten mit einer Major Depression, als auch bei solchen mit Morbus Cushing konnten in
klinischen Studien deutliche Defizite im Bereich des Gedichtnisses gezeigt werden.? * Da
depressive Patienten trotz des teilweise betrdchtlichen Hyperkortisolismus keine Symptome
eines Morbus Cushing aufweisen, geht man von einer gewissen Steroidresistenz bei depressiven
Patienten aus.®

Neben den durch die erhdhten Glukokortikoide bedingten Auswirkungen der Stressexposition ist
die erhdhte Konzentration von Interleukinen eine weitere Moglichkeit fiir die Ubermittlung der
durch Stress ausgelosten Effekte. Denn Stress erhoht die Konzentration von Interleukin 1-f (IL-
18), welches ebenfalls eine BDNF-Verminderung herbeifiihren konnte. Es reduziert die
Glutamat-Freisetzung und den Ca®*'(Calcium)-Einstrom,*® was zu einer Verringerung der
aktivititsabhangigen BDNF-Expression im Gyrus dentatus fithren konnte.®

Unterstiitzend konnte gezeigt werden, dass die intrahippocampale Infusion eines IL-1pB-
Antagonisten die durch sozialen Stress hervorgerufene Herunterregulation von BDNF
blockiert.®” > Die beschriebenen, durch Stress hervorgerufenen, pathologischen Verénderungen

konnen mit Hilfe antidepressiver Therapie in der Regel gut behandelt werden. Diese bewirkt

meist eine wieder verbesserte Riickkopplung und Normalisierung des HPA-Systems.*

1.1.4.3 Neurotrophin-Hypothese

Die Neurotrophin-Hypothese der Depression riickt zunehmend in den Fokus der Forschung.

Sie basiert hauptsdchlich auf Beobachtungen, nach denen akuter und chronischer, sowohl
physischer als auch psychischer Stress, die Konzentrationen der endogenen Neurotrophine
herabsetzt, eine Abnahme der hippocampalen BDNF-Level mit depressivem Verhalten in
Bezichung steht und antidepressive Therapie die BDNF-Expression erhdht (s. Abb. A).”* 772

Fiir lange Zeit war die Monoaminhypothese in der Erforschung der Depression vorherrschend.”
7 Doch verschiedene Fakten sprachen gegen diese Theorie.®® Zum einen fiihrte die

Verminderung von Serotonin und Noradrenalin bei Gesunden zu keiner depressiven

Symptomatik,*® zum anderen sprach die Latenzzeit von etwa 2 Wochen nach Antidepressiva-
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Einnahme bis zum Eintreten antidepressiver Effekte trotz bereits schon wenige Stunden nach der
ersten Anwendung erhohter Monoamine im synaptischen Spalt gegen die Annahme, dass der
Monoaminmangel allein als Ursache der Depressionsentstehung anzusehen sei.”” 37

Auch dass es bei einigen Betroffenen trotz medikamentéser Monoamin-Konzentrationserh6hung
nicht zu einer Verbesserung der Symptomatik kam, trug weiterhin zur Entkriftigung der
Hypothese bei.”” Unter anderem von Duman und Mitarbeitern wurde angenommen, dass der
antidepressive Effekt durch nachgeschaltete ldngerfristige adaptive Mechanismen bewirkt wird.
Dass eine ldngerfristige Erhohung der monoaminergen Neurotransmitter neben zelluldren
Modifikationen zu einer modifizierten Genexpression neuronaler Zellen fiihrt, die eine
Verdnderung der neuronalen Plastizitit bewirkt, aus der dann die antidepressive Wirkung
resultiert. Dies fiihrte zu der moglichen Rolle von Wachstumsfaktoren, den sogenannten

Neurotrophinen, in der Pathogenese der Depression. 437282931 747576

Depression
Recovery
Stress < >
! ~

Glucocorticoids

Plasticity &
Trophic effects

GR == |1 BDNF 1

Monoaminergic T

Antidepressants, ECT Kinasen ¢ 1 Neurotransmitters
. & Growth factors
& Behavioural Therapy

Abb. A: Hypothetischer Regelkreis iiber die Auswirkungen von Stress bzw. antidepressiver Behandlung auf die
Expression von BDNF. Stress fiihrt durch Aktivierung von Glukokortikoidrezeptoren (GR) zu einer Suppression
von BDNF und der nachgeschalteten Signalkaskade. Antidepressiva und Elektrokrampftherapie revertieren und
aktivieren den Regelkreis auf mehreren Ebenen. Modifiziert nach **.

In vivo werden Neurotrophine in begrenzter Anzahl produziert, weshalb die Neurotrophin-
sensitiven Zellen um sie kompetitieren. Daher sind die hochaffinen Neurotrophin-Rezeptoren
TrkA, TrkB und TrkC (s.u.), die die neurotrophen Signale vermitteln, unter physiologischen
Bedingungen nur partiell mit ihren endogenen Liganden besetzt, so dass schon geringe

Konzentrationsverinderungen der Neurotrophine merkliche Auswirkungen haben.”’
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Es wurde festgestellt, dass die Serumwerte des Neurotrophins BDNF bei depressiven, nicht
medikamentds behandelten Patienten, im Vergleich zu denen von nichtdepressiven
Kontrollpersonen oder Patienten, die Antidepressiva erhalten, erniedrigt sind.>® In post mortem
Untersuchungen depressiver Patienten konnte gezeigt werden, dass diese im Vergleich zu
Kontrollpersonen auflerdem erniedrigte BDNF- und TrkB-Konzentrationen (BDNF-Rezeptor,
s.u.) im Hippocampus aufwiesen. Bei Patienten allerdings, die zum Todeszeitpunkt

Antidepressiva einnahmen, waren die Konzentrationen erhght.”® !

Die ersten, die eine Beziehung zwischen Neurotrophinen und Stress beschrieben, waren Smith
und Mitarbeiter.*’ Sie fanden heraus, dass Immobilisationsstress die Expression von BDNF in
der CA3 Pyramidenzellschicht und dem Gyrus dentatus verringert. Auch durch andere Studien
wurde der Zusammenhang zwischen unterschiedlichen Arten von Stress und einer BDNF-
Verminderung im Hippocampus belegt.*” 3 3 7 7131 7267 0ar ein Signalton, der mit Stress
assoziiert worden war, konnte bei Ratten zu einer konditionierten BDNF-Abnahme fiihren.>
Auch die friihe Entbehrung der Mutter oder fehlende Fiirsorge fiihrten bei Ratten im spiteren
Leben zu einer verringerten BDNF-Konzentration und einem depressiven Phénotyp.™ " Dies
macht deutlich, wie frilhere Erfahrungen zu Langzeitverdnderungen der BDNF-Expression
fiihren konnen.™ Stressexposition und erniedrigte BDNF-Expression ziehen neben funktionellen
auch morphologische Folgen nach sich. Stress fiihrt zu einem Abfall der Zellproliferation im
Hippocampus,”® die Neurogenese wird vermindert, es kann zu neuronalem Verlust und zu

78 72 55 70 71

Atrophie kommen. In bildgebenden Studien wurde gezeigt, dass das hippocampale

Volumen bei depressiven Patienten erniedrigt ist.”' > ¥

Dabei war das AusmaB der Abnahme direkt mit der Krankheitsdauer verbunden.®® Dies
unterstiitzt die Annahme, dass das verringerte Volumen ein Ergebnis und nicht die Ursache der
Depression darstellt.”® Neben den Untersuchungen des Hippocampus gibt es auch Berichte iiber
eine Verringerung der grauen Substanz und die Atrophie weiterer limbischer Strukturen bei
depressiven Patienten. Es wurden eine Verminderung im préfrontalen Kortex und der Amygdala
beschrieben. Diese Hirnregionen sind direkt mit Verdnderungen der Stimmung, der
Angstlichkeit und Kognition verbunden, die bei depressiven Patienten beobachtet werden.™ In
der vorliegenden Arbeit wurde der préifrontale Kortex neben dem Hippocampus als zu
untersuchende Hirnregion ausgewéhlt, da er ebenso eine wichtige Rolle in der Entstehung und
Therapie der Depression spielt. Der préfrontale Kortex ist unter anderem an der
Personlichkeitsentstehung, an emotionalem Verhalten und den Reaktionen auf Stress beteiligt

und direkt mit dem Hippocampus verbunden.” %
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In bildgebenden Studien wurden neurophysiologische Auffilligkeiten in den unterschiedlichen
Bereichen des priafrontalen Kortex bei depressiven Patienten festgestellt. Auch eine Reduktion
des kortikalen Volumens und metabolische Veridnderungen wurden nachgewiesen.®® ®' Bei
Patienten mit Depression sind sowohl im préfrontalen Kortex als auch im Hippocampus der
zerebrale Blutfluss und der zerebrale Glukosestoffwechsel pathologisch verindert.” 3 * Stress
bewirkt im préifrontalen Kortex Funktionsédnderungen und Verdnderungen der Glukokortikoid-
rezeptoren, was die Ursache neurotoxischer Wirkungen sein kann.*' Im Hippocampus, der
essentiell fiir emotionales und motivationales Verhalten sowie Gedédchtnisfunktionen und Lernen
ist, wird die BDNF-Expression durch Stress im Besonderen reduziert.* Er weist eine hohe
Dichte an Glukokortikoidrezeptoren auf, wodurch er bei chronischen Konzentrations-
steigerungen, wie sie im Falle einer Depression aufgrund der Stérung des durch den
Hippocampus regulierten Riickkopplungsmechanismus vorkommen, den Glukokortikoiden
gegeniiber eine besondere Sensibilitit aufweist.** 3

Eine folgende verringerte Expression und Funktion der Neurotrophine im Hippocampus und
auch im préfrontalen Kortex steht in Zusammenhang mit neuronaler Atrophie im Rahmen der
Depression, bei der ein Verlust an synaptischen Verbindungen vorliegt. Es kommt zu einer

.. 986
Volumenreduktion, insbesondere der grauen Substanz.>®

Eine Schwiche der Neurotrophin-Hypothese ist das Fehlen eines direkten Beweises, der zeigt,
dass die Hemmung des BDNF-Signalweges zu depressivem Verhalten fithrt.”’ 7' 3 Es konnte
zwar nachgewiesen werden, dass durch die Blockade des BDNF Signalweges die
antidepressiven  Effekte auf das Verhalten durch antidepressive Behandlung in

55 transgene Miuse aber, die heterozygot fiir das

Depressionsmodellen gehemmt wurden;
BDNF-Gen waren, (die vollstindige Deletion des BDNF-Gens fiihrte zu schweren
Entwicklungsstérungen und embryonalem Tod 7°) oder bei denen dort kein oder ein trunkierter,
nicht funktionsfahiger TrkB-Rezeptor exprimiert wurde, zeigten keine eindeutigen Tendenzen zu
depressivem Verhalten, sie waren anhand verschiedener Parameter nicht von Wild-Typ Méusen
zu unterscheiden.”® ' Sowohl bei BDNF knockout Méusen und TrkB-T1 transgenen Méusen, das
heillt bei Miusen, die die dominant negative T1 Form von TrkB iiberexprimieren, ist aber wie
beschrieben eine antidepressive Therapie nicht mehr wirksam, wenn man als Bezug die
Reduzierung der Immobilititszeit im Forced Swim Test (FST, ein etabliertes Tier-

Depressionsmodell) betrachtet.”® ™!
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Ein Verlust an BDNF oder ein gestorter BDNF-Signalweg fiihrt also nicht allein zu depressivem
Verhalten, er kann aber einen pradisponierenden Faktor hierfiir darstellen. Fiir die Manifestation
einer Depression miissen dann noch auslésende Faktoren wie zum Beispiel chronischer Stress
oder Einschrinkungen in verschiedenen Signalwegen dazukommen.” "' Monoamin-, Stress- und
Neurotrophinhypothese hingen also zusammen, sind nicht klar zu trennen und ergidnzen sich in

der beschriebenen Auswirkungsweise.

1.2 NGF (nerve growth factor)

Das erste Neurotrophin, das beschrieben wurde, war NGF (nerve growth factor).’

Seine Entdeckung war jedoch eher zufillig. Elmar Bueker fiihrte 1948 Experimente durch, in
denen er untersuchte, inwieweit das Volumen peripheren Gewebes das Ausmal} der Entwicklung
der innervierenden spinalen motorischen und sensorischen Neuronen bestimmt.

Er transplantierte dafiir Maus-Sarkom-Gewebe in Hithnerembryonen und stellte fest, dass dies
eine GroBenzunahme sowohl der sensorischen Ganglia, als auch besonders der sympathischen
Ganglia bewirkte, die das Gebiet des Tumorgewebes versorgten.®

1951 beobachteten Levi-Montalcini und Hamburger, dass von dieser Reaktion auch
Ganglienzellen betroffen waren, die weiter entfernt vom Tumorgewebe lagen. Sie nahmen daher
an, dass das Sarkomgewebe einen 16slichen Faktor aussandte, der die beschriebenen
Verinderungen ausloste.®® Die Effekte des l6slichen Faktors konnten in vitro nachgewiesen
werden: Die Zugabe von Tumorgewebe zu explantierten sensorischen und sympathischen
Ganglia fiihrte bei diesen zu einem starken Auswuchs von Nervenfasern.®® Fiir ihre
Entdeckungen um NGF wurde Rita Levi-Montalcini 1986 mit dem Nobelpreis ausgezeichnet. *
%0 91 88 Bei weiteren Untersuchungen wurde festgestellt, dass Schlangengift, welches wegen
seiner Phosphodiesteraseaktivitit zur genaueren Erforschung von NGF eingesetzt worden war,
auch eine Substanz enthielt, die das Wachstum und die Differenzierung von Neuronen forderte.
287 Diese stellte sich ebenfalls als NGF heraus. Neben dem Schlangengift wurden weitere NGE-
Quellen identifiziert, wie die Prostata des mannlichen Meerschweinchens 88 oder, der Giftdriise
der Schlange entsprechend, die Glandula submaxillaris der ménnlichen Maus, in der hohe
Konzentrationen des Neurotrophins gefunden wurden.?” Die Glandula submaxillaris ist die fiir
Forschungszwecke am héufigsten verwandte NGF-Quelle, und der Maus-NGF wurde bisher

auch am besten untersucht, so dass sich die meisten der folgenden Angaben auf diesen

beziehen.®®
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1.2.1 NGF-Synthese und Expression

Synthese und Expression von NGF kommen an vielen Stellen des peripheren und zentralen
Nervensystems vor. Das Neurotrophin wird besonders von Neuronen, aber auch von Gliazellen
synthetisiert.”® Die hochsten Konzentrationen zentraler NGF mRNA wurden im Hippocampus,

495 Hohe Mengen in sympathisch und sensorisch

Kortex und Bulbus olfactorius gefunden.
innervierten peripheren Geweben existieren zum Beispiel im Herzen, der Iris, der Haut, der
Milzkapsel, dem Nervus ischiadicus und der Glandula submaxillaris. Es besteht eine positive
Korrelation zwischen der NGF mRNA-Menge in den Zielgeweben und dem Ausmal} der
Innervation. In den Regionen, in denen NGF mRNA gefunden wurde, konnte auch das NGF
Protein nachgewiesen werden. Seine Haufung in neuronalen Geweben, die keine hohen Mengen
an NGF mRNA exprimieren, unterstiitzt die Annahme des so genannten target-derived, also
retrograden Transports, wonach NGF von den Zielgeweben NGF-sensitiver Zellen synthetisiert
und von dort retrograd axonal in die Zellkorper transportiert wird.*” Die Synthese und Reifung
von NGF wird von einer Reihe hormonaler Mediatoren kontrolliert, beispielsweise von
Androgenen und Thyroxin.”® Es ist zu vermuten, dass die hormonale regulatorische Aktivitit
unterschiedlich wirkt und unter anderem von Gewebe- und Zelltyp abhingig ist.”’

Nach verhaltens- und psychologisch stressigen Ereignissen, sowie nach aggressivem Verhalten,
zeigen Nagetiere erhohte NGF-Serumlevel.”” ® Auch bei Menschen ist anzunehmen, dass sie
nach emotionalem Stress signifikant erhohte NGE-Blutspiegel zeigen.” Auch wihrend einer
Depression sind die NGF-Level erhoht.”” Vieles, wie zum Beispiel die Aktivierung der HPA-
Achse durch exogenes NGF, mit einer nachfolgenden erhdhten Sekretion von
adrenocortikotropem Hormon (ACTH) und erhéhten Glukokortikoid-Konzentrationen, weist auf
eine wichtige Funktion von NGF in der HPA-Achse hin.”’ Das ist von besonderem Interesse, da
dieses hormonelle System fiir die Kontrolle der systemischen Homdoostase sehr wichtig ist.

Daher ist anzunehmen, dass NGF eine bedeutende Regulationskomponente darstellt.”’

1.2.2 NGF-Rezeptoren

NGF vermittelt, wie andere Polypeptidhormone auch, seine neurotrophe Wirkung iiber
spezifische Rezeptoren.®” Es wurden zwei spezifische Rezeptoren fir NGF identifiziert. Ein
hochaffiner Rezeptor trk (tropomyosin-related kinase receptor) mit langsamer
Dissoziationskonstante (Kq = 2,3 * 10" M), sowie ein niedrigaffiner Transmembranrezeptor
p75NTR (Neurotrophinrezeptor, Gewicht ca. 75kDa) mit einer schnellen Dissoziationskonstante
(Kq = 1,7 * 10° M)* und extrazellulirer Bindungsdomine.®” Der hochaffine trk-Rezeptor, ein

Onkogen, hat ein Molekulargewicht von 140kDa und ist ein transmembranes Glykoprotein, das
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Tyrosinkinaseaktivitit aufweist.*” Der Name trk zeigt die molekulare Struktur des Onkogens auf,
das aus zwei vereinten Sequenzen besteht, die fiir ein nichtmuskuldres Tropomyosin und einen
Tyrosinkinaserezeptor kodieren (tropomyosin-related kinase receptor).”’” Obwohl die
urspriingliche Entdeckung im Kolon erfolgte, zeigte sich, dass das trk Protoonkogenprodukt vor
allem auf neurale Gewebe beschrinkt ist, besonders in einer Untergruppe von NGF-sensitiven
Neuronen.*” NGF nutzt zur Signaliibermittlung den Mechanismus der intrinsischen
Tyrosinkinaseaktivitit des Rezeptors. Die Blockierung der Tyrosinphosphorylierung hemmt

sowohl die Phosphotyrosinproduktion als auch die Neuritenaussprossung.®’

1.2.3 Wirkungen von NGF

Im ZNS sind cholinerge Neuronen das Hauptziel von NGF.*’ Diese reagieren auf das
Neurotrophin mit einer gesteigerten Proliferationsrate und einem erhdhten Uberleben, sowie mit
einem Anstieg des Enzyms ChAT (Cholinacetyltransferase), das fiir die Acetylcholinproduktion

87

zustandig  ist NGF-sensitive periphere Neurone reagieren auf NGF-Kontakt mit

Differenzierung, Neuritenaussprossung und erhohter Produktion von katecholamin- und
neuropeptidsynthetisierenden Enzymen.® *2 ¥

Daneben erhoht NGF die Dichte von sensorischen nozizeptiven Endigungen in der Dermis und
Epidermis und erhoht die zentrale Verbindung nozizeptiver Afferenzen.”’

Bei Gabe von NGF an erwachsene Nagetiere kommt es schnell zu einer Abnahme der
nozizeptiven Schwelle fiir Hitze und mechanische Stimuli, mit nachfolgender langsamer
Normalisierung.”” Auch bei transgenen Tieren, die NGF in der Haut iiberexprimierten, wurden
hyperalgetische Reaktionen beobachtet.”” Die schnelle Anfangsphase der NGF-induzierten
thermalen Hyperalgesie scheint durch Mastzellen vermittelt zu werden und einen NMDA-
Rezeptor-abhingigen Mechanismus einzuschlieBen.”” NGF aktiviert nozizeptive Neuronen also
nicht direkt, sondern verringert eher die nozizeptive Schwelle.”’ In Zustinden lokal erhdhter
NGF-Level, wie z.B. bei Entziindungen oder Verletzungen, erschafft NGF so ein Gebiet mit
erhohter Empfindlichkeit, das dazu dienen konnte, die Beschddigung des verletzten Gebietes zu
begrenzen und so die Heilung zu unterstiitzen.”” Auch in physiologischen Konzentrationen
scheint NGF nicht direkt Zellen des Immunsystems zu aktivieren, sondern verdndert eher ihre
Sensitivitdt in Hinblick auf andere auslosende Stimuli. NGF konnte als ein generelles
Alarmsignal wirken, das vom ZNS in Situationen von Stress und Angst eingesetzt wird, um das
Immunsystem auf externe schéddliche Reize vorzubereiten. So kdnnte NGF sehr wichtig fiir die
Koordination der Abwehrmechanismen sowohl des Immun- als auch des Nervensystems

gegeniiber schidlichen Impulsen von aufien sein.”’
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Ferner regt NGF die Proliferation von B- und T-Lymphozyten und die Produktion von IgM, IgA
und IgG-Antikérpern an.”” Der Kontakt zu NGF induziert hochaffine IL-2-Rezeptoren auf
humanen peripheren Blut-mononukledren Zellen und unterstiitzt das Zellwachstum und die
Proliferation von himatopoetischen Zellen.”” Daneben ist NGF in die Funktionsfihigkeit der
menschlichen  polymorphkernigen Neutrophilen und der thymischen Stromazellen

- 9
eingebunden.”’

Die ersten Immunzellen, bei denen beobachtet wurde, dass sie auf NGF reagierten, waren
Mastzellen.”” Neonatale Ratten, die wihrend ihrer ersten vierzehn Lebenstage NGF erhielten,
zeigten eine Mastzell-Hyperplasie, Anti-NGF-Antikorper verringerten dagegen die
Mastzellanzahl der Ratte. NGF {ibt also einen iiberlebensunterstiitzenden Effekt auf Mastzellen
aus, die den hochaffinen funktionalen NGF-Rezeptor Trk exprimieren. NGF selbst ist in
physiologischen Konzentrationen nur ein schwacher Sekretionsausloser der peritonealen
Mastzellen der Ratte, wohingegen er die durch beispielsweise Antigene induzierte
Histaminfreisetzung erhdhen kann. So konnte NGF als Immunmodulator angesehen werden.
Peritoneale Mastzellen der Ratte sowie Zellen der basophilen Linie synthetisieren und speichern
selbst NGF.”” Die Freisetzung von gespeichertem NGF ist eine schnell verfiigbare Quelle,
nozizeptive Fasern zu sensitivieren und Elemente des Immunsystems zu aktivieren. Diese
konnen durch Freisetzung von IL-1f und TNF-a die NGF-Synthese in unter anderem
Fibroblasten und Schwannzellen induzieren und so dazu beitragen, dass die NGF-Spiegel des
Gewebes erhoht bleiben, wie sie bei akuten und chronischen entziindlichen Exsudaten
vorkommen.”’

Die Fahigkeit von Mastzelldegranulationsprodukten, wie auch NGF, auf autokrinem Weg auf
Mastzellen zu wirken, hat Konsequenzen fiir atopische Krankheitszustinde oder andere
chronische Entziindungen, bei denen eine fortlaufende Mastzelldegranulation bestehen kann.

So konnen angrenzende Gewebe angegriffen werden und es kann zu chronisch entziindlichen
Prozessen kommen, wie sie bei vielen Autoimmunkrankheiten vorliegen.”’ Die
pharmakologische Regulierung der Mastzellaktivierung, und damit Kontrolle der NGF-

Konzentrationen, kénnte dem entgegenwirken.”’
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1.3 BDNF (brain-derived neurotrophic factor)

BDNF gehért, wie unter anderem auch NGF, zur Familie der Neurotrophine.?” 1% 1! BDNF war
nach NGF das zweiterforschte Neurotrophin.*” Nachdem die Entdeckung von NGF eher zufillig
war (s.0.), handelte es sich bei der Isolierung von BDNF um das Ergebnis zielgerichteter
Forschung.*” Die fiir BDNF kodierenden Gene von Schwein, Maus und Mensch wurden geklont
und die primdren Strukturen bestimmt."® ¥ '™ Im Vergleich zu anderen Neurotrophinen liegt
eine iiber 50%ige Homologie der Aminosiuren vor.*” ' Hinsichtlich NGF besteht eine 55%ige

Homologie, 51 Aminosiuren sind dabei identisch.®’

1.3.1 BDNF-Prozessierung

Die BDNF-Transkripte werden im endoplasmatischen Retikulum zu dem Prékursorprotein
prapro-BDNF translatiert und im Anschluss, nach Abspaltung des Signalpeptides, wird das
entstandene pro-BDNF, ein 32kDa schweres Protein, im trans-Golgi gefaltet und in sekretorische

193 Die Vesikel werden dann zu den Dornfortsitzen der Dendriten und den

Vesikel verpackt.
Nervenendigungen der Axone transportiert. Das Proneurotrophin kann entweder durch regulierte
Freisetzung bei Stimulation, wie es héufiger vorkommt, oder durch spontane Freisetzung
sezerniert werden.'™ 7!

Die aktivitdtsabhdngige Sekretion, eine Besonderheit von BDNF im Vergleich zu den anderen
Neurotrophinen, konnte ein wichtiges Element fiir die Stimmungsregulierung sein. Das konnte
erkliren, weshalb BDNF cher als andere Neurotrophine in affektive Stérungen eingebunden ist.”!
Der groBite Teil von BDNF wird in der pro-Form sezerniert und anschlieBend durch
extrazelluldre Proteasen wie Plasmin oder Matrix Metalloproteinasen zu reifem, maturem BDNF
(mBDNF) umgewandelt.”" '° Eine wichtige Stellung bei der Prozessierung nimmt der gewebe-
spezifische Plasminogenaktivator (Tissue plasminogen activator (tPA)), eine extrazelluldre
Protease, ein, die inaktives Plasminogen zu Plasmin umwandelt. Auch pll (Annexin 11,
Leichtkette), ein membranassoziiertes Protein, erhoht die tPA-Aktivitit in groBem Male.
Studienergebnisse brachten das Protein mit der Pathogenese der Depression in Zusammenhang.
Denn der Serotoninrezeptor 5-HT1B reagiert auf pll. Letzteres flihrt zu einer erhdhten
Expression der 5-HT1B-Rezeptoren auf Zelloberflachen. In Tierexperimenten konnte gezeigt
werden, dass pl1 durch Antidepressiva oder Elektrokrampftherapie im Gehirn von Nagetieren
erhoht wird, wohingegen es in einem Tiermodell der Depression verringert ist. Auch im

Hirngewebe von depressiven Patienten wurden erniedrigte pl1-Werte gefunden. Transgene

Maiuse, die pll {iberexprimieren, gleichen in ihrem Verhaltensmuster Tieren, die mit
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Antidepressiva behandelt wurden. Méuse, denen pll fehlt, zeigen dagegen depressionsartiges

Verhalten und sprechen nicht gut auf Antidepressiva an.”!

1.3.2 Vorkommen von BDNF

Die hochsten BDNF-Konzentrationen im Gehirn ménnlicher Ratten wurden im Hippocampus
gefunden, gefolgt von Hypothalamus und Septum,'® '®* wobei BDNF ubiquitir im ZNS
vorkommt. Es ist im ZNS von adulten Nagetieren das am stirksten exprimierte Neurotrophin.'”?
87100 Die Verteilung der BDNF-mRNA im Rattenhirn ist grob der des BDNF-Proteins dhnlich.
Die hochste Konzentration von BDNF-mRNA findet sich im Hippocampus, die niedrigste im
Striatum. Bei genauerer Betrachtung zeigen sich allerdings Unterschiede in bestimmten
Hirngebieten.'” Im Vergleich zur NGF-mRNA ist die Konzentration von BDNF-mRNA viel
hoher. Im Hippocampus beispielsweise, der auch der Ort des hochsten NGF-mRNA-
Vorkommens ist, liegt der BDNF-mRNA-Gehalt um ein 50faches hoher. In anderen
Hirnregionen, wie etwa dem Kleinhirn, ist der Unterschied noch ausgeprigter.'”? Das
Neurotrophin wirkt aber nicht nur im ZNS, sondern auch auf Neurone des peripheren
Nervensystems.'® Im peripheren Nervensystem wirkt BDNF, wie zuvor auch bei NGF

gefunden, parakrin, autokrin, als target-derived factor,'”’

sowie durch anterograden axonalen
Transport. Neben der Produktion in Neuronen und Gliazellen wird BDNF auch in
Thrombozyten, Lymphozyten, Monozyten, Fibroblasten, Epithelzellen und Muskelzellen

synthetisiert;*'* ' mindestens wihrend der Entwicklung auch in peripheren Geweben wie Herz
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und Lunge.

In Thrombozyten wird BDNF auch gespeichert, wobei die gespeicherte
Menge in etwa der BDNF-Gesamtmenge im ZNS entspricht.'® ' Die Funktion dieses groBen
BDNF-Speichers ist noch weitgehend unbekannt; es wird angenommen, dass die Thrombozyten
ein wichtiges Transportsystem fiir das Neurotrophin darstellen, das bei akutem Bedarf grof3e

Mengen an BDNF freisetzen kann.'"

1.3.3 Effekte von BDNF

BDNF hat neuroprotektive Eigenschaften.""* "' Durch Ubermittlung seiner Wirkungen via des
spezifischen Rezeptors TrkB (tropomyosin-related kinase receptor type B) ist das Neurotrophin
wichtig flir die neuronale Proliferation und Differenzierung,112 die Morphologie von Axonen und
Dendriten,”” fir die Expression von Neuropeptiden und Neurotrophinen,'”® die
Neurotransmission und fiir die neuronale Plastizitit.”® Es ist an Erinnerungs- und Lernprozessen
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beteiligt "~ und beeinflusst {iber prasynaptische TrkB-Rezeptoren die friihe und spéte Phase der

hippocampalen Langzeitpotenzierung (LTP).''> BDNF spielt aufgrund der verbreiteten
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Expression seiner nRNA eine wichtige Rolle im ZNS.'""" 312 7y den durch BDNF hinsichtlich
der Entwicklung und des Uberlebens positiv beeinflussten Neuronen zihlen Motoneurone,
hippocampale und kortikale Neurone,''® sensorische Neurone,""” cholinerge Neurone des basalen
Vorderhirns, noradrenerge Neurone des Locus coeruleus,'® dopaminerge Neurone, serotonerge
Neurone,"”” GABAerge Neurone,"?® granulire zerebellire Neurone '2' und retinale Neurone.'®
Anders als auf NGF reagieren sympathische und parasympathische Neurone nicht auf BDNF.'??
BDNF wird, wie NGF auch, in den neuronalen ZNS Zielregionen synthetisiert und iiber die
Zentralaxone der BDNF-abhingigen Neurone zuriick zu den Zellkorpern transportiert.'*2 1%

Bereits geringe Verdnderungen der endogenen BDNF-Konzentrationen fithren zu
neurochemischen Unterschieden wie Verdnderungen der ChAT (Cholinacetyltransferase)-
Aktivitdt und Verhaltensdnderungen im Mausmodell und bei Menschen, wie zum Beispiel zu
Verdanderungen des episodischen Gedichtnisses und der Aufmerksamkeit, der vermehrten
Anfilligkeit gegeniiber Erkrankungen wie Depression und Angstlichkeit, oder einem abnormen

103 123 1 otzteres ist dadurch zu erkliren, dass BDNF im ventromedialen

Essverhalten.
Hypothalamus, dem Appetitkontrollzentrum, in hohem Malle vorkommt, und auf diese Weise
auch das Essverhalten beeinflusst. So fiihrt Nahrungsentzug zu einer reduzierten
hypothalamischen BDNF-Expression. Durch intraventrikuldire BDNF-Infusionen oder aber die
Induktion der BDNF-Expression durch wiederholte elektrokonvulsive stimuli (ecs,
electroconvulsive stimuli, electroconvulsive shocks) bei Mausen wird der Appetit unterdriickt,
was zu einer erniedrigten Nahrungsaufnahme mit folgender verringerter Gewichtszunahme oder
einem Gewichtsverlust fithrt, sowohl unter normaler als auch bei fettreicher Diit.!2* 125 Auf der
anderen Seite fiihrt eine heterozygote Deletion des BDNF-Gens zu einem chronisch gesteigerten
Appetit mit folgender Fettleibigkeit, Hyperinsulinismus und Hyperglykdmie.'**

Maiuse mit einer heterozygoten Deletion des BDNF-Gens, die eine nur noch etwa sechzig
prozentige Proteinkonzentration von BDNF in bestimmten Hirnregionen aufweisen, zeigen
normale Monoamin-Werte, aber eine um neunzehn Prozent signifikant erniedrigte Aktivitdt der
Acetylcholintransferase-Aktivitdit im Hippocampus, was die Abhingigkeit des cholinergen
Systems des basalen Vorderhirns von einer ausreichenden endogenen BDNF-Menge deutlich
macht. Die Maiuse weisen sowohl unter normalen Bedingungen als auch nach
Immobilisationsstress normale Werte von Kortikosteron und adrenokortikotropem Hormon
(ACTH) im Serum auf. In weiteren Verhaltenstests sind die genetisch verdnderten nicht von
Wild-Typ-Mausen zu unterscheiden. Erniedrigtes BDNF allein reicht also nicht aus, um
neurochemische- oder Verhaltensdnderungen hervorzurufen, die denen bei depressiver

Symptomatik dhneln."?®
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1.3.4 Gegensitzliche Wirkungen von pro-BDNF und BDNF
Im Nervensystem des Erwachsenen iiberwiegt der reife BDNF, wohingegen pro-BDNF vermehrt

wihrend der neuronalen Entwicklung in einigen Hirnregionen vorkommt.'**

Das ProNeurotrophin iibt gegensitzliche Wirkungen zum reifen Wachstumsfaktor aus.”* '*
Wéhrend mBDNF (maturer, reifer BDNF) durch Bindung an den spezifischen Rezeptor trkB
sowohl in vivo als auch in vitro die Entwicklung und das neuronale Uberleben von Neuronen
sowie die Langzeitpotenzierung (long-term potentiation, LTP) fordert, also wichtig fir die
synaptische Plastizitit ist,'® fiihrt der pro-BDNF durch Bindung an den p75NTR zu Apoptose
und fordert die Langzeitdepression (long-term depression LTD) im Hippocampus.”! Die
Prozessierung von pro-BDNF ist daher ein Mechanismus, der die BDNF-Regulation
kontrolliert.”' BDNF selbst kann allerdings ebenfalls gegensitzliche Wirkungen ausiiben.”® *! Im

Hippocampus bewirkt die BDNF-Applikation antidepressive Effekte,”" 7* *!

wohingegen sie im
VTA-NAc-System (ventrales Tegmentum, ventral tegmental area - Nucleus accumbens, als
,Belohnungssystem* bezeichnet) einen prodepressiven Effekt auszuiiben scheint.”' Ferner
bewirkt die Hemmung des BDNF-TrkB Signalweges im Nucleus accumbens, dem Ziel der
VTA-dopaminergen Neuronen, einen starken antidepressiven Effekt.” Wiederholte Aussetzung
gegeniiber Aggression flihrt zu lang anhaltendem sozialen Riickzug bei Méusen. Eine selektive
Deletion des BDNF-Gens im Nucleus accumbens wirkt dem entgegen und gleicht dem Effekt
einer chronischen antidepressiven Therapie.”" " Der NAc besteht hauptsichlich aus GABAergen
Interneuronen. Da diese scheinbar kein BDNF exprimieren, konnte der vorhandene BDNF vor
allem von der Glia stammen. Die gegensitzlichen Effekte von BDNF in Hippocampus und NAc
konnten daher in unterschiedlichen Kinetiken der BDNF-Transkription und -Sekretion durch
Neurone und Glia begriindet sein.”® 7' *! Dementsprechend ist es wahrscheinlich, dass die
Symptomatik und Pathophysiologie der Depression mit unterschiedlichen und regional

spezifischen Funktionen der Neurotrophine zusammenhangt.”® !

1.3.5 BDNF- und NGF-Serumspiegel

Wegen der Thrombozytendegranulation bei Serumgewinnung weisen Menschen sehr hohe
BDNF-Spiegel im Serum auf (1-50ng/ml). Im Plasma dagegen sind diese deutlich niedriger
(<100 pg/ml)."® Es gibt Hinweise, dass die BDNF-Serumspiegel mit den entsprechenden
Konzentrationen im ZNS korrelieren und die neuronale Integritit widerspiegeln, die durch die
Konzentrationen von N-Acetyl-Aspartat (NAA) dargestellt werden kann.'?® ' '®® Entsprechend
der Neurotrophin-Hypothese depressiver Storungen ldsst sich dies auch fiir unbehandelte

Patienten mit Major Depression annehmen, da bei ihnen im Vergleich zu gesunden
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13070 Dabei korrelierten die

Kontrollgruppen erniedrigte BDNF-Serumspiegel gefunden wurden.
gemessenen BDNF-Konzentrationen nur im Serum, aber nicht in anderen Blutpréiparaten,
negativ mit der Schwere der Depression.”” Bei klinisch gesunden Personen werden verringerte
BDNF-Serumspiegel mit depressiven Personlichkeitsziigen negativ verbunden, so dass es
moglich scheint, die BDNF-Konzentration im Serum als potentiellen biologischen Marker fiir
Depression zu verwenden B1 (5. auch Diskussion).

Die Serumspiegel von NGF sind dagegen deutlich niedriger als die von BDNF, und, wenigstens
beim Menschen, nicht normal verteilt.'¥ 3% Es wird aber ebenfalls angenommen, dass die NGF-

Serumspiegel teilweise den NGF-Gehalt in bestimmten ZNS-Regionen widerspiegeln.'**

1.3.6 Effekte antidepressiver Therapie

Durch Antidepressivatherapie konnen die durch die Depression bedingten Verdnderungen zum
Teil wieder korrigiert werden. Tierexperimentell wird bei langfristiger Anwendung
medikamentdser Antidepressiva die Neurogenese im Hippocampus erwachsener Nagetiere
ges‘[eigert,55 135 die neuronale Proliferation, wie auch das Uberleben der Neurone, nimmt zu.>
Die BDNF-mRNA-Expression im Hippocampus und prifrontalen Kortex von Ratten wird
signifikant erh6ht, wie auch die der mRNA des hochaffinen BDNF-Rezeptors TrkB,”? 7! 13¢ 5570
3% und die durch Stress ausgeldste Herunterregulation der Neurogenese wird gehemmt.> 3¢ 3¢
Auch die bei depressiven Patienten vorkommende hippocampale Atrophie kann durch
Antidepressiva zum Teil wieder riickgingig gemacht werden.>> !

Neben den Konzentrationserhohungen im Hirngewebe werden auch die BDNF-Serumlevel durch
Antidepressiva gesteigert bzw. wieder normalisiert, dieser Effekt korreliert positiv mit dem
Ansprechen auf die Behandlung. > 7° 3 1 37 Aych die intrazerebrale Infusion von BDNF selbst

wirkt antidepressiv,'3¢ !

wodurch die Neurotrophinhypothese gestérkt wird. Um die Verbindung
zwischen Neurotrophinen und Depression zu untersuchen, war Ratten BDNF in den
Hippocampus infundiert worden. Im Folgenden konnten bei den Tieren, die vorher
unausweichlichem Schock ausgesetzt worden waren, antidepressive Effekte beobachtet werden,
die denen nach pharmakologischer Antidepressivatherapie glichen und die im Forced Swim-
(FST) sowie erlernten Hilflosigkeits-Test (learned helplessness, LH) objektivierbar waren.”® *' 7!
Diese Tests sind etablierte Tier-Depressionsmodelle und werden routineméBig zur Begutachtung

der antidepressiven Potenz von Medikamenten angewandt.*!
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Die antidepressiven Effekte der BDNF-Infusionen sind dabei lang anhaltend, sie wirken bis zu
10 Tage nach einer einzelnen Behandlung. Die Anwendung von BDNF selbst ist aber aufgrund
der Schwierigkeit des Einbringens in das Nervensystem problematisch.*! '**

Auch in klinischen Studien wurde die intraparenchymale Protein-Infusion bereits angewandt.
Parkinson-Patienten wurde durch implantierte Pumpen kontinuierlich GDNF (glial cell line-
derived neurotrophic factor) in das Hirnparenchym infundiert. Die hohen Flussraten aber, die
bendtigt wurden, um die Verteilung von GDNF zu erzielen, fiihrten zu anormalen Signalen im
MRT und moglichem Gewebeschaden. Niedrigere Flussraten wiederum waren nicht effektiv und
es wurden nur méfige Verbreitungen des Wachstumsfaktors in den Zielregionen gefunden. Ein
weiteres Problem der intraparenchymalen Infusion ist der mdgliche Reflux des Faktors mit einer
daraus resultierenden Verteilung im Liquor, was in Studien an Primaten zu einem Untergang
zerebelldrer Neurone fiihrte. Die Infusionssysteme bendtigen daher weitere Entwicklung, um ein
sichereres und gezielteres Verteilen, beispielsweise durch kleine implantierte Pumpen, der
Wachstumsfaktoren erreichen zu kénnen.'**

Die Nervenwachstumsfaktor-Therapie muss unter Umstédnden {iber lange Zeitrdume, auch Jahre,
erfolgen, dabei miissen Konzentrationen der Neurotrophine erreicht werden, die effektiv sind
und genau an den richtigen Neuronen wirken, ohne zu unerwiinschten Wirkungen, wie unter
anderem Gewichtsverlust oder sensorischen Stérungen, durch ungezielte Verbreitung der
Neurotrophine, zu fiihren."”* Die orale oder systemische BDNF-Gabe hat sich als ineffektiv
erwiesen, da BDNF durch Verdauungsenzyme zerstort wird. Bei intraventrikuldrer oder
intrathekaler Gabe von BDNF findet eine nicht ausreichende Verteilung in die tiefer gelegenen
Schichten statt, so dass die Effekte zu gering sind. Durch Pegylierung von BDNF wird seine
Durchdringung ins Parenchym bei Ratten verbessert, aber fiir das menschliche Nervensystem
konnten die erreichen Level nicht ausreichend sein. Die Neurotrophine diirfen auf der anderen
Seite das Nervensystem auch nicht iiberfluten, wie etwa nach intrathekaler Infusion, da

_ . . 138 124
schwerwiegende Nebenwirkungen auftreten kénnen."

Ein anderer Ansatz neben der nicht gut durchfiihrbaren intrazerebralen BDNF-Infusion ist die
Beeinflussung der Neurotransmittersysteme und Signalwege, die die BDNF-Expression
regulieren. Die aktivititsabhingige Genexpression von BDNF erfolgt vermutlich iiber eine
erhdhte Glutamat Neurotransmission, die eine Aktivierung der Ca®’-abhingigen Kinasen, wie
Ca”"/Calmodulin abhingige Kinase (CaMK), verursacht. CaMK phosphoryliert das cAMP
response element binding protein (CREB), einen Transkriptionsfaktor, der die BDNF-

Genexpression iiber die Bindung an ein Ca®"/cAMP response element (CaRE) im Exon III-
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spezifischen Promotor des BDNF Gens aktiviert.”® Antidepressive Behandlung verstirkt die
cAMP-CREB-Kaskade samt einer gesteigerten Funktion und Expression von CREB im
Hippocampus. Die Aktivierung der cAMP-CREB-Kaskade steigert sowohl die Proliferation als
auch das Uberleben von neuen Neuronen im Hippocampus.™ '

Dabei wird die Expression von BDNF erhoht, durch eine Hemmung der cAMP-spezifischen
Phosphodiesterase Typ IV (PDE4), die die Blockierung des Stoffwechsels von cAMP
katalysiert.” Medikamente, die selektiv die PDE4 beeinflussen, werden momentan erprobt.
Auch die Moglichkeit einer Beeinflussung der ionotropen Glutamatrezeptoren wurde untersucht.
Durch einen AMPA (a-Amino-3-Hydroxy-5-Methyl-4-Isoxazol-Propionséure, o-amino-3-
hydroxy-5-methyl-4-isoxazole propionic acid)-Rezeptorverstirker konnten antidepressive
Effekte ausgeldst werden.'* Ein weiteres Medikament, das das Glutamatsystem beeinflusst und
die BDNF-Expression steigert, ist Memantin. Auch Riluzol, ein Natriumkanalblocker, erhoht die
BDNF-Expression und die Neurogenese im adulten Hippocampus. Nach neueren klinischen
Studien wird auch angenommen, dass NMDA- (N-Methyl-D-Aspartat, N-methyl-D-aspartic
acid) Antagonisten schnell antidepressive Effekte bewirken konnen.™ " 7! 8¢

Eine weitere Moglichkeit, den TrkB-Signalweg zu aktivieren, ist der Einsatz kleiner Molekiile
(s.u.), wie beispielsweise 7,8-Dihydroxyflavone (7,8-DHF), das in vitro ein selektiver TrkB
Rezeptor-Agonist ist und durch die Aktivierung des TrkB-Signalweges die gleichen Effekte wie
BDNF auslost und so vorhandene Defizite durch vermindertes BDNF ausgleichen kann. Es wirkt
neuroprotektiv und konnte sowohl bei nicht vorbelasteten Méausen als auch bei solchen, die
zuvor Stress ausgesetzt waren, zu einer verstirkten Abnahme erlernter Angst fiihren."*®

Die BDNF-Expression wird dariiber hinaus durch Bewegung und eine kalorienméBig
eingeschrinkte Nahrungsaufnahme oder bestimmte Ernihrungsformen positiv beeinflusst.'** Es
ist dabei noch nicht geklédrt, ob diese positiven Effekte direkt auf die Aktivierung der
Nervenwachstumsfaktoren zuriickzufiihren sind. Die durch Bewegung und Nahrung bedingten
Verdnderungen der BDNF-Expression sind deutlich niedriger als jene, die durch direkte BDNF-

Infusion oder Gentherapie erreicht werden konnen.'**

1.3.6.1 Gentherapie

Eine weitere Moglichkeit der Erzielung antidepressiver Effekte ist der Gentransfer, der zu einer
Nervenwachstumsfaktorerhohung mittels eines viralen Vektors fiihrt. Es wurden bereits mehrere
klinische Studien an Menschen durchgefiihrt, in denen Nervenwachstumsfaktoren auf diese

Weise ins Gehirn eingebracht wurden. Es kdnnen hohe Konzentrationen an den Zielregionen
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erreicht werden, mit einer deutlichen Reduzierung oder auch ohne Verbreitung der Faktoren in
anderen Regionen und somit einer starken Reduktion der moglichen unerwiinschten Effekte.

Die erste menschliche klinische Studie war noch ex vivo, wobei Fibroblasten des Patienten, die
aus Hautbiopsien gewonnen worden waren, kultiviert und mittels retroviralen Vektors genetisch
verdandert wurden, so dass sie NGF produzierten und freisetzten. AnschlieBend wurden
Fibroblasten in das Gehirn der Patienten eingesetzt, wo sie als kleine Pumpen lokal und lang
anhaltend NGF abgaben.'”* Dies fiihrte in den Gehirnen der Alzheimer-Patienten zu einer
Aussprossung von cholinergen Fasern in Richtung der NGF-Quelle und zu einer Aktivierung des

kortikalen Stoffwechsels.'*

1.3.6.2 Epigenetische Modifikationen
Langfristige Verdnderungen der BDNF-Expression kdnnen durch epigenetische Modifikationen

4 Dabei kann entweder die DNA direkt methyliert werden, oder es kénnen

erreicht werden.
posttranslational Histone verdndert werden, die dann die Transkription entweder fordern oder
hemmen. Frithe Stresserfahrungen konnen zu Langzeitveranderungen der BDNF-Expression
durch Methylierung der DNA fiihren."**

Angst-Gewohnung kann die Expression der BNDF-mRNA auf unterschiedliche Weise
regulieren, an bestimmten Exons nach der Methylierung der BDNF-DNA. Die neurale
aktivitatsinduzierte Methylierung des BDNF-Gens wird auch durch Gadd45b, das zu den
sogenannten immediate early genes gehdrt und in reifen hippocampalen Neuronen exprimiert
wird, vermittelt. So kann angenommen werden, dass pharmakologische Aktivierung von
Gadd45b die BDNF-Expression erhéhen konnte.

Antidepressive Pharmaka scheinen BDNF durch epigenetische Mechanismen zu beeinflussen,

die die Herunterregulierung von Histon-Deacetylasen einschlieBen.'**

1.3.6.3 Neurotrophinmimetika

Kleine Molekiile, Peptidmimetika der Nervenwachstumsfaktoren, kénnen nach peripherer Gabe
die Blut-Hirn-Schranke iiberqueren. Durch sie wére eine einfache und kontrollierte Dosierung
moglich. Allerdings gibt es die Befiirchtung, dass die potenten Mimetika auch zu den
unerwiinschten Wirkungen fiihren konnten, wie sie bei einer weiten Verteilung der

Nervenwachstumsfaktoren im Gehirn vorkommen.'**
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1.3.6.4 Ausblick

Ein aktuelles Forschungsziel ist es, die Gentherapie zu verbessern, um eine sichere, regulierbare
und lang anhaltende Expression der Nervenwachstumsfaktoren im ZNS zu erreichen. Durch den
Gebrauch von Echt-Zeit MRT widhrend der Behandlung soll die Genauigkeit der Vektor- und
Wachstumsfaktorplatzierung erhoht werden. Und durch Entwicklung von
Wachstumsfaktormimetika, die speziell an degenerativen Zellsystemen wirken, konnen
unerwiinschte Wirkungen vermieden werden, wie sie bei einer weiten Verbreitung von
Wachstumsfaktoren vorkommen wiirden, wie auch bei einer invasiven Verabreichung. Diese
Ergebnisse hdtten weit reichende Auswirkungen auf die Behandlung diverser neurologischer
Erkrankungen.'**

Antidepressive Therapien, die nicht direkt das Monoaminsystem beeinflussen, wie
Elektrokrampftherapie (EKT), Transkranielle Magnetstimulation, und die eben angesprochenen
neuen AMPA-Rezeptorverstirker und NMDA-Antagonisten, erhohen ebenfalls die BDNF-
mRNA- und BDNF-Konzentration im Rattengehirn.”® ' 13¢

Die Wirkung der Elektrokrampftherapie (EKT) beruht auf der Auslésung von Spasmen, mit
nachfolgenden neurochemischen Verdnderungen, die unter anderem antidepressiv wirken. Vor
der genaueren Beschreibung der EKT werden zunéchst die Effekte von Krampfaktivitidt auf

BDNF beschrieben.

1.3.7 BDNF nach Krampfaktivitit

Wie bereits erwihnt, wird die BDNF-mRNA im Hippocampus durch EKT erhght 3 100 139 140
Die BDNF-mRNA-Induktion durch Krampfaktivitdt fiihrt zu einem deutlichen Anstieg von
BDNF selbst. Die Anstiege des Neurotrophins sind dabei anhaltender als die der mRNA.'" Dies
legt nahe, dass BDNF schnell translatiert wird und eine relativ lange Halbwertszeit aufweist.'®
Signifikant gestiegene BDNF-Werte blieben in den limbischen Regionen fiir mehr als vier Tage
erhoht. So konnte BDNF lang anhaltende Wirkungen auf Prozesse haben, die nach den
Krampfen stattfinden.'®

Einen bedeutenden Vorgang nach Krampfaktivitit stellt auch die Verdnderung der
Neuropeptidexpression dar. So wird der Anstieg der NPY-Expression (Neuropeptid Y)
wenigstens zum Teil durch endogenes BDNF vermittelt. Die durch die Kridmpfe induzierten

Verdnderungen von NPY konnen auch durch die direkte Applikation von BDNF in das Gehirn

imitiert werden.'®?
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1.4 Elektrokrampftherapie
Die Elektrokrampftherapie (im Folgenden EKT), auch Elektrokonvulsionstherapie (electro
convulsive therapy, ECT) genannt, wurde 1938 von Cerletti und Bini fiir die Behandlung

141 142 :
Vorangehend war bereits durch

psychiatrischer Erkrankungen eingefiihrt (s. unten).
Manfred Sakel die Insulinschockbehandlung entwickelt worden. Das Fundament der
Elektrokrampftherapie wurde von dem ungarischen Arzt Ladislas J. Meduna (1896-1964) gelegt.
Er hatte eine Gegensitzlichkeit von Schizophrenie und Epilepsie angenommen. Ab 1933 hatte er
in Tierversuchen zur Behandlung der Schizophrenie Kampfer, ein naturheilkundliches Mittel,
eingesetzt, durch dessen Gabe epileptische Anfille ausgelost werden konnten. 1934 injizierte er
dieses Mittel erstmals einem schizophrenen Patienten und filihrte so einen medikamentds
bedingten Krampfanfall zur Behandlung der Schizophrenie herbei, wodurch der Zustand des
Patienten schnell gebessert wurde. Aufgrund der Nebenwirkungen von Kampfer und der nicht
immer verldsslichen Induktion eines Krampfanfalles, nutzte Meduna spiter das synthetisch
hergestellte Cardiazol. Er fiihrte bei tliber 100 schizophrenen Patienten eine solche
Krampftherapie mit Cardiazol durch. Etwa 50% der Patienten konnten eine Remission erreichen.
Das Verfahren wurde von vielen psychiatrischen Kliniken iibernommen. Vor dem Hintergrund
dieser erfolgreichen Therapie, die allerdings noch immer mit zum Teil wesentlichen
Nebenwirkungen verbunden war, untersuchte der italienische Psychiater Ugo Cerletti, ob beim
Menschen nicht sicher elektrisch eingeleitete epileptische Anfille ausgelost werden konnten.
Zusammen mit seinen Assistenzirzten (u.A. Lucio Bini) fiihrte er zundchst tierexperimentelle
Studien durch. 1938 erfolgte dann die erste Anwendung bei einem schizophrenen Patienten, die
erfolgreich verlief. In den folgenden Jahren verbreitete sich die Elektrokrampftherapie in den
psychiatrischen Kliniken und l6ste die pharmakologische Krampftherapie ab.'*? 144145146

Mit Einfithrung der psychopharmakologischen antidepressiven Behandlung in den 50er und

60er Jahren wurde die Elektrokrampftherapie wieder aus der Reihe der Therapieverfahren
gedrdngt. Als sich spiter allerdings zeigte, dass ein hoher Prozentsatz der depressiven Patienten
mit der Psychopharmakotherapie und / oder Psychotherapie nicht wirksam behandelt werden
konnte, riickte die Elektrokrampftherapie wieder zuriick in das therapeutische Interesse.'*’” Die

heutzutage angewandte EKT ist eine modifizierte Form des urspriinglichen Verfahrens.'** 144 145

146 135
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1.4.1 Indikationen

Der wichtigste Anwendungsbereich der EKT sind depressive Erkrankungen.'**

Nach der von der Deutschen Gesellschaft fiir Psychiatrie, Psychotherapie und Nervenheilkunde
(DGPPN) initiierten und koordinierten  S3-Leitlinie/Nationalen = Versorgungsleitlinie
¥ Unipolare Depression® soll die EKT bei ,,schweren, therapieresistenten depressiven

Episoden als Behandlungsalternative in Betracht gezogen werden.“ Sie ,,wird iiberwiegend zur
Behandlung therapieresistenter Depression (...) angewandt, kann jedoch auch als
Behandlungsverfahren bei schwerer depressiver Episode mit psychotischen Symptomen,
schwerer depressiver Episode mit psychomotorischer Verlangsamung, bei bedrohlichem
depressionsbedingtem Gewichtsverlust oder bei massiv suizidalen Patienten in Betracht gezogen
werden.” ' Die am hiufigsten gestellte Indikation zur EKT-Behandlung depressiver Patienten
ist also ein Nichtansprechen auf Psychopharmakotherapie. ' 13! 152 153 134 155

Von einer solchen Antidepressivaresistenz wird gesprochen, wenn mindestens zwei, wenigstens
vierwdchige *® Phasen einer Behandlung mit antidepressiver Medikation aus unterschiedlichen
pharmakologischen Wirkgruppen in ausreichend hoher Dosierung ohne therapeutischen Effekt
geblieben sind.' " "Innerhalb dieses Patientenkollektives werden EKT-Ansprechraten von
50-60% "> bzw. 60-80% '’ beschrieben.

In einigen Féllen, in denen ein schneller Therapieerfolg erzielt werden muss, ist die EKT auch
Mittel der ersten Wahl. Ein friihzeitigerer Therapieerfolg der EKT gegeniiber antidepressiver
Psychopharmakotherapie ist dabei belegt.'™® So wird die Erstindikation fiir eine EKT in
Ergiinzung zu o.g. Zustinden bei akuter Suizidalitdt, besonders vor dem Hintergrund schwerer
und auch wahnhafter Depressionen gestellt, bei depressivem Stupor, schizoaffektiver Psychose
mit schwerer depressiver Verstimmung sowie als Notfallindikation bei akuter lebensbedrohlicher
pernizioser Katatonie im Rahmen einer schizophrenen Psychose oder bei einem malignen
neuroleptischen Syndrom. Auch bei einem Parkinson-Syndrom, einer nicht auf die
Pharmakotherapie ansprechenden Epilepsie oder bei Manien kann nach erfolgloser

medikamentoser Therapie eine EKT erfolgen. '3 %4

1.4.2 Durchfiithrung

Moderne EKT-Geriéte nutzen bidirektionale Rechteckimpulse als Stimuli. Diese werden iiber am
Kopf des Patienten befestigte Elektroden appliziert. Im Gegensatz zu der frither verwandten,
sinusformigen Stimulation mit langsam an- und absteigenden Impulsen, von denen sich viele
unterhalb der Krampfschwelle befanden, liegt bei den modernen Gerdten jeder Impuls oberhalb

der Krampfschwelle, wodurch auch die
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Nebenwirkungen (s.u.) reduziert werden.'?

Die Krampfschwelle ist dabei als Ladung definiert,
die mindestens nétig ist, um einen motorischen Krampf von oder iiber 25 Sekunden Dauer
auszulosen. Sie ist allerdings keine feste Konstante und kann im Verlauf der EKT-Behandlung

steigen."*® Die Stimulation wird iiber eine Zeitdauer von 0,5-8 Sekunden abgegeben.'*

1.4.3 Platzierung der Elektroden

Es wurden viele Platzierungen der Elektroden untersucht. Die inzwischen am haufigsten
angewandte ist die unilaterale, bei der eine Elektrode auf der Schlidfe der nichtdominanten Seite
des Kopfes platziert wird (meist rechts), die zweite nahe dem Scheitel auf der selben Seite,
gefolgt von der bilateralen Platzierung, bei der die Elektroden an beiden Schléifen befestigt
werden. Bei der unilateralen EKT ist die Wirkung dosisabhédngig, bei der bilateralen EKT ist es
dagegen ausreichend, wenn die Krampfschwelle iiberschritten wird."* Da bei der bilateralen

im Gegensatz zur unilateralen FElektrodenplatzierung jedoch vermehrt Nebenwirkungen

4“4 Unter

auftreten, wird die EKT in der Regel mit unilateral platzierten Elektroden durchgefiihrt.
bestimmten Umstdnden ist aber die bilaterale EKT der unilateralen iiberlegen. Bei pernizidser
Katatonie, wahnhaften Depressionen mit ausgepriagter Suizidalitdt, sowie schweren Manien,

kann es sinnvoll sein, primér die bilaterale EKT anzuwenden.**

1.4.4 Nebenwirkungen/Komplikationen

Die EKT gilt als sicheres Verfahren. Die Mortalitétsrate liegt bei unter 1/80 000 Behandlungen
und entspricht in etwa dem allgemeinen Anisthesierisiko.'>

Die sehr seltenen Todesfille sind meist auf kardiovaskuldre Komplikationen bei kardial
geschidigten Patienten zurlickzufithren. Die weit verbreitete Meinung, eine Pharmakotherapie
sei im Vergleich sicherer als eine EKT, ist nicht belegt.

Fiir dltere, auch herzkranke Patienten, systemisch Kranke und schwangere Frauen stellt die EKT
sogar eine sicherere Behandlungsmdoglichkeit fiir psychische Krankheiten dar als jede
Alternative, 60161135149
1.4.5 Behandlungsfrequenz

Die EKT wird als Behandlungsserie durchgefiihrt, in der Regel erfolgen insgesamt 6-12
Behandlungen mit je 2-3 Sitzungen pro Woche, wobei in zu diesem Aspekt durchgefiihrten
Studien ein Vorteil der zweimal wochentlichen Behandlung festgestellt werden konnte. Die
Behandlung wird von einem speziell ausgebildeten Psychiater im Beisein eines Anésthesisten

.1 158 162
ausgeiibt.

33



1.4.6 Erhaltungs-EKT

Nach erreichter Vollremission durch die EKT-Behandlung ist es sinnvoll, eine
Erhaltungstherapie anzuschlieBen. Ohne diese ist die Riickfallrate hoch. So erlitten in einer
Studie von Sackheim et al. 84% der Patienten ohne Erhaltungstherapie innerhalb von 24 Wochen
nach erfolgreicher EK T-Behandlung einen Riickfall.'®?

Die Erhaltungstherapie wird haufig pharmakologisch durchgefiihrt. Allerdings sind bei
Patienten, die schon vor der EKT eine Medikamentenresistenz gezeigt haben, die Riickfallquoten
nach erfolgreicher Behandlung mit anschlieBender pharmakologischer Erhaltungstherapie hoher
(64%) als bei nicht medikamentenresistenten Patienten (32%). Hier ist eine Erhaltungs-EKT-
Behandlung zur Riickfallprophylaxe geeignet.

Die Empfehlungen der DGPPN zur Durchfiihrung einer Erhaltungs-EKT nach o.g. Leitlinie
lauten: Einsatz bei Patienten, die ,,wihrend einer Krankheitsepisode auf EKT angesprochen
haben; nicht angesprochen haben auf eine andere leitliniengerechte antidepressive

Therapie; psychotische Merkmale aufweisen oder eine entsprechende Priferenz haben.«'* Die
Erhaltungs-EKT wird dabei entweder nach einem Ausschleichschema, mit einem fixen
Behandlungsintervall, oder auch nach Bedarf durchgefiihrt. Sie erfolgt meist ambulant.'*

Im Verlauf der Behandlung kann die Dosis reduziert werden, da mit abnehmender
Behandlungsfrequenz die Krampfschwelle wieder sinkt. Daher sind auch die kognitiven
Nebenwirkungen in dieser Behandlungsphase geringer. Auch in Hinblick auf die

Behandlungskosten hat sich die Einfithrung der Erhaltungs-EKT als sehr giinstig erwiesen.'®* %

135
1.4.7 Wirkungsweise der EKT

Die Wirksamkeit der EKT bei depressiven Erkrankungen im Vergleich zu einer Schein-EKT ist
klar belegt.'®® 167 188 149 1h e Wirkungsweise ist jedoch bis heute nicht vollstindig aufgeklirt.
Nach dem derzeitigen Kenntnisstand beruht die Wirkung auf zahlreichen neurochemischen
Verdnderungen, die durch die Konvulsionen verursacht werden. Dazu gehdrt unter anderem ein
Anstieg des Neurotrophins BDNF durch die EKT, auf den weiter oben schon eingegangen
wurde ' 7017117218 1y heben wird auch das Serotoninsystem durch die EKT beeinflusst. Durch
die Behandlung werden verschiedene 5-HT-Rezeptor-Subtypen im ZNS verdandert. Mehrmalige
EKT sensitiviert 5-HT1A-Rezeptoren in postsynaptischen Neuronen, wohingegen die 5-HT1A-
Rezeptoren in préasynaptischen Neuronen (die Autorezeptoren) unverdndert bleiben. Die
Sensibilisierung der 5-HT1A-Rezeptoren fiihrt zu einer Abnahme an 5-HT2A-Rezeptoren, die
bei depressiven Patienten erhdht sind. So konnte diese Anderung der Rezeptoren helfen, die

Effektivitidt der EKT zu erkldren. Auch die Sensitivitit von 5-HT3-Rezeptoren im Hippocampus
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auf Serotonin wird durch die EKT erhoht, was zu einer vermehrten Freisetzung von
Neurotransmittern wie Glutamat und Gamma-Aminobuttersdure (y-Aminobuttersdure) fiihrt.
Diese vermehrte Neurotransmitterfreisetzung konnte eine wichtige Rolle in der erfolgreichen
Behandlung von depressiven, medikamentenresistenten Patienten spielen. Die Funktion der
Autorezeptoren in den noradrenergen und dopaminergen Neuronen des Locus coeruleus,
beziehungsweise der Substantia nigra, wird dagegen durch EKT verringert, was eine erhdhte

Freisetzung von Noradrenalin und Dopamin nach sich zieht.'”

Weitere Verdnderungen des
neuronalen Stoffwechsels umfassen unter anderem einen Anstieg von N-Acetyl-Aspartat (NAA),
einer Aminosdure, die ausschlieBlich in Neuronen lokalisiert ist und einen Parameter fiir die
neuronale Funktionsfdhigkeit darstellt. Ihr Anstieg weist auf einen neurotrophen Effekt der EKT
hin."”* Auch Cholin, das als Marker fiir den Membranumsatz angesehen wird, steigt nach EKT-
Behandlung an, so dass sich die bei depressiven Patienten reduzierten Cholinanteile wieder
normalisieren.'*

Dies ist gut mit der Annahme einer durch die EKT-induzierten Verdnderung der strukturellen
Plastizitit vereinbar, die unter anderem durch Verdnderungen des in der vorliegenden Arbeit

untersuchten Nervenwachstumsfaktors BDNF nachgewiesen werden kann.'”'7?

1.4.8 Strukturelle Hirnverinderungen durch EKT

Zerebral kommt es im Rahmen der EKT zu einer vermehrten Durchblutung mit einer
kurzfristigen Steigerung des intrakraniellen Druckes und einer Zunahme des zerebralen
Metabolismus. Die Blut-Hirn-Schranke weist dabei voriibergehend eine erhdhte Permeabilitét
auf."* In prospektiven kernspintomographischen und computertomographischen Studien wurde
gezeigt, dass die EKT-Behandlung nicht zu strukturellen Veranderungen des Gehirns im Sinne
von Hirnschiden fiihrt."® ' Auch der Liquor/Serum-Albuminquotient ist nach EKT
unverdndert. Das bedeutet, dass es keinen biochemischen Nachweis fiir einen neuronalen oder
glialen Schaden oder eine Dysfunktion der Blut-Hirn-Schranke durch die EKT-Behandlung

175

gibt.” Durch EKT wird die Neuroplastizitdt vermutlich unterstiitzt, wie der Anstieg von N-

Acetylaspartat (NAA) und BDNF durch erfolgreiche EKT nahe legt, ganz im Gegensatz zu der

frither befiirchteten Zerstérung von Hirngewebe.'”*
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1.5 Fragestellung der vorliegenden Arbeit

Bei den folgenden Untersuchungen zur EKT und deren Auswirkungen auf die Neurotrophine
NGF und BDNF wurden Ratten mit elektrokonvulsiven Schocks (im Folgenden ECS,
electroconvulsive shocks) behandelt. Diese entsprechen der EKT beim Menschen.
Tierexperimentell konnte bereits gezeigt werden, dass ECS die Neurogenese verstirken,
insbesondere im Gyrus dentatus des Hippocampus, und zu einer gesteigerten Expression von
BDNF fithren.'*> > Die Neurogenese wird dabei durch eine Behandlungsserie in stirkerem MaBe
erhoht als durch eine einzelne Anwendung.'””

Die Fragestellung der vorliegenden Arbeit ist es, an Ratten zu untersuchen, welche
zeitabhingigen Auswirkungen die elektrische Stimulation auf die Konzentration der genannten
Neurotrophine hat und in welchen Regionen. Als zu untersuchende Hirnregionen wurden der
Hippocampus und prifrontale Kortex ausgewihlt, die angesichts der oben aufgefiihrten Griinde
eine zentrale Bedeutung in der Rolle der Depression einnehmen.®® Dabei wird nicht nur eine
Neurotrophin-Quantifizierung im Hirngewebe vorgenommen, sondern auch im Serum der
Versuchstiere, um so der relevanten Frage nachzugehen, ob die im Serum gemessenen Werte der
Neurotrophine mit denen im Hirngewebe korrelieren und so ein Riickschluss von den
Serumwerten auf die Gewebewerte des Gehirns gezogen werden kann. Dies wére, bei einer
moglichen Ubertragung auf den Menschen, von groBer therapeutischer und eventuell auch
prognostischer Relevanz. Denn eine Uberwachung der Serumwerte konnte, ohne eine am
lebenden Menschen nicht durchfiihrbare direkte Messung der Neurotrophine im Hirngewebe, die
Konzentration letzterer widerspiegeln und so eine Kontrolle des Ansprechens auf etwa eine
antidepressive Therapie, den Therapieverlauf und eventuell auch schon vor Therapiebeginn die
Einschitzung der Wahrscheinlichkeit eines Ansprechens auf die Therapie ermoglichen.

Folgende Hypothesen werden aufgestellt:

1.) Durch ECS-Anwendung kommt es zu einem Anstieg von BDNF im Hirngewebe und,
zeitverzogert, im Serum von Ratten. Dabei fiihrt eine ECS-Serie zu einer deutlicheren und lang

anhaltenderen BDNF-Erhohung als eine einmalige Anwendung.

2.) Die BDNF-Konzentrationen von Hirngewebe und Serum korrelieren, nach einer zeitlichen
Verzogerung, signifikant miteinander. Es scheint daher méglich, anhand der BDNF-Serumwerte

Riickschliisse auf die Konzentration des Neurotrophins im Hirngewebe zu ziehen.

3.) Entsprechend der oben genannten Hypothesen 1.) u. 2.) sind dhnliche Verédnderungen fiir die

NGF-Werte zu erwarten, sowohl im Hirngewebe als auch im Serum.

36



2. Material und Methoden

2.1 Einteilung der Versuchstiere, ECS-Durchfithrung

Als Versuchstiere wurden 88 maéannliche Sprague-Dawley Ratten eingesetzt, die die
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Dipl. Phys. A. Sartorius und Prof. Dr. P. Gass (Zentralinstitut flir
Seelische Gesundheit, Abteilung fiir Psychiatrie und Psychotherapie, Mannheim) im Alter von
acht Wochen von der Firma Janvier (Le Genest-St-Isle, Frankreich) erhielt. Die Tiere wurden zu
viert in einem Kafig (382 x 20? x 59 cm?®) gehalten, bei einer konstanten Umgebungstemperatur
von 22°C, mit einem 12:12h Hell-Dunkel-Zyklus. Wasser und Futter wurden ad libitum
angeboten. Vor Beginn der Untersuchungen, die durch die o.g. Arbeitsgruppe durchgefiihrt
wurden, wurde den Ratten zwei Wochen lang Zeit gelassen, um sich an die Umgebung zu
gewoOhnen. Die Versuchstiere wurden gemdll der Bestimmungen des European Communities
Council Directive vom 24. November 1986 behandelt, das Vorgehen wurde vom
Regierungsprisidium Karlsruhe genehmigt.'”® '’

Die zehn Wochen alten Ratten wurden in zwei Versuchsgruppen unterteilt.

Die erste Gruppe erhielt eine einmalige Behandlung mit elektrokonvulsiven Schocks, dem
Tiermodell fiir die EKT ' (ECS, s.0.), die zweite Gruppe eine Serie von insgesamt fiinf ECS-
Anwendungen, jeweils eine pro Tag, an fiinf aufeinander folgenden Tagen.

Die ECS-Applikation erfolgte tiber Ohrclip-Elektroden, nach einer Vorbehandlung des Ohres mit
einem Elektroden-Gel. Die ECS wurden dabei jeweils eine Sekunde lang mit einer Stromstirke
von 100mA und einer Frequenz von 50Hz verabreicht.

Die ECS-Applikation fiihrte regelmiBig zu tonisch-klonischen Krampfen der Ratten, mit einer

. 178
Dauer von mindestens 20s.!”

Die Tiere der ersten Versuchsgruppe, mit nur einer ECS-
Behandlung, wurden zu den Zeitpunkten 3, 8 oder 24 Stunden nach der Behandlung
entsprechend der Methode von Glowinski und Iversen dekapitiert.'”” Die Tiere der zweiten
Versuchsgruppe wurden 3, 8, 24, 72, 168 oder 336 Stunden nach der letzten ECS-Anwendung
dekapitiert. Die Anzahl der jeweiligen Versuchstiere betrug pro Gruppe und Zeitpunkt 8, d.h.
insgesamt wurden 72 Tiere einer ECS-Behandlung zugefiihrt, mit nachfolgender Dekapitation.16
Tiere erhielten keine ECS-Applikation und dienten als Kontrollgruppe.

Bei den Hirngeweben gab es fiir NGF und BDNF aufgrund einer zu geringen Probenmenge bzw.
nicht messbarer Werte je 4 nicht verwertbare Ergebnisse, bei den Serumproben waren fiir NGF

21 und fiir BDNF 9 Ergebnisse aus den gleichen Griinden nicht verwertbar. Insgesamt wurden

704 Proben untersucht.
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2.2 Probengewinnung

Die Rattenhirne wurden sofort nach der Dekapitation auf einer eisgekiihlten Platte disseziert.
Hippocampi und frontale Kortizes, die im Folgenden untersucht werden sollten, wurden
schockgefroren und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert. Aus dem Rumpf der
Ratten wurde Blut entnommen, und durch 20 miniitige Zentrifugation bei 900 x g daraus Serum

gewonnen. Dieses wurde ebenfalls bei -80°C eingefroren.

2.3 Vorbereitung der Proben

Die weitere Behandlung der Proben -einschlieBlich der fluorometrischen Messung der
enthaltenen Neurotrophine wurde dann durch mich in dem von Prof. Dr. Hellweg geleiteten
Labor '8 durchgefiihrt. Zu Beginn wurden die Gewebeproben gewogen, um das jeweilige
Feuchtgewicht zu ermitteln. AnschlieBend wurden die Proben durch Ultraschall in 1,2ml 10-
20vol. Homogenisierpuffer zundchst fiir 3 Minuten homogenisiert. Darauf folgte eine erneute
Beschallung iiber mindestens 15 Minuten, um mogliche noch vorhandene Geweberlickstinde zu
zersetzen. Bis zur weiteren Verarbeitung wurden die Proben erneut bei -80°C gelagert. Die
Konzentrationen der Neurotrophine NGF und BDNF in den erhaltenen Gewebe- bzw.
Serumproben wurden im Folgenden fluorometrisch, mithilfe eines enzyme-linked

immunosorbent assay (ELISA) bestimmt, '8! 182 183 184

2.4 Prinzip des enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

Die Methode des enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) beruht auf dem sogenannten
Sandwich-Prinzip. Dabei wird als erster Schritt eine feste Phase mit spezifischen Antikérpern
gegen die zu untersuchende Substanz (hier NGF bzw. BDNF) besetzt. Die Antikorper werden
dabei im Uberschuss angeboten, die Bindung an die feste Oberfliche (hier Mikrotiterplatten, je
Mikrotiterplatte 96 Vertiefungen = wells) erfolgt durch Adsorption. Nach einer 2-3- stiindigen
Inkubationszeit werden die nicht fest an der Oberfliche haftenden Antikorper durch Waschen
entfernt.

Als néchster Schritt wird das Antigen aufgetragen, das an den spezifischen Antikorper bindet
und so iiber diesen mit der festen Phase verbunden ist. Das Antigen (NGF / BDNF) ist in den
zugegebenen Gewebe- und Serumproben, wie auch im gereinigten Standard, enthalten.

Eine Voraussetzung fiir die Durchfiihrung eines zweiseitigen ELISA ist die Eigenschaft des
Antigens, ein Dimer zu sein. Sowohl NGF als auch BDNF erfiillen diese Bedingung. So bleibt
eine Bindungsstelle frei, an die sich im ndchsten Schritt ein zweiter zugegebener Antikorper

bindet, der erneut spezifisch fiir das Antigen ist. Dieser zweite Antikdrper ist kovalent an ein
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Enzym gekoppelt. Die ungebundenen gekoppelten Antikoérper werden durch Waschen entfernt.
Das an den zweiten Antikorper gebundene Enzym katalysiert den Umsatz eines Substrates zu
einem fluoreszierenden Produkt, das anschlieend quantitativ fluorometrisch bestimmt werden
kann und der gebundenen Menge an NGF bzw. BDNF direkt proportional ist. Mithilfe der
erhaltenen Fluoreszenzmesswerte aus der ebenfalls gemessenen Standardkurve kann dann die

NGF- bzw. BDNF- Konzentration der jeweiligen Probe errechnet werden,'®* 181 182

2.5 Verfahren zur Messfehlervorbeugung

Um Auswertungsfehlern vorzubeugen, wird fiir jede Probe auch die Wiederfindungsrate, die so
genannte Recovery, bestimmt. Dabei wird dem Homogenat in einem gesonderten Ansatz eine
definierte Menge an exogenem NGF bzw. BDNF zugefiigt und anschlieBend gemessen, wie viel
dieser bekannten zugegebenen Menge nachgewiesen werden konnte. So kann bestimmt werden,

181 pin Grund fiir diese Verluste sind

in welchem Mal3e Verluste wihrend des Assays auftreten.
zum Beispiel die Bindung von NGF / BDNF an im Homogenat oder Serum vorhandene
Rezeptoren oder Proteine. Besonders BDNF als basisches Protein weist dabei eine hohe
Bindungsaffinitit auf” 1"

Die so ermittelte Recovery-Rate wird dann bei der Auswertung der Proben beriicksichtigt.
Daneben wird auch die unspezifische Bindung mithilfe eines unspezifischen Antikorpers
ermittelt. Um das methodisch bedingte ,,Hintergrundrauschen* einzubeziehen, werden ein
spezifischer und ein unspezifischer Leerwert (blank) bestimmt. Dabei wird nur das Signal von
Homogenisierpuffer mit spezifischen oder unspezifischen Antikdrpern gemessen, das also nicht
durch eines der Neurotrophine verursacht sein kann.

Die so genannte unspezifische Bindung errechnet sich dann aus der Differenz des unspezifischen
Probenwertes und dem unspezifischen Blank und wird von der berechneten
Neurotrophinkonzentration in der jeweiligen Probe abgezogen.'®!

Die Bestimmung von spezifischer sowie unspezifischer Bindung und der Recovery erfolgt
aufgrund der unvermeidbaren Streuung fiir jede Probe in vierfacher Ausfithrung

(Quadruplikate). Zur Vermeidung von Einfliissen moglicher Inter-Assay-Varianzen werden die

zu messenden Proben in den jeweiligen Assays so angeordnet, dass sie zu vergleichenden

Bedingungen innerhalb der jeweiligen Assays vorliegen.
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2.6 Durchfiihrung des NGF-ELISA '8! 182183 184

2.6.1 Erster Tag:

2.6.1.1 Aufbringen der Antikorper auf die feste Phase

Die wells der Mikrotiterplatten werden bei Raumtemperatur nach einem feststehenden Schema
mit je 50ul/well des spezifischen Coating-Puffers (Anti-Mouse-B-NGF Klon 27/21 Verdiinnung
1:100) bzw. 50ml/well des unspezifischen Coating-Puffers (Anti-Maus IgG;, Verdiinnung
1:2000) beschichtet. AnschlieBend werden die Platten fiir 2-3 Stunden im Dunkeln bei
Raumtemperatur inkubiert. Danach werden die Mikrotiterplatten dreimal in Folge mit jeweils

200ul Waschpuffer/well per Hand gewaschen, um ungebundene Antikorper zu entfernen.

2.6.1.2 Vorbereitung der Probenansiitze, Auftragung auf die Mikrotiterplatten

Die bereits (in 1,2ml Homogenisierpuffer = Hpi-Puffer) homogenisierten Gewebe werden
aufgetaut und nochmals fiir 3 Minuten im Ultraschallbad behandelt, um etwaige bisher nicht
vollkommen aufgeloste Teilchen vollstindig zu homogenisieren. Die Probenansitze werden wie
folgt in Eppendorfgefdfien vorbereitet: Pro Probe gibt es je ein Gefd fiir die spezifische und die
unspezifische Bindung, sowie ein Gefdl fiir die Recovery-Probe. In jedes Probengefdll werden
400ul Homogenat pipettiert. In das Recovery-Gefal werden 10ul Recovery-Losung fiir das
Homogenat vorgelegt, bei Seren 5,5ul. Dann werden 200ul Homogenat zugegeben.

Bei den Serumproben werden 140ul Serum + 560ul S/Cpi (Standard/Conjugatpuffer mit
Proteaseninhibitoren) +PolyMak|Verdiinnung 1:5000] in das Probengefdl3 pipettiert, daraus
werden dann 220ul fiir das Recovery-Probengefdl entnommen. Die Ansédtze werden
anschliefend bei 6000 x g und einer Temperatur von +10°C fiir 25 Minuten zentrifugiert.

Ein weiterer Ansatz wird vorbereitet, fiir den in leere Probengefdle 220ul und in die Gefalle fiir
die spatere Recovery-Bestimmung 110ul Equilibrierpuffer vorlegt werden.

AnschlieBend werden von dem Uberstand der zentrifugierten Proben des ersten Ansatzes 220pl
in das Probengefall des zweiten Ansatzes gegeben und 110pul

aus dem 1.Recovery-Probengefal3 in das 2. (=1:1 Verdiinnung).

In einem dritten Ansatz wird bei jedem Assay ein NGF-Standard mit Konzentrationen von
1,28ng/ml bis 1,25pg/ml NGF/ml angelegt, der zur Erstellung einer Eichkurve dient.

Die Gewebe- bzw. Serum- sowie die Recovery-Proben und der Standard werden anschlieBend
nach einem festen Schema auf die Mikrotiterplatten aufgetragen. AnschlieBend werden die

Platten fur 15-20 Stunden bei +4°C in einer festverschlossenen Kammer im Dunkeln inkubiert.
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2.6.2 Zweiter Tag

2.6.2.1 Auftragung des 2. Antikorpers sowie Initiierung der Enzymreaktion

Am zweiten Tag werden die Mikrotiterplatten nach etwa 45 Minuten Akklimatisation an die
Raumtemperatur erneut dreimalig mit dem Waschpuffer gewaschen (200ul/well).

Darauthin wird in jedes well der Mikrotiterplatten 50ul des Anti-B-NGF-Galaktosidase-
Konjugats Gal/27/21-Konjugat gegeben. (Homogenat: Verd.: 1:250, Serum: 1:75) mit folgender
erneuter Inkubation fiir 2 Stunden im Dunkeln bei Raumtemperatur.

Darauf folgend werden die Platten dreimal mit Waschpuffer gewaschen (200ul/well), sowie
zweimal mit Substratpuffer (150ul/well). Gleich im Anschluss wird als spezifisches Substrat
Methyl-Umbelliferyl-B-Galaktosid (=MUG, 0,2mM in Substratpuffer gelost, je S0ul/well) in die
wells pipettiert. Die Platten werden fiir 15-20 Stunden bei +4°C in einer festverschlossenen

Kammer im Dunkeln inkubiert.

2.6.3 Dritter Tag

2.6.3.1 Fluorometrische Messung des Reaktionsproduktes, Auswertung

Nachdem die Mikrotiterplatten Raumtemperatur erlangt haben, wird die Enzymreaktion durch
Zugabe von 200ul Stopp-Puffer/well beendet. AnschlieBend erfolgt die fluorometrische
Messung. Das Reaktionsprodukt der B-Galaktosidase, 4-Methylumbelliferon, wird bei einer
Wellenldnge von 355nm angeregt und emittiert bei 470nm. Die erhaltenen Messwerte sind dabei
der Menge des Reaktionsproduktes proportional. Von den in jeweils vierfacher Ausfiihrung
bestimmten Messwerten wird der Mittelwert errechnet. Um den NGF-Gehalt der einzelnen
Proben zu erhalten, werden die Messwerte der unspezifischen von der spezifischen Bindung
abgezogen und um die Wiederfindungsrate, die Recovery, korrigiert.

Der NGF-Gehalt wird als Aquivalent zu Maus 2,5S NGF angegeben. Die Nachweisgrenze des
ELISA liegt bei 0,25pg/ml. Mithilfe der Eichkurve konnen die NGF-Konzentrationen der Proben
bestimmt werden. Die erhaltenen Daten werden mithilfe des Serocalc TM-Programmes sowie

eines in Prof. Hellwegs Labor entwickelten Excel-Programmes ausgewertet, ! 182 183 108 184

2.7 Durchfiihrung des BDNF-ELISA '42 181186184
Die BDNF-Konzentrationsmessung wird mithilfe eines kommerziellen ELISA Kits nach den
grundséatzlichen Anweisungen des Herstellers (Promega, Inc.) durchgefiihrt. Allerdings wird sie

an die fluorometrische Technik angepasst, die auch fiir die NGF-Bestimmung verwandt wird.
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2.7.1 Erster Tag

2.7.1.1 Aufbringen der Antikorper auf die feste Phase

Es werden jeweils 50ul/well des spezifischen Coating-Puffers (monoklonaler Anti-BDNF-
Antikorper mAb = 1. Antikorper, Verdiinnung 1:750) bzw. 50ul/well des unspezifischen
Coating-Puffers (Maus IgG;, aus MOPC 21, Verdiinnung 1:8000) in die wells der
Mikrotiterplatten pipettiert. Die Platten werden dann fiir 15-20 Stunden bei +4°C in einer

festverschlossenen Kammer im Dunkeln inkubiert.

2.7.2 Zweiter Tag

2.7.2.1 Vorbereitung der Probenansiitze, Auftragung auf die Mikrotiterplatten

Nach der Inkubation werden die Mikrotiterplatten viermal mit Waschpuffer gewaschen, jeweils
200ul/well. Dies dient wiederum der Entfernung nicht gebundener Antikorper.

Die zuvor in 1,2ml Hpi-Puffer homogenisierten Gewebeproben werden aufgetaut und fiir 3
Minuten im Ultraschallbad behandelt, um eventuell noch vorhandene Gewebestiickchen
aufzuldsen. Die dann vorbereiteten Ansétze sind denen bei der NGF-Bestimmung dhnlich:

In die GefdBle fiir die Recovery-Proben fiir die Homogenate werden 10ul Recovery-Losung
vorgelegt und anschliefend wird 200ul Homogenat zupipettiert. In die Probengefdfle fiir die
Bestimmungen aus dem Gewebe werden 400ul Homogenat gegeben. Bei den Bestimmungen aus
dem Serum werden als erster Schritt in den dafiir vorgesehenen Eppendorfgefdlen Sul
Recovery-Losung vorgelegt. In einem anderen Probengefdll werden dann je 10ul Serum mit
190ul S/Cpi + Poly Mak 33 [1:5000] gemischt und davon je 70ul zu 630ul S/Cpi + Poly Mak 33
[1:5000] gegeben. So entsteht ein Verdiinnungsverhéltnis von 1:200. Aus diesem zweifach
verdiinnten Ansatz werden dann jeweils 215ul zu den vorgelegten 5Sul Recovery-Ansatz
pipettiert. (Die Verdiinnung entspricht einer Zugabe von 25pg Recovery-Ansatz/ml). Die
Proben- und Recovery-Ansdtze werden dann 25 Minuten lang bei 6000 x g und +10°C
zentrifugiert. AnschlieBend werden die Uberstande abpipettiert, und zwar 220ul der Proben und
110ul der Recovery-Ansitze, und jeweils im Verhéltnis 1:1 mit Equilibrierpuffer in einem neuen
Gefdl vermischt.'®! '*® Bei jedem Assay wird zusitzlich ebenfalls ein BDNF-Standard angesetzt,
um eine Referenzkurve zu erhalten. Nach dem Waschen werden die Proben, Recovery-Proben,
Standards und Blanks (=nur S/Cpi-Puffer) auf die Mikrotiterplatten aufgetragen (je S0ul/well).
Dies geschieht ebenfalls in vierfacher Ausfiihrung, bzw. sechsmal fiir die Blanks. Das Schema
entspricht dabei dem des NGF-ELISA. Die Platten werden im Anschluss 15-20 Stunden lang bei

+4°C in einer festverschlossenen Kammer im Dunkeln inkubiert.
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2.7.3 Dritter Tag

2.7.3.1 Auftragung des 2. und 3. Antikorpers, Initiierung der Enzymreaktion

Am dritten Tag werden die Mikrotiterplatten zuerst viermal mit je 200ul/well Waschpuffer
gewaschen. Dann werden je 50ul/well des 2. Antikorpers Anti-BDNF-pAb (poyklonaler
Antikorper, gelost in Standard/Conjugatpufter (S/C) [Verdiinnung 1: 500]), aufpipettiert.

Es folgt eine Inkubationszeit von 2 Stunden im Dunkeln bei Raumtemperatur.

Nach deren Ablauf werden die Platten erneut viermal mit je 200ul Waschpuffer pro well
gewaschen, bevor dann je 50ml/well des 3. Antikorpers, Anti-BDNF IgY Chicken AP (anti-
chicken IgY-alkaline phosphatase conjugate, gelost in S/C-Puffer [Verd.:1:1000]), aufgetragen
werden. Darauf folgt wiederum eine Inkubationszeit von 1,5 Stunden im Dunkeln bei
Raumtemperatur. Der anschlieBende erneute Waschgang umfasst 4 Zyklen, und direkt danach
folgen zwei Zyklen, in denen je 150ul Substratpufter/well pipettiert werden.

Nachfolgend werden die Platten ausgeschiittet. Um die Enzymreaktion zu starten, werden
daraufhin 50ul von 1mM Attophos-Substrat/Attophos Working Solution (Boehringer Mannheim,
Deutschland) in jedes geleerte well gegeben. Im Anschluss an die Attophos-Zugabe werden die
Mikrotiterplatten fiir 15-20 Stunden in einer feuchten Umgebung, auf sogenannten

»Schwimmern®, bei Raumptemperatur im Dunkeln inkubiert.

2.7.4 Vierter Tag

2.7.4.1 Stopp der Enzymreaktion, Messung

Zur Terminierung der Enzymreaktion wird den Mikrotiterplatten 200ul Stopppuffer pro well
zugegeben. Direkt danach kann das enzymatische Reaktionsprodukt bei einer
Exzitationswellenldnge von 485nm und einer Emissionswellenldnge von 538nm fluorometrisch
bestimmt werden. Die Ergebnisse werden als Enzymaktivitdt bestimmt, mit Vergleich zu einem
AttoPhos-Standard in mit Antikdrpern beschichteten Mikrowells.

Der BDNF-Gehalt wird als Aquivalent zu rekombinantem humanen BDNF angegeben. Die
Nachweisgrenze des Assays liegt bei 1pg/ml.4 181 186 108 184

Die Auswertung der Fluoreszenzdaten erfolgt mithilfe des Serocalc TM-Programmes, sowie
eines in Prof. Hellwegs Labor entwickelten Excel-Programmes, mit dem die Konzentrationen der

Neurotrophine in pg/mg Feuchtgewicht berechnet werden kdnnen.
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2.8. Materialien

2.8.1 Pufferlosungen '**

Coating-Puffer

(0,05M COs-Puffer; pH: 9,6)

a) 5,3g/1 Na,CO3; (M => 105,99g/mol)

b) 4,2g/1l NaHCO; (M => 84,01g/mol)

Mischverhéltnis a:b = 1:0,6; Lagerung bei +4°C im Kiihlschrank

Oder: Den Inhalt einer Kapsel Carbonate-Bicarbonate Puffer in 100ml Reinstwasser auflosen.

(Kapseln werden bei Raumtemperatur aufbewahrt) = pH 9,2

Waschpuffer
(pH 7,0)
a) 15,8¢/21 Tris-HCI (=>0,05M)
b) 23,37g/21 NaCl (=>0,2M)
c) 2,0g Na-Azid (=>0,1%)
d) 15,0g Gelatine (=>0,75%)
e) 2,0ml NP-40 (Nonidet) (=> 0,1%)
= 1 Teil 0,1M Tris-HC1/ 0,4M NaCl + 1Teil 0,2% TritonX-100 oder NP-40
Die Substanzen a) und b) werden in 21 Reinstwasser aufgeldst. Danach wird der pH-Wert mit ca.
1-2 NaOH-Platzchen auf 7,0 eingestellt. Zum Schluss werden die restlichen Substanzen in der

Mischung aufgelost.

NGF-Substratpuffer
(0,IM POg4-Puffer; pH 7,3)
a) 7,8g/500ml NaH,PO4*H,0 (M = 137,99g/mol)
b) 17,8g/l Na;HPO4*2H,O (M = 177,99g/mol)
Losung a) wird zu Losung b) hinzugegeben, bis pH 7,3 erreicht ist (=> 200-300ml).
Danach wird der Puffer mit 1mM MgCl, versetzt (=> Bei ca. 1,31 Losung sind das 0,26g MgCl,;
M = 203,30g/mol).
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Stopp-Puffer

(pH 10,5)

11,26g Glycin/l Reinstwasser (M = 75,07g/mol; 0,15M)
Die pH-Einstellung erfolgt mit ca. 15-20 NaOH-Platzchen

BDNF-Substratpuffer
(pPH 8,7)
s. NGF-Substratpuffer, anderer pH-Wert

Homogenisierpuffer

(pH 7,0)
a) 15,8¢/1 Tris-HCI (=> 0,1M)
b) 23,37g/l NaCl (=> 0,4M)

Beide Substanzen werden in 11 Reinstwasser aufgelost und der pH-Wert auf 7,0 mit
konzentriertem NaOH eingestellt. AnschlieBend wird 1,0g Na-Azid (=> 0,1%) hinzugefiigt.
Der Proteasen-Inhibitoren-Mix wird erst kurz vor Gebrauch im Verhéltnis 1:100 hinzugegeben.
Proteasen-Inhibitor-Mix (PI):

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

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

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

in 400mM EDTA (MG 336,2) 16sen: 134,5mg/ml (bei neutralem pH 16slich)

Standard/Conjugatpuffer
(pH 7,0)
a) 3,95g Tris-HCI (=> 0,05M)
b) 5,80g NaCl (=>0,2M)
¢) 0,5gNa-Azid (=> 0,1%)
d) 5,0g BSA (bovines Serumalbumin) (=> 1,0%)
e) 0,5ml NP-40 (=>0,1%)
Zunichst werden Substanzen a) und b) in 72 | Reinstwasser aufgeldst, dann wird der pH-Wert mit
NaOH auf 7,0 eingestellt. AnschlieBend werden die restlichen Substanzen der Reihe nach

zugefligt.
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Equilibrierpuffer

(0,2% NP-40)

Auf 2 1 Reinstwasser wird 1ml NP-40 pipettiert (=> 0,2%)

Die Puffer wurden grundsitzlich in Reinstwasser (Millipore-QUF Plus Anlage) erstellt.

2.8.2 Ansiitze '*
NGF-Standard-Ansatz
1) 1000pg/ml

2)
3)
4)
5)
6)
7)

Fiir den Standard wird S/Cpi verwendet. Bei Serum allerdings S/Cpi + Poly Mak (33)

250pg/ml
62,5pg/ml
15,63pg/ml
3,91pg/ml
0,98pg/ml
0,24pg/ml

= 1:5000 Verd.

NGF-Recovery-Ansatz
125pg/ml => 570ul S/Cpi bzw. Hpi + 30ul NGF-Stock 2

=>a) 985ulS/Cpi + 15ul NGF-Stock 2

=>b) 900ul
=>¢)900pl
=>d) 900pl
=>¢)900pl
=> ) 900pl
—> ¢) 900ul

+300ul von a)
+300ul von b)
+300ul von ¢)
+300ul von d)
+300pul von e)
+300ul von f)

Bei Fliissigkeiten wird S/Cpi-Puffer eingesetzt, wiahrend bei Geweben Hpi-Puffer und bei Serum

S/Cpi-Puffer + Poly Mak33[Verdiinnung 1:5000] verwendet wird.

MUG-Ansatz = 4-Methylumbelliferyl-p-Galaktoside

Bei 6 Mikrotiterplatten 1,5mg — 2,0mg des Stoffes in 30ml Substratpuffer geben. (MUG
zunédchst mit DMF (Dimethylformamid) auflésen; i.R. Smg mit 1000ul)
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BDNF-Standard-Ansatz:

1) 500pg/ml =>a) 10ml S/Cpi + 1l BDNF-Stock (Sigma)
2) 166,7pg/ml =>b) 600ul S/Cpi + 300ul von a)
3) 55,56pg/ml =>¢) 600ul S/Cpi + 300ul von b)
4) 18,52pg/ml =>d) 600ul S/Cpi + 300ul von ¢)
5)  6,17pg/ml =>¢) 600ul S/Cpi + 300ul von d)
6) 2,06pg/ml =>£) 600ul S/Cpi + 300ul von e)
7)  0,69pg/ml => g) 600ul S/Cpi + 300ul von f)

Fiir den Standard wird ebenfalls S/Cpi verwandt, auller bei Seren, dort S/Cpi + Poly Mak 33 =>
1:5000 Verdiinnung

BDNF-Recovery-Ansatz
a) 250pg/ml =>476ul Hpi + 1ul BDNF-Stock (Sigma) => Homogenat
b) 25pg/ml =>9091ul S/Cpi + 2ul BDNF-Stock (Sigma) => Serum

2.8.3 Antikorper, Zusitze '

-Anti-NGF-B-Antikorper (Maus, Klon 27/21) (Boehringer Mannheim)
-Anti-NGF-B-Galaktosidase-Konjugat (Maus, Klon 27/21) (Boehringer Mannheim,
Bestellnr.:1530623)

-NGF-B, Standard (Maus, mNGF-f3) (Boehringer Mannheim)

-Maus IgG,-Antikdrper aus MOPC 21 (Sigma Chemicals, Deisenhofen, Bestellnr.: M9269)
-Methylumbelliferyl-B-D-Galaktosid (Sigma Chemicals, Deisenhofen, Bestellnr.: M1633)

-Anti-BDNF mAb (Promega GmbH)

-Anti-BDNF pAb ( Promega GmbH)

-Anti-Chicken IgY AP Conjugate (Promega GmbH)

-Maus IgG;-Antikorper (Sigma Chemicals, Deisenhofen)
-BDNF-Neurotrophic Factor (Standard) (Sigma GmbH)

-Attophos TM Substrate Set (Boehringer Mannheim GmbH / Roche GmbH)
-Proteasen-Inhibitor-Tabletten (Boehringer Mannheim GmbH / Roche GmbH
-BDNF Emax Kit TM Immuno Assay (Promega Inc.)
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2.8.4 Geriite

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

-Kiihlzentrifuge Cryofuge 6-6, (Heraeus-Christ)

-Fluorometer (Titertek Fluoroskan II, Labsystems Research Centre, Finnland, ehemals
vertrieben durch Merlin Diagnostika (Bornheim-Hersel)

-Millipore-QUF Plus Anlage

2.8.5 Sonstige Materialien

-schwarze 96-Loch-Mikrotiterplatten (Micro Fluor B plates, Dynatech Laboratories Inc.,
Alexandria, Virginia, USA)

-autoklavierte 1,5ml Eppendorfgefdfie (Bestellnr.: 3180)

-4ml Polysterol-Reagenzrohrchen (Greiner Labortechnik)

Falls nicht anders angegeben, wurden allgemeine Laborchemikalien von der Fa. Merck,

Darmstadt, und Reagenzien von der Sigma Chemical Company, Deisenhofen bezogen.'®*
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2.9 Statistik

Fiir die Analyse der Zusammenhinge zwischen den BDNF bzw. NGF- Konzentrationen im
Hirngewebe und Serum als so genannten abhingigen Variablen und den Hirnregionen, der EKT-
Behandlung, der Anzahl der EKT-Behandlungen und der Zeit bis zur Enthauptung wurden die
Varianzanalyse (analysis of variance = ANOVA) und die Kovarianzanalyse (analysis of
covariance = ANCOVA) eingesetzt.

Mithilfe der ANOVA wird der Einfluss einer oder mehrerer unabhidngiger Variablen auf eine
abhédngige Variable liberpriift. Die abhdngige Variable wird auch als Zielvariable oder metrische
Zufallsvariable bezeichnet. IThr Wert wird durch die unabhingigen Variablen bestimmt. Die
unabhingigen Variablen, auch Einflussvariablen, Faktoren oder kategoriale Variablen genannt,
geben die einzelnen zu vergleichenden Gruppen vor. Die Kategorien oder Faktorstufen eines
Faktors bzw. einer Gruppe bezeichnen die Auspragungen des Faktors.

Es wird der Varianzanteil untersucht, der auf einen Faktor zuriickzufiihren ist. Die Signifikanz
lasst sich iiber einen F-Test ermitteln. In Tabellen der F-Verteilung kann der entsprechende F-
Wert abgelesen werden. Anders ausgedriickt kann die Varianzanalyse als Ursachenzuschreibung
erklart werden.

Mit Hilfe der ANCOVA werden die Wirkungen von bestimmten, vermutlich irrelevanten,
unabhingigen Faktoren, so genannter Kovariate, auf die abhédngige Variable eliminiert, so dass
die Varianz der Messwerte reduziert wird, entsprechend einer Verringerung des
Hintergrundrauschens. So konnen die méglichen Effekte einer relevanten unabhéngigen Variable
auf die abhdngige Variable statistisch nachgewiesen werden. Bei der ANCOVA werden die
Methoden der Varianzanalyse (ANOVA) und der linearen Regressionsanalyse verbunden.'®’
Alle Daten wurden mit Hilfe von STATA™ Statistics/Data Analysis, Version 9.0 analysiert. Das
zweiseitige Signifikanzniveau wurde fiir alle Statistiken mit p< 0,05 angegeben.

Vgl 108
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3. Ergebnisse

3.1 Auswirkungen der ECS- (electroconvulsive shocks) Behandlung auf die Konzentration

von NGF bzw. BDNF in Hirngewebe (prifrontaler Kortex / Hippocampus) und Serum

3.1.1 Auswirkungen auf NGF in prifrontalem Kortex und Hippocampus:
Nach einer einzelnen ECS-Anwendung blieben die NGF-Konzentrationen im Hirngewebe
unverdandert. Nach 5 ECS-Behandlungen stiegen sie innerhalb von 24 Stunden an, sowohl im

prafrontalen Kortex (1,3-facher Anstieg), als auch im Hippocampus (1,2-facher Anstieg) (Abb.
1).

tissue NGF [pg/mg]

prefrontal cortex hippocampus

Abb.1: Zeitverlauf der NGF-Konzentrationen in pg/mg in préfrontalem Kortex und Hippocampus nach einer
einzelnen ECS-Anwendung sowie einer Behandlungsserie von 5 ECS. Die Werte wurden zu den Zeitpunkten 3, 8
und 24h nach einer einzelnen ECS-Anwendung sowie zu den Zeitpunkten 3, 8, 24, 72, 168 und 336h nach einer
fiinfmaligen ECS-Behandlung gemessen und dargestellt. Der Zeitpunkt 0 steht fiir die Werte der Kontrollgruppe, in
der keine ECS erfolgten. Abb.: .
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3.1.2 Auswirkungen auf NGF im Serum
Im Serum wurde sowohl nach einer einzelnen ECS-Anwendung, als auch nach einer Serie von 5
ECS-Behandlungen und einer Zeitdauer von bis zu zwei Wochen kein signifikanter Anstieg der

NGF-Level gefunden (Abb.2).

T NGF (mean of serum 1 and 2)

P

Control 3 8 24 3 8 24 72 168 336 time [h]
1 x ECS 5 X ECS

60

40

20

Abb.2 : Zeitverlauf der NGF-Serumkonzentrationen in pg/ml nach einer einzelnen und nach fiinfmaliger ECS-
Anwendung. Die Messungen erfolgten nach einer einzelnen ECS-Behandlung zu den Zeitpunkten 3, 8 und 24h,
nach fiinfmaliger ECS-Applikation zu den Zeitpunkten 3, 8, 24, 72, 168 und 336h nach der letzten Anwendung. Die
Werte zum Zeitpunkt 0 stellen die NGF-Serumkonzentrationen der Kontrolltiere dar, bei denen keine ECS

durchgefiihrt wurde. Es zeigt sich kein signifikanter Anstieg der NGF-Serumwerte. Abb.:'%,
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3.1.3 Auswirkungen auf BDNF in prifrontalem Kortex u. Hippocampus

Nach einer einzelnen ECS-Anwendung waren die BDNF-Konzentrationen im Hirngewebe,
besonders im Hippocampus, erhoht (Abb. 3).

Nach 5 ECS Sitzungen zeigten die BDNF-Konzentrationen dagegen einen deutlichen, 72
Stunden lang anhaltenden Anstieg, im préfrontalen Kortex 2,8-fach und im Hippocampus 2,2-
fach. Nach einer Woche kehrten die Konzentrationen wieder zu den Ausgangswerten zuriick

(Abb.3).

tissue BDNF [pg/mg]

20
|

<

o ®moy mwﬁﬁgﬁ = mwﬁﬁ@ﬁ time [h]
0 1 5 0 1 5 ECS
prefrontal cortex hippocampus

Abb. 3: Zeitverlauf der BDNF-Konzentrationen in prafrontalem Kortex und Hippocampus nach einer einzelnen
ECS-Anwendung sowie einer Behandlungsserie von 5 ECS. Der Zeitpunkt O steht fiir die Werte der Kontrollgruppe,
ohne ECS. Die Angabe der BDNF-Konzentrationen erfolgt in pg/mg. Die Werte wurden zu den Zeitpunkten 3, 8
und 24h nach einer einzelnen ECS-Anwendung sowie zu den Zeitpunkten 3, 8, 24, 72, 168 und 336h nach einer
fiinfmaligen ECS-Behandlung gemessen und dargestellt. Abb.: ',
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3.1.4 Auswirkungen auf BDNF im Serum

Nach einer einzelnen ECS-Behandlung stiegen die BDNF-Serumwerte fiir eine Zeitspanne von
bis zu acht Stunden an (Abb. 4). Nach 5 ECS-Behandlungen blieben die BDNF-Konzentrationen
im Serum dagegen fiir drei Tage unverdndert, stiegen aber eine Woche nach der letzten ECS-

Sitzung signifikant an (p=0,04).

serum BDNF [pg/mil]

< <+ o~ B i
© woyd omoJle time [h]

0 1 5 ECS

Abb. 4: Zeitverlauf der BDNF-Serumkonzentrationen nach einer einzelnen und nach fiinfmaliger ECS-Anwendung.

0 200 400 600 800 100012001400 1600

336

Die BDNF-Serumwerte werden in pg/ml angegeben. Die Messungen erfolgten nach einer einzelnen ECS-
Behandlung zu den Zeitpunkten 3, 8 und 24h, nach fiinfmaliger ECS-Applikation zu den Zeitpunkten 3, 8, 24, 72,
168 und 336h nach der letzten Anwendung. Die Werte zum Zeitpunkt O stellen die BDNF-Serumkonzentrationen
der Kontrolltiere dar, bei denen keine ECS durchgefiihrt wurde. Abb.:"%,

3.2 Ergebnisse der ANCOVA-Analyse

Bei Durchfiihrung der oben vorgestellten Analyse zeigte sich, dass sowohl die NGF- als auch die
BDNF-Gewebekonzentrationen von der Anzahl der ECS, der Zeit und der Hirnregion abhédngen.
(p<0,0001, bzw. p = 0,0149 fiir die Abhéngigkeit der NGF-Konzentration im Gewebe und der
Zeit.) Die NGF-Konzentrationen im Serum zeigten nur eine Abhéngigkeit von der Anzahl der
ECS-Behandlungen (p = 0,0139). Anders die BDNF-Serumkonzentrationen. Diese hidngen von
der Anzahl der ECS, der Hirnregion und der Zeit ab (p = 0,0007, bzw. = 0,0022, bzw. = 0,0223).
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ANCOVA mit den NGF- und BDNF-Gewebekonzentrationen als abhéngigen Variablen

NGF (Hirngewebe ) BDNF (Hirngewebe)
F (df) p F(df) p
Model 78,96 (4) <0,00001 30,34 (4) <0,00001
ECS-Anzahl 14,57 (2) <0,00001 41,63 (2) <0,00001
Hirnregion 286,68 (1) <0,00001 32,23 (1) <0,00001
Zeit (Kovariate) | 6,06 (1) 0,0149 42,7 (1) <0,00001
R’ 0,65 0,42

Tabelle 1 zeigt die NGF-und BDNF-Hirngewebskonzentrationen als abhéngige Variablen, mit der Anzahl der ECS-
Anwendungen (0, 1, 5) und der Hirnregion (prifrontaler Kortex, Hippocampus) als Faktoren sowie der Zeit nach der
letzten ECS-Behandlung (<= 3 Tage, >= 1 Woche) als Kovariate. Es zeigt sich ein signifikanter Einfluss der
Faktoren und der Kovariate auf die Hirngewebskonzentrationen der Neurotrophine. Die Anzahl der Untersuchungen

betrug 172. '%®

ANCOVA mit den NGF-und BDNF-Serumkonzentrationen als abhidngigen Variablen

NGF (Serum) BDNF (Serum)
F(df) p F(df) p

Model 1,87 (5) 0,1023 4,17 (5) 0,0014
ECS-Anzahl 4,40 (2) 0,0139 7,54 (2) 0,0007
Hirnregion 0,70 (1) 0,4055 9,69 (1) 0,0022
Zeit 1,33 (1) 0,2510 5,32 (1) 0,0223
NGF bzw. BDNFi.G. | 1,60 (1) 0,2075 7,11 (1) 0,0085
(Kovariate)
R’ 0,06 0,12

Tabelle 2 zeigt die NGF-und BDNF-Serumkonzentrationen als abhéngige Variablen, mit der Anzahl der ECS-
Anwendungen (0, 1, 5), der Hirnregion (prifrontaler Kortex, Hippocampus) und der Zeit nach der letzten ECS-
Behandlung (<=3 Tage, >= 1 Woche) als Faktoren sowie der NGF- beziehungsweise der BDNF-
Gewebekonzentration als Kovariate.

Die Anzahl der Untersuchungen betrug 172. Das Entfernen der BDNF-Gewebekonzentration aus der Analyse fiihrt

zu einer kleineren Varianz (R*= 0,08). '®

Um einen moglichen Einfluss der NGF- bzw. BDNF-Konzentrationen im Hirngewebe auf die
jeweiligen Serumkonzentrationen zu untersuchen, wurde zusitzlich eine ANCOVA mit den

Hirngewebskonzentrationen der beiden Neurotrophine als Kovariate durchgefiihrt.
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Dabei zeigte sich, dass die NGF-Konzentration im Serum nicht von der NGF-

Gewebekonzentration beeinflusst wird (Abb. 5).

o |
xQ 330

Ne

serum NGF [pg/ml]
40 60

20

% ® o ® o, o) o ® o

2 3 4 5 6 7
tissue NGF [pg/mg]

Abb.5: Keine Korrelation der Serum- und Gewebelevel von NGF. Abgebildet sind Werte der Kontrollgruppe, in der
die Tiere keine ECS erhalten haben (Spearman’s rho = 0,20, p= 0,32). Abb.: '*®.

Als eines der Hauptergebnisse der vorliegenden Arbeit konnte hingegen nachgewiesen werden,
dass die BDNF-Serumkonzentration von dem BDNF-Gehalt im Hirngewebe abhéngig ist. (p =
0,0085). In Tabelle 2 ist der signifikante kovariate Einfluss der BDNF-Hirngewebskonzentration
auf die Serumkonzentration von BDNF dargestellt.

Die BDNF-Konzentrationen im Serum steigen dabei nach einer Zeitverzogerung von 3 Tagen an
und spiegeln so, zeitverzogert, den Anstieg des Neurotrophins im Hirngewebe wider.

Aufgrund des kovariaten Einflusses von Gewebs-BDNF auf Serum-BDNF wurde eine
Korrelationsanalyse durchgefiihrt, bei der andere Einfliisse durch Kovariate konstant gehalten

wurden.
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Fiir die Untergruppe, die keine ECS-Behandlung erhalten hat (Kontrollgruppe, n=31), wurde
sowohl fiir NGF als auch BDNF eine Spearman rank correlation der Gewebe- und Serumlevel
durchgefiihrt. Diese fiihrte bei NGF zu keinem signifikanten Ergebnis (Spearman’s rho =
Spearman’s rank correlation coefficient, Rangkorrelationskoeffizient: 0,20, p = 0,32) (Abb. 5).
Bei BDNF hingegen kam es zu einem signifikanten Korrelationsergebnis, mit einem Spearman’s

rho von 0.40 und einem p= 0,025. (Abb. 6a).

Da die Konzentrationen von BDNF im Hirngewebe fiir etwa drei Tage nach fiinfmaliger ECS-
Behandlung erhoht waren (s. Abb. 3), wurden die Hirngewebs- und Serumkonzentrationen von
BDNF nach 5 ECS-Behandlungen und einer Zeitverzogerung von 3, 8, 24 und 72h nach der
letzten ECS-Anwendung ebenso korreliert (Abb. 6b).

AuBer vier Werten lagen dabei alle oberhalb der Regressionslinie der Kontrolltiere (Abb. 6a),
das heif3t dass, bis auf vier, alle BDNF-Hirngewebskonzentrationen zu dieser Zeit hoher als die
Konzentrationen im Serum waren. Die vier verbliebenen Werte befanden sich ebenfalls {iber der
unteren Grenze des 95% Konfidenzintervalles. Nach einer Zeitverzogerung von ein bis zweil
Wochen waren die Konzentrationen von BDNF in Hirngewebe und Serum wieder zufillig um
die Regressionslinie der Kontrollgruppe verteilt (Abb. 6¢), was auf ein wiederhergestelltes

Aquilibrium zwischen Gewebe- und Serumkonzentration weist.
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Abb. 6 Korrelation des BDNF Gehalts in Serum und Gewebe.

a) Kontrollgruppe, keine ECS-Anwendung. Serum- und Gewebekonzentrationen von BDNF sind korreliert.
Spearman rank correlation: p = 0,0025. Regressionslinie und das 95%-Konfidenzintervall (KI) sind dargestellt.

b) BDNF-Konzentrationen in Serum und Gewebe nach fiinfmaliger ECS-Anwendung und einer Zeitverzogerung
von 3, 8, 24 u. 72 Std. Alle Messwerte liegen oberhalb der 95%-Konfidenzintervall-Regressionslinie der
Kontrollgruppe, damit sind alle Gewebekonzentrationen héher als die Serumkonzentrationen.

¢) Serum- und Gewebekonzentrationen von BDNF nach fiinfmaliger ECS-Anwendung und einer Zeitverzogerung
von 1-2 Wochen. Die Messwerte liegen wieder zufdllig um die Regressionslinie der Kontrollgruppe verteilt, Serum-

und Gewebekonzentrationen von BDNF befinden sich also wieder in einem Aquilibrium. Abb.:"%.
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3.3 Zusammengefasste Ergebnistabellen:

Gewebe: Frontaler Cortex (FC)

Treatment
1xEKT + 3h
1xEKT + 8h
1xEKT + 24h
5xEKT + 3h
5xEKT + 8h
5xEKT + 24h
5xEKT + 3d
5xEKT +7d
5xEKT +14d

Proben Nr.

49 (FC) - 56 (FC)
57 (FC) - 64 (FC)
65 (FC) - 72 (FC)

1(FC) - 8 (FC)
9 (FC) - 16 (FC)
17 (FC) - 24 (FC)

25 (FC) - 32 (FC)
33 (FC) - 40 (FC)
41 (FC) - 48 (FC)

Gewebe: Hippcampus (HC)

Treatment
1xEKT + 3h
1xEKT + 8h
1xEKT + 24h
5xEKT + 3h
5xEKT + 8h
5xEKT + 24h
5xEKT + 3d
5xEKT +7d
5xEKT + 14d

Proben Nr.

49 (HC)-56 (HC)
57 (HC)-64 (HC)
65 (HC)-72 (HC)

1 (HC)-8 (HC)
9 (HC)-16 (HC)
17 (HC)-24 (HC)

25 (HC)-32 (HC)
33 (HC)-40 (HC)
41 (HC)-48 (HC)

Preap Date

23.05.2006
23.05.2006
24.05.2006

19.05.2006
19.05.2006
20.05.2006

22.05.2006
26.05.2006
02.06.2006

Preap Date

23.05.2006
23.05.2006
24.05.2006

19.05.2006
19.05.2006
20.05.2006

22.05.2006
26.05.2006
02.06.2006

Mean NGF
Gewebe

pg/mg o.
ml

2,61125
2,6625
2,77125

3,72
3,76
412

3,242857
2,965
3,0175

Mean NGF
Gewebe

pg/mg o.
ml

5,0425
5,2525
5,51125

6,03857
6,32375
6,37

5,87857
5,605
5,87125

Mean NGF
Serum

pg/mg o.
ml

5,30125
12,62
16,14

6,2014286
15,4828571
5,122857

4,587143
13,12125
12,5942857

Mean NGF
Serum

pg/mg o.
ml

3,24833
6,695
21,7128571

4,995
24,4171429
5,352857

4,72
17,837
20,52

Mean
BDNF

Gewebe

pg/mg o.
ml

22,7075
25,7125
22,6075

46,47
62,895
51,35375

64,4771429
22,28625
15,7875

Mean
BDNF

Gewebe

pg/mg o.
ml

51,58625
38,45375
34,1375

76,4985714
93,51875
77,5125

77,6657143
42,95625
41,51375

Mean
BDNF

Serum

pg/mg o.
ml

1790,61875
1265,69714
1189,07625

1044,18167
1283,97714
1043,125

1205,495
1273,60125
1033,44875

Mean
BDNF

Serum

pg/mg o.
ml

1090,61875
1410,89875
1106,265

932,794286
913,35125
962,6525

772,111429

1158,67375
1122,2375
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Gewebe: Frontaler Cortex (FC)

Kontrollen

Treatment

Keine EKT
Keine EKT

Proben Preap.
Nr. Date

73-80 (FC)
81-88 (FC)

22.05.2006
24.05.2006

Gewebe: Hippocampus (HC)

Kontrollen

Treatment

keine EKT
keine EKT

Proben

Nr. Preap. Date
73-80 (HC) 22.05.2006
81-88 (HC) 24.05.2006

Mean NGF
Gewebe

pg/mg o.
ml

3,3375
2,84125

Mean NGF
Gewebe

pg/mg o.
ml

5,4975
4,95625

Mean NGF
Serum

pg/mg o.
ml

11,1914
51,997

Mean NGF
Serum

pg/mg o.
ml

18,785
41,1683

Mean
BDNF

Gewebe

pg/mg o.
ml

18,23375
17,7625

Mean
BDNF

Gewebe

pg/mg o.

ml
37,4925
33,79

Mean
BDNF
Serum

pg/mg o.
ml

1087,94375
1335,18375

Mean
BDNF

Serum

pg/mg o.
ml

1045,20875
1074,80857
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4. Diskussion

4.1 Methodendiskussion
Zur Diskussion der Methodik soll zundchst auf den ELISA fiir NGF genauer eingegangen

werden. Dieser ist, wie der BDNF-ELISA auch, spezifisch, sensibel und reliabel.'®!

Alle anderen bekannten NGF-Assays sind vergleichbar oder weniger sensitiv '*' '*% 7 18 pjig auf
den von Lirkfors und Ebendahl 1987 beschriebenen ELISA."°

Der Assay weist eine hohe Sensitivitdt auf, die zu einem groflen Teil auf den monoklonalen
Antikorper 27/2INGF zuriickzufiihren ist, da dieser sowohl als erster als auch als zweiter
Antikdrper eingesetzt wird.'® Der Antikorper weist auBerdem eine hohe Spezifitit fiir NGF auf,
trotz der bestehenden groBlen Sequenzédhnlichkeit der Aminosduren anderer Neurotrophine.
Durch die beachtliche Homologie des NGF verschiedener Spezies kann der Maus-Antikdrper
27/21 spezifisch NGF im Rattenhirn erkennen.'®® !

Bei der Durchfiihrung des ELISA wurde darauf geachtet, die Neurotrophin-Ausbeute (Recovery)
moglichst hoch und falsche Messwerte moglichst gering zu halten. Dazu wurde beispielsweise
das Gewebe mit Ultraschall homogenisiert. Denn es konnte nachgewiesen werden, dass auf
diesem Wege eine hohere NGF-Ausbeute erzielt wird, im Vergleich zu Messungen, bei denen
beispielsweise eine Glashomogenisation verwendet wurde.'®!

Bei dem Vergleich unterschiedlicher Messmethoden hat sich auch gezeigt, dass die
Geschwindigkeit der Zentrifugation Einfluss auf die NGF-Ausbeute nimmt. Eine hohe
Zentrifugationsgeschwindigkeit (100 000 x g) fiihrte im Vergleich zu einer niedrigeren
Zentrifugationsgeschwindigkeit (13 000 x g) zu einer geringeren gemessenen NGF-Menge. Es
ist anzunehmen, dass NGF bei hoher Zentrifugationsleistung durch Gewebestrukturen
zuriickgehalten ~ wird."> Die bei den hier durchgefiihrten Assays  genutzte
Zentrifugationsgeschwindigkeit von 6000 x g, fiir die Dauer von 25 Minuten, trug daher zu einer
begiinstigten NGF-Ausbeute bei.

Vor Beginn des Assays wurden die Proben bei -80C eingefroren und gelagert. Ein daraus
resultierender negativer Einfluss auf die Neurotrophinlevel konnte ausgeschlossen werden.

Es wurde gezeigt, dass diese Art der Lagerung zu keiner Beeintrdchtigung der Ergebnisse
fiihrte.'® Dass auftretende Streuungen zwischen den Werten der Tiere, den einzelnen Assays,
aber auch innerhalb eines Assays unvermeidlich sind, wurde in Versuchsreihen bei der

Entwicklung des ELISA bestitigt."*! Um diese statistischen Fehler méglichst kleinzuhalten und

die Ergebnisse mdglichst unverfdlscht darzustellen, wurde von jeder Probe die spezifische
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Bindung, die unspezifische Bindung (mit Hilfe ungerichteter Mausantikdrper) und die
Wiederfindungsrate, die Recovery, bestimmt, dies jeweils in vierfacher Ausfiihrung. Die
erhaltenen Werte wurden bei der Ergebnisberechnung beriicksichtigt. Bei den gemessenen
Fluoreszenzdaten wurden auBlerdem ,Ausreiler-Werte nicht in die weitere Berechnung
iibernommen, wenn sie eine Abweichung um mindestens den Faktor zwei vom Mittelwert
zeigten. Die relativ groBe Probenzahl trug ebenfalls zur Verringerung von durch Streuung
bedingten Messfehlern bei.'®!

Bei jedem Assay wurde eine Eichkurve erstellt, um die Genauigkeit der erhaltenen Messwerte
iberblicken, und die Ergebnisse einordnen zu konnen. Die Nachweisgrenze des ELISA liegt bei
50fg NGF per Well, entsprechend 0,25pg NGF pro g Feuchtgewicht des Gewebes.'®!

Er weist eine hohe Reliabilitdt auf, mit einem Pearson-Regressionskoeffizienten von r=0,93.193

4.2 Ergebnisdiskussion

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit konnten die aufgestellten Hypothesen 1.) und 2.)
bestétigen, nicht hingegen die NGF betreffende Hypothese 3.).

Durch die ECS-Behandlung zeigte sich ein signifikanter Anstieg von BDNF im Hirngewebe und,
zeitverzorgert, im Serum. Die mehrmalige ECS-Anwendung fiihrte dabei zu deutlicheren und
lang anhaltenderen Erh6hungen als die einmalige. Im Gegensatz zu der Hypothese 3.) zeigten die
Konzentrationen von NGF im Gewebe hingegen nur leichte Verdnderungen nach repetitiven
ECS, die Serumwerte blieben unverindert.

Als wichtiges Ergebnis konnte die vermutete Korrelation von Gewebe- und Serum-BDNF
bestdtigt werden, wohingegen die Konzentrationen von NGF in Hirngewebe und Serum keine

Korrelation aufwiesen.

Die Ergebnisse zeigen, dass durch ECS die Konzentrationen der Neurotrophine NGF und BDNF
im Hirngewebe in Abhéngigkeit von der Anzahl der ECS-Anwendungen, der Zeit und der
Hirnregion verdndert werden. Dabei ist der Anstieg von NGF nach fiinf ECS-Behandlungen und
einer Zeitspanne von 24 Stunden im préfrontalen Kortex 1,3-fach und im Hippocampus 1,2-fach
(Abb. 1). BDNF steigt nach ebenfalls fiinf ECS-Behandlungen und einer Zeitspanne von 24
Stunden im préfrontalen Kortex um ein 2,8- und im Hippocampus um ein 2,2-faches an (Abb. 3).
Nach etwa drei Tagen (NGF) bzw. einer Woche (BDNF) hat sich diese voriibergehende
Konzentrationserhohung der Neurotrophine zuriickgebildet; ihre Konzentrationen befinden sich

wieder auf Ausgangsniveau.
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Neben diesem gemeinsamen Anstieg und Abfall von NGF und BDNF konnte gezeigt werden,
dass ihre Gewebekonzentrationen hochsignifikant linear miteinander korrelieren.'®®

Anders als in der vorliegenden Arbeit konnte in einer fritheren Studie von Angelucci und
Mitarbeitern kein gemeinsamer Anstieg von NGF und BDNF, sowohl im frontalen Kortex, als
auch im Hippocampus, durch ECS nachgewiesen werden. Es wurde lediglich ein Anstieg von
BDNF im Hippocampus und von NGF im frontalen Kortex beschrieben, jedoch keine
hippocampale NGF- und frontale BDNF-Konzentrationserhdhung.'® ' Dieser Unterschied
konnte auf die abweichende ECS Technik, die angewandt worden ist, zuriickzufiihren sein. Denn
von Angelucci und Mitarbeitern wurde fiir die elektrische Stimulation eine feststehende
Spannung (fixed voltage) verwandt, die unter anderem zu kiirzeren Krampfen fiihrt."® Bei der
vorliegenden Arbeit wurde dagegen eine Krampfinduktion durch feststehende Stromstéirke
(fixed-current), angewandt, wie sie auch bei klinischen EKT-Anwendungen genutzt wird.'®®
Diese Art der Krampfinduktion flihrt zu Krdmpfen mit einer Mindestldnge von 20 Sekunden, so
dass anzunehmen ist, dass nachfolgend eine deutlichere und ausgedehntere
Neurotrophinerhohung erfolgt, wohingegen die messbaren Verdnderungen der Neurotrohpine
durch Anwendung der von Angelucci und Mitarbeitern verwandten Technik zu gering ausfallen
konnten.'”® * Altar und Mitarbeiter konnten hingegen nach zehntigiger ECS-Anwendung einen
Anstieg von BDNF in allen sechs von ihnen untersuchten Hirnregionen finden. Der Anstieg im
Hippocampus umfasste dabei 132%, der im frontalen Cortex 94%. Nach der letzten ECS-
Anwendung blieben die gestiegenen BDNF-Werte fiir mindestens 3 Tage lang erhoht.”

Weitere Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sind, dass zum einen die Serumwerte von NGF eine
Abhingigkeit von der Anzahl der ECS-Anwendungen, allerdings nicht vom NGF-Gewebegehalt
zeigen. Auch bei den Kontrolltieren, die nicht mit ECS behandelt worden waren, zeigte sich
keine Korrelation zwischen Gewebe- und Serumwerten von NGF, wie es bei BDNF der Fall ist.
Zum anderen wird dargelegt, dass der BDNF-Serumgehalt von der Anzahl der ECS-

Anwendungen abhingt, allerdings nicht von der Zeit und von der Hirnregion.

Als weiterer wichtiger Punkt kann festgestellt werden, dass der BDNF im Serum von der BDNF-
Konzentration im Hirngewebe abhéngt, wobei eine Erh6hung der BDNF-Hirngewebswerte nach
einer Zeitverzogerung von 3-7 Tagen in den Serumleveln reflektiert wird. Dies ist ein
bedeutender Zusammenhang, der neue Mdoglichkeiten in der antidepressiven Therapie erdffnen

konnte (s.u.).
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Einige Studien haben den Zusammenhang zwischen den Konzentrationen von BDNF im Liquor
(CSF) und im Serum gepriift. Laske und Mitarbeiter untersuchten eine mogliche Korrelation
zwischen den BDNF-Konzentrationen in Liquor und Serum von 27 Alzheimer Patienten, 9
Patienten mit einem Normaldruckhydrozephalus und 28 altersentsprechenden gesunden

Kontrollen.!”®

Von letzteren standen ihnen 10 Liquorproben zur Verfiigung.

Sie konnten eine signifikante Verringerung der BDNF-Serumlevel bei den Alzheimer und
Normaldruckhydrozephalus Patienten im Vergleich zu denen der gesunden Kontrollen
feststellen. Die Konzentrationen von BDNF im Serum korrelierten aber nicht mit denen im
Liquor. Es konnte nur bei jeweils einem Teil der Patienten der entsprechenden Gruppe iiberhaupt
BDNF im Liquor nachgewiesen werden (zwischen 11,1% und 50% der Patienten), da die
Konzentrationen zu einem groBen Teil unterhalb der Nachweisgrenze lagen.'*® *3

In der Tat befinden sich die BDNF-Level im Liquor trotz sensitiver Nachweismethoden selbst
bei gesunden Personen bereits unter oder an der Nachweisgrenze. Demnach scheint es nicht
sinnvoll, den BDNF-Gehalt im Liquor zu bestimmen, zumal dieser sehr wahrscheinlich lediglich
als blutige Kontamination zu messen wire.**

In einer anderen Studie von Chiaretti und Mitarbeitern,"® in der Kinder mit Meningoenzephalitis
untersucht wurden, konnte ebenfalls keine Korrelation der BDNF- und NGF-Konzentrationen in
Liquor und Plasma gefunden werden. Die Liquor- und Plasmakonzentrationen von unter
anderem NGF und BDNF wurden bei 13 Kindern mit viraler oder bakterieller Meningitis
gemessen und mit denen von 12 Kontrollkindern mit nichtentziindlichem obstruktiven
Hydrozephalus verglichen. Bei allen Patienten wurden hohe Konzentrationen von NGF und
BDNF im Liquor gefunden. Die NGF-Werte im Liquor waren bei viraler Meningoenzephalitis
hoher, wohingegen die BDNF-Werte bei bakterieller Meningoenzephalitis hervorstehender
waren. Klinisch und radiologisch gesehen korrelierten die erhohten NGF- und BDNF-Werte mit
einem vermehrten Krampfvorkommen, verldngerten komatdsen Zustinden und spezifischen
radiologischen Lasionen. Den Krankheitsausgang betreffend gab es allerdings keine Verbindung
zu den NGF- oder BDNF-Leveln.'*®

Eine mogliche Erklarung fiir das Fehlen einer Korrelation zwischen Liquor- und Plasmawerten
konnte ein schneller Beginn der zentralen Neurotrophin-Produktion mit einem folgenden
Ungleichgewicht hinsichtlich der peripheren Konzentrationen sein, wobei durch die schnelle

Neurotrophin-Produktion eine neuronale Schidigung des ZNS mdglichst verhindert werden
so]].196 108
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4.2.1 BDNF-Verinderungen nach EKT

Andere Studien, die BDNF-Verdnderungen in Serum und Plasma bei Menschen nach einem
EKT-Verlauf untersuchten, kamen zu uneinheitlichen Ergebnissen. Viele konnten aber BDNF-
Erhéhungen durch die EK T-Behandlung nachweisen (s.u.).!?® 172197171

Gronli und Mitarbeiter fanden keinen signifikanten Anstieg von NGF oder BDNF im Serum bei
10 depressiven Patienten, die neben einer antidepressiven Medikation und Psychotherapie EKT
erhielten. Die Serumwerte der Patienten wurden allerdings direkt nach der letzten EKT-
Anwendung entnommen, so dass, neben der geringen Patientenzahl, die zu kurze Zeit, als dass
sich ein Aquilibrium zwischen Hirn- und Serumwerten im Sinne einer Erhéhung nach EKT hitte
einstellen konnen, der Grund fiir das Fehlen eines nachweisbaren Neurotrophin-, d.h. BDNF-
Anstiegs sein konnte. Ein méglicher spéterer Anstieg konnte also nicht erfasst werden.'” '%®
Marano und Mitarbeiter konnten hingegen einen signifikanten Anstieg der BDNF-Konzentration
nach EKT nachweisen. Bei 15 Patienten mit Major Depression wurde vor und wihrend eines
EKT-Verlaufes mittels ELISA BDNF im Plasma bestimmt. Daneben erfolgte eine Einstufung
der Schwere der Depression mit einer Depressionsskala, der 21-item-Hamilton Rating Scale for
Depression (HAM-D). 13 der 15 Patienten (=86,7%) zeigten durch die EKT einen signifikanten
BDNF-Anstieg im Plasma, von einem Mittelwert vor EKT von 84,9pg BDNF/ml zu einem
Mittelwert nach EKT von 141,2pg BDNF/ml. Auch im HAM-D Score gab es eine signifikante
Verdnderung. Die Schwere der Depression nahm bei den Patienten von einem Mittelwert von 30
vor dem EKT-Verlauf auf einen Wert von 9 nach der Behandlung ab.

Allerdings wurde hier, wie schon beschrieben, der BDNF-Gehalt im Plasma bestimmt. Dieser
liegt um ca. ein Hundertfaches niedriger als der im Serum, da der grofte Teil des BDNFs in den
Thrombozyten gespeichert wird.'”® Die friihzeitige Erhhung im Plasma kénnte zum Beispiel auf
einen schnellen Ubergang von BDNF aus dem Gehirn ins Plasma, mit einem anschlieBenden
hinausgezdgerten Transport in die Thrombozyten, zuriickgefiihrt werden.'®®

Fernandes und Mitarbeiter konnten bei einer Gruppe antidepressivaresistenter Patienten nach
EKT zwar eine deutliche Verbesserung der depressiven Symptomatik in der Hamilton Rating
Scale for Depression (HAM-D) feststellen, allerdings keine Verdnderung der Serumwerte von
BDNF. Dies konnte ebenfalls auf eine zu frithe Serumentnahme zuriickzufiihren sein.'”®

Piccinni und Mitarbeiter untersuchten den Krankheitsverlauf von medikamentenresistenten
depresssiven Patienten nach einem EKT-Verlauf und den Zusammenhang mit den
Konzentrationen von BDNF im Plasma." Sie fanden, dass die Patienten im Vergleich zur

Kontrollgruppe vor EKT-Beginn signifikant niedrigere BDNF-Werte im Plasma aufwiesen.

Nach dem EKT-Verlauf waren diese signifikant erhdht, mit einer gleichzeitigen Abnahme der
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Depressionswerte in der HAM-D. Eine weitere interessante Beobachtung der Studie ist, dass nur
Patienten, die eine Remission erreichten und hohere BDNF-Ausgangswerte aufwiesen als die
Patienten, die keine Remission erlangten, nach dem EKT-Verlauf normalisierte BDNF-
Konzentrationen aufwiesen. Dies wiirde die Mdglichkeit der Verwendbarkeit des BDNF-Plasma-
Ausgangswertes bei therapieresistenten Patienten er6ffnen, mit dem eventuell im Vorhinein
Aussagen iiber das Ansprechen des Patienten auf eine EKT-Behandlung getroffen werden
konnen.' Auch hier wurden die BDNF-Werte im Plasma bestimmt, die wie beschrieben um ein
Vielfaches niedriger liegen als im Serum. Es ist anzunehmen, dass eine Bestimmung der
Serumwerte noch zweckmaéBiger wire.

Okamoto und Mitarbeiter beschrieben ebenfalls die Auswirkungen eines fiinfwochigen EKT-
Verlaufes auf unter anderem die Serumwerte von BDNF bei 18 therapieresistenten depressiven
Patienten.?”® Sie fanden einen signifikanten BDNF-Anstieg im Serum bei den Patienten, die auf
die EKT-Behandlung ansprachen. Die BDNF-Werte der Nonresponder aber blieben unverandert.
Daneben wurde eine signifikante Abnahme der Plasmakonzentrationen von Homovanillinsdure
(einem Abbauprodukt des Dopamins) nach dem EKT-Verlauf beobachtet. Gleichzeitig trat eine
Verbesserung der depressiven Symptome bei allen Patienten auf. Dies unterstiitzt die
Vermutung, dass die der Wirkungsweise der EKT zugrunde liegenden Mechanismen mit BDNF
und dopaminergen Neuronen in Zusammenhang stehen kénnten.2*

Ein Anstieg von BDNF im Serum konnte daneben bei einer Patientin nachgewiesen werden, die
aufgrund einer schweren Depression eine antidepressive Therapie in Form von
Tiefenhirnstimulation erhielt. Es ist anzunehmen, dass die durch die Tiefenhirnstimulation
induzierten neuroplastischen Verdanderungen auf diese Weise in den peripheren BDNF-Leveln
widergespiegelt wurden. So konnte BDNF auch hier als ein Marker fiir den Behandlungserfolg
angesehen werden.?"!

Auch Martinotti und Mitarbeiter konnten in einer Fallstudie eines 54jdhrigen Patienten mit
schweren therapieresistenten schizophrenen Symptomen einen Anstieg der BDNF-Serumwerte
im Verlauf einer EKT-Behandlung nachweisen.”*? Daneben konnte der therapeutische Effekt der
EKT bei dem behandlungsresistenten schizophrenen Patienten belegt werden, seine Symptome
wurden deutlich gebessert.

Bocchio-Chiavetto und Mitarbeiter untersuchten, ob EKT zu einer Verdnderung der Serum-
BDNF-Level bei einer Auswahl von medikamentenresistenten depressiven Patienten fiihrte.'”
Bei den Patienten wurde ein signifikanter Anstieg der BDNF-Serumkonzentrationen festgestellt,
allerdings erst einen Monat nach Beendigung der EKT. Daneben stieg BDNF in einer

Untergruppe von Patienten mit niedrigen BDNF-Ausgangswerten bereits innerhalb eines Tages
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nach der letzten EKT-Behandlung an. Bei den Patienten mit normal hohen BDNF-
Konzentrationen trat hingegen wéhrend und direkt nach dem EKT-Verlauf keine Verdnderung
der Serumwerte auf. Der prompte Anstieg von BDNF bei Patienten, die niedrige BDNF-
Anfangskonzentrationen im Serum aufwiesen, war bereits in einer anderen Studie beobachtet
worden, in der die Serumkonzentrationen von BDNF bei depressiven, mit Antidepressiva
behandelten Patienten, gemessen wurden.">” 7 '® So kann angenommen werden, dass BDNF bei
denjenigen Patienten am friihesten ansteigt, die niedrige Ausgangskonzentrationen des
Neurotrophins aufweisen.'” '*®

Der Anstieg von BDNF im Serum der Patienten nach einer Zeitdauer von einem Monat stimmt

mit den Ergebnissen der vorliegenden Untersuchung iiberein, bei der ebenfalls eine verzogerte

Erhohung der Konzentrationen von BDNF im Rattenserum gefunden wurde.

4.2.2 Korrelation der BDNF-Konzentrationen in Gewebe und Serum

Die durch einige der aufgefiihrten Studien bestétigte Erhohung der Serumwerte fiir BDNF geht
mit der Annahme einer durch die EKT erhohten BDNF-Konzentration im Hirngewebe einher,
die sich nach einer Zeitverzogerung in den Serumwerten widerspiegelt. Es ist davon auszugehen,
dass dieser zeitverzogerte Anstieg direkt mit den Hirngewebsleveln in Zusammenhang steht und
BDNF iiber die Blut-Hirn-Schranke ins Serum gelangt. Dieser Zusammenhang ist allerdings
nicht zwangsldufig kausativ. Es konnte auch sein, dass die erhohten Serumwerte des

108197 oventuell auch durch

Neurotrophins durch erhohte periphere Produktion zustande kommen,
direkte Effekte der EKT bzw. ECS auf Zellen des Immunsystems oder auf Thrombozyten. Da
BDNF auch von vielen nicht-neuronalen Zelltypen synthetisiert wird, konnten die BDNF-
Serumlevel auch eine Ansammlung des Neurotrophins aus unterschiedlichen Quellen sein, deren
Verdanderungen daher unter Umstinden nicht mit den BDNF-Werten im Hirngewebe
korrelieren.'® 3 2% Die Leukozyten-BDNF-mRNA kénnte aufgrund ihrer kurzen Halbwertszeit
daher eine hohere Aussagekraft haben.®*

Auf der anderen Seite wurde in einer Studie, die radioaktiv markiertes BDNF nutzte, eindeutig
gezeigt, dass BDNF die Blut-Hirn-Schranke passiert und zwar in Transport-Raten, die in einer
Hohe waren, mit der die in der vorliegenden Arbeit gefundenen Korrelationen von BDNF aus
dem Hirngewebe und den daraus resultierenden Plasmawerten erklirt werden kdnnen. Der
Transport von BDNF {iber die Blut-Hirn-Schranke ist dabei in beiden Richtungen moglich, d.h.
vom ZNS in die Peripherie und umgekehrt und folgt einem sittigbaren Mechanismus.'*® 206207

In einer anderen Studie wurden direkt die Konzentrationen von BDNF in Hirngewebe und Serum

Verglichen.204 Es zeigte sich eine lineare positive Korrelation der BDNF-Werte des frontalen
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Kortex und des Serums bei postnatalen Ratten (die eine bzw. drei Wochen alt waren) und eine
Sittigung bei Serumleveln von 4ng/mL bei ausgewachsenen Ratten.'”®

Klein und Mitarbeiter fanden eine Korrelation zwischen BDNF-Leveln im Hippocampus und
denen im Blut von Ratten, beziechungsweise im Plasma von Schweinen. Damit reproduzierten sie

unsere Ergebnisse “&- 1%

und unterstiitzen ebenfalls die Annahme, dass durch periphere BDNF-
Werte die Konzentrationen des Neurotrophins im Hirngewebe widergespiegelt werden.?*

Ein direkter Hinweis dafiir, dass BDNF die Blut-Hirn-Schranke passiert, ist die Korrelation
zwischen den BDNF Konzentrationen im Hirngewebe und Serum bei Tieren, bei denen keine
ECS angewandt wurden; bei ihnen liegt ein Aquilibrium vor (Abb. 6a) ¥&- 1%,

Aus der Abb. 6b kann weiterhin ersehen werden, dass alle Werte der Tiere, die zwischen drei
Stunden und drei Tagen nach der letzten der 5 ECS-Anwendungen dekapitiert wurden, iiber der
unteren Grenze des 95% Konfidenzintervalls der Regressionslinie der Kontrolltiere liegen.

Das heifit, dass die Neurotrophinkonzentrationen im Hirngewebe zu diesem Zeitpunkt relativ
hoher liegen und sich die Konzentrationen von BDNF in Gehirn und Serum nicht in einem
Aquilibrium befinden. Nach einer Verzdgerung von einer Woche tritt der signifikante Anstieg
des Serum-BDNFs auf (Abb. 4). So wird der hochste Anstieg des Gewebe-BDNFs (in der Zeit
zwischen 3h und 3 Tagen) durch einen verzogerten Anstieg des Serum-BDNFs widergespiegelt.
In der Zeitspanne bis etwa zwei Wochen nach der letzten EKT-Anwendung ist wieder ein
Aquilibrium zwischen Gewebe- und Serumkonzentration von BDNF hergestellt, wie es bei den
Kontrolltieren ohne ECS-Behandlung vorliegt (Abb. 6a).

Neuere bildgebende Verfahren, wie die Magnet Resonanz Spektroskopie, konnen auf indirektere
Weise den Neurotrophinzustand des Gehirns mit Hilfe von Markern wie N-Actetyl-Aspartat
(NAA) wiedergeben.'” Bei 36 gesunden Probanden konnte gezeigt werden, dass die BDNF-
Serumlevel positiv mit N-Acetyl-Aspartat (NAA) im anterioren Gyrus cinguli (anterior cingulate

cortex, ACC) korrelieren.'”” ' Dies bestitigt den Fund, dass es eine Korrelation der

Konzentrationen von Hirngewebe und Serum in einem Zustand des Gleichgewichts gibt.

4.2.3 BDNF und Thrombozyten

Der verzogerte Anstieg von BDNF im Serum nach etwa 7 Tagen weist auf einen moglichen
Zusammenhang mit der Lebensdauer der Thrombozyten bei Ratten, die etwa 3-5 Tage betrigt.'®
So konnte es sein, dass erst eine bestimmte Anzahl an Thrombozyten, die schon vor der ECS-
Anwendung im Blut zirkulierten, eliminiert werden muss, bevor ein statistisch signifikanter
Anstieg der BDNF-Konzentration im Serum beobachtet werden kann. Und gleichermallen

wiirden die BDNF-Konzentrationen im Serum wieder ihre Ausgangswerte erreichen, wenn eine
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bestimmte Anzahl der Thrombozyten, die wihrend und nach der ECS-Behandlung im Blut
zirkulierten und BDNF aufgenommen haben, durch neue, weniger BDNF enthaltende,
Thrombozyten ersetzt worden ist. So konnte die Expression spezifischer Neurotrophintransporter
fiir die Konzentrationen der Neurotrophine mitverantwortlich sein. Dabei ist zusétzlich zu
bedenken, dass beispielsweise Antidepressiva in der Lage sind, Transporter wie etwa den
Thrombozyten-, Serotonin-, und Dopamintransporter zu verdndern und so zusitzlich die

Neurotrophinwerte beeinflussen kénnen.'"®

4.2.4 Einflussfaktoren auf die Konzentrationen von NGF und BDNF
Ein Unterschied zwischen den NGF- und BDNF Serumkonzentrationen war bereits durch ihre
fehlende Korrelation festgestellt worden, wohingegen sie im Hirngewebe eine hochgradige

Korrelation zeigen.'"®

Daran konnte zum einen eine Ungleichheit der Aufnahme in Zellen wie
den ebengenannten Thrombozyten, denn auch NGF wird von Thrombozyten gespeichert,
beteiligt sein; daneben konnte sie auf Unterschiede hinsichtlich der Neurotrophinproduktion
auBerhalb des ZNS zuriickgefiihrt werden.!®® 2 2Y7 Ferner konnten tageszeitabhingige
Anderungen der Neurotrophinexpression eine Rolle spielen.'”® Ein wichtiger Punkt ist aber auch
die angenommene unterschiedliche Permeabilitit der Blut-Hirn-Schranke fiir BDNF und
NGF.2® Wie bereits erwihnt, folgt der Transport von BDNF aus dem Gehirn ins Blut und
umgekehrt dabei einem saturierenden Transportmechanismus.?*® 27 '® Fiir den Fluss vom Blut
ins Gehirn konnte gezeigt werden, dass die Rate fiir BDNF etwa eine Groflenordnung hoher liegt
als die fir NGF.2"” '™ Die fehlende Erhhung der NGF-Konzentration im Serum nach

209 .. . .
uber den Einfluss einer

antidepressiver EKT-Behandlung stimmt mit einer Studie
medikamentosen Therapie auf die NGF-Serumkonzentration iiberein. Dabei trat keine
Verdanderung der NGF-Serumkonzentration nach Gabe der Antidepressiva Amitriptylin oder

Paroxetin bei depressiven Patienten auf.”*”

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde geschlussfolgert,
dass sich die nach einer antidepressiven Therapie nachweislichen Verdnderungen der NGF-
Konzentration in den verschiedenen Hirnregionen nicht zwangsldufig in Verdnderungen der
NGF-Serumkonzentration widerspiegeln miissen, auch wenn NGF wahrscheinlich an den
therapeutischen Effekten antidepressiver Therapieformen beteiligt ist.*” In einer Parallelstudie,
in der wir keine signifikanten Verdnderungen der NGF-Konzentrationen im Serum von Miittern
wihrend der Perinatalperiode im Vergleich zu nicht schwangeren Frauen feststellten, konnte
dariiber hinaus keine Korrelation der NGF-Werte im Serum mit dem Vorliegen einer Depression

nachgewiesen werden. Dies stiitzt die oben aufgefiihrten Ergebnisse hinsichtlich des Verhaltens

von NGF. 2%

68



4.2.5 Bedeutung der Ergebnisse und Ausblick

Ein wichtiges Ergebnis der vorliegenden Arbeit ist der erbrachte Nachweis, dass es aufgrund der
Korrelation der BDNF-Konzentrationen in Hirngewebe und Serum gerechtfertigt ist,
Serumkonzentrationen von BDNF zu bestimmen, um so Verdnderungen der

Neurotrophinkonzentration im Hirngewebe nachzuvollziehen.

Allerdings ist nach einem anfanglichen BDNF-Anstieg im Hirngewebe der Ratte erst nach einer
Zeitverzogerung von etwa 7 Tagen wieder ein Gleichgewicht zwischen Hirn- und
Peripheriekonzentration hergestellt. Den vorliegenden Daten entsprechend scheint es daher
sinnvoll, den Gleichgewichtszustand der BDNF-Hirn- und Serumkonzentration abzuwarten, ehe
Serumproben von den Patienten entnommen werden. Diese Wartezeit sollte vermutlich ldnger
als eine Woche dauern, aber auch nicht linger als einen Monat 72 ¥&" 198,

Im Gegensatz dazu ist es entsprechend der vorliegenden Ergebnisse nicht dienlich, NGF in der
Peripherie zu bestimmen, um so die NGF-Verdanderungen im Gehirn zu {iberwachen.

So scheint es moglich, auf relativ einfache Weise, durch Bestimmung der Serumkonzentrationen,
Riickschliisse auf die BDNF-Konzentrationen und Konzentrationsdnderungen im Gehirn zu
ziehen und somit antidepressive Therapien besser und direkter {iberwachen und ein An- oder
Nichtansprechen auf die Behandlung schneller und genauer nachvollziechen und unter
Umstinden sogar vorhersagen zu konnen.'*’

Allerdings konnten aktuelle Meta-Analysen keinen Zusammenhang zwischen der BDNF-
Erhohung und einer Verbesserung der depressiven Symptomatik nachweisen. Brunoni und
Mitarbeiter vermuten daher, dass EKT neurotrophe Effekte bewirkt, diese aber nicht mit der
klinischen Symptomatik korrelieren.*'®

Molendijk und Mitarbeiter bestitigten das Vorliegen erniedrigter BDNF-Serum-Level bei
depressiven Patienten und die Normalisation dieser durch antidepressive Therapie. Doch auch
sie konnten keinen bestdndigen Zusammenhang zwischen BDNF-Konzentrationen im Serum und
der Schwere der Depression feststellen. Thre Ergebnisse bekriftigten zwar die Annahme, dass
verdnderte BDNF-Werte im Serum der periphere Nachweis einer Depression seien, driickten
aber aus, dass auch dies nicht so eindeutig sei, wie urspriinglich angenommen.*"!

Auch Hoyer und Mitarbeiter fanden eine Korrelation in Form einer umgekehrten U-Kurve
zwischen BDNF-Leveln im Serum und der Schwere der Depression.*!

Dies ist ein weiterer Nachweis dafiir, dass der bisher angenommene lineare Zusammenhang
zwischen BDNF-Konzentrationen im Serum und der Schwere der depressiven Symptomatik so

nicht zutrifft.
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Bus und Mitarbeiter konnten hingegen in einer Longitudinalstudie mit 1751 Patienten iiber einen
Zeitraum von zwei Jahren einen steileren Abfall der BDNF-Serumwerte, im Vergleich zu den
nichtdepressiven Studienteilnehmern, bei depressiven und sich in Remission befindlichen

depressiven Patienten feststellen.*"

Die Tatsache, dass BDNF im Serum auch bei anderen neuropsychiatrischen oder
neurodegenerativen Erkrankungen, aber auch bei gesunden Personen, mit einem erhShtem
Risiko fiir das Auftreten einer neuropsychiatrischen Erkrankung, erniedrigt ist, schrinkt seine
Rolle als depressionsspezifischen Marker weiter ein. Allerdings konnte er als Biomarker fiir das
individuelle Ansprechen auf eine spezifische antidepressive Therapie eingesetzt werden sowie
als Zustandsmarker bei neuropsychiatrischen Erkrankungen.®® Um die genaue Rolle und
Aussagekraft der BDNF-Serumkonzentrationen zuzuordnen zu konnen, sind weitere
Forschungen notig. Auch die Frage, ob die Leukozyten-BDNF-Level eventuell einen genaueren
Marker fiir Diagnostik und Voraussage des klinischen Verlaufs einer Depression darstellen, ist
sehr interessant und bedarf weiterer Untersuchungen.®® Weiterhin wéren Untersuchungen an
genetisch modifizierten, oder z.B. durch das Modell der ,erlernten Hilflosigkeit” in ihrem
Verhalten verdnderten, einen depressiven Phianotyp aufweisenden Tieren, sehr aufschlussreich,
bei denen vor und nach einem ECS-Verlauf die NGF- und BDNF- Serumkonzentrationen
bestimmt und mit Verdnderungen der Neurotrophine im Hirngewebe verglichen werden konnten.
Auf diese Weise konnten die Verdnderungen der Neurotrophine durch ECS-Anwendung bei
Vorliegen einer depressiven Symptomatik iiberpriift werden und, wie es angenommen werden
kann, die Ergebnisse dieser Arbeit und auch der oben genannten Arbeiten weiter bestitigt

werden.
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