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Referat:

Regulatorische T-Zellen (Tregs, C®@D25"-Tregs) haben u. a. die Aufgabe, die
Immunantwort sowie die Zytokinfreisetzung zu steyarm die Immuntoleranz gegenuber
korpereigenen Antigenen aufrecht zu erhalten. Esdevbeschrieben, dass depressive
Patienten eine erniedrigte Konzentration von Tragiveisen. Da es Hinweise darauf gibt,
dass Zytokine wie Interleukin (IL)BLIL-6 und Interferon (IFN)a eine Rolle in der

Pathophysiologie der Depression spielen, und dabsdge Konzentrationen dieser Zytokine
wahrend antidepressiver Therapie andern, untersaohtr Veranderungen der Produktion
von IL-1B, IL-6 und IFN<0 und Veranderungen der Konzentration von GT25"-Tregs

wéhrend antidepressiver Therapie.

Wir gewannen dazu das Blut von 16 Patienten mitredesiver Stérung in der ersten und
sechsten Woche nach stationarer Aufnahme, indendieiPlasmakonzentrationen von IL-
13 bestimmten. Ferner wurde die Produktion von f,-IL-6 und IFN<a in einem Vollblut-
Assay unter immunologischer Stimulation mit Lipomaccharid (LPS) oder Newcastle
Disease Virus (NDV) in-vitro gemessen. Die Lymphezy wurden differenziert und
CD4'CD25"-Tregs mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Deyghopathologische Status
wurde mit der Hamilton-Depressionsskala (HAMD-2dfasst.

Der HAMD-21-Score, die IL-fi-Plasmakonzentrationen sowie die LPS-induzierteftind
IL-6-Produktion waren nach sechs Wochen antidep@&sBehandlung signifikant gegentber
der Baseline erniedrigt. Dagegen stieg der Antedr d:D4*CD2§"-Tregs unter den
Lymphozyten von 2,74% = 0,88 (Mittelwert + Stand#vdeichung) auf 3,54% + 1,21
signifikant (p = 0,007) an. Es fand sich keinenffigante Anderung der NDV-induzierten
IFN-a-Produktion.



Der Anstieg der CDZCD25"-Tregs wahrend antidepressiver Therapie konntelerit Abfall
der Zytokinproduktion und der psychopathologiscMarbesserung der Patienten in einem

kausalen Zusammenhang stehen.
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1. Einflhrung

1. Einfihrung

1.1 Begriffsdefinition und Diagnosekriterien derddession

Die depressive Erkrankung gehdrt zu den haufigatéeektiven Stérungen und weist neben
der depressiven Verstimmung mit Verlust von Inteeesind Freude Veradnderungen der
Psychomotorik sowie verschiedene koérperliche FonkStorungen als Symptomatik auf.
Beim Auftreten mehrerer Krankheitsphasen wird vonee rezidivierenden depressiven

Stoérung gesprochen. Zu den weiteren Beschreibungeimbren die Auspragung des
Schweregrades, das Vorhandensein ,somatisch-endioggymptome” oder psychotische

Merkmale sowie der Remissionsgrad (Dilling et &02).

Die drei Kernsymptome einer depressiven Episodé ez International Classification of

Diseases — 10 (ICD-10) sind gedruckte Stimmung,efiohie sowie Antriebsminderung. Die

Stimmung reicht je nach Schweregrad von einer lerchiepressiven Herabgestimmtheit bis
hin zu einer schweren Gefluhllosigkeit. Dabei konfi@gesschwankungen auftreten mit den
typischerweise auftretenden Morgentiefs. Die Anméeloist gekennzeichnet durch eine
verminderte Fahigkeit, Freude an positiven Dingermpfinden. Der Antrieb ist in der Regel
vermindert und gehemmt, so dass der Betroffengesselos und entscheidungsarm wirkt
(Dilling et al. 2005).

Die sieben Zusatzsymptome der Depression nach ICEird:
* Aufmerksamkeits- und Konzentrationsdefizite
* Vermindertes Selbstwertgefiihl und Selbstvertrauen
» Schuldgefuhle und Gefiihle von Wertlosigkeit
* Negative und pessimistische Zukunftsgedanken
» Suizidalitat
* Schlafstérungen

* Verminderter Appetit

Bestehen Uber einen Zeitraum von mindestens zweh@éfo
* Zwei der Hauptsymptome sowie zwei weitere Zusatpggme, dann spricht man von
einer leichten,

* Drei bis vier Zusatzsymptome von einer mittelsclemeund bei



1. Einflhrung

* Drei Hauptsymptomen und mehr als vier Zusatzsymptonaon einer schweren

depressiven Episode (Dilling et al. 2005)

Psychotische Symptome werden nur der schweren stpea Episode zugeordnet und
bestehen héaufig aus einem (synthymen) Wahn mitlistiechem, Versundigungs- oder
Verarmungsinhalt. Psychomotorische Hemmung bzw. S8itupor koénnen alltagliche
Aktivitdten unmoglich machen und Lebensgefahr dufhizidalitdit sowie mangelnde
Flassigkeits- und Nahrungsaufnahme verursachen.
Eine Sonderform der Depression stellt die atypis€repression dar, die ein friheres
Manifestationsalter aufweist, bei Frauen haufigetckemmt und bei der folgende Symptome
im Vordergrund stehen:

* Hyperphagie

* Gewichtszunahme

* Hypersomnie

» Leichte Krankbarkeit bei interpersoneller Zuricksugig (Dilling et al. 2005).

Vom somatischen Syndrom nach ICD-10 spricht mammwmaindestens vier der folgenden
acht Merkmale vorhanden sind:

» Deutlicher Verlust an Freuden und Interessen

* Mangelnde Fahigkeit, emotional auf Ereignisse agjieren

* Frihmorgendliches Erwachen (zwei Stunden vor geehias Zeit)

* Morgentief

* Objektive Hinweise auf ausgepragte psychomotoristdramung/Agitiertheit

* Deutlicher Appetitverlust

* Gewichtsverlust (5% im vergangenen Monat)

+ Deutlicher Libidoverlust.

Aufgrund der Phanomenologie lassen sich weitereffbrimen der Depression beschreiben.
Die ,gehemmte” Depression ist durch eine Reduktamm Psychomotorik und Aktivitat
gekennzeichnet und kann mit Stupor eine Extremfanmehmen. Dagegen ist die ,angstlich-
agitierte® Depression von einer Getriebenheit, odpktivem Handeln und Jammern
gekennzeichnet. Bei der ,larvierten* Depressioraetevielfaltige funktionelle Beschwerden

im Vordergrund und spielen in der arztlichen Praie besondere Rolle.

-10-



1. Einflhrung

Unipolare depressive Erkrankungen neigen zur Spbetserung. Die mittlere Dauer einer
unbehandelten Depression betragt etwa sechs bid kMetate (Lavori et al. 1984). Dabei
liegt die Dauer eines Zyklus (Zeitspanne zwischergiBn einer Phase und Beginn der
nachstfolgenden) bei vier bis funf Jahren (Zis Gwbdwin 1979; Angst 1980; Laux 1986).
Nach einer ersten depressiven Episode liegt diadRemhrscheinlichkeit bei 50%, nach
einer zweiten Episode bei 80% und nach einer drited 90% (Goodwin und Jamison 1990).
Maj et al. fanden 1992 eine Rezidivwahrscheinlicghiken 76% nach sechs Monaten, 63%
nach einem Jahr und 25% innerhalb von 5 Jahrerie€unund Barkley beschrieben 1994
Rezidivraten von 35% innerhalb von zwei Jahren 608 innerhalb von 12 Jahren. Bei
einem andauernden Verlauf von mindestens zwei daspacht man von einer chronischen
depressiven Episode, die bei 15-30% der Patienttnita(Angst 1980; Laux 1986; Keller et
al. 1992). Als Risikofaktor fur Chronifizierung wden eine Uber zwei Jahre dauernde
Episodendauer, fehlende Remission innerhalb voahted sowie ein Global Assessment of
Functioning (GAF)-Score von unter 61 mit Ersterknuamgsalter Gber 50 Jahren beschrieben
(Angst et al. 1996). Im hoheren Alter dauern degivesEpisoden haufig langer und neigen zu
einem chronifizierten Verlauf (Alexopoulos 1996;I€and Bellavance 1997). Dabei nehmen
etwa 25% binnen 10 Jahren einen bipolaren Verlauf a

Fur die Diagnose einer rezidivierenden depressikpisode werden nach ICD-10 zwei
depressive Episoden mit mindestens zwei Wochen Daedordert, die nach einem
symptomfreien Intervall von mindestens zwei Monaafireten.

Zur Diagnosestellung einer unipolaren Depressibmisler Anamnese eine hypomane oder
manische Symptomatik ausgeschlossen, die bescheetepressive Symptomatik ist nicht
durch Konsum psychotroper Substanzen induziert @grdnd es liegt keine hirnorganische
Erkrankung vor. Eine Remission bedeutet die Wieslstkllung des pramorbiden Niveaus
mit Symptomfreiheit fir sechs Monate nach Ende depressiven Episode. Von einem
Ruckfall in die Depression spricht man, wenn diprdesive Symptomatik innerhalb von vier
bis sechs Monaten nach der Remission auftritt.

Eine Sonderform stellt die Dysthymia dar. Dabei télels die depressive Symptomatik
konstant Uber einem Zeitraum von mindestens zwéireda wobei dazwischen die
symptomfreien Intervalle nicht l&anger als einige dWen andauern. Die Kriterien fur eine

rezidivierende leichte Depression sollen allerdinigét erfillt werden.

-11-



1. Einflhrung

1.2 Epidemiologische Bedeutung der Depression

Die WHO schétzt die Zahl weltweit an depressivairiigen erkrankten Menschen auf etwa
350 Millionen. Dieser Schatzung liegt eine Dateebring in 17 Landern zugrunde. In diesen
Landern hatte eine von 20 Personen im Jahr zuvar @epressive Episode. Aufgrund des
Manifestationsalters in jungen Jahren sowie derdrgerenden Verlaufsform gehért diese
haufigste affektive Erkrankung zu den weltweit £iislen Ursachen einer Erwerbsunfahigkeit
bzw. Invalidisierung bei beiden Geschlechtern (WHO012). Lebenszeitpravalenzraten
rangieren zwischen 3% (Japan) und etwa 17% (U$9eh somit etwa bei 8-12% im Mittel
weltweit (Wittchen und Jacobi 2005). In Deutschldredragt die Pravalenz etwa 12% (5-6
Mio. Menschen, in Europa insgesamt 20 Mio.), dar@nifestiert sich in 50% der Félle die
Depression vor dem 30. Lebensjahr, die Erstmaaitiest nach dem 65. Lebensjahr ist selten
und betragt etwa 10% (Berger 2009). In allen Agarppen sind Frauen mit 14,2% etwa
doppelt so haufig wie Manner mit 7,6% betroffenbeiafallen die Unterschiede in jingeren
Altersgruppen deutlich geringer aus. Das hochskeaBkungsrisiko haben Frauen zwischen
40 und 65 Lebensjahren, ferner zeigen diese hdudigen chronischen Verlauf mit 6% vs.
5% bei Mannern (Wittchen und Jacobi 2005). Wahrdasd Erkrankungsrisiko fur Kinder
unter 14 Jahren mit 2-3% noch relativ niedrig lieigt bei Kindern und Jugendlichen
zwischen 15 und 17 Jahren mit einer &hnlich hohear§ghnittspravalenz im Vergleich zu
den Erwachsenen zu rechnen (Wittchen 1998). Studien Analyse der ersten
Erkrankungsphase zeigten, dass die Manifestationziprell in jedem Lebensalter mdglich
ist, findet aber zwischen 15 und 30 Jahren am Qstgin statt. Dabei liegt das mittlere
Manifestationsalter fir Erwachsene zwischen 25 B0dJahren, was deutlich spater im
Vergleich zur Manifestation einer bipolaren Stéruisg (15-25 Jahren) (Jacobi 2005).
Depressive Storungen treten Uberzuféllig haufig amderen psychischen und somatischen
Erkrankungen auf. In 60% bei einer depressivendg@ssowie in 80% bei einer Dysthymie
treten weitere psychische Erkrankungen auf (Pagkell. 2005). Dabei sind in erster Linie
diverse Formen der Angsterkrankungen, somatofortdeuggen und Suchterkrankungen zu
nennen. Obwohl eine erhdhte Depressionspravalengites Vielzahl von korperlichen und
neurologischen Erkrankungen vorliegt, bleibt es tevei unklar, ob Depressionen
Risikofaktoren fur somatische Grunderkrankungen KKHDiabetes mellitus, Apoplex,
Demenz) sind oder umgekehrt.

Etwa 1 Million weltweit sterben jahrlich durch Sidizwas umgerechnet 3000 Falle taglich
betragt; auf jeden erfolgreichen Suizid kommenigtath gesehen etwa 20 Suizidversuche
(WHO 2012). Schatzungsweise werden 65 bis 90% dHaizide durch psychische

-12-



1. Einflhrung

Erkrankungen verursacht, dabei am haufigsten dugole Depression (Krug 2002).
Umgekehrt gilt, dass etwa 3-4% der depressiven bersdurch Suizid sterben (Wolfersdorf
2008). Im Jahr 2008 wurden in Deutschland 9.74%i8eiregistriert, dabei war der Anteil an
mannlichen Suizidenten dreimal so hoch wie der E@uen (7.039 vs. 2.412). Seit den
1990er Jahren ist ein Riuckgang der Suizidrate iot€adland zu verzeichnen, allerdings
erfolgt dieser unterschiedlich ausgepragt in demednen Altersgruppen. Bei Betrachtung des
Alters féllt ein erhdhtes Risiko fur Suizidgedankend Suizidversuche bei depressiven
Kindern und Jugendlichen auf. Bis zum 29. Lebemsjahder Suizid die zweithaufigste
Todesursache nach dem Unfalltod (GesundheitsbateshBundes 2010).

Die Streuung der epidemiologischen Daten liegtessindere an mangelnden standardisierten
diagnostischen Screenings in den einzelnen Landelveit. Trotz kultureller Unterschiede
und unterschiedlich verfigbarer medizinischer Métteiten zur Diagnostik und Therapie
von Depressionen, kénnen in allen Landern der \dielSymptome der depressiven Episode
als solche beschrieben und identifiziert werderlerdings sind die Behandlungsmaglich-
keiten nur 25% der Betroffenen zuganglich (WHO 20Elner weiteren WHO-Studie zur
Folge entstehen ,treatment gaps” mit einer mittieRate von 50% unbehandelter Menschen
(Kohn 2004), in einigen Landern sind sogar wenasrl0% der Menschen in psychiatrischer
Behandlung, und wenn Therapie erhalten wird, sthsiufig inadaquat. Auf der Suche nach
den Ursachen niedriger Therapieraten fanden sioh lReihe von Faktoren, die vornehmlich
durch die existierenden Gesundheitssysteme, dielmsden finanziellen Barrieren und das
mangelnde Wissen (ber Depressionen bei Patiendi\taien ausgelost werden, und nicht
etwa durch den individuellen Krankheitsverlauf selfsimon et al. 2004). Ein weiteres ernst
zu nehmendes Problem ist in einigen Landern dieaAhazles fachlich qualifizierten
Personals. Man schatzt die Anzahl aller PsychiateAthiopien auf etwa 26 bei ca. 80
Millionen Einwohnern. Im Vergleich dazu kommt in @mschland auf etwa 17.000
Einwohnern ein Nervenarzt (DGPPN 1999).

1.3 Neuroimmunologische Aspekte bei unipolarer Bsgion

Obwohl effektive Antidepressiva seit der Entdeckwmgn Imipramin 1956 durch Roland
Kuhn zur Verfiigung stehen (Kuhn 1958; Steinberg Himdmerich 2012), sprechen nur etwa
die Halfte aller depressiven Patienten auf dieversthriebenen Antidepressiva an. Ein

innovativer Ansatz konnte die Immunmodulation sein.
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1. Einflhrung

Bereits seit der Antike wurde das gemeinsame Atgftreon psychiatrischen und somatischen
Symptomen beobachtet, denen, wie man viele Jahentendspater herausfand,
Veranderungen des Immunsystems zugrunde liegen.B&ginn des 20. Jahrhunderts
behandelte der 0&sterreichische Psychiater Wagneeda erfolgreich Patienten mit
Neurolues im Stadium der progressiven Paralyse Impfstoffen, die Malariaerreger
enthielten. Er beobachtete aulRerdem, dass insk&sonosychotische und depressive
Patienten in der Akutphase ihrer Erkrankung resriin, wenn ein fieberhafter Infekt bei
ihnen auftrat (Himmerich et al. 2012). Die dahintenutmalilich verborgenen
Pathomechanismen blieben fur lange Zeit unbek@natErforschung der Rolle der Zytokine,
das sind Botenstoffe des Immunsystems, bei depsssbtorungen hat entscheidende
Beitrdge zum Verstandnis des Zusammenhangs zwisthemlepressiven Erkrankung und
dem Immunsystem geliefert, und sie kénnte nicht zwr Entwicklung neuer Medikamente
beitragen, sondern auch weitere Erkenntnisse (drerKadankheitsverlauf hervorbringen und
die Entschlisselung pathophysiologischer Mechamsheschleunigen. Zytokine kénnten als
zukunftige Biomarker fungieren und Therapieresppisankheitsschwere, Suizidrisiko und
sogar Krankheitsrezidive vorhersagen, lange beimedsten Symptome auftreten. Letztlich
kénnten Zytokine zur neuen Klassifikation depressizrkrankungen fuhren. Beispielsweise
postulieren Rothermundt et al. (2001) Unterschi@demmunologischen Befunden bei
melancholischer und nicht-melancholischer Depressidie auf Verdnderungen der

Immunzellzahl und Zytokinkonzentrationen im Blusleen.

1.3.1 Immunsystem: Zellen und Zytokine

Das Immunsystem, das in ein angeborenes und eiorleewes System eingeteilt werden
kann, besteht aus einem komplexen Zusammenspiacken Immunzellen, Gewebszellen
und Botenstoffen, den Zytokinen.

Zytokine sind von aktivierten Immunzellen, wie z. Ben Monozyten, Lymphozyten,
Granulozyten oder Eosinophilen, produzierte Peptidieniedermolekularem Gewicht oder
Glykoproteinmediatoren, die auch u. a. von Endethehd Epithelzellen sowie von
Fibroblasten synthetisiert werden. Als Signalstafleen sie Uber spezifische Rezeptoren
zwischen den Zielzellen vielfache Effekte aus. Dapelen Zytokine eine wichtige Rolle im
Kommunikationssystem des neuroendokrinoimmunolbgisdNetzwerks.
Pro-inflammatorische, also Entztiindungsvorgangeefiide Zytokine scheinen bei Patienten

mit depressiven Stérungen vermehrt produziert zudere (Dantzer 2009; Mduller und
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Schwarz 2007). Aul3erdem soll eine Imbalance zwischélelfer-Zellen (Th) vom Typ 1
(Th1) und Typ 2 (Th2) zu Ungunsten von Th2-Zellewhanden sein (Dantzer 2009). Die
Thl-Immunantwort ist durch didusschittung der Thl-Zytokine Interferon (IFd)und
Interleukin (IL)-2 charakterisiert. Andere pro-iafhmatorische Zytokine wie ILBL IL-6 und
Tumornekrosefaktor (TNF¥ werden Uberwiegend von Monozyten und Makrophagen
sezerniert. Zytokine binden apezifische Immunzell-Rezeptoren und fuhren zurtewen
Ausschuittung pro- und anti-inflammatorischer Zyiheki Beispielsweise stimuliert IFiXNdie

Thl1-Antwort und unterdriickt die Freisetzung der -Thgtokine, wie z. B. IL-4 und IL-10.

Andere vor einigen Jahren entdeckte Immunkomponensind regulatorische T-
Lymphozyten (Tregs) und Th-Zellen vom Typ 17 (Th1Tyegs exprimieren spezifische
Zelloberflachenmolekiile, sogenannte cluster ofedéffitiation (CD)4 und CD25, anhand
derer sie identifiziert werden kénnen. Sie gehderiner hochspezialisierten Subpopulation
von T-Zellen und unterdriicken u. a. inflammatoreseind autoimmune Prozesse (Maloy et
al. 2001, Vignali et al. 2008), indem sie vermttlidie Proliferation von T-Effektorzellen
inhibieren sowie die dazugehorige ZytokinbildungiriSPayer et al. 1998; Piccirillo et al.
2001; Li et al. 2007; weiteres auch im Kapitel 3)3.

1.3.1.1 Tregs

Erstmalig wurden Tregs in den frihen 1970er Jaheschrieben und als Suppressor-T-Zellen
bezeichnet (Gershon et al. 1971, 1972). Nach zah&s, erfolglosen Bemiuhungen, diese
Zellen zu isolieren, konnten Sakaguchi et al. 1886hweisen, dass die IL-2-Rezeptor-
Kette (CD25) einen potentiellen phanotypischen Maifkir Tregs darstellt (Sakaguchi et al.
1995). Dies war der Anstold weiterer Treg-Forschuvdtlerweile unterteilt man diverse
Subpopulationen von Tregs nach der Expression voerf@chenmolekilen, nach der
Zytokinproduktion und deren Interaktion bei Immuogessen (sAbbildung 1). Natdrlich
vorkommende und aus dem Thymus stammende ‘CD25-Tregs stellen eine T-
Zellpopulation mit immunsuppresiven Eigenschaftam, dvelche etwa 5-10% der Gesamt-
CD4'-T-Zellen im peripheren Blut ausmacht (Sakagucl@itR@005).

Neben der Expression von CD25 besitzen diese Zellea grol3e Anzahl weiterer Marker,
aber keiner von ihnen ist fir eine hundertprozespigzifische Erkennung von Tregs geeignet,
da sie auch von anderen aktivierten T-Zellpoputetiosowie Antigen-prasentierenden Zellen

exprimiert werden kénnen. Mehrere Studien konn&mtdanscription factor forkhead box P3
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(Foxp3) als einen spezifischen intrazellularen Marfkir die Tregs identifizieren (Hori et al.
2003, Fontenot et al. 2005).

Zusatzlich ist Foxp3 ein wichtiger Transkriptiondfa bei der Entwicklung und Reifung der
CD4'CD25-Tregs. Ein Funktionsverlust durch Foxp3-Mutatiewirkt sowohl bei Mausen
als auch bei Menschen schwere autoimmune Erkramkuf\yildin et al. 2002, 2005), wie
»scurfy mice” (ein lymphoproliferatives Syndrom mivultiorganinflammation und -
Versagen) und IPEX (immune dysregulation, polyendopathy, enteropathy, X-linked)-
Syndrom beim Menschen. Die wichtige Rolle von Foxp8de in weiteren Studien bestatigt,
bei denen eine extope Foxp3-Expression in T-Zetlereiner Generierung von Zellen mit
einem regulatorischen Phanotyp und suppressivektieumnfihrte (Hori et al. 2003, Fontenot
et al. 2003). Zusatzlich konnte nachgewiesen werdkss Foxp3 im Prinzip wie ein
supprimierender Transkriptionsfaktor an IL-2- sowi® anderen Zytokin-Genen wirkt (z.B.
IL-4 und IFN+y), mit der Folge, dass die entsprechende Zelle kemmeunstimulation austbt
(Rudensky et al. 2006; Betelli et al. 2005; Wu let2@06). Diese Befunde konnten auch in
humanen Studien bei aktivierten T-Zellen bestatigtden (Wang et al. 2007). In unserer
Studie untersuchten wir Tregs ohne Rucksicht auf Bexp3-Status der Zellen, weil es
kontroverse Ergebnisse beziglich muriner und humaregs gibt. Beispielsweise fand man
heraus, dass der Transkriptionsfaktor Foxp3 bei 9déuessentiell ist, wahrend es bei
Menschen unterschiedliche Ergebnisse bezuglichsTggt, seitdem Morgan et al. (2005)
beschrieben haben, dass Foxp3 auch in anderenldrgiprimiert wird. Stattdessen wéhlten
wir den Weg, CD%4Zellen, die gleichzeitig CD25 exprimieren (CIXD25-Tregs), und
CD4"-Zellen, die gleichzeitig CD25 hoch exprimieren @€DD25"-Tregs), zu bestimmen,
um maoglichst spezifisch Tregs zu messen.

Ob CD4CD25-Tregs eine separate Zelllinie darstellen oder &Stammzellen in der
Peripherie generiert werden, bleibt Gegenstand wissenschaftlichen Diskussion. Die
sogenannten Hassall’schen Korperchen im Thymust@theinen eine gewichtige Rolle in
der Generierung von Tregs zu besitzen (Liu et @072 Watanabe et al. 2005). Neonatale
Mause, die einer Thymektomie unterzogen werden, wiekéln  spontan
Autoimmunerkrankungen (Shih et al. 2004; Bagaveral.e2002). Dabei ist erwadhnenswert,
dass die Funktion des Thymus auf die Zeit vor ddveitat des Menschen beschréankt ist,
Tregs aber ein Leben lang persistieren, was dieaAme bestarkt, dass Tregs aus einem aus
dem Thymus emmigrierten Zellpool selbsterneuernoher langlebiger omnipotenter Zellen
stammt, einer Art CDLD25 Foxp3-T-Gedachtniszellen (Vukmanovic-Stejic e2806).
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Tregs besitzen die Fahigkeit, die Differenzieruranwaiven T-Zellen zu Thl, Th2 oder
Th17-Zellen und deren Effektorfunktionen zu untéotten. Durch diese Eigenschaft sind sie
maldgeblich an der Erhaltung der Selbsttoleranaliggt¢Sakaguchi und Powrie 2007). Tregs
bewahren den Organismus vor Autoimmunerkrankung@m €t al. 2007; Suri-Payer und
Fritzsching 2006), Allergien (Romagnani 2006) undinds in der Lage,
TransplantatabstoBungen zu vermeiden (Sakaguchl. €001). Sie haben aber auch die
Fahigkeit, durch ihre immunsuppressive Funktion Usodnde Immunantworten gegen
Infektionen und Tumore zu unterdriicken (Bacchettd.e2007; Bopp et al. 2007).

Mittlerweile kénnen Tregs in Untergruppen eingeteihd ihre Differenzierung verstanden
werden. Auch wenn dies fur das Verstandnis diesdreif nicht notwendig ist, soll im
Folgenden ein kleiner Einblick in die vorliegendBrkenntnisse gegeben werden. Tregs
verlassen als natirliche Tregs (nTregs), die eumktionell aktive und differenzierte T-
Zellpopulation darstellen, den Thymus (Seddon uresdh 2000; Itoh et al. 1999). Diese
nTregs sind schon auf ihre immunsuppressive Funksigezialisiert, bevor sie mit einem
spezifischen Antigen in Kontakt kommen. Das unteegtet nTregs von anderen Treg-Typen,
wie zum Beispiel Tregl (CD4egulatorische T-Zellen vom Typ1)- und Th3 (T-Hetellen
Typ3)-Zellen, welche sich unter bestimmten Umstandeder Peripherie aus naiven CDR
Zellen entwickeln. Diese Tregs werden im Gegengatalen nTregs als induzierte Tregs
(iTregs) bezeichnet (Chen et al. 2003; Apostolod von Boehmer 2004). Die Klassifikation
der iTregs basiert auf die Exprimierung untersdicbdr suppressiver Zytokine. Tregl
beispielsweise bilden hohe IL-10-Konzentrationerd unoderat auch IL-5, IFN-sowie
Transforming Growth Factor beta (TQdy- Sie bilden allerdings kein IL-2 und IL-4
(Roncarolo et al. 2006, 2001). Th3-Zellen exprimreinsbesondere TGF{(\Weiner et al.
2001; Faria et al. 2006). Beide Arten der iTreggjeren Generierung andere Tregs involviert
sind, vermoégen gleichermal3en Thl- und Th2-gestlmrnunantworten zu hemmen.

Alle Tregs bendtigen fir ihre suppressive Wirkungdllrezeptoren (TCR). Dabei scheint die
hemmende Aktivitdt Antigen-nonspezifisch zu seimk@&yuchi et al. 1995). Die exakten
Mechanismen, in denen Tregs T-Effektorzellen hemmam unklar. Ergebnisse zahlreicher

in vitro- und in vivo-Studien an Mausen und Mensthid haufig widerspruchlich.
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Abbildung 1. Die wichtigsten Subpopulationen von Tregs, die é&isin der Literatur
beschrieben wurden. Der Thymus bildet naive Tredsegs), die CDACD25 Foxp3 Tregs,

Naturliche Killer T-Zellen (NKT-Zellen),yd-T-Zellen, doppelt negative T-Zellen (DNT),
CD8'CD45RC*" Tregs, CD8CD12Z Tregs und die TC&B'CD8oa* Tregs. Nach

Antigenstimulation unter spezifischem immunologesch Milieu wurden verschiedene
induzierte Tregs (iTregs) identifiziert: IL-10 bédde CDZ (regulatorische T-Zellen vom
Typl; Tregl/Trl) und CD8 (CDS'IL-10) iTregs, TGFB bildende Th3 Zellen,
CD4'CD25'Foxp3 iTregs sowie eine spezifische DNT-Zellgruppe. Dibbildung ist

modifiziert nach Shalev et al. (2012).

Thl17-Zellen sezernieren grof3e Mengen von IL-17y alpeh 1L-6, TNFe und TGFB und
haben eine wichtige Rolle bei Autoimmunerkrankungemd in der Forderung pro-
inflammatorischer Prozesse (Peck und Mallins 20@¢. haben also eine gegeniber den

Tregs antagonistische Wirkung.

1.3.2 Molekulare Effekte von Zytokinen

Im Blut produzierte Zytokine kénnen in das zentidkrvensystem (ZNS) gelangen und dort

ihre Effekte hervorrufen. Aul3erdem werden im ZNBseZytokine von Mikrogliazellen und

Astrozyten Zytokine produziert (Dantzer 2009).

In den periventrikularen Organen kénnen Zytokineekti in das ZNS eintreten, da dort die

Blut-Hirn-Schranke physiologischerweise fehlt. Indaren Hirnregionen kdnnen Zytokine
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Uber parazellulare und transmembrandse Diffusiar Gter aktive Transportmechanismen in
das Hirngewebe einwandern (Banks 2001). Bei entmh@ah Prozessen oder bei Hypoxie
kann die Blut-Hirn-Schranke fur Zytokine und Zellees Immunsystems durchléassig werden,
so dass auch dort eine Diffusion in das Gehirn mbgkird. Dies wird in erster Linie durch
den Growth Factor Hypoxia Inducible Factor (HIF®ds den Astrozyten ermoglicht (Argaw
et al. 2012). Dieser Aspekt konnte eine wichtigdld&rlbei Post-Stroke-Depressionen spielen,
die haufig mit Hypoxie in Ischamiearealen einhetgerhohte HIF-1-Konzentrationen
wurden interessanterweise auch nach Elektrokramaftiie (EKT)-Anwendung gemessen,
aber in diesem spezifischen Fall wird eine protekW#irkung angenommen, da HIF-1 die
Erythropoetin (EPO)-Gene aktiviert und mit einemtidepressivem Effekt durch EKT
korreliert (Girgenti et al. 2009). Es ist derzeibch unklar, ob und welche andere
Botenstoffsysteme und Transporter involviert sibde Transmission der durch Zytokine
vermittelten Information Uber afferente Nervenirsterster Linie fir den Vagusnerv belegt.
IL-1-Rezeptoren sind in seiner peripheren Nerveaisieh lokalisiert. Dieser Signalweg
scheint bei der Entwicklung des Krankheitsgefuhleehiig zu sein, wie z. B. die
experimentelle Vagotomie bei Nagetieren gezeigt. hstenn Lipopolysaccharide
intraperitoneal injiziert werden, tritt das Krankisgerhalten (sickness behavior) bei
vagotomierten Tieren nicht auf, obwohl das Immuteysfunktionsfahig ist (Bluthé et al.
1994, 1996). In diesem Zusammenhang ist das siskhebavior ein Syndrom, das aus
Mudigkeit, Appetitlosigkeit, eingeschrankter Konmationsfahigkeit undHyperalgesie
besteht, wie es wahrend infektiosen Erkrankungeftrithu Diese Symptomkonstellation
ahnelt den Symptomen einer depressiven Erkrankudgn nimmt an, dass das
Krankheitsgefuhl durch die pro-inflammatorischeriakyne, dabei insbesondere durch IR-1
getriggert wird (Dantzer 2009).

Fur das Verstandnis, wie Zytokine in die Pathopblggjie der Depression eingreifen kdnnten, sind
ihre Effekte auf den Metabolismus der Monoamine &vom, Noradrenalin und Serotonin
wichtig (Berthold-Losleben und Himmerich 2008; Ceapuund Miller 2011; Himmerich et
al. 2009). Sie konnen die Expression von Serotdmnamsportproteinen verandern
(Ramamoorthy et al. 1995), fir den Metabolismus Monoaminen wichtige Enzyme wie
die Indolamin-2,3-Dioxygenase (IDO) stimulieren (M@ und Schwarz 2007) sowie die
Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse (HPA-Arhektivieren (Antonioli et al.
2012). Zytokine kdonnen auch neurotoxisch wirken anodeinem Nervenzellverlust fihren.
Diese Hypothese leitet sich von Experimenten unabBehtungen ab (Merill 1992) und spielt
nicht nur eine besondere Rolle bei der Depresden.Narkolepsiepatienten vermutet man
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beispielsweise einen TN&-induzierten Orexin-Neuronenverlust (Berthold-L&sle und
Himmerich 2008; Sheldrick und Himmerich 2010). Bkpressiven Patienten fanden sich
gehauft eine Abnahme in der Nervenzelldichte und V@lumen und Funktionalitdt des
prafrontalenCortex, desCingulums, des limbischen Systems inklusive Hippomas und
Amygdala sowie der Basalganglien (Fuchs und FIR@#5). Man hypothetisiert, dass dies
die Konsequenz der bei Depressiven erhdohten Eimwgkpro-inflammatorischer Zytokin-
Signalwege sein konnte. ILBlund TNFe verursachen beispielsweise eine Hochregulation
der Serotonin-Wiederaufnahme-Transporter durch ghrta Genexpression (Malynn et al.
2013; Ramamoorthy et al. 1995). 1Blund IFNy stimulieren die IDO, ein Enzym, welches
Tryptophan zu Kynurenin metabolisiert. Da Tryptopheine Vorstufe von Serotonin und
Melatonin ist, resultiert aus der IDO-Stimulatiomes verminderte Synthese dieser beiden
Transmitter und eine vermehrte Bildung der neursthen Metabolite Kynurenin und
Quinolinsaure (Mduller und Schwarz 2007). Die Trygtan-2,3-Dioxygenase (TDO), das
hepatische Isoenzym der IDO, metabolisiert eineol3&il von Tryptophan und kann durch
erhohte Glucocorticoid-Konzentrationen stimuliegrden. Diesen Vorgang findet man u. a.
bei akutem und chronischem Stress (Antonioli eR@lL2). Eine erhdhte Aktivitat der HPA-
Achse ist bislang der konsistenteste neurobiolbgisBefund bei der Depression. Die
Zytokine IL-1B3, IL-6 und TNFea stimulieren die HPA-Achse (Besedovsky et al. 19944
konnten so bei Depressiven zur Uberaktivierung lBA-Achse beitragen. Auch akuter
Stress vermag die HPA-Aktivitat zu erhdhen. Chromes Stress verursacht einen konstant
erhohten Sympathikotonus und insbesondere einerst&oen Vagotonus. Es konnte
experimentell gezeigt werden, dass elektrische ¥stguulation die zerebrale ILB1
Produktion aktivierte (Dantzer 2009). Auch eine tegnoder intravends applizierte 131
Gabe fuhrt zu einer erhhten CRH-Sekretion undrean@dhten HPA-Aktivitat (Besedovsky
et al. 1991, Ericsson et al. 1994).

In einer Studie mit Nagetieren wurde die antidepiree Wirksamkeit von Fluoxetin und
einem CRH-Antagonisten in einem chronischem Stikésdell verglichen und es fand sich
eine &ahnliche antidepressive Wirksamkeit bei beid@rbstanzen (Surget et al. 2009).
Interessanterweise fanden Bano et al. dass dieddpriessiva Moclobemid, Tianeptin,
Sertralin, Citalopram, Fluoxetin und JohanneskiB@ inhibieren (Bano et al. 1999, 2010),
also den gegenteiligen Effekt zeigen, wie ihn die-ipflammatorischen Zytokine ILf#-und
IFN-y haben. Zusatzlich zu ihren Wirkungen hinsichtlider Serotonin-Riuckaufnahme
kénnten Antidepressiva also auch Uber einen afiianmatorichen Mechanismus

antidepressiv wirken.
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Die IDO und ihre Isoenzyme konnen auf3erdem duroblakin und Glukokortikoide
(Kawaguchi et al. 2008) stimuliert werden. Die vehrte postpartale Prolaktinausschuittung
konnte Uber diesen Mechanismus flr die erhdhte é3spnsanfalligkeit verantwortlich sein.
Dopamin, der Prolaktin-inhibierende Faktor (PIF) kiypothalamus, ist postpartal reduziert,
was zu einem erhdhtem Prolaktinspiegel und indizekeinerHyperaktivitat der TDO fiihren
kann.

Dieser Sachverhalt konnte dariber hinaus die gevaeia Koinzidenz der Depression bei
etwa 30% der Morbus Parkinson-Patienten erklarefauffdter et al. 2001). Der
Dopaminagonist Bromocriptin verstarkt die Depresdiei Patienten mit Hyperprolaktindmie
(Mattox et al. 1986; Waehrens und Gerlach 1981).

Zusammengefasst kénnten pro-inflammatorische Zgtoliwvie TNFe und IL-13 in die
Pathophysiologie der Depression impliziert seire il@rmuteten Mechanismen beinhalten die
Aktivierung der Monoamin-Wiederaufnahme sowie dien8lation der IDO, der TDO und
der HPA-Achse.

1.3.3 Immunologische Befunde bei Depressionen

Mehrere Studien fokussierten sich auf den Zusamamplzwischen Zytokinen und der
depressiven Storung. Bei Patienten wurden meisdengytokinkonzentrationen im Serum
bestimmt, einige Forschungsgruppen untersuchten Zgimkinkonzentration im Liquor
(Martinez et al. 2012), und nur wenige untersuclest-mortem Hirngewebe (Pandey et al.
2011; Tonelli et al. 2008). Zusammengefasst fanch siie Konzentration der pro-
inflammatorischen Zytokine meist erhoht, die deti-arilammatorischen Zytokine erniedrigt
oder normal. Ferner waren die Zytokinkonzentrationedhrend des Therapieverlaufs
Anderungen unterworfen und korrelierten teilweisié dem AusmaR der Verbesserung der
Stimmung. Dabei zeigten sich Unterschiede bezugligr Zytokinkonzetrationen bei
suizidalen und nicht-suizidalen Patienten sowieRmienten mit der Erstmanifestation bzw.
bei rezidivierenden depressiven Episoden. IL-6 éBwal. 2009; Eller et al. 2009), 131
(Maes et al. 1995; Thomas et al. 2005) und TN@Berthold-Losleben und Himmerich 2008;
Pennix et al. 2003) waren erhoht bei depressivéierRan. In einer Studie von Himmerich et
al. (2008) mit 62 akut an Depression erkranktemeRtgn und 568 Kontrollprobanden zeigten
sich die Plasmakonzentrationen von Tifmnd seinen loslichen Rezeptoren sTNF-R p55 und

STNF-R p75 signifikant bei den Patienten erhdhtciNaxperimenteller Stimulation der
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Lymphozyten aus Patientenblut produzierten die LUyozyten signifikant mehr pro-
inflammatorische Zytokine als die Lymphozyten voanktollprobanden (Heiser et al. 2008;
Kim et al. 2007). Die Plasmakonzentrationen des-ZAytbkins IL-2 und sein l6slicher
Rezeptor sIL2-R zeigten sich bei depressiven Patieabenfalls erhdht (Eller et al. 2009).
Die Untersuchung von Hirngewebe bei Suizidopfeigabrerhohte Konzentrationen von IL-
1B, IL-6 und TNFa (Pandey et al. 2011), IL-4 war insbesondere erhéhFrauen und IL-13
bei Mannern (Tonelli et al. 2008). Obwohl einige telsucher im Liquor depressiver
Patienten keine Veradnderung der Zytokinkonzentnatio fanden (Carpenter et al. 2004),
fanden andere erhohte IL-6-Konzentrationen (Lindfjet al. 2009; Palhagen et al. 2010;
Sasayama et al. 2013). Lindquist et al. (2009)rsnt#ten ferner Patienten mit stattgehabten
Suizidversuchen und fanden ebenfalls erhdhtpiorkonzentrationen von TNE&- Dabei
waren Liquor- und Plasma-Zytokin-Konzentrationeichhassoziiert. Es wurden auch andere
Substanzen im Liquor erforscht, u. a. Oxytocin {dek et al. 2012), Kynurenin und seine
Metabolite (Lindquist et al. 2009) sowie Chemoki@danelidze et al. 2012). Dabei wurde
festgestellt, dass die Konzentrationen im Liquod lasma voneinander unabhéngig sind,
was entweder auf die Funktion der Blut-Hirn-Scheankeruhen konnte oder an der
Schwierigkeit, die sehr niedrigen Zytokinkonzentmagn im Liquor zu messen.
Li et al (2010) untersuchten die Expression derg3rend deren Zytokinbildung sowie die
Expression der 5-Hydroxy-Tryptophan (5-HFRezeptoren bei 27 Patienten mit
erstmanifester, nicht vorbehandelter unipolarer rBegion und verglichen diese mit 27
gesunden Kontrollprobanden. Wahrend die Gesamtdahnl T-Lymphozyten in beiden
Studiengruppen ahnlich hoch war, war die Thl/Th#eRder Patienten im peripheren Blut
erhoht und die CD4CD25 -Tregs-Zahl erniedrigt (fbbildung 2).
Dieser Untersuchungsbefund von Li et al. war fis am weiterer Grund, zu untersuchen, ob
nach erfolgreicher, sechswochiger antidepressivdraBdlung bei Patienten mit unipolarer
Depression die Konzentration von Tregs ansteigt.
Sowohl die 5-HT,Rezeptor-Expression als auch deren Konzentratiomperipheren Blut
zeigten sich in der Patientenkohorte von Li ebésfainiedrigt. Die Konzentrationen von IL-
2 fanden sich bei den Patienten deutlich erhéhtdiaed/on IL-10 sowie TG, signifikant
erniedrigt.
Somit konnte ein immunologisches Ungleichgewichturepolarer Depression nicht nur auf
Zytokinebene beobachtet werden, sondern auch, wierzamehrfach postuliert (Myint et al.
2005; Li et al. 2010), in Form eines veranderted/Th2-Verhaltnisses zu Gunsten der Thl-
Population und in einer Abnahme sowohl der absol@®4 CD25- Treg-Zahl als auch
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deren prozentualen Anteils an peripheren Lymphoeytdokumentiert werden.
Zusammengefal3t bedeutet dies, dass madglicherweise hinsichtlich des pro-
inflammatorischen Schenkels Uberaktiviertes Immatesy bei depressiven Patienten

vorliegt.
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Abbildung 2. CD4'CD25"-Tregs -Anzahl im Serum bei depressiven Patientehgesunden
Kontrollen. (A) Die Tregs-Zahl war bei Patientent mnipolarer Depression deutlich kleiner
im Vergleich zu den Kontrollpersonen. (B) Der pnoizle Anteil der CDACD25'-Tregs von
der Gesamtlymphozytenzahl im Serum zeigte sichdeei Patienten ebenfalls signifikant

erniedrigt im Vergleich zu den Gesunden. Die Ablilg ist modifiziert nach Li et al. (2010).

1.3.4 Bedeutunq der Zytokine fir den Therapievérlau

Es ist bisher zu wenig Uber die Bedeutung der 4gtolals Biomarker bei depressiven
Storungen geforscht worden, um diese als Pradiktoiiber Krankheitsverlauf und
Therapieresponse evidenzbasiert nutzen zu konrseemefiren sich aber die Anzeichen dafur,
dass sich Zytokinaktivitaten im Krankheitsverlaufdarn und mit der Krankheitsschwere
korrelieren. Studien zu slIL-2R zeigten einen Konedionsabfall bei remittierenden

Patienten, die unter einer depressiven Episodéagehatten, im Gegensatz zu Patienten mit
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rezidivierenden depressiven Episoden, wo sIL-2R UinNF-a erhéht waren (Eller et al.
2009). In anderen Studien war ein Abfall von Tdfkonzentrationen wéhrend der
Behandlungsphase mit einer héheren Therapieansptedtorreliert (Lanquillon et al. 2000),
und eine Erhéhung von IL-6 war mit einer schlechi&erapieansprechrate assoziiert (Maes
et al. 1997). Daher kdnnten pharmakologische Studig Antidepressiva zukunftig von der
Messung der Zytokinkonzentrationsanderung beziuglahVorhersage des Therapieverlaufs
profitieren (Lotrich 2012). Bei depressiven Patntmit zusatzlicher posttraumatischer
Belastungsstorung wurde gefunden, dass ihre néeétli IL-6-Konzentrationen signifikant
erhoht sind (Gill et al. 2010). Der physiologisohiefall von IL-6 nachts erfolgte in deutlich
reduziertem Ausmald bei Patienten mit einer Depyassider bei Patienten mit hohem
Stressniveau, wenn sie keine zuséatzliche Diagnioge posttraumatischen Belastungsstorung
aufwiesen (Rief et al. 2010). Eine erhohte IL-18Kentration eine Woche nach
stattgehabtem ischamischem Hirninfarkt konnte ané @ost-stroke Depression hinweisen
(Yang et al. 2010). Einige somatische Erkrankunpaben die Depression als haufige
Begleiterkrankung, wie z. B. die Multiple Sklerosé/enn sich bestimmte Zytokine als
Biomarker fiur das Erkrankungsrisiko ein@&epression etablieren wirden, konnte der
prophylaktische Einsatz von Antidepressiva bei @metshender Konstellation im

Zytokinsekretionsmuster indiziert sein.

1.3.5 Zusammenhang von Zytokinen mit einzelnenekgiven Symptomen

In vielen Studien zeigte sich nicht nur ein Zusamha@ag einer depressiven Episode mit der
Aktivierung v. a. pro-inflammatorischer Zytokine duein Riickgang dieser Uberaktivierung
bei Besserung der depressiven Symptomatik. Auckekie depressive Symptome scheinen
mit bestimmten Zytokinen assoziiert zu sein.

Beispielsweise zeigt sich eine positive Korrelatamischen slL-2R-Plasmakonzentrationen
und Antriebsminderung. TNE-Kkorrelierte mit erhéhter Suizidalitat und Antriefisderung
(Eller et al. 2009). Erhohte ILRtKonzentrationen waren in einer Untersuchung nuisdem
Rickzug und Appetitlosigkeit assoziiert, sehr hdhel-Konzentrationen mit erhdhter
Suizidalitat. Die IL-1[3-Konzentrationen korrelienteulerdem mit dem Schweregrad der
Depression, kognitiven Defizite und Mikrogliose (@zer 2009; Thomas et al. 2005). Erhardt
et al. (2013) fanden erhthte Liguor-Konzentrationem Chinolinsdure, aber nicht mit
Kynureninsdure bei Patienten mit Suizidalitat. Diegyt, dass neben der IDO wahrscheinlich
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noch weitere Enzymsysteme durch die Veranderungezyitokinsystem in ihrer Aktivitat

modifiziert werde kdnnten.

1.3.6 Zytokine als mdgliche Pradiktoren fir den rEipéeerfolg

Baune et al. beschrieben eine Assoziation zwisdiestimmten IL-1-Polymorphismen und
Therapieresistenz bei Depression (Baune et al. )2080ch erhdhte IL-6 und TNEBE-
Konzentrationen scheinen mit einer Therapiereszsbaziglich selektiver Serotonin- (SSRI)
und Noradrenalin-Wiederaufnahmehemmer (SNRI) agsbzzu sein (Yoshimura et al.
2009). Die Aktivitat des slL-2R scheint sich beiefapierespondern und —non-respondern in
unterschiedlicher Weise zu andern (Eller et al. 830M@ie Expression von Serotonin-
Rezeptoren auf Lymphozyten konnte die Vorhersage Ttbkerapieansprechrate bei

Antidepressiva mitbestimmen (Rivera-Baltanas e2@12).

1.3.7 Immunologische Veranderungen unter antidspressBehandlung

Antidepressiva haben nicht nur einen Einfluss aigf Begulation der Neurotransmitter
(Schildkraut 1965), sondern sie konnten auch Ubemmunsuppressive und anti-
inflammatorische Wege auf die depressive Storungigien. In-vitro konnte beispielsweise
gezeigt werden, dass trizykliscAatidepressiva die IFN-Bildung reduzieren (Himmerich et
al. 2010b). Eine nicht-medikamenttse Behandlungsftellt die Elektrokonvulsionstherapie
(EKT) dar, bisher sind die genauen Wirkmechanisai@r noch nicht vollstandig verstanden.
Wahrend der Konvulsion tritt fir eine kurze Zeiheizerebrale Hypoxie auf, die zu einer
vermehrten Freisetzung von Brain Derived Neurotiogfactor (BDNF) fuhrt. Aul3erdem
scheint die EKT einen modulierenden Einfluss aufe dHPA-Achse sowie die
Zytokinfreisetzung zu haben (Belanoff et al. 20BRiitman et al. 2011). Wie zuvor erwahnt,
ist HIF-1 nach EKT-Anwendung ebenfalls erhoht (@i et al. 2009), auRerdem kdnnte es
zu einer Funktionsminderung der Blut-Hirn-Schrakkenmen, so dass Zytokine verstarkt in
das ZNS eintreten konnten (Argaw et al. 2012). &emibt es Beobachtungen tber den
Einfluss von Schlafentzug auf das Immunsystem mtenschiedlichen Effekten bei
vollstandigem bzw. partialem Schlafentzug (Domirgaeal. 2010; Vgontzas et al. 2004). Es
kommt zu einem Akutanstieg pro-inflammatorischertakine, welcher zeitlich aber
wahrscheinlich nicht kausal mit einem akuten amtidssiven Effekt assoziiert ist. Dagegen
fuhrt ein chronischer Schlafentzug bei Schichtadoeizu einer depressiven Erkrankung, die
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ebenfalls auf eine erhéhte Bildung pro-inflammatcdhnier Zytokine zurtickzufihren sein soll
(Khosro et al. 2011; Nakata et al. 2004). Im Zusaminang mit der Schlaf-Wach-Regulation
ist es erwdhnenswert, dass Mudigkeit ein depres$Syeptom darstellt, welches wiederholt
nachgewiesen mit einer erhdhten pro-inflammatoaschZytokinbildung korreliert

(Weschenfelder et al. 2012). Insgesamt ist alsoB#iundlage uneinheitlich, und sowohl
Erhbéhungen als auch Minderungen der Konzentratioorirglammatorischer Zytokine

wurden mit der globalen Besserung als auch mit Blesserung bestimmter depressiver

Symptome sowie mit bestimmten antidepressiven iemnan Verbindung gebracht.

1.3.8 Exkurs: Multiple Sklerose und Depression

Die Komorbiditat der Depression und Multiplen Skiee (MS) ist ein gut untersuchtes
Beispiel fur das gemeinsame Auftreten neuroimmugistiher Gehirnerkrankungen und
depressiver Symptomatik, auch wenn die Pathogedesdepression bei MS noch nicht
vollstandig geklart ist. Deswegen soll hier exemptd erlautert werden, inwieweit die
Depression uber Zytokine vermittelt als Folgeerktarg oder als Symptom einer MS
auftreten konnte.

Es ist immer noch unklar, in welchem Ausmal® die rBsgion als reaktiv auf die
Einschrankung und Behinderung durch die MS-Erkragkselbst zurickzufihren ist (Mclvor
et al. 1984; Surridge 1969), oder direkt durch driganische Lasionen entsteht (Foley et al.
1992; Joffe et al. 1987). Am ehesten scheint diepsthogenese von Depressionen bei MS-
Patienten multifaktoriell bedingt zu sein: Eine UHigivierung der HPA-Achse, die
neuroinflammatorische Reaktion, die nachfolgende Neurodegeneration dpeladr
Hirnareale fur die Affektregulation und der Verlustognitiver Ressourcen flhren
moglicherweise zusammen zum Verlust von Bewaéltigstrgtegien bezlglich stressreicher
Lebensereignisse und der Erkrankusgjbst zur Depression. Hinzu kommen als weitere
pathogenetische Faktoren der DepressionsentstelmengMS-Patienten die genetische
Suszeptibilitat und immunmodulatorische Medikametgée MS-Therapie (Schumann et al.
2012). Kognitive Beeintrachtigung wie Aufmerksamgeiund Konzentrationsdefizite und
Angstlichkeit treten in bis zu 70% der MS-Patiengéerfi (Chiaravalloti und Deluca 2008). Es
kommt zu einem circulus vitiosus, bei dem die Abs#ung und Realisierung von
psychotherapeutischen Coping-Strategien aufgrungnikeer Einschrankung schwierig
werden kann. Daher ist es erforderlich, die Atisdodepressiver Stérungen bei MS-Patienten,

insbesondere das Einwirken neuroimmunologischezd?s®e, besser zu verstehen, um neue
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Therapieansatze zu entwickeln. Einen wichtigen Asper gegenwartigen Theorie zur
Pathogenese der MS stellen die Th17-Zellen darr{@zat al. 2008), die Gegenspieler der
Tregs. IL-17 kann die Th1l-Antwort stimulieren unitblbt ein pro-inflammatorisches Milieu
im Gehirn. Der Einfluss des Immunsystems auf diesmaklung depressiver Stérungen ist
auch wegen dem Einsatz immunmodulatorischer Prégparader MS-Therapie substanziell
(Goldman Consensus Group 2005). Diese kdnnen eitemri einer Besserung, aber auch zu
einer Exazerbation und Ausldsung depressiver Symgti& fihren.

Wichtig zum Verstandnis des Auftretens von Depmssm bei MS ist auch die Lokalisation
entzundlicher Hirnlasionen. Aus fMRT-Studien istkaent, dass bei MS-Patienten mit
affektiven Symptomen haufig bestimmte Hirnregionbetroffen sind, die auch im
Allgemeinen mit dem Auftreten affektiver Symptomgsaziiert sind (Lichtblau et al. 2012;
Schumann et al. 2012).

In der klinischen Praxis scheint es Uberraschen@ wenig diagnostische Beachtung
Depressionen bei MS-Patienten trotz dieses Wissdradten. Bis zu 65% der MS-Patienten
mit Depression erhalten keine antidepressive MeidikgMohr et al. 2006), dabei betragt die
Lebenszeitpravalenz der Depression bei MS etwa PbBéinstein et al. 2004). Mehrere
Studien mit depressiven MS-Patienten fanden pesifiverapieresponse-Raten mit niedrigen
Nebenwirkungsraten fur diverse antidepressive augtruppen, in erster Linie Trizyklika
und Paroxetin (Koch et al. 2011), Sertralin (Sedtal. 1995) und Fluoxetin (Benedetti et al.
2004). Die Hochregulation von Tregs wirkt sich alig# MS-Behandlung selbst positiv aus,
maoglicherweise mit dem zusatzlichem Nutzen der K#&bilisierung (Schumann et al.
2012), zumal bei verschiedenen Autoimmunerkranknreje Mangel oder Defekt der Tregs
nachgewiesen wurde (Loser und Beissert 2007). Auafyr anti-inflammatorischer
Eigenschaften von Trizyklika konnte deren Einsa¢z Autoimmunerkrankungen wie MS
eine besondere Bedeutung zukommen (Himmerich et 28110). Glatirameracetat
(Copaxone®) wird bei der schubformigen MS-Form ebejzt und besitzt durch BDNF-
Erhéhung und Stimulation der Neurogenese sowie-iafteimmatorische Eigenschaften
maoglicherweise ein antidepressives Potenzial (TZ207). Beim pro-inflammatorischen
Interferonf wird dagegen als Nebenwirkung die Triggerung vdfekéiven Stérungen
berichtet (Feinstein 2000), insbesondere wenn m\idggeschichte bereits eine depressive
Episode vor Einsatz des Medikaments bekannt sineingkein et al. 2000).
KortisonstoRbehandlungen bei MS-Schiben sind elenfat dem Auftreten depressiver
Symptome assoziiert (Patten et al. 1995). Intergssaeise fanden ergdnzende Studien eine

positive Auswirkung von Antidepressiva auf den daflder MS-Erkrankung, beispielsweise
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ein neuroprotektiver Effekt fir Fluoxetin (Mostest al. 2008). Escitalopram kénnte eine
Option fur die Pravention stressbedingter MS-Sehliki Frauen sein (Mitsonis et al. 2010).
Auch in experimentellen MS-Modellen der Maus vedeeten Sertralin (Taler et al. 2011),
der MAO-Hemmer Phenelzin (Musgrave et al. 2011) VWedlafaxin (Vollmar et al. 2009)
das funktionelle Outcome bzw. Kklinische Symptomebgésehen von medikamentdsen
Behandlungsformen der Depression bei MS erwies diehPsychotherapie als ebenfalls
effektiv (Goldman Consensus Group 2005; Mohr e2@01 und 2005).

1.3.9 Antidepressive Effekte von Immunmodulatoren

Studien zur Augmentation antidepressiver Medikatrohanti-inflammatorischen Substanzen
zeigten bemerkenswerte Resultate. Die Kombinatioon vFluoxetin und dem
Cyclooxygenase-2(COX-2)-Inhibitor Celecoxib fuhae signifikant gré3erer Verbesserung
auf der Hamilton-Depressionsskala (HAMD) im Verglkeizur Monotherapie mit Fluoxetin
(Akhondzadeh et al. 2009). Celecoxib als add-onrdjhie mit Sertralin verminderte die IL-6-
Konzentration im Blut (Abbasi et al. 2012). Effektzeigte sich Celecoxib auch in
Kombination mit Reboxetin (Muller et al. 2006). B&SRI-Nonrespondern fihrte die
Kombination mit ASS zu einem schnelleren Theragpaechen (Mendlewicz et al. 2006).
Coxibe modifizieren ProstaglandinkonzentrationercdiHemmung de€yclooxygenase. Die
direkte Blockade spezifischer Prostaglandinrezeptdtonnte eine Alternative zu Coxiben
sein. EP1, ein Subtyp des Prostaglandin E2 (PGE2gRors, ist in der Aktivierung der
Mikroglia involviert und beeinflusst die Sezernieguvon TNFe und IL-6. EP1-Inhibitoren
agieren selektiv und konnten besser vertraglich ats traditionelle COX-Inhibitoren (Li et
al. 2012). Im Gegensatz dazu beobachtete man emeinderte Therapieresponse in der
Kombination von Citalopram und NSAID in Nagerstudiend in einer grof3en klinischen
Population (STAR*D, Warner-Schmidt et al. 2011).zBgtoren fur das Zytokin EPO findet
man nicht nur im Knochenmark, sondern u. a. aucZi® mit der hdchsten Konzentration
im Plexus Choroideus und Corpus striatum (Girgental. 2009). Die Einnahme von EPO
weist antidepressive Effekte im forcierten Schwiresttbei Ratten auf, was a. e. Uber
vermehrte BDNF-Expression vermittelt wird. Die kionierliche Blockade von IDO durch 1-
Methyl-L-Tryptophase (1-MT) minderte experimentetlepressives Verhalten sowie
Kdrpergewichtsabnahme bei Mausen (Kiank et al. 2010

Psoriasispatienten haben ein hohes Risiko, an ddegression zu erkranken. Unter der

Behandlung mit Etanercept, einem TMNFAntagonisten, zeige sich jedoch in einer
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Untersuchung von Tyring et al. eine 50%-ige Reduktder HAMD- sowie BDI-Scores
innerhalb von 12 Wochen (Tyring et al. 2006). DieBefund war unabhangig von den
Verbesserungen der Psoriasis-Symptomatik. Die Meidik zur Behandlung der
Grunderkrankung scheint also die Zytokineffekte aniagonisieren und so die depressive
Symptomatik zu verbessern.

Die Schlusselfrage mit Hinsicht auf die Patientdig nicht vor dem Hintergrund einer
entzindlichen Erkrankung eine Depression entwickaber lautet, ob auch diese somatisch
gesunden depressiven Patienten von einer Zytokigantsierung profitieren wirden. In
dieser Hinsicht untersuchten Kriigel et al. die Efeson Etanercept in einem Tiermodell von
chronisch mildem Stress bei mannlichen Wistar RattBabei reduzierte Etanercept
signifikant die depressionsahnlichen Effekte, wasch s in einer verminderten
Immobilisationszeit und einer Intensivierung deetéraktivitat im forcierten Schwimmtest
(FST) zeigte, die &hnlich dem antidepressiven Effedn Imipramin waren (Krigel et al.
2013).

1.3.10 Experimente und Messmethoden

In der vorliegenden Arbeit wurden Zytokinkonzentraen gemessen, Vollbluttests
durchgefuhrt und die Konzentration der Tregs bestimAuf wesentliche Aspekte dieser

Methoden soll im Folgenden eingegangen werden.

1.3.10.1. Messung von Zytokinkonzentrationen

In der Zytokindiagnostik unterscheidet man u. a.:

e Zytokinbestimmung im Plasma oder Serum (z. B. diestBhmung der
Konzentrationen von TNE; IL-1f, IL-6, IL-10, IFN+y, Interferon-gamma-induziertes
Protein-10 (IP-10), TGIB; IL-31).

» Zytokinkonzentrationsbestimmung nach in-vitro Staton von Immunzellen, oder
von Vollblut, das neben den =zellularen Blutbestaiteit auch nicht-zellulare
Elemente des Blutes enthalt. In in-vitro Stimulamethoden werden die Zellen oder
das Vollblut immunologisch zur Zytokinproduktiongaregt. Anschlie3end misst man

die Zytokinproduktion im Uberstand.
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Zu den in der vorliegenden Arbeit angewendeten btih sollen an dieser Stelle einige

Spezifika Erwdhnung finden.

1.3.10.1a Vollbluttest

Vollbluttests sind geeignet, um die stimulierte adghproduktion in-vitro zu messen. Dabei
wird Blut entnommen, kultiviert und immunologisctinsuliert. Dadurch, dass die Blutzellen
nicht isoliert, sondern zusammen mit den nichtedé&ten Blutbestandteilen kultiviert werden,
behalten sie ihre physiologische Umgebung mit Bng$proteinen und Inhibitoren auch in-
vitro bei. So kénnen die synergistischen sowie gotestischen in-vivo-Zellinteraktionen

realitatsnah reproduziert werden. (Kirchner etl@B2). Zur Stimulation kann beispielsweise
Lipopolysaccharid (LPS) verwendet werden, welchiesRtoduktion pro-inflammatorischer

Zytokine wie IL-1, IL-6, und TNFa anregt. Die sezernierten Zytokine kdénnen im
Zelliberstand mittels Enzyme-Linked Immunosorberssay (ELISA) gemessen werden.
Dadurch dass die Zytokinproduktion im Vollbluttéstmunologisch stimuliert wird, sollten

die Konzentrationen der Zytokine in einem gut massi Bereich liegen.

1.3.10.1b Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Zur Konzentrationsmessung von Biomolekilen (z. Brribnen, Zytokinen, Tumormarker,
Viren, Pharmaka) werden in der medizinischen Diatkound Forschung bevorzugt
Immunoassays verwendet. Der Einsatzbereich reicie im die Umwelt- und
Lebensmittelanalytik hinein. Das Prinzip basiefbeiaauf einer Antigen-Antikorper-Reaktion
im Sinne einer Gleichgewichtsreaktion, die dem Massrkungsgesetz unterliegt. Die
Geschwindigkeit, mit der sich das Reaktionsgleigigkt einstellt, ist entscheidend von der
Temperatur abhangig. Immunkomplexe bilden sich pieisweise unter Raumtemperatur
schneller als im Kihlschrank.

Es werden grundséatzlich zwei Assaykonzepte unterdeh. Der kompetitive Assay beruht
auf der Konkurrenz zwischen markiertem und unmatdie Antigen um die
Antigenbindungsstellen. Beim Sandwich-Assay werdemi antigenspezifische Antikorper
verwendet, von denen einer markiert ist und insges@ne sehr sensitive Methode darstellt.
Der ELISA fand seine Anfange in den frithen 70er rdahin denen parallel zwei
Arbeitsgruppen in Frankreich (Avrameas und Guildg&¥1) und Schweden (Engvall und
Perlman 1971) diese Methode beschrieben haben. Bie ein Enzym die Markerfunktion
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dar und die Antigenkonzentration wird anhand debs8atumsatzes bestimmt. Entweder
wird der Antikdrper oder das Antigen an einer fadihaseadsorbiert und die Trennung des
freien vom gebundenen Antigen kann durch alleinfgaschung zeit- und kostensparend
vollzogen werden.

Der erste Schritt eines ELISA besteht im sogenamobaten. Dabei wird der Antikérper oder
das Antigen an die feste Phase, meist eine Milkerpliatte aus Polystyrol, in der Regel durch
Adsorption gebunden. Um durch Waschung den VevastAntigen-Antikorper-Komplexen
gering wie mdglich zu halten, koénnen Antikdrper bzwntigen kovalent an die
Mikrotiterplatte gekoppelt werden. Ein weiteres litemn beim ELISA sind die unspezifisch
adsorbierten enzymmarkierten Antikorper- bzw. Aatigholekile. Diese Hintergrundaktivitat
kann durch das Abblocken freier Proteinbindestelteduziert werden. Zwischen den
einzelnen Inkubationsschritten erfolgen Waschprozsd

Eine hohe Enzymaktivitat sowie die Verfugbarkeit écht zu detektierenden Substrate sind
eine Grundvoraussetzung fur einen ELISA-Marker.ddmten typischen Assaytemperaturen
sollte die Struktur und Funktion des Enzyms Ubererilangeren Zeitraum gewahrleistet
werden, ferner sollte es sich leicht an Antikorgeaw. Antigen koppeln lassen. Die
Enzymaktivitat kann anschlieBend durch kolorimetrjsfluorimetrisch oder luminometrisch

nachweisbare Substrate bestimmt werden.

1.3.10.2 Identifizierung, Differenzierung und Qufinierung von T-Zellen mittels

Durchflusszytometrie

Die fluoreszenzbasierte Durchflusszytometrie wuedgtmalig 1968 von Wolfgang Gohde
entwickelt und als Patent angemeldet (Patent DE3®AS5 Flow-through chamber for
photometers to measure and count particles in pedimn medium. Angemeldet am
18. Dezember 1968, Erfinder: Wolfgang Dittrich, Wgalng Gohde)Wéahrend der Terminus
Durchflusszytometrie (engl. "flow cytometry") auferd "5th American Engineering
Foundation Conference on Automated Cytology" indaenla (Florida) im Jahr 1976 als
Standardbegriff fir die Technologie definiert wurdstellt der Begriff ,FACS* ein
eingetragenes Warenzeichen von Becton Dickinson Elawird allerdings im Laborjargon
haufig als Bezeichnung fir alle Zellsortierungehard von Fluoreszenz verwendet.

Das Prinzip der Durchflusszytometrie ermdglichteeftexible quantitative Messung sowie

molekulare Charakterisierung intakter Zellen. Dgdredynamische Transport von Zellen
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und deren optische Messung nach spezifischen Fgebustellen hierbei die Grundlagen der
Analyse der Zellen dar.

Initial erfolgt eine Markierung der Zellen mit Aktirpern, die gegen spezifische
Zellstrukturen gerichtet sind und die mit einem dfeszenzfarbstoff (direkte Markierung)
oder mit einem fluoreszenzgekoppelten Sekundar@mmgk (indirekte Markierung) gekoppelt
werden.

Die markierte Suspension von Zellen (Durchmess@ruhd 20 mm) wird durch einen
Hullstrom verdinnt und anschlieRend fokussierimeeSequenz von Einzelzellen im rechten
Winkel an einer Lichtquelle mit einer Geschwindigkas 300ml/min vorbeigefihrt. Fir die
Analyse seltener Zellen oder bei hohem Probendatzhgnnen einige Gerate Zahlraten bis
zu 50 000 Zellen/s erreichen.

Der eigentliche Messpunkt befindet sich am gemenesaFokus des Probenstroms und der
monochromatischen Lichtquelle (Laser). Die dabéstehende Streuung des Anregungslichts
und die Anregung von fluoreszenten Markern stelldie simultane Analyse von
physikalischen und molekularen Eigenschaften ddeZear. Als physikalische Messgrof3en
werden die Lichtstreuung der Zellen in einem engéfinkel zum Laserlicht als
Vorwartsstreulicht (forward scatter; FSC) und dightstreuung im Winkel von 90° als
Seitwartsstreulicht (side scatter; SSC) detek{®gheAbbildung 3). Das je nach Gerat ab
etwa 0,5-1 mm GroRRe der Zellen auflésbare FSCt stall ein ungefahres Mal3 fur die
ZellgroRe dar, da es genau genommen eher von dlar@eabhangt und nicht stetig mit der
GroRRe zunimmt. SSC dagegen wird von der komplexeehrfdchstreuung durch
intrazellulare Kompartimente und somit von d&@nnenstruktur der Zellen bestimmt. Damit
kénnen ZellgroRe und Granularitat gleichzeitig fitioreszenzsignalen detektiert werden,
deren Helligkeitvon der Farbungz.B. der Menge gebundener Antikdrper, dem nukledren
DNA-Gehalt oder den biochemischen Eigenschaften delte abhangt. Eine exaktere
ZellgroRenbestimmung stellt die von Coulter einbetiéi Methode dar, in der die Anderung
des elektrischen Widerstands bei Durchtritt derleteldurch einen Messkanal analysiert
werden. Die gleichermal3en in alle Richtungen enien Fluoreszenzsignale werden
ebenfalls im Winkel von 90° detektiert. Sogenanktabteilerspiegel und Bandpassfilter
ermdglichen die optische Trennung der Emissiongspekder verschiedenen eingesetzten
Farbstoffe. Deren Lichtsignale werden dann Ubertdtholtiplier (PMT) detektiert, die das
Licht in elektrische Signale umwandeln. Die Dete&towerden mit zunehmendem spektralen
Abstand vom Anregungslicht aufsteigend nummeriektl( FL2, FL3. . .). Bei Anregung mit

dem blau-griinen Licht eines 488-nm-Argon-Laserserkdeispielsweise der FL1-Detektor
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grunes Licht, der FL2-Detektor oranges Licht und d&3-Detektor rotes Licht. Die
entsprechenden Lichtsignale werden quantifizied tmeiner multiparametrischen Messung
fur jede Zelle einzeln in einen Datenspeicher gesbbn. Von der Messung unabhangig
werden die gespeicherten Messdaten in einem zw&tdmitt ausgewertet. Somit ist eine
korrelierte Untersuchung der Messparameter furchéeslene Populationen oder Gruppen
von Zellen unter verschiedenen Fragestellungerstatistischer Auswertung unter flexiblen
Bedingungen moglich. Die Eichung oder Kalibratimnvluoreszenzsignalen und damit eine
guantitative Analyse der molekularen EigenschafienZellen basiert auf dem beschriebenen
stabilen Messaufbau.

Es kénnen absolute Zellzahlen bestimmt werden sadwierse funktionelle Untersuchungen
und Lymphozytentypisierungen bis hin zu DNA- undllZ&lusanalysen durchgefihrt

werden.
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Durchflusszytometrie.
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2. Aufgabenstellung

In der fur diese Arbeit durchgefuhrten Studie wurdsmtersucht, ob sich die
Plasmakonzentration von IL-13 und die stimuliertgoKinproduktion von IL-B, IL-6 und

IFN-a sowie die Anzahl der CO&D25-Zellen bzw. CDACD25"-Tregs bei depressiven
Patienten innerhalb von 6 Wochen antidepressiverapie anderte. Hierfir wurden im
Plasma die IL-1B3-Konzentrationen, in stimuliertedutBroben von 16 Patienten die
Zytokinkonzentrationen von IL-1R, IL-6 und IFN-mittels ELISA gemessen und eine

Zellquantifizierung mit Hilfe der Durchflusszytomiet zur Bestimmung von Tregs

durchgefuhrt.
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3. Materialien und Methoden

3.1 Versuchspersonen

Insgesamt wurden 16 Patienten (5 mannlich, 11 vwekipinit einer depressiven Episode in
die Studie eingeschlossen. Die Patienten wurden Idimik fir Psychiatrie und
Psychotherapie der Universitatsklinik Aachen vorbalanten Behandlern eingewiesen. Das
mittlere Alter betrug 42 + 8,2 Jahre (Mittelwert 3D ). Initial wurden 19 Patienten
eingeschlossen, zwei Patienten lehnten die staistkatd psychopathologische Erhebung ab
und ein weiterer Patient wurde aus der Studie aabdessen, weil die depressive Episode in
der standardisierten Diagnostik nicht verifizierterden konnte. Nach ausfuhrlicher
Beschreibung des Forschungsprojekts unterzeichneteile Patienten die
Einverstandniserklarung Uber ihre Teilnahme an 8wtrdie, die von der unabhangigen
Ethikkommission der Medizinischen Fakultdt der RWTHhiversitat Aachen bewilligt
worden war (EK002/08).

Alle in die Studie eingeschlossenen Patienten nliteum Zeitpunkt der stationéren,

teilstationdren oder ambulanten Aufnahme in deniKlan einer depressiven Episode. Die
individuelle Diagnose nach ICD-10-Kriterien varterinnerhalb des Spektrums affektiver
Erkrankungen (F32 oder F33). Substanzmittelabhdngiosvie somatische Erkrankungen,
wie z. B. endokrine Stérungen und Demenzerkrankangéee moglicherweise depressive
Symptome hervorrufen kénnen, wurden zuvor ausgesséh. Korperliche Untersuchung,
Anamneseerhebung und Routinelaborkontrollen widssgne Anzeichen einer akuten oder
chronischen Entziundung bzw. Infektion auf. Autoinmaukardiologische, pulmologische,

endokrinologische und hamatologische Erkrankungarden ebenfalls ausgeschlossen. Die
Studie verfolgte ein naturalistisches Design, issbeere erhielten die Patienten
unterschiedliche antidepressive Préparate, die hdualie &arztlichen Behandler bestimmt
wurden. Dabei wurde die individuelle Dosierung nahkspiegelkontrollen und klinischer

Beurteilung angepasst.

3.2 Studiendurchfiihrung

Blutabnahmen erfolgten bei den in die Studie eidglessenen Patienten in der ersten Woche

sowie nach 6 Wochen Behandlung. Der psychopatrsdbgi Befund wurde mit der

Hamilton-Depressionsskala-21 (HAMD-21) (Hamilton,96D) und mit dem Beck-
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Depressionsinventar (BDI) (Beck et al. 1961) am @ag Blutentnahme dokumentiert. Der
HAMD-21-Score zum Baselinezeitpunkt war 16,87 * 66,1Im Blut wurden
Plasmakonzentrationen von Il31bestimmt. AuRerdem wurde ein Vollbluttest wie zuvo
beschrieben durchgefiihrt (Kirchner et al. 1982d8est al. 1996). Ein bis zwei Stunden nach
der Blutabnahme wurde das Blut kultiviert. Die Tébstchen (5ml, Greiner, Nurtingen,
Deutschland) wurden mit 900ul Roswell Park Memoairatitute (RPMI), 1640 L-Glutamin-
(2mM) und Penicillin/Streptomycin- (100 U/100 pgfmiCambrex, Verviers, Belgien)
Erganzungslosung abgefullt. AnschlieRend wurderull@dut in jeden Ansatz injiziiert. Fur
die Induktion der IL-B- und IL-6-Produktion wurde Endotoxin (LPS, Sigmkch,
Minchen, Deutschland, 250 ng/ml), fur die Stimwalatider IFNe-Bildung wurde das
Newcastle Disease Virus (NDV) verwendet, das fréahdrweise von Prof. R. Zawatzky aus
dem Tumorforschungszentrum Heidelberg zur Verfuggestellt worden war (80 HAU/mI).
Alle Rohrchen wurden versiegelt und unter 5% CO&ddphére mit 37°C flr 24 Stunden

inkubiert. Die zellfreien Uberstande wurden nachldkubation bei -70°C gelagert.

3.3 Zytokinbestimmung und Zellquantifizierung

Fir die Quantifizierung von ILf}, IL-6 und IFNa wurden zur Analyse Antikérperpaare (BD
Bioscience) verwendet. Die Resultate wurden miteminMagellan-ELISA-Plattenleser
(Tecan, Crailsheim, Deutschland) gemessen. Diemailein messbaren Konzentrationen von
IL-13, IL-6 und IFNa lagen bei 3,9 pg/ml, 4,6 pg/ml respektive 7,9 dgivir verwendeten
die Multiparameter Flow Cytometry (FACS Calibur, BIBioscience, Heidelberg,
Deutschland), um die Lymphozyten zu unterscheidwh die CD4CD25-Zellen sowie die
CD4'CD25"-Tregs zu identifizieren. Die Expression wurde mivnoklonalen Antikdrpern
anti-CD4-FITC und anti-CD25-PE (BD Bioscience) ngewiesen. Die Zellfraktionen
konnten Uber zweidimensionale Plots im Forward- Gmdie-Scatter unterschieden werden.
Tregs wurden Uber ein Gating auf CIOD25 und auf CDACD25" identifiziert (s.
Abbildung 4 fur weitere Detalils).
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Abbildung 4. Beispiel fir das Ergebnis einer Durchflusszytomeenur ldentifizierung von
CD4'CD25"-Tregs bei einem Patienten vor (A) und nach abdessener antidepressiver
Behandlung (B). Unterschiedliche Zellfraktionen kt@n in einem zwei-dimensionalem Plot
(siehe linke Bildhalfte) vom forward scatter (FS@woportional zur Zellgréf3e) und side
scatter (SSC: proportional zur Zellgranularitat)ffedenziert werden: Lymphozyten
(eingerahmt), Monozyten (rechts Uber den Lymphogyteind Granulozyten (grol3e
Punktwolke im rechten oberen Quadranten). Durctingaauf CD4CD25" wurden Tregs
identifiziert (siehe rechte BildhalfteZu Therapiebeginn betrug der Anteil der com2s"
Tregs 3,71% der Lymphozyten und nach Therapieab@dhk2%.

3.4 Statistische Analyse

Der Lillefors-Test auf Normalverteilung (Dallal undVilkinson 1986) zeigte keine
signifikante Abweichung von der Normalitat-Annahfiile CD4'CD25" und CD4CD25" zu
Beginn der Therapie sowie am Ende der Behandluhg (2 0,35). Um Unterschiede in
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CD4'CD25- und CD4CD25"-Zellen zu testen, erfolgte eine Testung fir maltiate
Messwiederholung mittels ANOVA. Um mogliche Einféfisktoren der beobachteten
Anderungen zu untersuchen, wurden Korrelationen WABests fir Geschlecht, Alter,
Krankheitsschwere, Grad der Verbesserung sowispbeifische Medikation berechnet. Ein
nicht korrigierter p-Wert < 0,05 wurde als stasisti signifikant angenommen. Die
Unterschiede zwischen Beginn und Ende der Behagdtustimulierten IL-1, IL-6 und IFN-
o-Konzentrationen sowie Lymphozytenfraktion wurdent ndem nicht-parametrischen
Wilcoxon-Test untersucht, da diese Parameter ralddtnormalverteilt waren. Alle Analysen
wurden mit Statistical Package for the Social Smen(SPSS) 16.0 und R (R Development
Core Team 2008) druchgefuhrt.
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Vom Baselinezeitpunkt zum Ende der Behandlung eegjth eine Verbesserung des
mittleren HAMD-21-Scores von 16,87 = 6,16 (Standémleichung; SD) auf 7,69 + 6,04
(SD). Bei 15 von 16 Patienten waren die HAMD-2148sonach der Behandlung niedriger,
bei einem Patienten stieg der HAMD-21Score im Bebhagszeitraum von sechs Wochen
von 15 auf 16. Durchschnittlich waren die ScoresQfh+ 6,2 (SD) Punkte reduziert bzw.
um 55% + 8 (SD). Zu Beginn der Therapie waren did-Konzentrationen im Serum bei
10 von 16 Patienten unter dem nachweisbaren Bergighrend alle 16 Patienten am Ende
der Behandlung keine nachweisbaren B-Klonzentrationen mehr aufwiesen. Dieser Befund
war statistisch signifikant (Fisher’'s exakter Test= 0,018). Bei den 6 Patienten mit
messbaren IL{3-Konzentrationen zur Baseline variierten die Koneagionen zwischen 7.12
pg/ml und 60,87 pg/ml (Mittelwert: 31,29). Dabeitemrschieden sich diese Patienten nicht
von den ubrigen 11 bezuglich der Krankheitsschwdeg, Baseline-Konzentrationen von
CD4'CD25" und CD4ACD25" bzw. im Ausmaf von deren Veranderungen. Stimeligr1p3-
Konzentrationen waren am Ende der Behandlung sanif kleiner (Median [interquartile
range IQR]: 896,00 pg/ml [414,25 — 1824,25] vs. ,684pg/ml [321,25 — 1733,75].
Stimulierte IL-13-Konzentrationen korrelierten nicht mit dem Altder Lymphozytenfraktion
oder dem HAMD score (Spearman’s Rho, p > 0,10).ldgseine positive Assoziation
zwischen stimulierten IL{3-Konzentrationen und den BDI-Scores zum Baselingdekt
vor (rho 0,59, p = 0,015). Stimulierte IL-6-levebren ebenfalls am Ende der Behandlung
signifikant niedriger (Median [IQR]: 6411,50 pg/f4177,00 — 7651,00] vs. 224,50 pg/mi
[8,00 — 494,25]). Eine Zusammenfassung aller Vezéuntyen der Zytokinproduktion ist in
Tabelle 1zusammengefasst.
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Tabelle 1.Anderungen der Depressionsschwere, der Zytokirdanationen und Fraktionen

der CD4CD25und CD4CD25" Zellen (n = 16).

Therapiebeginn

Therapieende

Mittelwert £ SD Mittelwert £ SD t-Test, p
(Range) (Range)
HAMD-21 16,87 + 6,16 7,69 6,04 t(15) = 6,1, p < 0,001
(8-28) (0-17)
IL-

13 Serumkonzentration

unter der Mel3grenze n =10 (62,5%)

1141,62 pg/ml £
850,53

IL-13 Konzentration
im Vollbluttest

IL-6 Konzentration im
Vollbluttest

6439,88 pg/ml £
3259,18

668,44 pg/ml £
659,31

IFN-a Konzentration
im Vollbluttest
Lymphozytenfraktion 22,41 % + 8,58
Veranderungen in

CD4'CD25'- und

CD4'CD25"-Zellen

CD4CD25
CD4'CD25"

29,61 % +7,14
2,74 % + 0,88

n =16 (100%) ishdf's exakter Test:
p =0,018

947,94 pg/ml £
685,72

Z = -1,965, p = 0,049

5490,88 pg/ml £
2425,69

Z=-2,068, p =0,039

357,38 pg/ ml £
435,42

Z=-1,590,p=0,112

23,74% +7,84 =7,517,p=0,605

F(2,14) = 7,5, p = 0,006

31,95 % + 7,61
3,54% +1,21

F(1,15) = 14,5,(GO2
F(1,15) = 9,8, p 00,0
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Der multivariate F-Test zeigte eine signifikantes@atveranderung der CHB@aD25 und
CD4'CD25"-Zellen zwischen Anfang und Ende der Behandlung=(p< 0,05). Die
anschlieRenden univariaten Vergleiche zeigten, di@sProportionen von CD&D25" sowie
CD4'CD25"-Zellen zum Ende der Behandlung angestiegen sindTé&belle 1). Der
durchschnittliche Anstieg betrug 2,33% + 2,45 ($I) CD4'CD25" und 0,81% + 1,03 (SD)
fiir CD4'CD25". Prozentual betrug der Anstieg bezogen auf dielBasWerte 8% fiir CD4
und 36% fiir CDACD25". Es gab keine Veranderung der Lymphozytenfrak(istedian
[IQR]: 21,03% [16,23-27,90] vs. 24,28% [16,75-28)79Weder das Alter noch die
Absolutwertanderung bzw. die relative Veranderumg HAMD-21-Score Kkorrelierte
signifikant mit den Baselinewerten oder den Andgaminnerhalb der CDED25™- bzw.
CD4+CD25"-Tregs. Dabei korrelierte die Depressionsschwere Beginn der Therapie
signifikant mit den absoluten Anstiegen der COB25"-Tregs-Konzentrationen (r = 0,635, p
= 0,008). Entsprechend fanden wir zwar bei Patrentdg moderater bis schwerer Depression
(HAMD-1-Scores > 21, n = 5) im Vergleich zu Patemtmit milder Depression (HAMD-1-
Scores < 22, n = 11) beziglich der Baselinekonagatren von CDZCD25 und
CD4'CD25"-Tregs keine signifikante Unterschiede. Aber dersthey der CDACD25"-
Konzentrationen zum Ende der Behandlung war beieftan mit schwerer Depression
signifikant hoher (0,41 % £+ 0,85 vs. 1,67 % = 0,8%04) = 2,7, p = 0,02) (fbbildung 5).
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5 Therapiebeginn
Therapieende
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Abbildung 5. CD4'CD25"-Zellen [%] bei Begin und nach Therapie bei Pagamit leichter
Depression (HAMD-21 < 22, n = 11) und mit mitteldigabis schwerer Depression (HAMD-
21 > 21, n = 5). Das Sternchen bezieht sich auhifiigante Unterschiede beziglich des
Ausmafes des Anstieges der COB25-Zellen in den beiden Gruppen.
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Explorative Analysen zeigten keine signifikanten téfachiede zwischen Ménnern und
Frauen. Ferner lag keine Assoziation zwischen deolaten oder relativen Verdnderung in
CD4'CD25'- sowie CD4CD25"-Zellen und der Behandlung mit Mirtazapin (n = SSRIs
(N = 8), Citalopram oder Escitalopram (N = 5), \&akin (N = 7) oder Quetiapin (N =8) vor
(T-test, alle p > 0,05). Fur weitere Details hihglich der Ergebnisse der vorliegenden
Untersuchung sei auf die Publikation von Himmerieh al. (Himmerich et al. 2010)
verwiesen, die aus der Studie hervorgegangen ist.
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5. Diskussion

5.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass agredsive Behandlung sowohl die
Plasmakonzentrationen von I3 &ls auch die stimulierte in-vitro Produktion vdr 13 und
IL-6 reduziert, und dass gleichzeitig die dabeild@ahteten Verdnderungen der stimulierten
IL-13-Produktion mit dem BDI-Score korrelieren. Es fagich ein signifikanter Anstieg der
CD4'CD25'- und der CDACD25"-Tregs Uber eine sechswochige Behandlung.

5.2 Bedeutunq der Ergebnisse

Diese Resultate stimmen mit alteren Studienergsebnisiberein, die bereits eine reduzierte
Produktion pro-inflammatorischer Zytokine durch obgfeiche antidepressive Therapie
sowohl in-vivo als auch in-vitro nachweisen konn{&mbera et al. 2001; Piletz et al. 2009;
Seidel et al. 1995; Basterzi et al. 2005). Dahemk® unsere Studie die Hypothese Uber den

hemmenden Einfluss von Antidepressiva auf die dgpjmioduktion sttzen.

Eine erhdhte Produktion von IL31wurde in einem Tiermodell flr chronischen Stress b
Ratten sowie einem Depressionsmodel bei Mausenhdonitogenstimulierte Splenozyten
nachgewiesen. Ferner konnte gezeigt werden, das$s \ierabreichen von ILfl an Tieren
und Menschen depressionséhnliche Symptome auftretéa Anhedonie, Anorexie,
Gewichtsverlust, sozialer Rickzug, psychomotoridebtardierung, Antriebsmangel, erhéhte
Reizbarkeit und Schlafstérungen (Kubera et al. 208lan fand bei depressiven Kindern
(Brambilla et al. 2004), bei depressiven Erwachseri8imon et al. 2008) und bei
geriatrischen Patienten mit Depressionen (Diniz &t 2010) erhdhte ILf3-
Plasmakonzentrationen. Auch die Messenger-Ribomddes- (MRNA) -Konzentrationen
von IL-1B sind bei depressiven Patienten erhtht (Tsao €08l6). AulRerdem scheint die
Therapieansprechrate von antidepressiver Behandluhgech [IL-1B3-Genmutationen
beeinflusst zu werden (Tadet al. 2008; Baune et al. 2009). Nachdem beobbawhiele, dass
der IL-1-Rezeptorantagonist (IL-1Ra) die durchli-hervorgerufenen Stresssymptome und
-effekte sowohl in Zell- als auch in Verhaltensmitete blockiert, hat man IL-1Ra als eine
neue Therapieoption fur Depressionen in Betracabgen (Koo und Duman 2009). Auch
eine erhohte IL-6-Bildung soll mit der Depressioss@riiert sein (Basterzi et al. 2005).

Unsere Befunde reihen sich also gut in die biskedriteratur ein.
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5.3 Mogliche Erklarungen fir die erhaltenen Ergsbai

Uber drei unterschiedliche molekulare Mechanism@mnke die Aktivierung der Produktion

pro-inflammatorischer Zytokine mit der Pathophysgé der Depression in Verbindung
stehen, so dass eine erhdhte Expression diesekidgtau einer depressiven Symptomatik
fuhrt, wahrend eine erfolgreiche Behandlung der rBggion mit einem Rulckgang der
Uberproduktion pro-inflammatorischer Zytokine eingeht:

1. Pro-inflammatorische Zytokine kbnnen neuronale ®eiatransporter aktivieren und
so den gegenteiligen Effekt wie SSRIs haben. Irsiseye IL-3 scheint die
Serotonintransporter-Exprimierung im Hippocampu®hdhen (Ramamoorthy et al.
1995) und die Serotonintransporter zu aktivieremu(2t al. 2006).

2. Eine Immunaktivierung mit erhdhter Bildung pro-erfimatorischer Zytokine
aktiviert das Tryptophan- und Serotonin-abbauendeyd® IDO. Ein vermehrter
Verbrauch von Serotonin und seinem Vorlauferprotémptophan fuhrt zu einer
verminderten Verfligbarkeit von Serotonin, als Falge IDO-Aktivierung.

3. Es wurde postuliert, dass die Aktivierung des pritammatorischen Zytokinsystems
eine ursachliche Rolle bei der depressionsbezogéhtinierung der HPA-Achse
spielt (Himmerich et al. 2009).

Daten aus mehreren ex-vivo-Studien zeigen, dassidépressiva die Bildung pro-
inflammatorischer Zytokine hemmen. Dabei nimmt naan dass diese Suppression der pro-
inflammatorischen Zytokinproduktion in einer Verbesing der depressiven Symptomatik
mundet (Kenis und Maes 2005).

Obwohl der Mittelwert der stimulierten IFd-Bildung abfiel, erreichte diese Veréanderung
keine statistische Signifikanz, was an der klei&¢undienpopulation mit 16 Patienten liegen

konnte.

Der neue Befund dieser Studie ist, das GIBI25- und CD4CD25"-Zellen signifikant
wahrend antidepressiver Behandlung angestiegen simgohl die Lymphozytenfraktion
konstant geblieben ist. Dabei gibt es Parallelen Autoimmunerkrankungen, in denen
Zytokine und Tregs ebenfalls eine wichtige Rolleneihmen. Hier steigt die Tregs-Anzahl bei

den Patienten, die von einer anti-inflammatoriscBehandlung profitieren (Boissier et al.
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2009). Tregs sind potente Suppressoren sowohl iesrteenen als auch des angeborenen
Immunsystems. Beispielsweise steuern Tregs die Mgandifferenzierung zu den alternativ
aktivierten Makrophagen (AAM). AAM stellen Zellen itm einem hohen anti-
inflammatorischem Potential dar. Es konnte naclereinkubation mit Tregs gezeigt werden,
dass die Monozyten die typischen EigenschaftenAddvi-Zellen aufwiesen, inklusive der
Eigenschaft einer stark verminderten Produktion Nefh3 und IL-6 (Tiemessen et al. 2007).
Daher konnte eine Aktivierung der Tregs durch aprdssive Behandlung erklaren, wieso
Antidepressiva die Bildung pro-inflammatorischert@gne reduzieren. Andererseits konnte
die Hochregulation von Tregs auch Folge der Heruagglation von IL-B wéhrend
antidepressiver Therapie sein, da die Konversiom Veegs in TH-17-Zellen durch IL-113

induziert werden kann (Deknuydt et al. 2009).

In unserer Studie untersuchten wir CBB25"-Tregs ohne Riicksicht auf den Foxp3-Status
der Zellen, weil kontroverse Ergebnisse bezuglichriner und humaner CD&D25"-T-

Zellenpubliziert wurden.

Beispielsweise fand man heraus, dass der Transkrgiaktor Foxp3 in Mausen essentiell ist,
wahrend es bei Menschen unterschiedliche Ergebbissigglich CDACD25"-T-Zellen gibt,
seitdem Morgan et al. (2005) beschrieben hat, da®93 auch in anderen T-Zellen
exprimiert wird. Horwitz fand bei Foxp3 zudem ussighiedliche Effekte in Abhangigkeit von
den Farbemethoden heraus (Horwitz 2010). Da der'CD25"-Population einegegulative
Funktion beigemessen wird und dies im Allgemeinehbaeiten Konsens stol3t, verzichteten

wir in unserer Studie auf die Foxp3-Quantifizierung

Tregs exprimieren Tyrosin-Hydroxylase, die Steltsecibe in der Katecholaminsynthese,
(Consentino et al. 2007). Ihre Exprimierung &ndsith unter Stresseinfluss und
Kortisolfreisetzung (Ho6glund et al. 2006). Unsenatéysuchungsbefunde mit erhéhten Tregs
nach erfolgreicher antidepressiver Therapie wekdenden Ergebnissen von Li et al. (2009)
gestutzt, die reduzierte Tregs wahrend akuter dspmer Episoden fanden, ferner von
Sommershof et al. (2009), die reduzierte TregsRaienten mit PTSD fanden. Indessen
postuliert Miller (2010), dass Tregs einen positiEinfluss auf die Schwere der Depression
durch deren Runterregulation chronischer inflammstber Reaktionen haben kdnnten,
betont aber, dass Tregs auch einen negativen HEitditeisen konnten und dass die Balance
der T-Zellen wichtig sein kénnte. Da allerdings vegulatorischen und gegenregulatorischen

Mechanismen auf extrazellularer, intrazellularerenvbran-, Rezeptor-, DNA- und RNA-
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Ebene ausgegangen werden muss, die im einzelnénnidd verstanden sind, sollten keine

voreiligen und allzu weit reichenden Schliisse gemogerden.

5.4 Limitationen der Untersuchung

Der Effekt der antidepressiven Therapie auf dieg$rbei Patienten sowohl mit milder als
auch mit schwerer Depression bestatigt die Konszstmserer Resultate. Dennoch war unsere
Studie eine explorativ-naturalistische Untersuchuiy berechneten mdgliche Effekte von
spezifischen Antidepressiva, fanden aber keineniftignten Einfluss. Spezifische Effekte
von verschiedenen Antidepressiva kdnnen aber welgengeringen Fallzahl nicht sicher
ausgeschlossen werden. Die 0. a. Resultate weidelRrdgen auf, ob der Anstieg der Tregs-
Konzentration die Ursache oder die Folge von rezitemn Zytokinkonzentrationen wahrend
antidepressiver Behandlung ist und ob die Veramdgm im Treg-System auf der Besserung

der depressiven Erkrankung oder auf der Antideprassrkung beruhen.

Trotz dieser Limitationen sollte festgehalten wexdgass Tregs erheblich die Immunantwort
und die Autoimmunitat beeinflussen und ein wichti@estandteil im Immunsystem sind.

Trotzdem wurden Tregs bislang nicht wahrend eiméidapressiven Behandlung untersucht.
Daher stellt diese Studie einen ersten Schrittiésed Richtung dar, um die Beteiligung der
Tregs an der Depression und ihrer Behandlung zerklad/eranderungen innerhalb der Tregs
kébnnten ein Grund fur die Dysregulation der Zytgkivduktion bei depressiven

Erkrankungen sein, und antidepressive Behandlungtkddiese pathologische Veranderung

wieder normalisieren.

5.5. Limitationen der Zytokinhypothese fur die Degsion

Obwohl in der Literatur inkonsistente und widersgtiche Angaben zu finden sind, gibt es
einen Zusammenhang zwischen pro-inflammatorischgtokihen und der depressiven
Erkrankung. Daher wird den Zytokinen moglicherwears&ukunft ein Stellenwert beztglich
antidepressiver Targets und eine Biomarkerfunktiomerhalb der antidepressiven
Behandlung beigemessen (Lichtblau et al. 2012).|Midgrweise eigenen sich Zytokine auch
fur eine laborchemisch fundierte Subklassifizierwtgy Depression, die aktuell lediglich
aufgrund der klinischen Symptomatik moglich istewn der Einleitung ausgefuhrt wurde.
Neben den klassischen pro-inflammatorischen Zy®ki-103, IL-6 und TNFa kommen als

maogliche Biomarker neu entdeckte Zytokine wie z.IB:12 hinzu, die prinzipiell das
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Potential haben kénnten, in der Behandlung von &s=sponen eine Rolle zu spielen (Chang
und Radbruch 2007). Aber die genauen Mechanismed ®&arallelen zwischen

psychiatrischen Erkrankungen und dem Immunsystewh lsislang nicht verstanden. Es sind
noch viele Fragen zu klaren, beispielsweise ob dmi Depression ohne korperliche
Erkrankung die gleichen immunologischen ProzessdearEntstehung affektiver Symptome
beteiligt sind wie bei Patienten mit einer entziol##n Hirnerkrankungen wie der MS und

einer depressiven Episode.

Bisher liegen keine evidenz-basierten cut-off-Wéiile Zytokinkonzentrationen vor, die zur

Diagnosestellung einer depressiven Episode heraggezwerden kdonnten. Eine wiederholte
Messung von Zytokinkonzentrationen konnte ein Inéiz die Progression oder eine
beginnende Remission der Erkrankung sein. Andater&énnen Zytokinkonzentrationen

aufgrund anderer Faktoren fluktuieren, z. B. Infakén, Korpergewichtsanderungen und
Schwangerschaft. Die Anforderungen an einen Bioeragind primar hohe Spezifitat und
hohe Sensitivitdt, gefolgt von minimal-invasiver idgerung des Probenmaterials und
gunstigen Routinelabormethoden. Was Zytokine bigtsind diese Standards nicht erreicht.
Eine wichtige differentialdiagnostische Erkrankusg beispielsweise die bipolare Stérung.
Auch in bipolaren Erkrankungen finden sich hohe &emtrationen von IL-2, sIL-6R und

IFN-y (Modabbernia et al 2013). Aus diesem Grund konneiidibeute bekannten Zytokine
wahrscheinlich nicht zur Differentialdiagnose zviien bipolarer und depressiver Stdrung

herangezogen werden.

Auch wenn gezeigt werden konnte, dass Antideprasdi® Zytokinbildung in-vitro senken
kénnen (Himmerich et al. 2010b), aktivieren eingystidepressiva das TN&-System in
vivo (Hinze-Selch et al. 2000; Kraus et al. 200@3besondere Amitriptylin und Mirtazapin,
die eine Gewichtszunahme bewirken. Daraus reseftierhohte Plasmakonzentrationen von
TNF-a, sTNF-R p55 und sTNF-R p75. Zusatzlich wurde Weet; das Lithium ahnliche
stimulierende Effekte auf das TNFSystem besitzt (Himmerich et al. 2005). Somit
widersprechen diese referierten Befunde der Zytolpothese der Depression, da sowohl
Amitriptylin als auch Mirtazapin potente Antidepses sind und die Therapieansprechrate
im positiven Sinne beeinflussen kénnen (Leuchtl.e2@12; Watanabe et al. 2011). Lithium
wird sogar bei therapieerschwerter Depression gisvelle Add-on-Therapie eingesetzt
(Bauer et al. 2010). Diese immunologischen Veramugen zeigen relevante Einflisse des
Immunsystems auf die antidepressive Behandlung lige/einen auf, die derzeit aber nur
unzureichend interpretiert werden kdnnen.
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6. Zusammenfassung

Regulatorische T-Zellen (Tregs, COBD25"-Tregs) haben u. a. die Aufgabe, die
Immunantwort sowie die Zytokinfreisetzung zu steyarm die Immuntoleranz gegentber
korpereigenen Antigenen aufrecht zu erhalten. Esdevbeschrieben, dass depressive
Patienten eine erniedrigte Konzentration von TragBveisen. Da es aulierdem Hinweise
darauf gibt, dass Zytokine wie Interleukin (IL[5;1L-6 und Interferon (IFN)a eine Rolle in

der Pathophysiologie der Depression spielen und d¢ash die Konzentrationen dieser
Zytokine wahrend antidepressiver Therapie andemtersuchten wir neben Veranderungen
der Produktion von IL-, IL-6 und IFN-0 auch die Veranderung der Konzentration von

CD4'CD25"-Tregs wahrend antidepressiver Therapie.

Wir gewannen dazu das Blut von 16 Patienten mitredesver Stérung in der ersten und
sechsten Woche nach stationarer Aufnahme, in dendi@iPlasmakonzentrationen von IL-
13 bestimmten. Ferner wurde die Produktion von f,-IL-6 und IFN<a in einem Vollblut-
Assay unter immunologischer Stimulation mit Lipogaccharid (LPS) oder Newcastle
Disease Virus (NDV) in-vitro gemessen. Die Lymphezy wurden differenziert und
CD4'CD25"-Tregs mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Deyghopathologische Status
wurde mit der Hamilton-Depressionsskala (HAMD-2dfasst.

Der HAMD-21-Score, die IL-fi-Plasmakonzentrationen sowie die LPS-induzierteftind
IL-6-Produktion waren nach sechs Wochen antidepressBehandlung signifikant gegenuber
der Baseline erniedrigt. Dagegen stieg der Antedr d:D4*CD2§"-Tregs unter den
Lymphozyten von 2,74% = 0.88 (Mittelwert + Standavdeichung) auf 3,54% + 1,21
signifikant (p = 0,007) an. Es fand sich keinenffigante Anderung der NDV-induzierten
IFN-a-Produktion.

Der Anstieg der CDZCD25"-Tregs wahrend antidepressiver Therapie konntelerit Abfall
der Zytokinproduktion und der psychopathologiscMambesserung der Patienten in einem

kausalen Zusammenhang stehen.
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Background: Regulatory T cells (Tregs, CD4” CD25M) are specialized in steering the immune response and
cytokine release to maintain tolerance to self-antigens. As cytokines such as interleukin (IL)-10, IL-6 and
interferon (IFN)-« have been shown to be involved in the pathophysiology of depression and cytokine
levels have been shown to change during successful antidepressant treatment, we tested the involve-
ment CD4*CD25" Tregs in these immunological processes during antidepressant therapy.

Methods: 16 patients suffering from a depressive episode were included into the study and treated with
antidepressants according to their doctor's choice. Blood samples were collected during the first week
after admission and after 6 weeks of treatment. Therein, we determined plasma levels of IL-1B, and
measured IL-1f, IL-6 and IFN-% levels in the stimulated blood by performing a whole blood assay. We
distinguished lymphocytes and identified CD4'CD25" Tregs by multiparameter flow cytometry. The
psychopathological status was assessed using the Hamilton Depression Rating Scale (HAMD-21).
Results: HAMD-21 score, IL-1P serum levels as well as LPS-stimulated IL-1§ and IL-6 production had
decreased significantly at the end of treatment. In contrast, the amount of CD4'CD25™ cells increased
significantly from 2.74% + 0.88 (mean value + standard deviation) to 3.54% + 121; p = 0.007. No
significant changes in virus-induced IFN-o. production was observed.

Conclusions: The increase in CD4*CD25" Tregs during antidepressant therapy may be the reason for the

decrease in cytokine production and the recovery from depression.

@© 2010 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

In recent years, tremendous progress has been made in under-
standing a subpopulation of T cells: the T regulatory cells (Tregs).
Tregs are specialized in suppressing the immune response so that
tolerance to self-antigens can be maintained. They belong to
a group of T cells expressing specific cell surface molecules denoted
as cluster of differentiation (CD) 4 and CD25 which is abbreviated as
CD47CD25". Due to their high expression of CD25, they are
currently named CD47CD25". The immunomodulating effects of
Tregs are mediated by membrane molecules and the modulation of
cytokine expression (Liu and Leung, 2006).

A lack or defect of Tregs has been shown to be involved in
avariety of autoimmune diseases and previous studies clearly show
that reduced cell number or impaired function of Tregs is correlated
with increased autoimmunity (Loser and Beissert, 2007). In turn,

* Corresponding author. Tel.: +49 241 80 80208; fax: +49 241 80 82613.
E-mail address: Irink@ukaachen.de (L. Rink].

0022-3956/8 — see front matter @ 2010 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.jpsychires.2010.03.005

Treg count increases in patients responding to pro-inflaimmatory
cytokine antagonist therapy (Boissier et al., 2009). Evidence is
emerging that a number of autoimmune diseases are also associ-
ated with high levels of interleukin (IL)-1f or genetic predisposition
to IL-1B overproduction (Timms et al., 2004; Pascual et al., 2005;
Maeda et al., 2005).

Pro-inflammatory cytokines such as interleukin 1L-1f8 are not
only involved in the pathogenesis of inflammatory diseases. They
are also involved in the pathophysiology of depression (Piletz et al.,
2009; Konsman et al, 2008). Moreover, the so-called “cytokine
hypothesis of depression™ implies that an excessive secretion of
certain cytokines represents a key factor in the propensity to
precipitate depression in susceptible individuals (Maes, 2008). In
accordance to this, elevated pro-inflammatory cytokine plasma
levels such as IL-1P and IL-6 have repeatedly been found in patients
suffering from affective disorders (Himmerich et al., 2008; Seidel
et al, 1995, 1999; Kubera et al, 2001; Brambilla et al, 2004;
Simon et al., 2008; Diniz et al., 2010; Howren et al., 2009). Inter-
feron (IFN}-o is a cytokine released in response to viral infection
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which induces cellular release of IL-1f and 1L-6, into systemic
cirulation {Dantzer et al, 2008). In combination with ribavirin,
IFM-ais the primarny treatment for patients with chronichepatitis C
wirus { HOV | infection. But while efficadous, a substantial portion of
patients develops major depression during treatment {Capuron and
Miller, 2004). Several studies have demonstrated elevations in
peripheral levels of IL-6 among patients undergoing 1FM-z therapy
(Wichers et al., 2007 . Therefore it is meaningful to measure [FH¥-
a production while investigating changes in [-1f and IL-6
production during antidepressant thempy

However, the changes of (D4~ (D25 Tregs during antidepres-
sant thempy have never been tested so far We sought to investigate
these changes during antdepreszant therapy in patienls with
different degrees of depressive episodes and additionally deter-
mined in vive concentrations of IL-1 ffand the in viro produdtion of
IL-1fi, II-6 and IFM-o Recently, Tregs have been shown o be
decreased in the peripheral blood of patients suffering from major
depression (L et al, 2009). Therfore, we hypothesize that anti-
depressant therapy may inorease Tregs and correct this immuno-
logical feature of depressed patients.

2. Methods
2.1. Subjecrs

N = 16 (5 males, 11 females} conseoutive refemrals to the
department of psychiatry and psychotherapy of the Medical School
of the RWTH Aachen University suffering from a depressive episode
were included into the study. Mean age was 42 + B2 wears
(mean + 50 years). Inidally, 19 patients were included, but 2
patients mfused standardized psychopathological scamination and
1 patient was socluded because of not being depres sed acoording to
the inital study examination.

After a complete descripion of the study, all patients gave
written informed consent to participate in the investigation, which
had been approved by an independent sthics committee (Ethics
Committee of the Medical Faculty, RWTH Aachen University,
Germany; EKOO2/08). All patients induded in the stoudy suffered
from a depressive episode at the time of admission to the hospital,
the day dinic or the outpatients unit. Individual diagnosis acoord-
ing to ID-10 criteria varied within the range of affective spectrum
disorders (F31 F32, F33) Substance dependence and severe
medical conditions that might be related to depressive symptoms
such as endocrine disorders or dementa precuded study enrol-
ment Physical examination, medical history and basdine laboma-
tory  investigations did not reweal any amute or chronic
inflammaton or infection. Autoimmune, cardiac, pulmonary,
endoine and haematological discases weme also miled out. The
study followed a naturalistic design, ie. patients wen reated with
different kinds of antidepressant drugs according to their doctor's
choice. The individual dose was adjusted according to clinical
judgment and plasma levels.

22 Procedure

Blood szamples wem oollected during the first week after
admission and after 6 weeks of treatment. Patients’ psychopa-
thology was assessed using the Hamilton Depression Rating Scale
{HAMD) { Hamilton, 1960} as well as the Beck Depression Inventory
{BON} {Beck et al, 1961} on the same day. HAMD-21 at week 1 was
1687 +6.16; mnge: B—-28.

'Within the blood, we determined plasma levels of IL-1 (. Addi-
tionally, awhole blood assay was performed in the blood samples
as described previously (Kirchner et al, 1982; Seidel et al., 1996).
Blood was cultured in a whole blood assay within 1-2 h after blood

oollection. Test wbes (5 ml Greiner, Mortingen, Germany] wene
filled with 900 1 RPMI 1640 medium supplemented with t-ghita-
mine (2 mM] and penidlin/streptomycn (100 U0 geiml)
(Cambmex, Verviers, Belgium)} Subsequently, 300 @l of blood was
intmduced into each twbe, For induction of IL-1f and 1L-6 produc-
Hon we used endoboxin (LPS, Sigma—Aldrich, Munich, Germamy;
250 ng/ml} and for indudion of IAN-2 production we used Mow-
castle Disease Vims (NOV, kindly provided by Prof. R. Zawatzky,
German Cancer Research Cenire, Heidelberg; 80 hacmazglutinat-
ing units { HAL per mi}. All tubes were covered and samples wene
incubated in an atmos phere of 5% 002 and 37 °C for 24 h. Cell-free
supernatants were harvested after incubation and stored at —70°C.
For guantification of IL-tf, IL-6 and IFN-2 antibody pairs (BD
Biopsdence] wem used to analyrze supernatants. Results wene
measured with a Magellan-EUSA plate reader (Tecan Cailsheim,
Germany). The detection limits of IL-1f, [L-6 and [FN-x were at
39 pgiml, 4.6 pgiml and 7.9 pgiml respectively.

Wie used a multiparameter flow oytometry (FACS Calibur, BDV
Bip=cience, Heidelberg, Germany } to distinguish lymphooytes and
to identify (D4 C025~ cells and CO4+C025™ Tregs. The expression
was detected by the monoclonal antibodies anti-CDO4-FITCand anti-
M25PE (BD* Biosdencel. The different cell fractions could be
distinguished via two-dimensional plotz of forward and side
scatter. Treps were identified by gating on CO4™(D25™, For details
and for an example of multiparameter low oetometry, see Ag. L

23 StoHstics

Lillefors test of normality (Dallal and Wilkinson, 1986} indi-
cated no significant deviaton from the normality assumption for
(M4TCOR5~ and CD4™CD25™ cells at the beginning and end of
treatment (all p = 035). To test for diferences in CO47CD257 and
M4 CO25Y as well as to contral for overall alpha-level, a multi-
variate repeated measures ANCVA with the within-factor begin-
ning vs end of teatment and bwo oubcome measures
(CD4™ D25 and CD4™CO25™) was computed. Only in the case of
a signifiant owerall multivariate F-test, univariate analyses
followed. In addition, to explore potential determinants of the
observed changes, morrelations and ~tests for difference scores
and percentages wem computed with gender, age, severnty of
liness, magnitude of improvement or specific medi@tions as
mplomtory variables. For these latter analyses, an uncorrected
p-value of less than 05 was considered signifiant Differences
between beginning and end of treatment in stimulated L-1, [L-6
and [FN-2 levels and lymphocoyte fraction were tested with the
non-parameteric Wilooxon-test because of non-normality in some
parameters, All analyses wemr undertaken with SPSS 160 and R
{R Development Core Team, 2008).

3. Results

Atthe end of treatment, HAMD-21 had improved froman initial
mean score of #5687 4+ 616 o 769 & 604, In 150fthe 865, HAMD-21
smmes were lower at the end of treatment, while in one subject
HAMD-21 scores had increased from 15 to 16, On average, soores
wiere reduced by 9.2 & 60 points or 55% 4 B

At the beginning of the treatment, IL-1f levels in serum wer
below the detection limit in 10 of the 16 patients, while at the end
of treatment all 16 patients had undetedtable levels of IL-1[; this
difference in frequendes was statistically significant ( Asher's eact
test: p = 001E)L In the 6 patients that had measurable levels at
baseling, these varied between 712 pgi/ml and 6087 pgiml { mean:
3129). In all six patients, IL.-1f levels were no longer detectable at
the end of treatment. The six patents with detectable 1L-15 levels
at haseline did not differ from the 11 other patients in depression
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wese idenfisd (right upper quadrant]as showm in thetight partof the figure. At the beginning of amidepressam theragpy, this patient’s propartion of (04 COES™ Tregs amounted

1o 3713, At the end of antidepressant therapy this proportion amounted to G473

severity, baseline levels or magnitude of changes in CO4TCD25
and CO4™D25™ proportions. Stimulated [L-1f levels were signifi-
cantly lower at the end of treatment {median finterguartile mnge
{IQR)]: B9600 pgml [41425-182425] vs. GB400 pgiml
|321.25—1733.75]). Simulated IL-1fi levels did not cormelate with
age, lymphogete fraction or the HAMD score (spearman'’s rho,
p = (LK) There was a positive assodation between stimulated 1L-
1filevels and BDI scores at basdine (rho 052, p= L0309} and at the
end of treatment (rho 050, p = 0047) In addidon, the baseline to

Table 1

end of treatment differences of IL-1 cormelated with differences in
the BON scores (tho 0.59, p = 00151

Stimulated IL-6 kevels wer signifiantly lower at the end of
treatment, too {median [IQR]: 6411.50 pg/ml | 417 7.00—7651.00] vs.
53750 pgiml | 3I516.00—-7015.00]).

However, stimulated [FM-2 levels did not differ between
beginning and end of treatment (median [IQR]: 44100 pg/ml
| T76.00—-115275] vs. 22450 pgiml [B.00—294.25]). All changes in
oyinkine prodoction are summarized in Table L

Changes in depression severty. optokine levels and proportion of C08CHES™ and (04 CDRS™ cells (n= 16}

Hegin of treagment
Me=an = S frange]

End of trestmen
Mean = 5D (ramge])

Test stnbc p

HARIDN TRET = d16 (3-28)
=1 f serumi level below detedtion Tt

IL-1f induced levels

no=10 {E25)
1141 62 pgiml = 3505

1L imduced levels G488 priml = 325918
IFN-ainduced levels G644 pefml = G59.31
Lymphacyte fraction FIAE - HER
Overall changs m CD4 (D25~

amid (T8 L™ cells
OO 25~ 29513 =714
D a2s™ 17452088

TS = 604 (017} H15) = 61 p = 0001
o= TH{I0E)

94784 pgiml = GH5T2
SH8H pefml = 242560
35738 pgfml + 435,42

Pisher's exact test: p = 0078
&= 1 865, p - 0049
2= 2068 p - (A
2= 15590, p =112

FATAT + 784 2= 0517, po= LS
A224) =15, p= 0006

5% = 70 H115) =145 p — 002

1%E L1 H115)=98_p - 0007
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The multivariate F-test revealed a significant overall change in
CO47025™ and (D4 025" cells between the beginning and end
of reatment (p < 0,05} The subsequent univariate Ccomparisons
revealed that the proportion of COSCD25 and CO4C025™ wells
had inreased at the end of treatment (see Table 1) Average
inreases were 2.33% 4+ 245 for (D4CD25 and 0815 + 1.03 for
CD4™(025™ Translated into percentage change from haseline
values, the inceases were 8% for (D4 and 36% for CO4TCD25™.
There was no change in lymphocyte fraction {median [IQR]: 21.03%
[1632-3790] vo. 24.28% [16.75—28.79]}.

Meither age nor absolule or relative change in HAMD-21 scores
carrelated signifimntly with baseline proportions or mlative
changes of (D4*CO25T and CD4™CD25™  However, depression
severity at the beginning of therapy correlated signifi@ntly with
absolute inreases in (M4C025™ levels (r = 0635, p = 0.008).
Acoordingly, we found that patients with moderate o severe
depression { HAMD-1 scores = 21 n = 5} did not differ from those
with milder depressive symptoms (HAMD-1 scomes <22, n= 11}in
baseline levels of CO4TCD25 T or CO4TCO25™ proportions but that
the incease in M4 C025" levels (.41% + 085 vs 1.67% & 089 ¢
(14} = 27, p=0,02)at the end of therapy was significanty larger for
the maore severely depressed subjects {see Fig. 2).

In addition, explomtive analyses evealed no difference between
males and females. There was also no assodation between the
absolute or relative change in COM™CD25 ™ or CO4™025™ cells and
treatment with mirtazapine (n = 5}, S5R1s (n = 8], dtalopram or
escitalopram {n = 5], venlafaxine (n = 7} or quetiapine (n = B) (-
tesis, all p = 005)

O Begin of restment
End of reatment

]

cp'co2s" cells [%)
B
|

a7; T/
NN
n

Fig 2. (D4 (D2 el [4] at the begmning and end of tregmen in subjecs with
mikler depression (HAMD - < 22, n = 11 ) md with modera®s @ severe depression
{HAMD-21 = 21 n =5} The mterishks refer o signifiant diferenoess in the magnitude
aof the increse of COSTCOES il benween the two groups.

4 Discussion

In this study, we could show that antidepressant treatment
meduces serum levels of IL-14, stimulated in vitmo prododiion of IL-
if and 1L, and the changes of stimulated [L-1f produdion
correlated with changes in the BDI score. These results are in
ooncordance with previous studies showing that sucoessful anti-
depressant therapy reduces pro-inflammatory cytmkine produdion
in vive and in vitro {Kubera et al, 2000 ; Pietz et al, 2009; Seide
et al., 195; Basterzi et al, 2005). Therefore, our sudy provides
further evidence for the hy pothesis that antidepressants counteract
the mechanisms hy which cytokines lead o depression.

An increased producton of 1E-1F has been observed in cultume
supernatant of mitogen-stimulated splenooytes in the mild, chmnic
stressrat and mouse models of depression, and IL- 1f given o animals
and humans has been shown to prduce behavioml alierations and
symptoms similar o those observed in major depresdon, such as
anhedonia, anoreda, weight loss, social withdrawal, psychomotor
mlardation, anergy, irrtability, and sleep disturbances ( Kubera et al.,
2001 U-1pp plasma levels have been found to be elevated in
depressed children { Brambilla et al., 2004}, depressed adults {Simon
et al., 2008 ) and gedatric depressed patients (Dinizet al, 2000). Also
elevated mBMA levels of [L-1f could be showwn in patients suffering
from depression | Tsao et al, 2006 ). And the response o antidepres-
=ant thempy seems o be influenced by IL-1f gene variants (Tadic
et al, 2008; Baune et al, 2010}, As IL-if is thought to be a contrib-
uting factor to major depression, and as the IL-1 receplor antagonist
(IL-1Ra) blocks the stress-like effecs of IL-1f in both cellular and
behavioml models, the [L-1Ra has been proposed o be a new candi-
date for the reatment of depression (Koo and Duman, 20001

An inreased IL-6 pmduction has also been reported o be
pasitively assodated with major depression (Howren et al, 2009,
and a decrease of [L-6 pmdudion during antidepressant treatment
has been found (Basterzi et al., 2005}, Three different mechanisms
might link the actvation of the cytokine system to the patho-
physiology of depression: First pro-inflammatory oytokines might
actvate neuronal serotonin trnsporters and may therefore have
the opposite effect of selective semtonin reupiake inhibitors,
Specifically IL-1f has been shown to up-regulate hippoampal
expression of the serotonin transporter {Ramamoorthy et al., 1995
and to adtivate neuronal semtonin transporters (Zho et al, 2006} in
previous studies. Second, immune adivation with ineased
produdtion of pm-inflammatory oytokines adivates the Typto-
phan- and semionin-degrading enzyme indolamine-23-dimoyme-
nase ([HFL The imoeased consumption of semtonin and its
precursar ryptophan leads to a reduced availability of serotonin
due to activation of 10K Third, it has been postulated that the
activation of the pro-inflammatory cytokine system might play
a causative mie in the depression-related activation of the hypo-
thalamic-pituitary-adrenal (HPA) system (Himmerich et al, 2009,
Moreover, several data from ex-vivo stodies suggest that antide-
pressants suppress pro-inflammatory cytokine producton; it was
hypothesized that this suppression may result in an improvement
of depressive symptoms {Kenis and Maes, 2002,

However, although the median wvaloe of stimulated IFN-
2 production demreased, this change did not reach statistical
signifimnce, maybe doe to the restricted sample size of #6 patents:

The completely novel finding of this investigation is that
M4CO25 and COM-CO25™ cells increased significantly during
antidepressant  treatment. although the lympbooyte fraction
mmained constant The more severely depressed the patients wemn
at baseline, the more their CO4-C025™ proportions increased. This
parallels autoimmune diseases, in which oytokines also play
asignifimntrole. Treg counts do increase in those patienis profiting
from anti-inflammatory therapy (Boissier et al., 2009},
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Tregs are potent suppressors of both the adaptive and the
innate immune system. Tregs, for example, steer monocyte
differentiation towand alternatively activated mamophages (AAM].
AAM ame cells with strong ant-inflammatory potential, and it could
be shown that after coculture with Tregs, monooytes display
typical features of AAM, induding a strongly meduced capadty to
produce IL-1f and IL-6. (Tiemessen et al., 2007} Therefore, up-
regulation of Tregs due o antidepressant treatment might provide
an explanation why antidepressants reduce pro-inflammatory
cytokine produdtion. On the other hand, up-regulation of Tregs
might be a consequence of downmegulation of IL-1§ during ant-
depressant treatment, because the oonversion of Treg into pro-
inflammatory T helper (TH}-17 cells can be indoced by IL-16
(Deleruydt et al, 2009}, In our study we investigated CO§CD25™
Tregs only since controversial findings have been published con-
cerning muringe and human COM™ 25" Tcells. The transriphion
factor Foxp3 for example has been detecied to be highly necessary
for regulatory T cells in mice, while there are divergent findings
concerning human COMT(D25™ T cells, since it has been eported
by Morgan o al. (Morgan e al, 2005) that this ransoiption factor
is also mepressed inother Toells. The problemwith Foep3 in human
studies was further highlighted by Horwitz (Horwite, 2000)
showing divergent effeds by divergent staining technigues.
Howewr, the COM-CO25" population is still accepted as being af
regulatary function only. Therefore we investigated CO4™CD25™ T
cells in our study without guantification of Foxp3. However, this
distrimination may be of further interest as already introduced by
Miller { Miller, 2010}, as discussed below

Tregs express tyrosine hydroxylase, the mtedimiting engymein
the synthesis of @techolamines. They both contain and are
responsive o dopamine (Cosenting et al, 2007} and their ecpres-
sionvaries durng siress and cortisol release { Hoglund et al, 2006).

Owr findings of an inoease in Tregs during sucoessful antide-
pressant therapy ame in line to the finding of L et al. (2009} who
found decreased Tregs during an acute episode of major depression
and to the fndings of Sommershof et al (2009} who found
decreased Tregs in patients suffering from posttraumatic siress
disorder (FTS0). Howewer, Miller | Miller, 2000} hypothesized that
Tregs may contribute to the severity of depression through domen-
regulation of chronic inflammatory res ponses. But Miller also
mentioned that Tregs may have negative effects and that the
balance of T cell populations may be important. Since these
mechanisms ae complex and involve regulatory and counter-
regulatory processes on the level of extra- and intracelular,
membrane, receptor, DNA and RNA pmoesses, one should not jump
to far reaching monclisions,

The difference in patents with mild or severe depression
provides evidence for the consistency of our finding s. Mevertheless,
our study is an explomtive naturalistic study. We caloulated
possible effects of spedfic antidepressants but did not fnd any
significant influence, Mevertheless, specific effects of different
antidepressants can not be excluded due to the low number of
treated patients. The meported mesults — as neady every new
srientific finding — bring up more questions than they answer,
whether increased Treg count is the reason for or a consequenoe of
decreased cytokine levels during antidepressant treatment,
whether changes in the Treg systems are linked to depression, to
antdepressants or o the consequences of bath. Mevertheless, Trees
have been shown to significantly contribute to immune response
and to autoimmunity and therefore play a crucial mle within the
immune system. Tregs have not been investigated during antide-
pressant treatment so far. Therfore, this study provides a fArst
exploratory step in exploring the involvement of Tregs in depres-
sion and its therapy and may be a cansative for the dysregulated
cytokine pmoduction in depression.
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