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Referat

Die Behandlung der chronischen Nierenschadigung/-insuffizienz stellt immer mehr eine
Belastung des offentlichen Gesundheitswesens dar. Seit einigen Jahren werden zunehmend
depressive Symptome bei Patienten mit einer Nierenfunktionseinschrankung beobachtet.
Die Ursachen fiir das gehdufte Auftreten von Depressionen bei Patienten mit chronischer
Nierenschadigung sind nicht ausreichend untersucht. Es ist beschrieben, dass bestimmte
Polyamine wie Agmatin und Putrescin antidepressive Effekte aufweisen. In dieser
Dissertation soll untersucht werden, ob die Enzyme Agmatinase und Sperminsynthase, die in
den Polyaminzyklus eingebunden sind, an der Entstehung der Depression bei
niereninsuffizienten Patienten beteiligt sind. Dabei wurden die Agmatinase- und
Sperminsynthaseexpressionen in Hippocampi von 53 mannlichen Sprague-Dawley Ratten
detektiert. Es erfolgte eine Unterteilung in 6 Gruppen. Die Expression der Enzyme wurde in
Hippocampi von Ratten, die eine 0,9% -Natriumchlorid (NaCl) -Infusion, eine
Asymmetrisches Dimethylarginin (ADMA) -Infusion oder eine 5/6 Nephrektomie erhielten,
bestimmt. Die Auswertung erfolgte nach immunhistochemischer Anfarbung der Agmatinase
und der Sperminsynthase in den Schnitten der Rattenhirne im Bereich des Hippocampus
anhand von Computerprogrammen durch Helligkeitsbestimmung. Es zeigte sich im Vergleich
zu den Kontrolltieren, die mit einer NaCl-Lésung infundiert wurden, bei den 5/6
nephrektomierten Ratten eine Erhohung der Agmatinaseexpression um etwa 5%. Bei den
mit ADMA infundierten Ratten zeigte sich eine Verringerung der Expression um 9%. Diese
Unterschiede waren jedoch nicht statistisch signifikant. Im Vergleich zur Kontrollgruppe
konnte bei den 5/6 nephrektomierten Ratten (T6tung nach 4 Wochen) eine
Expressionssteigerung der Sperminsynthase im Hippocampus um 21% eruiert werden. Um
34% erhoht zeigte sich die Enzymexpression bei Tieren, welche eine ADMA-Infusion
erhielten. Diese Ergebnisse waren statistisch signifikant. Mit dieser Dissertation konnte
somit gezeigt werden, dass die beiden untersuchten Enzyme im Rahmen der
Verstoffwechslung der Polyamine im Argininzyklus bei niereninsuffizienten Ratten zum Teil
deutlich héher im Hippocampus exprimiert waren, als bei den Kontrolltieren. Sollte sich dies
auch bei nierengeschadigten Patienten finden, kénnte es dadurch eventuell zu einem

depressionsfordernden Effekt kommen.

Stein, Felix: Hippocampale Expression von Agmatinase und Sperminsynthase bei 5/6
nephrektomierten Ratten — einem Modell der chronischen Nierenschddigung, Halle (Saale),
Univ., Med. Fak., Diss., 35 Seiten, 2016
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1. Abkiirzungsverzeichnis

ADMA Asymmetrisches Dimethylarginin
AGMAT Agmatinase

bzw. Beziehungsweise

ca” Kalzium

DAB Diaminobenzidin

dl Deziliter

g Gramm

HCl Chlorwasserstoff

kcal Kilokalorien

ml Milliliter

mol Mol (Stoffmenge)

n= Anzahl der Versuchstiere

NaCl Natrumchlorid

NMDA N-Methyl-D-Aspartat

NO Stickstoffmonooxid

Nx 5/6 Nephrektomie

oDC Ornithindecarboxylase

S.E.M. standard error of the mean, Standardfehler
SMS Sperminsynthase

SRM Spermidinsynthase

°C Grad Celsius
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1. Einleitung

1.1. Die chronische Nierenschadigung im Zusammenhang mit Depressionen

Die Behandlung der chronischen Nierenschadigung/-insuffizienz wird zunehmend eine
Belastung des offentlichen Gesundheitswesens. Die ungefahre Pravalenz liegt in Deutschland
bei 1050 Fallen pro 1.000.000 Einwohner. Dies kann man mit Untersuchungen aus den USA
vergleichen, in der 4-8 % der Bevdlkerung eine Nierenfunktionseinschrankung aufweisen [6].
Nierenfunktionseinschrankungen sind meist Folge von systemischen Erkrankungen, wobei
hier der Diabetes mellitus und der Bluthochdruck im Vordergrund stehen. Dabei sind die
Symptome und Komplikationen im Rahmen der chronischen Niereninsuffizienz nicht
unerheblich. Durch die Storung der exkretorischen Nierenfunktion mit eventuellem Sistieren
der Urinproduktion kann es zu einer ausgepriagten Odembildung kommen. Auch das
Lungenddem, die Herzinsuffizienz und urdamische Intoxikationen gehdren zu gefiirchteten
Komplikationen der chronischen Nierenschadigung. Die Patienten weisen daher eine
erhohte Mortalitat auf [7]. Sie missen aufgrund ihrer zahlreichen Komplikationen auch
haufiger im Krankenhaus stationar behandelt werden [8]. Seit einigen Jahren aber riicken
besonders depressive Symptome bei Patienten mit einer Nierenfunktionseinschrankung in
den Vordergrund. In verschiedensten Studien schwankt das Auftreten dieser depressiven
Symptome zwischen 15% und 45% [7, 9—-11]. Die Studie von Kimmel et al. zeigt, dass die
Pravalenz des Auftretens von Depressionen oder depressiven Symptomen bei chronischer
Niereninsuffizienz im Vergleich zur Normalbevolkerung 4 mal hoher ist [12]. Die Symptome
depressiver Verstimmungen oder Depressionen sind vielfaltig. Zu den haufigsten
psychologischen Symptomen gehdren dabei, ohne Anspruch auf Vollstandigkeit, vor allem
Schlafrigkeit, Angstzustdnde, reduzierte Konzentrationsfahigkeit, Antriebslosigkeit, sozialer
Rickzug sowie Geflihle der Hilflosigkeit und Hoffnungslosigkeit bis hin zu suizidalen
Gedanken. Das sind aber nicht die einzigen Erscheinungen, die im Rahmen einer depressiven
Stimmungslage auftreten kdnnen. Auch korperliche Beschwerden gehéren sind haufig. Hier
treten besonders haufig Appetitlosigkeit mit Gewichtsverlust, Riicken- oder Kopfschmerzen
und Sexualfunktionsstorungen auf. Gastrointestinale Symptome wie chronischer Durchfall
oder Ubelkeit schrinken die betroffenen Patienten stark ein. Beschrieben wurden eine

Vielzahl an Risikofaktoren eine Depression zu entwickeln. Darunter zdhlen ein jlngeres
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Alter, weibliches Geschlecht, geringe oder fehlende Berufsausbildung, geringer
soziobkonomischer Status und das Auftreten von Begleiterkrankungen wie Diabetes,

Bluthockdruck sowie Herzerkrankungen [7].

Die Ursachen fiir das gehaufte Auftreten von Depressionen bei Patienten mit chronischer
Niereninsuffizienz sind nicht genau erforscht. Mogliche Erklarungsmoglichkeiten liefern
Studien, die besagen, dass Depressionen im Zusammenhang mit oxidativen Stress und
inflammatorischen Zytokinen [13] stehen. Auch die chronische Nierenschadigung ist mit
erhohten inflammatorischen Zytokinen und oxidativen Stress vergesellschaftet [14, 15]. In
einer Studie von Hsu et al. wird ein Zusammenhang zwischen der Entstehung einer
Depression und Urdmietoxinen, die an der Atiologie der Niereninsuffizienz beteiligt sind,
vermutet [16]. Auch den Polyaminen Putrescin, Spermidin und Spermin werden als
Uramietoxinen eine Beteiligung an der Entstehung einer Urdamie nachgesagt [17]. Dieses
Polyaminsystem ist nach Fiori et al. aber gleichzeitig an der Entstehung von psychischen

Erkrankungen, wie Schizophrenie oder depressiver Stimmungslage, beteiligt [18].

Ziel der vorliegenden Dissertation war es, dieses System der Polyamine weiter zu
untersuchen. Dabei wurde besonders die Expression der Enzyme Agmatinase und
Sperminsynthase im Hippocampus betrachtet. Diese Enzyme sind in den Metabolismus

dieses Polyaminsystems eingebunden.

1.2. Agmatinase

Die Agmatinase gehort zur Familie der Hydrolasen und katalysiert im menschlichen Korper
eine Reaktion im Polyaminzyklus des Arginin. Aus dem Argininderivat Agmatin, ein
Neurotransmitter im Bereich des Putamen, entsteht mithilfe dieses Enzyms ein weiteres
Diamin, das Putrescin [19]. Diese Reaktion verbraucht Wasser und es entsteht als

Nebenprodukt Harnstoff. In Abbildung 1 wird diese Reaktion dargestellt [20].
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Abbildung 1: Katalysierter Reaktionsweg der Agmatinase verdndert nach Brenda - The comprehensive Enzyme
Information System [1]

In Abbildung 2 wird der dreidimensionale Aufbau der Agmatinase dargestellt [2]. Da

Agmatin als wichtiger Neuromodulator, sogar als Neurotransmitter angesehen wird, spielt
die  Agmatinase anscheinend eine wichtige Rolle in der Pathogenese bestimmter
neurologischer und psychiatrischer Erkrankungen [21].
Agmatin interagiert mit unterschiedlichen
Neurotransmittersystemen [22]. In verschiedenen
Studien wurde gezeigt, dass dieses Polyamin in den
Prozess der Pathogenese von Depressionen und

Schizophrenien eingebunden ist [22]. Hier spielt vor

allem der N-Methyl-D-Aspartat (NMDA) Rezeptor eine
Rolle. Dieser Glutamat-Rezeptor ist in die Entstehung Abblldung 2: Dreldimensionale Struktur der
von Depressionen einbezogen [23]. Agmatin gilt als Agmatinase gedndert nach USCN Life Science

Inhibitor dieses Rezeptors durch Bindung an die [3H]-(+)-MK-801 Bindungsstelle des NMDA-
Rezeptors [24]. Vor allem die Studie von Zomkowski et al. ist flir die Annahme entscheidend,
dass Agmatin antidepressive Effekte aufweist [25]. Daher liegt die Vermutung nahe, dass die
Agmatinase als Inaktivator des antidepressiven Agmatin an der Entstehung der Depression
beteiligt ist. Der Genlokus, der fir Agmatinase codiert, ist auf Chromosom 1p36 lokalisiert
[22]. Dies unterstiitzt die vorangegangene Vermutung, denn erstaunlicherweise wurde
dieser Lokus auch mit bipolaren Stérungen und Depressionen in Verbindung gebracht [26].
Das Endprodukt der durch die Agmatinase katalysierten Reaktion Putrescin wird als
Uramietoxin angesehen. Dieses Polyamin ist bei Patienten mit ausgepragter
Niereninsuffizienz im Serum erhdht [17, 27]. Putrescin gilt als Inhibitor der Erythropoese bei
niereninsuffizienten Patienten, welche haufig an der daraus resultierenden renalen Anamie

leiden [28]. Diese Erkenntnis ldsst ebenfalls den Schluss zu, dass Patienten mit

Niereninsuffizienz eine erhohte Aktivitdat der Agmatinase aufweisen kénnten. Ein weiterer
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interessanter Fakt ist, dass die Putrescinkonzentration bei der sogenannten
stressinduzierten Polyaminreaktion deutlich erhoht ist. Anteile dieser Polyaminreaktion

scheinen ebenfalls an der Depressionsentstehung beteiligt zu sein [29].

1.3. Sperminsynthase

Die Sperminsynthase ist eine Aminopropyltransferase und katalysiert im menschlichen
Korper die Reaktion der Polyamine Spermidin in Spermin. Dabei wird S-Adenosyl-L-
Methioninamin verbraucht und Wasserstoffionen sowie S-Methyl-5'-Thioadenosin frei [3]. In
Abbildung 3 wird der katalysierte Reaktionsweg der Sperminsynthase vereinfacht dargestellt
[3]. Das Sperminsynthase Gen befindet sich auf dem kurzen Arm des X-Chromosomes im
Bereich der Bande Xp 22.1 [4]. Es ist bekannt, dass die funktionierende
Sperminsynthaseaktivitat fiir ein normales Wachstum im menschlichen Korper von

entscheidender Bedeutung ist. Das

u]

HEN . .
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L N . . .
Yol Mutationen im Sperminsynthasegen auf
~" (7

T Xp 22.1 |6sen beispielsweise das Snyder-

Abbildung 3: Katalysierter Reaktionsweg der Sperminsynthase Roblnson-Syndrom aus, welches  mit

modifiziert nach HumanCyc Database Collection [3 . . .
v [3] mentaler Retardierung, kraniofazialen

Dysmorphien, Hypotonie, marfanoiden Habitus, Skelettanomalien und Osteoporose

einhergeht [31]. Damit zeigt sich die Wichtigkeit einer funktionierenden
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Sperminsynthaseexpression. In Abbildung 4 ist der dreidimensionale Aufbau der
Sperminsynthase dargestellt [4]. Allerdings kann auch eine UberschieRende Aktivitat dieses
Enzymes zu Fehlfunktionen fiihren. Diese sind allerdings eher in der Degradierung von
Spermidin zu Spermin zu sehen. Wie bei der Agmatinase gezeigt, spielt der NMDA-Rezeptor
bei der Entstehung von Depressionen eine entscheidende Rolle. Eine Gbermalige Aktivitat
dieses Rezeptors mit vermehrter Ca®* Aufnahme ist ein Bestandteil in der Entstehung vieler
Neurodegenerativer Erkrankungen [23]. Spermin bindet an eine sehr spezifische
Bindungsstelle dieses Rezeptors und verursacht dadurch eine glycinunabhdngige oder
-abhédngige Aktivierung des NMDA-Rezeptors, je nach vorherrschender Glycinkonzentration.
Ebenso ist aber auch eine membranspannungsabhangige Inhibition des Rezeptors bekannt
[32]. Diese Erkenntnis lasst die Annahme
zu, dass das Produkt der Sperminsynthase
katalysierten Reaktion Spermin einen
depressionsfordernden Effekt aufweist.

Im Folgeschluss ldsst sich damit auch ein

Zusammenhang zur
Depressionsforderung durch die

Abbildung 4: Dimerer Aufbau der Sperminsynthase in Spermlnsynthase herstellen. Spermin und

gebundener Form mit Spermidin und mit freier Bindungsstelle

verindert nach Pegg et al. 2010 [4] Spermidin sind ebenso Uramietoxine und

bei niereninsuffizienten Patienten
allerdings typischerweise erniedrigt im Vergleich zu nierengesunden Patienten im Serum

nachweisbar([28].

1.4. Agmatinase und Sperminsynthase in Bezug auf den Polyaminzyklus und

ihrer jeweiligen hippocampalen Expression

Das antidepressive Agmatin als Substrat der Agmatinase wurde im Hypothalamus,
immunhistochemisch vor allem in den Neuronen, in sehr hoher Konzentration detektiert
[33]. Bernstein et al. konnten in ihrer Studie darstellen, dass die Agmatinase bei Patienten
mit depressiven Storungen deutlich erhoht ist. Dabei war diese Erhéhung besonders im

Bereich des Hippocampus und seinen Subregionen detektiert worden [19]. Dies lasst die
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Vermutung zu, dass bei Patienten mit progressiver Niereninsuffizienz die
Agmatinaseexpression im Hippocampus ebenso erhéht sein konnte. Diese Annahme ist
Ursache der vorliegenden Untersuchung der Dissertation. Im weiteren Verlauf des
Polyaminzyklus ist auch die Sperminsynthase eingebunden. Aus dem Produkt der
Agmatinase katalysierten Reaktion, dem Putrescin, entsteht unter Wirkung des Enzymes
Spermidinsynthase Spermidin. Dieses Polyamin wird im weiteren Verlauf durch die

Sperminsynthase zu Spermin umgesetzt [34]. Die Abbildung 5 zeigt den

zusammenhangenden Reaktionsweg dieser Enzyme [5].
SRM SMS
N % N
Putrescin I Spermidin J Spermin

Ornithin ] A

Abbildung 5: Der katalysierte Reaktionsweg im Polyaminzyklus modifiziert nach Turecki [5]
AGMAT= Agmatinase ODC= Ornithindecarboxylase = SRM= Spermidinsynthase SMS= Sperminsynthase

In der Studie von Chen et al. wurde gezeigt, dass die Konzentrationen von Putrescin und
Spermidin im Gehirn von Personen, welche Selbstmord begangen hatten im Vergleich zur
Kontrollgruppe deutlich erhéht waren [35]. Die Datenlage zu den Konzentrationen der
katalysierenden Enzyme ist sehr gering. Die Untersuchung, ob eine Erhohung oder
Erniedrigung der Sperminsynthaseexpression bei Patienten mit Niereninsuffizienz in die
Entstehung der Depression eingebunden ist, war eine Fragestellung dieser Dissertation. Die
verschiedenen Polyamine wie Putrescin, Spermidin und Spermin gelten als Urdamietoxine.
Dabei ist die Konzentration von Putrescin im Serum von Patienten mit
Nierenfunktionsstérungen erhoht, die Konzentration von Spermidin und Spermin tendenziell
erniedrigt [36]. Ob es einen Zusammenhang zwischen diesen Ergebnissen bei Patienten mit
Niereninsuffizienz und der erhohten Depressionsanfalligkeit gibt, miissen weitere
Untersuchungen zeigen. Die Untersuchung der in den Metabolismus dieser als Uramietoxine

geltenden Polyamine einbezogenen Enzyme ist deshalb Gegenstand dieser Untersuchung.
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1.5. Zielsetzung der Arbeit und wissenschaftliche Fragestellung

Die chronische Nierenschadigung ist wie beschrieben eine Erkrankung, die aufgrund ihrer
mannigfaltigen Ursachen und damit Behandlungsansdtzen eine hohe Belastung fiir das
Gesundheitssystem darstellt. Folgen dieser Erkrankung sind schwerwiegend. Herzinsuffizienz
und uramische Intoxikationen sind haufig. In letzter Zeit wird in vielen Studien aber auch die
Depression als haufige Komplikation bei chronischer Niereninsuffizienz beschrieben. Dies ist
fiir betroffene Patienten sehr belastend und hat damit einen grolRen Stellenwert fiir das
Outcome des Patienten. An der Depressionsentstehung sind offensichtlich bestimmte
lonenkanale, wie auch der NMDA-Rezeptor beteiligt. Dieser Rezeptor kann durch bestimmte
Substanzen beeinflusst werden. Eine dieser Substanzgruppen ist die der Polyamine. In den
Metabolismus der Polyamine sind die Enzyme Agmatinase und Sperminsynthase
eingeschlossen. Polyamine wie Spermin, Spermidin und Putrescin, die als Anfangs- oder
Endprodukte der durch die zwei vorher erwdhnten Enzyme fungieren, werden als
Uramietoxine angesehen. Damit ist die Annahme gerechtfertigt, dass diese Enzyme an der
Depressionsentstehung bei niereninsuffizienten Patienten beteiligt sein kdnnten. Die
vorliegende Arbeit untersucht damit die Agmatinase- und Sperminsynthasexpression in
Hippocampi niereninsuffizienter Ratten im Vergleich zu nierengesunden Kontrolltieren. Im

Einzelnen werden im Rahmen dieser Dissertation folgende Fragestellungen untersucht:

- Wie stark ist die Expression der Agmatinase in Hippocampi nierengesunder
Versuchstiere im Vergleich zu niereninsuffizienten Versuchstieren?

- Wie stark ist die Expression der Sperminsynthase in Hippocampi nierengesunder
Versuchstiere im Vergleich zu niereninsuffizienten Versuchstieren?

- Gibt es einen Zusammenhang zwischen den Expressionsmustern der Agmatinase und
der Sperminsynthase bei niereninsuffizienten Versuchstieren?

- Kann man Ergebnisse der Analysen der Sperminsynthasexpression in Hippocampi
niereninsuffizienter Ratten auf die Depressionsanfilligkeit von Patienten mit

chronischer Nierenschadigung extrapolieren?
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2. Methoden und Materialien

2.1. Versuchstiere

Die Tiere wurden im Rahmen eines umfangreichen drittmittel-geforderten Projektes in der
Medizinischen Hochschule Hannover gehalten, operiert und getotet. Die Gehirne wurden

anschlieflend nach Halle (Saale) transferiert und hier von mir untersucht.

Fir die Versuchsreihe wurden insgesamt 53 mannliche Sprague-Dawley Ratten im Alter von
10 Wochen verwendet. Die Versuchstiere hatten ein Gewicht von 370g (Gramm) bis 430g.
Wir erhielten die Tiere von der Charles River GmbH, Sulzfeld, Deutschland. Gehalten wurden
die Tiere in den ersten 3 Tagen in Standardkafigen in Gruppen von 5 Tieren. Der Kafigboden
war mit Standardstreu ausgelegt. Danach wurde jedes einzelne Versuchstier in einen
eigenen Plastikkafig verbracht, der mit Zellulose ausgebettet war. Dabei bestanden zu jeder
Zeit die gleichen Umgebungsbedingungen. Es handelte sich um ein klimatisiertes Labor mit
einer konstanten Temperatur von 24° C. Der Tag-/Nacht-Rhythmus der Tiere wurde mit
einer Hell-Dunkel-Photoperiode von 14 Stunden Helligkeit und 10 Stunden Dunkelheit
eingehalten (Tageszyklus 07:00 Uhr bis 21:00 Uhr). Nahrung und Trinkwasser standen den
Versuchstieren ad libitum zur Verfiigung. Alle Tiere bekamen Standardfutter (Altromin 1234,
50% Kohlenhydrate, 19% Proteine, 12% Wasser, 4% Fett und 2,1 kcal/g) der Altromin GmbH,
Lage, Deutschland. Fir die Versuchsreihen und Versuchstiere wurden alle ethischen und
rechtlichen Voraussetzungen, sowie alle Regelungen erfiillt und eingehalten. Alle in dieser
Dissertation durchgefiihrten Versuche wurden von der Niedersachsischen Regierung
(Hannover, Deutschland) genehmigt und hielten sich an die Richtlinien des Rates der

Europdischen Gemeinschaft vom 24. November 1986.

2.2. Experimentelles Design

Die 53 Versuchstiere wurden randomisiert in 6 Gruppen eingeteilt. Dabei bestanden die
Gruppen 1 bis 4 aus 10 Versuchstieren, die Gruppe 5 enthielt 8 Versuchstiere und 5 Tiere

entfielen auf Gruppe 6. Am ersten Tag wurden allen Versuchstieren der Gruppen 1 bis 4
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unter Isofluran Inhalationsnarkose subkutane ALZET" Pumpen implantiert (Modell 2ML4 mit
einer Flussrate von 2,5 pL/h). Dadurch konnte allen Tieren der Gruppen eins und zwei 0,9%
NaCl-Lésung infundiert werden, die Gruppen 3 und 4 erhielten 250 umol/kg/Tag
Asymmetrisches Dimethylarginin (ADMA) (Alexis Biochemicals, Lausen, Schweiz). Dabei
wurde ADMA in 0,9% NaCl-Losung geldst, anschlieBend steril filtriert und anschlieBend
infundiert. Die Versuchstiere in den Gruppen 1 und 3 mit je 10 Tieren wurden nach zwei
Wochen Infusion get6tet. Die Totung der Tiere unter 0,9% NaCl- beziehungsweise ADMA-
Infusion erfolgte in den Gruppen 2 und 4 nach 4 Wochen. Bei den Versuchstieren in Gruppe
5 und 6 wurde am ersten Tag eine 5/6 Nephrektomie in folgender Weise durchgefihrt:
Unter Ketamin und Xylazin Andsthesie wurde eine selektive Unterbindung der extrarenalen
Aufspaltung der Arteria renalis sinistra durchgefiihrt. Dies fiihrte in 2/3 der linken Niere zu
einem Niereninfarkt. Dadurch war nur noch 1/3 der linken Niere funktionsfahig, was einer
Teilresektion der linken Niere gleichkam. Die rechte Niere wurde in toto entfernt [37]. Die
nephrektomierten Tiere in Gruppe 5 wurden schlieRlich nach 3 Wochen getotet, die Tiere in

Gruppe 6 nach insgesamt 4 Wochen.

Ursachlich fir die Wahl von Asymmetrischen Dimethylarginin als weitere Infusionslésung ist
die Erkenntnis, dass ADMA als ein zentrales Uramietoxin angesehen wird. Seine
Serumkonzentration ist bei Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz deutlich erhoht.
ADMA hat allen Anschein nach einen Einfluss bei der Entstehung von Bluthochdruck und

anderer Komplikationen im Verlauf der chronischen Niereninsuffizienz [38].

2.3. Totung und Organentnahme

Unter Isofluran-Anasthesie (Isofluran-Baxter, 250ml, Baxter Deutschland GmbH,
UnterschleiBheim) wurde das Abdomen und der Thorax der Tiere geodffnet. Der linke
Herzventrikel wurde zur Blutentnahme punktiert. Das Blut wurde mittels 7,5ml Heparin
Monovetten® (19 I.E./ml Blut, Sarstedt, Nimbrecht) entnommen. Zur in situ Perfusion der
Organe wurde eine Kanile in den linken Ventrikel platziert und mit einer Klemme fixiert.
Nach Offnung des rechten Herzohres wurde fiir 5 Minuten (iber die Kanile im linken

Ventrikel heparinisierte, isotone Kochsalzlésung (B|Braun, Melsungen, Germany)
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tropfenweise infundiert. Direkt anschlieRend wurde Gber den gleichen Zugang fiir ca. 15
Minuten eine Paraformaldehyd- (4%, Merck, Hohenbrunn) Perfusion durchgefiihrt. Das

Gehirn wurde entnommen und unverziiglich bei -80°C gelagert.

2.4. Immunhistochemie

Es wurden nun von den Gehirnen Gefrierschnitte angefertigt. Dabei wurden 20 Gehirne von
Versuchstieren verwendet, welche mit 0,9% NaCl-Losung infundiert wurden. In dieser
Gruppe entfielen 10 Gehirne auf Versuchstiere, welche nach 2 Wochen getdtet wurden, wie
auch 10 Gehirne auf Ratten, welche nach 4 Wochen getdtet wurden. Es wurde die gleiche
Aufteilung und Anzahl von Versuchstieren gewahlt, welche mit ADMA infundiert wurden. In
der Gruppe der 5/6 nephrektomierten Ratten wurden von 13 Versuchstieren
Gehirngefrierschnitte angefertigt, wobei 8 Versuchstiere nach 3 Wochen getétet wurden
und 5 Tiere nach 4 Wochen getotet wurden. Die Gehirne wurden nach Entnahme bei 4°C fiir
24 Stunden in 4% Paraformaldehyd und 1 mol Phosphatpuffer fixiert. Um eine Zerstérung
der Gewebestruktur beim Einfrieren durch Wasseransammlungen zu verhindern, wurde den
Gehirnen durch eine 72 stiindige Lagerung in 30% Saccharose (bei 4°C) osmotisch Wasser
entzogen. AnschlieRend erfolgte das Einfrieren der Gehirne bei — 20 °C. Es wurden mit dem
Kryostat (bei -20 / -25 °C) in koronarer Ebene 40 um dicke Schnitte angefertigt und in einer
mit Phosphatpuffer gefiillten Multiwell-Schale aufgefangen.

Die Farbung startete mit einer zweimaligen Splilung der Schnitte mit Phosphatpuffer, gefolgt
von einer 30 minltigen Inkubation in 1% Wasserstoffperoxid. Nach diesem Schritt wurden
die Schnitte zweimal fir jeweils 5 Minuten mit Phosphatpuffer gespilt. Vor der
Antikorperinkubation fand eine Reduktion unspezifischer Antikérperbindungen durch
Zufuhren von Serum der Spezies, aus der der Sekundarantikdrper gewonnen wurde und
einer Losung lipophiler Membranen mit Triton X statt. Hierzu wurden die Schnitte fir 30
Minuten in Phosphatpuffer mit 5% Kaninchenserum und 0,3% Triton X inkubiert. Ohne
weitere Spllschritte folgte nun die (getrennte) Inkubation mit 2 verschiedenen
Primarantikérpern: Agmatinase (Agmatinase C-16, Santa Cruz Biotechnologies, Santa Cruz,
Kalifornien, USA) und Sperminsynthase (Spermine Synthase, antibodies-online, Aachen,

Deutschland). Die Priméarantikbrper wurden 1:100 in Phosphatpuffer (plus 5%
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Kaninchenserum und 0,3% Triton X) verdinnt, und mit den Schnitten fiir 12 Stunden
inkubiert. Im Anschluss daran wurden die Schnitte zweimal fir 5 Minuten mit
Phosphatpuffer gespiilt. Die Gehirnschnitte wurden dann bei Raumtemperatur fiir eine
Stunde mit dem jeweiligen sekunddren Antikdrper (gelost in Phosphatpuffer plus 5%
Kaninchenserum und 0,3% Triton X) gegen das Fc-Fragment des primdren Antikorpers (zur
Agmatinase Detektion: Kaninchen-anti-Ziege biotinyliert, 1:200; zur Sperminsynthase
Detektion: Kaninchen-anti-Maus biotinyliert, 1:200) behandelt. Nach zwei 5 mintigen
Waschschritten mit Tris-Chlorwasserstoff (HCl) erfolgte die Inkubation mit dem Farbstoff
DAB (Diaminobenzidin). Nach der Inkubationszeit folgte eine 2 malige Splilung der Schnitte
mit Tris-HCl fur jeweils 5 Minuten. Nun erfolgte die 1 stiindige Inkubation mit dem ABC
Vector Komplex (VectaStain Elite Kit, PK-6100, Vector Laboratories, Burlingame, Kalifornien,
USA). Daran anschlieRend wurden die Schnitte abermals zweimal fiir 5 Minuten mit Tris-HCI
gewaschen. AbschlieBend folgte die letzte Inkubation mit dem Farbstoff 3,3’-
Diaminobenzidin (Peroxidase Subtrate Kit, SK-4100, Sigma Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland) fiir 15 Minuten. Nach dem Spiilen der gefarbten Schnitte mit Phosphatpuffer
wurden sie auf Objekttrager aufgezogen und bei Raumtemperatur getrocknet. Zur Fixierung
auf den Objekttragern wurden die Schnitte auf den Objekttragern jeweils zweimal fiir 5
Minuten mit Isopropanol und Xylol gespilt und abschlieBend mit Eukitt (Sigma Aldrich
Chemie GmbH) eingedeckt.

2.5. Auswertung der Histologie

Die histologische Auswertung fand verblindet am Biozero BZ-8000 Fluoreszenz-Mikroskop®
statt. Es wurden Objektive mit 4 bis 10 facher VergroRerung verwendet. Auf einem
Objekttrager befand sich ein aufgeklappter Gehirnschnitt im Hippocampusbereich der
einzelnen Versuchstiere. Aus jedem Gehirnpraparat der einzelnen Versuchstiere wurden
mehrere Objekttrager von Gehirnschnitten mit unterschiedlichen Regionen des
Hippocampus angefertigt. Die Gewebeschnitte wurden zuerst in der Ubersicht qualitativ
begutachtet. Dabei wurde darauf geachtet, dass die einzelnen Schnitte keine gréReren
Fixationsartefakte enthielten. Wenn dies der Fall war, wurden diese Schnitte nicht mit in die

Auswertung einbezogen. Weiterhin wurde nun auf jedem Objekttrager ein anndhernd
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gleicher Bildausschnitt ausgewahlt, der den ganzen Umfang des Hippocampus auf dem
Objekttrager umfasste. Dabei wurde auch darauf geachtet, dass jedes Bild etwa die gleiche
Helligkeit und Belichtung besal. Dies stellte sich bei einigen Schnitten als schwierig heraus.
Wurden alle Kriterien annadhernd erfiillt, wurde der Bildabschnitt fotodokumentiert und
weiter ausgewertet. Dabei wurden in der Gruppe der Versuchstiere, welche mit 0,9% NaCl-
Losung infundiert wurden von jedem Gehirn 2 bis 7 Schnitte angefertigt und ausgewertet.
Drei bis sieben Gefrierschnitte wurden pro Gehirn bei Versuchstieren, welche mit ADMA
infundiert wurden, erstellt und betrachtet. Auf die Gruppe der 5/6 nephrektomierten
Versuchstiere entfielen pro Gehirn zwischen 2 und 8 Schnitte. Es wurden im Gesamten 114
Gehirngefrierschnitte von Versuchstieren untersucht, bei denen das Enzym Agmatinase im
Hippocampus immunhistochemisch angefarbt wurde. Ebenso viele Gefrierschnitte wurden
von Tieren analysiert, bei denen Sperminsynthase im Hippocampus angefarbt wurde. Somit
sind insgesamt 228 Gehirngefrierschnitte mithilfe des Fluoreszenzmikroskopes untersucht

worden.

2.6. Statistische Analyse mithilfe von Computer Software

Zur Auswertung jedes einzelnen Bildes der Gewebeschnitte wurde das Programm Image J
des National Institutes of Health verwendet. Dabei wurde unter dem Button ANALYZE die
Option MEASURE gewahlt. Mit dieser Option wurde das Bild hinsichtlich seiner Helligkeit
untersucht und ausgewertet. Dies erfolgte durch das Programm nach folgender Formel:
value =0.299 x red + 0.587 x green + 0.114 x blue [39]. In den Abbildungen 6 und 7 ist der
Schritt zur Ermittlung der mittleren Helligkeit dargestellt. Die Ausgabe der gesammelten
Daten erfolgte in einer automatisch generierten Tabelle. Zur weiteren statistischen
Auswertung wurde dabei nur die mittlere Helligkeit verwendet. Hintergrund der Wahl der
Auswertung Uber die Helligkeit ist die unterschiedlich stark immunhistochemisch angefarbte
Enzymexpression im Hippocampusbereich. Um einen potentiellen statistisch signifikanten
Effekt der ADMA-Infusion/Nephrektomie zu detektieren wurde ein ,one-way ANOVA“Test
mit ,,treatment” als Faktor durchgefiihrt. Zeigte der ANOVA Test signifikante Interaktionen,

wurde eine ,Fischer’s PLSD” Post-hoc Analyse durchgefiihrt. Ein p-Wert <0.05 wurde als
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signifikant angesehen. Die Daten in dieser Dissertation sind als Mittelwerte + S.E.M.

(standard error of the mean, Standardfehler) dargestellt.
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Abbildung 6: Image J: 1. Schritt Analyze
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Abbildung 7: Image J: 2. Schritt Measure Ergebnis
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3. Ergebnisse

3.1. Agmatinaseexpression im Hippocampus

Die Abbildung 8 zeigt die Agmatinaseexpression im Hippocampus der verschiedenst
vorbehandelten Versuchstiere. Auf der Abszisse sind die Gruppen der Versuchstiere

aufgezeichnet, welche zum einen Uber die subkutan liegende Pumpe eine 0,9% NaCl-Lésung

und eine ADMA-L6sung erhielten, Agmatinase
sowie auch diejenigen Versuchstiere, 300004
welche 5/6 nephrektomiert wurden. 325000‘ e
: : o : @ 20000
Die Ordinate zeigt die mittlere Dichte §
T
_ ] o 15000
der Agmatinaseexpression. u ® e
< 10000+
erkennen ist, dass sich die
5000 -
Agmatinaseexpression in den einzelnen .

. . . NaCl ADMA My
Gruppen nicht wesentlich voneinander
Abbildung 8: Agmatinaseexpression im Hippocampus in den
unterscheidet. Im  Vergleich  zur Versuchtiergruppen
Kontrolle, also den Versuchstieren mit NaCl=0,9% Natrumchloridiésung; n=20

. . . . ADMA=Asymmetrisches Dimethylarginin; n=20
0,9% NaCl-Infusion, ist die Expression

Nx=5/6 Nephrektomie; n=13

bei ADMA-Infusion um etwa 9%
geringer. Auch der Unterschied zwischen Kontrolle und 5/6 nephrektomierten
Versuchstieren fallt gering aus. Hier ist eine Erhéhung der Expression um etwa 5% zu
erkennen. Im Vergleich der beiden Gruppen mit ADMA-Infusion und 5/6 Nephrektomie ist
¥ ein Unterschied von ca. 14% zu verzeichnen.
Allerdings zeigt das Ergebnis hier bei allen
Gruppen keinen signifikanten Unterschied zur
Kontrolle mit 0,9% NaCl-Infusion. Die
Abbildung 9 zeigt hier die Fotografie des
Hippocampus eines Versuchstieres, welches
} : mit 0,9% NaCl-Lésung infundiert wurde. Diese
P . Versuchstiere dienten als Kontrolle der

{

Abbildung 9: Agmatinaseexpression im Hippocampus bei ~ Agmatinaseexpression und stellen ein Modell
einem Versuchstier mit 0,9% NaCl-Infusion
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von nierengesunden Menschen dar. Zu erkennen ist, dass die violette Farbung, welche durch
die immunhistochemische Anfarbung der Agmatinase zustande kommt, weniger gering
ausfallt, als in Abbildung 11 zu sehen. In Abbildung 11 ist die Agmatinaseexpression bei
Versuchstieren mit 5/6 Nephrektomie fotodokumentiert. Hier zeigt ebenfalls der violette
Streifen die immunhistochemisch angefarbte Agmatinase. In gleicher Weise lasst sich
Abbildung 10 mit der Agmatinaseexpression bei Versuchstieren mit ADMA-Infusion
beschreiben. Zu erahnen ist aus den Fotografien, dass es im Bereich des Cornu ammonis des
Hippocampus zu einer leicht vermehrten
Agmatinaseexpression kommt. Die
Abbildung 10 zeigt den Unterschied von 5%
geringerer Expression zur Kontrollgruppe,
also zu Abbildung 9 nicht besonders
deutlich. Deutlicher hingegen zeigt sich der

Unterschied zwischen Abbildung 9 und 11.

In Abbildung 11 ist die Betonung der

Expression im Ammonshorn nicht zu

Abbildung 10: Agmatinaseexpression im Hippocampus, bei
erkennen. Als  weiteres wurde die einem Versuchstier mit ADMA-Infusion

Aufspaltung der Gruppe der 5/6 nephrektomierten Versuchstiere durchgefiihrt.

Anhand Abbildung 12 wird deutlich, dass
es keinen Unterschied zwischen der
Expression der Agmatinase im
Hippocampus bei Versuchtieren mit
ADMA-Infusion und 5/6
nephrektomierten Versuchstieren,
welche nach 3 Wochen getotet wurden,
gibt. Der Unterschied innerhalb der

Gruppe der 5/6 nephrektomierten

Versuchstiere ist allerdings deutlicher.

Abbildung 11: Agmatinaseexpression im Hippocampus bei
Versuchstieren mit 5/6 Nephrektomie
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Hier zeigt sich eine um etwa 24% hohere Expression der Agmatinase. Im Vergleich zur
Kontrolle und zur ADMA Infusion liegt eine Erhohung um etwa 12% beziehungsweise um

etwa 24% vor. Der Unterschied der Agmatinase - subgroups

Expressionswerte der Agmatinase bei 35000 -
den 5/6 nephrektomierten 40000+
. . . = 25000 -

Versuchstieren, welcher im Vergleich ¢

2 200001
der Abbildungen 8 und 12 auftritt, §15000_ Sl
kommt dadurch zustande, dass in = 10000-
Abbildung 12 die Gruppe der 5/6 2000 %

0

Nephrektomierten Versuchstiere noch NaCl  ADMA M 3 Mx 4

einmal in SUbgrUppen angESpaIten Abbildung 12: Agmatinaseexpression im Hippocampus in den

. . . einzelnen Subgruppen
wurde. Die  Agmatinaseexpression, grupp

. . . . NaCl=0,9% Natrumchloridldsung; n=20
welche in Abbildung 8 aufgezeigt ist, &

ADMA=Asymmetrisches Dimethylarginin; n=20
setzt sich aus den Expressionen der

Nx 3=5/6 Nephrektomie, Tétung nach 3 Wochen; n=8
Agmatinase der Versuchstiergruppen Nx4=5/6 Nephrektomie, Tétung nach 4 Wochen; n=5
zusammen, welche nach 3 und nach 4

Wochen getétet wurden. Somit stellt die Expressionserhohung der Agmatinase um 5% im
Hippocampus 5/6 nephrektomierter Ratten im Vergleich zur Kontrollgruppe den Mittelwert
aus den beiden Expressionen der Subgruppen der nephrektomierten Tiere dar. Durch die
Auswertung konnte aber keine signifikante Erhéhung der Agmatinaseexpression im
Vergleich zwischen Versuchstieren, welche mit 0,9% NaCl-Lésung sowie ADMA-L6sung

infundiert wurden und den Versuchstieren, die 5/6 nephrektomiert wurden, festgestellt

werden.
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3.2. Sperminsynthaseexpression im Hippocampus

In Abbildung 13 ist die Sperminsynthaseexpression im Hippocampus der verschiedenst
vorbehandelten Versuchstiere dargestellt. Die Abszisse zeigt die Versuchstiere, die mit 0,9%

NaCl-Lésung und mit ADMA-L6sung vorbehandelt wurden, sowie auch die Gruppe der

Versuchstiere, die 5/6 nephrektomiert Sperminsynthase
wurden. Auf der Ordinate ist die 55000 -
mittlere Dichte der . 50000
& .
Sperminsynthaseexpression S 450004 s
T
. . C
aufgetragen. Als erstes wichtiges gaooun—
Ergebnis ist zu nennen, dass es im
& 350001 ﬁ
; : 30000+ | | peereses
Gegensatz zur Agmatinaseexpression -1 | | |seiiii
gensatz zur Agmatinaseexpression D'[ | | il | P
. . . NaCl ADMA M
im Hippocampus bei der
+ significant vs. NaCl
Sperminsynthaseexpression in den # significart vs. Nx

Gruppen zu einem signifikanten
Abbildung 13: Sperminsynthaseexpression im Hippocampus in
Unterschied kommt. Im Vergleich zur den verschiedenen Versuchstiergruppen
Kontrolle, also den Versuchstieren, die NaCl=0,9% Natrumchloridldsung; n=20
ADMA=A trisches Dimethylarginin; n=20
mit 0,9% NaCl-Losung behandelt symmetrisches Dimethyarginin 1
Nx=5/6 Nephrektomie; n=13
wurden, ist die
Sperminsynthaseexpression bei ADMA-Infusion um etwa 34% hoher. Dies ldsst sich als
signifikanter Unterschied gegeniiber der Sperminsynthaseexpression bei Infusion mit 0,9%
NaCl-Losung darstellen. Auch wenn man die Versuchstiere betrachtet, die 5/6
nephrektomiert wurden, ist eine Signifikanz gegenliber der Kontrolle nachweisbar. Hier zeigt
sich eine Erhéhung um 17%. Vergleicht man die Gruppe der Versuchstiere mit ADMA-
Infusion mit der Gruppe der Versuchstiere, die 5/6 nephrektomiert wurden, zeigt sich auch
hier ein signifikanter Unterschied. Die Sperminsynthaseexpression ist bei ADMA-Infusion um
nochmals 14% erhoht. In conclusio steht also hier fest, dass die Expression der
Sperminsynthase bei ADMA-Infusion gegeniiber der Kontrolle und der Gruppe der

Nephrektomierten deutlich signifikant erhoht ist. Dies ldsst sich auch aus den

Fotodokumentationen schlieRen. In Abbildung 14 ist der Hippocampus eines Versuchstieres
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der Gruppe der mit 0,9% NaCl-Lésung infundierten Tiere zu sehen. Auch hier waren diese

Versuchstiere als Kontrolle gewahlt und stellen wie bei der Agmatinaseexpression das

Modell eines nierengesunden Menschen dar. Die hier dunkelblau bis schwarz anmutenden

Streifen stellen die Sperminsynthaseexpression durch immunhistochemische Farbung dar. Zu

erkennen ist, dass die Intensitat der Farbung deutlich geringer ist, als in Abbildung 15 und

16. Dabei ist Abbildung 15 eine Fotografie des Hippocampus eines Versuchstieres, welches

mit ADMA-Infusion vorbehandelt wurde. In gleicher Weise zeigt die Abbildung 16 den

Hippocampus eines 5/6 nephrektomierten Tieres. Die dunklen Streifen stellen wieder die

Abbildung 14: Sperminsynthaseexpression im
Hippocampus bei Versuchstieren mit 0,9% NaCl-Infusion

immunhistochemisch angefarbte
Sperminsynthase dar. Auch hier ist aus den
Abbildungen zu schlieBen, dass es zur
vermehrten Expression der
Sperminsynthase im Bereich des Cornu
ammonis kommt. Als weiteres wurde die
Aufspaltung der 5/6 nephrektomierten
Versuchtiere durchgefihrt. Dabei wurde
unterschieden zwischen der Gruppe der
5/6 nephrektomierten Tiere, die nach 3

Wochen getoétet wurden und der Gruppe

der Tiere, die nach 4 Wochen getdtet wurden. In der Abbildung 17 werden diese beiden

Gruppen mit den Gruppen verglichen, welche
eine 0,9% NaCl-Lésung sowie eine ADMA-

Losung infundiert bekamen und nach 4

Wochen getotet wurden. Auch hier zeigen sich

signifikante Unterschiede. Der signifikante

Unterschied zwischen der Kontrolle und der

ADMA-Infusion ist der gleiche, wie in

Abbildung 13 dargestellt. Im Vergleich
ist die Sperminsynthaseexpression bei ADMA-

Infusion um etwa 20% groBer, als bei

Versuchstieren, die 5/6 nephrektomiert und

Abbildung 15: Sperminsynthaseexpression im
Hippocampus bei Versuchstieren mit ADMA-Infusion

nach 3 Wochen getotet wurden. Dies lasst sich als signifikant darstellen. Betrachtet man die
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Expression bei 5/6 nephrektomierten Tieren, die nach 4 Wochen getotet wurden, l3sst sich
eine Verringerung der
Sperminsynthaseexpression um ca. 10%
gegeniber der Gruppe der Tiere mit ADMA-
Infusion darstellen. Hier ldsst sich kein
signifikanter Unterschied im Vergleich der
beiden Gruppen aufzeigen. Im Vergleich der
Expression bei 0,9% NaCl-Infusion und 5/6

Nephrektomie, getotet nach 4 Wochen, ist

allerdings wieder ein signifikanter

Abbildung 16: Sperminsynthaseexpression im
Hippocampus bei Versuchstieren mit 5/6 Nephrektomie

Unterschied zu erkennen. Hier zeigt sich bei
den 5/6 nephrektomierten Versuchstieren
eine Erhéhung der Expression um etwa 21%. Der Unterschied der Expressionswerte der
Sperminsynthase bei den 5/6 nephrektomierten Versuchstieren, welcher im Vergleich der
Abbildungen 13 und 17 auftritt, kommt

Sperminsynthase - subgroups
dadurch zustande, dass in Abbildung 17 55000

= #
. X W
die Gruppe der 5/6 5 50000 PR
Nephrektomierten Versuchstiere noch & Lol
§ 45000+ SHT
einmal in Subgruppen aufgespalten ¢ iiin] e
$ 400001 SR
wurde. Die Sperminsynthasexpression, = cooe] fo
3soop+ b b TR et
welche in Abbildung 13 aufgezeigt ist, 300001 | g qeee--
g gezeig OT L R s NN
setzt sich aus den Expressionen der NaCl4 — ADMA4  Nx3 Nx 4

. + significant vs. NaCl
Sperminsynthase der e e
# significant vs. Nx 3

Versuchstiergruppen zusammen, welche
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lasst sich auch ein Unterschied feststellen. Die Expression ist bei Versuchstieren, die nach 4
Wochen getotet wurden um noch einmal etwa 9% hoher, als die

Sperminsynthaseexpression bei Versuchstieren, die nach 3 Wochen getdtet wurden.
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4. Diskussion

Niereninsuffiziente Patienten sind signifikant haufiger von depressiver Verstimmung oder
fulminanter depressiver Storung betroffen, als Patienten mit anderen schwerwiegenden
chronischen Erkrankungen, wie Krebsleiden oder chronischen Herzerkrankungen [12]. In
einer Untersuchung aus Ontario (Kanada) im Jahr 2005 wurden insgesamt 41701 Personen
beider Geschlechter befragt, in wieweit bei ihnen eine chronische Erkrankung vorliegt und
ob sie gelegentlich an einer depressive Verstimmung leiden. Es konnte gezeigt werden, dass
Patienten mit chronisch erhéhten Blutdruckwerten nur zu 8,1% oder mit Diabetes nur zu
9,3% von depressiven Symptomen betroffen waren [40]. In einer Telefonumfrage in
Deutschland zwischen Juli 2008 und Juni 2009 wurden insgesamt 9133 Patienten die alter als
50 Jahre waren, zu ihren Erkrankungen und Komorbiditdten befragt. Dabei wurde
unterschieden zwischen Patienten mit und ohne Diabetes. Aus dieser Befragung geht hervor,
dass die Patienten mit Diabetes deutlich haufiger von chronischen Rickenschmerzen
(34,5%), hypertensiver Kreislauflage (73,5%) oder Angina pectoris Symptomatik (28,5%)
betroffen waren, als von Depression (8,6%) [41]. In Bezug auf andere chronische
Erkrankungen, wie Fibromyalgie oder Bronchitis konnten in der Arbeit von Gadalla et al.
allerdings auch deutlich hohere Pravalenzen (26,5% bzw. 16,9%) von depressiven
Symptomen festgestellt werden [40]. In einer Studie, welche im April 2014 publiziert wurde,
konnten die Wissenschaftler bei Patienten mit einem Fibromyalgiesyndrom eine deutlich
gesteigerte Pravalenz von lebensmiiden Gedanken feststellen. Dazu wurden 44 Patienten
mit Fibromyalgie, 32 Patienten mit Riickenschmerzen und 50 gesunde Patienten hinsichtlich
suizidaler Gedanken mit dem Beck-Depressions-Inventar-Fragebogen und hinsichtlich des
Risikos fiir einen Suizid mit der Plutchik-Suizidalitatsrisiko-Skala befragt. Die Patienten mit
Fibromyalgie hatten ein deutlich gesteigertes Risiko eines Suizides im Vergleich zu der
gesunden Patientengruppe bzw. der mit Rickenschmerzen. 81% der Patienten mit
Fibromyalgie zeigten ein ausgepragtes Suizidalitatsrisiko, im Vergleich zu nur 8% der
Befragten aus der Kontrollgruppe der Gesunden. Aus diesen Ergebnissen folgerten die
Wissenschaftler, dass die Fibromyalgie nicht allein der Grund der gesteigerten Suizidalitat
sei, sondern dass besonders die sehr haufig auftretende Depression den entscheidenden

Faktor hinsichtlich lebensmiider Bestrebungen bei den Patienten darstellt [42]. Vergleicht
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man in Bezug auf diese Daten das Auftreten von Depressionen bei chronisch
niereninsuffizienten Patienten anhand der Studie von Palmer et al. liegt hier die Pravalenz
der Depression bei 20,3% [43]. Diese Tatsache zeigt, dass Depressionen bei chronischer
Nierenschadigung ebenso haufig, wenn nicht sogar haufiger als bei anderen chronischen
Erkrankungen auftreten. Diese Begleiterscheinung bei schwer nierenkranken Personen hat
eine groRe Auswirkung auf das Outcome und die krankheitsbezogene Lebensqualitat. Es
zeigt sich beispielsweise eine erhohte Mortalitdt bei Patienten mit chronischer
Niereninsuffizienz und fulminanter Depression [44]. Diese Tatsache stellt nicht nur fir die
Patienten, sondern auch fiir das Gesundheitssystem eine besondere Belastung dar.
Niereninsuffiziente Patienten mit Depression werden haufiger ins Krankenhaus eingeliefert,
als nichtdepressive nierengeschadigte Patienten [7]. Die Ursachen dafiir sind mannigfaltig
und zum Teil auch noch nicht aufgedeckt. Mogliche Erklarungsversuche sind in
verschiedenen Studien veroffentlicht worden [45—-47]. Eine mogliche Erklarung liefert
beispielsweise die Studie von Davison et al.,, welche davon ausgeht, dass chronischer
Schmerz deutlich in die Depressionsentstehung eingebunden ist. In dieser Studie wurden
205 kanadische hamodialysepflichtige Patienten mit einem Schmerzfragebogen (Brief Pain
Inventory), einem Depressionsfragebogen (Beck Depression Inventory) und einem
Schlaffragebogen (Pittsburgh Sleep Quality Index) hinsichtlich ihrer individuellen Belastung
befragt. Die Ergebnisse der Studie zeigen ein deutliches Bild. Hamodialysepflichtige
Patienten mit milden oder keinen Schmerzen berichten signifikant weniger tber depressive
Symptomatik, als hamodialysepflichtige Patienten mit moderaten oder starkeren Schmerzen.
Nur etwa 18% der Patienten mit milden oder keinen Schmerzen zeigten eine Depression, im
Gegensatz dazu 34% der Patienten mit starkeren Schmerzen [45]. Die Ursachen der
Depressionsentstehung sind sehr komplex und bis heute nicht vollstindig geklart.
Angenommen wird eine Kombination aus biologischen, genetischen und psychosozialen
Faktoren. Ausschlaggebend fiir die Annahme von genetischen Ursachen im Rahmen der
Depressionsentstehung waren vor allen Zwillingsstudien. In einem Review-Artikel von
Sullivan et al. aus dem Jahre 2000 konnte durch die Analyse mehrerer Zwillings- und
Familienstudien die familidare Haufung im Auftreten von Depressionen dargelegt werden
[48]. Auch hinsichtlich psychosozialer Ursachen wurden umfangreiche Untersuchungen
durchgefiihrt. Dabei scheinen in besonderer Weise frihkindliche Traumatisierungen wie

Kindesmissbrauch und Vernachladssigung [49], sowie verschiedenste Verlusterlebnisse,
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insbesondere von Bezugspersonen [50] an der Depressionsentstehung beteiligt zu sein.
Bestimmte weitere Umwelteinflisse wie Ehekonflikte der Eltern oder niedriger
soziookonomischer Status sind allen Anschein nach weitere Einflussfaktoren, die bei
traumatisierten Kindern zu einer deutlich erhéhten Depressionsanfalligkeit im
Erwachsenenalter fiihren [51]. Seit Jahrzehnten stellt die Monoaminmangelhypothese die
Grundlage der pharmakologischen Behandlung der Depression dar [52]. Diese Monoamine
sind Serotonin, Dopamin und Noradrenalin. Die derzeit wissenschaftlich anerkannte
pharmakologische Therapie der Depression fuSt auf dieser Hypothese. Eine Vielzahl von
Praparaten sind auf dem Markt, die die alleinige oder kombinierte prasynaptische
Konzentration von Serotonin, Noradrenalin und Dopamin erhéhen und dadurch sehr gute
antidepressive Effekte ausweisen [53]. Allerdings scheint nicht nur allein das
Monoaminsystem an der Depressionsentstehung beteiligt zu sein. Kugaya et al. konnten in
einer Ubersichtsarbeit von 2005 zeigen, dass auch Glutamat und andere Neurotransmitter
wie Gamma-Aminobuttersdure mit ihren Rezeptorregelkreisen einen Anteil an der
Entstehung von Depressionserkrankungen haben [54]. In den Regelkreis des Glutamates ist
auch der NMDA-Rezeptor eingeschlossen. Anscheinend scheint der NMDA-Rezeptor auch in
die Depressionsentstehung eingebunden. In einer 2008 durchgefiihrten Studie von Maeng et
al. wurde ein akuter antidepressiver Effekt nach Behandlung mit NMDA-Rezeptor-
Antagonisten wie Ketamin bei Mausen, welche anfanglich ein depressives Verhalten
aufwiesen, aufgezeigt. Dabei wurden die Versuchstiere durch wiederholte Stromschlage in
einen Zustand der gelernten Hilflosigkeit gebracht, sowie die Immobilisation durch
erzwungenes Schwimmen getestet. Ebenso wurde das Vermeidungsverhalten der Mause
beziglich der Verabreichung der Stromschldge beobachtet. Es konnte gezeigt werden, dass
Mause, die mit Ketamin behandelt worden waren im Vergleich zur Kontrollgruppe, welche
mit NaCl behandelt worden waren, signifikant weniger Fluchtversuche bendtigten, um sich
den Stromschldgen zu entziehen [55]. Diese Studie lasst also die Vermutung zu, dass es
auller den etablierten Ansichten zur Entstehung von Depressionen weitere molekulare

Pathomechanismen der Depression gibt.

In dieser Dissertation sollte untersucht werden, ob die Enzyme Agmatinase und
Sperminsynthase an der Entstehung der Depression bei nierengeschadigten Patienten
beteiligt sind. Dabei wurden die Agmatinasekonzentrationen und

Sperminsynthasekonzentrationen in Hippocampi chronisch niereninsuffizienter (5/6
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nephrektomierten) Ratten untersucht. Die Ergebnisse wurden mit denen von Tieren aus zwei
weiteren Gruppen verglichen. Eine Gruppe war die Kontrollgruppe, welche eine 0,9% NaCl-
Losung infundiert bekam und die andere Gruppe war jene, welche das Urdmietoxin ADMA
als Infusion erhielt. Die Untersuchung erfolgte durch immunhistochemische Anfarbung der
Agmatinase und der Sperminsynthase in den Schnitten der Rattenhirne im Bereich des

Hippocampus anhand eines Computerprogrammes durch Helligkeitsbestimmung.

Im Hinblick auf die Agmatinaseexpression in den Hippocampi von 5/6 nephrektomierten
Ratten konnten in dieser Dissertation folgende Ergebnisse gewonnen werden: Es zeigte sich
im Vergleich zu Ratten, die eine NaCl-Losung infundiert bekamen, bei den 5/6
nephrektomierten Ratten zwar eine Erhéhung der Agmatinaseexpression von etwa 5%,
jedoch war dieser Unterschied nicht signifikant. Viele Studien zeigen, dass die im Verlauf
dieser Dissertation erwdahnten Polyamine zum einen neuroprotektive, zum anderen aber
auch neurotoxische Effekte aufweisen [56, 57]. Agmatinase ist ein Inaktivator des
antidepressiv wirkenden Agmatin [22]. Ein Aspekt der Neurotoxizitat ist die Interaktion mit
dem schon beschriebenen NMDA-Rezeptor. Agmatin bindet an eine bestimmte Region
dieses Rezeptors und weist hierdurch antidepressive Effekte auf [24]. Da Agmatin durch
Agmatinase abgebaut wird, liegt der Schluss nahe, dass bei erhohten Agmatinasespiegel ein
depressionsfordernder Effekt zu erwarten ist. In der Studie von Bernstein et al. konnte
festgestellt werden, dass die Agmatinasekonzentration in hippocampalen Interneuronen bei
Patienten mit affektiven Stérungen deutlich erhoht ist. Hier wurden 11 Gehirne von
Patienten mit schwerer Depression oder bipolarer Stérung untersucht. Sechs dieser
Patienten starben durch Suizid. Die Kontrollgruppe bestand aus Gehirnen von 4 Frauen und
8 Mannern, welche vor allem aufgrund von pulmonalen und kardialen Ereignissen starben.
Keiner dieser Patienten in der Kontrollgruppe hatte nachweislich eine Niereninsuffizienz. Bei
Patienten mit Depression wurden signifikant mehr Agmatinase-positive Neurone detektiert
[22]. Zum jetzigen Zeitpunkt ist die Studienlage in Bezug auf die Agmatinasekonzentration
bei niereninsuffizienten Patienten, sowie in weiteren Schluss bei Niereninsuffizienz und
Depression sehr sparlich. Diese Dissertation versuchte hier eine Liicke zu schlieRen. Ob die
gewonnenen Ergebnisse aus den Untersuchungen von Hippocampi 5/6 nephrektomierter
Ratten auch auf das menschliche Hirn zutreffen, muss Bestandteil weiterer Untersuchungen
sein. Die Agmatinase ist in den Argininzyklus eingeschlossen und kann aus Agmatin Putrescin

synthetisieren [58]. Putrescin wird als Urdmietoxin angesehen [59]. Die Konzentration von
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Putrescin ist im Serum von Patienten mit Nierenschadigung erhéht [17]. Weiterhin konnte
nachgewiesen werden, dass die Putrescinkonzentration im Frontalhirn bei Ratten die eine
Putrescin-Injektion erhielten, stark anstieg. Diese Ratten zeigten im Folgenden auch
Veranderungen in ihrem Verhalten, wie beispielsweise motorische
Koordinationsschwierigkeiten. Dies lief fiir die Wissenschaftler den Schluss zu, dass
Putrescin ab einer bestimmten Konzentration toxische Wirkungen in den Rattenhirnen zeigt
[60]. Hier lasst sich der Zusammenhang zur vorliegenden Dissertation schlieRen. Eine
erhohte Agmatinaseexpression konnte im Hirn, aufgrund eines erhéhten Abbaus des
Agmatins, eine erhohte Konzentration von Putrescin zur Folge haben. Dies wiederum
konnte, da Putrescin eine toxische Wirkung im Versuch bei Rattenhirnen zeigt, auch in Bezug
auf Depressionen eine Rolle spielen. Es ist durchaus denkbar, dass die Erhéhung des
Uramietoxins Putrescin bei Niereninsuffizienz auch eine Anreicherung im Gehirn zur Folge
hat. Inwieweit die Putrescinkonzentrationen im Serum und im Gehirn wirklich korrelieren ist
unklar. Das Gleiche gilt flir die Agmatinase. Es ist nicht klar, ob die Agmatinaseaktivitat im
Serum und im Gehirn niereninsuffizienter Patienten unterschiedlich ist. Ebenso ist der
vermutete Zusammenhang zwischen der Expression der Agmatinase und der Konzentration
von Putrescin in Gehirn nicht untersucht. Die Ergebnisse dieser Dissertation beziiglich einer
erhohten Aktivitat der Agmatinase bei 5/6 nephrektomierten Ratten zeigen eine Tendenz,

konnten aber nicht als signifikant festgestellt werden.

In dieser Dissertation konnten in Bezug auf die Sperminsynthaseexpression im Hippocampus
von niereninsuffizienten Ratten folgende Beobachtungen gemacht werden: Im Vergleich zur
Kontrollgruppe, also Ratten, die eine 0,9% NaCl-L6sung infundiert bekamen, zeigte sich bei
den 5/6 nephrektomierten Ratten, welche nach 4 Wochen getotet wurden eine
Expressionssteigerung der Sperminsynthase im Hippocampus um 21 %. Der Unterschied
wurde noch deutlicher im Vergleich zu den Tieren aus der Kontrollgruppe und der Gruppe,
die eine ADMA-Infusion erhielten. Die Expression der Sperminsynthase im Hippocampus der
mit dem Uramietoxin ADMA behandelten Tiere war im Vergleich zur Kontrollgruppe um 34%
erhoht. Beide Unterschiede sind statistisch signifikant. Die Sperminsynthase ist ebenso wie
die Agmatinase in den Argininzyklus eingebunden. Dieses Enzym synthetisiert aus Spermidin,
einem Produkt der enzymkatalysierten Reaktion von Putrescin mit der Spermidinsynthase,
das Polyamin Spermin [5]. Somit besteht ein enger Zusammenhang zwischen den Enzymen

Agmatinase und  Sperminsynthase im  Argininzyklus. Die  Datenlage  zur
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Sperminsynthasekonzentration im Hippocampus von Patienten ist in Anlehnung an die
Datenlage zur Agmatinase eher schwach. Die Studie von Igarashi et al. konnte im Hinblick auf
die Produkte und Substrate der durch die Sperminsynthase katalysierten Reaktion einige
Erkenntnisse liefern. Hier wurden Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz bezlglich der
Plasmakonzentration von Putrescin, Spermidin und Spermin untersucht. Die Patienten
wurden anhand ihrer Kreatininkonzentration im Plasma in 2 Versuchsgruppen unterteilt.
Gruppe 1 bestand aus Patienten mit moderater Niereninsuffizienz (< 8mg Kreatinin/dl), die
zweite Gruppe bestand aus Patienten mit schwerer Niereninsuffizienz (> 8mg Kreatinin/dl).
In diesen Versuchsgruppen konnte im Vergleich zur Kontrollgruppe eine erhohte
Konzentration von Putrescin und erniedrigte Konzentrationen von Spermin und Spermidin
im Blutplasma festgestellt werden [17]. Inwieweit diese Konzentrationen im Serum von
niereninsuffizienten Patienten mit den Konzentrationen in deren Gehirnen korrelieren, ist
unklar. Die Messung der Konzentrationen im Gehirn ist Aufgabe weiterer Untersuchungen.
In einem Rattenmodell, bei dem durch chronischen Stress Anhedonie (Freudlosigkeit)
erzeugt wurde, konnte gezeigt werden, dass es zu einem signifikanten Abfall der
Konzentrationen an Putrescin, Spermin und Spermidin im Hippocampus kam [61]. Inwieweit
dieser Zusammenhang auch auf das hier dargestellte Rattenmodell der chronischen
Niereninsuffizienz zutrifft, ist unklar. Ziel dieser Dissertation war es, einen Aspekt dieses
komplexen Zusammenspiels zu beleuchten. Die Untersuchung von Genedani et al. ist ein
Anhaltspunkt in der vorliegenden Arbeit, die Sperminsynthaseexpression im Hippocampus
zu untersuchen. Die erniedrigten Putrescin- und Spermidinkonzentrationen kénnten durch
eine erhohte Aktivitdt und/oder erhéhte Expression der Sperminsynthase im Hippocampus
erklarbar sein. Ob sich die Daten der erwahnten Arbeit von Igarashi et al. und der Arbeit von
Genedani et al. kombinieren lassen, bleibt in weiteren Untersuchungen zu Uberprifen.
Grundsatzlich lasst sich aber hier ein Zusammenhang vermuten, denn sowohl bei
chronischer Niereninsuffizienz als auch bei depressiver Verstimmung sind die
Konzentrationen von Spermin und Spermidin erniedrigt. Unterschiede bestehen allerdings in
den Kérperkompartimenten, in denen die Konzentration dieser Polyamine gemessen wurde.
Es besteht ein groRer funktioneller Unterschied zwischen den Kompartimenten Gehirn und
Serum. Daher sind die Daten nicht exakt vergleichbar. Putrescin zeigte in einem Versuch von
Zomkowski et al. deutliche antidepressive Effekte. Es war sogar ein synergistischer Effekt bei

Kombination mit dem antidepressiv wirkenden Agmatin zu eruieren. In dieser Studie wurden
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Mause anhand von erzwungener Immobilitdt untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dass
die Immobilitatszeit nach Injektion von Putrescin deutlich abfiel [62]. Dies lasst wiederrum
die Annahme zu, dass bei erhéhter Sperminsynthaseexpression das antidepressiv wirkende
Putrescin schneller abgebaut wird und somit nicht mehr in antidepressiv wirkenden
Konzentrationen vorliegt. Dieser Zusammenhang ist aber in Bezug auf niereninsuffiziente
Patienten noch nicht untersucht worden. Daher war es Teil dieser Dissertation, diese Liicke
zu schlieBen. Hier ist allerdings deutlich darauf hinzuweisen, dass diese Aussagen
hypothetisch sind und weiterer Objektivierung bedirfen. Dabei erscheint es sinnvoll die
Konzentrationen der Enzyme wie Sperminsynthase und Agmatinase als Absolutzahlen in
Zusammenhang mit den Konzentrationen der Substrate und Produkte zu messen. In der
vorliegenden  Dissertation wurden lediglich relative  Expressionswerte  mittels
Helligkeitsbestimmung ermittelt. Diese bilden allerdings nicht genaue Konzentrationen ab.
Inwieweit die genannten Polyamine (besonders Putrescin, Spermidin und Spermin) mit
Rezeptoren interagieren und ihren antidepressiven und depressionsférdernden Effekt
ausliben ist unklar und bedarf weiterer Klarung. Es besteht zudem ein Widerspruch zwischen
erhohter Putrescinkonzentration bei chronisch niereninsuffizienten Patienten und
erniedrigter Putrescinkonzentration bei depressiver Stimmungslage. Dieser Unterscheid
konnte mit den unterschiedlichen Kompartimenten, in denen die Konzentrationen bestimmt
wurden, erklart werden. Bezug nehmend auf die Hypothesen zur Expression der Agmatinase
und der Konzentration von Putrescin wurde in den vorigen Abschnitten dieser Arbeit
postuliert, dass Putrescin sich durch erhohte Agmatinaseexpression im Gehirn anreichern
konnte und dadurch eine neurotoxischen Wirkungen in Bezug auf die
Depressionsentstehung ausiibt. Hierbei wurde das System der Agmatinase hypothetisch
isoliert, also von Substrat Agmatin bis Produkt Putrescin, betrachtet. Eine weiter folgende
Betrachtung entfiel. Deshalb konnte im Abschnitt zur Expression der Sperminsynthase im
Hippocampus niereninsuffizienter Ratten eine gegensatzliche Annahme getétigt werden.
Hier wird in der Dissertation angenommen, dass Putrescin neuroprotektive Effekte ausweist
und im Verlauf durch die Sperminsynthase abgebaut wird und dadurch die Neuroprotektion
abgeschwacht ist. Diese Hypothese basiert wiederrum auf der Annahme, dass das
Enzymsystem der Sperminsysnthase mit samt seiner Produkte und Substrate hypothetisch
isoliert betrachtet wird. Ein weiterer Erklarungsversuch dieser divergenten Annahme ist die

Moglichkeit der dosisabhangigen Neurotoxizitat bzw. Neuroprotektion. Beispielsweise zeigt
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der Neurotransmitter Glutamat, der entscheidend an der Signallibertragung des NMDA-
Rezeptors beteiligt ist, so eine Divergenz. In der Studie von Mitani et al. zeigte sich bei
Patienten mit Depression signifikant hohere Serumspiegel von Glutamat als bei der
Kontrollgruppe ohne depressive Symptomatik [63]. Im Gegensatz dazu ist aber ein
normwertiger Glutamatspiegel flir die normale neuronale Entwicklung und Differenzierung
von besonderer Bedeutung [64]. Dieses Beispiel zeigt also sehr eindriicklich die
Dosisabhangigkeit der Neuroprotektion versus der Neurotoxizitat. Damit kdnnte man die
Tatsache untermauern, dass Putrescin in niedrigen Konzentrationen eher neuroprotektiv
und in hoheren Konzentrationen eher neurotoxisch wirkt. Ob diese Angaben beziiglich des
Serumspiegels des Glutamats auch auf die Konzentrationen im Gehirn zu Ubertragen sind
und ob man die Dosisabhangigkeit des Neurotransmitters Glutamat auch auf eine
Dosisabhangigkeit des Putrescins Ubertragen kann ist allerdings fraglich. Eine Arbeit von
Hashimoto et al. konnte allerdings zeigen, dass eine Ubertragbarkeit der erh&hten
Glutamatkonzentrationen im Serum auch auf das Gehirn mdglich ist. Hier war es moglich bei
Patienten mit bipolarer Stérung oder erheblicher Depression auch eine
Konzentrationserhéhung des Glutamates im Frontalkortex bei erhohtem Glutamatspiegel im

Blutserum zu detektieren [65].

Ein weiteres Ergebnis dieser Dissertation ist, dass die Sperminsynthaseexpression bei
alleiniger ADMA-Infusion deutlich hoher ist, als bei Nephrektomie. Dieser Unterschied lasst
sich bei der Agmatinase allerding nicht feststellen. Die ADMA-Konzentration ist bei
Niereninsuffizienz stark erhoéht [66] und ADMA wird bei der Proteindegradation aktiv
gebildet [67]. ADMA greift in den Stickstoffmonooxid (NO) -zyklus ein, indem es die nicht
spezifische NO-Synthase und auch Arginin hemmt und damit eine relative spezifische
Niereninsuffizienz auslost [38]. Stickstoffmonooxid (NO) ist ein entscheidender Faktor fiir die
Kontrolle der renalen Funktionen. Durch die Hemmung der NO-Bildung wird ein renaler
Bluthochdruck erzeugt [68] und die Salzexkretion gesenkt [69]. NO ist im weiteren Verlauf
essentiell fir die Argininsynthese. Im Verlauf der weiteren Umsetzung von Arginin entsteht
Agmatin, Spermidin und auch Spermin [70]. Eine niedrige Stickstoffmonooxidkonzentration,
bedingt durch ADMA-Infusion oder das Ansteigen der ADMA-Spiegel bei Niereninsuffizienz,
konnte zu einer erh6hten Sperminsynthaseexpression im Hippocampus fiihren, da die
Sperminsynthaseaktivitat anscheinend durch das Vorhandensein seiner Substrate, namlich

Spermidin und das im Polyaminzyklus vorher entstehende Agmatin, reguliert ist [71]. Sind
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wenig Substrate, also Polyamine, welche NO-abhangig gebildet werden, flr die
Sperminsynthase vorhanden, steigt die Expression der Sperminsynthase an. Diese These
stltzt eine Untersuchung von Pegg et al. von 1992. Hier konnte gezeigt werden, dass eins
der beiden Schlisselenzyme der Polyaminsynthese, die Ornithin Decarboxylase (ODC), durch
die vorhandenen Polyaminspiegel reguliert ist. Steigen die Polyaminspiegel kommt es zur
Inhibition der ODC, sinken die Polyaminkonzentrationen steigt die Konzentration der ODC
[72]. Dies konnte man eventuell auch auf die Sperminsynthase oder Agmatinase tbertragen,
da beide ebenso in den NO-abhangigen Polyaminzyklus eingebunden sind. Allerdings ist die
Enzymstruktur und die Enzymklasse der ODC, welche zur Klasser der Decarboxylasen zahlt,
eine andere als die der Sperminsynthase, die zu den Transferasen gezahlt wird [31, 73]. Eine
weitere Limitation ist der Umstand, dass es unklar ist, ob man von Serumkonzentrationen
der genannten Polyamine und Enzyme auch auf die Konzentrationen im Gehirn und noch
spezifischer im Hippocampus schlieBen kann. Die héhere Sperminsythaseexpression bei
alleiniger ADMA-Infusion im Vergleich zur Nephrektomie konnte aber zeigen, dass die
Expressionen der beteiligten Enzyme im Polyaminzyklus entscheidend NO-abhangig reguliert
sind und damit ADMA als Uramietoxin einen spezifischeren Effekt auf die Sperminsynthase
aufweist, als das bei Nephrektomie der Fall ware. Bei Nephrektomie wird keine spezifische
Niereninsuffizienz ausgeldst, sondern es kommt zum nebeneinander vieler unterschiedlicher
Einflussfaktoren, die bei alleiniger ADMA-Infusion anscheinend keinen Einfluss haben. Eine
weitere Limitation dieser Dissertation ist die Tatsache, dass die untersuchten Ratten nicht
hinsichtlich depressiver Symptome untersucht wurden. Es erfolgte eine alleinige Fixierung
auf die Enzymexpressionen bei Niereninsuffizienz. Daher ist eine Untersuchung
nierengeschadigter Ratten hinsichtlich depressiver Symptome mit gleichzeitiger Messung

der Expression von Agmatinase und Sperminsynthase sinnvoll.

Mit dieser Dissertation konnte gezeigt werden, dass bestimmte Enzyme, vor allem die
Sperminsynthase im Rahmen der Verstoffwechslung der Polyamine im Argininzyklus bei
niereninsuffizienten Ratten deutlich hoher im Hippocampus exprimiert zu detektieren
waren, als bei den Vergleichstieren mit NaCl-Infusion. Diese Erkenntnis stellt die Grundlage
flir weitere wissenschaftliche Untersuchungen dar, mit der Aufgabe der weiteren
Beleuchtung der Ursachen einer erhohten Depressionshaufigkeit bei niereninsuffizienten
Patienten. Diese Untersuchungen missen die genauen Plasma- und intracerebralen

Konzentrationen der einzelnen Polyamine in direkte Verbindung mit den Konzentrationen
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der dazugehdrigen Enzyme in der Verstoffwechslung selbiger bringen. Wichtig ist auch, dass
die Ergebnisse der Studien mit Ratten hinsichtlich der Vergleichbarkeit mit dem Menschen

zu validieren sind.
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5. Zusammenfassung

Die chronische Nierenschadigung ist eine schwere, von vielen Symptomen begleitete
Erkrankung. In den letzten Jahren durchgefiihrte Studien zeigten, dass die Depression oder
depressive Verstimmung im Vergleich zu anderen schweren Allgemeinerkrankungen
haufiger bei Patienten mit schwerer Nierenfunktionseinschrankung auftritt. Die Ursachen
hierflr sind noch nicht ausreichend erforscht. Ein Ansatz der Betrachtung ist die Annahme,
dass bestimmte Neuromodulatoren aus der Polyamingruppe und deren Entstehungs- und
Abbauzyklen an der Depressionsentstehung bei chronisch niereninsuffizienten Patienten
beteiligt sind. Dazu wurden in dieser Dissertation die Agmatinase- und
Sperminsynthaseexpressionen im Hippocampus niereninsuffizenter Ratten untersucht. Diese
beiden Enzyme sind in den Polyaminzyklus eingebunden und vermitteln den Ab- und Aufbau
bestimmter Neuromodulatoren. Dazu zahlen Agmatin, Putrescin, Spermidin und Spermin.
Anhand der immunhistochemischen Darstellung der Agmatinase- und
Sperminsynthaseexpressionen im Hippocampus von 5/6 nephrektomierten Ratten konnten
folgende Erkenntnisse gewonnen werden: Im Vergleich zur Kontrollgruppe (4 Wochen NaCl-
Infusion) konnte ein signifikanter Anstieg der Sperminsynthaseexpression im Hippocampus
der niereninsuffizienten Ratten um 21% detektiert werden. Auch bei der
Agmatinaseexpression im Hippocampus der 5/6 nephrektomierten Ratten konnte eine
Erhéhung der Expression um 5% dargestellt werden, die allerdings nicht signifikant ist.
Moglicherweise kdnnten diese Ergebnisse bestimmte Ansatze hinsichtlich der Erklarung der
erhohten Depressionshdufigkeit bei niereninsuffizienten Patienten beleuchten. Hier wurde
sich in dieser Dissertation besonders auf die beteiligten Polyamine wie Agmatin und
Putrescin bezogen, die in bestimmten Konzentrationen antidepressive Effekte aufweisen.
Plausibel scheint eine, durch erhohte Verstoffwechslung dieser Neuromodulatoren bei
erhohten Expressionen der besagten Enzyme, geringere antidepressive Wirkung der
Polyamine. In die Interaktion in diesem komplexen Zusammenwirken der Substrate im
Argininzyklus scheinen bestimmte Rezeptoren, wie der NMDA-Rezeptor eingebunden zu
sein. Beispielsweise binden Agmatin und Putrescin an diesen Rezeptor und verandern damit
seine Konformation. Dies kdnnte in der Depressionsentstehung eine Rolle spielen. Ziel war

es, einen Teil des komplexen Zusammenspiels der unterschiedlichen Polyamine des
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Argininzyklus mit ihren umsetzenden Enzymen zu beleuchten und einen Grundstein fir
weitere wichtige Untersuchungen im Rahmen dieser Thematik zu geben. Nun muss
untersucht werden, ob Plasmakonzentration und hippocampale Konzentration der Enzyme
und auch der beteiligten Polyamine bei niereninsuffizienten Patienten zu vergleichen sind
und in welchem MaRe Konzentrationen von Enzymen mit Konzentrationen ihrer Substrate

zusammenhangen.
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. Thesen

Die chronische Nierenschadigung nimmt hinsichtlich Inzidenz und Pravalenz weltweit
kontinuierlich zu. In Deutschland gibt es derzeit knapp 70.000 Dialysepatienten. Einer
von finf Menschen mit einer chronischen Nierenerkrankung ist depressiv und dies
schon lange vor dem Beginn einer Langzeit-Dialyse.

Die chronische Niereninsuffizienz ist eine groBe Belastung fir das
Gesundheitssystem. Depressionen als Begleiterkrankungen verschlechtern die
Prognose der schweren Nierenerkrankung.

Die Ursachen fiir die erh6hte Depressionsrate bei Niereninsuffizienz sind mannigfaltig
und noch nicht vollstandig geklart. Das Polyaminsystem mit seinen beteiligten
Substraten, Produkten und Enzymen ist in dieses komplexe Zusammenspiel
eingeschlossen.

Es ist bekannt, dass Agmatinasekonzentrationen im Gehirn bei Depressionen erhoht
sind. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass es auch bei
niereninsuffizienten Ratten zu einer Erh6hung der Agmatinaseexpression im
Hippocampus kommt.

Agmatinase und Sperminsynthase sind Enzyme des Argininzyklus. In der vorliegenden
Arbeit konnte eine signifikante Erhéhung der Sperminsynthaseexpression im
Hippocampus der niereninsuffizienten Ratten gefunden werden.

ADMA als Uramietoxin l6st eine spezifische Niereninsuffizienz aus. Es zeigt sich
ebenso eine erhohte Agmatinase- und Sperminsynthaseexpression im Gehirn von
ADMA-infundierten Ratten im Rahmen dieser Dissertation.

Erhohte Agmatinase- und Sperminsynthaseexpressionen beeinflussen die
Konzentrationen ihrer Substrate, welche als Neuromodulatoren gelten und an der

Depressionsentstehung malRgeblich beteiligt sind.
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