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1. EINLEITUNG

1. EINLEITUNG

1.1 Suizid

1.1.1 Aligemeines

Das Phanomen der Suizidalitat (lat. Suizid = sui cidium = Selbsttétung) ist in allen
Volkern und Kulturen und durch alle Zeitepochen hindurch bekannt (Haenel, 1989)
wobei ihm unterschiedliche Stellenwerte zukamen. Erst im 19. Jahrhundert riickte
der Suizid aus der rein philosophisch-religidsen Sichtweise in den medizinischen
Kontext (Esquirol, 1838) und wird heute vor dem Hintergrund eines “medizinisch-
psychosozialen Paradigmas” gesehen (Wolfersdorf M, 1995). Diese Sichtweise ent-
hebt den Begriff “Freitod” seiner Bedeutung und rechtfertigt MaBnahmen zur Suizid-
pravention und Krisenintervention bei suizidgefdhrdeten Menschen.

Da es sich bei Suizidalitdt nicht um eine Krankheit handelt, wird sie im ICD-10-
Diagnosenkatalog lediglich als potentielles Begleitsymptom bei depressiven Episo-
den, posttraumatischen Belastungsstdérungen und emotional instabiler Persénlich-
keitsstérung erwahnt. Bei dem Begriff Suizidalitdt handelt es sich um einen Uberbe-
griff, der sowohl Suizidgedanken, als auch suizidale Handlungen bei Suizidversu-
chen (Parasuizide) und vollzogenem Suizid umfaBt. Wéhrend einige Autoren die
unterschiedlichen Charakteristika zwischen versuchtem und vollzogenem Suizid
betonen (Stengel, 1969), (Kreitmann, 1986), verstehen andere den Suizid als ein
Kontinuum von Symptomen desselben Ursprungs (Maris, 2002). Die Begrifflichkeit
ist z.T. auch international uneinheitlich, was insbesondere den Parasuizid betrifft.
Nach europédischem Verstandnis (Hjelmeland et al., 2002), wie auch dem der WHO
(Platt et al., 1992a) handelt es sich beim Parasuizid um selbstschadigendes Verhal-
ten ohne zwingende Notwendigkeit der Intention zur Selbsttétung, wahrend die US-
amerikanische Definition diese Intention zumindest im Ansatz voraussetzt (Mann,
1998), (Beck et al., 1976). Die Intention ist allerdings vor allem beim vollzogenen
Suizid oft nicht eindeutig zu beurteilen. Es kann sich neben der beabsichtigten
Selbsttétung sowohl um eine parasuizidale Geste mit appellativem Motiv handeln
(“Hilfeschrei”) (Feuerlein, 1971), als auch um ein primar rein autoaggressives Ver-
halten (z.B. Selbstverletzung bei Borderline-Patienten), wobei das Todesrisiko mehr

oder minder einkalkuliert, aber nicht beabsichtigt war. Umgekehrt kann es sich bei

1



1. EINLEITUNG

einem scheinbaren Suizidversuch um einen “miBlungenen” Suizid mit urspringlich
ernsthaftem Todeswunsch handeln. Indizien flr einen ernsthaften Suizidversuch
kénnen die vom Suizidenten getroffenen Vorkehrungen gegen Rettungsmdglichkei-
ten, z.B. die Wahl eines moglichst unauffindbaren Ortes oder die Anwendung sehr
letaler Methoden sein. Zu diesen sogenannten ‘harten’ Suizidmethoden zahlen Er-
hangen, ErschieBen, Spriinge von Briicken etc. Dagegen werden bei appellativen
Suizidversuchen vornehmlich ‘weiche’ Methoden angewandt, zu denen in erster Linie
Vergiftungen zahlen. Man geht von einer hohen Dunkelziffer an Suiziden aus, be-
dingt durch Félle, in denen eine ursachliche suizidale Absicht nicht mehr erkennbar
ist, wie z.B. bei Uberdosierung von Drogen, Medikamenten oder Alkohol, sowie bei
tédlichen Autounfallen.

1.1.2 Epidemiologie

Suizid gehort weltweit zu den drei haufigsten Todesursachen bei Personen im Alter
von 15-44 Jahren (WHO 2004). In Deutschland lag die Suizidrate im Jahr 2001 bei
20,4 fir Manner und 7,0 fur Frauen und Ubertraf somit die Zahl der Verkehrstoten
(Statistisches Bundesamt). Wahrend die weltweite Suizidrate in den vergangenen 45
Jahren um ca. 60% angestiegen ist (WHO 2004), sank sie in Deutschland in den
letzten 21 Jahren um fast die Halfte, bei Mannern sogar um 60% (Statistisches Bun-

desamt, s. Abb. 1.1), woflr keine eindeutige Erklarung bekannt ist.
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Abb.1.1: Suizidraten in Deutschland von 1980 bis 2001 im Bereich der alten und neuen Bundeslander
(Quelle: Statistisches Bundesamt)




1. EINLEITUNG

1.1.3 Diagnose, Pravention und Behandlung

Die Suizidpravention gliedert sich in drei Ebenen: Die primaren suizidpraventiven
MaBnahmen zielen auf die Minimierung der &tiologischen Risikofaktoren (Méller HJ,
1994). Dazu z&hlen, beginnend mit der Férderung psychischer Stabilitat in der Kin-
deserziehung, die Information der Bevdlkerung tber Depressionen und die Fortbil-
dung von Arzten und Pflegepersonal hinsichtlich rechtzeitigen Erkennens und Be-
handlung psychischer Erkrankungen. Entscheidend ist die richtige Einschatzung
suizidaler Tendenzen eines Patienten. Da Suizidalitat, auch im akuten Stadium, nicht
immer offensichtlich ist, muB der behandelnde Arzt gezielt versuchen, das Suizidrisi-
ko einzuschatzen. Neben der Mdéglichkeit der Fremdanamnese sowie dem Einsatz
von Skalen zur Erfassung von Suizidgedanken (Beck Scale for Suicidal ldeation
(Beck AT, 1991) oder von Hoffnungslosigkeit (Beck Hopeless Scale (Beck et al.,
1975)), scheint die valideste Informationsquelle jedoch das klinische Interview mit
dem Patienten selbst zu sein (Althaus D, 2004). Es erlaubt neben der Erfassung
moglicher Suizid-Pradiktoren anhand der Vorgeschichte vor allem die Thematisie-
rung gegenwartiger Suizidalitdt und die direkte Frage nach akuten Suizidabsichten.
Bei Menschen mit bestehender Suizidalitdt kommen die sekundaren PraventivmaB-
nahmen zum Einsatz, wobei Psychopharmakotherapie und begleitende Psychothe-
rapie zur Behandlung psychiatrischer Grunderkrankungen im Vordergrund stehen.
Als einziges Medikament mit gezielt antisuizidaler Wirkung ist bislang Lithium be-
kannt (Ahrens, 1997). Antidepressiva bergen Risiken durch verzdgerten Wirkungs-
eintritt und méglichen MiBbrauch durch Patienten mit suizidaler Intention. Auch kénn-
te die antriebsteigende Wirkung, insbesondere von Serotonin-Wiederaufnahme-
Hemmern (SSRI’s), suizidales Verhalten auslésen, zu dem depressive Patienten
zuvor nicht die ausreichende Kraft hatten. Hinsichtlich dieser Fragen besteht jedoch
bislang noch kein Konsens (Moller and Steinmeyer, 1994). Bei akuten suzidalen
Krisen ist zun&chst allein der Zeitgewinn entscheidend, da die Mdglichkeit eines
Wiederabklingens der Krise besteht (Althaus D, 2004). Die Nachbetreuung als tertia-
re Suizidpravention ist von besonderer Bedeutung hinsichtlich der hohen Rezidivrate
mit oftmals letalem Ausgang, scheitert aber haufig an zu geringer Inanspruchnahme
durch die Betroffenen (Mdller, 1989).
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1.1.4 Atiologie

Die Entstehung suizidalen Verhaltens ist sehr komplex, wobei bereits eine Reihe von
Risikofaktoren bekannt ist. An erster Stelle stehen hier Suizidversuche in der Vorge-
schichte. Es wurde berichtet, daB Suizidversuchen in 55 % aller Falle ein vollzogener
Suizid folgte (Suominen et al., 2004). Demographische Daten belegen, daB Frauen
zwar 60-70% der Suizidversuche (Moscicki, 1994) begehen, daB bei Mannern aber
ein drei- bis vierfach hdheres Risiko fUr vollzogenen Suizid besteht. Wahrend in Al-
tersgruppen zwischen 15 und 34 Jahren Jahren Suizidversuche Uberwiegen (Hirsch-
feld s.o0.) findet sich vollzogener Suizid am h&ufigsten in Altersgruppen tber 75 Jah-
ren (Murphy 2000 ), Bezlglich des Familienstandes liegt das hdchste Risiko bei al-
leinstehenden, insbesondere geschiedenen Personen (Kposowa, 2000). Eine ein-
deutige Zuordnung zu sozialen Schichten ist nicht vorhanden, wenngleich tendentiell
mehr Suizidversuche in der ’Unterschicht’ unternommen werden (Kreitmann, 1986).
Erwiesen ist dagegen der Zusammenhang zwischen Suizidalitat und Arbeitslosigkeit
(Platt et al., 1992b) bzw. Zeiten wirtschaftlicher Rezession (Wasserman, 1984). Ein-
fluB hat auch die Jahreszeit mit einem Peak der Suizidrate im Frihjahr und Herbst
und einem Minimum im Dezember (Clayton, 1985).

In den meisten Féllen liegen psychiatrische Grunderkrankungen vor, die zum Teil
erst retrospektiv mittels psychologischer Autopsien erkannt werden. Zu den wichtig-
sten und umfangreichsten Untersuchungen dieser Art zahlt eine finnische Studie
(Henriksson et al., 1993), die fur einen Zeitraum von 1987-1988 die Diagnosen fur
229 Suizidenten ermittelte. Vergleichbar mit anderen Studien lag in 93% der Félle
zumindest eine DSM-III-R-Diagnose vor. Dabei handelte es sich zu 59% um Depres-
sionen unterschiedlicher Klassifikation, zu 43% um eine Suchterkrankung, zu 13%
um eine Psychose und zu 9% um Persdnlichkeitsstérungen. Andere Studien klassifi-
zieren diese Diagnosen naher und nennen in erster Linie Major Depression und bi-
polare Stérungen, Alkoholismus und Drogenabhéngigkeit, Schizophrenie, sowie
Borderline- und antisoziale Persénlichkeitsstérungen. 15% aller depressiven Patien-
ten versuchen oder vollziehen Suizid, ihr Risiko wurde als 30-fach hdher einge-
schatzt als das der nicht-depressiven Bevolkerung (Pokorny, 1983). Eine weitere
Aufschlisselung der Daten der Henriksson-Studie ergab eine hohe Komorbiditat mit
anderen psychischen aber auch physischen Erkrankungen, z.B. lag bei Suizidopfern
mit der Diagnose Major Depression nur in 15% der Falle eine reine Major Depression

ohne Mehrfachdiagnose vor (Isometsa et al., 1994).
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Neben psychiatrischen Erkrankungen und Suizidalitat spielen vemutlich bestimmte
psychologische bzw. psychopathologische Merkmale eine Rolle (Isometsa et al.,
1994). Bei deren Erforschung kristallisierten sich im wesentlichen drei Gruppen her-
aus: 1. Kurzfristige oder lebenslange Symptome von Angst, Unruhe oder Panik wur-
den in bis zu 80% der untersuchten Suizidversuche und Suizide gefunden (Fawcett,
1992) (Hall et al., 1999). 2. Vielfach beschreiben suizidgefahrdete Menschen Geflh-
le von Hoffnungslosigkeit und Verzweiflung, welche die Betroffenen den Suizid als
einzigen Ausweg erscheinen lassen (Collins and Cutcliffe, 2003). Die Beck Hope-
lessness Scale (BHS) kann daher zur klinischen Erfassung von Suizidalitat beitragen
(Beck and Weishaar, 1990). 3. Derartige Aspekte von Angstlichkeit und Resignation
dirfen nicht Uber das HochstmaB an Aggression und Gewalt hinwegtduschen, die
letztlich an der Durchfihrung einer Suizidhandlung beteiligt sind. Zahlreiche Studien
berichten von zum Teil langen Vorgeschichten aggressiven und impulsiven Verhal-
tens suizidaler Personen, (Fawcett, 1992). Die besondere Bedeutung dieser engen
Assoziation wird im Abschnitt 1.1.5 'Neurobiologie der Suizidalitat’ deutlich.

Anhand der genannten Risikofaktoren wurden unterschiedliche Erklarungsmodelle
zur Atiologie der Suizidalitat vorgeschlagen, wie soziale (Durkheim, 1997), psycholo-
gische (Freud, 1940) oder biologische (siehe Abschnitt 1.1.5), die jedoch meist zu
einseitig sind, um der multifaktoriellen Entstehung suizidalen Verhaltens gerecht zu
werden. Dagegen gibt es integrative Anséatze, welche das Zusammenwirken unter-
schiedlicher Faktoren erklaren. Das "StreB-Diathesis-Modell” von John Mann (Mann,
1998) z.B. beruht auf einer Einteilung der Risikofaktoren in 1. langfristige pradispo-
nierende Faktoren (Diathesis, Trait-Marker), welche die Vulnerabilitdt eines Men-
schen far Suizidalitdt bestimmen. Sie definieren gewissermaBen eine Reizschwelle,
bei deren Uberschreitung, 2. die entsprechenden Stressoren (State-Marker), suizida-
les Verhalten auslésen. Zu diesen akuten Auslésern zahlen Episoden psychischer
Erkrankungen, Drogen- oder AlkoholmiBbrauch sowie das pl6tzliche Eintreten physi-
scher Krankheiten oder psychosozialer Krisensituationen.

Die Pradisposition manifestiert sich z.B. durch frihe, unter Umstédnden traumatisieren-
de Lebenserfahrungen, chronischen Drogen- oder Alkoholmissbrauch, chronische
psychische und physische Erkrankungen sowie genetische Faktoren. In einer der
bislang umfangreichsten Metaanalysen zu Zwillingsstudien wurde gefunden, daB sich
die Pathogenese der Suizidalitdt zu 43% durch eine genetische Pradisposition und
zu 57% durch den EinfluB von Umweltfaktoren erklaren lieB (McGuffin et al., 2001).
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Genetische Komponenten gelten seit langem als Risikofaktoren fir die Entwicklung
suizidalen Verhaltens. Eine bereits 1838 von (Esquirol, 1838) beobachtete familiare
Haufung von Suizidversuchen und Suiziden wurde durch systematische Familienstu-
dien in jungerer Zeit bestatigt. Nach einer Studie von Roy an 243 psychiatrischen
Patienten mit einer familiaren Vorgeschichte von Suiziden hatte fast die Halfte
(46,6%) von ihnen selber einen Suizidversuch unternommen (Roy, 1982). In seiner
Ubersichtsarbeit restimierte McGuffin ein Erblichkeitsrisiko fir vollzogenen Suizid
von 43% (McGuffin et al., 2001). Brent konnte zeigen, daB psychiatrische Erkran-
kungen bei Verwandten ersten Grades zwar deutlich das Suizidrisiko erhéhen, aber
nicht zwingend daran gekoppelt sind (Brent et al., 1996). Vielmehr scheint die gene-
tische Komponente fir Suizidalitdt unabhangig und diagnoselbergreifend zu sein.
Zudem fand Brent bei Suizidversuchen eine enge Assoziation von familidrer suizida-
ler Vorbelastung und Aggression, was auf eine mdégliche gemeinsame genetische
Determinante schlieBen 1aBt. Eine Metaanalyse Gber Zwillingstudien mit insgesamt
399 Zwillingspaaren, von denen sich jeweils mindestens ein Zwilling suizidiert hatte,
ergab eine signifikant héhere Konkordanzrate flr eineiige als flr zweieiige Zwillinge
(13,2% gegeniber 0,7%) (Roy et al., 1991), was eine Hereditat flir Suizidalitat von
40% ergab (Maier M, 1995),(Wolfersdorf M, 1995). In Adoptionsstudien wurden 57
biologische Familien und Adoptivfamilien von Personen, die direkt nach ihrer Geburt
von den Eltern getrennt worden waren und die sich spater das Leben nahmen, ver-
glichen mit den biologischen Familien nicht-suizidaler Adoptivkinder. Unter den bio-
logischen Verwandten der Suizidopfer hatten sich 12 ebenfalls suizidiert, in der Kon-
trollgruppe zwei Personen und in den Adoptionsfamilien niemand. Zudem wies eine
weitere Studie zu demselben Fallregister eine deutliche Haufung von Affektreaktio-
nen bei den Suizidenten nach (Wender et al., 1986). Zusammenfassend scheint eine
genetische Suszeptibilitat fir suizidales Verhalten zu existieren, die mit einem erhéh-
ten MaB an Aggression sowie mit gestorter Impulskontrolle korreliert.

Seither zahlt es zu den Herausforderungen der neurobiologischen Suizidforschung,
die molekularen Mechanismen aufzudecken, die diesen Zusammenhangen zugrun-

deliegen.
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1.1.5 Neurobiologie der Suizidalitat

Die Erforschung neurobiologischer Faktoren des Suizides etablierte sich erst in der
zweiten Halfte des 20. Jahrhunderts, bahnbrechend mit der Arbeit von Marie Asberg,
die die Konzentrationen der Hydroxyindolessigsaure (HIES), dem Metaboliten des
Neurotransmitters Serotonin (5HT), im Liquor von Suizidenten bestimmte (Asberg et
al., 1976). Seither wird in unterschiedlichsten methodischen Ansatzen schwerpunki-
maBig die zentrale Neurotransmission erforscht, mit dem Fokus auf drei Neuro-
transmittersystemen: Dem serotonergen, dem noradrenergen und dem dopaminer-
gen System.

FOr das 5HT-System liegen die konsistentesten Befunde vor, wonach Suizidalitat
assoziiert ist mit einem prasynaptischen serotonergen Defizit im prafrontalen Cortex,
formuliert als 'Serotonin-Mangel-Hypothese der Suizidalitat' (Arato et al., 1989). Das
serotonerge System ist u.a. wesentlich an der Stabilisierung von Emotionalitat und
Selbstwertgefiihl, sowie an der Kontrolle von Aggressivitat, Impulsivitat und Angst-
lichkeit beteiligt (Soubrie, 1986). Dysfunktionen kénnen somit an der Pathogenese
psychiatrischer Erkrankungen beteiligt sein, die Kenntnis der zugrundeliegenden
Mechanismen ermdglichte die Entwicklung geeigneter Psychopharmaka (Apter et al.,
1990). Die Aktivitat des serotonergen Systems kann in klinischen Studien u.a. durch
5HT- oder 5-HIES-Messung im Liquor oder Hirnstamm erfaBBt werden (Shaw et al.,
1967). Asberg fand in der oben erwahnten Studie erniedrigte 5-HIES-
Konzentrationen im Liquor depressiver Patienten nach Suizidversuchen. Dieser Be-
fund konnte bei suizidalen Patienten mit anderen psychiatrischen Diagnosen repli-
ziert werden (Schizophrenie (Cooper et al., 1992), Persénlichkeitsstérungen
(Gardner et al., 1990)). Mann (Mann et al., 2001) schloss daraus auf die Unabhan-
gigkeit der erniedrigten 5-HIES von der psychiatrischen Grunderkrankung und inter-
pretierte dies als Hinweis auf die Existenz autonomer neurobiologischer Komponen-
ten der Suizidalitat. Roy postuliert in einer seiner Studien einen pradiktiven Charakter
erniedrigter 5-HIES-Konzentrationen im Liquor fur weitere Suizidversuche (Roy et al.,
1989). Anhand von Messungen der 5-HIES konnte auf neurobiologischer Ebene ein
Zusammenhang zwischen Aggression, Impulsivitat und Suizidalitét bestatigt werden.
Dies geht erstens hervor aus verminderten 5-HIES-Konzentrationen bei nicht-
suizidalen Personen mit impulsivem (Linnoila et al., 1983), aggressivem (Stanley et
al., 2000) oder gewalttatigem Verhalten (Lidberg et al., 2000). Zweitens wurden bei

suizidalen Patienten positive Korrelationen der Konzentration des Metaboliten mit
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der Letalitdt und der Harte der Suizidmethode gefunden (Mann and Malone, 1997),
(Asberg et al., 1976)].

Eine verminderte serotonerge Aktivitdt kann auf Dysfunktionen in potentiell allen
Komponenten des serotonergen Systems beruhen (Abb. 1.2), beginnend mit dem
Schlisselenzym fiir die 5HT-Synthese aus der Aminosaure Tryptophan, der Tryp-
tophanhydroxylase (TPH), Uber pra- und postsynaptische Rezeptoren, sowie Kom-
ponenten der Signaltransduktion, bis hin zum Abbauenzym des Serotonins, der Mo-
noaminoxidase (MAO).

5-HT1A (Autorezeptor)

TPH L-AADC J

— 5 Signal-
el transdukion

o]°

MAO

5-HT1 - 5-HT7

Abb. 2: Serotonerge Synapse: Synthese, Neurotransmission und Abbau des Serotonins

Im Intron 7 des TPH-Gens beschrieb Nielsen den Polymorphismus A779C (Nielsen
et al., 1997) und korrelierte diesen in spateren Studien mit suizidalem Verhalten bei
mannlichen, alkoholabhangigen Gewaltverbrechern (Nielsen et al., 1994; Nielsen et
al., 1998). Dabei fand er eine Assoziation des haufigeren L-Allels (779C) mit voraus-
gegangen Suizidversuchen. Dem folgten zahlreiche Untersuchungen zu TPH-Gen-
Polymorphismen einschlieBlich dreier Meta-Analysen (Lalovic and Turecki, 2002;
Rujescu et al., 2003; Bellivier et al., 2004), die aber zu sehr diskrepanten Ergebnis-
sen kamen. Gemein ist ihnen einzig der SchluB, daB TPH eine wichtige Rolle fur die
Entstehung von Suizidalitat zu spielen scheint. Zudem wurde jlingst eine neuronale
Isoform des Enzyms entdeckt, deren genaue neurobiologische Funktion noch zu
klaren ist (Zill et al., 2004; Walther and Bader, 2003). Molekulargenetische Untersu-

chungen zum Serotonin-Transporter (5-HTTP) konzentrieren sich auf einen Poly-
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morphismus in der Promotor-Region des Gens, eine 44bp-Insertion/-Deletion. Ob-
wohl auch hier diskrepante Ergebnisse vorliegen, fand Anguelova (Anguelova et al.,
2003) in einer Meta-Analyse eine signifikant starkere Assoziation des kiirzeren S-
Alles mit Suizidalitat. Eindeutiger sind die postmortalen 5-HTTP-Bindungsstudien in
prafrontalen Cortices von Suizidopfern, die Uberwiegend eine reduzierte Transpor-
terdichte belegen (Ubersicht: (Mann, 1998)). Auf postsynaptischer Seite wurden im
wesentlichen drei Rezeptortypen untersucht: Bei Suizidenten wurde eine erhdhte
Dichte des 5-HT2A-Rezeptors sowohl im préafrontalen Cortex gefunden (Arora and
Meltzer, 1989) als auch auf Thrombozyten als peripheren Modellen zentraler Neuro-
nen (Pandey, 1997) in. Molekulargenetische Untersuchungen zweier Polymorphis-
men ergaben dagegen fast einhellig negative Befunde flr eine Verbindung zum Sui-
zid. Ahnlich gibt es fiir den 5HT1A-Rezeptor Hinweise fiir eine erhdhte Dichte im
prafrontalen Cortex (Ubersicht: (Arango et al., 1997)) insbesondere im ventralen
Bereich (Arango et al., 1995), wahrend die bislang wenigen molekulargenetischen
Studien widersprichliche Ergebnisse aufweisen (Nishiguchi et al., 2002; Lemonde et
al., 2003). Fur den 5HT1B-Rezeptor wurden nahezu keine Veranderungen im Zu-
sammenhang mit Suizidalitdt gefunden (Huang et al., 1999), allerdings wiesen
5HT1B-Knockout-Mause verstarkt aggressives Verhalten auf (Saudou et al., 1994).
Zusammenfassend wurde eine tendentiell verminderte Anzahl an Serotonin-
Transportern als Hinweis auf eine verminderte prasynaptische Aktivitat gewertet.
Zudem wurde aus einer erhbéhten postsynaptische Rezeptordichte eine kompensato-
rische Hochregulation als Antwort auf das prasynaptische serotonerge Defizit ge-
schluBfolgert (Mann, 2003), (Arango et al., 1995). Fur das Abbauenzym MAO wurde
bislang kein Zusammenhang mit Suizidalitdt gefunden. Ein funktioneller Poly-
morphismus in der Promotorregion des Gens (Sabol et al., 1998) zeigte zwar Asso-
ziationen zu Panikstérungen (Deckert et al., 1999) und Aggression (Cases et al.,
1995), nicht aber zum Suizid (Ono et al., 2002).

Als weiteres Neurotransmittersytem wird das noradrenerge System hinsichtlich még-
licher Implikationen fur die Entstehung suizidalen Verhaltens untersucht. Hier sind
die Befunde inkonsistenter und weit weniger umfangreich als die zum serotonergen
System. Dennoch zeichnen sich ein erhdéhter Gehalt an Tyrosin-Hydroxylase
(Ordway et al., 1994) ab, dem Schlisselenzym flr die Katecholaminsynthese sowie

eine reduzierte Anzahl noradrenerger Neuronen im Locus coeruleus (Arango et al.,
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1996) und eine verminderte Dichte an Noradrenalin-Transportern (Klimek et al.,
1997) und a2- (Auto-)adrenerge Rezeptoren (Meana and Garcia-Sevilla, 1987). Auf
postsynaptischer Seite sind post-mortem-Befunde bezliglich der a1-Adrenozeptoren
zu uneinheitlich fir eine generelle Aussage, wahrend B-adrenerge Rezeptoren ten-
dentiell eine Dichtereduktion aufweisen. Die Kombination dieser Ergebnisse ergibt
das typische Bild bei einer dauerhaft streBinduzierten Hyperaktivitat des noradrener-
gen Systems (van Heeringen, 2003). Zu einem &ahnliches SchluB kommen Untersu-
chungen zur Hypothalamus-Hypophysen- Nebennierenrinden- (HPA-) Achse als
weiterem StreBhormonsystem. Die konsistentesten Hinweise fliir eine chronische
Uberaktivitat wurden fast ausschlieBlich im Zusammenhang mit vollzogenem Suizid
gefunden und sind im wesentlichen (1) erhdhte Cortisol- und erniedrigte Corticotro-
pin-Releasing-Hormon- (CRH-) Plasma-Spiegel (Westrin et al., 1999), (2) eine redu-
zierte CRH-Rezeptordichte im frontalen Cortex (Nemeroff et al., 1988), (3) Hypertro-
phie der Nebenierenrinde (Szigethy et al., 1994) und (4) eine Non-Supression von
Cortisol im Dexamethason-Suppressionstest (Lester, 1992), welche als préadiktiver
Parameter flir weitere Suizidgefahrdung nach einem Suizidversuch gewertet wird
(Coryell and Schlesser, 2001).

Der Status dieser beiden StreBhormonsysteme kdnnte der chronische StreBsituation
eines Menschen entsprechen, die er im Vorfeld seiner suizidalen Handlung erlebt.
Eine dauerhafte Uberaktivierung dieser Systeme, méglicherweise verbunden mit
einem per se geschwéachten noradrenergen System, kdnnte die Person auBerstande
setzen, weitere Belastungen angemessen zu bewaltigen und daraufhin mit suizida-
lem Verhalten zu reagieren (Amir et al., 1999). Eine weitere Verbindung der StreB3-
hormonsysteme und Suizidalitat besteht durch deren Interaktionen mit dem seroto-
nergen System. Beispielsweise inhibiert CRH bei direkter Applikation in die 5HT-
produzierenden Raphekerne deren Aktivitat (Post RM, 1980).

FlOr das dopaminerge Sytem wurde im Zusammenhang mit Suizidalitdt von vermin-
derten Konzentrationen das Metaboliten Homovanilinsaue (HVA) (Traskman et al.,
1981), (Bowden et al., 1997) berichtet. Allerdings fallt auf, daB der Gberwiegende Teil
der Studien an depressiven Patienten durchgefihrt wurde, und bereits Traskman
folgert aus seiner Studie, daB erniedrigte HVA-Konzentrationen enger mit Depressi-
on korrelieren als mit Suizidaliat, enger noch als HIES (Post RM, 1980).

Flr weitere Neurotransmitter, bzw. Neuropeptide (z.B. GABA, Opioide) oder exzitato-

rische Aminosduren (z.B. Glutamat) gibt es vereinzelt Hinweise fur eine Assoziation
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mit Suizidalitat (Gross-Isseroff et al., 1990; Merali et al., 2004), allerdings weisen die
entsprechenden Studien fiir tragfahige Aussagen bislang eine zu geringe Anzahl und
zu diskrepante Ergebnisse auf.

Weiterhin werden Dysfunktionen auf der Ebene der Signaltransduktion diskutiert.
Hinweise dazu liefern post-mortem-Studien zum Transkriptionsfaktor cyclisches
Adenosin Monophosphat (cCAMP) response element binding protein (CREB), dessen
DNA-Bindungskapazitat reduziert (Dwivedi et al., 2003a) und die Phosphorylierung
erhéht war (Young et al.,, 2004). Im prafrontalen Cortex von Suizidopfern wurden
verminderte Aktivitaten der Proteinkinase C (Pandey et al., 2003) sowie der Protein-
kinase A (Dwivedi et al., 2003b) gefunden.

Auf einen zunachst vollig anderen physiologischen Bereich bezieht sich die Hypo-
these einer Korrelation zwischen niedrigen Cholesterinspiegeln und Suizidalitét. Es
gibt dazu zahlreiche klinische Studien an psychiatrischen Patienten, die von signifi-
kant niedrigeren Cholesterinspiegeln bei suizidalen gegentber nicht-suizidalen Per-
sonen (Golier et al., 1995; Kunugi et al., 1997) berichten. Auch scheint ein Zusam-
menhang mit Aggressivitat und Impulsivitédt zu bestehen. Mdéglicherweise wirkt Cho-
lesterin dabei Uber eine Modulation des serotonergen Systems, denn es wurde ge-
zeigt, daB eine Cholesterin-induzierte Abnahme der Membranfluiditat die Serotoni-
naufnahme hemmt (Block and Edwards, 1987).

Das Verstandnis neurobiologischer Grundlagen der Suizidalitat ist von hoher Bedeu-
tung flr auf die Suizidpravention, da anhand biologischer Marker die Pradiktion sui-
zidaler Handlungen und eine rechtzeitige Intervention ermdglicht werden kann. Ins-
besondere verspricht die Entdeckung neuer Drugtargets eine Verbesserung der
pharmakotherapeutischen Behandlung suizidaler Menschen.
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1.2 Proteomics

1.2.1 Aligemeines

Im Zentrum der medizinisch-biologischen Forschung der vergangenen Jahre stand
die Entschlisselung des menschlichen Erbgutes. Die Erforschung des humanen
Genoms, welches die Gesamt-DNA einer Zelle und somit die vollstandige Erbinfor-
mation des betreffenden Organismus umfaBt, erlaubte Einblicke in die Vererbung
und Entstehung von Krankheiten. Sie st6Bt allerdings an ihre Grenzen, wenn es um
die Erfassung des tatsachlichen Zellgeschehens geht. Dieses wird erst durch die
Proteine bestimmt, welche die eigentlichen Funktiontrdger der Zelle darstellen. Sie
reprasentieren den Phanotyp, das heiBt das Erscheinungsbild der Zelle.

Die tatsachliche Proteinzusammensetzung wird in der Genomanalyse nicht erfaBt,
da nicht alle Gene gleichzeitig abgelesen werden. Besser werden die zu einem be-
stimmten Zeitpunkt aktivierten Gene durch das Transkriptom, das heif3t die Summe
der transkribierten RNA widergespiegelt. Da diese jedoch im Weiteren einer alterna-
tiven Prozessierung unterliegt, 1aBt auch das Transkriptom nicht unmittelbar auf den
Proteinstatus einer Zelle schlieBen. Beispielsweise zeigte eine Studie von Gygi an
dem sehr viel weniger komplexen Organismus der Bierhefe, daB bereits dort die
RNA-Konzentrationen kaum mit der finalen Proteinmenge korreliert (Gygi et al., 1999).
Die Gesamtheit aller Proteine einer Zelle, eines Organismusses oder einer komplexen
Korperflissigkeit zu einem bestimmten Zeitpunkt unter genau definierten Bedingungen
werden als 'Proteom' bezeichnet. Der Begriff wurde 1994 von dem Australier Marc Wil-
kins in Analogie zum "Transkriptom' gepragt und bezeichnet 'das gesamte Proteindquiva-
lent eines Genoms' (Wilkins et al., 1996). Im Gegensatz zu dem relativ stabilen, statischen
Genom ist das Proteom eine hochvariable, dynamische Einheit, die durch zahlreiche intra-

und extrazelluldre Faktoren beeinfluBbar ist (Abb. 1.3).
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Diese Einflisse spiegeln sich in einem sehr spezifischen Proteinmuster wieder, das
mithilfe der Proteomanalyse erfa3t werden kann.
Erst die Methodik der Proteomanalyse ermittelt in einer Art Momentaufnahme den

tatsachlichen Zustand der Proteine in dem jeweiligen Probenmaterial.

1.2.2 Anwendung in der biologischen Psychiatrie

Psychiatrische Erkrankungen sind auf neurobiologischer Ebene im wesentlichen mit
beeintrachtigter Synaptogenese, gestérter Neurotransmission und neuronalen Verlu-
sten verbunden, was sich in spezifischen Veranderungen von neuronalen und Li-
quor-Proteinen manifestiert. Diese lassen sich mit Methoden der Proteomforschung
detektieren und identifizieren. Grundsatzlich werden zwei Forschungsanséatze der
Proteomanalyse unterschieden (Blackstock and Weir, 1999):

1. 'Expression Proteomics' dient der qualitativen und quantitativen Erfassung
eines Proteoms. In der medizinischen Forschung findet hier vor allem der 'sub-
traktive Ansatz' Anwendung, in dem das Proteom eines gesunden mit dem eines
kranken Organismuses verglichen wird, um pathogene Veranderungen der Pro-
teinexpression zu ermitteln. Die auf diese Weise gefundenen krankheitsassozi-
ierten Proteine kdnnen potentiell als neue Biomarker fungieren. Fur die Diagno-
stik psychiatrischer Erkrankungen sind valide Biomarker von besonderer Bedeu-
tung, um die Schwierigkeiten hoher Komorbiditat und haufiger Uberlappung von
Symptomen (Berrettini, 2000) zu Uberwinden. Hier sind genetische Marker pro-
blematisch, da psychiatrische Erkrankungen nicht nur multifaktoriell, sondern
meist auch polygen sind (Berrettini, 2000). Fur die klinische Anwendung eines
Markers bedarf es eines in-vivo-verfligbaren Probenmaterials, flr das innerhalb
des zentralen Nervensystems (ZNS) nur Liquor in Frage kommt. Im Proteom des
menschlichen Liquors wurden bereits zahlreiche krankheitsassoziierte Verande-
rungen gefunden, u.a. in Neurotransmittersystemen (z.B. Serotonin- und Dopa-
minmetaboliten bei Schizophrenie und unipolaren Depressionen (Asberg, 1997)),
bei Neuropeptidn (z.B.: Opioide, Neurotensin, Substanz P bei Depression) und
synaptischen Proteinen (z.B. SNAP-25 bei Schizophrenie , N-CAM bei affektiven

Stérungen).
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2. Der zweite Ansatz, die funktionelle Proteomanalyse (‘Functional Proteomics'),
umfaBt die Erforschung von Protein-Interaktionen, Multiproteinkomplexen und
der funktionellen Verwandtschaften von Proteinen. Die neurobiologische For-
schung zielt dabei auf das Verstandnis zellularer und molekularer Funktionsprin-
zipien des ZNS und dient somit als Grundlage fir die Klarung der Pathogenese
psychiatrischer Erkrankungen. Die praktische Anwendung sei am Beispiel des
Glutamat-Rezeptors (N-methy-D-Aspartat- (NMDA-) Rezeptor) verdeutlicht: Pro-
teomanalysen zeigen, daBB der Rezeptor erst unter Einbindung in einen Komplex
aus uber 70 Proteinen seine Funktion austbt. Die Méglichkeit dieser Methodik,
alle Proteine des Clusters gleichzeitig darzustellen und ihre Interaktionen zu er-
fassen, trug mit zur Klarung der Funktionsweise des Rezeptors bei (Husi and
Grant, 2001), (Husi et al., 2000). Fir die psychiatrische Forschung spielt das
Wissen Uber den NMDA-Rezeptor z.B. eine Rolle im Zusammenhang mit der

'Glutamat-Hypothese der Schizophrenie' (Coyle, 1996).

Far die funktionelle Proteomanalyse eignen sich am besten postmortale Hirnproben.
Krankheitsassoziierte Veranderungen im Hirngewebe wurden auBer in synaptischen
Proteinen (z.B. SNAP-25 bei Schizophrenie (Thompson et al., 1999)) vor allem in
Komponenten der Signaltransduktion gefunden (z.B. CREB bei Schizophrenie und
bipolarer Depression (Knable, 1999)), MAP-Kinase bei Schizophrenie (Kyosseva et
al., 1999)). Sofern methodisch zuganglich, erméglichen Membranproteine die Untersu-
chung von Rezeptoren (z.B. 5-HT2A-Rezeptor bei Schizophrenie (Dean et al., 1998)).
Die Proteomforschung dient zudem im Teilbereich Pharmakoproteomics der Klarung
der Wirkmechanismen vorhandener wie auch auch der Entwicklung neuer Medika-
mente.

Dies kdnnte auch neue Perspektiven flir das Gebiet der Suizidologie bieten, da zu-
nehmend neurobiologische Befunde auf funktionelle Veradnderungen von Proteinen
im Zusammenhang mit Suizidalitat hinweisen (s.Kap.1.1.5). In Rezeptor-Bindungs-
studien wurde beispielsweise flr den Serotonin-Transporter, einem Polypeptid, eine
deutlich starkere Assoziation zur Suizidalitdt gefunden, als in molekulargenetischen
Studien (Kap.1.1.5). Ahnlich schlieBt auch Arango aus seiner Gen-Expressions-
Analyse bei Suizidenten auf stérkere funktionelle Einfliisse auf Protein- als auf DNA-
Ebene (Sibille et al., 2004). Banay-Schwartz et al. fanden in post-mortem-Studien an
Gehirnen von Suizidopfern signifikante Veranderungen in der Konstellation von Pro-

teasen und schlossen daraus auf Abweichungen im Proteinmetabolismus in Verbin-
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dung mit suizidalem Verhalten (Banay-Schwartz et al., 1998). Angesichts dessen
und im Hinblick auf das erwahnte Potential neurobiologischer Forschung fiir die Sui-
zidpravention verwundert es, daB laut verflgbarer Literatur bislang nahezu keine

Ansatze im Bereich der Proteomforschung ('Proteomics') vorliegen.

1.2.3 Methoden

Der Ablauf einer Proteomanalyse gliedert sich prinzipiell in folgende Schritte:
A) Probenvorbereitung

B) Auftrennung und Visualisierung der Proteine

C) Bildanalyse und Quantifizierung der Proteine

D) Identifizierung und Charakterisierung der Proteine
E) Datenanlyse

A) Probenvorbereitung

Das erste Ziel der Probenaufbereitung ist die Isolierung der Proteine. Ein Problem
aller Aufreinigungsmethoden, der unspezifische Proteinverlust, wiegt bei der Pro-
teomanalyse besonders schwer, da das Proteom mdglichst vollstandig erhalten blei-
ben soll. Daher ist im Einzelfall der Kosten-Nutzen-Effekt eines Aufreinigungsschrit-
tes abzuwagen. Grundsatzlich sollte die Zahl der Reinigungsschritte weitgehend
minimiert werden, da auch der Zeitfaktor eine Rolle spielt, mit dem sich die Gefahr
von Modifikationen und proteolytischem Abbau der Proteine erhdht. Weiterhin missen
die Proteine mdglichst vollstandig in Lésung gebracht werden, indem ein entspre-

chend zusammengesetzter Lysepuffer die Proteine bis zur Priméarstruktur abbaut.

B) Auftrennung der Proteine

Als Trennmethode der Wahl dient nach wie vor die zweidimensionale Gel-
Elektophorese, die Klose (Klose, 1975) und O’ Farell (O Farell, 1975) unabhangig
voneinander entwickelten. Durch die effiziente Kombination zweier elektrophoreti-
scher Trennmethoden werden Proteingemische anhand von zwei unabhangigen
Parametern aufgetrennt: in der ersten Dimension durch Isoelektrische Fokussierung

(IEF) anhand ihres isoelektrischen Punktes und anschlieBend mittels SDS-
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Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese (SDS-PAGE) nach ihrem Molekulargewicht. Bei
der IEF handelt es sich um eine Endpunktmethode, bei der Proteine im elektrischen
Feld durch einen pH-Gradienten bis zu der Stelle wandern, die ihrem isoelektrischen
Punkt entspricht, d.h. an dem ihre Nettoladung gleich Null ist. Die urspringlich ver-
wendeten Tragerampholyte, die sich im elektrischen Feld so arrangieren, dafB sie
einen pH-Gradienten erzeugen, wurden abgelést durch immobilisierte pH-
Gradienten, bei denen saure und basische Acrylamidderivate bereits in das Gel mit
eingegossen werden und die eine deutliche Verbesserung der Reproduzierbarkeit
brachten (Bjellgvist et al., 1982).

Das Prinzip der SDS-Page beruht auf der Wirkung des anionischen Detergenzes
sodium dodecyl sulfat (SDS), das die Eigenladung der Proteine nivelliert. Wandern
diese im elektrischen Feld, so werden sie nach dem ‘Molekularsieb-Prinzip’
auschlieBlich anhand ihrer MolekllgréBe getrennt. Das Ergebnis beider Trennschritte
ist ein sehr spezifisches Muster aus Protein-Spots im Gel. lhre Visualisierung erfolgt
durch Anfarben, Ublicherweise durch Coomassiefaroung (Dunn, 1987) flr praparati-
ve oder durch die zehnfach sensitivere Silberfarbung flr analytische Zwecke. Eine
weitere Mdglichkeit ist die Verwendung von Fluoreszenzfarbstoffen, welche die Sen-
sitivitdt der Farbung um einige weitere Gr6Benordnungen erhdéhen (Steinberg et al.,
1996). Die gefarbten Gele werden zur Digitalisierung eingescannt und kénnen so der
softwareunterstltzten Bildanalyse zugefihrt zu werden. In deren Verlauf werden die
Spots mittels, je nach Software-Anbieter verschiedenen, Algorithmen detektiert, edi-
tiert und quantifiziert. Im anschlieBenden Vergleich einzelner Gele oder Gelgruppen
lassen sich Unterschiede in der Proteinexpression detektieren. Diese Form der Bild-
analyse ist nicht vollautomatisch durchfihrbar, da Fehler in der Spoterkennung, z.B.
bei sich lberschneidenden Spots, zu falschen positiven Ergebnissen fihren kénnen.
Daher sind manuelle Editierarbeit und eigene Definition bestimmter MeBparameter
unerlaBlich.

Die Identifizierung und Charakterisierung der interessierenden Proteinspots erfolgt
heute Uberwiegend durch Massenspektrometrie (MS). Da die Gelmatrix nicht inert
ist, missen die Spots entweder auf eine immobilisierende Membran transferiert (ge-
blottet) werden, was dann auch den Antikérpernachweis der noch intakten Proteine
erlaubt (Westernblot) oder die Spots werden nach vorherigem enzymatischem Ver-
dau aus dem Gel eluiert und dann der weiteren Analyse zugefthrt. Die beiden ge-
brauchlichsten massenspektrometrischen Methoden sind Electrospray-lonisation
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(ESI) (Fenn et al., 1989) und Matrix Assisted Laser Desorption (MALDI) (Karas and
Hillenkamp, 1988). Fir die MALDI-MS werden die Probemolekiile in das Kristallgitter
einer organischen Matrix eingebettet und mit einem Laserstrahl beschossen. Durch
Ubertragung der Energie von der Matrix auf die Probe entstehen positiv geladene
Proteinmolekiile, die mittels einer Ringelektrode in einem Vakuum-Flugrohr be-
schleunigt werden und schlieBlich auf einem Detektor auftreffen. Bei einem 'time of
flight'- (TOF-) Detektor beispielsweise wird dann die Masse eines Peptides aus des-
sen Flugzeit errechnet. Bei ESI werden die gelésten Probemoleklle durch feinste
Zerstaubung ionisiert und fliegen im elektrischen Feld ebenfalls zu einem TOF-
Detektor oder zu einem Quadrupol-Analysator, der die verschiedenen Ladungszu-
stande erfafBt, aus denen sich die Peptidmassen errechnen lassen.

Durch den proteolytischen Abbau ergibt sich in Abhangigkeit der Protease flr jedes
Protein ein sehr spezifischer Satz von Peptiden (‘peptide mass fingerprint' (PMF))
(Shevchenko et al., 1996). Diese kdnnen uber das world wide web (WWW) mit Nu-
kleotid- oder Proteindatenbanken abgeglichen werden, die fir alle bislang registier-
ten Proteine ein theoretisches PMF berechnen. Je nach Ubereinstimmung zwischen
gemessenem und theoretischem PMF kann so ein bereits bekanntes Protein identifi-
ziert werden. Differenzen dieser beiden Werte kdnnen auch Hinweis auf posttransla-
tionale Modifikationen sein, deren Charakterisierung eine weitere bedeutende Mdg-
lichkeit der Proteomanalyse darstellt. Die meisten Modifikationen beeinflussen den
pl-Wert und das Molekulargewicht eines Proteins, was im 2D-Gel als Verschiebung
von Spots oder als 'Perlketten-Spots' sichtbar wird. Zusammenfassend |aBt sich
sagen, daB die als klassische Methode geltende 2D-Gelelektrophorese im Rahmen
der Proteomforschung eine Art Revival erlebt. Durch die hocheffiziente Kombination
mit der Massenspektrometrie sowie deutlichen methodischen Verbesserungen ver-

leiht sie der Proteomanalyse bedeutende Vorteile:

1. Die hochaufldésende Trennung und Visualisierung von bis zu 10.000 Proteinen
gleichzeitig
Die Méglichkeit der Charakterisierung aller Proteine eines Proteoms
Die Loslésung von hypothesegeleiteten Forschungsansatzen hin zu einem
Screening des gesamten Proteoms zur Identifikation neuer Proteine und Protein-
funktionen, auch als ‘SchrotschuBverfahren’ bezeichnet.

4. Die Mdglichkeit der Identifikation posttranslationaler Modifikationen
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1.3 Hirn- und Liquorproben

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Proteomanalyse von post-mortem-Proben aus
sechs Hirnregionen sowie von cerebral entnommenem Liquor (Cerebrospinale Flis-
sigkeit) durchgefihrt. Bei den Hirnregionen handelte es sich um den préafrontalen
Cortex, die Amygdala, den Hippocampus, den Thalamus und die Hypophyse sowie
als Referenzregion das Cerebellum. Die dabei detektierten Proteinmuster wurden im
Vergleich von 20 Suizidopfern und einer Kontrollgruppe von 10 Personen mit nicht-
suizidbedingten Todesursachen untersucht. Nachfolgend werden die wesentlichen
Funktionen der analysierten Hirnregionen sowie des Liquors beschrieben.

Vier der untersuchten Regionen sind Bestandteile des Limbischen Systems (Hippo-
campus, Amygdala, anteroventraler Teil des Thalamus), bzw. sind mit diesem funk-
tionell assoziiert (prafrontaler Cortex). Das Limbische System gilt als integratives
System emotionaler Wahrnehmungen und steuert Gber diverse autonome und endo-
krine Funktionen die somatischen Reaktionen. Dieses auch als 'emotionales Gehirn'
bezeichnete System regelt zudem Gedachtnisfunktionen und koordiniert das vegeta-

tive Nervensystem.

Der Hippocampus ist ein Teil des Limbischen Systems und befindet sich im mesia-
len Temporallappen des Cortex, in dem er den sogenannten Archicortex bildet. In
ihm flieBen Informationen verschiedener sensorischer Systeme zusammen, die ver-
arbeitet und von dort zum Cortex zurlickgesandt werden. Zu den Hauptfunktionen
des Hippocampus zéhlen die Steuerung von Emotionen sowie die Organisation des
bewuBtseinsfahigen, deklarativen Gedachtnisses. Daher sind degenerative Prozesse
in dieser Hirnregion an der Entstehung dementieller Erkrankungen beteiligt (Murre,
1999). Zudem wird dem Hippocampus eine zentrale Rolle fur die Pathogenese der
Schizophrenie zugeschrieben (Knable et al., 2004; Harrison, 2004). Im Zusammen-
hang mit Suizidalitdt wurden im Hippocampus eine erhdhte Dichte des 5-HT2A-
Rezeptors (Pandey et al., 2002) und eine veranderte Expression verschiedener

Komponenten der Signaltransduktion gefunden (Dwivedi et al., 2002).

Die Amygdala (Corpus amygdaloideum, 'Mandelkern') liegt rostral des Hippocampus
im anterioren Teil des Temporallappens. Die Amygdala gilt u.a. als Zentrum der
furcht- und angstgeleiteten Wahrnehmungen und Reaktionen. Dysfunktionen in die-

sem Bereich wurden vielfach bei Angst- und Panikstérungen gefunden (Rauch et al.,
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2003). Da diese haufig auch in Verbindung mit Suizidalitat auftreten (s.o.) (Starcevic
et al., 1999), wird die Amygdala der Suizidopfer in dieser Arbeit hinsichtlich mdgli-
cher Proteinveranderungen untersucht. Es gibt nahezu keine replizierten Studien zu

einer direkten Assoziation dieser Region mit suizidalem Verhalten.

Der prafrontale Cortex (PFC) ist ein Teil der GroBhirnrinde (Neocortex) und stellt

den vorderen Bereich des Stirnlappens (Lobus frontalis) dar. Der Neocortex verleiht
dem Menschen unter anderem sein BewuBtsein und wesentliche Anteile seiner Per-
sOnlichkeit. Dabei ist die prafrontale Region primar flr die Bewertung, Planung und
Koordination von Verhaltensweisen verantwortlich. Durch die enge Verbindung des
PFC zum Limbischen System, insbesondere zur Amygdala, ist er neben den kogniti-
ven Funktionen auch an der Steuerung von Reaktionen auf emotionale Wahrnehmun-
gen beteiligt. Dysfunktionen im PFC wurden in Verbindung mit einem breiten Spektrum
psychiatrischer Erkrankungen beschrieben und stehen auch im Zentrum der neurobio-
logischen Suizidforschung. Insbesondere existieren konsistente Befunde zu einer se-
rotonergen Transmission im PFC suizidaler Menschen, was bereits 1989 in der 'Sero-

tonin-Mangel-Hypothese der Suizidalitat' postuliert wurde (Arato et al., 1989).

Der Thalamus bildet den gréBten Teil des Zwischenhirns (Diencephalon), welches
zwischen den beiden GroBhirnhemispharen liegt. Die aus vielen Kerngebieten be-
stehende Hirnregion fungiert als subkortikale Sammelstelle fir Signale fast aller Sin-
nesorgane. Hier erfolgt die erste Integration sensorischer Afferenzen ehe sie zum
Cortex weitergeleitet werden. Der Thalamus wird daher auch das "Tor zum Bewusst-
sein' genannt, Gbernimmt aber auch héhere Funktionen, z.B. im Zusammenhang mit

Aufmerksamkeit und Gedéachtnis (Perea Bartolome and Ladera, V, 2004).

Die Hypophyse ist eine dem Zwischenhirn angehdrende Hirnanhangsdrise und
besteht aus einem Drisenteil (Adenohypophyse) und einem Hirnteil (Neurohypophy-
se). Unter Kontrolle des Hypothalamus sezerniert die Hypophyse Releasing- und Inhi-
biting-Hormone und steuert somit die Funktion der meisten endokrinen Organe. In der
Psychiatrie spielt sie insbesondere flr die Entstehung von chronischem Stre3 und
daraus resultierenden Erkrankungen eine Rolle. Bei suizidalen Menschen wurden
Hinweise auf eine dauerhafte Hyperaktivitdt des StreBhormosystems HPA-Achse
gefunden (Westrin et al., 1999).
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Die Hauptfunktion des Kleinhirns (Cerebellum) besteht in der Koordination aller
wesentlichen Kérperbewegungen. Da fur diese Hirnregion bislang nahezu keine Be-
lege fur eine Involvierung in die Pathogenese psychiatrischer Erkrankungen bekannt

sind, diente es in dieser Arbeit als Referenzregion.

Bei bilateral angelegten Hirnregionen (Cortex, Thalamus Hippocampus, Cerebellum
Amygdala) sind unter anderem biochemische Lateralitdtsunterschiede zwischen bei-
den Hemispheren bekannt, wie z.B. die ungleiche Verteilung von Neurotransmittern
(Glick et al., 1992). Daher wurden die Proben stets der gleichen Hemisphéare ent-
nommen, wobei hier die rechte Seite gewahlt wurde, da diese starker an emotionalen
Reaktionen und Affekthandlungen beteiligt ist (Van Lancker, 1997; Arato et al., 1991).

Der Liquor (Liquor cerebrospinalis, Gehirn-Rickenmarks-Flissigkeit) kommt im
zentralen Nervensystem vor und zirkuliert in einem System aus kommunizierenden
Hohlrdumen. Liquor wird von den Plexus choroidei in einem Volumen von 500-700
ml gebildet und stellt eine wasserklare proteinarme FlUssigkeit dar, die nur wenige
Zellen enthalt. Zu den Hauptfunktionen des Liquors zahlen unter anderem die Pol-
sterung des Gehirns und des Rickenmarks zum Schutz gegen mechanische Einwir-
kungen von auBen sowie die Ernahrung von Nervenzellen. Von klinischer Bedeutung
ist Liquor vor allem fir die Diagnostik psychiatrischer und insbesondere neurodege-
nerativer Erkrankungen. Wie in Kap.1.1.5 beschrieben, wurden im Zusammenhang
mit Suizidalitdt verschiedene Neurotransmitter-Metaboliten im Liquor suizidaler Men-
schen bestimmt, wobei fir Serotonin die konsistentesten Ergebnisse vorliegen
(Pandey, 1997).
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2. ZIELSETZUNG

2.1 Neurobiologische Fragestellung

Suizidales Verhalten beruht auf einer multifaktoriellen Atiopathogenese, an der unter
anderem neurobiologische Faktoren beteiligt sind. Sehr wahrscheinlich fihrt dabei
erst das Zusammenwirken akuter Ausléser und unterschiedlicher pradisponierender,
wie z.B. genetischer Faktoren letztlich zur suizidalen Handlung.

Die vorliegende Arbeit befaBt sich mit der Neurobiologie der Suizidalitat. Sie basiert
auf der Hypothese, daB3 die Vielzahl der Faktoren, die in die Pathogenese suizidalen
Verhaltens involviert sind, letztlich auf Proteinebene funktionelle neurobiologische
Auswirkungen haben. Diese unterschiedlichen Einflisse minden somit gewisserma-
Ben als gemeinsame Endstrecke in eine veranderte Proteinexpression.

Diese suizidassoziierten Proteinveranderung zu detektieren und zu identifizieren, ist
Gegenstand der vorliegenden Arbeit. Dazu wird eine Proteomanalyse durchgefiihrt, die
im subtraktiven Ansatz die Proteome postmortaler Hirn- und Liquorproben von Suizid-

opfern mit denen von Kontrollpersonen vergleicht.

2.2 Methodische Zielsetzung

Die zweidimensionale Polyacryl-Gelelektrophorese (2D-PAGE) gilt zwar als klassi-
sche Methode, gewann im Zuge der Proteomforschung jedoch neue Bedeutung als
eine der zentralen Methoden. Damit verbunden war die Entwicklung neuer Techno-
logien flr eine Erhéhung des Probendurchsatzes sowie fur die Optimierung der Pro-
teinauftrennung und der software-gestitzten Bild-Analyse der 2D-Gele. Fir den An-
wender erfordert dies eine z.T. vollstdndig neue Etablierung der Methodik fir die jewei-
lige Studie, was auch zu den Herausforderungen der vorliegenden Arbeit zahlte:

— Optimierung und Standardisierung der Probenvorbereitung fur Liquor sowie flr
die Hirnregionen préafrontaler Cortex, Thalamus, Hippocampus, Amygdala, Hypo-
physe und Cerebellum als Referenzregion

— Etablierung der 2D-Gelelektrophorese flr die genannten Proben

— Detektion mdglicher suizidassoziierter Proteine mittels software-gestutzten Bild-
Analyse der 2D-Gele

— Optimierung und Standardisierung der Probenvorbereitung fir die anschlieBende,
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vom Max-Planck-Institut flir Biochemie, Martinsried, durchgefiihrte, MALDI-TOF-
massenspektrometrische Untersuchung der fraglichen Proteine

— ldentifizierung und Charakterisierung dieser Proteine mittels Proteindatenbank-
Recherche
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3.1 Probenmaterial
3.1.1 Herkunft

Die vorliegenden Untersuchungen wurden von der Ethikkommission der LMU Mun-
chen, Vorsitzender Prof. Dr. Paumgartner, bewilligt (Projekt 164/00).

Es wurden post-mortem-Proben von Hirngewebe und Liquor von 20 Suizidopfern sowie
10 Kontrollen untersucht, deren Daten in Tab. 3.1 und 3.2 zusammengefasst sind.
Dabei wurden die Suizidmethoden in harte (Erhangen, ErschieBen, Spriinge vor
Zuge oder aus H6hen, Messerstiche und Ertrinken) und weiche Methoden (in diesen

Fallen ausschlieBlich Tablettenintoxikation) unterteilt.

Tab. 3.1 Ubersicht: Daten der Suizidopfer und Kontrollpersonen

Fallzahl  Geschlecht mittleres Alter mittlere postmortale
r‘]’q"j’n:‘;'r?r']'ﬁ?h [Jahre] Liegezeit [h]
Suizidopfer  n=20 W n=9 31,87 + 11,28 18,38 + 9,96
m n=11 (14,5 - 58,58) (5 - 40)
Kontrollen  n=10 w n=3 34,87+16,69 12,3 + 11,04
m n=7 (11,25 - 58,58) (2,5 - 40)

Tab. 3.2 Nahere Angaben zu Suizidopfern und Kontrollpersonen

Suizidmethode Medikation Psychiatr. Diagnose
bzw.
Todesursache
der Kontrollen
Suizidopfer  hart n=2 BTM n=2 Depression n= 3
weich n=18 Morphium n=1 Drogen-/ Alkoholmissbrauch n= 3
Trimipramin n=1 frihere Suizidversuche n= 2
Diphenhydraminn=1  Psychose n= 1
Toxik. neg. n=1  Borderline Syndrom n= 1
Unbekannt n=14  chron. Schmerzsyndrom n= 1
unbekannt n=9
Kontrollen Unfall n=3 Toxik. neg. n=1
Herztod n=2 Unbekannt n=9
Mord n=1
unbek. n=4
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3.1.2 Probenentnahme

Das Probenmaterial stammte aus dem Institut fir Rechtsmedizin der Universitat
Munchen. Die Hirnproben wurden von einem erfahrenen Neuropathologen seziert
und unmittelbar nach der Sektion bei 80°C eingefroren. Die Liquores wurden jeweils
aus der Cisterna magna entnommen und zum Schutz gegen Proteolyse sofort mit
dem Protease-Inhibitor Aprotinin ("Trasylol') versetzt. Dies erfolgte bei den Hirnpro-
ben erst wahrend des Zellaufschlusses.

Die Gewebeproben wurden aus den Hirnregionen Prafrontaler Cortex (Brodmann
Areal 11), Hippocampus, Thalamus, Amygdala, Hypophyse sowie dem Cerebellum
als Kontrollregion entnommen, wobei zur Vermeidung von Lateralitatsunterschieden

stets die rechte Hemisphare verwendet wurde.

3.2 Probenaufbereitung

3.2.1 Hirngewebe
Fur die chemische Zell-Lyse sowie die Solubilisierung der Proteine wurden ca. 300 mg
Hirngewebe in 6ul/ug Lysepuffer aufgenommen, welchem unmittelbar vor der Ver-

wendung 5% v/v Aprotinin (‘Trasylol’) zugesetzt wurde.

Lysepuffer: Harnstoff 9 M
CHAPS 2 %
DTT 1 %

IPG-Puffer 1,5 %
(pHB3-10, non-linear)

Der mechanische ZellaufschluB3 erfolgte durch Homogenisation fir 30 Sek. Nach
Zentrifugation des Homogenisates (30 Min., 12000 g, 2°C) wurde der Uberstand zu
je 30pl aliquotiert und zur weiteren Solubilsierung der Proteine far 5 Min. mit Ultra-
schall behandelt. Die Aliquots wurden bei -80°C eingefroren.

Da sich bei der Hypophyse im weiteren Verlauf der 2D-PAGE Schwierigkeiten mit
der Proteinauftrennung und der Reproduzierbarkeit ergaben, wurde versucht, dem
durch Zugabe von Thio-Harnstoff zum Lysepuffer, bzw. durch Variieren der Konzen-
trationen entgegenzuwirken. Nachdem dadurch aber keine wesentlichen Verbesse-
rungen erzielt werden konnten und der Thio-Harnstoff sogar zu deutlichen Ver-
schlechterungen der Proteinauflésung fuhrte, wurde auch flur die Hypophyse der
oben genannte Puffer verwendet.

25



3. MATERIAL UND METHODEN

3.2.2 Liquor — Optimierung der Probenaufbereitung

Beim Liquor steht ein sehr geringer Proteingehalt einer hohen Salzkonzentration gegen-
Uber, die zu Stérungen der nachfolgenden isoelektischen Fokussierung gefuhrt hatte.
Daher waren fur die Liquoraufbereitung Methoden zur Entsalzung und Proteinaufkon-
zentration erforderlich. Zur Methodenoptimierung wurden zunachst unterschiedliche
Prinzipien der Proteinaufreinigung miteinander verglichen. Die Anwendung von Affini-
tatschromatographie und Gelfiltration (Sephadex G25, PD-Saulen, Amersham Bioscien-
ce) erwiesen sich aufgrund zu hohen Proteinverlustes bzw. schlechter Auftrennung der
Proteine bei der nachfolgenden isoelektischen Fokussierung als ungeeignet (Daten nicht
gezeigt). Bessere Resultate erzielte die Dialyse mit anschlieBender Lyophyllisation (Abb.
3.2 A). Dazu wurden die Dialyseschlauche (‘Float-A-Lyzer’, Roth) zunachst fir 30 Minu-
ten mit 0,2%-iger NaCl-Lésung equilibriert und mit Aqua bidest. gewaschen. Je 1 ml
Probe wurde in die Schlduche geflllt, die daraufhin verschlossen und bis zur Entsalzung
der Probe in 1 Liter 0,2%-iger NaCl-Lésung tber Nacht bei 4°C unter Rihren gelagert
wurden. Die anschlieBende Lyophyllisation erfolgte ebenfalls Gber Nacht.

Die Ultrafiltration als weitere Methode zur Proteinaufreinigung wurde mit zwei unter-
schiedlichen Filtrationssystemen durchgefihrt: ‘Centricon’-Filtrationssaulen (Millipore)
faBten ein Volumen von 2,5 ml Liquor, der fir 40 Min. bei 6000 g und 2°C ultrafiltriert
und dann in ein AuffanggeféaB rickzentrifugiert wurde (Abb. 3.2 B1). In den kleineren
‘Ultrafree’-Filtersdulen (Millipore), wurden je 500 pl Liquor bei 6000 g (25 Min., 2°C)
ultrafiltriert und die Uberstande sechsmal mit proteasefreiem UV-behandeltem Was-
ser gewaschen. Die Uberstande beider Ultrafiltrationsmethoden wurden fiir eine
weitere Aufspaltung von Proteinstrukturen far 5 Min. mit Ultraschall behandelt und
schlieBlich in 30 pl-Aliquots bei -80°C eingefroren.
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M gy

B2) B3)

Abb. 3.2: Optimierung der Liquoraufbereitung durch Vergleich unterschiedlicher Metho-
den zur Proteinaufreinigung: A) Dialyse, B) Ultrafiltration mit B1) ‘Centricon’ (Millipore)-,
B2) ‘Ultrafree’ (Millipore) - Filtersaulen, B3) ‘Ultrafree’- Filtersaulen plus Acetonféllung

Die Verwendung der ‘Ultrafree’-Filtersaulen erzielte die beste Proteinauftrennung bei
der anschlieBenden isoelektischen Fokussierung (Abb. 3.1 B2) und wurde daher als
Standardmethode gewahlt. Auch die Erganzung durch eine nachgeschaltete Aceton-
Prazipitation (Inkubation des ultrafiltrierten Liquors mit dem dreifachen Volumen Ace-
ton bei -20°C Uber Nacht, Zentrifugation bei 10.000 g fiir 30 Minuten) verbesserte die
Auftrennung nicht, sondern fihrte lediglich zu Proteinverlusten (Abb. 3.2 B3).
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3.3 Proteinbestimmung

Die Bestimmung der Proteinkonzentration der Hirn- und Liquorextrakte erfolgte auf
Basis der Methode nach Bradford (Bradford M.,1976), bei der der Triphenylmethan-
farbstoff Coomassie an Proteinseitenketten bindet und durch diese Komplexbildung
das Absorbtionsmaximum von 465 nm auf 595 nm verschiebt. Die Absorbtion wurde
spektrometrisch erfaBt und korrelierte direkt mit der Proteinkonzentration. Die Mes-
sung erfolgte mittels eines Protein-Assays (BIO-RAD) und wurde anhand eines Bo-
vine Serum Albumine- (BSA-) Standards kalibriert.

Um auszuschlieBen, daB die im Lysepuffer enthaltenen Reagenzien, insbesondere
Harnstoff, die Messungen unspezifisch beeinfluBten, wurde die Methode mit Hilfe
eines zweiten Testprinzipes validiert, das kompatibel fir Harnstoff war. Es handelte
sich dabei um eine nephelometrische Endpunktbestimmung, bei der nach Denaturie-
rung der Proteine mittels einer alkalischen, Ethylendiamintetraacetat- (EDTA-) haltigen
Lésung Benzethonium-chlorid zugegeben, und die entstehende Tribung bei 505 nm
gemessen wurde. Die Messung erfolgte mittels des HITACHI 912-Analyseautomaten

unter Verwendung des Testkits ‘U/CSF Protein’ der Firma Roche.

0,45

0,4 |
0,35 |
031 —e— Puffer
0,25 —a— Hitachi
0,2 Wasser

0,15

0,1
0,05

Abb. 3.3: Methoden zu Proteinbestimmung im Vergleich des Bradford-Assays unter Ver-
wendung von Wasser und Probenpuffer sowie der Messung mittes HITACHI-
Analyseautomaten

Es zeigte sich, daB die ermittelten MeBkurven zwar parallelverschoben waren, daB
aber das Bezugssystem in sich stimmte (Abb. 3.3). Dies bedeutete, daB3 Bradford-
Assay durch die verwendeten Harnstoff-Konzentrationen in der Probe nicht maBgeb-

lich beeinfluBt wurde und somit fir die Anwendung in dieser Arbeit geeignet war.
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3.4 Zweidimensionale Gelelektrophorese

Die zweidimensionale Polyacrylamid-Gelelektrophorese (2D-PAGE) nach O’Farell
(O'Farell) spielt nach wie vor die zentrale Rolle in der Proteomanalyse, indem sie die
hochauflésende Auftrennung eines Proteingemisches ermdglicht. Sie stellt die Kom-
bination zweier Trennmethoden dar, der Isoelektrischen Fokussierung nach Bjellg-
vist1982 und Righetti1990 in der ersten und der SDS-PAGE (Laemmli 1970) in der
zweiten Dimension. Dabei entstehen spezifische Muster von Proteinspots, die durch

entsprechende Farbemethoden visualisiert werden kénnen.

3.4.1. Dimension: Isoelektrische Fokussierung (IEF)

3.4.1.1 Prinzip

Bei der IEF basiert die Auftrennung von Proteinen darauf, daB diese sich in einem
pH-Gradienten bei Anlegen eines elektrischen Feldes bis zu der Stelle bewegen, an
der ihre Nettoladung gleich Null ist. Der pH-Wert an diesem Punkt ist der sogenannte

isoelektrische Punkt (pl), an dem die Proteine spezifisch fokussiert werden.

3.4.1.2 Durchfiihrung

Es wurden kommerziell erhéltliche immobilisierte pH-Gradienten (IPG) (Amersham
Bioscience) verwendet, die durch die Kopolymerisation von Acrylamidionen und
Acrylamidderivaten mit puffernden Gruppen, den Immobilinen, entstehen. Die IPG-
Gelstreifen hatten eine Lange von 24 cm und umfaBten einen nicht-linearen pH-
Bereich von pH 3-10. Die Streifen werden in dehydrierter Form geliefert und werden
in einem geeigneten Puffer rehydriert. Die gesamte 2D-PAGE wurde mit einem Ge-
ratesystem der Firma Amersham Bioscience durchgefihrt, d.h. in der ersten Dimen-
sion mittels der ‘IPGphor’. Die von Amersham angebotenen IPG-Streifen-Halter mit
integrierten Elektroden erwiesen sich sowohl flr Hirn- als auch fir Liquorproben als
ungeeignet, so dafB stattdessen die ‘Universal Strip Holder’ mit aufsetzbaren Elektro-
den verwendet wurden und die Rehydrierung der IPG-Streifen in einer separaten
Kammer erfolgte.
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3.4.1.3 IEF von Hirngewebe

Unter den verschiedenen Arten des Auftrages der Proben auf die IPG-Streifen wurde
fur Hirngewebe die beste Proteinauftrennung mittels der sog. In-Gel-
Rehydratisierung erzielt. Dazu wurden die IPG-Streifen fir 14 Stunden in einem Ge-
samtvolumen von 450 ul rehydratisiert, bestehend aus Puffer und Proteinextrakt,
dessen Volumen einer Absolutmenge von 100 pg Protein entsprach. Die Zusam-
mensetzung des Puffers war dabei identisch mit der des Lysepuffers. Die IPG-
Streifen wurden wahrend der anschlieBenden IEF mit 3,7 pul Mineraldl (‘Dry Strip
Cover Fluid’, Amersham Bioscience) Uberschichtet, um ein Austrocknen der Gelstrei-
fen sowie das Auskristallisieren des Harnstoffs zu vermeiden.

Die IEF verlief geman folgendem Protokoll mit einer Limitierung bei 40 pA pro IPG-
Streifen:

Spannung Zeit bzw. Verlauf
Voltstunden

200 V 1 h konstant
500 V 2 h konstant
1000 V 3 h konstant
6000 V 35 h Gradient
6000 V 40 kVh konstant

gesami: ca. 56 kVh

Die fokussierten IPG-Streifen wurden bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.

3.4.1.4 IEF von Liquor

Die einzige der fur Liquor getesteten Methoden des Probenauftrags, die zu einer
auswertbaren Proteinauftrennung fihrte, war das sog. Cup-loading, bei dem die
Probe punktuell auf den bereits mit Puffer (Zusammensetzung entsprechend dem
Lysepuffer) rehydratisierten IPG-Streifen appliziert wurde. Dabei erwies sich eine

Auftragsmenge von 50 ug Protein als optimal (s. Abb. 3.4).
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a) 100ug Protein

b) 50ug Protein

Abb. 3.4: 2D-Gele von Liquor; Probenauftrag per 'Cup-Loading’
mit Auftragsmengen von 100 pg und 50 ug Protein

Das 50 pg-Protein-Aquivalent des Proteinextraktes wurde mit Auftragespuffer (eben-

falls dem Lysepufer entsprechend) in einem Gesamtvolumen von 100 pl in eine klei-

ne Auftragskammer geflillt, die am anionischen Ende des IPG-Streifens plaziert wor-

den war. Die Probe wurde mit 5 pl und der gesamte IPG-Streifen mit 3,7 pl ‘Dry Strip

Cover Fluid’ Gberschichtet. Bei der IEF erwies sich ein sehr langsamer Probeneintritt

in das Gel als entscheidender Schritt, so daB die Fokussierung nach folgendem Pro-

tokoll durchgefihrt wurde:

Spannung Zeitbzw.  Verlauf
Voltstunden _
100V 4 h konstant
300V 14 h konstant
500 V 1 h konstant
7000 V 1,5h Gradient
7000 V 7 _h konstant
gesamt: ca. 56 kVh
(Limitierung bei 40 pA pro IPG-Streifen)

Die fokussierten IPG-Streifen wurden ebenfalls bei -80°C eingefroren.
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3.4.2 Equilibrierung

Um die isoelektrisch aufgetrennten Proteine fir das Puffersystem der zweiten Di-
mension vorzubereiten, wurden sie mit einem Puffer behandelt, der in erster Linie die
Proteine mit SDS beladen sollte. Zudem sollten Glycerol und Harnstoff den Transfer
in das 2D-Gel erleichtern (Goérg et al., 1988). Die Equilibrierung erfolgt in zwei
Schritten a 15 Minuten, wobei im ersten Schritt 10 mg/ml DTT zugefligt wurde,
welches durch Aufbrechen der Disulfidbriicken zu einer vollstandigen Streckung
der Polypeptide fihrte, und somit deren Wanderung im Gel erleichterte. Die Zuga-
be von 250 mg/10 ml lodacetamid im zweiten Schritt entfernte das DTT, das den
Lauf der zweiten Dimension hatte beeinflussen kénnen und verhinderte durch Alky-
lierung der Proteine eine Reoxidation der Sulfhydryl-Gruppen und somit die Reag-
gregation der Polypeptide (Gérg 1987).

Equilibrierungspuffer. Harnstoff 6 M
Glycerol 87% 30 %viv
SDS 2 %

Tris/HCI 1,5 M pH8,8 50 mM

3.4.3 2. Dimension: SDS-PAGE

Bei der SDS-PAGE werden die Proteine fiir ihre Auftrennung mit SDS beladen, ei-
nem anionischen Detergenz, dessen stark negative Ladung die Eigennettoladung
der Poteine ausschaltet und dadurch ihre Ladung nivelliert. Bei Anlegen eines elek-
trischen Feldes werden die Proteine in dem Polyacrylamid-Gel somit ausschlieBlich
aufgrund ihres Molekulargewichtes getrennt. Zudem denaturiert SDS Proteine, was
deren Wanderungsverhalten im Gel begunstigt, da das Lésen der Quartarstrukturen
Protein-Protein-Wechselwirkungen verhindert.
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3.4.3.1 Herstellung der SDS-Gele

Es wurden Gele mit einer GréBe von 25 x 20 x 0,1cm mittels dem ‘Gel-Caster’ von
Amersham Bioscience gegossen, wobei die Vernetzung von Acrylamid und N,N’-
Bisacrylamid durch Ammoniumpersulfat (APS) und TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethyl-
ethylenediamine katalysiert wurde. Um ebene Oberkanten der Gele zu erzielen, wur-
den sie mit ca. 3 ml wassergeséattigtem n-Butanol Uberschichtet. Bei der Optimierung
der Acrylamid-Konzentration der Gele erwiesen sich fir Hirngewebe 15%-ige und fir

Liquor 12,5%-ige Gele als geeinet, die gemaB folgender Protokolle hergestellt wurden:

12,5%-Gele 15%-Gele

Bis-/ Acrylamid (37,5%) 406 ml 488 ml
Tris/HCI 1,5 M pH8,8 250 ml 250 ml
Glycerol (87,5%) 41 ml 41 ml
SDS (10%) 10 mi 10 ml
Aqua bidest. 288 ml 203 ml
APS 5 ml 5 ml
TEMED 50 ul 40 ml
1050 ml 1037 ml

Um mdéglichst ebene Oberkanten der Gele zu erzielen, erwies sich eine langsame Poly-
merisation Uber Nacht als optimal, bewirkt durch geringe Konzentrationen an TEMED.

Um spater das Molekulargewicht der aufgetrennten Proteine einordnen zu kénnen,
wurde ein Molekulargewichtstandard (‘Low Molecular Weight Calibration’, 14-97kD,

Amersham Bioscience) mit aufgetragen.

3.4.3.2 Durchfiihrung der SDS-Page

FOr das Zusammenfligen der ersten und zweiten Dimension wurden die oberen Kan-
ten der SDS-Gele mit Elektrophoresepuffer (s.u.) bedeckt, durch den die equilibrier-
ten IPG-Streifen leichter auf die Gele geschoben werden konnten. Nach Entfernung
des Puffers wurden die Streifen mit einer 0,05%-igen Agarose-Lésung Uberschichtet,
der Bromphenolblau als Tracer zugesetzt wurde. Die Elektrophorese wurde mit bis
zu 12 Gelen gleichzeitig in der ‘Ettan-Dalt II'-Elekirophoresekammer (Amersham Bios-

cience) bei 25°C und konstanter Watt-Zahl durchgefiihrt. Nach finfminitigem Trans-
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fer der Proteine in die SDS-Gele bei 5 W / Gel wurde der Lauf durch Erhéhung auf
18W / Gel beschleunigt und war nach ca. 5 Stunden beendet. Die Gele wurden aus

den Glasplatten gelést und Gber Nacht in Fixierlésung (s.u.) aufbewahrt.

Elektrophoresepuffer: Glycin M
Tris Base M
SDS 10 %
Fixierlésung: Methanol 1200 ml
Essigsaure (96%) 120 ml
Aqua bidest. ad. 3000 ml

3.5 Farbung der 2D-Gele

Hinsichtlich der Farbemethode fir die Proteinspots standen die Coomassie- und die
Silberfarbung zur Wahl. Dabei war abzuwagen zwischen Sensitivitat, die bei der
Silberfarbung um etwa Faktor 10 héher ist und Reproduzierbarkeit, was eher durch
Coomassie-Farbung gewahrleistet ist.

Der Vergleich beider Methoden zeigte, daB angesichts der sehr geringen Protein-
mengen der Spots (im ng-Bereich) die Silberfarbung eindeutig vorzuziehen war, insbe-
sondere um auch die schwacher exprimierten Proteine sichtbar zu machen (Abb. 3.3).
Die Coomassie-Farbung eignete sich aber als relativ einfache Testfarbung wéhrend
der Methodenoptimierung der 2D-PAGE.

a) Coomassie-Farbung b) Silberfarbung

Abb. 3.5: 2D-Gele von Hirngewebe (prafrontaler Cortex)
nach Coomassie- und nach Silberfarbung
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3.5.1 Coomassie-Farbung nach Neuhoff (1988)

Die Gele wurden fir 20 Minuten in Trichloressigsaure fixiert, fir 5 Minuten in Aqua
bidest. gewaschen und Gber Nacht bei Raumtemperatur in Farbelésung geschwenki.

Farbelésung: Methanol 50%
(NH4)2S04 10%
Coomassie Blue 5%
H3PO, 2%

3.5.2 Silberfarbung

Die bei der 2D-PAGE entstandenen spezifischen Muster aus Proteinspots wurden
mittels Silberfarbung visualisiert, die — nach Fluoreszenzfarbungen u.a.- zu den sen-
sitivsten Farbemethoden zahlt. Bei der Wahl des Farbeprotokolls war darauf zu ach-
ten, daB die Kompatibilitat mit der anschlieBenden massenspektometrischen Analy-
se gewahrleistet war. Dazu wurde eine leicht modifizierte Form der Methode nach
Blum (Shevchenko et al., 1996) angewandt, die auf die Verwendung des quervernet-
zenden Gluthardialdehydes verzichtet.
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Tab. 3.3 Protokoll zur Silberfarbung nach Blum et al., 1987

Silberfarbung

(mod. nach Blum et al., 1987)

Fixierung

Waschen

Sensitivierung

Waschen

Silberreaktion

Waschen

Entwicklung

Waschen

Stoppen

Lagerung

2-3 Std.

20 Min.

20 Min.

20 Min.

1 Min.

2 x 20 Sek.
1 x 20 Sek.

20 Min.

2 x 20 Sek.
1 x 20 Sek.

ca. 5 Min.

1 x kurz.

10 Min.

(4 C)

40% Methanol
12% Essigsaure
Aqua bidest.

30% Ethanol
Aqua dest.
10% Ethanol
Aqua dest.
Aqua dest.

0,02 % Na2S203
Aqua bidest.

Aqua dest.
Aqua bidest.

0,2 % AgNO3
0,375 % Formaldehyd (37%)
Aqua bidest.

Aqua dest.
Aqua bidest.

4,5 % NaxCOs

0,05 % Formaldehyd (37%)
0,0005 % NaxS03(10%-Lsg.)
Aqua bidest.

Leitungswasser
12 % Essigsaure
Aqua bidest.

1 % Essigsaure
Aqua bidest.
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3.6 Bildanalyse der 2D-Gele

Die gefarbten 2D-Gele wurden mittels eines Flachbett-Scanners (UMAX) und der
Image Lab Scan-Software (Amersham Bioscience) digitalisiert und mit Hilfe der PD-
Quest-Software (BIO-RAD) in folgender Weise bearbeitet und ausgewertet:

Zunachst wurden die Gelbilder eines Experimentes, d.h. einer Hirnregion bzw. des
Liquors im PD Quest Programm aufgerufen und ihre Bildqualitat automatisch optimiert,
ohne dabei die Bilddaten zu verandern. Dieser Schritt ist insbesondere notwendig, da
Scann- und Auswertesoftware von verschiedenen Herstellern stammten. Es folgten die
Detektion und das Editieren der Spots, Prozesse nach deren AbschluB drei Versionen
eines jeden Gelbildes vorlagen: Erstens das transformierte Bild mit unveranderten
Daten (‘raw data’), zweitens der gefilterte und prozessierte Scan (‘filtered image’) und
drittens ein nach statistischer Berechnung konstruiertes Modell des Gels (‘gaussian
image’). Das Ziel dieser Bildbearbeitung war, methodenbedingte Artefakte weitmdg-
lichst zu eliminieren. Dazu wurden die Parameter flir die automatische Spotdetektion
und -edition individuell fUr jedes Experiment festgelegt. Zunachst wurde die Detektion-
sensitivitat definiert, indem ein als schwachster und ein als dunkelster zu detektieren-
der Spot bestimmt wurde. Ebenso wurden ein als kleinster und ein groBer, noch als
einzeln zu erkennender Spot festgelegt. Fir eine optimale Beseitigung von Langs- und
Querstreifen wurde die maximal zulédssige Streckung eines Spots bestimmt, sowie die
geeigneten Parameter fiir die Hintergrundsubtraktion. Um die so gefilterten Spots spa-
ter exakt quantifizieren zu kdénnen, wurde von der Software ein dreidimensionales
‘ideales’ Modell eines jeden Spots konstruiert, dessen Profil anhand der GauB-
Verteilung berechnet wurde. Fir den Vergleich der Gele eines Experimentes, d.h. das
Matchen ihrer Spots gegeneinander, wurde jeweils das Gel, dessen Spots die grdBte
Anzahl und die scharfsten Konturen aufwiesen, als Master-Gel ausgewahlt. Dieses
diente als Vorlage fur den ‘MatchSet Master’, einem konstruierten Gel, das die Daten
aller Gele eines Experimentes enthielt und anhand dessen das Matchen durchgefihrt
wurde. Die Option ‘automated matching’ erforderte lediglich noch die Wahl von - be-
reits vorgegebenen - Match-Parametern. Je stringenter die Parameter gewahlt wurden,
desto praziser war der Spotvergleich, aber desto héher war auch die Zahl der ausge-
schlossenen Spots. In dieser Arbeit wurde durchgehend die Vorgabe ‘50-50-classic’
verwendet. SchlieBlich erfolgte die eigentliche Analyse, der quantitative Vergleich der
Gele von den Suizidopfern mit den Kontroll-Gelen, indem die Spotintensitaten, gemes-

sen in optischer Dichte, gegeneinander gematcht wurden.
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3.7 Ildentifikation der Proteine
3.7.1 Prinzip

Um die in der Bildanalyse fur interessant befundenen Proteinspots zu identifizieren,
werden die Proteine zunachst proteolytisch (meist mittels Trypsin) in Peptide gespal-
ten, deren Molekllmassen per matrix-assisted-laser-desorption-Massenspektro-
metrie MALDI-MS bestimmt werden. Dazu werden die tryptischen Peptide auf einem
Metall-Target mit einer organischen Matrixsubstanz kokristallisiert und durch Be-
schuB mit einem Laser ionisiert. Unter Hochvakuum werden die Peptidionen im elek-
trischnen Feld beschleunigt und im Flugzeitanalysator hinsichtlich ihres
Masse/Ladungsquotienten aufgetrennt. Die Flugzeiten der lonen bis zum Auftreffen
auf einen Detektor (TOF, time of flight) werden gemessen und korrelieren mit den
Massen der lonen. Die Massenbestimmung erfolgt schlieBlich durch Vergleich mit
einem parallel gemessenen Peptidstandardgemisch. Die Massen der Spaltpeptide
liefern ein je nach verwendeter Protease spezifisches Muster, das den Fingerab-
druck eines Proteins, den sogenannten peptide mass fingerprint (PMF), darstellt. Mit
diesen PMF’s wird in Datenbanken des world wide web (WWW) nach entsprechen-
den theoretischen Peptidsequenzen gesucht, die aus virtuell durchgefihrten proteo-
lytischen Spaltungen von Proteinen berechnet worden waren. Die Proteinidentifikati-
on erfolgt durch Abgleich mit bekannten Proteinsequenzen, die zu den gemessenen
Peptidsequenzen in gréBtmdglicher Ubereinstimmung stehen. Dabei ist es nahezu
unmaglich, alle Peptide eines bestimmten Proteins zu detektieren, da erstens einige
Peptide, insbesondere hydrophobe und sehr groBe, nicht aus dem Gel eluiert wer-
den kdénnen und zweitens, weil wahrend der MALDI-TOF-MS Analyse nicht alle Pep-

tide ausreichend ionisiert werden kénnen.
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3.7.2 In-Gel-Trypsinverdau und MALDI-TOF-MS —Messung

Die enzymatische Spaltung der Proteine erfolgte mittels Trypsin, einer Serin-
Endopeptidase, welche Proteine spezifisch durch Hydrolyse von Peptidbindungen an
der carboxyterminalen Seite von Lysin und Arginin schneidet. Die interessierenden
Proteinspots wurden in Gelstlicken einer GréBe von 1,5mm Durchschnitt manuell
aus den Gelen ausgestochen und in ‘Multiscreen Filter Platten‘ (Millipore) flr den
Verdau vorbereitet geman der Methode nach Tebbe (Tebbe et al., 2005). Dazu wur-
den die Gelstlicke zunachst entfarbt mittels je 30 ul einer Lésung aus Kaliumferro-
cyanid (30 mM) und Natriumthiosulfat (100 mM). Alle Lésungen wurden nach ihrer
Verwendung in untergestellte Mikrotiterplatten zentrifugiert. Nach vollstandiger Ent-
farbung wurde die Lésung durch ein kurzes und zweimal finfminttiges Waschen mit
100 pl Aqua bidest./Spot entfernt. In einer anschlieBenden Behandlung mit je 100 pl
50%-igem Acetonitril far 10 Minuten wurden die Gelstlicke dehydriert und mit je
100l Ammoniumbicarbonat rehydriert, um so flr das Trypsin den optimalen pH-
Bereich von pH 8-9 zu schaffen. Beide Schritte wurden einmal wiederholt. Der
Trypsinverdau erfolgte mit 100ng Trypsin pro Spot, gelést in je 25 pl Ammoniumbi-
carbonat, unter Schitteln bei 37°C tUber Nacht. Die so entstandenen Peptide wurden
fur jeweils 20 Minuten mit je 50ul/Spot Aqua bidest., dann mit 50%-igem Acetonitril
und schlieBlich mit 50%-igem Acetonitril mit 0,1% Trifluoressigsaure (TFA) in eine
neue Mikrotiterplatte eluiert. Die Eluate wurden in flissigem Stickstoff gefroren und
mittels Vakuumzentrifuge getrocknet. Um das verbliebene Ammoniumbicarbonat zu
entfernen, wurden die Pellets in Aqua bidest. suspendiert, erneut in Flissigstickstoff
gefroren und lyophyllisiert. Diese Prozedur wurde einmal wiederholt, um schlieBlich
die getrocknete Probe in 10 ul Acetonitril (33%) und TFA (0,1%) zu lésen.

Mit Hilfe des Bruker's MAP Pipettierroboters wurden jeweils 0,5 pl Probe mit dem
gleichen Volumen a-cyano-4-hydroxy-cinnamid-S&ure in 40% Acetonitril und 0,1%
TFA auf einem Metall-Target gemischt. Fur jeweils 8 Proben wurde ein intern optimier-
tes Peptidstandardgemisch, bestehend aus 8 Peptiden einer GréBe von 1046,54 Da
bis 3494,65 Da mit aufgetragen.
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3.7.3 Auswertung

Die MALDI-TOF-Massenspektren wurden automatisch mittels Reflex || Spectrometer
(Bruker Daltonics) aufgezeichnet und die einzelnen Peaks Uber Programm Xmas
(Bruker Daltonics) annotiert. Mit Hilfe der daraus resultierenden Peakliste erfolgte die
Datenbank-Recherche Uber die Oberflache BioTools (Bruker Daltonics) mittels der
Suchmaschine MASCOT (Matrix Science, Wyndham Place) [Perkins D.N. et al].
Dabei wurden die Suchparameter wie folgt festgelegt: Es wurde in der MSDB-
Datenbank gegen humane Proteine gesucht und dabei maximal eine ausgelassene
tryptische Schnittstelle (‘missed cleavage’) toleriert. Als konstante Modifikation der
Peptide (‘fixed modifications’) wurde die Vorgabe einer Carbamidomethylierung,
bedingt durch Behandlung der Proteine mit lodacetamid wahrend der Equilibrierung
gewahlt. Die Angaben zur ‘peptide tolerance’, legen die maximal zugelassene Dif-
ferenz zwischen theoretischer und tatsachlicher Peptidmasse fest, in diesem Fall
200 ppm.

Die Eindeutigkeit der Identifikation eines Proteins wird mithilfe des 'MASCOT-Scores'
beurteilt. Dieser basiert auf dem von Pappin (Pappin et al., 1993) entwickelten '"Mow-
se-Score', der im wesentlichen durch die GréBe der Datenbank, die Anzahl der Pep-
tide und die GroBe des Proteins bestimmt wird. Der Scoring Algorithmus von
MASCOT ist definiert als neg 10xlog10 von p (p=0,05). Der so ermittelte Wert und
der damit verbundene Significance Level besagen, daB die Wahrscheinlichkeit, dafi
es sich bei dem identifizierten Protein um ein falsch-positives Ergebnis handelt, bei

unter 5% liegt. Dieser Cut-off lag im Fall dieser Arbeit bei 63.
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3.8 Reagenzien

Reagenz

Agarose

Albumin Standard

Ammoniumbicarbonat

Ammoniumpersulfat

Aprotinin (‘Trasylol’)

Bis-/ Acrylamid-Fertiglésung, 30% (2,6%C)

Bradford-Reagenz
Bromphenolblau
Butanol

CHAPS

Cleaning Solution
Coomassie

Dry Strip Coverfluid
DTT

Essigséure (96%)
Ethanol
Formaldehyd
Glycerol 87%
Glycin

Harnstoff
lodacetamid
IPG-Puffer

Kaliumferrocyanid

Hersteller

BIO-RAD, California, USA
BIO-RAD, California, USA

Fluka, Deutschland

Amersham Bioscience, Schweden
Bayer, Deutschland

BIO-RAD, California, USA
BIO-RAD, California, USA

Sigma, Deutschland

Merck, Deutschland

Amersham Bioscience, Schweden
Amersham Bioscience, Schweden
Serva, Deutschland

Amersham Bioscience, Schweden
Amersham Bioscience, Schweden
Merck, Deutschland

Merck, Deutschland

Merck, Deutschland

Amersham Bioscience, Schweden
Merck, Darmstadt

Amersham Bioscience, Schweden
Sigma, Deutschland

Amersham Bioscience, Schweden

Sigma, Deutschland
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Low Molecular Weight Calibration, 14-97kD
Methanol

Natriumcarbonat

Natriumthiosulfat Pentahydrat

Salzsaure

SDS

Silbernitrat

TEMED

Tris

Tris

Amersham Bioscience, Schweden
Merck, Deutschland
Merck, Deutschland
Merck, Deutschland
Merck, Deutschland
Amersham Bioscience, Schweden
Sigma, Deutschland
Amersham Bioscience, Schweden
Amersham Bioscience, Schweden

Sigma, Deutschland
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3.9 Gerate

Gerat

Elektrophorese-Einheit
Gefrierschrank -20°C
Gefrierschrank -80°C
Gel-Scanner
IEF-Einheit
IEF-Zubehor

Homogenisierer

MALDI-
Massenspektrometer

MALDI-
Praparationsroboter

Magnetrihrer
Mikrowellen-Gerat
pH-Meter
Photometer

Schittler

Vortexer
Waage
Zentrifuge

Zentrifuge

Modell

Ettan DALT Il System
Comfort no-frost

HFU 86

Image Scanner
IPGphor

IEF-Sample-Cups

|IEF-DryStrip-Holder, 24cm

Hersteller

Amersham Biosciences
Liebherr
Heraeus
Amersham Biosciences
Amersham Biosciences
Amersham Biosciences

Amersham Biosciences

IEF-Dry-Strips, NL pH3-10, 24cm Amersham Biosciences

Cup- Loading-Strip-Holder, 24cm

Ultra-Turrax T25
Reflex Il

Map Il

IKAMAG® RCT
Quickchef 650
pH 523
GENESYS 10 UV
KL 2

Aqua Shake
K-550-GE
440-33

ROTIXA 120 R
Omnifuge 2.0 RS

Amersham Biosciences

IKA®

Bruker-Daltonics

Bruker-Daltonics

IKA®

Moulinex

WTW

Spectronic Unicam
Edmund Biihler
Adolf Kihner
Bender & Hobein
KERN

Hettich

Heraeus
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4. ERGEBNISSE

4.1 Allgemeines

Es wurden Hirn-und Liquorproben von insgesamt 20 Suizidopfern und 10 Kontroll-
personen mittels hochauflésender 2D-Elektrophorese untersucht. Bei den Hirnregio-
nen handelte es sich um den préafrontalen Cortex, die Amygdala, den Thalamus, den
Hippocampus und die Hypophyse sowie als Referenzregion das Cerebellum. Mittels
software-gestitzter Bildanalyse wurden Expressionsunterschiede zwischen Suiziden-
ten und Kontrollen detektiert und die Proteine der betreffenden Spots per MALDI-
MS-Analyse und Proteindatenbank-Recherche identifiziert. Obwohl die gegebene
Methodik in erster Linie flr die Detektion und Identifikation von Proteinen ausgelegt
war, lieBen die Ergebnisse darlber hinaus auch Annahmen tber mdgliche Protein-
modifikationen zu. Hinweise darauf gaben z.B. Diskrepanzen zwischen den theoreti-
schen und den tatsachlichen Positionen einzelner Proteinspots im 2D-Gel oder auch
Massenunterschiede zwischen identifizierten und zuséatzlichen nicht identifizierten
Peaks der MALDI-Massenspektren. Diese Peaks konnten zum Teil selber identifiziert
werden, z.B. als angelagerte Proteine oder andere Molekulgruppen.

Da bei humanen postmortalen Gewebe- und Flissigkeitsproben mit méglichen Degra-
dierungsprozessen zu rechnen ist, wurden jeweils drei Faktoren Uberpruft: Mdgliche
Korrelationen der postmortalen Liegezeit (PMI) mit den Spotintensitaten, die Anzahl
nicht detektierter C- und N-terminaler Sequenzen sowie die mdgliche Identifikation
von Ubiquitin anhand der Massenspektren als Hinweis fir beginnende Proteolyse.

In der folgenden Ergebnisdarstellung fir die einzelnen Hirnregionen wird jeweils
zunachst das Master-Gel zur Ubersicht gezeigt sowie in Detailbildern die qualitativen
Unterschiede einzelner Spots zwischen Suizidopfern und Kontrollen. Quantitative
Expressionsunterschiede werden in Diagrammen anhand der Intensitaten der betref-
fenden Spots dargestellt. Als Abkilrzungen fiir die einzelnen Proteine werden stets
die Gen-Namen verwendet. Hinsichtlich der Validitdt der Methode werden erstens
zur Beurteilung der Reproduzierbarkeit der 2D-PAGE die Korrelationskoeffizienten
nach Pearson angegeben, die von der PD Quest-Software berechnet wurden. Sie
stellen ein MaB fir den Erfolg des Matchings der Spots gegen das jeweilige Master-
Gel far jede Hirnregion dar. Zweitens werden die Ergebnisse der Korrelation der

Spot-Intensitaten mit den Faktoren Alter und Geschlecht der Personen sowie der
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postmortalen Liegezeit und der Suizidmethode angegeben, um den mdglchen Ein-
fluB dieser Faktoren auf die Gesamtergebnisse zu bewerten.

Da die Anzahl der Proben von 20 Suizidopfern und 10 Kontrollen fast nie vollstdndig
gegeben war und zudem nicht immer alle Gele auswertbar waren, ergab sich fiir jede
Hirnregion bzw. den Liquor, jeweils eine unterschiedliche Zusammensetzung der

Probengruppen.

4.2 Prafrontaler Cortex
4.2.1 Ubersicht

In der PD-Quest-Software unterstitzten Bildanalyse von ingesamt 26 2D-Gelen der
Cortices von 17 Suizidopfern und 9 Kontrollpersonen (Tab. 4.2.1) wurden durch-
schnittlich 1200 Spots detektiert, von denen ca. 820 Spots gematcht werden konnten.

Tab. 4.2.1 Préafrontaler Cortex: Daten der Suizidopfer und Kontrollen

Geschlecht | Alter postmortale Suizidmethode
[Durchschnitt | Liegezeit
in Jahren] [Durchschnitt
in Stunden]
Suizidopfer Manner n=10 | 31.7 +11.7 18.4+10.0 hart:
= Frauen n=7 Manner n=9
(n=17) 145-586 | 5-40 Frauen N5
weich:
Ménner n=0
Frauen n=3
Kontrollen Méanner n=7 30.5+11.6 9.2+t55
= =2
(n=9) Frauen n 141-50.0 | 25-17
Statistik mittels df =1 df =1 df =1
oneway ANOVA (P- _ _ _
Wert mit 95% Signi- F =0,427 F =0,065 F =6,460
fikanz) P =0.52 P =0.80 P =0.02

Im Vergleich der Spotintensitaten zeigten sechs Spots auffallige Unterschiede (Spots
sp4005, sp7823, sp7824, sp7621 und sp9401) zwischen beiden Gruppen, die laut
Chi-Quadrat-Test in keiner Korrelation zu den Faktoren Alter, Geschlecht, postmorta-
le Liegezeit oder Suizidmethode standen (Tab. 4.2.3). Die Spots sp4005 und sp7828
erschienen ausschlieBlich bei den Suizidopfern und konnten mittels MALDI-MS-

Analyse und MSDB-Datenbankrecherche als saures fibrillares Gliaprotein und Alpha-
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B-Crystallin identifiziert werden (Tab. 4.2.2). Die Spots sp7823 und sp7824 waren
eng miteinander assoziiert und konnten beide dem Enzym Mangan-Superoxid-

Dismutase zugeordnet werdem, wobei sp7824 bei den Suizidopfern signifikant star-

ker und sp7823 ausschlieBlich in dieser Gruppe exprimiert waren. Bei vier der flnf
Suizidopfer (Nr. 19, 20, 22, 23), die Spot sp7823 aufwiesen, war auch der GFAP-Spot
vorhanden, und zahlte hier zu den Spots mit den hdchsten Intensitédten (Abb. 4.2.3

(s.S. 52)).

Die Spots sp7621 und sp9401 waren in beiden Gruppen vertreten, zeigten aber bei

den Suizidenten eine um mindestens Faktor 2 geringere Expression als bei den Kon-
trollen (Abb. 4.2.3 (s.S. 52)). Beide Spots konnten nicht eindeutig identifiziert werden.

Tab. 4.2.2 Préafrontaler Cortex: Identifikation der ausgewahlten Proteine mittels
MALDI-Massenspektrometrie und MSDB-Datenbank Suche

Spot ID

sp4005

sp7824

sp7823

sp7823

sp7828

sp7621

sp9401

Proteinidentitat

Name

saures fibrillares
Gliaprotein

(glial fibrillary
acidic protein)
(GFAP)

Mangan Super-
oxid-dismutase
(SOD2) -
Mutante Q143N

'SOD2-Fragment'

alpha crystallin
chain B (CRYAB)

MG [kD]
(theoret.)
Access. Nr.
(MSDB)
Q96P18 49.88
1QNMA 22.29
Q7Z7M4 23,77
P02511 20,16

pl
(theoret.)

5,42

6,86

6,86

6,76

Spotintensitaten
bei Suizidopfern
im Vergleich zu
Kontrollen

nur bei Suizid-
opfern prasent

signifikant erhéht

nur bei Suizid-
opfern prasent

nur bei Suizid-
dopfern prasent

mind. 1,5-fache
Verminderung

mind. 1,5-fache
Verminderung
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Tab. 4.2.3 Préafrontaler Cortex: Die Berechnung mittels Chi-Quadrat-Test zeigt
keine Korrelationen zwischen den Spot-intensititen und den Faktoren Alter, Ge-
schlecht, postmortaler Liegezeit (PMI) oder Suizidmethode

Gruppe Spot- | Protein | Alter Geschlecht PMI Suizid-
Nr. methode

sp4005| GFAP |[p=0,242 p=0,386 p=0,242 p=0,386

Suizid- |sp7823| SOD2 |p=0,263 p=0,319 p=0,083 p=0,559

opfer |sp7828| CRYAB |p=0,242 p=0,386 p=0,242  p=0,386

sp7621 n.i. p=0,263  p=0,319 p=0,083 p=0,559

sp9401 n.i. p=0,263 p=0,319 p=0,083 p=0,559

sp4005| GFAP - - -

Kontrollen | sp7823| SOD2 - - -

sp7828 | CRYAB | - - -

sp7621 n.i. p=0,243  p=0,342 p=0,230

sp9401 n.i. p=0,243  p=0,342 p=0,230

4.2.2 Saures fibrillares Gliaprotein (glial fibrillary acidic protein) (GFAP)

GFAP zahlt zu den intermediaren filamentaren Proteinen der Klasse lll, das spezi-
fisch in Astrozyten exprimiert wird. Es dient der Stabilisierung des gliaren Zytoske-
letts (Fuchs and Weber, 1994) und ist notwendig flr die langfristige Aufrechterhaltung
der Myelinisierung des ZNS (Liedtke et al., 1996). Astrozyten reagieren auf neurona-
le Schadigungen unter anderem durch verstarkte Expression intermediarer Filamente
(Mucke and Eddleston, 1993), weshalb GFAP als Marker fiir diese als reaktive Astro-
gliosis bezeichnete Astrozytenaktivierung gilt (Pekny and Pekna, 2004). Spot sp4005
erschien ausschlieBlich bei den Suizidopfern und war offensichtlich Teil einer Kette aus
3 Proteinen (Abb. 4.2.2a,b (s.S. 51); Abb. 4.2.3a (s.S. 52)). Die beiden benachbarten
Spots sp4001 und sp4003, die auch bei den Kontrollen vorkamen, hatten unter-
schiedliche pl’s bei etwa den gleichen molekularen Massen und konnten ebenfalls als
GFAP identifiziert werden. Die Position des Spots sp4005 im 2D-Gel deutet auf eine
Phosphorylierung des Proteins hin, da dieses erstens eine Verschiebung in den sau-

ren pH-Bereich zeigt und zweitens eine leichte Erniedrigung des MG’s aufweist.

47



4. ERGEBNISSE

GFAP: Spot sp4005
a) \
v
[Abs Int
*1000]

b) i
m/z
745,9 m/z
1879.1 2225.0
1
1
c) 1500 | nz_]
L » nicht identifiziert
1059.48 HEANDYRR
1097.63 ALAAELNQLR
1176.62 LADVYQAELR
1207.57 EAASYQEALAR
1244.66 KIESLEEEIR
1276.70 LALDIEIATYR
1356.74 LRLDQLTANSAR
1498.77 HLQEYQDLLNVK
1561.80 QLQSLTCDLESLR
1633.82 LGEEEQSLKDEMAR
1841 013 LEVERDNILAODI.ATVR
d) —————+11879.10 IHEEEVRELOEQOLAR l
2347.09 LEAENNLAAYRQEADEATLAR

Abb. 4.2.1 GFAP: Spot sp4005 trat nur bei Suizidopfern auf (a) und zeigte im MALDI-
Massenspektrum (b,c) einen nicht identifizierten Peak bei 2225,0 m/z mit einer Differenz von
345 m/z zum Peak bei 1879,1 m/z. Dieser zahlt zu den als GFAP identifizierten Peaks (d).
Eine Massendifferenz von 345 weist auf die Anlagerung eines 5'phos-Guanosyl-Restes hin.
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Diese kann trotz der zusatzlichen angelagerten Molekllmassen auftreten, da die Ne-
gativladung der Phosphatgruppen die des SDS’ wahrend der Elektrophorese Uberla-
gert und somit den Spot quasi nach unten zieht. Darlber hinaus ist fir Intermediarfila-
mente diese Kettenbildung von Spots bekannt, die durch Disaggregation des Proteins
infolge dieser Modifikation auftritt (Johnston-Wilson et al., 2000). Eine reine Phospho-
rylierung lasst sich im Vergleich der Massenspektren der drei GFAP-Spots allerdings
nicht eindeutig durch die entsprechenden Massendifferenzen von 80Da belegen. Je-
doch féllt bei Spot 4005 ein nicht identifizierter Peak bei 1879,1 m/z auf, dessen Mas-
sendifferenz zum Peak bei 2225 m/z 345,9 m/z betragt, was der Masse eines 5'phos-
Guanosyl-Restes entspricht Abb. 4.2.1. Die Bedeutung dieser Modifikation wird zu

diskutieren sein.

4.2.3 Mangan-Superoxid-Dismutase (SOD2)
Die Spots sp7823 und sp7824 wurden als Mangan-Superoxid-Dismutase (SOD2)

identifiziert. Diese mitochondriale Isoform der Superoxid-Dismutase zahlt zu den
wichtigsten Antioxidationsenzymen und katalysiert den Abau des zytotoxischen Su-

peroxidanions, einem Produkt vornehmlich aus der Atmungskette, in der Reaktion:

02- + 02- + 2H+ - H202 + 02

Das Enzym schutzt dadurch die Zelle vor oxidativen Schaden, die insbesondere zur
Zerstérung der Zellmembran flhren.

Spot sp7823, der ausschlieBlich bei den Suizidopfern auftrat, war eng mit dem deutlich
groBeren Spot sp7824 von niedrigerem MG und gleichem pl assoziiert, der in dieser Grup-
pe signifikant starker exprimiert war (Abb. 4.2.2f, Abb. 4.2.3d (s.S. 51, 52)). Das Vorkom-
men dieser zwei Varianten laBt sich vermutlich anhand der Ergebnisse der Datenbankre-
cherche erklaren. Es wurde zwar fiir beide Spots mit dem jeweils héchsten Score die
'SOD2-Mutante Q143N’ (22,29 kD) identifiziert, aber fir sp7823 wurde mit dem beinahe
gleichen Score das 'SOD2-Fragment' mit der Masse 23,77 kD und der MSDB Acces-Nr.
Q7Z7M4 gefunden (Tab. 4.2.2) Mdglicherweise stellt sp7823 diese héhermolekulare Vari-
ante des Enzyms dar. Die Méglichkeit, daB es sich bei diesem Spot um eine Modifikation
von sp7824 handelt, ist unwahr scheinlich, da sich weder aus den Spekiren noch aus den

Peptidsequenzen Hinweise auf eine Abwandlung des Enzyms ergeben.
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4.2.4 Alpha-B-Crystallin (CRYAB)

Die Alpha-Crystalline z&hlen zu den Hauptkomponenten der menschlichen Augenlin-
se. Neben ihrer Funktion als Strukturproteine wirken sie auch als molekulare Chape-
rone, indem sie unspezifische Aggregation und Denaturierung nicht-nativer Polypep-
tide verhindern. Alpha-Crystalline gehéren zur Gruppe der kleinen Hitzeschockpro-
teine (small heat shock proteins, Hsp’s) und schiitzen die Zelle vor Schaden, insbe-
sondere der Zellmembran, bedingt durch verschiedenartige Stressfaktoren. Alpha-B-
Crystallin (CRYAB) wird auBer im Auge auch in anderen Organen exprimiert, so z.B.
in der Astroglia des Gehirns (Horwitz, 2003).

In der vorliegenden Arbeit wurde CRYAB ausschlieBlich in Cortices von Suizidopfern
nachgewiesen (Abb. 4.2.2 g, Abb. 4.2.3 b (s.S. 51, 52)).
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Suizidopfer: y
sp4002
sp4003

sp4005

a) GFAP

Kontrollen:

i i
*®

3

b) GFAP

O

c)sp9041  d) sp7621

e) sp7823
f) sp7824

SOoD2

S o)sprees

CRYAB

-

f) sp7824
SOoD2

e) (SOD2) und
(CRYAB)

Abb. 4.2.2 Bildanalyse der 2D-Gele des préfrontalen Cortex'

Das Master-Gel dient der Ubersicht. Die Detailbilder zeigen die Spots, die signifikan-
te Veranderungen zwischen Suizidopfern und Kontrollen aufwiesen: a), b) Saures
nicht identifiziert: Spots ¢) sp9041 und d) sp7621;
e), f) Mangan Superoxid-Dismutase (SOD2) und e), g) Alpha-B-Crystallin (CRYAB)

fibrillares Gliafilament (GFAP);
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GFAP_(sp4005) CRYAB (sp7828)
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Kontrollen Suizidopfer Kontrollen Suizidopfer
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Kontrollen Suizidopfer Kontrollen Suizidopfer

e)

f)

Abb. 4.2.3 Prafrontaler Cortex: Spotintensitaten im Vergleich von Kontrollen (n=9) und Sui-

zidopfern (n=19): a) GFAP (sp4005), b) CRYAB (sp7828), ¢) SOD2 (sp7823), d) SOD2 (7824),
nicht identifiziert: e) (sp7621) und f) (sp9401) (Detektion der Spotintensitaten mittels PD-
Quest Software)
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4.3 Amygdala
4.3.1 Ubersicht

Fir die Auswertung der 2D-PAGE der Amygdala wurden insgesamt 21 2D-Gele von 14
Suizidopfern und 7 Kontrollen der Bildanalyse zugefihrt (Tab. 4.3.1). Dabei wurden
sechs Spots detektiert, die signifikante Unterschiede zwischen beiden Gruppen aufwie-
sen und die eindeutig identifiziert werden konnten (Tab. 4.3.2). Die differentielle Expres-
sion dieser Proteine im 2D-Gel ist in Abb. 4.3.5 (s.S. 59) und die Verteilung ihrer Spot-
intensitaten in Abb. 4.3.9 (s.S. 65) dargestellt. Drei der sechs Proteine waren bei den
Suizidopfern vermindert exprimiert und wurden als Strukturelemente des Zytoskelettes
im ZNS identifiziert: Das Neurofilament Triplet L Protein sowie zwei Isoformen des Tubu-
lins. Zwei weitere Spots traten ausschlieBlich bei den Suizidopfern auf und konnten den
Enzymen Glutaminsynthetase und Fruktose-1,6-Bisphosphat-Aldolase C zugeordnet
werden. Die statistische Berechnung zeigte keine Korrelationen zwischen den Intensi-
taten der untersuchten Spots und den Faktoren Alter, Geschlecht oder PMI. Hinsicht-
lich der Suizidmethode bestand dagegen eine Assoziation der Intensitadten von NEFL
(p=0,016), GLNS1 (p=0,030) und TUBII (p=0,051) mit harten Methoden (Tab. 4.3.3).

Tab. 4.3.1 Daten der Suizidopfer und Kontrollen

Geschlecht Alter postmortale Suizidmethode
[Durchschnitt Liegezeit
in Jahren] [Durchschnitt
in Stunden]
Suizidopfer Manner n=9| 30,5+8,7 22,8+18,38 hart:
(n=14) Frauen n=5 Manner n=9
14,5-46,8 42-775 Frauen n=4
weich:

Méanner n=0
Frauen n=1

Kontrollen Ménner n=5| 34,8+16,7 14,7 +12,2
(n=7) Frauen n=2

11,3-51,6 2,5-40,0
Statistik mittels df =1 df =1 df =1
oneway ANOVA | o _ 500 | F_373 F =1,070

(P-Wert mit 95%
Signifikanz) P =0,447 P =0,549 P =0,314
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Tabl. 4.3.2

Identifikation der ausgewahlten Proteine mittels

MALDI-Massenspektrometrie und MSDB-Datenbank Suche

Proteinidentitat

MG [kD] pl
(theor.) (the-

Spotintensitaten
bei Suizidopfern

or.) im Vergleich zu
Kontrollen
Spot Nr. Name Accession
Nr. (MSDB)
sp0107 Neurofilament Triplet ~ Q8IU72 61.54 4,64 mind. 2-fache
L Protein (NEFL) Verminderung
sp3513 Beta Tubulin (TUBB4) T08726 50,38 4,78 mind. 1,5-fache
Verminderung
sp3509 Beta Tubulin Il (class Q8IWR2 50,28 4,82 mind. 2-fache
Il beta tubulin isotype) Verminderung
(TuBll)
sp3706 Glutamin-Synthetase Q7Z3W4 44,63 6,43 nur bei Suizid-
(GLNS) opfern prasent
sp4708, Fruktose-Bisphosphat P15104 39,70 6,46  nur bei Suizid-
Aldolase C  (ALDC) opfern prasent
sp4709

Tab. 4.3.3 Die Berechnung mittels Chi-Quadrat-Test zeigt Korrelationen zwischen den
Spot-Intensitéten der Proteine NEFL, GLNS, TUBII und der Suizidmethode. Im Gbrigen

wurden keine Korrelationen gefunden.

(postmortale Liegezeit = PMI )

Gruppe Protein Alter Geschlecht PMI Suizidmethode
NEFL p=0,084 p=0, 425 p=0,314 p=0,016

Suizid- | GLNS p=0,345 p=0, 386 p=0,301 p=0,030

opfer ALDCH1 p=0,270 p=0, 226 p=0,279 p=0,999
ALDC2 p=0,426 p=0, 381 p=0,279 p=0,082
TUBB4 p=0,185 p=0, 386 p=0,301 p=0,992
TUBII p=0,274 p=0, 429 p=0,289 p=0,051
NEFL p=0,227 p=0,321 p=0,227

Kon- GLNS - - -

trollen | ALDCT . - -
ALDC2 - - -
TUBB4 p=0,227 p=0,321 p=0,227
TuBII p=0,227 p=0,321 p=0,227
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4.3.2 Neurofilament Triplet L Protein (neurofilament light polypeptide (NEFL))

NEFL ist die kleinste von drei Proteinuntereinheiten, die zusammen die heteropolyme-
re Struktur der Neurofilamente bilden (Lee et al., 1993). Diese zahlen, ebenso wie das
im Cortex gefundene GFAP (s. Kap 4.2.2), zur Familie der Intermediarfilamente, wer-
den jedoch im Gegensatz zu dem astrozytaren GFAP spezifisch in Neuronen expri-
miert. Neurofilamente sind fir die mechanische Integritat von Neuronen notwendig und
sind beteiligt am radialen Wachstum der Axone, was insbesondere fir deren Leitungs-
geschwindigkeit von Bedeutung ist (Straube-West et al., 1996). NEFL erschien als
relativ kleiner Spot und lag im niederen pl-Bereich, was auf die hohe Anzahl von Glu-

taminsdureresten am C-terminalen Ende zurtickzufihren ist (Abb. 4.3.1).

o Abb. 4.3.1:
............................ Aminoséuresequenz  von
461 IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII NEFL (543AS)
491 i ECE/EEEE EE/EEEE (E = Glutaminsaurereste)

EEEE E ESEEAKEEEE ECEECEE
EAEEEE E EE

Das Protein kommt bei den Suizidopfern nicht, bzw. mindestens um Faktor zwei
vermindert vor. Ein N- oder C-terminaler proteolytischer Abbau kann weitgehend
ausgeschlossen werden, da sowohl bei den Suizidenten als auch bei den Kontrollen
Peptide im Bereich der Anfangs- bzw. Enddoméne identifiziert wurden. Wahrend flr
GFAP im pafrontalen Cortex mehrere Spots detektiert worden waren (Abb. 4.2.2a,b),
erschien NEFL als ein einzelner isolierter Spot (Abb. 4.3.5b (s.S. 59)). Da horizontale
Spot-Ketten bei Intermediarfilamenten ein typisches Merkmal von Disaggregation der
Proteine infolge von Phosphorylierung sind, gibt es somit keinen Hinweis auf diese
Modifikation und deren funktionale Konsequenzen fur NEFL.
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4.3.3 Beta Tubulin

Die Beta-Untereinheiten des Tubulins bilden mit Alpha-Tubulin Proteinfilamente, die
sich zu Mikrotubuli zusammenflgen und als solche neben den erwdhnten Intermedi-
arfilamenten zu den Hauptkomponenten des Zytoskelettes z&hlen. Beta Tubulin
wurde in den beiden Isoformen Beta Tubulin (TUBB4) und Beta Tubulin |l (tubulin beta
class Il isotype) (TUBII) detektiert. TUBB4 erschien in Form von zwei eng aneinander-
grenzenden Spots (Abb. 4.3.5¢ (s. S. 59)), von denen der héhermolekulare bei den
Kontrollen um mindestens den Faktor 1,5 vermindert exprimiert war, wahrend der tiefer
liegende gréBere Spot zwischen beiden Gruppen etwa gleich verteilt war (Abb. 4.3.9e
(s. S. 65)). TUBII hatte bei den Suizidopfern die mindestens 2-fach geringeren Spotin-
tensitaten (Abb. 4.3.5d, Abb. 4.3.9f (s. S. 59, 65)).

Die beiden Tubulin-Isoformen TUBB4 und TUBII unterscheiden sich in ihren Amino-
sauresequenzen an den Positionen 191, 201 und 387. Dies fuhrt zu Differenzen der
molekularen Massen und des pl’s der Proteine, wonach rechnerisch das MG von
TUBB4 um 100 Da hoher und der pl um 0,04 tiefer liegt als bei TUBII. Die tatsachli-
chen Positionen der beiden Spots im 2D-Gel wichen jedoch von den theoretischen,
aus MG und pl berechneten Positionen ab (Abb. 4.3.2).

w T

a) TUBB4 TUBII b) TUBB4 TUBII
(theoret.) (theoret.)

® -

Abb. 4.3.2 Positionen der Tubulin-lsoformen TUBB4 und TUBII im 2D-Gel

a) tatsachliche Positionen von TUBB4 und TUBII und b) theoretische Positionen,
schematisch dargestellt und berechnet anhand der molekularen Massen (TUBB4
50,38kD / TUBII 50,28kD) und pl-Werte (TUBB4 4,78 / TUBII 4,82)

Eine Erklarung fur diese Verschiebung kénnten die identifizierten Peptide innerhalb
der Proteinsequenz von TUBB4 geben, denn hier fallen unidentifizierte C- und N-

terminalen Bereichen von bis zu 127 AS Lange (Abb. 4.3.3) auf. Dies kénnte auf
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einen moglichen proteolytischen Abbau hinweisen, was einen Shift des Spots nach
unten, d.h. in den niedermolekularen Bereich zur Folge hatte. Dabei sind bei den
Suizidopfern gréBere Bereiche nicht identifiziert als bei den Kontrollen, so daB die

Proteolyse dort weiter fortgeschritten sein kdnnte.

51
101
151
201
251
301
351
401

1 MREIVHIQAG

YNEAAGNKYV
WAKGHYTEGA

QCGNQIGAKF
PRAILVDLEP

WEVISDEHGI
GTMDSVRSGP

ELVDSVLDVV

RKESESCDCL

LISKIREEYP

CIDNEALYDI
RKLAVNMVPF

DRIMNTESVM
CEFRTLKLTTP

PSPKVSDTVV
TYGDLNHLVS

DPTGSYHGDS
FGOQIFRPDNEFE
OGFQLTHSLG
EPYNATLSVH
ATMSGVTTCL

DLOLERINVY
VEGOSGAGNN
GGTGSGMGTL
QLVENTDETY
RFPGOLNADL

PRLHFFMPGF

APLTSRGSQO

AACDPRHGRY
TAVCDIPPRG
EGMDEMEFTE

LTVAAIFRGR

LKMSATFEFIGN
AESNMNDLVS

MSMKEVDEQM
STAIQELFKR
EYQOQOYODATA

YRALTVPELT
LNVONKNSSY
ISEQFTTMEFR
DEQGEFEEEE

QOME'DSKNMM
FVEWIPNNVK
RKAFLHWYTG
GEDEA

Abb. 4.3.3: Proteinsequenz von TUBB4 (unterstrichen: identifizierte Peptide) Bei den
Suizidopfern wurden in C- und N-terminalen Abschnitten von bis zu 127 Aminosauren
keine Peptide identifiziert, was auf einen proteolytischen Abbau hinweisen kénnte.

Dies kdnnte auch das Auftreten von zwei Spots fir TUBB4 erklaren, da es sich bei
dem oberen Spot (TUBB4a) um ein weniger weit proteolysiertes Protein handeln
kénnte. Auf der anderen Seite fallen bei diesem Spot zwei weitere Verdnderungen in
den Massenspektren auf (Abb. 4.3.4): Zum einen erschien hier ein zusatzlicher, nicht
identifizierter Peak bei 3323,6 m/z, dessen Massendifferenz zum nachstliegenden
identifizierten Peak 616,3 m/z betrug. Dies weist auf die posttranslationale Anlage-
rung eines Hams hin, das die prosthetische Gruppe verschiedener Proteine bildet.
Zugleich wurde ein nicht zur Sequenz des Tubulins gehérende Peak bei 833,3 m/z
als Porphobilinogen Deaminase (Fragment) identifiziert, einem Enzym der Hambio-
synthese. Das Gesamtmolekulargewicht von Ham und dem Enzym betragt ca.
1580kD, was der GrdBendifferenz der beiden TUBB4-Spots entsprechen kdnnte.
Ham ist beim Menschen vor allem Bestandteil des Hamoglobins. Sein Auftreten
kénnte auf eine Verunreinigung der Probe mit Blut wahrend der Hirnsektion oder der
Probenverareitung zurtckzufihren sein. In diesem Fall wirde es sich bei diesen

Proteinmodifikation um ein Artefakt handeln.
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b)

—TUBB4 a—

—TUBB4 b

Porphobilinogen +——i83308476779

Deaminase
(Fragment)
963kD, pl5,25

1053.4974925
1077.4554826
1130.5210377
1143.5121938
1258.6053019
1351.5526824
1355.5633285
1615.8036737
1620 8251110

1696 8386879

1822 9737269

1857 9449153
1959.0725164

2708.3924036

A 616,3 m/z

Ham

Abb. 4.3.4 Modifikation des Spots Tubulin Beta4 a) Bei den Suizidopfern erscheint

ein zweiter hdhermolekularer Spot fir TUBB4 (TUBB4a).
nicht zu TUBB4 gehérender Peak (833,3 m/z) als Porphobilinogen Deaminase
(Fragment) (963kD, pl 5,25) identifiziert. Ein weiterer nicht identifizierter Peak bei
3323,6 m/z weist auf die Anlagerung einer Ham-Gruppe hin.

b) Bei diesem wurde ein

58



kD1

e

"—_, - ."-;_ - .
'-':r'-’.."“o ‘- . = & —
£~ o Sl e
‘ - e '. = ) - ——
"_ - - - - — —— -
- - - -
- = .
Pt -
: - - - -.
. -
. : .
pl ]

e
. ALDC3 — ] mp
Kontrollen | TUBB4
B a BE  Ginst
ALDC3_| -
Suizidopfer | g ALDC2 FiGLNSZ
ALDCI—— | GLNS1
TUBB4b
b) NEFL c) TUBB4 e) ALDC
)—i ) TUBB4 ) f) GLNS
MG \E - =
g gy — Abb. 4.3.5 Bildanalyse der

2D-Gele der Amygdala

a) Das Master-Gel dient
der Ubersicht;

in Detailbildern: Spots, die

signifikante Veranderungen

zwischen Suizidopfern und

Kontrollen aufwiesen:

b) Neurofilament Triplet L
Protein (NEFL),
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4.3.4 Fruktose-1,6-Bisphosphat-Aldolase C (ALDC)

Zwei Spots, die ausschlieBlich bei Suizidopfern vorkamen, stellten das Enzym Fruk-
tose-1,6-Bisphosphat-Aldolase in ihrer hirnspezifischen Isoform C dar (ALDC1 und
ALDC2). Als Enzym der Glykolyse katalysiert ALDC die reversible Spaltung von
Fruktose-1,6-Bisphosphat:

ALDC
Dihydroxy- . Glycerinaldehyd-
Fruktose-1,6-Bisphosphat ——
ruktose Isphospha N acetonphosphat 3-Phosphat

ALDC1 war in einigen Fallen mit einem weiteren héhermolekularen Spot assoziiert
(Abb. 4.3.8a), der ebenfalls als ALDC identifiziert wurde (ALDC3). Dieser kam in
nicht statistischer Verteilung sowohl in der Suizidenten- als auch in der Kontrollgrup-
pe vor. Dieses Muster fur ALDC im 2D-Gel entspricht prinzipiell den Befunden publi-
zierter Proteomanalysen, in denen das Enzym zumeist ebenfalls als eine horizontale
Kette mehrerer Spots auftritt.

Bei Betrachtung der Proteinsequenzen von ALDC1 und ALDC2 féllt auf, daB C- bzw.
N-terminale Abschnitte von bis zu 110 Aminosauren Lange nicht identifiziert werden
konnten (Abb. 4.3.6). Dies konnte auf einen mehr oder weniger limitierten proteolyti-
schen Abbau in der Gruppe der Suizidopfer hinweisen, der unter Umstanden zur
Inaktivierung des Enzyms fuhren kénnte. Fir ALDC sind mindestens sechs Amino-
saurepositionen bekannt, die entscheidende Funktionen flr die katalytische Aktivitat
des Enzyms haben (Koeck et al., 2004) (Abb. 4.3.6). Drei davon sind bei den Kon-
trollen in ALDC3 nachweislich vorhanden (Arg55, Lys146, Asn319), wahrend bei den
Suizidopfern die entsprechenden Peptide nicht identifiziert wurden, so daB Uber das
Vorhandensein dieser Stellen im Protein keine Aussage getroffen werden konnte.
Um aber auszuschlieBen, daB ihr Fehlen darauf basierte, daB3 die Langen der ent-
sprechenden Peptide auBerhalb des MALDI-MS-MeBfensters von 800-4000 m/z
lagen, wurde ein virtueller Trypsin-Verdau durchgefthrt. Dieser zeigte, daB potentiell
alle tryptischen Peptide hatten gemessen werden kdnnen.

Es war daher denkbar, daB die nicht identifizierten Peptide von proteolytischem Abbau
betroffen waren. Dabei kdnnte insbesondere ein Ausfall des Tyrosins an Position 363 von
Bedeutung sein, welcher eine verminderte Substratbindung zur Folge hétte (Koeck et al.,
2004). Wie Abb. 4.3.6 zeigt, schien diese mdgliche Degradierung bei ALDC1 und ALDC2

und somit bei den Suizidopfern weiter fortgeschritten zu sein als bei den Kontrollen.
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T AS Proteinsequenz
3
31 R
. 61
Mw Peptidsequenz 91 GVVPLAGTDG

TPSA LAILENANVL AR

Abb. 4.3.6: Modifikationen der Fruktose-1.6-Bisphosphat-Aldolase (ALDC) Massenspekiren, identifizierte Peptide (rot) sowie deren Positionen innerhalb der Protein-

sequenzen; ALDC1 und ALDC2 waren nur bei den Suizidopfern vorhanden, ALDC3 zudem auch bei den Kontrollen. Ein moglicher proteolytischer Abbau schien bei
ALDC1 und ALDC2 weiter fortgeschritten zu sein als bei ALDC3. dunkel unterlegt: Die Sequenz-Stellen mit Relevanz flr die Enzym-Funktion (s.Text)
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Je nach pK-Wert der fehlenden Aminoséauren kann ein proteolytischer Abbau unter
Umstanden weniger Auswirkungen auf die molekulare Masse als vielmehr auf den pl
des Proteins haben, was die unterschiedlichen pl's von ALDC1 und ALDC2 erklaren

kdnnte.

4.3.5 Glutaminsynthetase (GLNS)

Ein weiteres Enzym, das suizidassoziierte Verdnderungen aufwies, war die Gluta-
minsynthetase (GLNS). Diese ist am Stickstoff- und Aminosdurenmetabolismus be-
teiligt, indem sie unter ATP-Verbrauch den Einbau von Ammonium-lonen in Gluta-

mat katalysiert, wobei Glutamin entsteht:

Glutamin-
synthetase

Glutamat + ATP + NH4"' ——>  Glutamin + ADP + P,

Die Glutaminsynthetase reguliert folglich den Turnover des Neurotransmitters Glu-
tamat sowie die Fixierung von Ammoniak im Organismus.

Der detektierte Spot (GLNS1) stellt eine 44,6-kD-Untereinheit des homooctameren
Enzyms dar. Bei den Suizidopfern, nicht jedoch bei den Kontrollen, lag unmittelbar
oberhalb von GLNS1 ein zweiter schwacherer Spot (GLNS2), der ebenfalls als Glu-
taminsynthetase identifiziert wurde (Abb. 4.3.5f (s.S. 59)). In der 3D-Darstellung er-
scheint GLNS2 als leichte Auswdlbung von GLNS1 (Abb. 4.3.8b). Im Vergleich der
zugehorigen Massenspektren fallen bei GLNS2 drei nicht identifizierte Peaks (1824,8,
1841,8, 2298 m/z) auf (Abb. 4.3.7). lhre Massendifferenzen zu den nachsten identifi-
zierten Peaks wiesen auf Oxidationen von Methioninresten (A16 und A32 m/z) sowie

auf eine zusatzliche oxidierte Methionylgruppe (A 148m/z) hin.
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Abb. 4.3.7: Modifikation der Glutaminsynthetase (GLSN)

2 Spots wurden als GLSN identifiziert (GLNS1, GLNS2): GLNS 1 trat ausschlieBlich bei
Suizidopfern auf und zeigte im Massenspektrum drei nicht identifizierten Peaks (1824,8,
1841,8, 2298 m/z). lhre Massendifferenzen zu den nachsten identifizierten Peaks wiesen
auf Oxidationen von Methioninresten (A16, A32 m/z) bw. auf eine zuséatzliche oxidierte
Methionylaruppe (A148m/z) hin.
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Abb. 4.3.8 : Modifikationen der Spots von a) Fruktose-1,6-Bisphosphat-Aldolase (ALDC),
b) Glutaminsynthetase (GLNS) und ¢) Beta-Tubulin (TUB) in 2D-Gelen und in
3D-Darstellung, jeweils fir Kontrollen und fiir Suizidopfer gezeigt
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Abb. 4.3.9 Amygdala:

Spotintensitaten im Vergleich von Kontrollen (n=7) und Suizidopfern (n=14)

Die Detektion der Spotintensitaten erfolgte mittels PD-Quest Software.
a) NEFL (sp0107), b) GLNS (sp3706), c) ALDC (sp4708), d) ALDC (sp4709),

e) TUBB4 (sp3513), f) TUBII (sp3509)
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4.4. Thalamus

4.4.1 Ubersicht

Bei 2D-PAGE von Proben des Thalamus ergaben sich unerwartete methodische
Schwierigkeiten in Form schlechter Proteinauftrennung sowohl in der ersten als auch
in der zweiten Dimension. Als mégliche Ursachen hierflr kbnnen Degradierungsvor-
gange in sofern ausgeschlossen werden, als die 2D-Gele vom Thalamus im Ver-
gleich mit Gelen anderer Hirnregionen keine auffallige Akkumulation von Spots im
niederen Molekularbereich zeigen. Dies ware ein typischer Hinweis auf Abbaupro-
zesse von Proteinen. Da sich die Qualitat der 2D-Gele auch bei wiederholter Ver-
suchsdurchfiihrung nicht verbessern lie3, konnten letztendlich nur 16 von 31 Gelen
zuverlassig in der Bildanalyse ausgewertet werden (Tab. 4.4.1). Dabei wurden sechs
Spots detektiert, die bei den Suizidopfern doppelt so hoch exprimiert waren wie bei
den Kontrollen und von denen zwei als die Proteine 'Collapsin response mediator
protein 2° und Galectin-1 identifiziert werden konnten. Ein weiterer Spot trat aus-
schlieBlich in der Gruppe der Suizidopfer auf und konnte dem Enzym Alpha-Enolase
zugeordnet werden, wahrend drei weitere Spots, die in dieser Gruppe eine minde-
stens doppelt so hohe Intensitat aufwiesen wie bei den Kontrollen, nicht eindeutig
identifiziert werden konnten. In Abb. 4.4.1 (s. S. 69) fallt auf, daB sich diese sechs
Spots alle in einem ahnlichen pH-Bereich zwischen pH 5,34 und 6,20 befanden.

Die Intensitaten dieser Spots korrelierten weder mit dem Alter oder dem Geschlecht der

Personen noch mit der postmortalen Liegezeit oder der Suizidmethode (Tab. 4.4.3).

Tab. 4.4.1 Daten der Suizidopfer und Kontrollen

Geschlecht | Alter postmortale Suizidmethode
[Durchschnitt Liegezeit
in Jahren] [Durchschnitt
in Stunden]
Suizidopfer Ménner n= 7 32,41 +8,96 22,09 £21,24 | hart:
(n=10) Frauen n=3 Méanner n=7
21,92 - 46,75 4,20 -77,50 Frauen n=3
weich:
Méanner n=0
Frauen n=0
Kontrollen Méanner n=4 35,48 + 16,12 8,27 + 6,61
(n=6) Frauen n=2
14,08 — 58,58 2,50-17,00
Statistik mittels df =1 df =1 df =1
oneway ANOVA _ _ _
(P-Wert mit 95% F =0,062 F =0,628 F =0,148
Signifikanz) p = 0,806 P = 0,245 P =2,344
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Tab. 4.4.2 |dentifikation der ausgewahlten Proteine mittels

MALDI-TOF-MS und MSDB-Datenbank-Recherche

Spot ID Proteinidentitét MW [kD] pl Spotintensitaten
(theoret.) (theoret.) bei Suizidopfern
im Vergleich zu
Kontrollen
Spot Nr. Name Accsession
Nr. (MSDB)
sp8705  Galectin-1 (Beta- P09382 14,92 5,34 2-fache Erhéhung
galactoside-
binding lectin L-14-1)
(LEGT)
sp1420  Collapsin response JC5317 62,71 5,95 2-fache Erhéhung
mediator protein
(CRMP2)
sp3204  alpha enolase A39183 47,10 6,20 nur bei Suizidopfern
(ENO1) prasent
sp0613 -- nicht identifiziert -- 2-fache Erhéhung
sp2515 -- nicht identifiziert -- 2-fache Erhéhung
sp6411 -- nicht identifiziert -- 2-fache Erhéhung

4.4.2 Galectin-1 (Beta-galactoside-binding lectin L-14-l) (LEG1)

Die Klasse der Galectine umfaBt Proteine, die spezifisch an N-Acetylactosamine
(GalB1-nGlcNAc-R) binden. Galectin-1 (LEG1) wirkt in einer Reihe von Organen

sowohl intra- als auch extrazellular und ist in verschiedene Zellfunktionen involviert,

wie z.B. Zellwachstum, Zelldifferenzierung, Apoptose, Zelladhasion und Immunreak-

tionen (Yang and Liu, 2003). Zudem fungiert Galectin-1 als SpleiB-Faktor fir pra-
mRNA (Liu et al., 2002). Das 14,9 kD-Protein mit einem pl von 5,34 war in dieser
Arbeit bei den Suizidopfern um mindestens Faktor 2 héher exprimiert als bei den
Kontrollen (Tab. 4.4.2, Abb. 4.4.1b (s. S. 69), Abb. 4.4.2a (s. S. 70)).
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Tab. 4.4.3 Die Berechnung mittels Chi-Quadrat-Test zeigt keine Korrelationen zwischen
den Spotintensitaten und den Faktoren Alter, Geschlecht, postmortaler Liegezeit (PMI) oder
Suizidmethode bei einem Signifikanzniveau fir p von 95% * in allen Fallen 'harte’ Suizidme-
thoden, daher keine Statistik

Gruppe | Spot-Nr.  Protein Alter Geschlecht PMI Suizid-
methode
sp1420 DHP2 p=0,231 p=0,350 p=0,231 -t
sp2515 PIAS2 p=0,231 p=0,350 p=0,231 -
sp3506 CKB p=0,254 p=0,406 p=0,254 -*
Suizid- | sp8705 LEGH1 p=0,231 p=0,350 p=0,231 -
opfer | gp3204  ENOf p=0,242 p=0,265 p=0,242 -
sp0613 sp0613 p=0,231 p=0,350 p=0,231 -
sp6411 sp6411 p=0,231 p=0,350 p=0,231 -

sp1420  DHP2 p=0,224 p=0,306 p=0,224

sp2515 PIAS2 p=0,242 p=0,199 p=0,242

sp3506 CKB p=0,285 p=0,472 p=0,285

sp8705 LEGH1 p=0,224 p=0,306 p=0,224
Kon-

trollen | sp3204 ENO1 - _ -

sp0613 sp0613 p=0,224 p=0,306 p=0,224

sp6411  Sp641i p=0,285 p=0,269 p=0,285

4.4.3 Collapsin response mediator protein 2 (CRMP2)

Die gleiche Differenz zwischen beiden Gruppen wie bei LEG1 zeigte das 'Collapsin
response mediator protein 2° (CRMP2), auch bekannt unter dem Synonym ’'Dihydro-
pyrimidinase-related protein 2’, das eine molekulare Masse von 62,7 kD und einen pl
von 5,95 aufwies (Tab. 4.4.2, Abb. 4.4.1e (s. S. 69), Abb. 4.4.2b (s. S. 70)). Es ver-
mittelt und moduliert die Wirkung bestimmter repulsiver Signalstoffe (Semaphorine)
auf Neuronen. CRMP2 ist somit vor allem in der Embryonalphase an der Regulation
des neuronalen Wachstums und der Navigation der Axone beteiligt (Quinn et al.,
1999).
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4.4.4 Alpha Enolase (ENO1)

Das glykolytische Enzym Enolase — oder auch Phosphopyruvat Hydratase - kataly-
siert die Bildung von Phosphoenolpyruvat, der Vorstufe des Pyruvates, welches das
Endprodukt des Glukoseabbaus darstellt.

—

2-Phosphoglycerat == Phosphoenolpyruvat + H>O

Die aktive Enolase liegt als Homo- oder Heterodimer vor, wobei die Untereinheiten
Alpha, Beta und Gamma existieren. In der vorliegenden Arbeit wurde im Thalamus
ausschlieBlich von Suizidopfern die Alpha-Untereinheit (ENO1) gefunden, die in
Neuronen als Alpha-Gamma-Heterodimer vorkommt, wahrend sie als Homodimer
ubiquitar verteilt ist und im Muskel als Alpha-Beta-Dimer exprimiert wird. (Tab. 4.4.2,
Abb. 4.4.1f (s. S. 69), Abb. 4.4.2c (s. S. 70)).
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- '
Suizidopfer: - .
- |
Kontrollen: -
- ==

b) LEG1 ¢) (sp0613)  d) (sp2515) e) CRMP2 f) ENOf1 q) (sp6411)

MG
(kD]

pl

Abb. 4.4.1: Bildanalyse der 2D-Gele des Thalamus

a) Das Master-Gel dient der Ubersicht;

Die Detailbilder zeigen die Spots, die signifikante Veranderungen zwischen Suizidopfern
und Kontrollen aufwiesen: b) Galectin (LEG1), ¢) (Spot sp0613), d) (Spot sp2515);
nicht identifiziert: e) Collapsin response mediator protein (CRMP2), f) Alpha-Enolase
(ENO1)und @) (Spot sp6411)
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Abb. 4.4.2: Thalamus

Spotintensitaten im Vergleich von Kontrollen (n=6) und Suizidopfern (n=10)

Die Detektion der Spotintensitaten erfolgte mittels PD-Quest Software.

a) Galectin (LEG1), b) Collapsin response mediator protein (CRMP2), ¢) alpha-Enolase (ENO1);

nicht identifizierte Spots: d) (sp2515), e), (sp0613) ), f) (sp6411)
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4.5 Hippocampus

4.5.1 Ubersicht

In der Bildanalyse von insgesamt 28 2D-Gelen des Hippocampus (Suizidopfer n=18,
Kontrollen n=10 (Tab. 4.5.1)) wurden 929 Spots detektiert, und das anschlieBende
Matchen erzielte einen Korrelationskoeffizienten von 0,582. Dabei zeigten 6 Spots
signifikante Unterschiede zwischen beiden Gruppen. Mittels MSDB-Datenbank-
Recherche konnte ein Protein als Neuropolypeptid h3 (phosphatidyl ethanolamine
binding protein) identifiziert werden, drei weitere Proteine als die Enzyme Gamma-
Enolase (neuronale Form), Adenosin-Triphosphat-Synthase (ATP-Synthase) und
Peroxiredoxin, wahrend fir zwei Proteine keine eindeutigen Ergebnisse erzielt wur-
den (Tab. 4.5.2, Abb. 4.5.1 (s. S. 74)). Im Chi-Quadrat-Test zeigten sich keine Korre-
lationen zwischen den Intensitaten dieser Spots und den Faktoren Alter, Geschlecht,

postmortale Liegezeit oder Suizidmethode.

4.5.2 Neuropolypeptid h3 (PEBP)

Die Expression von PEBP wurde bei den Suizidopfern gegenlber den Kontrollen um
den Faktor 1,5 vermindert gefunden (Tab. 4.5.2, Abb. 4.5.1c, Abb. 4.5.2b), Abb. 4.5.5d).
Es sind vielseitige biologische Funktionen fir PEBP bekannt, wie z.B. die Inhibition von
Serin-Proteasen (ausgenommen Trypsin), die Bindung von Opioiden und dem Mem-
bran-Phospholipid Phosphatidylethanolamin, EinfluB auf die Signaltransduktion und die

Funktion eines Precursors fiir bioaktive Neuropeptid im Gehirn (Banfield et al., 1998).

Tab. 4.5.1 Daten der Suizidopfer und Kontrollen

postmortale Suizidmethode
Geschlecht Alter Liegezeit
[Durchschnitt | [Durchschnitt
in Jahren] in Stunden]
Suizidopfer Manner n=11 | 299+99 20,4 +17,4 hart:
(n=18) Frauen n=7 Ménner n=11
14,5 -48,9 42-775 Frauen n=6
weich:
Méanner n=0
Frauen n=1
Kontrollen Manner n= 7 34,9+16,7 12,3+11,0
(n=10) Frauen n= 3
11,3-58,6 2,5-40,0
Statistik mittels df =1 df =1 df =1
oneway ANOVA (P- _ _ _
Wert mit 95% Signi- F =0,533 F =1,002 F =1,749
fikanz) P =0,472 P =0,326 P =0,198
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Tab. 4.5.2 Identifikation der ausgewahlten Proteine mittels
MALDI-Massenspektrometrie und MSDB-Datenbank Suche

Proteinidentitéat MW [kD] pl Spotintensitaten
(theor.) bei Suizidopfern
im Vergleich zu
Kontrollen
Spot Nr. Name Accsession Nr.
(MSDB)
sp7407  Peroxiredoxin2 AAHO00452 22,05 5,66 mind. 1,5-fache
(PRDX2) Erhéhung
sp7111 Neuropolypeptid 1BD9A 20,44 7,18 mind. 1,5-fache
h3 (Phosphatidyl- Verminderung

ethanolamine
binding protein)

(PEBP )
sp5110  Gamma-Enolase, = AAA52388 44,57 4,94 mind. 1,5-fache
(neuronale Form) Verminderung
(ENO2)
sp3003, ATP-Synthase A33370 56,53 5,26 mind. 2-fache
sp3004 (Untereinheit B) Verminderung
(ATPB)

sp5018 mind. 1,5-fache

- nicht identifiziert - .
Verminderung

4.5.3 Peroxiredoxin2 (PRDX2)

PRDX2 wies bei den Suizidopfern eine 1,5-fach héhere Expression auf als bei den
Kontrollen (Tab. 4.5.2, Abb. 4.5.1b, Abb. 4.5.2a, Abb. 4.5.5.c). Die Peroxiredoxine
stellen eine Familie antioxidativer Proteine mit Peroxidase-Aktivitat dar. Ihre Haupt-
funktion ist die reduktive Detoxifikation verschiedener Arten von Peroxiden, die als
schadliche Nebenprodukte metabolischer Prozesse in der Zelle anfallen (Rabilloud
et al., 2002). Sie reduzieren die Peroxide unter Verwendung von Thioredoxin als
Elektronendonor:

reduziertes Thioredoxin + H-O, <— oxidiertes Thioredoxin + H>O
_

R'-SH + ROOH <— R'-S-S-R' + H20 + ROH.

Bei dem in dieser Arbeit gefundenen Isoenzym 2 handelt es sich um die zytosolische
Form von PRDX.
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a) PRDX2
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1631.91 0 NRPTSISWDGLDSGK
—» 1687.96 1 LYTLVLTDPDAPSRK
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2069.05 0 APVAGTCYQAEWDDYVPK
2792.51 1 YVWLVYEQDRPLKCDEPILSNR
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b) PEBP
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Abb. 4.5.2: a) Peroxiredoxin (PRDX2) und b) Neuropolypeptid h3 (PEBP)) Darstellung der Massenspektren,

der daraus identifizierten Peptide sowie deren Positionen im entsprechenden Protein
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4.5.4 ATP-Synthase (ATPB)

Die ATP-Synthase ist als ein Enzym des zellularen Energiestoffwechsels in der inne-
ren Mitochondrienmembran lokalisiert und synthetisiert ATP aus ADP und Phosphat.
Die Reaktion verlauft unter Verwendung der Energie des in der Atmungskette aufge-
bauten Protonengradienten. Die ATP-Synthase besteht aus zwei Einheiten, der
transmembranen Fo-Doméne, die als Protonentunnel dient und der katalytisch akti-
ven F{-Domane, die in den Matrixraum ragt. In dieser Arbeit wurde die Beta-
Untereinheit der F1-Domaéne identifiziert (ATPB), die fir die Bindung von ADP und
ATP zustandig ist.

Zwei Spots mit gleichem MG aber unterschiedlichem pl wurden als ATPB identifiziert
(ATPB1 und ATPB2), wahrend ein dritter Spot (sp3002), der sich auf gleichem MG-
Niveau einzureihen schien, nicht eindeutig zugeordnet werden konnte (Abb. 4.5.3).

Spot sp3002 ATPB1
A

Suizidopfer: i
—

Kontrollen:

ATPB2

Abb. 4.5.3 Modifikation der ATP-Synthase (ATPB), F1-Doméne, Untereinheit Beta

links: Ausschnitte aus 2D-Gelen von Kontrollen und Suizidopfern, rechts: 3D-Darstellung
der mittels PD Quest-Software detektierten Spots. Zwei Spots wurden als ATPB identifi-
ziert, wahrend fir sp3002 keine eindeutigen Ergebnisse gefunden wurden. ATPB2 war
bei den Suizidopfern um mindestens Faktor 2 vermindert exprimiert oder fehlte ganz.
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ATPB2 war bei den Suizidopfern maximal halb so stark exprimiert wie bei den Kon-
trollen oder fehlte vollstandig (Abb. 4.5.5f). Angesichts der Funktion des Enzyms
sowie des niedrigeren pl's kdnnte ATPB2 auf die Bindung eines ADP oder ATP
schlieBen lassen, allerdings fanden sich fur diese Annahme keine direkten Belege in
den Massenspekiren. Ahnlich der Gamma Enolase wurde ATPB im weitaus alkali-
scheren Bereich detektiert als es aufgrund des pl's zu erwarten gewesen wéare. Um
eine mogliche Ursache fur diese Verschiebung zu finden, wurde eine erneute Daten-
bankrecherche mit den nicht identifizierten Peaks durchgefihrt. Darin wurden die
fraglichen Peptide der Untereinheit 8 der Cytochrom ¢ Oxidase zugeordnet, einem
Komplex der Atmungskette (COX8C; MG 8,18 kD, pl 12,08; MSDB-ID: AAO26193).
Mithilfe des Serviceprogrammes http://au.expasy.org/tools/protparam.html| wurde fir
die hypothetische Gesamtsequenz aus ATPB plus zwei der COX-Untereinheiten 8
ein MG von 72,78 kD und ein pl von 9,11 berechnet, was den tatsachlichen Positio-
nen von ATPB1 bzw. ATPB2 im 2D-Gel nahe kommt. Ein Komplex aus ATPB und
COX8C, die beide in der inneren Mitochondrienmembran lokalisiert sind, ware auch
im Blick auf die Funktion der beiden Proteine plausibel. Denn die Zytochrom ¢ Oxi-
dase bildet das letzte Element der Elektronentransportkette, das molekularen Sauer-
stoff zu Wasser reduziert und somit die Energie liefert, die Uber Bildung eines Proto-
nengradienten letztendlich die ATP-Synthase antreibt.

4.5.5 Gamma Enolase (ENO2)

Die Funktion der Enolase wurde bereits im Zusammenhang mit der im Thalamus gefun-
denen Alpha-Untereinheit des Enzyms beschrieben (Kap. 4.4.3). Im Hippcocampus
wurde die neuronenspezifische Gamma-Isoform (ENO2) mit einem MG von 44,57 kD
und einem pl von 4,94 gefunden, die im Gehirn die Dimere Gamma-Gamma oder
Gamma-Alpha bildet.

ENO2 war bei den Suizidopfern um Faktor 1,5 geringer exprimiert als bei den Kontrollen
(Abb. 4.5.5). Der Vergleich der tatsachlichen Positionen des Spots im 2D-Gel mit dem
theoretisch berechneten, bzw. mit den virtuellen Gelen des Proteomics-Server ’Expasy’
(http://au.expasy.org) zeigte eine erhebliche Verschiebung des Proteins in den alkalischen
Bereich. Es fiel ebenfalls auf, daB die Gesamt-Peak-Liste eine relativ hohe Anzahl von
Peptiden aufwies, die nicht der ENO2 zugeordnet werden konnte (Abb. 4.5.4). Eine geziel-
te MSDB-Datenbankrecherche dieser Peaks identifizierte daraus das Protein Ubiquitin-
Ligase (MG 7,65kD, pl 9,82; MSDB-ID: AAF19600). Eine mdgliche Anlagerung dieses

alkali schen Proteins an ENO2 kdénnte den erhéhten pl des Spots erklaren.
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Abb. 4.5.4 Modifikation der Gamma Enolase (ENO2): a) Die tatsachliche Position des En-
zyms im 2D-Gel weicht vom theoretisch berechneten Bereich (roter Kasten) ab. Aus der Ge-
samt-Peakliste wurde neben ENO2 (c), gelb) auch das alkalische Protein Ubiquitin-Ligase
(b), blau) identifiziert, was den pl-shift von ENO2 erklaren kénnte. Grau unterlegt: Trypsin
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Tab. 4.5.3 Laut Berechnung mittels Chi-Quadrat-Test lagen keine Korrelationen vor zwi-
schen den Spotintensitdten und den Faktoren Alter, Geschlecht, postmortaler Liegezeit
(PMI) oder Suizidmethode bei einem Signifikanzniveau fiir p von 95%. n.i. = nicht identifiziert

Gruppe | Spot-Nr.  Protein Alter Geschlecht PMI Suizid-
methode
sp7407 PRDX2 p=0,248 p=0,389 p=0,242 p=0,389
Suizide | sp5110 ENO2 p=0,089 p=0,324 p=0,262 p=0,324
sp7111 PEBP p=0,285 p=0,455 p=0,204 p=0,324
sp3003 ATPB p=0,127 p=0,406 p=0,282 p=0,519
sp5018 n.i. p=0,179 p=0,302 p=0,533 p=0,021
sp7407 PRDX2 p=0,267 p=0,377 p=0,267
Kon- sp5110  ENO2 p=0,254 p=0,189 p=0,254
trollen sp7111 PEBP p=0,231 p=0,350 p=0,231
sp3003 ATPB p=0,333 p=0,585 p=0,333
sp5018 n.i. p=0,333 p=0,240 p=0,333
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Abb. 4.5.5: Hippocampus

Spotintensitaten im Vergleich von Kontrollen (n=10) und Suizidopfern (n=18)

Die Detektion der Spotintensitaten erfolgte mittels PD-Quest Software.

a) Gamma Enolase (ENO2), b) sp5018 (nicht identifiziert), ¢) Peroxiredoxin (PRDX),
d) Neuropolypeptid h3 (PEBP), e) ATP-Synthase (ATPB)
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4. ERGEBNISSE

4.6 Hypophyse

Da die Hypophysen nicht von allen Suizidopfern bzw. Kontrollen vorhanden waren, wur-
den letztendlich nur 18 2D-Gele der Bilanalyse zugefiihrt (Suizidopfer n=13, Kontrollen
n=5) (Tab. 4.6.1). Dabei wurden insgesamt 987 Spots detektiert und das Matchen erfolg-
te mit einem Korrelationskoeffizienten von 0,67. Kein Spot zeigte eine signifikante Ex-

pressionserh6hung zwischen den Gruppen der Suizidopfer und der Kontrollen.

Tab. 4.6.1: Daten der Suizidopfer und Kontrollen

Geschlecht | Alter postmortale Suizidmethode
[Durchschnitt Liegezeit
in Jahren] [Durchschnitt
in Stunden]
Suizidopfer Manner n=8 | 30,67 +17,8 238+17,3 | hart
(n=13) Frauen n=5 Manner n=8
15,5 -42,33 142-775 Frauen n=5
weich:
Ménner n=0
Frauen n=0
Kontrollen Manner n=4 32,72+18,3 13,3+£9,7
(n=5) Frauen n=1
11,25 - 51,58 1,7-40
Statistik mittels df =1 df =1 df =1
oneway ANOVA _ _ _
(P-Wert mit 95% F =0,980 F =0,056 F =0,282
Signifikanz) p = 0,337 P = 0,816 P =0,603
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Abb. 4.6.1: Master-Gel der Hypophyse
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4. ERGEBNISSE

4.7 Cerebellum

Aus der 2D-PAGE des Cerebellums, das als Referenzregion diente, flossen 28 2D-
Gele (Suizidopfer n=18, Kontrollen n=10) in die Bildauswertung ein (Tab. 4.7.1). Es

wurden keine signifikanten Unterschiede in den Spotintensitdten zwischen Suizidop-
fern und Kontrollen gefunden.

Tab. 4.7.1 Daten der Suizidopfer und Kontrollen

postmortale Suizidmethode
Geschlecht Alter Liegezeit
[Durchschnitt | [Durchschnitt
in Jahren] in Stunden]
Suizidopfer Manner n=11 29,9+9,9 20,4 +17,4 hart:
(n=18) Frauen n=7 Manner n=11
14,5 -48,9 42-775 Frauen n=6
weich:
Méanner n=0
Frauen n=1
Kontrollen Méanner n= 7 34,9+16,7 12,3+ 11,0
(n=10) Frauen n= 3
11,3-58,6 2,5-40,0
Statistik mittels df =1 df =1 df =1
oneway ANOVA (P- _ _ _
Wert mit 95% Signi- F =0,533 F =1,002 F =1,749
fikanz) P =0,472 P =0,326 P =0,198
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Abb. 4.7.1: Master-Gel des Cerebellums
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4.8 Cerebrospinale Fliissigkeit; Liquor
4.8.1 Ubersicht

Bei der Auswertung von 25 2D-Gelen der Liquores wurde, im Vergleich zu den 2D-
Gelen der einzelnen Hirnregionen, eine hohe mittlere Gesamt-Spot-Zahl von 1511
gefunden. Allerdings zeigte sich hier das Problem einer sehr schlechten Reprodu-
zierbarkeit des Spotmusters, die sich in einem mittleren Korrelationskoeffizienten von
nur 0,47 widerspiegelt. Diese Gele zeigen im Vergleich zu den Gelen der untersuch-
ten Hirnregionen eine H&aufung von Spots im niedermolekularen Bereich, was auf
maogliche degenerative Prozesse hindeuten kdnnte. Ein weiteres Problem schien die
Uberlagerung mit Albumin zu sein, das mit einem Anteil von lber 60% die Haupt-
komponente des humanen Liquors darstellt. So wurden vier von flinf Spots, die signi-
fikante Unterschiede zwischen Suizidopfern und Kontrollen aufwiesen, als Aloumin
identifiziert, wobei nicht deutlich wird, ob es sich bei den Spots um reines Albumin

handelt oder ob dieses ein weiteres Protein Uberlagert.
4.8.2 Auswertung

Im Liquor der Suizidopfer, nicht jedoch der Kontrollen, wurden Fragmente des Beta-
Aktins (ACTB) identifiziert. ACTB polymerisiert zu Aktinfilamenten, welche die klein-
sten Elemente (‘Mikrofilamente') des Zytoskelettes darstellen.

Tab. 4.8.1. Daten der Suizidopfer und Kontrollen

Geschlecht | Alter postmortale Suizidmethode
[Durchschnitt | Liegezeit
in Jahren] [Durchschnitt in
Stunden]
Suizidopfer Manner n=10| 38,9 +15,0 25,6 + 15,9 hart:
(n=19) Frauen n= 9 Manner n=10
21,0-76,0 5-775 Frauen n=7
weich:
Manner n=0
Frauen n=2
Kontrollen Manner n=5 40,05+ 17,6 14,7 £13,2
(n=6) Frauen n=1
14,0 - 58,6 2,8-40,0
Statistik mittels df =1 df =1 df =1
oneway ANOVA _ _ _
(P-Wert mit 95% F =2,435 F =0,023 F =2,306
Signifikanz) P =0,132 P =0,882 P =0,142
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Abb. 4.4.1: Bildanalyse der 2D-Gele von Liguor

a) Das Master-Gel dient der Ubersicht; b) Die Detailbilder zeigen ein Beta-Aktin-
Fragment (ACTB), das ausschlieBlich bei den Suizidopfern auftrat
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Tab. 4.8.2 Identifikation von Beta-Aktin im Liquor mittels

MALDI-Massenspektrometrie und MSDB-Datenbank Suche

Proteinidentitat MW [kD] pl Spotintensitaten
(theor.) bei Suizidopfern
im Vergleich zu
Kontrollen
Spot Nr. Name Accession Nr.
(MSDB)
sp 3201 Beta-Aktin Q96HG5 41,0 5,56 nur bei
(ACTB) Suizidopfern

Tab. 4.8.3 Laut Berechnung mittels Chi-Quadrat-Test lagen keine Korrelationen vor
zwischen den Spotintensitdten und den Faktoren Alter, Geschlecht, postmortaler
Liegezeit (PMI) oder Suizidmethode bei einem Signifikanzniveau fiir p von 95% .

Gruppe Protein Alter Geschlecht PMI Suizidmethode
Suizidopfer | ACTB  p=0,267 p=0,399 p=0,321 p=0,123
Kontrollen ACTB  p=0,306 p=0,624 p=0,306
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4. ERGEBNISSE

4.9 Tabellen

Tab. 4.9.1 Zusammenfassung der differentiell exprimierten Proteine,

unterteilt nach ihrer Lokalisation in den Hirnregionen

Spotintensitaten

-- nicht identifiziert --
-- nicht identifiziert --

-- nicht identifiziert --

c .
=l Proteinidentitat I}’:ﬁe[;!))] (thzclar) bei Suizidopfern  im
> ' | Vergleich zu
c Kontrollen
= Protein-Name Gen- | Acc.Nr.
Name | (mspB)
saures fibrillares GFAP | Q96P18 | 49.88 5,42 nur bei Suizdopfern
Gliaprotein
X
£ | Mangan Superoxid ~ SOD2
8 Dismutase Mutante . .
> Q143N 1QNMA | 22.29 6,86 mind. 2-fach erhoht
)
g SOD2-Fragment SOD2 Q7Z7M4 23,77 6,86  nur bei Suizdopfern
o
:E Alpha Crystallin B CRYAB P02511 20,16 6,76  nur bei Suizdopfern
o
-- nicht identifiziert -- mind. 1,5-fach erniedrigt
-- nicht identifiziert -- mind. 1,5-fach erniedrigt
Neurofilament Trip- NEFL Qs8lu72 61.54 4,64 mind.2 -fach emiedrigt
let L Protein
Beta Tubulin TUBB4  T08726 50,38 4,78 Mmind.1,5-fach emiedrigt
& | Beta Tubulin II TUBII Q8IWR2 50,28 4,82 Mmind.2-fach emiedrigt
8 |(class Il beta tubu-
g lin isotype)
<< | Glutamin- GLNS Q7Z3W4 | 44,63 6,43  nur bei Suizidopfern
Synthetase
Fruktose- ALDC P15104 39,70 6,46  nur bei Suizidopfern
Bisphosphat Aldo-
lase C
Galectin-1 LEG1 P09382 14,92 534 Mind. 2-facherhoht
(Beta-galactoside-
binding lectin
» | Collapsinresponse CRMP2  JC5317 62,71 595 Mind 2facherhont
g mediator protein
o
& | Alpha Enolase ENO1 A39183 47,10 6,20 nur bei Suizidopfern
[

mind. 2-fach erhoht
mind. 2-fach erhoht
mind. 2-fach erhoht
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4. ERGEBNISSE

Fortsetzung: Tab. 4.9.1

5 Proteinidentitiit MG [kD]  pl w

8 (theoret.) | (theoret.) im Vergleich

c zu Kontrollen

.= | Protein-Name | Gen-Name | Acc. Nr.

T (MSDB)
Peroxiredoxin2 PRDX2 |AAHO00452| 22,05 | 5,66 | mind.1,5-fach erh6ht
Neuropolypep- | PEBP |1BD9A | 20,44 | 7,18 |mind.1,5-fach emiedrigt
tid h3
(Phosphatidyl-

& | ethanolamine

2 | binding prote-

S :

g | in)

8

2 | Gamma- ENO2 |AAA52388| 44,57 | 4,94 |mind.1,5-fach erniedrigt

T Enolase,
(neuronale
Form)
ATP-Synthase ATPB | A33370 | 56,53 | 5,26 |mind.2-fach erniedrigt
(Untereinheit B)

- nicht identifiziert - mind.1,5-fach erniedrigt

Q

7

£

8— keine signifikanten Unterschiede vorhanden

S

I

£

2

% Referenzregion: keine signifikanten Unterschiede vorhanden

o

o

S | Beta-Aktin ACTB | Q96HG5 & 41,0 | 5,56 | nurbeiSuizidopfem

T

=
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4. ERGEBNISSE

Tab. 4.9.2 Mittlere Gesamt-Spotanzahl und mittlerer Korrelationskoef-

fizient (Konfidenzintervall 0,5-1) aller 2D-Gele der sechs untersuchten
Hirnregionen sowie des Liquors

Hirnregion

Mittlere
Gesamt-Spotanzahl

Mittlerer
Korrelationskoeffizient
(Konfidenzintervall 0,5-1)

prafrontaler Cortex 1228 0,594
Amygdala 783 0,650
Thalamus 948 0,620
Hippocampus 929 0,582
Hypophyse 987 0,670
Cerebellum 936 0,562
Mittel der Hirnregionen 975 0,623
Liquor 1511 0,470
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5.1 DISKUSSION DER METHODIK

5. DISKUSSION

Zwei Ziele wurden fir die vorliegende Arbeit formuliert: 1. die Etablierung der ver-
gleichenden Proteomanalyse postmortaler Hirn- und Liquorproben von Suizidopfern
und Kontrollen und 2. die Detektion und ldentifikation suizidassoziierter Proteine.
Analog dazu wird auch die Diskussion unterteilt in die Beurteilung der Validitat der

Methodik und die Interpretation der Ergebnisse.

5.1 DISKUSSION DER METHODIK
5.1.1 Einleitung

Die Validitat der Methodik wurde durch eine Reihe von Faktoren bestimmt, unter
denen die Qualitat der Hirn-und Liquorproben sicherlich das héchste Risiko barg.
Dabei konnten Proteinverdnderungen der Proben, die wahrend der Probenaufberei-
tung und der 2D-Elektrophorese entstanden, weitgehend minimiert werden. Nicht
beeinfluBbar war dagegen die Biovariabilitdt des Probenmaterials, die in der Regel
bei humanen, insbesondere bei postmortalen humanen Geweben und Flissigkeiten
sehr hoch ist. Die mdglichen Einflisse auf die beschriebenen Unterschiede in der
Proteinexpression missen daher naher beleuchtet werden.

Zur Medikation und psychiatrischen Diagnose lagen nur bei etwa der Hélfte der Sui-
zidopfer Angaben vor, so daB hierzu keine aussageféhige Statistik erhoben werden
konnte. Dagegen waren die Faktoren Alter, Geschlecht, postmortale Liegezeit und
Todesart fur alle Suizidenten und Kontrollen bekannt. Somit konnte ihre mdgliche
Korrelation mit den ermittelten Intensitaten der Protein-Spots statistisch berechnet
werden. Dabei wurde einzig in einer Hirnregion ein Zusammenhang zwischen Sui-
zidmethode und Proteinexpression gefunden. Inwieweit die Summe der methodi-
schen sowie pra- und postmortalen Faktoren EinfluB auf das Proteom austbte, zeig-
te sich letztendlich in Unterschieden der Proteinmuster in den 2D-Gelen.

Durch den Vergleich (‘Matchen') der Gele mittels digitaler Bildanalyse lieBen sich
diese Unterschiede erfassen. Als MaB der Ubereinstimmung diente der Korrelations-
koeffizient nach Pearson, der bei den Gelen der Hirnproben jeweils mittlere Werte
zwischen 0,58 und 0,67 einnahm und somit zumindest im unteren Bereich des Kon-
fidenzintervalles (0,5-1,0) lag. Beim Liquor dagegen variierten die 2D-Gele zum Teil

erheblich, was sich in einem mittleren Korrelationskoeffizienten von 0,47 nieder-
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5.1 DISKUSSION DER METHODIK

schlug. Im Folgenden wird erstens versucht, die Ursachen dieser Differenzen zu
klaren, und zweitens, die méglichen Einflisse der beschriebenen Faktoren auch auf
das Hirngewebe zu beurteilen.

5.1.2 Kiritische Variablen des postmortalen Probenmaterials

5.1.2.1 Lateralitat der Hirnregionen

Die Asymmetrie der beiden Hirnregionen zeigt sich auf biochemischer Ebene unter
anderem in der ungleichen Verteilung von Neurotransmittern (Glick et al., 1992). Im
Zusammenhang mit der 'Serotonin-Hypothese der Suizidalitat' (s. Kap.1 Einleitung)
sind insbesondere die Befunde erhéhter Dichte von Serotonin (5HT)-Transportern im
rechten orbitofrontalen Cortex (Arato et al., 1991) sowie von Beta-2-Rezeptoren im
Hippocampus von Suizidopfern verglichen mit der jeweils linken Hirnregion (Joyce et
al.,, 1992) von Bedeutung. Zur Vermeidung derartiger Unterschiede wurde fur die
vorliegende Untersuchung bei lateral angelegten Hirnregionen stets die jeweils rech-

te Hemisphare entnommen.

5.1.2.2 Suizidmethode

Die Suizidmethode und somit die Todesart lassen auf die zeitliche Lange der Agonie
schlieBen, d.h. jenes Stadiums unmittelbar vor dem Tod, in dem alle Lebensvorgén-
ge stark vermindert sind. Diese Phase ist bei den so genannten weichen 'Suizidme-
thoden' wie Tabletten-Intoxikation oder Kohlenmonoxid-Vergiftung langer als bei
'harten' Methoden wie Erhangen oder ErschieBen. Bei den vorliegenden Kontrollen
trat der Tod stets relativ schnell ein, da es sich um Unfélle oder um Herztod handel-
te. Im Stadium der Agonie kommt es im Gehirn und im Liquor zu Hypoxie (vermin-
derte Sauerstoffversorgung) und zum Anstieg der Laktatkonzentration, welches bei-
des zu einem Absinken des pH-Wertes flhrt (Hardy et al., 1985). Hier ist von Bedeu-
tung, daB sich diese Vorgange sowohl im Gehirn als auch im Liquor als unabhéangig
von der postmortalen Liegezeit erwiesen haben (Harrison et al., 1995; Ravid et al.,
1992). Die azidischen Bedingungen und das neurotoxische Laktat kbnnen zu Schaden
auf DNA-, RNA- und Proteinebene fuhren (Hynd et al., 2003).
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In den Untersuchungen, die dieser Arbeit zugrunde liegen, wurden Korrelationen
zwischen Suizidmethode und den Intensitaten von drei Protein-Spots in der Amygda-
la gefunden. Dabei handelt es sich um die beiden zytoskelettalen Proteine Neurofi-
lament Triplet L Protein und Beta-Tubulin sowie um das Enzym Glutamin-
Synthetase. Gegen einen tatsachlichen EinfluB der Suizidmethode auf die Protein-
stabilitat spricht aber erstens, daB in der Amygdala bei einem weiteren Enzym (Fruc-
tose-Bisphosphat-Aldolase C) und einer zweiten Isoform des Beta-Tubulins (class Il
beta tubulin isotype) kein Zusammenhang mit der Suizidmethode auftrat und zwei-
tens, daB diese Korrelation weder in einer anderen Hirnregion noch im Liquor gefun-
den wurde. Da in einer Studie von Harrison (Harrison et al., 1995) gezeigt werden
konnte, daB eine agonale Azidose das gesamte Gehirn betrifft, konnten flir die vor-
liegenden Befunde aus methodischer Sicht Einfliisse der Todesart auf die Protein-
expression weitgehend ausgeschlossen werden. Vielmehr kénnten psychopathologi-

sche und neurobiologische Faktoren beteiligt sein.

5.1.2.3 Postmortale Liegezeit (postmortales Intervall, PMI)

Zu den Parametern mit den starksten Einflissen auf die postmortale Stabilitat von
Proteinen z&hlt die Phase zwischen dem Zeitpunkt des Todes und des Einfrierens
der Proben. Wahrend der postmortalen Liegezeit (PMI) kommt es zumeist zur Ab-
nahme der Konzentrationen einzelner Proteine, bedingt durch unterschiedliche bio-
chemische Degradierungsprozesse, aber auch zu Proteinmodifikationen und verein-
zelt zu Konzentrationserhéhungen (Fountoulakis et al., 2001).

Das PMI ist in der Regel bei Suizidopfern héher als bei Personen mit anderer To-
desursache, da Menschen mit ernsthaften suizidalen Absichten die Suizidhandlung
zumeist an versteckten Orten vollziehen, um nicht gestért zu werden. Entsprechend
spater werden sie aufgefunden. Daher war das Matchen (s. Kap.3 'Methoden') der
beiden Gruppen in Bezug auf das PMI besonders wichtig. Dabei fanden sich mit
Ausnahme des préafrontalen Cortex’ keine signifikanten Unterschiede zwischen Kon-
trollpersonen und Suizidopfern. Wie bereits in der Ergebnisbeschreibung erwéhnt
(Kap. 4.1), floB nicht bei jeder Hirnregion die gleiche Anzahl von 2D-Gelen in die
Auswertung ein. Aufgrund dessen war die Gruppe, in der die prafrontalen Cortices
untersucht wurden, so zusammengesetzt, dal3 das mittlere PMI bei den Suizidenten

doppelt so hoch war wie bei den Kontrollen. Die Proteine dieser Region, die in der
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Bildanalyse detektiert wurden, hatten daher verminderte Spotintensitdten erwarten
lassen. Dies gilt insbesondere fiir das saure fibrillare Gliaprotein (glial fibrillary acidic
protein, GFAP), das in einer systematischen Proteomanalyse mit Rattenhirn ab 12
Stunden nach der Sektion abgeschwacht und nach 72 Stunden nicht mehr detektier-
bar war (Fountoulakis et al., 2001). In der vorliegenden Arbeit waren dagegen trotz
postmortalen Liegezeiten von bis zu 40 Stunden zwei der drei GFAP-Isoformen bei
den Suizidopfern tendenziell stéarker exprimiert (Daten nicht gezeigt) und ein dritter
GFAP-Spot trat ausschlieBlich in dieser Gruppe auf. Bei diesem Spot kénnte es sich
um eine phosphorylierte Isoform des Proteins handeln (s. Kap. 5.1, Diskussion der
Ergebnisse). Auch dies sprache gegen degenerative Prozesse des Proteins, denn
Phosphorylierung dient unter anderem dem Schutz von Proteinen gegen Proteolyse,
bzw. Dephosphorylierung gilt als ein vorbereitender Schritt zum proteolytischen Ab-
bau (Tallant et al., 1988). Auch das Hitzeschockprotein (Hsp) Alpha Crystallin B
(CRYAB) wurde ausschlieBlich bei Suizidopfern identifiziert, wahrend Fountoulakis
die Expression zweier Hsp's (Hsp70 und Hsp71) mit zunehmendem PMI als vermin-
dert nachwies (Fountoulakis et al., 2001). In einer Studie mit humanem Hirngewebe
von schizophrenen Patienten wurde dagegen kein Zusammenhang zwischen der
Expression des Hsp's CRP40 und dem PMI gefunden (Gabriele et al., 2005). Das
dritte Protein, das im prafrontalen Cortex identifiziert wurde, war die Mangan-
Superoxid Dismutase (SOD2), fir die zwei Spots detektiert wurden. Beide Spots
waren in der Gruppe der Suizidenten erhdht, bzw. ausschlieBlich dort exprimiert.
Obwohl zwei weitere, nicht identifizierte Spots bei den Kontrollen héhere Intensitaten
aufwiesen, schien doch insgesamt die postmortale Liegezeit keinen signifikanten
EinfluB auf die Proteinexpression im prafrontalen Cortex ausgelbt zu haben.

In allen anderen Hirnregionen sowie im Liquor zeigten sich keine Korrelationen zwi-
schen PMI und den Spotintensitaten. Dennoch kénnen mdgliche Auswirkungen des
PMI fur die Proteinstabilitédt nicht ohne weiteres ausgeschlossen werden. Es wurden
daher stets zwei weitere Hinweise auf verstarkte Proteindegeneration Uberprift:
1. die Anzahl nicht detektierter C- und N-terminaler Sequenzen als Folge mdglichen
proteolytischen Abbaus sowie 2. die |dentifikation von Ubiquitin anhand der Massen-
spekiren als Hinweis fur beginnende Proteolyse. Mittels N-terminaler Konjugation mit
dem Polypeptid Ubiquitin wird ein Protein markiert fir den anschlieBenden Abbau
durch einen proteolytischen Komplex (Proteasom). Bei den hier untersuchten Protei-

nen wurde Ubiquitin selber nicht gefunden, allerdings konnte die neuronenspezifi-

92



5.1 DISKUSSION DER METHODIK

sche Gamma-Enolase (ENO2) im Komplex mit der Ubiquitin-Ligase identifiziert wer-
den, einem Enzym, das an der Ubiquitin-Bindung beteiligt ist. Bei der ENO2, die
zwar eindeutig mit einem sehr hohen Score von 203 identifiziert wurde, fihrt die
Komplexbildung jedoch zu einer solch erheblichen Verschiebung des pl's sowie der
molekularen Masse, daB dieses Protein nur bedingt auswertbar war.

Bei drei Proteinen der Amygdala (Beta-Tubulin (TUBB4), Neurofilament Triplet L
Protein (NEFL) und Fructose-Bisphosphat-Aldolase C (ALDC)) fiel auf, daB in den
gréBeren C-, bzw. N-terminalen Bereichen keine Peptide identifiziert werden konn-
ten. FOr NEFL stimmt dieser Befund mit der erwdhnten Studie von Fountoulakis
tberein, in der das Protein im Rattenhirn bereits nach wenigen Stunden PMI degra-
dierte (Fountoulakis et al., 2001). In einer anderen Studie an humanen frontalen
Cortices wurde dagegen kein Zusammenhang zwischen PMI und der Expression von
NEFL gefunden (Garcia-Sevilla et al., 1997). Auch fir TUBB4 ware ein proteolyti-
scher Abbau plausibel, denn Tubulin gilt als sehr instabil, (Kosik et al., 1982) wah-
rend fur ALDC bislang keine systematischen post-mortem-Studien bekannt sind. Die
nicht identifizierten C- und N-terminalen Abschnitte sind bei den Suizidopfern sicht-
lich gréBer als bei den Kontrollen, so daB mdgliche proteolytische Prozesse dort
weiter fortgeschritten sein kénnten. Dabei bleibt offen, ob dieses Ergebnis auf das,
wenngleich nicht signifikant, so doch langere PMI zurlickzufihren ist, ob die betref-
fenden Proteine schon pramortal geschadigt waren, oder ob sie aus anderen Grln-
den bei den Suizidopfern grundsatzlich anfalliger fir Proteasen waren.

Die Tatsache, daB nur einzelne Proteine Anzeichen postmortaler Degradierung auf-
weisen, ist nicht ungewdhnlich. Das nicht-lineare Auftreten von post-mortem-
Effekten, sogar innerhalb einer Gehirnschicht (Lewis and Akil, 1997), wurde bereits
mehrfach beschrieben (David A, 2002). Flr eine weitgehende Integritat des Prote-
oms der Hirnproben spricht auch die Gesamt-Spotverteilung in den zugehérigen 2D-
Gelen, da sich stets der GroBteil der Spots im héhermolekularen Bereich befand.
Beim Liquor hingegen waren deutlich mehr niedermolekulare Spots vorhanden. Ob
es sich bei diesen Proteinen um Degradationsprodukte oder um Immunglobuline
handelte, die im Liquor in hoher Anzahl vorhandenen sind und geringe molekulare
Massen aufweisen, bleibt offen. Gegen einen stéarkeren proteolytischen Abbau als in
den Hirnproben spricht allerdings die Zugabe eines Proteaseinhibitors unmittelbar
nach der Sektion. Dies war wegen der schlechten Diffundierbarkeit des Hirngewebes

erst wahrend der Probenaufbereitung sinnvoll. Ein Vergleich mit entspechenden
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Vorbefunden ist kaum mdglich, da es nur wenige Studien Uber postmortale Protein-
verdnderungen im Liquor gibt, die zudem Uberwiegend quantitative Veranderungen

von Neurotransmittern untersuchen.

5.1.2.4 Lebensalter

Das Lebensalter spielt insofern eine Rolle, als daB3 Proteine im Zuge des Alterungs-
prozesses zahlreiche qualitative und quantitative Veranderungen erfahren (Chen et
al., 2003). Zudem wurde eine altersabhangige Senkung des pH-Wertes im menschli-
chen Gehirn beschrieben (Harrison et al., 1995).

Die beiden Gruppen der Suizidopfer und Kontrollen waren im Bezug auf das Lebensal-
ter zum Todeszeitpunkt gematcht und keiner der untersuchten Proteinspots zeigte
Korrelationen zwischen der Spotintensitat und dem Alter der Personen. Da dies beim
Liquor allerdings nur fir ein Protein (Actin) Gberpraft werden konnte, bleibt es maglich,
daB far die schlechte Reproduzierbarkeit der Liquor-Gele auch altersbedingte Einflls-
se eine Rolle spielen. Daflr spricht z.B. eine aktuelle Liquor-Studie, in der an 10% der
untersuchten Proteine quantitative altersabhangige Veranderungen von mehr als 20%
festgestellt wurden (Zhang et al., 2005). Erklaren lieBe sich dies durch eine erhdhte
Durchléssigkeit der Blut-Hirn-Schranke mit zunehmendem Alter (Garton et al., 1991).

5.1.2.5 Geschlecht

Es gibt zunehmend Belege fir eine Implikation geschlechtsspezifischer Faktoren fir
die Entstehung psychiatrischer Erkrankungen (Rao and Kolsch, 2003). Dennoch
existieren nur relativ wenige post-mortem Studien zu Veranderungen von Proteinen
in Abh&ngigkeit vom Geschlecht (Hynd et al., 2003). Im Zusammenhang mit suizida-
lem Verhalten sind insbesondere Untersuchungen serotonerger Parameter von Be-
deutung wie z.B. unterschiedliche Bindungskapazitadten von 5HT1A- (Parsey et al.,
2002) und von 5HT2-Rezeptoren (Biver et al., 1996).

Ebenso wie beim Lebensalter waren alle Suizidopfer und Kontrollen auch in Bezug
auf das Geschlecht gematcht und es fanden sich keine Korrelationen zwischen Ge-
schlecht und Spotintensitaten. Dennoch kénnen auch Einflisse dieses pramortalen
Faktors auf die Proteine des Liquors und somit auf die Qualitat der entsprechenden

2D-Gele nicht ausgeschlossen werden.
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5.1.3 Methodik

Bei der zweidimensionalen SDS-Gel-Elektrophorese (2D-PAGE) handelt es sich um
eine sehr sensitive und somit auch anfallige Methode gegenlber verschiedensten
Einflissen. Daher war es elementar wichtig fir die geplanten Untersuchungen, die
Methodik zur Schaffung konstanter Versuchsbedingungen zu standardisieren. Dazu
dienten MaBnahmen wie die sofortige Lagerung der Proben nach der Sektion bei
-80°C, die Zugabe eines Proteinaseninhibitors, die Verwendung von Chemikalien
des jeweils gleichen Herstellers, Beachtung der gleichen Wasserqualitaten flr die
unterschiedlichen Arbeitsschritte, Einhaltung konstanter Zeiten u.v.m.

Die Validierung der Protein-ldentifikationen erfolgte in erster Linie mit Hilfe des Sco-
ring Algorithmus von MASCOT und dem damit verbundenen Significance Level.
Durch Anlegen des MASCOT-Scores reduziert sich die Wahrscheinlichkeit, daB3 es
sich bei den identifizierten Proteinen um falsch-postitive Ergebnisse handelt auf un-
ter finf Prozent (Naheres dazu im Methodenteil auf Seite 40). Um die Zuverlassigkeit
der Ergebnisse zu erhéhen, wurden ferner die MALDI-TOF-Messungen aller Spots
mehrfach wiederholt. Zudem wurde dabei, soweit méglich, jeder Spot in unterschied-
lichen Hirnregionen bestimmt. Da die massenspekirometrische Identifikation von
Proteinen mittels MALDI-TOF auBerdem als insgesamt sehr zuverlassig gilt, wurde
auf die Duchfihrung einer Validierungsmethode wie zum Beispiel des Western-Blots

verzichtet.

5.1.4 Zusammenfassende Bewertung

Bei einer kritischen Beurteilung der Methodik sind sicherlich zwei M&ngel in Bezug
auf das Probenmaterial zu nennen: 1. das unausgewogene Verhaltnis von Suizidop-
fern zu Kontrollen von 20:10 und 2. die unzureichenden Informationen zur Medikati-
on und psychiatrischen Diagnose der Suizidenten. Positiv steht dem eine statistisch
ausgewogene Verteilung zwischen den beiden Gruppen beziglich der Faktoren:
Alter, Geschlecht, Suizidmethode und postmortale Liegezeit gegenlber.

Durch die Optimierung von Probenaufbereitung und Durchfihrung der 2D-PAGE
konnte eine gute Proteinauftrennung sowohl in der ersten als auch in der zweiten

Dimension erzielt werden. Allein beim Thalamus gab es in dieser Hinsicht Probleme,
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deren Ursache nicht geklart werden konnten, und die sich auch bei wiederholter
Versuchsdurchfuhrung nicht beseitigen lieBen. Daher flossen hier nur 16 2D-Gele in
die Auswertung ein.

Als MaB fir die Reproduzierbarkeit der Methode galt der Korrelations-Koeffizient, der
aus den Ergebnissen des Matches der 2D-Gele in der Bildanalyse berechnet wurde.
Dieser lag bei den sechs Hirnregionen innerhalb des Konfidenzintervalles und unter-
mauerte somit die Befunde von Proteinunterschieden zwischen Suizidopfern und Kon-
trollen. Die Korrelation der Liquor-2D-Gele lag dagegen unterhalb der Signifikanzgren-
ze, so daB letztlich nur fir ein Protein eindeutige Expressionsunterschiede zwischen
beiden Gruppen detektiert werden konnten. Fir die Ursachen der zum Teil erheblichen
Differenzen zwischen den einzelnen Liquor-Gelen gab es keine Hinweise auf verstark-
te Einflisse der Faktoren: Alter, Geschlecht, Suizidmethode oder PMI. Wahrscheinli-
cher sind Interferenzen mit Albumin, das naturgemaB in hohen Konzentrationen im
Liquor vorkommt, sowie mit Blut in einer Reihe hamolytischer Liquorproben. Sowohl
Albumin als auch Hamoglobin wirken stérend auf die Proteinauftrennung und Gberla-
gern zum Teil groBe Bereiche anderer Spots im 2D-Gel. Es wére daher zu empfehlen,
kommerziell angebotene Verfahren der Affinitatschromatographie zur Albuminentfernung
anzuwenden und dabei mégliche unspezifische Proteinverluste in Kauf zu nehmen.
Insgesamt wurde fir die Untersuchung von Hirngewebe das methodische Ziel der
Optimierung der Probenaufbereitung sowie der Etablierung der 2D-PAGE erreicht.
Die suizidassoziierten Expressionsunterschiede der identifizierten Proteine kénnen
somit vorbehaltlos diskutiert werden im Hinblick auf ihre mdgliche Implikation fir
suizidales Verhalten. Fir Liquor-Proben muisste die Methode noch durch ein zusatz-

liches Verfahren modifiziert werden.
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5.2 Diskussion der Ergebnisse

In der Bildanalyse der 2D-Gele wurden im Vergleich von Suizidopfern und Kontrollen
insgesamt 22 Proteine detektiert, die signifikante Unterschiede zwischen beiden
Gruppen aufwiesen. 16 dieser Proteine konnten mittels Protein-Datenbank-Recherche
identifiziert werden. Obgleich die Methodik in erster Linie fur die Detektion und ldenti-
fikation von Proteinen ausgelegt war, erlauben doch die jeweiligen Massenspektren
Annahmen Uber mdgliche posttranslationale Modifikationen (PTM) oder Gber weitere
Proteine, die an die bereits identifizierten angelagert sind. Die Auswertung der Er-
gebnisse kann anhand zweier Kriterien erfolgen: 1. hinsichtlich der méglichen Ursa-
chen und Folgen der differentiellen Proteinexpressionen flr die jeweilige Hirnregion,
oder 2. unter dem Aspekt der gemeinsamen neurobiologischen Funktionen der be-
treffenden Proteine. Im Folgenden werden schwerpunktmaBig die funktionellen Zu-
sammenhange der Proteine besprochen, um mdgliche gemeinsame neurobiologi-
sche Merkmale fir die Entstehung suizidalen Verhaltens aufzudecken. Die identifi-
zierten Proteine lassen sich dabei geman ihrer biologischen Funktion in sechs Grup-

pen einteilen, wie in Tab. 5.1 zur Ubersicht gezeigt ist.

5.2.1 Proteine des Intermediarstoffwechsels

Es wurden sieben Proteine des Intermediarstoffwechsels identifiziert, von denen funf
als Enzyme mittel- oder unmittelbar in den Glukose- und Energiemetabolismus invol-
viert sind. Nach frilheren Vorstellungen erfolgte die Energieversorgung des Gehirns
ausschlieBlich durch die direkte Glukoseaufnahme aus der Blutbahn. Heute dagegen
ist bekannt, daB Neuronen zusatzlich oder sogar obligat Gber Astrozyten versorgt
werden, in denen die Glukose nach Aufnahme aus dem Blut zu Laktat und Pyruvat
abgebaut wird und in dieser Form Uber spezifische Transportmechanismen in die
Neuronen gelangt (Pellerin, 2004; Magistretti, 1999). Die finf an diesem Metabolis-
mus beteiligten Enzyme aus dieser Arbeit und ihre jeweiligen Funktionen werden zur
Ubersicht in Abb. 5.2.1 dargestellt.
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Tab. 5.2.1: Proteine, die signifikante Unterschied zwischen Suizidopfern und Kontrollen
aufwiesen, gruppiert nach ihrer biologischen Funktion; zudem drei Proteine, die vermut-
lich an ATPB (COX8), ENO2 (UBE2L3) und TUBB (PBGD) angelagert waren.

Proteinidentitat

Protein-Gruppe | Protein-Name Gen- Hirnregion
Name
59 1 Alpha Enolase ENO1 Thalamus
Proteine des Gamma-Enolase; neuronale Form | ENO2 Hippocampus
Intermediar- -
Fructose-Bisphosphat Aldolase C
Stoffwechsels u priosp ALDC Amygdala
ATP-Synthase (Untereinheit B) ATPB Hippocampus
Glutamin-Synthetase GLNS Amygdala
Galectin-1 LEG1 Thalamus
Neuropolypeptid h3 PEBP | Hippocampus
05 saures fibrillares Gliaprotein GFAP Prafront. Cortex
5.2.
Proteine des Neurofilament Triplet L Protein NEFL Amygdala
Zytoskelettes Beta Tubulin TUBB4 | Amygdala
'Class Il beta tubulin isotype' TUBII Amygdala
Beta Aktin ACTB Liquor
Mangan Superoxid Dismutase: SOD2 Préafront. Cortex
5-2-_3 o - Mutante Q143N
Antioxidations- - SOD2-Fragment
Proteine
Peroxiredoxin2 PRDX2 | Hippocampus
5.24 Alpha Crystallin B CRYAB | Prafront. Cortex
Hitzeschock-
Proteine
5.2.5 'Collapsin response mediator protein’ | CRMP2 | Thalamus
Neur_o_nen- Gamma-Enolase; (s.5.2.1) ENO2 Hippocampus
spezifische
Proteine Neurofilament Triplet L Protein NEFL Amygdala

(s.5.2.2)
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Abb.5.2.1 Interaktionen zwischen Neuronen und Astrozyten im neuronalen Glukosemetabolismus

Neuronen nehmen Glukose direkt auf oder erhalten sie Giber Astrozyten nach glykolytischem
Abbau zu Laktat. Die in Citratcyclus und Atmungskette gewonnene Energie wird zur ATP-
Synthese genutzt. Bei neuronaler Aktivitat wird Glutamat in den synaptischen Spalt freige-
setzt, das von Astrozyten aufgenommen wird und dabei den Ablauf der Glykolyse stimuliert.
Dadurch wird der neuronale Energiebedarf mit dem astrozytaren Glukoseabbau gekoppelt.
[Rote Kasten: [Enzyme, die bei den Suizidopfern Hinweise auf reduzierte Aktivitit zeigten (ALDC
= Fructose-Bisphosphat-Aldolase; ENO1 = ubiquitdre, ENO2 = neuronenspezifische Enolase; ATPB =
ATP-Synthase; GLNS = Glutaminsynthetase (in Anlehnung an Magistretti (Magistretti, 1999))
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5.2.1.1 Mdogliche neurobiologische Folgen der verdanderten Proteinexpression

a) Fructose-1,6-Bisphosphat Aldolase C (ALDC)

Das Enzym Fruktose-1,6-Bisphosphat Aldolase, hier in seiner hirnspezifischen Iso-
form 'C' (ALDC), ist ein Enzym der Glykolyse, dem aeroben Glukoseabbauproze3 im
Zytoplasma der Zelle (Abb. 5.2.1). ALDC katalysiert im vierten Schritt der Gykolyse
die Spaltung von Fruktose-1,6-Bisphosphat in Dihydroxyacetonphosphat und Glyce-
rinaldehyd-3-Phosphat, welches als Ausgangssubstrat fir die nachfolgenden, ener-
gieliefernden Schritte dient. In dieser Arbeit wurde das Enzym in der Amygdala iden-
tifiziert und erschien in den 2D-Gelen der Suizidopfer in drei benachbarten Spots,
von denen in der Kontrollgruppe nur ein Spot vorhanden war. Die beiden der bei den
Suizidenten vorhandenen Spots wiesen geringere molekulare Massen auf als der
gemeinsame Spot, so daB es sich dabei um Proteolyseprodukte dessen handeln
kénnte. Diese Vermutung findet Bestatigung in den Proteinsequenzen des Enzyms.
Sie zeigen, daB die identifizierten Peptide der beiden zuséatzlichen Spots in den C-
bzw. N-terminalen Abschnitten der Langen von bis zu 110 Aminosauren nicht vertre-
ten waren, was auf eine Proteolyse hindeutet. Diese mdgliche Degradierung schien
bei diesen beiden Spots um mehr als doppelt so weit fortgeschritten wie bei dem
gemeinsamen Spot und somit bei den Suizidopfern weiter als bei den Kontrollen. Die
Folge kdnnte in der Suizidentengruppe eine Inaktivierung des Enzyms sein, wie es
z.B. fir das Isoenzym Fructose-1,6-Bisphosphat-Aldolase A beschrieben wurde
(Pontremoli et al., 1982). Eine genauere Betrachtung der Proteinsequenzen bestatigt
diese Annahme, da in der Gruppe der Suizidopfer keine derjenigen Aminosaurestel-
len identifiziert wurde, die nachweislich ((Koeck et al., 2004); (Bairoch et al., 1997))
von besonderer Relevanz fiir die Funktion des Enzyms sind (z.B. fiir Substratbin-
dung oder katalytische Aktivitat). Da methodische Faktoren als Ursachen fir diese
Ergebnisse weitgehend ausgeschlossen werden konnten (s. Kap. 5.1), lassen sie auf
eine zumindest reduzierte katalytische Aktivitdt von ALDC schlieBen, was fir die
betreffenden Neuronen in einer verminderten Bereitstellung des Glykolyseproduktes
Pyruvat als Substrat fir den nachfolgenden energieliefernden Citratcyclus resultieren
wirde. Daneben stellt sich die Frage nach der Ursache fir die bei den Suizidopfern
weiter fortgeschrittene Proteolyse als bei den Kontrollen. Eine Erklarung wére eine

erhéhte Vulnerabilitat von ALDC gegen den Angriff von Proteasen. Diese wird z.B.
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durch Glutathion-Disulfid verursacht, der oxidierten Form des Radikalfangers Glutathi-
on (Offermann et al., 1984).

Es sind bislang keine Vorbefunde fur eine Assoziation von ALDC und Suizidalitat
bekannt. Zu diesem Enzym gibt es insgesamt in der biologischen Psychiatrie nur
wenige Arbeiten neueren Datums. Dazu zahlen zwei Proteomanalysen, von denen
die eine erhdhte Expressionen von ALDC in prafrontalen Cortices von 89 Patienten
mit Schiziophrenie, Depression oder bipolarer Stérung fand (Johnston-Wilson et al.,
2000). In der zweiten Studie wurden Ratten als Modell fiir Schizophrenie mit einem
NMDA-Rezeptor-Antagonisten behandelt, in deren Gehirnen ALDC nach langfristiger
Behandlung starker exprimiert war als nach kurzfristiger (Paulson et al., 2004). Beide
Ergebnisse bestatigen eine Reihe von Studien aus den 60-er und 70-er Jahren, in
denen von erhéhten Serumkonzentrationen bzw. verstarkter Aktivitdt von ALDC bei
schizophrenen Patienten berichtet wurde (Coffey et al., 1970; Meltzer, 1968). Bei
neurodegenerativen Erkrankungen wurden zumeist keine Veranderungen des En-
zyms festgestellt (Bigl et al., 1999; lwangoff et al., 1980). Entgegen diesen Befunden
weisen die vorliegenden Ergebnisse in der Gruppe der Suizidopfer auf eine eher
reduzierte Enzymaktivitat hin. Die Folge kdnnte eine Unterversorgung der betroffe-

nen Neuronen mit Energie in Form von ATP sein.

b) Alpha Enolase (ENO1) und Gamma Enolase (ENO2)

Die Enolase katalysiert im vorletzten Schritt der Glykolyse die Umwandlung von 2-
Phosphoglycerat zu Phosphoenolpyruvat, der Vorstufe von Pyruvat. Das aktive En-
zym liegt als Homo- oder Heterodimer vor, das sich jeweils aus den Untereinheiten
alpha (ubiquitar), beta (muskuléar) und/oder gamma (neuronal) zusammensetzt. Im
Gehirn werden drei Varianten exprimiert, bestehend aus den Alpha- und Gamma-
Untereinheiten (Abb. 5.2.2). Dabei ist die homodimere Alpha-Alpha-Enolase haupt-
sachlich in Gliazellen (Deloulme et al., 1997; Abdelhamid S., 1992) und insbesonde-
re in Astrozyten (Keller et al., 1994) lokalisiert, wahrend die Dimere Alpha-Gamma
und Gamma-Gamma Uberwiegend in Neuronen und neuroendokrinen Zellen vor-
kommen und als neuronenspezifische Enolase (NSE) bezeichnet werden (Sterk et
al., 1999; Deloulme et al., 1997). NSE gilt als Marker fir neuronale Schaden unter-
schiedlichster Ursache, wie Tumore (Cooper, 1994), Hirnverletzungen (Berger et al.,
2002), Ischamien (Johnsson, 1996) und andere.
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Alpha - Untereinheit = ENO1

Gamma — Untereinheit = ENO2

Alpha - Alpha — Enolase _— Glia, insbes. Astrozyten
'Nicht-neuronenspezifische
Enolase’

Alpha — Gamma — Enolase Neuronen; endokrine Zellen
'Neuronen-spezifische Enolase’

Gamma — Gamma — Enolase (NSE)

Abb. 5.2.2 : Formation der Enolase-Untereinheiten im menschlichen Gehirn

In dieser Arbeit wurden im Thalamus die Alpha-Untereinheit (ENO1) und im Hippo-
campus die Gamma-Untereinheit (ENO2) identifiziert. Bei der Position des ENO2-
Spots im 2D-Gel fielen eine erhebliche Verschiebung des pl's in den basischen Be-
reich sowie eine Erhdhung des Molekulargewichtes auf, was auf die Anlagerung
eines weiteren Proteins hinwies. Diese Vermutung wurde durch die Auswertung der
Massenspektren von ENO2 bestétigt, in denen neben den als ENO2 identifizierten
Peptiden auch das 'Ubiquitin-konjugierende Enzym' (UBE2L3) gefunden wurde. Die-
ses ist involviert in die Markierung eines fiir den Abbau vorgesehenen Proteins mit
Ubiquitin, welches somit von Proteasen erkannt und der Proteolyse zugefuhrt wird
(Hatakeyama and Nakayama, 2003). Der Spot fir ENO2 ist daher nicht nur durch die
Komplexbildung mit UBE2L3 massiv verandert, sondern moglicherweise ist das Pro-
tein selbst bereits durch beginnende Degradation modifiziert. ENO2 kann daher nur
bedingt in die Auswertung fir mdégliche Assoziationen mit Suizidalitat einbezogen
werden.

ENO1 wurde ausschlieBlich bei Suizidopfern gefunden und kénnte im nativen Zu-
stand sowohl als Homodimer als auch in Form der heterodimeren neuronen-
spezifischen Enolase vorgelegen haben. Im zweiten Fall entspréache das vorliegende
Ergebnis der Mehrzahl der Befunde zu NSE bei psychiatrischen Erkrankungen, die

Uberwiegend eine erhéhte Expression des Enzyms beschreiben z.B. bei Schizophrenie
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(Vermuyten et al., 1990). Es stinde allerdings im Gegensatz zu den Ergebnissen
zweier post-mortem-Studien an Suizidopfern, in denen NSE weder in der Proteinex-
pression im Locus coeruleus (Ordway et al., 1994) noch auf RNA-Ebene in der
Brodmann Areal 9 und im Hippocampus (Dwivedi et al., 2003) Unterschiede im Ver-
gleich zu Kontrollen aufwies. Die Ursache der diskrepanten Befunde kdnnte auf die
unterschiedliche Natur der untersuchten Hirnregionen zurlckzufihren sein
(Selemon, 2001). Bei neurodegenerativen Erkrankungen sind die Ergebnisse relativ
inkonsistent (Pollak et al., 2003; Preobrazhenskaia et al., 2001).

Far die Méglichkeit, daB ENO1 im Thalamus als Homodimer, also in der nicht neuro-
nenspezifischen Form vorlag, spricht unter anderem eine Studie von Zaiko et al., die
das Enzym mittels Immunoassays identifizierte. Darin wurden die maximalen Kon-
zentrationen der homodimeren ENO1-Form im Thalamus und die der NSE im Hippo-
campus ermittelt (Zaiko and Burbaeva, 1986). Diese Verteilung entspricht auch dem
Auftreten der Isoenzyme in dieser Arbeit. Da sowohl die homodimere Enolase
(Deloulme et al., 1997), als auch die einzelne Alpha-Untereinheit (Keller et al., 1994)
vornehmlich in der Astroglia lokalisiert sind, kdnnte die vorliegende Veréanderung der
Proteinexpression von ENO1 ein Hinweis auf eine mégliche Implikation der Astroglia
fir die Entstehung suizidalen Verhaltens sein. Im Gegesatz zu NSE zeigte ENO1
sowohl bei psychiatrischen (Paulson et al., 2004; Schonberger et al., 2001) als auch
bei neurodegenerativen Erkrankungen (Schonberger et al., 2001) relativ einheitlich
erhdéhte Expressionen. Als Ursache wurde unter anderem ein reduzierter Glukose-
Metabolismus genannt, der in einer kompensatorischen Hochregulation des Enzyms
resultierte (Messier and Gagnon, 1996; Huang et al., 1990). Auf der anderen Seite
wurden schon 1986 Hinweise dafiir gefunden, daB die Akkumulation von ENO1
neben einer verstarkten mRNA-Synthese auch einer posttranslationalen Regulation
unterliegt (Forss-Petter et al., 1986). Diese Annahme wurde in den letzten Jahren
unter anderem durch eine Proteomanalyse bestatigt, die in Gehirnen von Alzheimer-
Patienten oxidative Veranderungen von ENO1 fand (Castegna et al., 2002). Derart
modifizierte Proteine wiederum kénnen von den meisten Proteasen nicht abgebaut
werden und aggregieren infolgedessen in der Zelle (Butterfield D.A., 1997).
Demzufolge kénnten sowohl die durch oxidativen StreB3 induzierte Proteinakkumula-
tion als auch die Hochregulation der mRNA infolge verminderten Glukose-Umsatzes
Ursache fur das ausschlieBliche Auftreten von ENO1 im Thalamus der Suizidopfer

sein.

103



5.2 DISKUSSION DER ERGEBNISSE

c¢) FoF{-ATP-Synthase

Das Enzym FoF1-ATP-Synthase ist in der inneren Mitochondrienmembran lokalisiert
und steht im Dienst der Zellatmung, deren Hauptfunktion die Bereitstellung von
Energie in chemisch gebundener Form als Adenosin-Triphosphat (ATP) ist. Diese
Energie entsteht, indem der in der Glykolyse gewonnene und im Citratcyclus an
NAD* bzw. FAD* gebundene Wasserstoff auf Sauerstoff libertragen wird. Diese sehr
exotherme Reaktion erfolgt durch schrittweisen Transport von Elektronen Uber eine
Reihe von Enzymkomplexen, die Atmungskette, unter gleichzeitigem Aufbau eines
Protonengradienten. Der Rickstrom der Protonen sowie der Elektronengradient
werden von der am Ende der Atmungskette stehenden FoF1-ATP-Synthase genutzt,
um schlieBlich die oxidative Phosphorylierung von ATP aus ADP und Phosphat zu
katalysieren (Abb. 5.2.3a). Die FoF1-ATP-Synthase besteht aus der membranstandi-
gen Fo-Doméne, die als Protonenkanal dient, sowie der in den Matrix-Raum ragen-
den Fi-Doméne, welche die ATP-Synthese durchfihrt (Abb. 5.2.3b).

ATP-Synthase

a) ADP® + HPO,% + H* + nH".usen =  ATP* + H,0 + nH"ien

b)

Abb. 5.2.3 FyF-ATP-Synthase:
a) Reaktionsgleichung der ATP-Synthese b) schematische Darstellung der Enzymstruktur
(Grafik entnommen aus http//www.biologie.uni-osnabrueck.de/ biophysik/Feniouk/Home. html)

Sowohl die Alpha (ATPA)- als auch die Beta (ATPB)-Untereinheit der F1-Doméane
binden ATP bzw. ADP, aber nur ATPB ist an der eigentlichen katalytischen Aktivitat
des Enzyms beteiligt. Diese ATPB-Einheit wurde in der vorliegenden Proteomanaly-

se identifiziert.

104



5.2 DISKUSSION DER ERGEBNISSE

ATPB wurde in zwei Spots mit etwa der gleichen molekularen Masse gefunden, von
denen ein Spot bei den Suizidopfern um mindestens den Faktor zwei vermindert
exprimiert war, bzw. vollstdndig fehlte. Es stellt sich die Frage nach dem Ursprung
der zweiten Isoform des Enzyms. Der unterschiedliche pl der beiden Spots IaBt dabei
zwar an eine mogliche Phosphorylierung denken, allerdings finden sich in den MALDI-
Spektren keine Belege in Form der dazu erforderlichen Massendifferenzen von exakt
80 Da. Dennoch zeigen sich auffallende Parallelen zu den Befunden einer Proteom-
studie am humanen Skelettmuskel von Diabetikern des Typs 2 (Hojlund et al., 2003)
wie in Abb. 5.2.4 vergleichend dargestellt. In der genannten Arbeit wurden vier
Isoenzyme der ATPase identifiziert, fir die jeweils eine phosphorylierte Form nach-
gewiesen werden konnte. Die Autoren schlossen daraus auf eine mdgliche regulatori-
sche Funktion posttranslationaler Phosphorylierungen fur die katalytische Aktivitat des
Enzyms. Ahnlich den Befunden einer frilheren Studie (Bunney et al., 2001) wurden
inhibitorische Effekte dieser Modifikation vermutet. Demnach kdnnten auch die vorlie-

genden Ergebnisse auf eine reduzierte Aktivitat der ATP-Synthase hindeuten.

a)

verminderte Expression

1]

n.i. ATPB2 ATPB1 n.i.

b)

Abb. 5.2.4 Vergleich der Spot-Muster der ATP-Synthase

a) in einer Proteomanalyse humanen Muskelgewebes bei Diabetes Typ2 (Hojlund et al., 2003)
b) in den 2D-Gelen des Hippocampus in der vorliegenden Arbeit.

Zwei Spots in b) konnten nicht eindeutig identifiziert werden, bzw. wurden nicht unter-
sucht (n.i. = nicht identifiziert). In a) wurden alle vier Spots als phosphorylierte Isoformen
des Enzyms nachgewiesen. In beiden Arbeiten war der zweite Spot von links vermindert
exprimiert.
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Im Vergleich der Proteomstudie von Hojlund mit der vorliegenden zeigte sich zum
einen eine ahnliche Positionierung der als ATPB identifizierten Spots in den 2D-
Gelen. Zudem wurde in beiden Arbeiten eine verminderte Expression zweier sich
entsprechender Spots gefunden (jeweils der zweite Spot von links). Hojlund wertete
sein Ergebnis als mdglichen Hinweis auf eine reduzierte Enzymaktivitat. Wie be-
schrieben, wurde in der genannten Studie muskulares Gewebe untersucht, doch
auch in einer post-mortem-Proteomstudie an Gehirnen von Ratten als Modelle far
Schizophrenie konnte eine herabregulierte Expression der ATP-Synthase in Assozia-
tion mit der Krankheit sowohl im Cortex (Paulson et al., 2003) als auch im Thalamus
(Paulson et al., 2004) nachgewiesen werden. Diese beiden Arbeiten liefern, soweit
bekannt, die ersten und bisher einzigen Befunde fur Verédnderungen der ATP-
Synthase bei psychiatrischen Stérungen. Dagegen gibt es eine Reihe von Hinweisen
auf eine Implikation des Enzyms flr neurodegenerative Erkrankungen. Beispielswei-
se sind in Studien zur Alzheimer-Erkrankung reduzierte Konzentrationen der ATP-
Synthase (Schagger and Ohm, 1995) sowie der RNA von ATPB (Chandrasekaran et
al., 1997) belegt. Eine defizitdre Funktion der ATP-Synthase resultiert in einer ver-
minderten Energieversorgung der Zelle in Form von ATP. Dies kann zum Absterben
des Neurons beitragen und somit zum Neuronenverlust der betroffenen Hirnregion,

in diesem Fall des Hippocampus, in der Gruppe der Suizidopfer fuhren.

d) Glutaminsynthetase (GLNS)

Das Enzym Glutaminsynthetase (GLNS) ist in einer Reihe von Organen und Gewe-
ben wie Leber, Niere, Gehirn und Muskulatur lokalisiert. Es katalysiert unter ATP-

Verbrauch den Einbau von Ammonium-lonen in Glutamat, wobei Glutamin entsteht.

Glutamin-
synthetase

Glutamat + ATP + NH4* — Glutamin + ADP + P;

Damit Ubernimmt die GLNS mindestens drei bedeutende Funktionen flir das Zentral-

nervensystem: 1. Fixierung und Transport neurotoxischen Ammoniaks in Form des
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nichttoxischen Glutamins (Suarez et al., 2002); 2. Umwandlung des exzitatorischen
Neurotransmitters Glutamat in die neutrale Aminosaure Glutamin nach Aufnahme
aus dem synaptischen Spalt zum Schutz des Neurons gegen exzitotoxische Degene-
ration (Ramonet et al., 2004); 3. Bereitstellung von Glutamin als Vorstufe fur diverse
Biosynthesen, unter anderem von Glutamat (Glutamat-Glutamin-Zyklus). Zudem ist
GLNS, die im Gehirn spezifisch in Astrozyten exprimiert wird, involviert in die astrozy-
tare Versorgung von Neuronen mit Glukose. Wie Abb. 5.2.1 zeigt, aktiviert Glutamat
den glykolytischen Kreislauf durch seine Aufnahme in die Astrogliazelle. Dadurch
wird die Glukoseaufnahme aus den Kapillaren stimuliert sowie die Produktion von
Laktat als Substrat fur die Neuronen (Pellerin, 2003). Nach Umwandlung des Gluta-
mats mittels GLNS in Glutamin wird dieses in das Neuron zurlicktransportiert und
steht far die neue Neurotransmittersynthese zur Verfligung. Auf diese Weise verbin-
det der Glutamat-Glutamin-Zyklus die neuronale Aktivitat mit der dazu erforderlichen
Glukoseversorgung Uber die Astroglia (Pellerin, 2004; Magistretti, 1999).

In dieser Arbeit trat in der Gruppe der Suizidopfer eine Modifikation der GLNS in der
Amygdala auf, bei der es sich, wie es sich in den zugehdrigen Massenspektren dar-
stellte, vermutlich um die Oxidation von Methioninresten zu Methionin-Sulfoxid, bzw. —
Sulfon handelte. In diesem Fall ware die funktionelle Konsequenz fiir das modifizierte
Enzym sehr wahrscheinlich eine Reduktion, wenn nicht gar ein Verlust der katalyti-
schen Aktivitdt. Denn GLNS gilt als duBerst anfallig fur oxidative Inaktivierung (Martin
et al., 1997) und speziell Methionin-Sulfoxid kann zu einer bis zu 50%-igen Aktivitats-
minderung des Enzyms fuhren (Haghighi and Maples, 1996). Derartige Veranderun-
gen der GLNS wurden vielfach bei neurodegenerativen Erkrankungen beschrieben
und insbesondere in Studien zur Alzheimer-Erkrankung wurden sowohl das Auftreten
von Proteinoxidationen der GLNS wie auch reduzierte Enzymaktivititen gefunden
(Boyd-Kimball et al., 2005; Castegna et al., 2002). Die daraus resultierenden exzitoto-
xischen Effekte durch Glutamat und die Neurotoxizitdt durch Ammoniak tragen zur
Neurodegeneration und somit vermutlich zur Pathogenese der Alzheimer-Erkrankung
bei (Butterfield, 2002; Robinson, 2001). Zu den wenigen Befunden fir GLNS im Zu-
sammenhang mit psychiatrischen Stérungen zahlt der Befund einer erhéhten GLNS-
mRNA-Expression im Thalamus schizophrener Patienten als Beleg fur die Glutamat-
Hypothese der Schizophrenie (Bruneau et al., 2005). Es sind bislang keine Untersu-
chungen der GLNS im Zusammenhang mit Suizidalitdt bekannt, die vorliegenden Er-
gebnisse kénnten jedoch auf eine verminderte Aktivitat des Enzyms bei den Suizidop-

fern schlieBen lassen.
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e) Galektin-1 (LEG1)

Galektin-1 (LEG1) ist im Organismus in verschiedenen Organen und Muskelgewe-
ben lokalisiert und ist sowohl intra- als auch extrazellular aktiv (Hsu and Liu, 2004).
LEG1 zahlt zur Familie der B-Galaktosid-bindenden-Lektine, deren Charakterisierung
historisch anhand ihrer kohlenhydratbindenden Eigenschaften erfolgte. Eine groBe
Vielzahl membrangebundener Oligosaccharide kann fiir LEG1 als Liganden dienen,
was sich in der multifunktionellen Wirkungsweise des Proteins widerspiegelt (Ford et
al., 2003). LEGH1 ist unter anderem in Prozesse wie Zellwachstum und —Differenzierung
sowie die Induktion der Zell-Apoptose involviert (Hsu and Liu, 2004).

In dieser Arbeit war LEG1 im Thalamus der Suizidopfer mindestens doppelt so stark
exprimiert wie bei den Kontrollen. Eine Recherche von Vorbefunden zeigt, daB3 das
Protein zwar haufig in Proteomanalysen von humanem Hirngewebe identifiziert wur-
de (Lubec et al., 2003; Langen et al., 1999), daB aber relativ wenig Informationen
Uber seine spezifische Funktion im Gehirn vorliegen und daB es nur sehr vereinzelt
in Studien zu psychiatrischen Erkrankungen erwahnt wird. Gut belegt ist dagegen,
daB LEG1-mRNA in geschéadigten Neuronen verstarkt exprimiert wird (Akazawa et
al., 2004) und daB LEG1 in der oxidierten Form deren Regeneration unterstitzt
(Kadoya et al., 2005). Da auch die vorliegenden Ergebnisse eine erhéhte Expression
des Proteins aufweisen, kénnte dies ein Hinweis sein fur vorangegangene oder noch
bestehende Nervenzellschadigungen oder neurodegenerative Prozesse, in diesem

Fall im Thalamus der Suizidopfer.

f) Neuropolypeptid h3 (= phosphatidylethanolamine-binding-protein) (PEBP)

Das Neuropolypeptid h3 (PEBP) war im Hippocampus in der Gruppe der Suizidopfer
um einen Faktor von mindestens 1,5 schwécher exprimiert als bei den Kontrollen.
PEBP ist ein zytoplasmatisches Protein, das in verschiedenen Organen, unter ande-
rem im Gehirn und dort insbesondere in den Oligodendrozyten lokalisiert ist. Die
Anzahl von mindestens sechs Synonymen fir das Protein korreliert mit der Vielzahl
seiner Funktionen, von denen hier nur die zwei fur diese Arbeit wichtigen genannt
werden.

Eine der Bezeichnungen fur PEBP lautet 'Hippocampal cholinergic neurostimulating
peptide precursor protein (HCNP-pp)', dessen erste elf N-terminalen Aminosauren
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nach Abspaltung das im Hippocampus identifizierte Peptid HCNP bilden. Die Funkti-
on des Peptids ist die Stimulation der Cholin-Acetyltransferase, dem Schllisselenzym
fur die Synthese des Neurotransmitters Acetylcholin. Die Herabregulation von
HCNP-pp (PEBP), wie hier in der Gruppe der Suizidopfer, kbnnte somit in einer ver-
minderten cholinergen Transmission resultieren. Ein weiteres Synonym fiir dieses
Protein ist 'phosphatidylethanolamine binding protein (PEBP)'. Phosphatidylethano-
lamin ist ein Phospholipid, das als Bestandteil der Zellmembran von Bedeutung ist
fur die Aufrechterhaltung der Integritat der Membran. In der Myelinschicht von Neuro-
nen wird die Organisation der Phospholipide insbesondere von PEBP (ibernommen
(Moore et al., 1996). Somit kdnnte eine verminderte Expression des Proteins, wie sie
in dieser Arbeit gefunden wurde, die Funktionsfahigkeit der Nervenzellen wesentlich
beeintrachtigen. Es wurde bislang kein Zusammenhang zwischen PEBP oder
Phosphatidylethanolamin und Suizidalitédt beschrieben, wohl aber wurden reduzierte
Konzentrationen des Phospholipids bei psychiatrischen (Schmitt et al., 2001) und

neurodegenerativen (Pettegrew et al., 2001) Erkrankungen gefunden.

5.2.1.2 Proteine des Intermediarstoffwechsels : Zusammenfassung und

mogliche Implikation fur die Pathophysiologie suizidalen Verhaltens

In der Gruppe der Proteine, die eine Rolle im Intermedidrmetabolismus spielen, wie-
sen in den Hirnregionen Thalamus, Hippocampus und Amygdala insgesamt sieben
Proteine deutliche Expressionsunterschiede zwischen Suizidopfern und Kontrollen
auf. Es liegen bislang nahezu keine Vorbefunde zu den einzelnen Proteinen im Zu-
sammenhang mit Suizidalitdt vor. Daher wurden ihre jeweiligen neurobiologischen
Funktionen aufgezeigt, um Hinweise fur mdgliche gemeinsame Mechanismen zu

finden, die in die Pathophysiologie suizidalen Verhaltens involviert sein kénnten.
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a) Glukose- und Energiestoffwechsel

Es stellte sich heraus, daB funf der Proteine Enzyme waren, die direkt (ENO1,
ENO2, ALDC, ATPB) oder indirekt (GLNS) am Glukose- und Energiestoffwechsel
der Zelle beteiligt sind. Abb. 5.2.1 stellt die Glukoseversorgung eines Neurons so-
wohl durch direkte Aufnahme aus der Kapillare wie auch Uber Astrozyten nach Ab-
bau der Glukose zu Laktat dar. Die Abbildung dient der Ubersicht und Lokalisation
dieser Proteine im Stoffwechselgeschehen, nicht zum Aufzeigen direkter Interaktio-
nen, da die Proteine in unterschiedlichen Hirnregionen identifiziert wurden. In der
Gruppe der Suizidopfer gab es fur alle funf Enzyme Hinweise auf reduzierte oder gar
fehlende Aktivitaten, bedingt durch proteolytischen Abbau oder oxidative Modifikatio-
nen. Die Folgen fur die betroffenen Nervenzellen wéaren eine Verminderung des ae-
roben glykolytischen Glukoseabbaus (ENO1, ENO2, ALDC, GLNS), eine reduzierte
Synthese von ATP (ATPB) und somit eine Minderversorgung der Zelle mit Energie.
Dieser quasi hypoglykédmische Zustand kann zahlreiche Zellfunktionen beeintrachti-
gen und schlieBlich zur Degeneration des Neurons fihren (Auer and Siesjo, 1993). Da
die Energieversorgung des Gehirns nahezu ausschlieBlich auf den Abbau von Glukose
angewiesen ist, gibt der Glukosestoffwechsel Informationen Uber die Intaktheit regiona-
ler Hirnfunktionen (Grafton, 2000) und kénnte daher bei den Suizidopfern auf eine
verminderte neuronale Aktivitat im Thalamus, Hippocampus und in der Amygdala hin-
deuten.

Die in Form von ATP gewonnene Energie wird in Neuronen unter anderem zur Neu-
rotransmittersynthese genutzt, die daher in den jeweiligen Hirnregionen der Suizid-
opfer vermindert sein kénnte. Dies wird in den bislang existierenden Studien zwar
nicht durch ein generelles suizidassoziiertes Defizit von Neurotransmittern bestatigt,
da die Befunde sehr inkonsistent sind, wohl aber gilt ein Mangel an Serotonin im
Gehirn und Liquor von Suizidopfern als weitgehend erwiesen (Arango et al., 2002).
Dabei kénnen die Komponenten des serotonergen Systems sowohl durch zerebrale
Hypoglykdmie beeintrachtigt werden, als auch ihrerseits den Glukosestoffwechsel
beeinflussen, z.B. Gber 5SHT-2C-Rezeptoren (Giorgetti and Tecott, 2004). Diesbezlig-
lich existieren weniger Befunde zur Suizidalitat direkt, als vielmehr zu intermittierenden
Faktoren wie Aggressivitat (Virkkunen and Linnoila, 1990), Impulsivitat (Goethals et al.,
2005) und gewalttatigem Verhalten (George et al., 2004).
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b) sonstige Ergebnisse

Neben der Annahme eines reduzierten Energiestoffwechsels gibt es Hinweise auf
mdgliche exzitotoxische und neurotoxische Effekte in der Amygdala. Ursache ist die
maglicherweise reduzierte Aktivitat der Glutaminsynthetase mit konsekutivem Uber-
schuB3 des exzitatorischen Neurotransmitters Glutamat und des toxischen Ammoni-
aks (s.Abb. 5.2.1). Die dadurch entstehenden neuronalen Schaden kénnten eben-
falls durch einen verminderten Glukosemetabolismus verstarkt werden, da mehrfach
gezeigt wurde, daB dieser die Vulnerabilitdt von Neuronen gegentiber Exzitotoxizitat
erhéht (lkonomidou and Turski, 1995). Einige Studien, die die glutamaterge Neuro-
transmission bei Suizidopfern untersuchten, fanden eine verminderte Dichte an
NMDA-Rezeptoren, was ebenfalls auf erhdéhte Glutamatkonzentrationen hinwies
(Nudmamud-Thanoi and Reynolds, 2004; Petrie et al., 2000).

Weiterhin kénnte die Herabregulation von PEBP im Hippocampus der Suizidopfer in
einer verminderten cholinergen Transmission resultieren. Dieses Ergebnis widerspricht
allerdings zwei Bindungsstudien an cholinergen Rezeptoren in Cortices von Suizidop-
fern, die verminderte (Katerina et al., 2004) oder unveranderte (Gonzalez-Maeso et al.,
2002) Rezeptordichten beschrieben.

c) Glia

Unter den sieben Proteinen dieser Gruppe werden zwei vornehmlich (ENO1) bzw.
ausschlieBlich (GLNS) in Astrozyten exprimiert und ein Protein (PEBP) ist Giberwiegend
in Oligodendrozyten lokalisiert. Die Astroglia spielt, wie Abb. 5.2.1 zeigt, eine entschei-
dende Rolle fir die Glukose- bzw. Laktat-Versorgung von Neuronen sowie fur deren
Pravention gegen exitotoxische Konzentrationen an Glutamat und gegen neurotoxi-
sches Ammoniak. Beide Substanzen werden mittels der astrozytenspezifischen GLNS
in nicht-toxische Formen umgewandelt. Zudem dient die Astroglia auch der Versor-
gung der Oligodendrozyten mit Laktat. Auf diese Weise ist sie auch von Relevanz flr
die Myelinisierung der Neuronen und somit fur die Aufrechterhaltung der Integritat ihrer
Funktion. Es liegt daher die Vermutung nahe, daB neben den neuronalen auch die
gliaren Zellen in die pathophysiologischen Mechanismen der Suizidalitat involviert sind.
Dies wurde die zunehmende Zahl von Befunden bestétigen, die eine gréBere Bedeu-
tung der Glia flr die biologische Psychiatrie postulieren als bislang angenommen.
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5.2.2 Proteine des Zytoskelettes

Das Zytoskelett stellt ein komplexes Netzwerk von Proteinfilamenten dar, das unter
anderem die Architektur des Zytoplasmas aufrecht erhdlt und dadurch die Zellform
maBgeblich bestimmt. Zudem ermdglichen sie den intrazelluldren Transport verschie-
denster Molekile, zu denen bei neuronalen Zellen unter anderem Neurotransmitter
und —rezeptoren zdhlen. Bei Neuronen ist das Zytoskelett insbesondere auch am axo-
nalen Wachstum beteiligt. Die zytoskelettalen Proteine unterscheiden sich in ihrem
Aufbau und ihrer Funktion und umfassen hauptsachlich drei Klassen: Mikrofilamente,
Mikrotubuli und Intermediarfilamente. In dieser Arbeit wurden Vertreter aller drei Klas-

sen identifiziert:

Zytoskelett
Mikrotubuli Mikrofilamente Intermediarfilamente

a-, B- Tubulin Aktinfilamente Klasse 4 Klasse 3
Neurofilamente 'Desmin-Typ'

B-Tubulin Klasse IlI B - Aktin Neurofilament saures fibrillares

= B-Tubulin4 (TUBB4) Triplet L Protein Gliaprotein
(NEFL) (GFAP)

'Class Il B - tubulin

isotype' (TUBII)

Abb. 5.2.5: Proteinfilamente als Komponenten des Zytoskelettes
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5.2.2.1 Mdogliche neurobiologische Folgen der Expressionsunterschiede

a) Beta-Tubulin

Die Beta-Einheiten des Tubulins bilden mit Alpha-Tubulin unter Hydrolyse von je
einem GTP-(Guanosin 5-triphosphat-)-Molekll Heterodimere. Aus diesen polymeri-
sieren Protofilamente, von denen sich je 13 zu einem Mikrotubulus zusammenftigen.
Mikrotubuli fungieren quasi als 'Schienen’ fiir den Vesikeltransport in der Zelle, sind
als Komponenten der mitotischen Spindel fir die Koordination der Verteilung der
Chromosomen wahrend der Mitose verantwortlich und sind maBgeblich am axonalen
Wachstum des Neurons beteiligt (Asai and Remolona, 1989; Hoffman, 1988).

Beta Tubulin wurde in den beiden neuronenspezifischen Isoformen Beta Tubulin
(TUBB4) und Beta Tubulin Il (tubulin beta class Il isotype) (TUBII) detektiert, die
beide insbesondere in den Axonen von Nervenzellen lokalisiert sind (Hoffman et al.,
1992). An den TUBB4-Spot grenzte ein zweiter héhermolekularer Spot, der bei den
Suizidopfern eine um mindestens Faktor 1,5 geringere Intensitéat hatte als bei den
Kontrollen. Die Massenspekiren des zweiten Spots wiesen einen nicht zu Tubulin
gehdrenden Peak auf, der als Ham identifiziert wurde, sowie ein zusatzliches Peptid,
das zur Sequenz der Porphobilinogen Deaminase z&hlt, einem Enzym, das an der
Biosynthese des Hams beteiligt ist. Die Summe der Massen beider Molekule ent-
spricht in etwa der Massendifferenz des héhermolekularen TUBII-Spots. Da Ham die
prosthetische Gruppe des Hamoglobins darstellt, kénnte bei diesem Spot eine Verun-
reinigung mit Blut, also ein Artefakt vorliegen. Festzustellen ist aber unabhangig davon,
daB es bei beiden TUBB4-Spots Anzeichen von proteolytischem Abbau zu geben
schien, der bei den Suizidopfern weiter fortgeschritten war als bei den Kontrollen. Dies
gibt fur den TUBII-Spot, der bei den Suizidenten mindestens 2-fach geringere Intensi-
taten aufwies, Grund zu der Annahme, daB dieses Protein nicht schwéacher exprimiert
wurde, sondern daB es einer zum Teil vollstandigen Proteolyse unterlag.

Da Tubulin als sehr instabiles Protein gilt (Fountoulakis et al., 2001), lassen sich die
Ursachen fiir die Tubulin-Verminderung an dieser Stelle nicht bestimmen, wahrend
die Konsequenz dagegen sehr wahrscheinlich die Destabilisierung von Mikrotubuli ist
(Nogales, 1999). Diese wiederum kann in verminderter Neurotransmission resultie-
ren, wie es zum Beispiel bei psychiatrischen Erkrankungen beschrieben wurde
(Benitez-King et al., 2004; Andrieux et al., 2004), oder kann zum Zusammenbruch

des neuronalen Zytoskelettes und somit zum Absterben der Zelle fihren, was inbe-
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sondere fUr die Pathophysiologie der Alzheimer Erkrankung von Bedeutung ist
(Feinstein and Wilson, 2005).

b) Beta-Aktin (ACTB)

Aktinfilamente sind die kleinsten Elemente des Zytoskelettes und bilden netzartige
Strukturen aus. Neben ihrer Stitzfunktion stellen sie die Basis flir Bewegungen in
allen eukaryontischen Zellen dar und spielen eine wichtige Rolle bei der Zellteilung
und der Muskelkontraktion. Die Mikrofilamente entstehen durch Polymerisation von
globuldrem Aktin unter Hydrolyse von ATP.

In dieser Arbeit wurden ACTB-Fragmente ausschlieBlich im Liquor von Suizidopfern
identifiziert. In diesem Probenmaterial war Aktin aufgrund der in Kapitel 5.1 erwahn-
ten methodischen Schwierigkeiten das einzige Protein, das valide Ergebnisse flr
Expressionsunterschiede zwischen Suizidenten und Kontrollen aufwies. Erhdhte
Aktin-Konzentrationen wurden im Liquor von Patienten mit Multiple Sklerose gefun-
den und gelten als ein Marker fur die Zerstérung von Axonen (Semra et al., 2002).
Im Gehirn wurde die Fragmentierung von Aktin durch Proteolyse infolge exzitotoxi-
scher Effekte detektiert, was ebenfalls das Vorkommen von Aktinfragmenten im Li-

quor erklaren kénnte (Tomioka et al., 2002).

¢) Neurofilament Triplet L Protein (NEFL)

Neurofilamente z&hlen zu einer der finf Klassen der Intermediarfilamente und stellen
eine der Hauptkomponenten des neuronalen Zytoskelettes dar. Diese Filamente
werden spezifisch in Neuronen exprimiert (Portier, 1992) und dienen neben der Sta-
bilisierung der Zelle auch dem intrazellularen Stofftransport sowie dem radialen
Wachstum des Axons, das den axonalen Durchmesser und somit die Leitungsge-
schwindigkeit des Neurons bestimmt (Kesavapany et al., 2003). Es sind drei ver-
schiedene Neurofilament-Polypeptide bekannt, die nach ihren molekularen Massen
klassifiziert werden: 68 kDa (NEFL), 160 kDa (NF-M) und 200 kDa (NF-H). Neurofi-
lamente sind obligate Heteropolymere, da NF-M und NF-H ohne NEFL nicht in der
Lage sind, sich zu Filamenten zusammenzufigen (Carter et al., 1998). Deren norma-
le Funktionalitdt wird in erheblichem AusmaB durch Posphorylierungs- und
Dephosphorylierungs-Reaktionen reguliert (Grant and Pant, 2000), wahrend Hy-
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perphosphorylierung zur pathologischen Akkumulation von Neurofilamenten flhrt,
wie sie bei verschiedenen neurodegenerativen Erkrankungen beobachtet wurden
(Kesavapany et al., 2003).

In der vorliegenden Proteomstudie wurde NEFL (Neurofilament Triplet L Protein) in
der Amygdala identifiziert und wies in dieser Hirnregion bei den Suizidopfern eine
héchstens halb so hohe Spot-Intensitat auf wie bei den Kontrollen. Dieser Befund
kann mehrere Ursachen haben: 1. kdnnte die Expression von NEFL herabreguliert
sein, wie es z.B. in Gehirnen von Alzheimer-Patienten gefunden wurde (Kittur et al.,
1994); 2. war NEFL mdéglicherweise von proteolytischem Abbau vor allem durch die
Protease Calpain betroffen, wie es insbesondere bei der oxidierten Form von NEFL
gefunden wurde (Troncoso et al., 1995); 3. kénnte auch eine Glutamat-induzierte
Exzitotoxizitdt zur Degradation des Neurofilamentes beigetragen haben (Chung et
al., 2005). In dieser Arbeit spricht fur diese dritte Méglichkeit unter anderem der Hin-
weis auf eine erh6hte synaptische Glutamat-Konzentration, bedingt durch eine még-
licherweise reduzierte Aktivitdt der Glutamin-Synthetase, wie sie ebenfalls in der
Amygdala gefunden wurde (Kap. 5.2.1.1).

d) Saures fibrillares Gliaprotein (glial fibrillary acidic protein) (GFAP)

Das saure fibrillare Gliaprotein (GFAP) bildet Proteinmonomere, die zu Intermediarfi-
lamenten der Klasse 3 polymerisieren, welche ausschlieBlich in Astrozyten exprimiert
werden. GFAP ist von Bedeutung fiir die strukturelle Stabilitét, die Form und die Mo-
tilitat der Astrozyten und ist zudem beteiligt an der Aufrechterhaltung der Myelinisie-
rung der Neuronen (Eng et al., 2000; Liedtke et al., 1996). Das Protein findet in der
Forschung weithin Verwendung als Marker fir die Astroglia und insbesondere auch
fur die reaktive Astrogliosis, da die Expression von GFAP in aktivierten Astrozyten
stark erhéht ist (Eng et al., 2000; Jacque, 1991).

In dieser Arbeit wurden in den préafrontalen Cortices der Suizidopfer drei Spots und
und in denen der Kontrollen zwei Spots als GFAP identifiziert. Bei etwa gleichen
molekularen Massen wiesen die Spots unterschiedliche pl's auf. Dabei lag der bei
den Suizidopfern zusatzlich erscheinende Spot am weitesten im sauren Bereich.
Dieses kettenformige Auftreten verschiedener Isoformen wurde auch in anderen
Proteomstudien beschrieben und wurde zumeist auf den EinfluB posttranslationaler

Modifikationen zurtickgefuhrt. Zu denjenigen chemischen Veranderungen, die eben-
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falls eine Erniedrigung des pl's bewirken, zahlen Azetylierung und Glykosylierung
sowie die Phosphorylierung zu den haufigsten Modifikationen (Inagaki et al., 1990).
Die einer Phosphatgruppe entsprechende Massendifferenz von 80 Da konnte in dem
Massenspektrum zwar nicht gefunden werden, allerdings erschien ein nicht identifi-
zierter Peak, der auf die Bindung einer GTP- (Guanosin-5'-triphosphat-) Gruppe hin-
wies. FuUr dieses Nukleotid wiederum wurde eine stimulierende Wirkung flr die
Phosphorylierung von GFAP beschrieben (Kosako et al., 1997). Zudem wies der
zuatzliche dritte Spot neben dem erniedrigten pl auch die typische leichte Verminde-
rung des Molekulargewichtes auf, mit dem die Anlagerung einer Phosphatgruppe
einhergeht. Daher kénnte es sich bei diesem Spot dennoch um die phosphorylierte
Form von GFAP handeln. Eine biologische Bedeutung kommt den Phosphorylie-
rungs- / Dephopsphorylierungs-Reaktionen bei der Umstrukturierung der Filamente
wéahrend der Mitose zu (Matsuoka et al., 1992). Da eine Phosphorylierung zur Aufl6-
sung dieser Intermediarfilamente fuhrt (Nakamura et al., 1992), kdnnte die zuséatzli-
che GFAP-Isoform in den Cortices der Suizidopfer auf eine Instabilisierung der Fila-
mentstruktur in dieser Gruppe hinweisen.

Waéhrend die Expressionsrate des Gesamtproteins relativ hdufig bei psychiatrischen
und neurodegenerativen Erkrankungen beschrieben wurde, liegen nur wenige Be-
funde fir die Phosphorylierung von GFAP im Zusammenhang mit diesen Erkrankun-
gen vor. Zu diesen Studien zahlt eine Proteomanalyse der frontalen Cortices von 89
Patienten mit Schizophrenie, Depression oder bipolarer Stérung, in der vier der
GFAP-Isoformen bei jeweils mindestens einer dieser Erkrankungen verminderte
Intensititen aufwiesen (Johnston-Wilson et al., 2000). Ahnlich wurde in einer darauf-
folgenden immunohistochemischen Studie an prafrontalen Cortices schizophrener
und depressiver Patienten ein geringerer Phosphorylierungsgrad gefunden als bei
gesunden Kontrollen (Webster et al., 2001). Die Diskrepanz zwischen diesen Befun-
den und den vorliegenden Ergebnissen flr Suizidopfer kénnte die Hypothese besta-
tigen, daB fur Suizidalitat eigenstandige, von psychiatrischen Stérungen unabhangi-

ge Komponenten existieren.
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5.2.2.2 Proteine des Zytoskelettes. Zusammenfassung und mogliche Implikation
far die Pathophysiologie suizidalen Verhaltens

I

nsgesamt funf Proteine des Zytoskelettes wiesen signifikante Expressionsunter-

schiede zwischen Suizidopfern und Kontrollen auf. Eine entsprechende Literaturre-

cherche ergab keine Vorbefunde fir eine direkte Assoziation zwischen Suizidaliat

und Defekten des Zytoskelettes.

a) Amygdala

In der Amygdala zeigten drei Proteine (Neurofilament Triplet L Protein und zwei Iso-
formen des Tubulins) bei den Suizidenten Anzeichen fir Degradationsprozesse z.B.
durch proteolytischen Abbau. Eine der gravierenden Folgen dysfunktionaler Zytoske-
lettproteine ist die Stérung des intrazellularen Stofftransportes, unter anderem von
Neurotransmittern und —rezeptoren. Dies kann zu Verminderungen der Neurotrans-
mission und der synaptischen Plastizitat fihren (Benitez-King et al., 2004; Andrieux
et al., 2004). Zudem kommt es zu einer strukturellen Destabilisierung des Zytoskelet-
tes, und beides kann letztendlich in der Degeneration des Neurons resultieren.

Wie in Abschnitt 5.2.1 beschrieben, waren in der Amygdala auch Hinweise auf zellu-
lare Unterversorgung mit Energie sowie auf Glutamat-induzierte Exzitotoxizitat ge-
funden worden. Beides kdnnte zu den beobachteten Verdnderungen der drei ge-
nannten Proteine beigetragen haben (Chung et al., 2005; Dutta et al., 2002). Insge-
samt lassen diese Ergebnisse vermuten, daB in der Amygdala suizidaler Personen
keine intakte Funktionalitdt mehr gegeben ist. Die Amygdala ist maBgeblich beteiligt
an der Verarbeitung von Emotionen und an der Aktivierung affektiver Zustande. Da-
her sind Menschen mit Defiziten in dieser Hirnregion mdglicherweise auBerstande,
emotionalen Stre3 angemessen zu bewaltigen, so daB ihnen die Suizidhandlung der

einzige Ausweg zu sein scheint (Antai-Otong, 2003).

b) Astroglia

Das Intermediarfilament GFAP, ein Biomarker fiir Astrozyten, zeigte in den prafronta-
len Cortices der Suizidopfer eine Modifikation, bei der es sich um eine Phosphorylie-

rung oder evtl. auch um eine andere posttranslationale Verdnderung handeln kénnte.
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Es sind weder die genauen neurobiologischen Mechanismen, noch die Konsequen-
zen dieser Modifikation fur die Funktionalitat der betroffenen Hirnregion bekannt.
Dennoch gibt dieses Ergebnis, neben den Befunden zu den Proteinen des Interme-
diarmetabolismus', einen weiteren Hinweis auf eine mégliche Implikation der Astro-

glia fur die Entstehung suizidalen Verhaltens.

c) Liquor

Im Liquor wurde ausschlieBlich in der Gruppe der Suizidenten ein Fragment des
Mikrofilamentes Beta-Aktin identifiziert. Das Vorkommen erhdhter Konzentrationen
zytoskelettaler Proteine, wie unter anderem auch Aktin, wurde mehrfach in Verbin-
dung mit zerstdrten Axonen gefunden und wurde als mdgliche Marker fur neurode-

generative Erkrankungen diskutiert (Semra et al., 2002).

5.2.3 Antioxidationsproteine

5.2.3.1 Oxidativer Stress

Unter freien Radikalen versteht man Atome oder Molekile, die durch ein oder mehrere
ungepaarte Elektronen auf der &uBeren Schale charakterisiert sind, und somit auBerst
reaktive, instabile Verbindungen darstellen. Freie Radikale greifen daher schnell Zell-
bestandteile an und schadigen Makromolekile wie Proteine, Lipide und Nukleinsduren
zum Teil irreversibel (Djordjevic, 2004). Im Zentrum stehen dabei reaktive Sauerstoff-
verbindungen ('reactive oxygen species', 'ROS') wie Superoxidanionen-Radikale (O.")
und Hydroxyl-Radikale ("OH) und auch Stickstoff-basierte Oxidantien wie Peroxynitrit
(ONOO-). ROS werden im Organismus sowohl unter physiologischen als auch unter
pathologischen Bedingungen gebildet und entstehen Uberwiegend als Nebenprodukte
der mitochondrialen Atmungskette, aber auch bei der Aktivierung von Immunzellen
und durch zahlreiche exogene Faktoren (Kang and Hamasaki, 2003; Gougerot-
Podicalo et al., 1996; Savoure, 1993). Kommt es zu einem Ungleichgewicht zwischen
Auf- und Abbau von ROS in Richtung ROS-Produktion, so entsteht oxidativer StreB3 fir
die Zelle.
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Das Gehirn ist in besonderem MaBe empfindlich gegentiber oxidativem StreB. Dies
ist darauf zurtickzufiihren, daB ein sehr hoher Sauerstoffverbrauch und eine hohe
metabolische Aktivitat einem relativ gering ausgepragten Antioxidationssystem ge-
genlberstehen (Rokyta et al., 1996). Bei Proteinen kann oxidativer StreB3 Uber die
Modifikation von Aminosauren zur Bildung von Aggregaten fihren, die nicht abge-
baut werden kénnen und infolgedessen in der Zelle akkumulieren (siehe auch Kap.
5.2.1.1). Die Schadigung von Membranlipiden kann zur Zerstérung von Zellmembra-
nen fuhren (Remita, 2001). Beides kann letztendlich das Absterben von Neuronen
und Gliazellen bewirken, wie es unter anderem haufig bei neurodegenerativen Er-
krankungen beschrieben wurde (Grune et al., 2004; Kitamura et al., 1999). Daher ist
die antioxidative Protektion des Gehirns von groBer Bedeutung.

In dieser Arbeit wurden zwei Antioxidationsproteine identifiziert: Die Mangan-

Superoxid-Dismutase im prafrontalen Cortex und Peroxiredoxin 2 im Hippocampus.

5.2.3.2 Expressionsunterschiede in zwei Proteinen
a) Mangan-Superoxid-Dismutase (SOD2)

Die Superoxid-Dismutase stellt die erste Barriere in der Abwehr des Superoxidanion-

Radikals (O.") dar und katalysiert dessen Umsetzung zu Wasserstoffperoxid (H20,):

02" + 02'- + 2H" —> H202 + 02

SOD2 stellt die mitochondriale Isoform des Enzyms dar mit einem Molekulargewicht
von 23 kD. In der Gruppe der Suizidopfer wurde eng angrenzend an den SOD2-Spot
ein zweiter Spot mit etwas héherer molekularer Masse detektiert. Bei diesem kdnnte
es sich um die 23,77 kD groBe Isoform 'SOD2-Fragment' (MSDB Access-Nr.
Q7Z7M4) handeln. Plausibel ist aber auch die Mdglichkeit, daB das héhermolekulare
Protein durch Spaltung von Disulfidbriicken infolge der reduktiven Bedingungen wah-
rend der SDS-PAGE entstanden ist. Dadurch hatte sich die Peptidkette gestreckt
und sein Laufverhalten im Gel hatte sich dahingehend verandert, da es oberhalb

des Ausgangsproteins liegengeblieben ware. Diese Vermutung entspricht auch ei-
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nem Befund einer SDS-PAGE von Matsuda et al. (Matsuda et al., 1990). Aber auch
in diesem Fall von methodisch bedingten Veranderungen bleibt die Frage, warum
SOD2 nur bei den Suizidopfern betroffen war. Eine mdgliche Erklarung ware, daB
das Protein bereits vorgeschadigt war und infolgedessen eine héhere Suszeptibilitat
fur chemische Modifikationene hatte. Moglicherweise war das Enzym daher schon in
vivo nicht voll funktionsfahig. Vergleichbare Befunde zu SOD2 gibt es im Bereich der
biologischen Psychiatrie nicht. Dagegen wurden veranderte Expressions-Niveaus
des Enzyms sowohl bei neurodegenerativen (De Leo et al., 1998) als auch bei

psychiatrischen (Ranjekar et al., 2003) Erkrankungen nachgewiesen.

b) Peroxiredoxin 2 (Thioredoxin-Peroxidasen) (PRDX2)

Das durch die Superoxid-Dismutase generierte Hydrogenperoxid (H>O,) zahlt eben-
falls zu den ROS's. HxO: ist ein nicht-radikales O, —Derivat, das aber ebenfalls zell-
schadigend wirkt und daher ebenfalls der Kontrolle des Antioxidationssystems unter-
liegt. Zu den Enzymen, die hierfir zusténdig sind, gehoért die Familie der Peroxiredo-
xine, die neben H>O, ein breites Spektrum an Peroxiden (Lipidhydroperoxide, Pero-

xinitrit u.a.) reduktiv entgiften. Als Elektronendonor dient dabei Thioredoxin:

reduziertes Thioredoxin + H,O, <— oxidiertes Thioredoxin + H,O
2 R'-SH + ROOH <— R'-S-S-R' + H,O + ROH.

Die im Zytosol lokalisierte Isoform Peroxiredoxin2 (PRDX2), die in dieser Arbeit iden-
tifiziert wurde, wies im Hippocampus der Suizidopfer eine mindestens 1,5-fach h6he-
re Expression auf als bei den Kontrollen. Dieser Befund stimmt Gberein mit den Er-
gebnissen zweier Proteomstudien an Gehirnen von Patienten mit neurodegenerati-
ven (Morbus Pick, Morbus Alzheimer) oder mit neurodegeneration-assoziierten Er-
krankungen (Down's Syndrom) (Krapfenbauer et al., 2003; Kim et al., 2001b). Hier
wurde die Hochregulation von PRDX2 als kompensatorische Antwort auf den Angriff
von ROS gewertet. Ebenso kdnnte auch die vorliegende Expressionserhéhung von
PRDX2 eine Reaktion auf ein vermehrtes Auftreten oxidativen Stresses sein.
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5.2.3.3 Proteine des Zytoskelettes: Zusammenfassung und mégliche Implikation

fur die Pathophysiologie suizidalen Verhaltens

Wéhrend die Ergebnisse fur SOD2 nur sehr spekulativ eine neurobiologische Bedeu-
tung vermuten lassen, scheint die verstarkte Expression von PRDX2 plausibel auf
erhdhten oxidativen Stress in den Gehirnen der Suizidopfer hinzudeuten. Dies wére
eine Bestatigung der bereits zuvor beschriebenen Anzeichen auf oxidative Schaden
an Proteinen in der Gruppe der Suizidenten (s. Kap.5.2.1 und 5.2.2). Auf eine mdgli-
che Implikation von oxidativem Stref flr die Pathophysiologie der Suizidalitat wird im

letzten Abschnitt der Diskussion n&her eingegangen.

5.2.4 Hitzeschockproteine

Hitzeschockproteine (heat shock proteins, Hsp's) zéhlen zur Gruppe der StreBprotei-
ne, die beim Auftreten von StreBbedingungen zum Schutz der Zelle verstarkt aktiviert
werden. Als mégliche Stressoren gelten Hitze, Kélte, Schwermetalle, UV-Licht, Trok-
kenheit, Salzkonzentrationen, pH-Wert-Veranderungen und oxidativer Stress. Hsp's
fungieren als Chaperone (Hilfsproteine), d.h. sie unterstiutzen Polypeptidketten bei
der korrekten Faltung wahrend der Biosynthese. Unter StreBbedingungen tragen sie
zur Vermeidung von Proteindenaturierung und -aggregation bei, indem sie an Poly-
peptidketten binden und durch diese Komplexbildung eine bereits begonnene Dena-
turierung stoppen. Auch die Wiederherstellung von geschadigten Proteinen wird

somit ermdglicht (Rokutan et al., 1998).

5.2.4.1 Alpha Crystallin B (CRYAB)

Alpha Crystalline stellen eine der Hauptkomponenten der Augenlinse dar und fungieren
darlber hinaus auch als Hsp's. Wahrend die Untereinheit A ausschlieBlich in der Augen-
linse exprimiert wird, kommt Alpha Crystallin B (CRYAB) zudem in anderen Organen wie
dem Gehirn vor. Mit einer Gr6Be von 20kD z&hlt CRYAB zu den niedermolekularen
Hsp's (small Hsp's, sHsp's), die zwischen 15-30 kD liegen (Ito et al., 2003). In dieser
Arbeit wurde CRYAB ausschlieBlich in prafrontalen Cortices von Suizidopfern identi-

fiziert. In derselben Hirnregion und ebenfalls nur in der Gruppe der Suizidenten wur-
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de auch GFAP, ein Marker fiir aktivierte Astrozyten, gefunden (Kap. 5.2.2.1d). Diese
Parallele ist insofern interessant, als auch CRYAB vielfach in erhéhten Konzentratio-
nen in aktivierten Gliazellen nachgewiesen wurde, und somit ein weiterer Hinweis auf
eine Aktivierung der Astroglia in den Gehirnen von Suizidopfern existiert. Als diejeni-
gen StreBfaktoren, welche die Expression von CRYAB induzieren, erwiesen sich
vornehmlich Hitze und oxidativer Stre3 (Goldbaum and Richter-Landsberg, 2001; Iwaki
et al., 1993). Somit tritt oxidativer Stre3 erneut als mdglicherweise relevanter Faktor far
die hier beobachteten Protein-Expressionsunterschiede auf. Auch in einer Reihe von
neurodegenerativen Erkrankungen wiesen Astrozyten signifikant erhfhte Konzentra-
tionen an CRYAB auf, wie z.B. Morbus Alzheimer (Shinohara et al., 1993), Morbus
Parkinson (Jellinger, 2000) und Multiple Sklerosis (van Noort et al., 1995). Bei einer
Ubersicht tber die Vorbefunde zu Hsp' in der biologischen Psychiatrie fallt auf, daB
die sHsp's quasi ausschlieBlich bei neurodegenerativen Erkrankungen eine Rolle
spielten, wahrend die héhermolekularen Hsp's auch bei psychiatrischen Stérungen
Veranderungen zeigten, z.B. bei Schizophrenie ((Wang et al., 2003) (Hsp60) und
(Kim et al., 2001a) (Hsp70 und Hsp90)).

Bei Suizidopfern wurde eine Erhdhung von Hsp60 gefunden, was als kompensatori-
sche Antwort auf chronischen, in diesem Fall psychischen, Stre3 (Bown et al., 2000)

interpretiert wurde.

ZusammengefaBt gibt der vorliegende Befund einer ausschlieBlichen Expression von
CRYAB in prafrontalen Cortices von Suizidenten ein weiteres Indiz fir die Beteili-
gung von aktivierten Astrozyten und oxidativem Stre8 an den Pathomechanismen in
der Entstehung suizidalen Verhaltens.
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5.2.5 Neuronenpezifische Proteine

In dieser Proteomanalyse wurden drei neuronenspezifische Proteine identifiziert:
Gamma-Enolase (ENO2), Neurofilament Triplet L Protein (NEFL) und 'Collapsin
response mediator protein 2' (CRMP2). ENO wurde bereits bei den Proteinen des
Intermediarmetabolismus (Kap.5.2.1) und NEFL in der Gruppe der Zytoskelett-
Proteine beschrieben (Kap. 5.2.2).

5.2.5.1 Collapsin response mediator protein 2' (CRMP2)

Das 'Collapsin response mediator protein 2' (CRMP2), auch unter dem Synonym
'dihydropyrimidinase-related protein' bekannt, wird im Gehirn in besonders hohen
Konzentrationen in der Embryonalphase exprimiert. Es vermittelt dort die Wirkung
des Signalmoleklls Semaphorin (Collapsin). Dieses ist an der Zielfindung wachsen-
der Axone involviert, indem es repulsive Wirkung auf dessen apikales Ende ausubt
und somit seine Wachstumsrichtung steuert. Zudem sind Semaphorine an der Induk-
tion der Apoptose beteiligt. Im adulten Gehirn ist deutlich weniger CRMP2 vorhan-
den, welches hier in die Regeneration und Reparatur verletzter Neuronen involviert
ist. Insgesamt weisen Untersuchungen zu CRMP2 in der biologischen Psychiatrie
ausgesprochen inkonsistente Ergebnisse auf, was insbesondere fir Studien auf
Proteinebene gilt.

In dieser Arbeit war die Expression von CRMP2 bei den Suizidopfern gegenliber den
Kontrollen mindestens um das Doppelte erhéht. Dies kénnte auf eine verstarkte Wir-
kung von Semaphorinen hinweisen. Dies kdnnte vergleichbare neurobiologische
Konsequenzen haben, wie die Ergebnisse einer Untersuchung an Gehirnen von
Alzheimer-Patienten zeigen, in der eine Akkumulation von Semaphorinen gefunden
wurde. Die Autoren vermuteten, dal3 diese den Kollaps von Neuronen induziert ha-
ben kénnten (Good et al., 1998). Ebenso ware jedoch auch denkbar, daB CRMP2
auf genetischer Ebene hochreguliert wurde. Im Hinblick auf die Funktion des Prote-
ins bei der Regeneration von Neuronen kdnnte die Expressionserhéhung in diesem
Fall auf das Vorliegen neuronaler Schadigungen hinweisen.
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5.2.6 Hypothetisches Modell fiir die mégliche Implikation der veranderten

Proteinexpressionen in die Atiopathogenese suizidalen Verhaltens

5.2.6.1 Einfliihrung

Insgesamt wurden in den Hirnregionen prafrontaler Cortex, Amygdala, Thalamus und
Hippocampus sowie in den Liquores von Suizidopfern und Kontrollen 16 Proteine mit
signifikanten Expressionsunterschieden zwischen beiden Gruppen gefunden. In der
Hypophyse sowie im Cerebellum, das als Referenzregion diente, wurden keine ein-
deutigen Differenzen festgestellt. Die jeweiligen MALDI-Massenspektiren und Prote-
insequenzen lieferten Hinweise auf mdgliche Ursachen fiir die beobachteten Protein-
veranderungen. Diese beruhten vermutlich neben Regulationsverschiebungen auf RNA-
und DNA-Ebene vor allem auf Modifikationen der Proteine selber, verursacht z.B. durch
Oxidation von Aminosaureresten, durch Proteolyse, Phosphorylierung und Guanylie-
rung. Betroffen waren in erster Linie Proteine, zumeist Enzyme, des Intermediarmeta-
bolismus', Proteine des Zytoskelettes und Antioxidationsproteine. Aus den jeweiligen
Proteinfunktionen konnten Schllsse tber mégliche Konsequenzen flr die betroffenen
Neuronen gezogen werden. Demnach kénnte in den betroffenen Neuronen ein redu-
zierter Glukose- und Energiemetabolismus vorgelegen haben sowie glutamaterge
Exzitotoxizitat (Kap. 5.2.1) und eine Instabilisierung des Zytoskelettes (Kap. 5.2.2).

Die Summe dieser Faktoren kénnte zu einer verminderten Neurotransmission gefthrt
und letztendlich in der Degeneration von Neuronen resultiert haben.

Dieses Bild stimmt auffallend Gberein mit den Ergebnissen einer Studie von Prabakaran
et al. an post-mortalen prafrontalen Cortices schizophrener Patienten im Vergleich zu
gesunden Kontrollen (Prabakaran et al., 2004). Hierin wurden parallele Untersuchun-
gen der Transkriptome, Proteome sowie zahlreicher Metaboliten ('Metabolics') durch-
gefuhrt. Auf allen drei Ebenen fanden sich eindeutige Hinweise fir eine Herabregulati-
on des Energiestoffwechsels sowie fur erhdhtes Aufkommmen von oxidativem StreB.

ZusammengefaBt gab es in den Gehirnzellen der Suizidopfer Anzeichen von oxidati-
vem, exzitotoxischem, proteolytischem und Energie-Mangel-StreB. Dies legt die Hypo-
these nahe, daB diesen suizidassoziierten StreBfaktoren méglicherweise Formen von
psychischem StreB als gemeinsame Komponenten zugrunde liegen. Eine &hnliche
Méglichkeit sieht Bown (Bown et al., 2000), der die Hochregulation von StreBproteinen
in Gehirnen von Suizidopfern ebenfalls mit psychischem Stref3 in Verbindung bringt.

Die genannte Hypothese wird im Folgenden Uberprift und diskutiert.
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5.2.6.2 Moglicher EinfluB von '‘chronischem StreB' auf die veranderten

Proteinexpressionen

Das Syndrom 'StreB3' kann durch verschiedenste psychische, soziale und physische
Faktoren ausgel6st werden (Zimbardo, 1995). Dabei wird unter anderem zwischen
akutem und chronischem StreB3 unterschieden. Beide Formen weisen neben den
psychologischen auch verschiedene biologische Charakteristika auf, die als endokri-
nologi-sche, immunologische und diverse biochemische Parameter meBbar sind
(Flugge et al., 2004; Van den, 2002; Cacioppo et al., 1998). Chronischer Stre3 kann
z.B. durch nicht bewaltigte traumatische Erlebnisse (Posttraumatische Belastungs-
stérung, 'posttraumatic stress disorder', PTSD), durch permanente Belastungssitua-
tionen oder, bei entsprechender psychischer oder physischer Pradisposition des
Betroffenen, auch bereits durch nahezu unbedeutende tagliche Ereignisse entstehen
(Bartolomucci et al., 2005; Carstensen et al., 1999).

In akuten StreBsituationen dienen die koérpereigenen StreBabwehrmechanismen
dem Schutz des Organismus' vor streBbedingten Schaden und zur Wiederherstel-
lung des homdostatischen Gleichgewichtes (Allostase). Bei dauerhafter Aktivierung
der StreBsysteme kénnen diese jedoch selbst schadliche Wirkungen entwickeln (al-
lostatische Last) (McEwen and Lasley, 2003). Die Gefahr eines chronifizierten Stre3-
zustandes liegt darin, daB dieser, entgegegen dem akuten Stre, nicht mehr bewuBt
wahrgenommen wird. Dadurch kann sich Dauerstre3 unterschwellig in einer Vielzahl
psychischer und somatischer Stérungen manifestieren (Maddock and Pariante,
2001). Zu den besonders fatalen Folgen zahlt das Entstehen suizidalen Verhaltens.
Dies zeigte sich z.B. in einer erhéhten Suizidgefahr bei Patienten mit PTSD (Sher,
2005). Umgekehrt wiesen suizidale Menschen typische Merkmale von chronischem
StreB auf, der daher als einer der Pradiktoren fir suizidales Verhalten gilt (Phillips et
al., 2002; Kelly et al., 2001). Dabei wurde insbesondere eine verstarkte Aktivierung
biologischer StreBhormonsysteme in Verbindung mit Suizidalitdt nachgewiesen. Im
Vordergrund standen die Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden- (HPA-)
Achse und das noradrenerge System. Befunde wie z.B. die eines erhéhten Cortisol-
und erniedrigten Corticotropin-Releasing-Hormon- (CRH-) Plasma-Spiegels (Westrin
et al., 1999) sowie die Ergebnisse aus Untersuchungen zu verschiedenen Kompo-
nenten des noradrenergen Systems (van Heeringen, 2003) wiesen auf eine dauer-
haft streBinduzierte Hyperaktivitat beider Systeme hin.

125



5.2 DISKUSSION DER ERGEBNISSE

Es ist denkbar, daB chronischer Stre3 auch durch Beeinflussung anderer Funktionen
im Organismus zur Entstehung suizidalen Verhaltens beitrdgt und mdoglicherweise
auch fur die differentielle Proteinexpression in dieser Arbeit eine Rolle spielt.

In Abb. 5.2.6.1 werden mogliche Mechanismen aufgezeigt, Uber die chronischer
StreB zu den beobachteten Expressionsunterschieden beigetragen haben kdnnte.
Zugleich dient die Abbildung der Ubersicht (iber die in Kap. 5.2.1 bis 5.2.7 beschrie-
benen Ergebnisse. Es zeigte sich, daB anhaltende psychische Uberbelastung durch
Modifikation einzelner Proteine auch auf zellularer Ebene gewissermaBen eine
StreBsituation herbeifiihren kann. Dabei wiesen die vorliegenden Ergebnisse im
wesentlichen auf drei Formen von zellularem StreB hin: auf oxidativen, proteolyti-
schen und exzitotoxischen StreB. Diese werden nachfolgend kurz erlautert.
Permanente psychische Anspannung kann zur Entstehung freier Radikale im Ora-
nismus flhren, die oxidativen StreB auf Zellen austiben. Der Konzentrationsanstieg
des Super-oxidanionen-Radikals (O2.-) kébnnte zum Beispiel die veranderte Expres-
sion der Antioxidationsproteine SOD2 und PRDX2 erklaren (Kap. 5.2.3). Freie Radi-
kale kdnnen auch direkt Aminosaurereste von Proteinen angreifen und auf diese
Weise unter anderem Enzyme inaktivieren, wie es z.B. bei GLNS der Fall sein kann
(Kap. 5.2.1.1d). Ferner hemmen bestimmte Formen von oxidativem StreB den pro-
teolytischen Proteinabbau und fihren so zu unerwiinschter Akkumulation von Pro-
teinen (evtl. bei ENO1 (Kap. 5.2.1.1b)), wahrend andere Formen die Proteolyse akti-
vieren und somit proteolytische Schaden verursachen kénnen (z.B. bei ALDC, NEFL,
TUBB4, TUBII (Kap. 5.2.1.1 und 5.2.2.1)). Fir diesen psychisch bedingten 'proteoly-
tischen StreB' gibt es zudem Hinweise in Form einer generellen Erhéhung der Pro-
teaseaktivitédt in Tierversuchen (Tarasenko et al., 2000). Chronischer Stre3 kann
weiterhin die Glutamatkonzentrationen im Nervensystem auf ein exzitotoxisches MafR
erhdéhen, was fatale Folgen fir Neuronen haben kann, bis hin zu ihrer Degeneration
(Smith, 1996). Ferner ist bekannt, daB ein UberschuB an Glutamat verschiedene
Proteine des Zellskelettes massiv schadigen kann (Ankarcrona et al., 1996) und
eventuell auch fur die reduzierte Expression von NEFL verantwortlich sein kann
(Chung et al., 2005). Das Heatshock-Protein CRYAB (Kap. 5.2.4) wurde ausschlie3-
lich in prafrontalen Cortices von Suizidopfern gefunden. Dieser Befund geht konform
mit den Ergebnissen einer Studie, in der erhéhte Konzentrationen von StreBprotei-
nen in temporalen Cortices von Suizidenten gefunden wurden (Bown et al., 2000).
Die Autoren sehen die Ursache daflir ebenfalls in der Einwirkung von chronischem
StreB und interpretieren die Expressionserh6hungen als kompensatorische Reaktion
auf StreB-induzierte toxische Effekte.

126



5.2 DISKUSSION DER ERGEBNISSE

Chronischer StreB
o = m
Freie Radikale Proteolyse Glutamat
Oxidativer StreB Proteolytischer Stref Exzitotoxischer Stre

SN |

Anstieg  EinfluB auf  EinfluB auf \

von O,  Zytoskelett Enzyme Astrogliosis

SOD2 NEFL | [ENO1| |GLNS| |ATPB | |ALDC | TUBB4| |CRYAB| |GFAP | |ENO1
PRDX2 TUBII
\\ //NEFL
\4
Degradierung Reduzierter
des Glukose- und Energie-
Zytoskelettes Metabolismus
Reduzierte Neurotransmission Neurodegeneration
I I
ACTB LEG1
Suizid

Abb. 5.2.6.1 Moglicher EinfluB von chronischem StreB auf die Expression der identifizierten Proteine

Abkiirzungen fiir die Proteine:

SOD2 (Mangan Superoxid Dismutase), NEFL (Neurofilament Triplet L Protein),
ENO1 (Alpha Enolase), GLNS (Glutamin-Synthetase ), ATPB (ATP-Synthase)
, ALDC (Fructose-Bisphosphat-Aldolase C), TUBB4 (Beta Tubulin),

TUBII ('Class Il beta tubulin isotype'), CRYAB (Alpha Crystallin B),

GFAP (saures fibrillares Gliaprotein), ACTB (Beta Aktin), LEG1 (Galectin-1)
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Die moglichen Folgen der veranderten Proteinmodifikationen fir die betroffenen
neuronalen Zellen konzentrieren sich im wesentlichen auf einen reduzierten Gluko-
se- und Energiemetabolismus, bedingt durch verminderte Aktivitdten der beteiligten
Enzyme sowie auf Defekte des Zytoskelettes. Beides kann zu Einschrankungen der
Neurotransmission und letztendlich zum Untergang von Neuronen fuhren. Far eine
verstarkte Neurodegeneration bei den Suizidopfern sprechen auch die erhéhte Ex-
pression von LEG1 (Kap. 5.2.1.1e) sowie das ausschlieBliche Auftreten von Aktin-
Fragmenten (Kap. 5.2.2.1b) in dieser Gruppe.

Interessant kdnnte auch der mehrfach gefundene Hinweis auf eine Implikation der
Astroglia anhand der astrozytenspezifischen Proteine GFAP, CRYAB, ENO1 und
GLNS sein (Kap. 5.2.1, 5.2.2, 5.2.4). Dies stimmt mit den Ergebnissen einer zuneh-
menden Anzahl von Studien Uberein, die eine weitaus grdBere Bedeutung der Astro-
glia fir die Pathogenese psychiatrischer Erkrankungen postulieren als bisher ange-
nommen (Ubersicht: (Cotter et al., 2001)).

5.2.6.3 Kritikpunkte

Bei der Literaturrecherche zu den in dieser Arbeit identifizierten Proteinen fiel auf,
daB in allen Fallen deutlich mehr Vorbefunde fir einen Zusammenhang mit degene-
rativen Erkrankungen als mit psychiatrischen Stérungen vorlagen. Daher lag die
Vermutung nahe, daB methodische Faktoren zur Degradierung von Proteinen ge-
fuhrt haben, und auf diese Weise fUr die hier detektierten Expressionsunterschiede
verantwortlich gewesen sein kdénnten. In diesem Zusammenhang ist es daher von
besonderer Bedeutung, daB methodische Ursachen in fast allen Fallen weitgehend
ausgeschlossen werden konnten (Kap.5.1).

Ein weiterer Kritikpunkt wird durch die Hypothese einer Implikation von chronischem
StreB fur die vorliegenden Ergebnisse im Kontext mit Depression aufgeworfen. Denn
erstens ist ein Zusammenhang zwischen Stre3 und Depression gut belegt (Strohle
and Holsboer, 2003; Holsboer, 2001) und zweitens besteht eine hohe Komorbiditat
von Suizidalitdt mit verschiedenen psychiatrischen Erkrankungen, wie insbesondere
mit Depression und Schizophrenie (Bertolote et al., 2004). Es ist daher nicht auszu-
schlieBen, daB auch bei den hier untersuchten Suizidopfern die Grunderkrankung
einer Depression zur Auslésung der Suizidhandlung beigetragen hat, zumal nur we-
nige Informationen Uber psychiatrische Diagnosen der Suizidenten vorliegen. Ande-
rerseits ist zu bedenken, daB flr die in dieser Arbeit identifizierten suizidassoziierten
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Proteine wie erwéahnt, nur sehr wenige Vorbefunde zu psychiatrischen Stérungen
vorliegen, im Gegensatz zu den zahlreichen Ergebnissen zu degenerativen Erkran-
kungen. Daher ist es mdglich, daB chronischer StreB Uber biochemische Mechanis-
men, die vielleicht bisher in diesem Zusammenhang noch nicht untersucht wurden,
neuronale Schaden verursacht, die schlieBlich zur Pathogenese der Suizidalitat bei-
tragen. Dies kbénnte unter Umsténden zusatzlich oder sogar verstérkend wirksam
werden zu der bereits bekannten Aktivierung biologischer StreBBabwehrsysteme wie
das der HPA-Achse und des noradrenergen Systems geschehen.

Bisher ist nahezu keine gezielte Anwendung der Proteomanalyse in der neurobiolo-
gischen Suizidforschung bekannt und auch fir die in dieser Arbeit identifizierten Pro-
teine gibt es bislang fast keine Untersuchungen im Zusammenhang mit Suizidalitat.
Daher kdnnten die vorliegenden Ergebnisse mdglicherweise Hinweise auf eigen-
stédndige Pathomechanismen geben, Uber die chronischer StreB in die Entstehung
suizidalen Verhaltens involviert ist. Fir diese Annahme spricht weiterhin eine Reihe
von Studien, die belegen, daB psychiatrische Erkrankungen trotz der hohen Komor-
biditat nicht zwingend die Basis flir die Pathogenese der Suizidalitat sind, sondern,
daB dieser auch autonome Komponenten zugrunde liegen kdnnten (McGuffin et al.,
2001; Mann et al., 2001; Gross-Isseroff et al., 1998).

5.2.6.4 SchluBfolgerung

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, daf3 die in der vorliegenden Proteomanaly-
se gefundenen Expressionsunterschiede in Hirn- und Liquor-Proteinen zwischen Sui-
zidenten und Kontrollen, Hinweise geben kénnten flr das Vorliegen einer chronischen
StreBsituation bei den Suizidopfern im Vorfeld ihrer Suizidhandlung. Diese Hypothese

I&Bt folgende SchluBfolgerungen zu:

a) Anwendung der Proteomanalyse in der neurobiologischen Suizidforschung

Die Daten der MALDI-MS-Analyse ergaben fiir die Gberwiegende Zahl der identifizier-
ten Proteine Anzeichen flr posttranslationale Modifikationen. In anderen Fallen scheint
die Regulation der Proteinexpression auf DNA- oder RNA-Ebene erfolgt zu sein. Dem-

nach kdnnten sowohl genetische als auch diverse duBere Faktoren fur die Expressi-
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onsunterschiede verantwortlich sein. Diese Annahme stimmt Gberein mit den bisher
bekannten Befunden zur Pathogenese sowohl der Suizidalitat als auch des chroni-
schen Stresses. Insbesondere bei der multifaktoriellen Entstehung suizidalen Verhal-
tens werden die vielfaltigen Risikofaktoren zunehmend nur noch in zwei bzw. drei
Gruppen eingeteilt. Dies sind Umweltfaktoren und genetische Faktoren sowie Interak-
tionen der beiden Komponenten (Balazic and Marusic, 2005; Marusic and Farmer,
2001). In einer der bislang umfangreichsten Metaanalysen tber Zwillingsstudien wurde
berechnet, daB sich die Pathogenese der Suizidalitadt zu 43% durch eine genetische
Pradisposition und zu 57% durch den EinfluB von Umweltfaktoren erklaren lie3
(McGuffin et al., 2001). Bereits 1989 wurde ein 'Stre3-Diathesis-Modell' vorgeschlagen
(Mann, 1998). Demzufolge wird durch eine entsprechende, unter anderem genetische
Pradisposition gewissermaBen eine Reizschwelle festlegt, bei deren Uberschreitung
durch diverse duBere Faktoren suizidales Verhalten ausgeldst wird. Ein &hnliches Mo-
dell besteht auch flir die Entstehung von chronischem StreB und der daraus resultie-
renden Manifestation psychischer oder physischer Erkrankungen. Auch hier geht man
davon aus, daB bei den betroffenen Menschen eine erhdhte Vulnerabilitat fir StreBbe-
lastungen vorliegt, welche unter anderem auch genetisch determiniert ist (Veenema et
al., 2003; Hellhammer and Wade, 1993; McEwen and Stellar, 1993). Es kénnte dem-
nach ein Zusammenhang zwischen Suizidalitdt und chronischem Stre3 bestehen, wie
erin Abb. 5.2.6.2 dargestellt ist.

Umwelt-
Faktoren,
Stressoren |-
~a \\\
chronischer > peianders i
| Protein- Suizidalitat
StreBzustand expression
/ A
Pra- :
disposition
'PROTEOMICS'
Abb. 5.2.6.2 Zusammen wirken von Umweltfaktoren und pradisponierende Faktoren
(Genetik, Alter, u.a.) und daraus entstehendem chronischen Stre3 kénnen zu suizidas-
soziierten Veranderungen der Proteinexpression fihren, die durch Methoden der Prote-
omforschung identifiziert werden kdnnen.
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Entscheidend ist dabei, daBB sowohl Umweltfaktoren und genetische Komponenten
als auch dadurch verursachter DauerstreB ihre funktionellen Konsequenzen im Or-
ganismus letztendlich auf Proteinebene haben. Das komplexe Zusammenspiel der
beteiligten Faktoren mindet somit quasi als gemeinsame Endstrecke in eine veran-
derte Proteinexpression. Diese laBt sich optimal mit Hilfe der Proteomanalyse erfas-
sen. Ein besonderer Vorteil dieser Methodik ist ihr nicht-Hypothesen-gesteuerter
Ansatz, auch 'SchrotschuB-Verfahren' genannt, der erlaubt, neue krankheitsassozi-
ierte Proteine und Proteininteraktionen zu identifizieren und dadurch neue Hypothe-
sen zu erstellen. Ein Beispiel hierfir gibt der Hinweis auf eine mdégliche Implikation
von chronischem StreB fir die Pathogenese der Suizidalitat, der in diese Arbeit ge-
funden wurde. Somit kann die Proteomanalyse eine probate Methode fiir die neuro-

biologische Suizidforschung sein.

b) Mégliche Anwendung der Ergebnisse fir die Suizidpravention und Ausblick

Im Hinblick auf die vorliegenden Ergebnisse kann es von Interesse sein, den EinfluB
von chronischem StreB auf suizidales Verhalten noch eingehender zu untersuchen.
Sollte sich dieser Zusammenhang weiter bestatigen, so kdnnte es zur Pravention
von Suizidhandlungen beitragen, erstens bei Patienten mit diagnostiziertem StreB-
Syndrom verstarkt auf Hinweise fur das Vorliegen von Suizidalitdt zu achten, und
zweitens bei suizidalen Menschen gezielt TherapiemaBnahmen gegen chronischen
StreB3 anzuwenden. Zu diesen zahlen neben der Beseitigung permanenter auBerer
StreBfaktoren auch die Bearbeitung mdglicher posttraumatischer Belastungen mittels
psychotherapeutischer Verfahren sowie der Einsatz entsprechender Psychopharmaka.
Angesichts der hohen Komorbiditdt von Suizidalitdt und Depression kann ein Ziel
nachfolgender Studien sein, die in dieser Arbeit identifizierten Proteine hinsichtlich

einer moglichen Assoziation mit depressiven Erkrankungen zu untersuchen.

131



6. ZUSAMMENFASSUNG

6. ZUSAMMENFASSUNG

Die Atiopathogenese der Suizidalitat ist multifaktoriell. Sie umfaBt unter anderem neu-
robiologische Komponenten, wobei im Zentrum der Forschung bislang das serotoner-
ge System steht. Da insgesamt die konsistentesten Ergebnisse auf Proteinebene
gefunden wurden, war es von Interesse, weitere suizidassoziierte Proteine zu identifi-
zieren. Als geeigntete Methodik bot sich dazu die Proteomanalyse an, da diese auf
einem nicht-Hypothese-geleiteten Ansatz beruht. Die zentrale Methode der Proteom-
analyse stellt die hochauflésende zweidimensionale SDS-Polyacrylamid-Gel-
Elektrophorese (2D-PAGE) zur Auftrennung von Proteingemischen dar. Differentiell
exprimierte Proteine werden mit Hilfe massenspektrometrischer Verfahren, in diesem
Fall MALDI-TOF-MS, und anschlieBender Proteindatenbank-Recherche identifiziert.

Die beiden Ziele der vorliegenden Arbeit waren 1. die Etablierung der subtraktiven
Proteomanalyse zu Untersuchung von Hirn- und Liquorproben sowie 2. die Identifika-
tion mdglicher suizidassoziierter Proteine. Im Vergleich von insgesamt 20 Suizidopfern
mit 10 Kontrollen wurden dazu neben dem Liquor die Hirnregionen prafrontaler Cor-
tex, Amygdala, Hippocampus, Thalamus und die Hypophyse sowie als Referenzregion

das Cerebellum untersucht.

Ergebnisse fur differentiell exprimierte Proteine

Es wurden insgesamt 15 Proteine in den Hirnregionen prafrontaler Cortex, Amygdala,
Hippocampus, Thalamus sowie ein Protein im Liquor identifiziert, deren Expression
sich signifikant zwischen Suizidopfern und Kontrollen unterschied. Weder im Cerebel-
lum noch in der Hypophyse zeigten sich eindeutige Proteinveranderungen. Obwohl die
Methodik primér fur die Erfassung quantitativer Expressionsunterschiede sowie fur die
Proteinidentifikation ausgelegt war, erlaubten zudem die Massenspektren und die identi-
fizierten Peptidsequenzen Annahmen tber mdégliche posttranslationale Modifikationen.

Sieben der 16 Proteine waren Komponenten des Intermediarmetabolismus', insbe-
sondere des Glukose- und Energiestoffwechsels. Es handelte sich dabei um die En-
zyme Fruktose-Bisphosphat-Aldolase C, ATP-Synthase, Alpha Enolase und die Neu-
ronen-spezifische Gamma Enolase sowie die Astrozyten-spezifische Glutamin-
Synthetase. Nicht enzymatisch waren Galectin-1 und Neuropolypeptid h3. Die Art der
Proteinveranderungen lieB auf mdgliche Verluste der enzymatischen Aktivitaten
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schlieBen. Dies kdénnte in verminderter Astrozyten-vermittelter Glukoseversorgung, in
reduziertem Energieumsatz sowie in einer exzitotoxischen Erhéhung der Glutamat-
konzentration resultieren. Alle drei Faktoren kdénnen letztlich zur Degeneration von
Neuronen fuhren.

Funf Proteine waren Bestandteile des Zytoskelettes: Das Neuronen-spezifische Neu-
rofilament Triplet L Protein, zwei Tubulin-lsoformen, das als Astrozyten-Marker gel-
tende saure fibrillare Gliaprotein sowie das im Liquor identifizierte Beta Aktin Frag-
ment. Die modifizierten Proteine kbnnten zu einer Instabilisierung des Zytoskelettes,
zu vermindertem axonalem Transport und ebenfalls zum Zelltod flhren. Die Expressi-
onsunterschiede in zwei Antioxidationsproteinen (Mangan Superoxid Dismutase und
Peroxiredoxin2) sowie die Hochregulation des Hitzeschockproteins Alpha Crystallin
wiesen auf ein erhéhtes Aufkommen von oxidativem StreB in den Zellen hin.
ZusammengefaBt gaben diese Proteinmodifikationen in den Gehirnen der Suizidopfer
Anzeichen von exzitotoxischem, proteolytischem, oxidativem und von Energie-Mangel-
StreB. Gestiitzt durch entsprechende Hinweise aus der Literatur wurde daraus die
Hypothese formuliert, daB diesen suizidassoziierten zelluldren StreBfaktoren eine
Form von psychischem Stre3, insbesondere in chronischer Form zugrunde lag. Hierzu
wurden Mechanismen vorgeschlagen, Gber die dauerhafter Stre8 zu den beschriebe-
nen Expressionsveranderungen beigetragen haben kdnnte. Bislang wurden diese
Mechanismen im Zusammenhang mit Suizidalitat nicht untersucht und es ist denkbar,
daB sie zusatzlich zu den bekannten StreBsystemen wirksam geworden sind.

Zu bedenken ist ferner die hohe Komorbiditdt sowohl der Suizidalitat als auch des
chronischen Stresses mit Depressionen. Daher ist nicht auszuschlieBen, daB eine
depressive Grunderkrankung zum Auslésen der Suizidhandlung beigetragen haben

konnte.
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a) Die vorliegenden Ergebnisse kénnten zur Suizidpréavention beitragen, indem erstens bei
Menschen in akuten oder chronischen StreBsituationen verstarkt auf Anzeichen von Sui-
zidalitdt geachtet wird und zweitens bei suizdgeféahrdeten Personen TherapiemaBnah-
men zur StreBverminderung angewandt werden wie z.B. durch Psychopharmaka.

b) Angesichts der hohen Komorbiditat mit Depression kdnnte es interessant sein, die in
dieser Arbeit beschriebenen Proteine bei depressiven Patienten zu untersuchen.

c) Am Beispiel des chronischen Stresses konnte gezeigt werden, wie genetische und
Umweltfaktoren letztlich in einer veranderten Proteinexpression resultieren und
dadurch in die Atiopathogenese der Suizidalitat involviert sein kénnten. Somit ver-
spricht die Proteomanalyse eine probate Methode zur Identifikation neuer Proteine

und Kandidaten-Gene in der neurobiologischen Suizidforschung zu sein.
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