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REFERAT

Es konnte bisher vielfach gezeigt werden, dass Zytokine im Zusammenhang mit depressiven
Storungen stehen. Darauf aufbauend untersuchten wir die Expression mehrerer Zytokine bei
depressiv Erkrankten. Wir verglichen die Serumkonzentrationen der Interleukine (IL) IL-2,
IL-4, 1L-5, IL-10, IL-12 und IL-13, des Granulozyten-Makrophagen-Koloniestimulierenden
Faktors (GM-CSF), des Interferons-gamma (IFN-y) und des Tumornekrosefaktors-alpha
(TNF-a) bei 64 Probanden mit einer akuten depressiven Symptomatik und bei 206 nicht-
depressiven Probanden. Depressive Patienten wiesen im Vergleich zu den nicht-depressiven
Probanden erhohte Konzentrationen von IL-2, IL-5, IL-12, IL-13, GM-CSF, IFN-y und TNF-
o auf. Bei Aufteilung der Gruppen in nicht-adipose (BMI < 30) und adipose (BMI > 30)
Probanden zeigten nicht-adipdse Depressive (n = 40) erhohte Konzentrationen von IL-5, 1L-
12, IL-13, GM-CSF, IFN-y und TNF-o im Vergleich zu den nicht-adipdsen Probanden ohne
eine Depression (n=85). Adipdse Depressive (n = 24) zeigten erhohte Konzentrationen von
IL-5, IL-12 und IFN-y verglichen mit adipdsen Probanden ohne eine Depression (n = 121).
Verschiedene Zytokinkonzentrationen waren in Abhingigkeit von korperlicher Aktivitit,
Berufstitigkeit und Schlafverhalten veridndert, was eine Assoziation der Zytokinproduktion
mit Verhaltensaspekten nahelegt. Die Ergebnisse unterstiitzen die Annahme einer
Uberexpression pro-inflammatorischer Zytokine bei der Depression und erweitern das
Spektrum der Zytokine, die moglicherweise mit Depressionen assoziiert sind, um GM-CSF,
IL-5 und IL-13. Verdnderungen dieser Zytokine konnten zur Erkldrung beitragen, warum

allergische und asthmatische Erkrankungen hiufig mit einer Depression einhergehen.
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1. Hintergrund

1.1. Depressionen

Depressionen gehoren mit einer weltweiten 12-Monats-Priavalenz von aktuell ungefihr 6%
und einem Lebenszeitrisiko von etwa 11 bis 15% zu den weitverbreiteten Erkrankungen
(Bromet et al., 2011). Sie sind entsprechend der Internationalen Klassifikationen von
Erkrankungen (ICD-10) durch das Vorliegen von wenigstens zwei der drei Leitsymptome
gedriickte Stimmung, Freud- und Interessenlosigkeit sowie Antriebsmangel und wenigstens
zwei Nebensymptomen iiber mindestens 14 Tage definiert. Zu den Nebensymptomen zédhlen
Schlafstorungen, verminderter oder gesteigerter Appetit, sozialer Riickzug, vermindertes
Selbstwertgefiihl, Konzentrationsstorungen und andere kognitive Defizite, Schuldgefiihle,
Gefiihl der Wertlosigkeit, negative und pessimistische Zukunftsperspektiven, Suizidgedanken
und -handlungen. Aufgrund des hohen Suizidrisikos wihrend einer schweren depressiven
Episode ist die Depression auch eine potenziell lebensbedrohliche Erkrankung. Das Risiko fiir
einen Suizidversuch wihrend einer schweren depressiven Episode liegt bei etwa 15%,
Suizidgedanken treten sogar bei 60% der Betroffenen auf (Sokero et al., 2003). Je nach

Symptomatik unterscheidet man leichte, mittelgradige und schwere Episoden (Tab. 1).

Tabelle 1: Klassifikation depressiver Erkrankungen nach ICD-10 anhand ihres Schweregrades
und Verlaufs.

Einteilung nach Schweregrad

Leichte Depression 2 Hauptkriterien und > 2 Nebenkriterien
Mittelgradige Depression 2 Hauptkriterien und > 3 Nebenkriterien
Schwere Depression 3 Hauptkriterien und > 4 Nebenkriterien

Einteilung nach Verlauf

Depressive Episode Aktuell erste depressive Episode

Rezidivierende depressive Storung | Depressive Episode bereits in der Vorgeschichte

Bipolare Storung Manische oder hypomanische Episoden in der Vorgeschichte

Im klinischen Alltag werden Depressionen auch nach édtiologischen und symptomatischen

Merkmalen eingeteilt, wenngleich das wissenschaftlich gesicherte Wissen iiber die
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Entstehung der Depression und ihrer Unterformen nicht ausreichend ist, um eine dtiologische

oder symptomatische Einteilung vorzunehmen.

Beispielsweise unterscheidet man in der klinischen Umgangssprache organische von
endogenen Depressionen. Organisch bedingten Depressionen sollen somatische Erkrankungen
wie Tumore, chronische Entziindungen wie eine Infektion mit dem Humanen
Immundefizienzvirus (HIV) oder eine Rheumatoide Arthritis (RA), Autoimmunerkrankungen
wie die Multiple Sklerose (MS), Gehirnerkrankungen wie Demenz oder Schlaganfall oder
Stoffwechselerkrankungen wie eine Hypothyreose zugrunde liegen. Die beteiligten
Pathomechanismen sind hierbei jedoch nicht gekldrt, und es ist unklar, ob den als endogen
bezeichneten Depressionen nicht doch ein organisches Korrelat oder eine organische
Erkrankung zugrunde liegt. Auf der Symptomebene lassen sich beispielsweise (bspw.) die
atypische Depression mit gesteigertem Appetit und vermehrtem Schlafbediirfnis und die
melancholische Depression mit typischerweise frithmorgendlichem Erwachen, Appetitmangel
und Traurigkeit unterscheiden. Ferner treten depressive Episoden im Rahmen anderer
psychiatrischer Erkrankungen auf, wie bspw. bei der Bipolaren Erkrankung, Sucht und

Schizophrenie.
1.2. Das Immunsystem

Das menschliche Immunsystem dient dem Schutz des Korpers vor Krankheitserregern und ist
in korpereigene Prozesse der Zellregeneration eingebunden. Es lédsst sich in die angeborene
und die erworbene Immunabwehr unterteilen. Die angeborene Immunabwehr kann
Krankheitserreger bekampfen, ohne vorher mit ihnen in Kontakt gekommen zu sein. Die
adaptive, erworbene Immunabwehr zeichnet sich dagegen durch die Anpassungsfahigkeit
gegeniiber Krankheitserregern und ihre gezielte Bekidmpfung aus. Die Aufgaben der
angeborenen Immunabwehr werden in der Korperperipherie von Monozyten, Makrophagen,
Dendritischen Zellen, Granulozyten und natiirlichen Killerzellen (NKZ) wahrgenommen. Zu
den Zellen der erworbenen Immunabwehr zdhlen T-Helferzeller, zytotoxische T-Zellen und

B-Lymphozyten.

Zytokine sind Botenstoffe, die unter anderem (u. a.) von diesen Immunzellen der angeborenen
und der erworbenen Immunabwehr produziert werden und die Informationen innerhalb des
Immunsystems, aber auch zwischen dem Immunsystem und anderen Funktionsbereichen des

Korpers vermitteln. Dazu zédhlen bspw. die Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-



Achse (HHN-Achse) (Capuron und Miller, 2011), das periphere und zentrale Nervensystem
(ZNS) (Dantzer, 2009) und das Fettgewebe (Han und Levings, 2013).

Normalerweise verhindert die Blut-Hirn-Schranke (BHS) einen Ubertritt von Immunzellen
und Zytokinen aus der Peripherie ins ZNS. Man weil} mittlerweile, dass die iiber die Zytokine
vermittelten Informationen dennoch hauptsédchlich iiber drei Wege ins ZNS weitergeleitet
werden. Einerseits konnen Immunzellen und Zytokine iiber natiirlich vorkommende Liicken
der BHS in den paraventrikuldren Regionen direkt ins Gehirn iibertreten. Solche Liicken
konnen aber auch pathologisch auftreten, bspw. nach einem hypoxischen oder entziindlichen
Ereignis. Zytokine konnen auch durch parazellulidre oder transmembrane Diffusion oder durch
aktiven Transport die BHS iibertreten (Banks, 2001). Sind Immunzellen ins ZNS gelangt,
konnen sie dort selbst Zytokine ausschiitten oder Mikroglia und Astrozyten dazu anregen
(Dantzer, 2009). Man weil} auch, dass Zytokine, v. a. Interleukin (IL) IL-18, an periphere
Nerven, bspw. den Vagusnerv, binden und eine neuronale Weiterleitung der Informationen

bewirken (Dantzer, 2009; Capuron und Miller, 2011).

Zytokine lassen sich in anti- und pro-inflammatorische Zytokine einteilen. Pro-
inflammatorisch sind bspw. IL-18, IL-6, Interferon-gamma (IFN-y) und Tumornekrosefaktor-
alpha (TNF-a). Anti-inflammatorisch sind IL-4 und IL-10. Fiir autoimmune Prozesse sind
u. a. die Zytokine der IL-17-Familie von Bedeutung. Fiir allergische Erkrankungen sind neben
anderen Zytokinen IL-5 und IL-13 wichtig. Alle Zytokine besitzen mehr als eine Funktion,
abhéngig von Umgebungssituation und Konstellation mit anderen Zytokinen. Zum Beispiel
kann IL-13 sowohl pro- als auch anti-inflammatorische Effekte haben (de Vries und

Zurawski, 1995).

Neben der Einteilung in pro- und anti-inflammatorisch wirksame Zytokine kann man sie auch
danach klassifizieren, von welcher Zellart sie freigesetzt werden. T-Helferzellen Typ 1 (TH1)
produzieren bspw. IFN-y und IL-2. Diese fiihren u. a. zur Aktivierung von Makrophagen. T-
Helferzellen Typ 2 (TH2) hingegen synthetisieren und setzen IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 und IL-
13 frei, welche als Wachstums- und Differenzierungsfaktoren fiir B-Zellen, eosinophile
Granulozyten und Mastzellen fungieren, aber auch zur Inhibierung von Makrophagen fiihren
(D’Eliosa und Del Pretea, 1999). Die THI1-Zytokine aktivieren vorwiegend die zellulire
Immunabwehr (THI1-Immunantwort), wihrend die TH2-Zytokine v. a. zur Produktion von

Antikorpern fithren (TH2-Immunantwort), also die humorale Immunantwort aktivieren.



Es gibt Interleukine, die von T-Helferzellen vom Typ 17 (TH17) freigesetzt werden. Dies sind
vor allem IL-17 und IL-22, aber auch IL-6 und TNF-o. Sie spielen bspw. bei
Autoimmunerkrankungen eine Rolle (Peck und Mallins, 2009). Regulatorischen T-Zellen
(Treg) unterdriicken u. a. autoimmune und entziindliche Immunreaktionen durch IL-10-

Ausschiittung und halten damit ein Gleichgewicht im Immunsystem (Vignali et al., 2008).

Eine Ubersicht iiber die fiir unsere Untersuchung wichtigen Zytokine findet sich in Tabelle 2
mit den produzierenden Zellen, den Zielzellen und den wichtigsten Funktionen im ZNS und

in der Peripherie, soweit bisher bekannt.



Tabelle 2: Zusammenstellung der Zytokine, der Zellen, die sie sezernieren, ihrer Zielzellen
und ihrer immunologischen Effekte. Abkiirzungen: siche Abkiirzungsverzeichnis. Modifiziert

nach: Rink et al. (2011).

Zytokin Sezernierende Zielzellen Immunologische Effekte
Zellen
IL-2 T- Zellen T-, B-Zellen, NKZ, | T-Zellaktivierung, Induktion von Apoptose,
Mono- und Zelldifferenzierung, Aktivierung von NKZ und B-
Granulozyten Zellen sowie Monozyten und Granulozyten

IL-4 T-Zellen B-, T- Zellen, NKZ, | B-Zellaktivierung, verstirkte Expression von IgG
Mastzellen, und IgE, Induktion einer TH2-Antwort und
Monozyten Wachstumsfaktor fiir Mastzellen

IL-5 T-Zellen, Eosinophile und Regulation der Expansion von Eosinophilen und
Mastzellen, Basophile, Chemotaxis
Eosinophile (B-Zellen)

IL-10 T-Zellen und NKZ, T-, und Begrenzung der Entziindung durch Effekte auf
Mastzellen, B-Zellen, Monozyten, inhibiert IL 12 und reguliert Wachstum
Keratinozyten, Mastzellen und und Differenzierung von NKZ, B- und T-Zellen
Monozyten Monozyten sowie Mastzellen und Granulozyten

IL-12 B-Zellen, Monozyten, Induktion einer TH1-Immunantwort, Induktion der
T-Zellen und Makrophagen, Produktion von IFN-y und anderen Zytokinen der
Granulozyten B-Zellen, NK- und T-Zellen, Verbindung zwischen

Dendritische Zellen | angeborener und adaptiver Immunitit
IL-13 T-Zellen B-Zellen Zellproliferation und IgE-Switch, verstirkte Ex-
pression von Adhisionsmolekiilen und MHC Klasse
II auf Monozyten und Makrophagen, Aktivierung
von Eosinophilen und Mastzellen

IFN-vy T-Zellen, NKZ T-, B-Zellen, Zellaktivierung und Differenzierung, Hochregulation

Monozyten, NKZ der MHC Expression, verstirkte zytolytische
Aktivitit

TNF- a Monozyten, Monozyten, Pro-inflammatorische Zytokine, Antitumoreffekte

T-Zellen, NKZ Granulozyten,
Gefiflendothel

GM- Monozyten, Monozyten, Stimulation der Myelopoese und der Zellfunktion

CSF Makrophagen, Makrophagen myeloischer Zellen, Mobilisierung von Stammzellen,
T-Zellen pro-inflammatorisch
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1.3. Gegenwirtige immunologische Hypothesen zur Depressionsentstehung

Die Entstehung depressiver Storungen ist noch nicht vollstindig verstanden. Neben
psychosozialen Faktoren wie bspw. chronischem Stress, sozialer Isolation und kritischen
Lebensereignissen gibt es auch einige biologisch begriindete Erkldrungsmodelle zur
Depressionsentstehung. Bereits in der Antike war bekannt, dass Entziindungskrankheiten
Einfluss auf den Verlauf von Depressionen haben, die damals mit dem Begriff ,,Melancholie*
bezeichnet wurden (Himmerich und Steinberg, 2011). Auch in heutiger Zeit befassen sich
viele Forscher mit den Zusammenhidngen zwischen Immunsystem und psychischen

Erkrankungen.

1965 postulierte Schildkraut die Monoaminmangelhypothese der Depression und beschrieb,
wie ein Mangel an Dopamin, Noradrenalin und Serotonin zur Entstehung von Depressionen
fiihren kann (Schildkraut, 1965). Ursachen fiir den Serotoninmangel konnen nach heutigen
Erkenntnissen u. a. erhohte Zytokinkonzentrationen sein, die dazu fiihren, dass aus
Tryptophan kein Serotonin sondern Kynurenin gebildet wird. Denn IL-18 und IFN-
v stimulieren die Indolamin-2,3-Dioxygenase (IDO), die aus Tryptophan die potenziell
neurotoxischen Substrate Kynurenin und Chinolinsdure bildet (Miiller und Schwarz, 2007).
Zytokine haben aber nicht nur Einfluss auf die reell vorhandene Menge von Serotonin
sondern auch auf die Rezeptorverfiigbarkeit. IL-18 und TNF-o kénnen bspw. die Expression
von Rezeptoren zur Serotonin-Wiederaufnahme heraufregulieren (Malynn et al., 2013;
Ramamoorthy et al., 1995). Damit ist weniger Serotonin im synaptischen Spalt vorhanden und

steht so nicht mehr zur Signaltransduktion zur Verfiigung.

Ebenso ist eine erhohte Aktivitiat der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse
(HHN-Achse) vielfach als Ursache depressiver Storungen diskutiert worden (Holsboer, 2000;
Swaab et al., 2005). IL-18, IL-6 und TNF-o stimulieren iiber eine vermehrte Ausschiittung
vom Corticosteroid-Releasing Hormon (CRH) die HHN-Achse (Besedovsky et al., 1991;
Ericsson et al., 1994). Eine erhohte HHN-Achsen-Aktivitit fiihrt wiederum zur vermehrten
Freisetzung von Glukokortikoiden. Glukokortikoide und Prolaktin konnen wiederum die IDO
und ihr Isoenzym, die Tryptophan-2,3-Dioxygenase (TDO), stimulieren und so zu einem

Serotoninmangel fithren (Kawaguchi et al., 2008).

In der Zusammenschau der bisherigen Literatur scheinen vor allem IL-18, IFN-y und TNF-o

in die Pathogenese von Depressionen iiber eine Beeinflussung des Serotoninstoffwechsels und
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der HHN-Achsen-Aktivitit involviert zu sein (Besedovsky et al., 1991; Ericsson et al., 1994;
Kawaguchi et al., 2008; Malynn et al., 2013; Miiller und Schwarz, 2007; Ramamoorthy et al.,
1995).

Zytokine konnten auch zu hirnmorphologischen Verdnderungen fiihren. Sie konnen iiber
oxidativen Stress und Aktivierung verschiedener Second-Messenger-Signalwege zum
Untergang neuronaler Zellen und Strukturen fithren. In bildgebenden Studien konnten
Nachweise erbracht werden, dass bei depressiven Probanden eine verminderte Zelldichte, ein
geringeres Volumen und eine eingeschrinkte Funktionalitdt im préfrontalen und anterioren
zinguldren Kortex, dem limbischen System einschlieBlich Hippocampus und der Amygdala
sowie in den Basalganglien vorliegen (Fuchs und Fliigge, 2005). Es ist denkbar, dass

Zytokine zu diesen Veridnderungen beitragen konnten.

1.4. Immunologische Befunde bei depressiven Storungen

Fiir depressive Erkrankungen wurde ein Ungleichgewicht zwischen TH1- und TH2-Zellen
zugunsten einer verstdarkten TH1-Aktivitédt postuliert (Dantzer, 2009; Kim et al., 2007). Diese
fiihre zu einer verstiarkten Freisetzung der pro-inflammatorischen Zytokine IL-2 und IFN-y
(Dantzer, 2009). Diese Zytokine wurden bereits in mehreren Studien bei Depressiven erhoht
gefunden (Tab. 3). IL-2 und IFN-y stimulieren B- und T-Zellen sowie Monozyten und
Makrophagen. Die beiden letzteren setzen wiederum vermehrt IL-18, IL-6 und TNF-« frei,
die ebenfalls mehrfach bei depressiv Erkrankten erhoht gefunden wurden (Tab. 3). Es muss an
dieser Stelle aber auch erwihnt werden, dass es Studien gibt, die die verédnderten

Zytokinkonzentrationen nicht replizieren konnten (Carpenter et al., 2004; Einvik et al., 2012).

Zytokine scheinen sowohl am Entstehen als auch an der Aufrechterhaltung der Depression
beteiligt zu sein und korrelieren teilweise mit der depressiven Symptomatik. IL-2, IL-6 und
TNF-o zeigten in manchen Studien unterschiedliche Konzentrationen in Abhéngigkeit von
suizidalen Gedanken und Verhalten im Vergleich zu nicht suizidalen Depressiven (Pandey et
al., 2011; Tonelli et al., 2008), Unterschiede zwischen erster und rezidivierender depressiver
Episode (Eller et al., 2009) und Unterschiede in Abhéngigkeit von der Therapieresponse
(Maes et al., 1997; Lanquillon et al., 2000). Sollte sich die Evidenz fiir diese Unterschiede
erhérten, konnten Zytokine zukiinftig moglicherweise als Biomarker differentialdiagnostisch,
als Hilfestellung bei der Auswahl der richtigen Therapie und eventuell prognostisch

verwendet werden.
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Wir haben in unserer Studie auch IL-5, IL-13 und GM-CSF untersucht, zu denen noch keine
grofere Studienlage im Zusammenhang mit depressiven Storungen vorliegt. Das pro-
inflammatorische Zytokin IL-5 wird von Makrophagen und TH2-Zellen freigesetzt und sorgt
fiir die Aktivierung von eosinophilen und basophilen Granulozyten (Takatsu, 2011). IL-5
wurde bereits mit einer Préddisposition fiir die Entwicklung depressiver Symptome in
Verbindung gebracht (Elomaa et al., 2012). Hingegen wurden in einer anderen Untersuchung
depressiver Probanden keine erhohten Werte fiir IL-5 gefunden (Simon et al., 2008). IL-13 ist
ein Zytokin mit pro- und anti-inflammatorischen Eigenschaften, welches dem IL-4 @hnlich ist.
Seine Konzentrationen wurden bei depressiv Erkrankten erhoht (Herndndez et al., 2008) oder
unveridndert (Hallberg et al., 2010; Simon et al., 2008) gefunden. GM-CSF ist ein
Wachstumsfaktor fiir Granulozyten und Monozyten, der von THI- und THI17-Zellen
freigesetzt wird und bei Autoimmunerkrankungen wie der MS eine Rolle spielt. Im Rahmen
depressiver Storungen sind bisher ebenfalls erhohte Konzentrationen nachgewiesen worden

(Simon et al., 2008).

Antidepressive  Therapien nehmen Einfluss auf das Immunsystem und die
Zytokinkonzentrationen. Ergebnisse konnten bisher fiir verschiedene medikamentose
Interventionen, fiir die Elektrokrampftherapie (Belanoff et al., 2002; Fluitman et al., 2011)
und Schlafentzug (Domingues et al., 2010; Vgontzas et al., 2004) erbracht werden. Die
Annahme, dass Zytokine in die Pathophysiologie der Depression involviert sind, hat zu
mehreren experimentellen immunologischen und entziindungshemmenden therapeutischen
Interventionen bei Depressionen gefiihrt. Bei einer antidepressiven Therapie mit Selektiven
Serotonin-Wiederaufnahmehemmern (SSRI) fiihrte bspw. die Augmentation mit Celecoxib
(Akhondzadeh et al., 2009; Abbasi et al., 2012; Miiller et al., 2006) oder Acetylsalicylsdure
(Mendlewicz et al., 2006) zu einem besseren Outcome verglichen mit einer antidepressiven
Monotherapie. Weitere Ansdtze wurden in zahlreichen Tierexperimenten untersucht (fiir

nihere Angaben siehe Lichtblau et al., 2013).
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Tabelle 3: Zytokine und Depression (ndhere Angaben: Lichtblau et al., 2013)

Einfluss der Zytokine auf den
Serotonin-Stoffwechsel

Verstérkte Expression von Wiederaufnahme-Pumpen durch IL-16 und TNF-
o (Ramamoorthy et al., 1995; Malynn et al., 2013)

Stimulation von IDO durch IL-18 und IFN-y (Miiller und Schwarz, 2007)
Verstérkte Serotoninrezeptor-Aktivitit durch IL-168 und TNF-o (Zhu et al.,
2006)

Einfluss der Zytokine auf die
HHN-Achse und die
Glukokortikoidproduktion

IL-16, IL-6 und TNF-a stimulieren HHN-Achse (Besedovsky et al., 1991)
Corticotropin-Releasingfactor-1-Antagonist und Fluoxetin erbringen bei
chronischem Stress den gleichen Erfolg (Surget et al., 2009)

Erhohte
Zytokinkonzentrationen bei
Depressiven in verschiedenen
Geweben

Serum: -IL-1B (Maes et al., 1995; Thomas et al., 2005)

-IL-6 (Su et al., 2009; Eller et al., 2009)

-TNF-a (Berthold-Losleben und Himmerich, 2008;
Penninx et al., 2003)

-IL-2 (Eller et al., 2009)

Hirnparenchym: -1L-18, IL-6 und TNF-a (Pandey et al., 2011)
-IL-4 und IL-13 (Tonelli et al., 2008)

Liquor: -IL-6 (Lindqvist et al., 2009; Palhagen et al., 2010;
Sasayama et al., 2013)
-TNF-a (Lindqvist et al., 2011)

Krankheitsverlauf und
Zytokine

IL-2-Konzentrationen sinken bei Abklingen der depressiven Symptomatik
(Eller et al., 2009)

Sinkende TNF-o-Konzentrationen korrelieren mit Therapieresponse
(Lanquillon et al., 2000)

Hohe IL-6-Konzentrationen zeigen Assoziation mit Nichtansprechen auf
Therapie (Maes et al., 1997)

Komorbiditidten und Zytokine

Nichtlicher IL-6-Konzentrationsanstieg bei Depression plus PTBS (Gill et
al., 2010)

Hohe IL-18-Konzentrationen sind mit Auftreten einer Depression nach
Schlaganfall assoziiert (Yang et al., 2010)

Hohere Konzentrationen von IL-2, IL-6-Rezeptor und TNF-a bei Bipolarer
Storung (Modabbernia et al., 2013)

Symptome und Zytokine

IL-2-Rezeptor-Konzentration ist assoziiert mit Agitiertheit und verminderter
Aktivitit; TNF-o ist assoziiert mit Suizidalitdt und verminderter Aktivitit
(Eller et al., 2009)

IL-16 ist assoziiert mit sozialem Riickzug, vermindertem Appetit,
Suizidalitdt, Depressionsschwere, Ausprigung kognitiver Defizite und
Mikrogliose (Dantzer, 2009; Thomas et al., 2005)

Vorhandensein von Melancholie war mit veridnderten
Zytokinkonzentrationen assoziiert, Fehlen von Melancholie hingegen mit
verdnderter Zellzahl von Leukozyten, NKZ und Lymphozyten (Rothermundt
et al., 2001)

Therapieresponse und
Zytokine

IL-1B-Polymorphismus mit Therapieresistenz assoziiert (Baune et al., 2009)
IL-6 und TNF-o assoziiert mit vermindertem Ansprechen auf SSRI und
SNRI (Yoshimura et al., 2009)

Expression von Serotoninrezeptoren auf Lymphozyten konnte Ansprechen
auf Antidepressiva vorhersagen (Rivera-Baltanas et al., 2012)

Hohes TNF-o  zu Behandlungsbeginn Kkorreliert mit vermindertem
Ansprechen auf Escitalopram (Eller et al., 2008)

Einfliisse von Antidepressiva
auf das Immunsystem

Stimulierung  von  T,,-Zellen und dadurch verminderte IL-18-
Konzentrationen (Himmerich et al., 2010a)
Trizyklische Antidepressiva reduzieren IFN-y (Himmerich et al., 2010b)
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2. Methodik

2.1. Studiendesign

Die Studie wurde in Zusammenarbeit des Integrierten Forschungs- und Behandlungszentrums
(IFB)_Adipositaserkrankungen mit der Claussen-Simon-Stiftungsprofessur fiir Neurobiologie
affektiver Storungen als longitudinale multivariate Studie geplant. Das primédre Ziel war,
Zusammenhinge zwischen Adipositas, Zytokinen, depressiven Storungen und der
Wachheitsregulation zu untersuchen. Die Studie wurde von der Ethikkommission der
Universitit Leipzig genehmigt (#015-10-18012009). Die Studienteilnehmer wurden iiber das
IFB, die Psychiatrische Klinik des Leipziger Universitdtsklinikums und iiber Anzeigen in
offentlichen Medien und Intranet rekrutiert. Sie wurden zum Ausgangszeitpunkt (baseline)
und zu einem Folgezeitpunkt nach 6 Monaten (follow-up) untersucht. Alle Teilnehmer gaben
vor der Untersuchung ihr schriftliches Einverstindnis zur Studienteilnahme. Ein
Untersuchungsblock umfasste jeweils sieben Tage (Abb. 1). Es wurden Blutproben
gewonnen, verschiedene testpsychologische Interviews und Fragebdgen erhoben, ein EEG
abgeleitet sowie iiber sieben Tage ein Aktometer-basiertes Aktivititsprofil der Teilnehmer

erstellt.

2.2. Studienteilnehmer

In unsere Auswertungen wurden 270 Teilnehmer eingeschlossen. Die Gesamtgruppe setzte
sich wie folgt zusammen: 33 nicht-adipose depressive und 4 adipOse depressive Patienten aus
der psychiatrischen Klinik der Universitétsklinik Leipzig; 125 adipose nicht-depressive und
20 adipose depressive Patienten von der Institutsambulanz des IFB; und 88 Freiwillige aus der
Bevolkerung, wovon 81 nicht-adipds und nicht-depressiv waren, und 7 nicht-adipds und
depressiv. Letztere wurden hierbei anhand der klinischen Untersuchung im Rahmen der
Studie diagnostiziert. Insgesamt waren es 64 Depressive und 206 Nicht-Depressive, von
denen jeweils 24 bzw. 125 adipos waren. Die Erhebung von Ein- und Ausschlusskriterien
erfolgte zweistufig. Im ersten Schritt erfolgte eine telefonische Befragung der Teilnehmer,
welche u. a. die Erhebung soziodemografischer Daten und ein Screening fiir korperliche
Erkrankungen und eine Checkliste aus dem SKID-I (Strukturiertes Klinisches Interview nach
dem Diagnostischen und statistischen Manual psychischer Stérungen (DSM-IV); Wittchen et
al., 1997) beinhaltete. Geeignete Teilnehmer wurden zu einer Studienteilnahme vor Ort

eingeladen. Hier wurden weitere Ausschlusskriterien (sieche unten) erfragt. Im Falle eines
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positiven SKID-Screenings bzw. bei bekannter Diagnose einer Depression wurde das SKID-I
durchgefiihrt. Des Weiteren wurden aktuelle und vergangene Episoden korperlicher oder
seelischer Gesundheitsprobleme erfragt sowie Laboruntersuchungen zur Aufdeckung akuter

entziindlicher Prozesse durchgefiihrt.

Abbildung 1: Zeitstrahl des Studienverlaufs.
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Ausschlusskriterien waren andere Achse 1 Stérungen nach DSM-IV wie bspw. Schizophrenie
und Demenz, Konsum illegaler Drogen, Alkoholmissbrauch wéhrend der letzten 6 Monate,
Kopfverletzungen mit Bewusstseinsverlust {iber 1 Stunde, akute und chronische
Entziindungen, aktuelle immunmodulierende Medikation, wie bspw. Prednisolon, und
schwerere korperliche Erkrankungen. Auch Patienten mit einer diagnostizierten Schlafapnoe
oder einem Adipositas-bedingtem Hypoventilationssyndrom (Morbus Pickwick) wurden
ausgeschlossen. Die Teilnehmer waren fiir mindestens 7 Tage vor der Untersuchung frei von

psychiatrischen Medikamenten.

16



Als adipose Probanden fiihrten wir in Anlehnung an die ICD-10-Kriterien Teilnehmer mit

einem BDI groBer gleich 30. Alle Teilnehmer waren zwischen 18 und 70 Jahren alt.
2.3. Depressionsdiagnostik

Eine Depression wurde anhand der klinischen Untersuchung und anhand des SKIDs
diagnostiziert. Bei allen Teilnehmern wurde ein Becks Depressions-Inventar (BDI-II; Beck et
al., 1996) erhoben und bei den depressiven Probanden =zusitzlich die Hamilton-
Depressionsskala mit 17 Items (HAMD-17; Hamilton, 1960). Veridnderungen beziiglich des
Korpergewichts und des Appetits als auch Verdnderungen des Schlafes wurden den auf
Selbsteinschitzung basierenden Angaben aus dem BDI-II entnommen. Die Schlafdauer wurde

dem Edinburgh Schlaffragebogen entnommen.
2.4. Probengewinnung und biochemische Analyse

Das Blut wurde unverziiglich nach seiner Entnahme bei 3000 Umdrehungen pro Minute fiir
10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde abpipettiert und 300 pl in nicht-
absorbierenden Polypropylen-Rohrchen gelagert. Die Proben wurden in fliissigem Stickstoff
schockgefroren und bei -80°C bis zur weiteren Untersuchung gelagert. Die Zytokine wurden
anschlieBend im Institut fiir Labormedizin des Universitédtsklinikums der Ludwig-Maximilian-
Universitit Miinchen bestimmt. Es wurde das Bio-Plex Pro ™ Immunassay fiir menschliche
TH1/TH2-Zytokine von der Firma Bio Rad aus Deutschland verwendet. Dieser Assay besteht
aus antikorpergekoppelten magnetischen Partikeln zur Bestimmung von IL-2, 1L-4, IL-5, 1L-
10, IL-12, IL-13, GM-CSF, IFN-y und TNF-.

2.5. Aktometer-basierte Messungen der korperlichen Aktivitét

Ein Teil der Probanden (n = 145) erklirte sich bereit, an einer siebentidgigen Aufzeichnung
ihres Aktivititsprofils teilzunehmen. Hierfiir trugen sie ein SenseWear Pro 3 Aktometer von
BodyMedia Inc. (Pittsburgh, Pennsylvania). Dieses Gerdt wurde am rechten Oberarm
getragen und registrierte u. a. die Korperlage in 2 Achsen, Hauttemperatur, Wiarmefluss und
elektrodermale Aktivitidt. Die Aufzeichnung erfolgte zwischen dem Telefonscreening und
dem ersten Untersuchungstag bzw. begann am ersten Untersuchungstag (sieche Abb. 1). Die
Teilnehmer fiihrten wihrend dieser Woche ein Schlaf- und Aktivititsprotokoll. Die erhobenen
Aktometerdaten wurden initial mit der SenseWear Professional Software Version 6.1
(BodyMedia Inc.) analysiert und dann verschiedene Sekundérvariablen wie bspw. Schrittzahl

fiir jedes 1-Minuten-Intervall berechnet. AuBlerdem wurde ausgewertet, ob die einzelnen
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Teilnehmer in diesen Zeitabschnitten gelegen oder geschlafen haben. Alle Roh- und
Sekundédrdaten wurden in eine benutzerdefinierte Excel-Vorlage mit Visual Basic for
Applications (VBA) Makros (Microsoft) importiert, um weitere Schlaf- und
Aktivitdtsvariablen zu berechnen und um die Analysefenster anzupassen. Ein Tag wurde nicht
von 0.00 Uhr bis 23.59 Uhr definiert, sondern als das Intervall von der Mitte einer
Schlafphase bis zur Mitte der darauffolgenden Schlafphase (mid-sleep time). Die néchtlichen
Schlafphasen wurden erfasst und von der Berechnung der Tagesaktivitit ausgeschlossen. Die
Schrittzahl wurde von der SenseWear Professional Software iibernommen. Kurze
Einschlafereignisse wihrend des Tages (naps) wurden definiert als mindestens fiinf
aufeinanderfolgende Schlafminuten. Kiirzere Schlafepisoden im Tagesverlauf wurden nur
dann gewertet, wenn innerhalb von fiinf Minuten entweder eine weitere Schlafepisode auftrat
oder wenn sie in einer Liegephase aufgezeichnet wurden, in der auch eine andere
Schlafepisode registriert worden ist. Es wurden nur Tage mit einer Mindestaufnahmezeit von
20 Stunden gewertet und wenn das Gerit nicht ldnger als 10% der Wachheitsphase abgelegt
worden ist. Fiir jeden Teilnehmer wurden, sofern moglich, die Daten vom Vortag vor der
klinischen Untersuchung verwendet. Da manchen Teilnehmern das Aktometer erst am
Untersuchungstag angelegt wurde, wurden fiir jene die Daten vom Tag nach der klinischen

Untersuchung ausgewertet (Abb. 1).
2.6. Statistische Analysen

Unsere Auswertungen beziehen sich auf den ersten Untersuchungsblock, also zum

Ausgangszeitpunkt (Abb.1).

Unterschiede in den soziodemografischen Daten zwischen der Gruppe der Depressiven im
Vergleich zu den nicht-depressiven Kontrollen wurden fiir unabhéngige Variablen wie Alter
und BMI mit dem t-Test bestimmt, Unterschiede in der BDI-II-Gesamtpunktzahl mittels
Mann-Whitney-U-Test berechnet, Geschlecht und Raucherstatus mittels ¥2-Test. Der
Lilliefors-Test fiir die GauB3sche Verteilung ergab eine nicht GauBsche Verteilung fiir alle
Zytokinkonzentrationen (alle p < 0.05). Da sowohl Korpergewicht als auch Rauchen Einfluss
auf das Zytokinsystem haben, nutzten wir Generalisierte Lineare Modelle (GLM), um
signifikante Unterschiede im mittleren BMI und die Verteilung von Rauchern in den
depressiven und nicht-depressiven Untersuchungsgruppen zu erfassen. Dabei galt das
Vorhandensein bzw. Nichtvorhandensein einer Depression als Haupteigenschaft der Gruppe

und als unabhingige Variable. BMI, Geschlecht und Rauchen waren Kovariaten, und jedes
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Zytokin wurde als abhédngige Variable untersucht. Fiir die Korrelationsanalysen der Zytokine
mit dem Alter, dem BMI wund den BDI-Il Punktzahlen wurden Spearmans
Rangkorrelationskoeffizienten berechnet. Fiir die Aktometeranalysen wurde fiir die
Schrittzahl ein Median-Split durchgefiihrt, fiir die Einschlafereignisse wihrend der
Wachheitsphase wurden die Teilnehmer je nach Vorliegen solcher Einschlafereignisse in zwei
Gruppen aufgeteilt. Die Gruppen wurden mithilfe des Mann-Whitney-U-Tests verglichen. Fiir

alle Analysen wurde das Signifikanzniveau fiir p < 0.05 angesetzt.

Unsere Arbeitshypothese war, dass wir die Konzentrationen der pro-inflammatorischen
Zytokine IL-2, IL-12, IL-13, GM-CSF, IFN-y und TNF-a bei den depressiven Probanden
erhoht finden. Weiterhin nahmen wir einen modulierenden Effekt von Adipositas und
verminderter korperlicher Aktivitit auf die Zytokinkonzentrationen an und haben diesen

gemessen.
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3. Ergebnisse

In Tabelle 4 sind die soziodemografischen Daten und die klinischen Basisvariablen der 64
Depressiven und der 206 nicht-depressiven Kontrollpersonen dargestellt. In der
Gesamtstudienpopulation (n = 270) waren die Serumkonzentrationen von IL-5, IL-12, IL-13,
GM-CSF, IFN-y und TNF-a bei den Depressiven im Vergleich zu den Nicht-Depressiven
erhoht. In der nicht-adiposen Gruppe (n = 125) waren die Serumkonzentrationen von IL-5,
IL-12, IL-13, GM-CSF, IFN-y und TNF-« signifikant bei den Depressiven im Vergleich zu
den nicht-depressiven Teilnehmern erhoht. Innerhalb der Gruppe der adipésen Probanden (n =
145) zeigten sich bei den Depressiven IL-5, IL-12 und IFN-y signifikant erhoht verglichen mit
den Nicht-Depressiven. Im Gegensatz dazu fanden sich keine signifikanten Unterschiede
zwischen depressiven und nicht-depressiven Probanden fiir IL-2, IL-4 und IL-10 in der
Gesamtpopulation, fiir IL-2, IL-4 und IL-10 innerhalb der nicht-adiposen Untergruppe und fiir
IL-2, IL-4, IL-10, IL-13, GM-CSF und TNF-a innerhalb der adipdsen Studiengruppe.

Tabelle 4: Soziodemografische Daten und klinische Basisvariablen.

2162 r6e:)s 1ve go:tzr(())él)en Statistische Tests/ Analysen
Alter [Jahre] 39.09 + 12.86 37.73 +12.97 n.s. t-test
Geschlecht (m/w) 32/32 75/131 n.s. y2-test
BMI [kg/m?] 29.81+9.53 36.08 + 11.95 p <0.001 t-test
Raucher (ja/nein) 22/42 45/161 p <0.05 y3-test
BDI-II-Score 26.86 + 11.80 8.14 + 8.17 p <0.0001 | Mann-Whitney-

U-Test

HAMD-17-Score 17.35+6.73 k.A.

Ergebnisse: Mittel + einfache Standardabweichung; Abkiirzungen im Abkiirzungsverzeichnis.

In der Gesamtgruppe lief} sich fiir den BMI eine schwache signifikante Korrelation mit IL-5
(rho = 0.172; p = 0.005), IL-10 (tho = 0.198, p = 0.001) und IL-13 (tho = 0.135, p = 0.026)
finden. Das Alter korrelierte schwach mit IL-4 (rho = 0.149, p = 0.014), IL-5 (tho = 0.151, p
= 0.013), IL-13 (tho = 0.131, p = 0.031), GM-CSF (rho = 0.138, p = 0.023), IFN-y (tho =
0.120, p = 0.049) und TNF-a (tho = 0.161, p = 0.008).

Bei den depressiven Probanden korrelierten die Zytokine nicht signifikant mit dem BDI-II-
oder dem HAMD-17-Score. Zytokinkonzentrationen unterschieden sich nicht signifikant bei
den Depressiven mit Hypersomnie (n = 20), Hyposomnie (n = 37) bzw. unverdndertem
Schlafverhalten (n = 7). Zytokinkonzentrationen unterschieden sich nicht in Abhingigkeit von
der Schlafdauer (< 6 Stunden, n = 77; > 6 Stunden, n = 68). Auch unterschieden sich die
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Zytokinkonzentrationen bei Depressiven nicht in Abhingigkeit von gesteigertem Appetit und
Gewichtszunahme (n = 14), Appetit- und Gewichtsverlust (n = 32) bzw. keine Veridnderungen
von Appetit und Gewicht (n = 18). Es wurden keine signifikanten Korrelationen von
Zytokinkonzentrationen mit Alter bei Erkrankungsbeginn, Krankheitsdauer in Jahren bzw.
Dauer der aktuellen Krankheitsepisode in Wochen gefunden. Zytokinkonzentrationen
unterschieden sich auch nicht signifikant zwischen Patienten mit einer ersten bzw.
rezidivierenden depressiven Episode, und unterschieden sich auch nicht zwischen ambulanten

und stationdren Patienten.

Im Vergleich der Zytokinkonzentrationen zwischen Probanden mit wenig Aktivitdt (n = 71;
< 8400 Schritte/Tag) und hoher Aktivitit (n = 74; > 8400 Schritte/Tag) zeigten sich
signifikante Erhohungen fiir IL-2, IL-4, IL-5, IFN-y und TNF-a bei Probanden mit wenig
korperlicher Aktivitdt, wohingegen IL-10 bei jenen mit viel korperlicher Aktivitéit erhoht war.
Probanden, die kurze Schlafphasen im Tagesverlauf aufwiesen (n = 50), zeigten signifikant
erhohte Konzentrationen von IL-4, GM-CSF und TNF-« verglichen mit Probanden ohne
Schlafereignisse im Tagesverlauf (n = 95). Teilt man die Probanden nach ihrem
Berufstitigkeitsstatus in Berufstitige (n = 181) und Nichtberufstitige (n = 83) ein, ergeben
sich signifikante Erhohungen fiir IL-5, IL-10, IL-12, IL-13 und TNF-a in der Gruppe der
Nichtberufstitigen.

Unsere Vergleichsuntersuchungen der Serumkonzentrationen von neun verschiedenen
Zytokinen bei 64 depressiven und 206 nicht-depressiven Probanden zeigten also signifikante
Verinderungen in den Konzentrationen verschiedener Zytokine in Abhéngigkeit von
Depressivitidt, Gewicht, korperlicher Aktivitdt, Schlafereignissen im Tagesverlauf und

Berufstitigkeit.
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4. Publikationen

4.1. Publikation 1: Cytokines as biomarkers in depressive disorder: Current standing and

prospects.
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Cytokines as biomarkers in depressive disorder: Current standing and
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Abstract

The frequently observed co-occurrence of depressive disorders and inflaimmatory diseases sugpests a close connection
between the nervous and the immune systems. Increased pro-inflammatory and type 1 cytokines, such as interlenkin (IL)-1,
tumour necrosis factor (TNF)-o and interferon (JFN)-y, appear to be an important link. Cytokines are synthesized by
immune cells in the blood and peripheral tissues and by glial cells in the central nervous system (CNS). Evidence supgests
that the blood-brain barrier (BBB) is permeable to cytokines and immune cells, and that afferent nerves, e.g. the vagus
nerve, mediate the communication between peripheral inflammatory processes and CINS. Cytokines such as IL-18, THNF-o
and IFN-y seem to contribute to the pathophysiclopy of depression by activating monocamine reuptake, stimulating the
hypothalamic-pituitary-adrenocortical (HPA) axis and decreasing production of serotonin due to increased activity of
indolamine-2,3-dioxygenase (IO, However, critical appraisal of these hypotheses is required, because cytokine elevation
is not specific to depression. Moreover, several effective antidepressants such as amitriptyline and mirtazapine have been
shown to increase cytokine production. When applying immunomodulatory therapies, these drups may increase the risk of
specific side effects such as infections or interact with antidepressant drups on important functions of the body such as the
coagulation system.

Iodiction times it has been observed that psychiatric and

Depressive disorders are common with 12-month
prevalence around 6%, and estimated life-time prev-
alence between 11 and 15% (Bromet et al., 2011).
During severe depressive episodes the risk of a sui-
cide attempt is around 15% and the prevalence of
suicidal ideation nearly 60% (Sokero et al., 2003).
This makes depression a serious health problem,
being both potentially Lfe-threatening to the
individuals concerned, and an economic burden
on them and on society (Pincus & Petor, 2001;
Himmerich & Wranik, 2012).

Though effective antidepressants have been avail-
able since the discovery of imipramine in 1956 by
Foland Kuhn (Kuhn, 1958; Steinberg & Himmerich,
2012), currently half of patients do not respond to
the first-prescribed antidepressant. That makes the
development of new effective agents with an innova-
tive mode of action essential. One approach could be
by modulating the immune system. Since ancient

somatic symptoms co-occur in some cases. At the
beginning of the 20th century the Austrian psychia-
trist Wagner-Jauregg successfully treated patients
with progressive paralysis with malaria vaccination.
He observed that psychotic and melancholic, ie.
depressive, patients who had an incidental fever dur-
ing an acute episode recovered or had less symptoms
(Himmerich et al.,, 2012). Putative mechanisms
remained unclear for a long time.

One candidate mechanism that has pained cre-
dence in recent wears is based on findings about
cytokines in depressive disorders. These findings can
not only help in the development of new drugs, but
also yield information about disease processes and
pathophysiological mechanisms. Cytokines might
be furure biomarkers for therapy response, disease
severity, risk of suicide, or even detect depressive
relapse before the first symptoms appear. Finally,
cytokines may lead us to a new classification of
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depressive disorders. For example, Rothermundt
et al. (2001) supgest differences in immune patterns
in melancholic and non-melancholic depression
based on changes in counts of immune cells and
cytokine levels,

This review examines the growing evidence for
close connections between cytokines and depressive
disorders. The cytokine hypothesis of depression and
the value of cytokines as potential biomarkers are
critically discussed, as are problems which may derive
from immunomodulatory therapies for the treatment
of depression.

Immune system and cytokines

The immune svstemn, divided into innate and adap-
tive immunity, consists of a complex interplay
between immune cells, tissue cells and transmitters.
Pro-inflammatory cytokines appear to be overactive
in depressive disorder (Dantzer, 2000; Miller &
Schwarg, 2007), presumably due to an imbalance of
T-helper cells type 1 (Th1) over T-helper cells type 2
(Th2} (Dantzer, 2009). Characteristic of Thl cell
responses are the pro-inflimmatory cytokines inter-
feron (IFN)-¥ and interleukin (IL)-2. Other pro-in-
flammatory cytokines such as IL-1 B, IL-6 and tumour
necrosis factor (TMNF)-00 are released mainly by
monocytes and macrophages. Cytokines bind to spe-
cific receptors on immune cells leading to further
release of both pro- and anti-inflammatory cytokines.
For example, IFN-y stimulates the Thl response and
suppresses release by Th2 of anti-inflammatory
cytokines such as IL-4 and IL-10. Other recently
discovered components of the immune systemn are
regulatory T lymphocytes (Tregs) and Thl7 cells.
Tregs suppress inflammatory and autoimmune
responses (Vignali et al., 2008). Th17 cells secrete
large amounts of IL-17, but also IL-6, TNF-¢t and
transforming growth factor (TGF)-P and play a role
in autoimmune disease by promoting inflammatory
processzes (Peck & Mallins, 2000).

Cytokines act at short distances. There are some
presumptive mechanisms as to how cytokines
produced by blood cells access the central nervous
gystem (CINS), where cytokines can also be produced
by microglial cells and astrocytes (Dantzer, 2000).
Direct crossing of cytokines into the CNS occurs in
the periventricular organs, where the blood-brain
barrier (BEB) iz physiologically absent. In other
areas cytokines migrate by means of paracellular and
transmembranous  diffusion or active transport
(Banks, 2001). When the BEB becomes leaky, e.g. in
inflammation or hypoxia, cytokines and immuns
cells can migrate into the brain. This results presum-
ably from the release of the growth factor hypoxia
inducible factor (HIF)-1 by astrocytes, which dis-
turbs the function of endothelial cells by activation
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of other enzymes (Argaw et al., 2012). This could
play a role in post-stroke depression, which is often
accompanied by hypoxia in the stroke-affected areas.
HIE-1 has also been shown to be elevated after
administration of electroconvulsive therapy (ECT)
but - in this specific case of ECT — with a presumed
protective effect because it activates EPO penes and
is correlated with the antidepressant effect of ECT
(Girgenti et al., 20007,

Motwithstanding the above findings, it is unclear
whether, and which, other second messenger sys-
temns and transporters may be involved. However,
transmission via afferent nerves is established, espe-
cially for the vagus nerve. Cytokine receptors, mainly
for IL-1p, are located in the peripheral nerve sheath.
This sipnal path seems to be important in the devel-
opment of sickness behaviour, as it has been shown
in experimental vagotomy in rodents that sickness
behaviour does not occur after intraperitoneal injec-
tion of lipopolysaccharides (LPS), despite normal
immune defence (Bluthe et al., 1994, 1906). In this
context, sickness behaviour is a syndrome featuring
fatigue, loss of appetite and drive, impaired concen-
tration and hyperalgesia, which occurs during infec-
tion. These symptoms are similar to those of a
depressive disorder. It is presumed that sickness
behaviour is trigpered by pro-inflammatory cytok-
ines, especially IL-1p (Dantzer, 2000).

Central effects of cytokines

Important for the pathophysiology of depression are
the effects of cytokines on the metabolism of the
monoamines dopamine, noradrenalin and sero-
tonin, thereby influencing brain metabolism in dif-
ferent ways (Berthold-Losleben & Himmerich,
2008; Capuron & Miller, 2011; Himmerich et al.,
2009). These include influencing the expression of
serotonin transporters (Ramamoorthy et al., 1965,
and stimulating enzymes, e.g. indolamine-2,3-diox-
yeenase (IDO) (Muller & Schwarz, 2007) and the
hypothalamic—pituitary—-adrenal (HPA) axis (Anto-
nioli et al., 2012). Cytokines can be neurotoxic, too,
and may lead to a loss of nerve cells. This hypoth-
esis 15 derived from various experiments and obser-
vations (Merrill, 1992) and may play a specific role
not only in depression. It is, for example, assumed
that narcoleptic patients lose orexin neurons due to
activation of the TNF-u system (Berthold-Losleben
& Himmerich, 2008; Himmerich & Sheldrick,
2010). In depressed patients a decline in density,
volume and functionality of the prefrontal and ante-
rior cingulate cortex, limbic system including hip-
pocampus and amygdala, and basal ganglia has
frequently been found (Fuchs & Fligpe, 2003)
which could be hypothesized to be a consequence of
abnormal cytokine signalling. Figure 1 summarizes
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Figure 1. The possible central role of cytokines in the pathophysiology and therspy of depression, according to the cytokine hypothesis of
depression. Pro-infammatory and type 1 cytokines such as interleukin (IL}-1, tumour necrosis factor {TWNF)-a and interferon (IFN)-y
may contribute to the pathophysiology of depression by activation of indolamine dioxygenase (D0, serotonin reuptake, and production
of hormones of the hypothalamic-pituitary-adrenocortical (HPA) axis. HPA axis hormenes, in turn, increase sctivity of myptophen
dinxygenase (TTMD). Activated IDMD and T deplete tryptophan by metabolizing it to kynurenine. Therefore, tryptophan is no more
available for serotonin synthesis by tryprophan hydroeylase (TPH). Antidepressants and cytokine blockers may attenuate cytokine signalling

leading to antidepressant action.

the most relevant findings as to how cytokines seem
involved in the pathophysiology of depression.

IL-1f and TNF-a can cause an up-regulation of
serotonin reuptake transporters by increased gene
expression (Malynn et al, 2013; Ramamoorthy
et al., 1995). IL-1f and IFN-y stimulate IDQ, an
enzyme that metabolizes tryptophan to kynurenine.
As tryptophan is also a precursor molecule for sero-
tonin and melatonin, IDO stimulation causes
reduced synthesis of these transmitters and increased
synthesis of the potent neurotoxic metabolites
kynurenine and quinolinic acid (Miller & Schwarz,
2007).

Tryptophan-2,3-dioxygenase (TDO), the hepatic
isp-enzyme of IDO, which metabolizes a large per-
centage of tryptophan, can be stimulated by gluco-
corticoids. Elevated levels of glucocorticoids are
found in patients with acute and chronic stress (for
references see Antonioli et al., 2012). Increased
activity of the HPA axis is cited as a tripger of
depression. The cytokines IL-1f, I -6 and TNF-
also stimulate the HPA axis (Besedovsky et al.,
19491). In particular, acute stress increases HPA axis
activity. Chronic stress causes constantly elevated
sympathetic tone, i.e. constant vagal tone. This was
simulated experimentally by electrical vagus simu-
lation which induced cerebral IL-1f production
(Dantzer, 2000). Moreover, intravenously or cen-
trally injected IL-1f leads to increased CRH secre-
tion and hence increased HPA axis activity
(Besedovsky et al., 1991; Ericsson et al., 1994).
Hence, the level of stress in the body is prone to a
vicious circle. In a rodent study the antidepressant
effects of fluoxetine and a corticotrophin releasing
factor-1 antagonist were compared in a chronic
stress model and provided the same relief (Surget
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et al., 2009). Interestingly, Bano et al. found that
antidepressants moclobemide, tianeptine, sertra-
line, citalopram, fluoxetine and the herb St. John's
wort mnhibit TDMO in a rodent model {Bane et al.,
1998, 2010). Thus in summary, cytokines stimulate
the production of HPA axis hormones which in turn
stimulate TDO which leads to depletion of trypto-
phan, a precurser of serotonin.

IDO and its iso-enzyme T can be stimulated
by prolactin and glucocorticoids (Kawaguchi et al.,
2008), as well as by cytokines. The increased release
of prolactin post-partum may therefore increase
susceptibility to depression. Dopamine, prolactin
inhibitory factor (PIF) in the hypothalamus, may
be reduced, leading to elevation of prolactin and
therefore indirectly to hyperactivity of TDO. This
could explain the common co-occurrence of depres-
sion in approximately 30% of patients with Parkin-
son'’s disease (Slaughter et al., 2001). The dopamine
agonist bromocriptine improved depression in
patients with hyperprolactinaemia (Mattox et al.,
1986; Waehrens & Gerlach, 1981).

In summary, pro-inflammatory cytokines such as
TINF-0. and IL-1f appear to be implicated in the
pathophysiology of depression. Postulated mecha-
nisms include activation of monoamine reuptake,
and stimulation of ID0, TDO and production of
HPFA axis hormones (see Figpure 1).

Immunelogical findings in patients with
depressive disorder

A number of studiez have focused on the relation-
ship between cytokines and depressive disorder. Of
the studies in humans, most have investigated
cyvtokine concentrations in peripheral blood, some



in cerebrospinal fluid (CSF) (Martinez et al., 2012)
and only a few examined post-mortem brain tissus
Pandey et al., 2011; Tonelli et al., 2008). The find-
ings in summary are that concentrations of pro-
inflammatory cyvtokines were mainly elevated,
whereas anti-inflammatory cytokines were decreased
or normal. Further, cytokine levels changed during
therapy and were correlated with mood improve-
ment, differences were found between suicidal
and non-suicidal patients, and between patients
with first episode and recurrent episodes. Table 1
provides an overview of the arpuments for a rela-
tionship between symptoms, molecular patho-
physiological mechanisms, and therapy of depression
on the one hand, and pro-inflammatory and tyvpe 1
cytokines on the other. This table may serve as an
orientation aid while reading the following sections
in which we review the relevant findings in datail.
The pro-inflammatory cytokines IL-6 (Su et al.,
2009; Eller et al., 2000}, IL-1f (Maes et al., 1995;
Thomas et al.,, 2005) and TWF-o (Berthold-
Losleben & Himmerich, 2008; Penninx et al., 2003)
were found to be increased in the blood of depressed
patients. In a study by Himmerich et al. with 62
acutely depressed mmpatients and 568 controls,
acutely depressed patients showed sipnificantly
higher plasma levels of TNF-o and its soluble

Table 1. Ewvidence for a melstionship between symproms,
pathophysiclogical mechanisms, and therapy of depression, and
pro-inflammatory and type | cytokines.

gpopbosis of neurons
decreasing TMF-o levels

Elevated pro-inflammatory cytokine s blood
levels of depressed patients in: « stimulated blood
# cerebrospinal fluid
# post-mortem brain
tissue
Associstion with depressive # social withdrawal
symptoms (g.g. [L-10 associated snicidality
with): » reduced appetite
# copnitive deficits
& sleepiness
Molecular changes (for details see  » 1D and TIH
Figure 1) caused by [L-1, TNF& « serotonin reuptske
and [FH-y: activation of: » HPA hormones
a
a

Associstion with treatment

Tesponse; associated with good
antidepressant response
# high [L-6 levels
associated with poor
TESPOTISE
Antidepressants reduce = IL-183
production of:  IFM-y
Antidepressant effects of % ptamercept
immunomodulators: » acerylsalicylic acid
# celecoxib

IOy, indolamine-2,3-dicegygenase; T, typtophan-2,3-
dicxypenase; HFA, hypothalamic-pituitary-adrenocortical axis.
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receptors sINF-RE ph5 and sTWF-R p75
(Himmerich et al., 2008). After experimental stim-
ulation of lymphocytes in blood from depressed
individuals, these cytokines were excessively
released (Heiser et al., 2008; Kim et al., 2007).
Also, the characteristic Thl cytokine IL-2 and its
soluble receptor sIL-2R have been found to be
elevated in depressed individuals (Eller et al.,
20007,

Examinations of suicide wicims' brain tissus
showed increased concentrations of IL-1f, IL-6 and
TNF-¢. (Pandey et al.,, 2011), elevated IL-4 for
women and elevated IL-13 in men respectively
(Tonelli et al., 2008).

Though some investigations in the C8F of
depressed patients did not find altered cytokine
concentrations (Carpenter et al., 2004), a number
found elevated levels of IL-6 (Lindqwvist et al., 2009,
Pilhagen et al.,, 2010; Sasavama et al., 2013).
Lindgvist et al., investigating the CSF of suicide
attempters with depression also found elevated
TWF-tt levels and showed that CSF and plasma
cytokine levels were not associated (Lindgwvist
et al.,, 2000). Some studies examined CSF for
other substances such as oxytocin (Jokinen et al.,
2012), kynurenine and its metabolites (Lindgwvist
et al, 2011), or chemokines (Janelidze et al.,
2012). It is noted that plasma and CSF cytokine
concentrations seem independent of each other,
probably explained by a highly impermeable blood—
cerebrospinal fluid barrier.

Association of cytokines with depressive disorder
and its course

The possibility of using measures of cytokines as
biomarkers of depression, predictive indicators of the
course of illness, or predictors of response to therapy
i5 a little studied area, but potentally important
based on recent data and studies so far. There are
several indications that the activity of different cytok-
ines changes with the stage of depressive episodes,
and may correlate with the severity of symptoms.
Studies of sIL-2R showed a distinct decrease in con-
Centration in patients with major depressive disorder
(MDD) with remitting syvmptoms, whereas concen-
tration of both sIL.-2R and TNF-o were increased in
recurrent episodes (Eller et al., 2009). In further
clinical studies investigating cytokines as biomarkers
of depression, decreasing THF-0t during treatment
was associgted with treatment response (Languillon
et al., 2000), whereas elevation of IL-6 was associ-
ated with poor response {Maes et al., 1997). There-
fore, future antidepressant trials may benefit from
assessing whether the course of depressive disorder
is associated with chanpes in inflammatory cytokines
(Lotrich, 2012).
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Cytokines could also assist in detecting depression
a5 a co-morbid condition. Owernight IL-6 is signifi-
cantly elevated in post-traumatic stress disorder
(PTSD) patients with MDD, and accompanied by a
lower sensitvity to hydrocortisone (Gill et al., 20103.
The normal physiclogical decrease of IL-6 at might
appeared reduced in patients with depression or high
acute stress but no PTSD diagnosis (Rief et al.,
20107, IL-18 measured on day 7 poststroke can
point to development of post-stroke depression (Yang
et al,, 20100,

Many diseases, especially chronic ones, are accom-
panied at some time by depression. Below, we discuss
the examples of multiple sclerosis (MS) and depres-
sion. If certain cytokines mark a high risk of incipient
depressive relapse, this may be preventable with anti-
depressant co-medication.

Cyrokines are associated oith depressive symploms

Several studies have shown an association of
specific depressive symptoms including suicidal
ideation and acts. For example, a positive correla-
tion between sIL-2R plasma concentration and
decreased activity and agitation has been reported.
And TNF-o has been shown to be correlated with
suicidality and decreased activity (Eller et al.,
2009). Increased IL-1P iz associated with social
withdrawal and reduced appetite. High IL-1f-
concentration is associated with increased suicidal-
ity and correlates with the severity of depression,
copnitive deficits and microgliosis (Dantzer, 2009;
Thomas et al., 200%). Erhardt et al. (2013) found
that elevated quinolinic acid, but not kynurenic
acid, concentrations in CSF are associated with
suicidality, indicating that enzymes other than
IDO are also disturbed. Immunological markers
may also have the potential to distinguish subtypes
of depression. Elevated cell counts of leukocytes,
lymphocytes and nature killer (NE) cells were
found in non-melancholic patients, and altered
cvtokine concentrations in melancholic patients
{Rothermundt et al., 2001).

Cytokines correlate aith therapy response

Cytokines may also have an effect on the pharma-
cokinetics of antidepressants. It is therefore not sur-
prising that they are relevant in treatment resistance.
For example, a correlation has been reported
between a specific IL-1 polymorphism and treat-
ment resistant depression (Baune et al., 2010). Also
high IL-6 and TNF-0t levels are associated with a
degree of treatment resistance towards SSRI and
SNEI (Yoshimura et al., 2009), and sIL-2R changes
in different ways in responders and non-responders
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(Eller et al., 2008). The expression of serotonin
receptors on lymphocytes might assist in predicting
response rates to antidepressants (Rivera-Baltanas
et al., 2012).

Prvcho-impnanological effects of antidepressant
therapies

Besides the effect of antidepressants on repulation of
neurotransmitters  (Schildkraut, 1965), there is
increasing evidence that they also act on depression
via their immunosuppressive and anti-inflammatory
effects. In this line, Himmerich et al. have proposed
that antidepressant treatment reduces pro-inflamma-
tory cytokine production due to the up-repuladon of
Tregs dunng antidepressant treatment (Himmerich
et al, 2010a). In this study, up-regulaton of
Tregs and accompanying down-regulation of IL-1f
plasma levels were associated with psychopatholo-
pical improvement in depressed patients. Further,
it was demonstrated i o that tricyclic antidepres-
sants in particular reduce producton of cytokines
such as IFN-y (Himmerich et al., 2010b).

A biological but non-pharmacological antidepres-
sant therapy option is ECT. The exact antidepres-
sant mechanism is as yet uncertain. A brief period
of cerebral hypoxia occurs during the convulsion,
which leads to increased release of brain-derived
neurotrophic factor (BDINF). ECT may also have a
maodulating influence on the HPA axis and cytokine
liberation (Belanoff et al., 2002; Fluitman et al.,
2011). These findings are preliminary. As men-
tioned earlier, HIF-1 has been shown to be elevated
after administration of ECT but with a presumed
positive effect (Girgend et al., 2009}, although it
disturbs the function of the BBB which allows
pro-inflammatory cytokines to enter the brain
(Argaw et al., 2012).

There are also observations regarding the influ-
ence of sleep deprivation on the immune system,
with differing effects reported for total and partial
sleep deprivation (Domingues et al., 2010; Vgont-
zas et al., 2004). Though sleep deprivation leads to
an acute increase of pro-inflammatory cytokines, it
is associated with an acute antidepressant effect.
This finding is seemingly at odds with the hypoth-
esis of pro-inflammatory cytokine-derived depres-
sion. Chronic lack of sleep, as occurs in shift
workers, is associated with increased production of
pro-inflammatory cytokines (FKhosro et al., 2011},
but by contrast promotes depression (MNakata et al.,
2004). With respect to sleep—wake regulation it is
worth mentioning that tiredness is a depressive
symptom which has repeatedly been associated
with increased production of pro-inflammatory
cytokines (Weschenfelder et al., 2012).

RIGHTSB LINK{(



The example of the co-occurrence of multiple
sclerosis and depression

The co-morbidity of depression and multple sclero-
sis (MS) 15 a well-studied example of the co-
ocourrence  of mneuroinflammatory  dizeases and
depressive symptomatology. Moreover, increasing
evidence indicates that a close connection between the
diseases exists, with respect to symptoms (Schumann
et al., 2012). Recent studies sugpest depression is an
intrinsic manifestation of M5, not merely a common
co-morbidity in chronic inflammatory diseases (da
Silva et al., 2011). The pathogenesis of depression in
MS seemns complex and is not yet completely under-
stood. It still remains unclear to what extent affective
disorders are psychological reactions to MS-related
impairments and disability (McIvor et al, 1084;
Surridge, 1969), or are directly caused by brain
abnormalities (Foley et al., 1992; Joffe et al., 1987),
such as brain atrophy and lesion load as neuroinflam-
matory indicators, Owverall, it can be surmised that a
multifactorial process leads to the development of
moad disorders in MS patients. Contributing factors
include over-activation of the HPA axis, the neuroin-
flammatory disease process, subsequent brain degen-
eration particularly in brain areas responsible for
affective regulation, loss of copnitive resources lead-
ing to reduced capacity to cope with stressful Life
events or with the disease itself, genetic susceptibility,
and immune-modulating drugs used in treatment
(Schumann et al., 2012).

Cognitive impairments, such as attention deficits,
lack of concentration, and increased anxiety, occur
in up to 70% of all patients with MS (Chiaravalloti
& Deluca, 2008). This leads to a vicious circle where
because of copnitive deficits, the elaboration and
realization of psychotherapeutic coping srategies is
impaired. In conclusion, it is desirable to obtain a
better understanding of the astiology of affective dis-
orders in M5, including better knowledge of the
involvement of the immune system, in order to
expand feasible targets for treatment. An important
component of the current concept of pathopenesis of
MS is the TH17 immune system (Tzartos et al.,
2008), which is notably implicated in autoimmune
diseases. Its main cytokine, I1-17, can stimulate a
Thl response and produce a pro-inflammatory
milien in the brain. The influence of the immune
system on the evolution of depressive symptoms n
MS patients is of particular importance, since the
present neuromedical treatments for MS emphasize
agents that are immunclogically active (Goldman
Consensus Group, 2005). Hence, immunomodula-
tory drugs potentally could ameliorate, but also may
exacerbate or even evoke depressive symptoms. This
is further emphasized by a morphological overlap
between neurcinflammatory brain lesions and brain
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regions associated with affective symptoms, shown
by magnetic resonance imaging (MRI} (Lichtblau
et al., 2012; Schumann et al., 2012).

Surprisingly, depression among MS patients still
receives limited attention in the diagnostic work-up
and in the treatments utilized in clinical practice.
Mohr et al. have reported that among MS patients
with major depressive disorder, up to 65.6% received
no antidepressant medication at all (Mohr et al,,
2006). This is of considerable concern given that the
Iifetime prevalence of a depressive episode iIn MS
patients is as high as 50% (Feinstein, 2004). Antide-
pressants have been proven supenor to placebo for
treatment of depression in adults with neurological
disorders such as MS (Price et al., 2011). It remains
debatable whether the approach to treatment of
depression required in MS differs from the general
population. According to the Goldman Consensus
Group (2003), treatment plans for depression among
MS patients should be individualized, using psycho-
therapeutic, psychopharmacological, or, most com-
monly, integrated approaches. Several studies in MS
patients found positive treatment responses to depres-
sion, for various groups of antidepressants. In this
context, desipramine, a icyclic antidepressant agent
(Koch et al, 2011), and the selective serotonin
reuptake inhibitors (SSRI) paroxetine (Koch et al.,
2011}, sertraline (Scott et al., 1993) and fluvoxamine
(Benedetti et al., 2004}, were all shown to improve
depressive symptoms with reasonable tolerability.

Up-regulation of Treg cells might be considered
beneficial in treating MS per se, with additional ben-
efit in countering mood dysregulation (Schumann
et al., 2012), since a lack or defect of Treg cells has
been shown in various autoimmune diseases (Loser
& Beissert, 2007). The use of tricyclic antidepres-
sants has been recommended in depressed patients
with concurrent inflammatory diseazes such as MS,
since tricyclic antidepressants also have anti-inflam-
matory propertes (Himmerich et al,, 2010a). Con-
versely, drugs used to treat MS can also have an
effect on co-morbid depression. Glatiramer acetate,
which is used in the treatment of relapsing-remitting
MS, may exert antidepressant effects by increasing
BDNF, stimulating neurogenesis, or through its anti-
inflammatory effects (Tsai, 2007). On the other
hand, following the introduction of f-interferon in
the treatment of MS, it was reported that the drug
may trigger or even induce mood disturbances
(Feinstein, 2000). Subsequently it was noted that
the major risk factor for developing a manifest
depressive episode on interferon treatment 1s a his-
tory of depression prior to the administration of the
drug (Feinstein et al., 2002). Finally, exopenous cor-
ticosteroids, which are frequently used in the treat-
ment of MS relapses, are assoclated with the
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occurrence of depressive symptoms (Patten et al.,
1095), Interestingly, some supplementary reports
provide evidence that antidepressant treatrent could
also be beneficial for the course of MS. For the S5RI
fluoxetine, a neuroprotective effect has been shown
(Mostert et al., 2008; Syens et al.,, 2008). Escitalo-
pram may be an option for the prevention of
stress-related relapses in women with MS (Mitsonis
et al.,, 20100. Similarly, in mice with experimental
autoimmune encephalomyeliis (EAE), 2 mouse
model of MS, functional outcomes or clinical symp-
toms were improved by the SSRI sertraline (Taler
et al., 2011), the monoamine oxidase inhibitor
phenelznine (Musgrave et al., 2011), and venlafaxine,
a selective serotonin/norepinephrine reuptake inhib-
itor (SNRI) (Vollmar et al., 2000).

Looking beyond medication, it has been affirmed
that psychotherapeutic teatment of depression in
MS is effective and often involves a review of coping
strategies (Goldman Consensus Group, 2005; Mohr
et al., 2001, 2003).

Implementation in antidepressant therapy

Immunological indices associated with depression or
antidepressant therapies could themselves be candi-
date therapeutic drug targets and could inform deci-
sion-making and monitoring of therapy response in
alporithms for individualized antidepressant therapy.

Studies of augmentation of antidepressants with
anti-inflammatory drugs have vielded noteworthy
results. The combination of fluoxetine and the
cyclooxygenase-2 {COX-2) inhibitor celecoxib led to
sipnificantly greater improvement on the Hamilton
Depression Scale than monotherapy with fluoxetine
(Akhondzadeh et al., 2009). Celecoxib as an add-on
with sertraline also decreased IL-6 concentratons
(Abbasi et al., 2012). Celecoxib was also shown to
be an effective add-on in antidepressant therapy with
reboxetine (Miller et al., 2006). The addition of ace-
tylsalicylic acid (ASA) in SSEI non-responders led
to an accelerated treatment response (Mendlewicz
et al., 2006).

Coxibs modify prostaglandin levels by inhibiting
the activity of cyclooxygenase impacting on type 1
and type 2 immune reactions. The direct blockade of
gpecific prostaglandin receptors might be an alterna-
tive to coxibs. EF1, a subtype of the prostaglandin
E2 (PGE2) receptor, 1s involved in the actvation of
microglia and affects secretion of TF-ot and IL-6.
EP! inhibitors act selectively and could hence be a
better-tolerated alternative to traditional COX inhib-
itors (Li et al., 2012). In contrast, a reduced therapy
response was observed for the combination of
the SSRI citalopram and non-steroidal anti-
inflammatory drugs (NSAID) in a rodent study,
and in a very large climical population (Sequenced
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Treatmnent Alternatives to Relieve Depression -
STAR*D) (Warner-Schmidt et al., 2011).

Receptors for the cytokine erythropoietin (EPO)
are not only found in bone marrow but also in neu-
rons of the CNS, with highest concentrations in the
choroid plexus and corpus striatum (Girgenti et al.,
2000, The intake of EPO had antidepressant effects
in the forced swim test (FST) in rats, potentially
mediated by an increased expression of BDNE.

Continuous  blockade of IDO by 1-methyl-L-
tryptophase (1-MT) reduced depressive behaviour
and reduced weight loss in mice. In addition, the
antibacterial response, simulated i witro by LPS
administration, which 15 suppressed in chronic stress,
normalized and the IL-10 concentration increased.
Mice exposed to prolonged stressful conditons that
recetved 1-MT, however, showed increased levels of
kynurenine (Kiank et al., 2010).

Patients with psoriasis treated with the TNF-x
antagonist etanercept show a 50% reduction of
symptom scores in the Hamilton Depression Scale
and Beck Depression inventory within 12 weeks of
treatment {ITyring et al.,, 2006). Intriguingly, this
improvemnent was found to be independent of changes
in symptoms of psoriasis. Medications to treat the
primary disorder appear to improve depressive symp-
toms by antagonizing cytokine effects. However, the
key question is whether individuals without infec-
tious or immunological disease would also benefit
from cytokine antagomsm. Investigating this, Krigel
et al. tested the possible antidepressant-like effect of
etanercept in an animal model of chronic mild stress
using male Wistar rats. Treatment with etanercept
significantly reduced the depression-like effects of
chronic stress, manifested by reduced immobile time
in the forced swim test (FST) and intensified climb-
ing behaviour, both similar to the antidepressant-like
effect of imipramine (Frigel et al., 2013).

Discussion

Despite areas of inconsistency, the literature sum-
marized above sugpests a strong link between pro-
inflammatory cytokines and depressive disorder.
Therefore, cytokines may play a future role as anti-
depressant drug tarpets or as surrogate markers of
antidepressant therapy. However, the issue is very
complex. In addition to classical pro-inflammatory
cytokines such as IL-18, IL-6 and TNF-o, more
recently dizcoversd cytokines such as IL-12 may
dlzo have the potential to be used in antidepressant
therapy (Chang & Radbruch, 2007). Although a
range of clinical observadons and clinical and
pre-clinical studies suggest reciprocal connections
between psychiatric disease and the immune system,
many questions remain, such as exact mechanisms
and whether there are factors which differ between



tvpes of depressive disorder. It is unclear whether the
same immunological mechanisms cause affective
symptoms in a setting of inflammatory brain disease
such as MS, as cause affective symptoms m a depres-
sive episode in the absence of inflammatory disease.

Individualized therapy may be possible in the
future. Currently there are no evidence-based clini-
cal cut-offs for cytokine concentrations and they can-
not be used to diagnose depression. A thorough
psychiatric caze history and mental state is essential.
Serial measures of cytokine concentrations could be
mndices for disease progress and therapy response.
However, cytokine concentrations also fluctuate with
a variety of other factors such as infection, changes
in body weight, and pregnancy, rendering interpreta-
tion difficult. Extensive research would be required
to validate these potential uses.

The immune systern is complex and necessary for
defence against life-endangering germs and regula-
tion of the haematopoietic and other important body
systems. Hence, one should be cautious using immu-
nomaodulatory antidepressant therapies, because side
effects might lead to negative risk—benefit. Examples
are increased bleeding risk on higher doses of
NSAIDs (Halperin & Reber, 2007; van Haelst et al.,
20100, greater risk for infections under immune sup-
pressive therapy (DM Costanzo et al., 2013; Ljung
et al., 2012; Toh et al.,, 2012) or not vet foreseeable
long-term effects.

The desiderata for a biomarker are primarily high
specificity and sensitivity, along with minimal inva-
sivity, and cheap and routine laboratory techniques.
So far, these standards are not met with regard to
cytokines. For example, one important differential
diagnosis is depression in bipolar disorder. But also
in patients with bipolar disorder, cytokines show
high concentrations of IL-2, sIL-6R, and INE-7; and
differences during illness phases were found for
TNF-tt,sTHF-E p55, the soluble IL receptor sIL-2R,
IL-6, and the IL-1 receptor antagonist IL-1-RA
{(Modabbernia et al., 2013). Therefore, cytokine ele-
vations are not suitable as biomarkers for the dif
ferentiation between unipolar or bipolar depression.
We have noted that cytokines play a significant role in
several bodily, including neurclogical, diseazes such as
MS. In such cases their applicability to the diagnosis
of co-ocourning depression s questionable,

Although antidepressants have been shown to
decrease cytokine production i witro (e.p. Himmerich
et al., 2010h), some antidepressants and above all
those which lead to weight pain, e. g. amitriptyline
and mirtazapine, clearly activate the TNF-t system
m vivo (Hinze-Selch et al., 2000; Kraus et al., 2002).
This activation results in increased plasma levels of
TNF-ti, sTNF-R p55 and sTNE-R p75. Addition-
ally, lithium has been reported to increase the plasma
levels of TNF-o, sTNE-R p55 and sTHE-E p75
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(Himmerich et al, 2003). These findings argue
against the cytokine hypothesis of depression, because
amitriptyline is a very effective antidepressant drug
(Leucht et al., 2012), mirtazapine has several advan-
tages over other antidepressants with regard to treat-
ment response (Watanabe et al., 2011) and lithinm is
used a5 augmentaton strategy in difficult-to-treat
depression (Bauer et al., 2010}, Thus three important
drugs in antidepressant therapy have all been shown
to increase TNF- plasma levels. Their action on the
THWF-0 system in the brain may be different, but in
our view the increase in TNF-t levels in the plasma
during effective antidepressant therapies is a major
drgument against pro-inflammatory cytokines as bio-
markers of depression and its therapy. However, the
reported changes in the TNF- system associated with
these drugs point to their immunological properties.
These mmune changes may be relevant to therapy
with these substances, but we are unable to interpret
these findings as yet. We have to take into account that
THWF- is able to induce converse effects, depending
on the second messenger system that conveys its signal
within the cell. For example, the induction of caspases
by TINE-it leads to apoptosis, whereas the activation of
nuclear factor KB (NF«B) leads to cell growth, praolif-
eration and differentiation (Himmerich et al., 2000).

Due to these and other gaps of knowledge, we
cannot predict at this stage whether cytokines will be
a potential biomarker of depression in the future.
However, as depression is a complex disorder, cytok-
ines may be useful as biomarkers in combimation
with other factors contributing to its pathophysiology
such as susceptibility genes, structural brain abnor-
malities and stress hormones.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

RH-ICJ_EMMJ'-' In major depressive disorder, changes in cytokine levels have been reported to play a role in patho-
Fﬂﬁ-‘!\‘*‘f 2 December 2013 genesis. Therefore, we sought to imestigate a broad range of cytokines in depression. We compared
;f“:‘:g‘“;u’:fm foarm serum levels of interleukin {[L)-2, IL-4, [L-5, L-10, L-12, I-13. granulocyte macophage colomy-

simulating factor {GM-CSF), interferon (INF-y) and tumor necosis factor [THF}-z in 64 subjects with
current depression and 206 non-depressed subjects
Depressed patients had higher levels of [L-2, [L-5, [[-12, IL-13, GM-(SF, INFy and TMF-2, compared to

Aecepred 25 April 2014

mﬁs non-depressed subjects Splitting groups into non-obese (BMI < 30} and obese (BMI > 30) the non-

Il amma tion obese depressed patients (n = 40} showed elevated [1-5, L-12, IL-13, GM-CSE, INF-y and THF-z levels

Major depressive disorder compared to non-cbese and non-depressed subjects {n = 5). The cbese and depressed patients (n = 24)

Oibes ity showed elevated lewels of IL-5, [L-12 and INF~y compared to obese but not depressed subjects {n = 121).
Lewels of several cytokines were found to be assodated with physical activity, employment status and
presence of daily naps.

The results support over-expression of pro-inflammatory cyto kines in depression and extend the range
of cytokines potentally associated with depression to include GMHCSF, IL-5 and [L-13. Changes in these
ytokines may contribute to co-morbidity between depression and allergic and asthmatic diseases. The
results also sugpest inflammatory processes associated with obesity, and support an interaction betwem
oytokine serum ooncentratons and behavioral aspects of both chesity and depression.

i 2014 Elsevier Ltd. All rights reserved.
L Introduction episodes, and associations between cytokine levels, depressive

In recent years, growing evidence supports the view that the
immune system is implicated in the pathogenesis of depressive
disorders, in both development and perpetuation of illness. Eleva-
tions of the pro-inflammatory cytokines interleakin (IL)-1,[L-2, IL-6
and tumor necrosis factor-z (TNF-1) have been reported in
depressive disorders, with differences in levels between suicidal
and non-suicidal presentations, and between first and recurrent
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symptoms and therapeutic response (for am overview see Lichtblau
et al., 2013). The findings in depression have led to the ‘cytokine
hypothesis of depression' in which raised secretion of pro-
inflammatory cytokines is held to increase the risk of developing
depression (Maes et al, 2009).

Several reported molecular mechanisms may contribute to
cytokine involvement in the pathogenesis of depression Firsthy,
cytokines stimulate the actvity of indolamine-2 3-dioxygenase
(IDO), an enzyme metabolizing trypophan to kynurenine Tryp-
tophan is a precursor molecule for serotonin and melatonin Hence
IDO stimulation may cause reduced synthesic of these transmitters
and increased synthesis of the potent meurctoxic metabolites
kynurenine and quinolinic acid (Maller and Schwarz, 2007)
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Secondly, cytokines trigger up-regulation of serotonin reuptake
transporters by increasing gene expression, potentially leading to
more rapid reuptake of serotonin from the synaptic cleft (Malynn
etal, 2013; Zhu et al, 2006} Thirdly, cytokines may contribute to
dysregulation of the hypothalamo-pimitary-adrenocortical (HPA)
axis in depression (Holsboer, 2000; Swaab et al., 2005) by a state-
dependent effet on the secretion of adremocorticotropic hor-
mone (ACTH) and cortisol (Himmerich et al, 2006; Besedovsky
et al, 1991; Ericsson et al, 1994}

Reports of elevated cytokines in depression have been repli-
cated for [L-2, interferon-y ([NF-v) and TNF-2 Other cytokines, for
which research in depression has been less conclusive o date,
include 1L-5, [L-13 and granulocyte macrop hage colony-stimulating
factor {GM-CSF). IL-5 issecreted by macrophages and Type 2 helper
T cells (Th2) and is involved in the activation of eosinophil gran-
ulocytes, IL-5 was associated with the likelihood of scoring for
depressive symptoms in a community-based sample (Elomaa et al.,
2012)whereas serum levels in adepressed group were not elevated
(Simon et al, 2008). Levels of [L-13, a cytokine with both pro- and
anti-inflammatory  properties and closely linked to IL-4, were
variously elevated (Herndndez et al, 2008) or unaltered in
depression (Hallberg et al, 2010; Simon et al, 2008). In the sole
study investigating levels of GM-CSF, a stimulating factor for the
differentiation of stem cells into granulocytes or monocytes, ele-
vations were found in depressed subjects (Simon et al, 2008).

Besides the classification of cytokines into pro- and anti-
inflammatory cytokines, these immunological signaling molecules
can also be ascribed to Thl or Th2 cells. Thi cells produce, for
example, M-y and [L-2, which elicit macrophage activation and
delayed-type hypersensitivity (OTH) reactions, whereas Th2 cells
secrete [L-4, [L-5, [L-6, IL-10, and IL-13, which act as growth and
differentiation factors for B cells, easinophils, and mast cells, aswell
as inhibiting several macrophage functions (D'Elicsa and Del
Pretea, 1958)

By determining serum levels of the cytokines IL-2, [L-4, [L-5, [L-
10,1L-12, [L-13, GM-CSE INF-y and TNF-4 in depressed compared to
non-depressed subjects, we aimed to investigate a broad range of
cytokines derived from several immune cell lines (Thi, Th2, mac-
rophages, granulocytes) with anti- and pro-inflammatory proper-
ties, and including cytokines little investizated to date in depressive
disorders We hypothesized levels of the pro-inflammatory cyto-
kines [[-2, [L-12, [L-13, GM-CSF, INF-y and TNF-z to be elevated in
depressed cmpared to non-depressed subjects. We further
assessed the moderating effect of obesity on oytokine levels in
these two.

2. Methods
2.1. Farticipants

The 270 participants comprised: 33 non-obese depressed and 4
obese-depressed patients from the Department of Psychiatry and
Psychotherapy, University Hospital Leipzig: 125 obese non-
depressed and 20 obese depressed patients from the outpatient
clinic of the Integrated Research and Treatment Cemter for
Adiposity Diseases Leipzig (IFB): and 83 community volunteers
recruited via announce ments {intranet, internet, local newspapers),
comprising 81 non-obese non-depressed, and 7 non-obese
depressed, the latter detected on clinical evaluation for the study.
Thus in the pooled sample, on the primary variable of mood there
were 64 depressed and 206 non-depressed participants, of whom
24 and 125 respectively were obese. Evaluation of inclusion and
exclusion criteria was performed in two stages. First, potential
subjects were contacted via phone and asked to participate in
telephone  screening  comprising  socio-demographic  data,

screening for somatic disorders and a checklist of the Structured
Clinical Interview for DSM-IV (SCID-I) (Witchen et al, 1997)
Eligible community subjects as well as the patients treated at the
clinics were then invited o the study center, where exclusion
criteria were assessed in more detail In cases of positive SCID-
screening or known diagnosis of depression, the SCID-1 was per-
formed. Further, assessments for current and past history of phys-
ical and mental health problems, and laboratory investigations for
current inflammation, were performed Exclusion criteria were
other DSM-IV Axis 1 disorders, use of illegal drugs, alcohol abuse
within the past 6 months, a history of head injury with loss of
consciousness exceeding 1 h, acute or chrenic infection, and majoe
somatic disorders. Patients with diagnosed sleep apnea or obesity
hypoventilation syndrome were also excluded. A Hamilton
Depression Rating Scale (HAMD-17; Hamilton, 1960) was per-
formed in depressed participants and a Beck Depression [nventory
(BDI-I; Beck et al, 1996) was obtained in all participants. Changes
in weight and appetite as well as sleep changes were recorded
based on self-rated BDI-I item scores Patients were free of any
psychoactive medication for at least 7 days prior to the examina-
tion. Allocation to obese and non-obese groups was by BMI (obese
EMI = 30, non-obese BM < 30; in accordance with ICD-10 criteria
(WHO, 2008)). All participants were aged 18-70 years. Written
informed consent was obtained from all participants, the study was
approved by Leipzig University Ethics Committee (#015-10-
18012009).

22 Elood handlirg and cytokine meastrertert

After blood drawing, serum probes were immediately centri-
fuged at 3000 rpm for 10 min. The supernatant was aliquoted and
swred in non-absorbing polypropylene tubes of 300 pl Probes
were shock-frozen in liquid N2 and stored in freezers at —80 °C
until further measurement. Cytokines were measured at the Insti-
tute of Laboratory Medicine of the University Hospital of the
Ludwig-Maximilian-University Munich using the Bio-Plex Pro™
human cytokine Th1Th2 immunoassay from Bio Rad Germany, a
96-well kit that includes coupled magnetic beads and detedion
antibodies This multiplex assay detects [L-2, [L-4, [L-5, [L-10, [L-12,
[L-13, CM-CSF, [FN-y and TNE-4

23. Actigraphy

A subsample of participants agreed to perform a 1-week actig-
raphy recording, using the SenseWear Pro 3 actigraph (BodyMedia
Inc; Pittsburgh, Pennsylvania), attached to upper right arm, which
can record a variety of parameters including 2-axis body accelera-
tion, skin temperature, heat flux and galvanic skin response
Actigraphy was performed between the telephone screening and
assessment day or commenced on the assessment day. Subjects
completed a sleep and activity protocol throughout the recording
period. Actigraphy data was initially analyzed using SenseWear
Professional Software Version 61 (BodyhMedia Inc) calculating
several secondary variables (eg. number of steps) for each 1-
min epoch and determining whether the subject was laying
down o sleeping at each epoch. All raw data and secondary pa-
rametars were imported into a custom Excel template with Visual
Basic for Applications (VBA) macros (Microsoft) in order to
compute additional sleep and activity variables and to customize
the analysis windows according to information about slee p—wake-
periods from the protecol Thus, “days” were not fixed between
0:00 am and 11:59 p.m. but were set from mid-sleep time (day 1)
to mid-sleep-time (day 2} Night sleep period was determined and
excluded from daytime activity analyses. Number of ste ps was used
as given by the SenseWear Professional software, Naps during the
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waking period were defined as at least five consecutive minutes of
sleep. Shorter periods of slee p during the waking period were only
taken into account, if within 5 min either side of another nap, or
when they occurred within a laying down peried during which
another nap was detected. Only days with a minimum recording
duration of 20 h and maximum off-wrist duration of 10% of the
waking period were included. For each subject, data from the day
before the assessment was used if available. If not, data from the
day after the assessment was included.

24, Smfistics

Differences between the two groups on socio-demographic
variables were assessed with f-tests for independent samples
{age, BMI), Mann-Whitney Li-test { BDI-1I total scores) and y2-tests
(gender and smoking) (see Table 1), Lilliefors test of Gaussian dis-
tribution revealed non-Gaussian distribution of all cytokine levels
{all p < 0.05). To assess significant differences in mean BM and in
distribution of smokers between the depressed and non-depressed
subjects as well as the literature pointing on an influence of these
variables on cytokine levels a Generalized Limear Model was
applied to examine main effects with group (depressed vs. non-
depressed) as independent variable, BML gender and smoking as
covariates, and each cytokine as a dependent variable. This model
was also applied in analyses within the sub-group split by the BMI
criterion For correlational analyses of cytokines with age, BM and
BOI-Ml soores, Spearman's rank correlation coefficients were per-
formed. For actigraphy analyses a median split was performed on
number of ste ps; for naps subjects were grouped into those that did
nap vs those that did not nap during the day. Groups were
compared using the Mann-Whitney-L-Test. The level of signifi-
cance was set at p < 005 for all analyses.

3. Results

Socio-demographic data for the 64 un-medicated depressed
subjects and 206 non-depressed subjects are depicted in Table 1.

In the total sample (n = 270), serum levels of [L-5, [L-12, [L-13,
CM-CSF, INF-y and TNF-z were significantly elevated in
depressed compared to non-depressed subjects (see Table 2). [n the
non-obese sample (n = 125), serum levels of [L-5, IL-12, [L-13, CM-
CSF, INF-y, and TNF-z were significantly increased in non-obese
depressed  subjects compared to non-obese non-depressed

Tabie 1
Sociodemographic profile by mroup.
Depressed Hon-depressed  Test
subjects subjects siatisties
(it =64) {1t = 206)
Age |years)( mean + 5D 39009 [+ 1286) 37.73(+ 1297) ns
Gender (mfif 3z 75131 ns.
EMI [kgim?|(mean £ 5D} 2081 (+9.5) 3I608(+1195) p <000l
Smoker (y/n) a2 45)161 o < Q05
EDIHI score (mean &+ SDF 2686 (+ 1LB0) 8.14(+817) p < QODO

HAMD-17T score | mean + 50
Age at disexse onset
|years)( mean + 50)
Duration of ilness
|years)( mean + 50)
Number of episodes
| iarmiber]
Duration of curpent
episode [weeks|
* - s
b o e,
E o Mann—Whitrey-L-test.

735(+673) NA
305+ 145) NA

£05(+133) NA
LB9(+ 155 NA

1632 (+ 1409) NA

subjects. Within the obese sample (n = 145), levels of [L-5, I[L-12
and INF-y were significantly elevated in obese depressed compared
to obese non-depressed groups

In contrast, there were no significant diferences between
depressed and non-depressed subjects for [L-2, [L-4 and [L-10 inthe
total sample, [L-2, [[4 and IL-10 within the non-obese subgroup,
and for [L-2, IL-4, [L-10, IL-13, GM-CSF and THE-2 within the cbese
subjects (see Table 2).

In the total group, BMI showed weak significant correlations
with [L-5(rho =0172, p =0005),1L-10{rho = 0.198, p =0.001 ) and
IL-13 (rho = 0135, p = 0026). Age weakly correlated with [L-4
{rho = 0149, p = 0.014), IL-5 {rho = Q151, p = 0.013), IL-13
{rho = 0131, p = 0.031), GM-CSF (rho = 0.138, p = 0.023), INF-y
{rho =0.120, p = 0.049) and TNF-4 {rho = 0.161, p= 0.008) In the
depressed subjects, cytokines did not significanty correlate with
BOI-T1 or HAMD-17 sum scores. Cytoki nes levels did not differ be-
tween depressed subjects with hypersomnia (n = 20), hyposomnia
{r = 37) or no changes in sleep patterns (n = 7) Neither did
cytokine levels vary significantly between de pressed subjects with
increased appetite and weight gain (n = 14), loss of appetite and
weight (n = 32) and no change in appetite and weight (n = 18).
There were nosignificant correlations bebween cytokine levels and
age at onset, duration of illmess in years or duration of current
episode in weeks. Cytokine levels did not differ significantly be-
tween patients with first v& recurrent depressive episodes, nor
between in- and outpatients.

Comparison of cytokine concentrations between subjects with
low activity (n = 71, <8400 steps/day) and high activity (n = 74,
=8400 stepsfday) showed significant elevations in [L-2, [L-4, [L-5,
INF-y and TMF-z in subjects with low physical activity whereas
IL-10 was elevated inthe high physical activity group. Subjects with
daytime naps (n = 50) showed significantly elevated levels of [L-4,
GM-CSF and TNF-4 compared to subjects without daytime naps
{r =195} Cytokine concentrations did mot differ between subjects
with low (<6:00: n =77) compared to subjects with high (=6:00;
n = 68) sleep duration. Separating subjects according to state of
employment into employed (including employed, students,
trainees, homemaker: n = 181) vs. unemployed (including unem-
ployed, retirees, long-term illness; n = 83) revealed significant el-
evations of [L-5, IL-10, [L-12, IL-13 and TME-z in the unemployed
group (for all see Table 3).

4. Discussion

Our com parison of serum levels of nine different cytokines in 64
depressed and 206 non-depressed subjects showed significant
elevation of [L-5, IL-12, [L-13, GM-CSE, INF-y and TNF-z in the
depressed subjects. In the analysis of obese and non-obese sub-
groups, non-obese depressed had higher serum levels of [L-5,[L-12,
IL-13, GM-CSF, INF-y and TNF-2 compared to non-cbese mon-
depressed Within the obese, levels of [L-5, [L-12 and [NF-y were
significanty elevated in obese depressed subjects. Further, we
identified additional factors influencing cytokine levels: signifi-
cantly elevated levels of IL-2, IL-4, IL-5, INF-y and TNF-x and
reduced levels of [L-10 were associated with low physical activity,
elevated levels of [1-2, IL-4, GM-C5F and TNF-z were present in
subjects with daily naps and significantly elevated levels of [L-5, [L-
10, IL-12, IL-13 and TNF-2 were found in unemployed and retired
participants.

These fAndings of over-expression of pro-inflammatory cyto-
kines in depression support the concept of up-regulation of in-
flammatory mediators inthe pathogenesis of depression. Further to
previous reports of elevated -2, [L-12, INF-y and TNF-z in
depression {Dowlat et al, 2010; Lichtblau et al., 2013; Himmerich
et al, 2008 ) our findings extend the range of cytokines involved
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in depression to include elevation of GM-CSF and the Th2 effector-
cytokines [L-5 and [L-13, inflammatory mediators for which limited
data with some heterogeneous findings exist (Simon et al, 2008;
Hallberg et al, 2010; Herndndez et al, 2008}

IL-5 acts pro-inflammatory by stimulating synthesis of eosino-
phil and basophil granulocytes (Takatsu, 2011). However, the
mechanism linking [L-5 and depression is unclear. Reduced sero-
tonin (5-HT) and nore pine phrine are hypothesized to be biological
correlates of depression (Kern et al, 2012} Both serotonin (Mller
et al, 2009) and norepinephrine (Agarwal and Marshall, 2000)
have been reported to increase [L-5 secretion. Together, these
findings would predict decreased IL-5 in depression, rather than
the observed increase On the other hand, [L-5 is important in
allergic reactions and asthma, medical conditions highly associated
with depression and stress (Di Marco et al, 2011). Experimentally
induced allergy leads to overexpression of [L-5 in the brain as well
a8 to depressive symptoms( Tonelli et al, 2006, 2008). Therefore, [L-
5 may function as a mediator in the pathway from inflammation to
depressive symptoms upstream of the changes in neurotransmitter
metabolism of depressive patients. [L-5 activates several interesting
signaling pathways including the Ras GTPase-extracellular signal-
regulated kinase (Ras-ERK) pathway (Yoshimura, 2009). The Ras-
ERK pathwway regulates neural stem cell funcion and specific
brain structures {Phoenix and Temple, 2010). In mice, byperactivity
of this pathway causes deficits in synaptic plasticity and
hippocampus-related learning that may play a role in depression
{Denayer et al, 2008 ) Therefore, the decreased neuronal plasticity
observed in depression may be related to impaired IL-5-regulation.

IL-13, closely related to IL-4, also has pro- and anti-
inflammatory features by inducing the proliferation of human B
cells and immunoglobulin switching on the one hand, and down-
mod ulating macrophage activity, suppressing nitric oxide release
and the searetion of pro-inflammatory cytokines like TNF-z on the
other (Van Dyken and Locksley, 2013). Thus, it has been hypothe-
sized to contribute to oxidative damage and apoptosis in the brain
ofdepressed patients Consistentwith this, gene expression of [L-13
and [L-5 inter alia are elevated post mortem in the prefrontal cortex
of depressed subjects (Shelton et al, 2011). Previous non-
significant findings for 1L-5 (Simon et al, 2008; Hallberg et al,
2010) and IL-13 (Simen et al, 2008) might be due to smaller
group sizes or not controlling for confounds of smoking or BML

CM-C5F is an immune-modulating cytokine stimulating the
differentiation of stem cells into leukocytes and monocytes in bone
marrow and thereby potentiating levels of macrophages and
related cytokines in inflammatory processes (Broughton et al,
2012). GM-CSF has also been suggested @ play a role in the pro-
gression of multiple sclerosis (MS). Administration of GM-CSF in
mice exacerbates experimental autoimmune encephalomyelitis,
and GM-CSF factor recruits peripheral dendritic cells exhibiting
pro-inflammatory functions (Hesske et al, 2010) Our finding of
raised GM-CSF may indicate a pathophysiological role of GM-CSF in
the strong association between MS and depression (Schumann
ef al, 20012}

Taken together, our findings of elevated serum levels of [L-5, [L-
13 and GM-C5F in depressed patients point to possible involvement
of these cytokines in the nexus between allergic diseases and MS
with depression. Also to pathophysiological mechanisms with
respect to axidative damage, apoptosis, and deficits in synaptic
plasticity and hippocampus-related learning in depressed patients.
Further to studies suggesting a shift im Th1/Th2 immune balance
toward Thi in depression (Gabbay et al, 2009), our data provide
evidence that Th2 cytokines are also elevated in depressive
disorders.

With respect to obesity, defined as BMI of 30 and above, fewer
cytokines were elevated in obese than in non-obese depressed

subjects. In obesity, the expansion of the white adipose tissue
(WAT) leads to a number of inflammatory processes. These include
increased immigration and differentiation of macrophages in the
WAT, increased secretion of pro-inflaimmatory oytokines and
lowered synthesis of anti-inflammatory peptides by adipocytes
and macrophages within the WAT, and increased stimulation of
hepatic synthesis of cytokines and acute-phase proteins (Tateya
et al, 2013; Kwon and Pessin, 2013; Han and Levings, 2013). It
may therefore be argued that up-regulation of cyokine levels in
obese subjects oocurs independently of mental status and may
superimpose on alterations in cytokine levels that accompany
depression per se, Further, the influence of day-time napping,
lower physical activity and higher rates of unemployment, all
factors more frequently observed in both obese and depressed
subjects, could also account for elevations of a broad range of
cytokines in these groups of patients. Though being generally
more prevalent in depressed and obese subjects and therefore
potentially contributing to group differences, these findings are
consistent with the current literature: because it is already known
that physical activity influences cytokines {Bergmann, 2013) and
that cytokines are associated with daytime sleepiness
(Weschenfelder et al, 2012). However, the influence of employ-
ment status and participation in work on the immune system
would appear to be a novel and promising field of immunological
research. Several other psychosocial variables could have addi-
tionally been assessed and controlled for. One important param-
eter is stress, because acute stress, restraint stress and social
isolation have all been reported to modulate cytokine levels in
humans as well as in animals (Himmerich et al., 2013; Krigel et al.,
2014). Therefore, these parameters = activity, daytime naps,
employment, acute and chronic stress — should be taken into
account as possible mediating variables in further studies

A number of limitations have to be considered when inter-
preting our results: Though not receiving psychoactive substances,
not all subjects were free from medication that may have a po-
tential influence on cytokine levels. However, subjects receiving
medication with a distinct influence on inflammation, immune
response and cytokine levels, eg prednisolone, were excluded.
Further, the groups differed regarding smoking status and BMIL
and trended for gender differences within the total group com-
parison. By integrating these factors into the calculations as con-
trol variables we attempted to subtract out these differences.
However, an influence on our results may not fully be ruled out
Since BMI was higher in the non-depressed group and was pre-
viously reported to positively correlate with cytokine levels, we
believe that this difference does not account for the group dif-
ferences observed Thirdly, group sizes differed and the rather
small number of subjects within the obese subgroups may have
led to type-ll errors that may potentially account for the missing
group diferences there,

In conclusion, during depressive episodes a broad range of cy-
tokines appear to be up-regulated, including the less established
candidates IL-5, [L-13 and CM-CSF as identified in this study.
Obesity which oftenm co-occurs with depression may be a
confounder, as may physical activity, state of employment and daily
naps. Cytokines are putative biomarkers in major depressive dis-
order and in depressive subtypes like atypical depression, charac-
terized by hyperphagia and weight gain However, further studies
will be required to evaluate whether raised cytokine levels are trait
or state markers, whether they are really independent of other
mediating factors such as adiposity and whether they normalize
during successful antidepressant therapy. Moreover, one could
speculate whether these cytokines may also serve as novel drug
targets in the treatment of depression However, these questions
are too far-reaching to be answered on the basis of our data
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5. Diskussion

Die in den Kapiteln 3 und 4.2 dargestellten Ergebnisse zeigen eine Uberexpression pro-
inflammatorischer Zytokine bei depressiven Storungen und stiitzen somit das Konzept einer
Hochregulierung der Produktion inflammatorischer Mediatoren als moglicher Teil der
Pathogenese depressiver Storungen. Allerdings ldsst sich daraus noch keine Kausalitit
herleiten, ob die erhohte Zytokinproduktion der Grund fiir die Depression oder die Depression
der Grund fiir die erhohte Zytokinproduktion ist. Zusitzlich zu bisherigen Berichten von
Konzentrationserhohungen von IL-2, IL-12, IFN-y und TNF-a bei Depressionen (Dowlati et
al., 2010; Lichtblau et al., 2013; Himmerich et al., 2008) bereichert unsere Studie das
untersuchte Spektrum der Zytokine, die mit depressiven Storungen assoziiert sind, um GM-
CSF und die TH2-Effektor-Zytokine IL-5 und IL-13. Zu diesen Zytokinen liegt aktuell nur
eine begrenzte und heterogene Datenlage vor (Simon et al., 2008; Hallberg et al., 2010;
Hernandez et al., 2008).

Der Mechanismus, der IL-5 mit depressiven Storungen verbindet, ist noch unklar.
Verminderte Serotonin - und Noradrenalinkonzentrationen im synaptischen Spalt serotonerger
und noradrenerger Neurone des ZNS werden als biologische Korrelate der Depression
diskutiert (Kern et al., 2012). Es konnte gezeigt werden, dass IL-5 sowohl durch Serotonin
(Miiller et al., 2009) als auch durch Noradrenalin (Agarwal und Marshall, 2000) vermehrt
freigesetzt wird. Diese Fakten beriicksichtigend wiirde man nicht von einer IL-5-Erhohung
bei Depressiven ausgehen. Andererseits spielt IL-5 eine wichtige Rolle bei allergischen und
asthmatischen Erkrankungen, die hochgradig mit Depression und Stress assoziiert sind (Di
Marco et al., 2011). Experimentell ausgeloste Allergien fiihren sowohl zu einer
Uberexpression von IL-5 im Gehirn als auch zu depressiven Symptomen (Tonelli et al., 2006,
2008). Hierbei konnte IL-5 infolge der Verdnderungen im Neurotransmitterstoffwechsel
depressiver Menschen als ein Mediator auf dem Weg von der Entziindung zur Depression
fungieren. IL-5 aktiviert mehrere fiir Nervenzellen wichtige Signalwege einschlie3lich dem
Ras-ERK-Weg (Yoshimura, 2009). Der Ras-ERK-Weg reguliert die Funktionen neuronaler
Stammzellen und spezifischer Hirnstrukturen (Phoenix und Temple, 2010). Bei Méusen
verursacht eine Hyperaktivitit dieser Signalwege Defizite in der synaptischen Plastizitit und
dem Hippocampus-assoziierten Lernen, was eine Rolle bei Depressionen spielen konnte
(Denayer et al., 2008). Die beobachtete verminderte Neuroplastizitit bei Depression konnte

folglich mit einer fehlerhaften IL-5-Regulation in Verbindung gebracht werden.
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IL-13, welches nah verwandt mit IL-4 ist, hat sowohl pro- als auch anti-inflammatorische
Eigenschaften. Es bewirkt einerseits die Proliferation menschlicher B-Zellen und den
Klassenwechsel der Immunglobuline von IgM zu IgG und IgE, andererseits eine
Herabregulierung der Makrophagenaktivitdt und Sekretion pro-inflammatorischer Zytokine
wie TNF-a, sowie eine verstirkte NO-Freisetzung (Van Dyken und Locksley, 2013). Daher
wird es auch verdichtigt, zu oxidativen Schidden und Apoptose im Gehirn depressiver
Individuen zu fiihren. Ubereinstimmend hierzu fanden sich erhohte Genexpression fiir IL-13
und IL-5 im préfrontalen Kortex in post mortem Untersuchungen bei depressiven Patienten
(Shelton et al., 2011). Bisherige nicht-signifikante Ergebnisse fiir IL-5 (Simon et al., 2008;
Hallberg et al., 2010) und IL-13 (Simon et al., 2008) konnten durch eine geringe
Gruppengrofle bedingt sein und dadurch, dass nicht extra nach BMI und Raucherstatus

aufgeschliisselt wurde.

GM-CSF ist ein immunmodulierendes Zytokin, welches die Differenzierung von
Stammzellen in Leukozyten und Monozyten im Knochenmark stimuliert und damit die
Konzentrationen von Makrophagen und dazugehorigen Zytokinen in Entziindungsprozessen
erhoht (Broughton et al., 2012). GM-CSF steht auch unter dem Verdacht, eine Rolle im
Voranschreiten der MS zu bewirken. Gibt man Midusen GM-CSF, dann fiihrt dies zu einer
Exazerbation einer experimentellen Autoimmun-Enzephalomyelitis, und GM-CSF rekrutiert
periphere dendritische Zellen und erfiillt somit pro-inflammatorische Funktionen (Hesske et
al., 2010). Unsere Befunde erhohter GM-CSF-Konzentrationen konnte auf eine
pathophysiologische Rolle von GM-CSF hinweisen, die die starke Assoziation von MS und
Depression bedingt (Schumann et al., 2012). Will man Riickschliisse von den Ergebnissen auf
das Depressionsrisiko ziehen, muss man vorsichtig sein. Denn wenngleich GM-CSF sowohl
bei Depressiven als auch bei MS-Kranken erhoht gefunden wird, heilt dies noch nicht, dass
GM-CSF ursichlich zur Depression fithrt. Wahrscheinlich ist vielmehr, dass eine bestimmte
Konstellation mehrerer Zytokine relevant ist, evtl. eine Konstellation von Zytokinen, die auf
eine Mehrzahl involvierter Zellen und Systeme hindeutet und sie somit Ausdruck der
Reaktionskaskade sind ohne exakten Riickschluss auf die Ursache der Reaktionskette zu

liefern.

Unsere Befunde legen - wie auch die meisten publizierten Ergebnisse fritherer Studien - nahe,
dass Zytokine an einer depressiven Entwicklung beteiligt sein konnten. Bei allergischen und
autoimmunen Erkrankungen sind durch die korperliche Grunderkrankung bestimmte
Zytokinkonzentrationen so verdndert, dass die Betroffenen moglicherweise vulnerabler fiir
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Depressionen sind. Denn die erhohten Konzentrationen von IL-5, IL-13 und GM-CSF bei
Allergikern und MS-Erkrankten konnten im Gehirn durch oxidativen Stress zur Apoptose, zu
verminderter synaptischer Plastizitdt und vermindertem Hippocampus-assoziiertes Lernen
fiihren und somit eine Depression begiinstigen. Entgegen Studien, die eine TH1-dominierte
Immunantwort nahelegten (Gabbay et al., 2009), liefert unsere Studie einen Anhalt dafiir, dass

auch TH-2-Zytokine bei Depressiven erhoht sind.

Bei unseren Auswertungen fand sich auch, dass verglichen mit den normalgewichtigen
Probanden bei den Adipdsen insgesamt weniger Zytokine verdandert waren, wenn man adipose
Depressive gegen adipose Kontrollen verglichen hat. Bei der Adipositas kommt es zu einer
Ausweitung des Anteils an weillem Fettgewebe (WAT, white adipose tissue). Im Fettgewebe
konnen ebenfalls entziindliche Prozesse stattfinden. Dies umfasst Immigration und
Differenzierung von Makrophagen in das WAT, erhohte Sekretion pro-inflammatorischer
Zytokine und verminderte Synthese anti-inflammatorischer Peptide durch Adipozyten und
Makrophagen im WAT, sowie erhohte Stimulation der hepatischen Synthese von Zytokinen
und Akute-Phase-Proteinen (Tateya et al., 2013; Kwon und Pessin, 2013; Han und Levings,
2013). Bei Adiposen kann von einer allgemeinen Heraufregulierung der Zytokinfreisetzung
unabhingig vom psychischen Zustand ausgegangen werden. Somit konnten die
Zytokinverdnderungen in Abhédngigkeit von der Depressivitit bei Adipdsen dadurch

iberlagert worden sein.

Der Einfluss von Schlafereignissen im Tagesverlauf, verminderter korperlicher Aktivitdt und
hoherer Arbeitslosigkeit — alles Faktoren, die regelméfig sowohl bei Depressiven als auch bei
Adiposen gefunden werden — konnten ebenfalls erhohte Konzentrationen vieler Zytokine bei
diesen Gruppen erkldren. Dadurch, dass sie allgemein pridvalenter bei Adipdsen und bei
depressiven Personen sind und somit moglicherweise zu Gruppenunterschieden fiihren
konnten, stimmen unsere Ergebnisse mit der bisherigen Literatur und Datenlage iiberein.
Denn es ist bereits bekannt, dass korperliche Aktivitit Einfluss auf Zytokine nimmt
(Bergman, 2013) und dass eine erhohte Zytokinproduktion mit vermehrter Tagesmiidigkeit
assoziiert ist (Weschenfelder et al., 2012). Auch zum Zusammenhang von Immunsystem und
Beschiftigungsstatus gibt es bereits Studien, wobei das untersuchte Zytokinspektrum aber
noch sehr klein ist (Hintikka et al., 2009). Somit scheint der Einfluss des Beschiftigungsstatus
und der Teilhabe am Arbeitsleben auf das Immunsystem ein neues und vielversprechendes
Forschungsgebiet der Immunologie zu er6ffnen. Weitere psychosoziale Variablen konnten
erhoben und bei der Berechnung beriicksichtigt werden. Ein wichtiger Parameter bspw. ist
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Stress. Akuter Stress, verzogerter Stress und soziale Isolation konnten mit der Modulation von
Zytokinkonzentrationen beim Menschen und auch im Tierexperiment in Verbindung gebracht
werden (Himmerich et al., 2013; Kriigel et al., 2014). Die Parameter korperliche Aktivitiit,
Tagesschlafrigkeit, Beschiftigungsverhiltnis, akuter und chronischer Stress sollten als

mogliche Einflussfaktoren in kiinftigen Studien beriicksichtigt werden.

Bei der Interpretation der Ergebnisse muss einiges beriicksichtigt werden: Nicht alle
Teilnehmer waren unmediziert. Sie nahmen zwar keine psychoaktiven Medikamente ein, aber
v. a. viele der adiposen Patienten nahmen Medikamente gegen Bluthochdruck oder
Hyperlipidamie, manche Frauen nahmen orale Kontrazeptiva. Fiir diese Medikamente ist ein
moglicher Einfluss auf Zytokinkonzentrationen noch nicht hinreichend untersucht. Personen,
die Medikamente erhielten, die bewiesenermallen Einfluss auf das Immunsystem,
Entziindungsprozesse und Zytokinkonzentrationen haben, wie bspw. Prednisolon, wurden von
der Studie ausgeschlossen. Des Weiteren unterschieden sich die Gruppen beziiglich des BMI,
des Raucherstatus und des Geschlechts in der Gesamtgruppe auf. Indem wir diese Faktoren
als Kontrollvariablen in die Berechnungen integrierten, versuchten wir diese Unterschiede
statistisch zu kontrollieren. Da der BMI in der Gruppe der nicht-depressiven Probanden hoher
war und der BMI positiv mit Zytokinkonzentrationen korreliert, ist davon auszugehen, dass

diese Unterschiede nicht die beobachteten Gruppenunterschiede erkléren.

Wir konnten keine Korrelationen von Zytokinen und einzelnen Depressionssymptomen wie
nichtliche Schlafstérungen oder Appetitverdnderungen finden. Auch lieBen sich keine
Unterschiede beziiglich Anzahl und Linge der Erkrankungsepisoden finden. Damit konnten
wir die diesbeziiglichen in Tabelle 3 beschriebenen Befunde aus bisher publizierten Studien
nicht replizieren. Griinde hierfiir konnten sein, dass die Gruppengrofen zu klein gewesen sind
und dass in fritheren Studien nicht explizit beziiglich des Korpergewichts kontrolliert worden

1st.

Die Aktometer-basierten Ergebnisse wurden fiir die Gesamtpopulation erhoben und nicht
nochmals nach Vorliegen einer Depression verglichen. Da Faktoren wie mangelnde
korperliche Aktivitdt und Arbeitslosigkeit auch hdufig bei Depressiven gefunden werden,
kann nicht sicher gesagt werden, ob die beschriebenen Zytokinverdnderungen wirklich auf die
untersuchten Variablen wie korperliche Aktivitdt oder Schlafereignisse im Tagesverlauf selbst
zuriickgehen, oder ob sich diese Zytokinverinderungen nachweisen lassen, da in diesen

Gruppen iiberdurchschnittlich viele depressive Teilnehmer eingegangen sind.
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Zusammenfassend kann gesagt werden, dass sich wihrend depressiver Episoden viele
Zytokine heraufreguliert finden, einschlieBlich der bisher wenig untersuchten 1L-5, IL-13 und
GM-CSF. Adipositas, die hidufig mit Depressionen auftritt, scheint ebenso wie
Tagesmiidigkeit, korperliche Aktivitdt und Beschéaftigungsstatus ein Faktor zu sein, der zu
Veridnderungen im Zytokinsystem fiihrt. Zytokine sind denkbare Biomarker bei depressiven
Storungen und fiir depressive Subtypen wie bspw. die durch Hyperphagie und Hypersomnie
charakterisierte atypische Depression. Es bedarf jedoch noch weiterer Studien um zu
beurteilen, ob Zytokine als Biomarker fiir Krankheitssymptome oder Krankheitsphasen
dienen konnen und ob sie sich nach erfolgreicher antidepressiver Therapie wieder
normalisieren. AuBerdem ldsst sich spekulieren, ob Zytokine als Zielstrukturen fiir neue
Arzneimittel gegen depressive Storungen dienen konnen. Diese Fragen sind aber zu
weitreichend, um sie anhand der gegenwiértigen Datenlage beantworten zu konnen. Aktuell
gibt es keine Grenzwerte fiir Zytokine, die die Diagnose einer Depression unterstiitzen
wiirden. Daher ist nach wie vor eine griindliche psychiatrische Anamneseerhebung und
Untersuchung unverzichtbar. Erschwerend kommt hinzu, dass Zytokine durch viele Faktoren
zum Teil erheblich beeinflusst werden konnen, bspw. durch Infektionen, Anderungen im
Korpergewicht und Schwangerschaft. Dies macht deutlich, bei wie vielen Korpervorgingen
das Immunsystem beteiligt ist. Man muss also vorsichtig sein, wenn man an dieser
Stellschraube drehen mochte, da kleine Verdnderungen grof8e Auswirkungen haben konnen.
Als Beispiel sei erwihnt, dass es unter einer Komedikation mit nicht-steroidalen
Antiphlogistika (NSAID) zu einem erhohten Blutungsrisiko kommen kann (Halperin und
Reber, 2007; Van Haelst et al., 2010). Da prinzipiell unter immunsuppressiver Therapie ein
erhohtes Infektionsrisiko besteht (Di Costanzo et al., 2013; Ljung et al., 2012; Toh et al.,
2012), konnte dieses als Nebenwirkung antagonistischer Therapien gegen die Wirkung pro-
inflammatorischer Zytokine relevant werden. Als Beispiel in dieser Hinsicht sei die noch
experimentelle TNF-a-antagonistische Behandlung mit Etanercept (Kriigel et al., 2013)

genannt.

Abschliefend kann zusammengefasst werden, dass unsere Ergebnisse einen moglichen
Zusammenhang von Zytokinen und depressiven Storungen bekriftigen, aber keine
Erklarungen zur Kausalitit dieses Zusammenhangs liefern zu konnen. Somit ergibt sich die
Notwendigkeit weiterer Studien zu dieser Thematik, um Zytokine in Zukunft evtl. als
diagnostischen und therapeutischen Marker in der Behandlung der Depression nutzen zu

konnen.
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Depressionen gehoren mit einer weltweiten 12-Monats-Priavalenz von aktuell ungefahr
6% und einem Lebenszeitrisiko von etwa 11 bis 15% zu den weitverbreiteten Erkrankungen
(Bromet et al., 2011). Bisherige etablierte Hypothesen zur Depressionsentstehung gehen von
einem Monoaminmangel, einer gestorten Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-
Achsenaktivitit und psychosozialen Belastungsfaktoren aus. Ergebnisse bereits publizierter
Studien legen jedoch nahe, dass auch Zytokine, Mediatoren des Immunsystems, Einfluss auf

den Serotoninstoffwechsel und die Regulation der Stresshormone haben.

In der vorliegenden Studie untersuchten wir die Konzentrationen von Interleukin (IL)
IL-2, IL-12, IL-13, GM-CSF, Interferon-gamma (IFN-y) und Tumornekrosefaktor-alpha

(TNF-a) im Serum von 64 depressiven Patienten und 206 psychisch gesunden Probanden.
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AuBlerdem berechneten wir diesbeziigliche Unterschiede in Abhingigkeit vom
Korpergewicht. Unsere Arbeitshypothese war, dass wir die Konzentrationen der pro-
inflammatorischen Zytokine bei den depressiven Probanden erhoht finden. Weiterhin nahmen
wir einen modulierenden Effekt der Adipositas auf die Zytokinkonzentrationen in diesen

beiden Gruppen an.

In der Gesamtstudienpopulation (n = 270) waren die Serumkonzentrationen von IL-5,
IL-12, IL-13, GM-CSF, IFN-y und TNF-a bei den Depressiven im Vergleich zu den Nicht-
Depressiven erhoht. Wir fanden signifikante Korrelationen vom BMI mit IL-5, IL-10 und IL-
13 in der Gesamtgruppe. Innerhalb der Gruppe der adiposen Probanden (n = 145) zeigten sich
bei den Depressiven die Konzentrationen von IL-5, IL-12 und IFN-y signifikant erhoht. Im
Vergleich der Zytokinkonzentrationen zwischen Probanden mit wenig Aktivitit (n = 71;
< 8400 Schritte/Tag) und hoher Aktivitit (n = 74; > 8400 Schritte/Tag) zeigten sich
signifikante Erhohungen fiir IL-2, IL-4, IL-5, IFN-y und TNF-a bei Probanden mit wenig
korperlicher Aktivitdt, wohingegen IL-10 bei jenen mit viel korperlicher Aktivitéit erhoht war.
Probanden, die kurze Schlafphasen im Tagesverlauf aufwiesen (n = 50), zeigten signifikant
erhohte Konzentrationen von IL-4, GM-CSF und TNF-« verglichen mit Probanden ohne
Schlafereignissen im Tagesverlauf (n = 95). Bei der Aufteilung der Probanden nach ihrem
Berufstatigkeitsstatus in Berufstdtige (n = 181) und Nichtberufstitige (n = 83), ergaben sich
signifikante Erhohungen fiir IL-5, IL-10, IL-12, IL-13 und TNF-ain der Gruppe der

Nichtberufstitigen.

Keine signifikanten Korrelationen fanden sich fiir Zytokine mit den Scores im BDI-II
und HAMD-17, dem Vorliegen von Hypo- und Hypersomnie, der Schlafdauer oder
verdndertem Appetit. Ebenso fanden sich keine Korrelationen von Zytokinen mit dem Alter
bei Erkrankungsbeginn, der Krankheitsdauer in Jahren bzw. der Dauer der aktuellen
Krankheitsepisode in Wochen. Es ergaben sich keine Unterschiede in den
Zytokinkonzentrationen zwischen Patienten mit einer ersten bzw. rezidivierenden depressiven

Episode, und auch nicht zwischen ambulanten und stationéren Patienten.

Unsere Ergebnisse unterstiitzen die Annahme, dass das Immunsystem und die
Zytokinproduktion mit der Entstehung depressiver Erkrankungen in Zusammenhang stehen.
Dies konnte in Zukunft die Rolle von Zytokinen als Biomarker bei der Differentialdiagnostik

und zur individualisierten Therapie bestéirken.
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