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Abstract:

Background: Mineralocorticoid receptor (MR) dysfunction plays an important role in the
pathophysiology of a subtype of major depressive disorder (MDD). Desensitised peripheral MR
appears to lead to an increase in aldosterone levels and consequently to central MR overactivity.
Since this subtype is particularly associated with a therapy-refractory course, a detection by
means of specific biomarkers and a targeted therapy would be of special value. Some related
biomarkers have already been identified. In the context of this study, the gait pattern as a
potential biomarker will be addressed in particular. Furthermore, the influence of the additional
administration of Glycyrrhiza glabra extract (GG), which is involved in blood pressure and
neuroendocrine regulation by affecting MR activity, on the clinical course and change of

biomarkers will be investigated.

Methods: Twenty-four inpatients were included in the study. The examinations took place at
baseline, after two weeks and after six weeks. Depression severity was assessed by
questionnaires (Hamilton Depression Rating Scale, Beck Depression Inventory, Global
Assessment of Functioning, Quick Inventory of Depressive Symptomatology). Aldosterone and
cortisol levels were determined via saliva samples, electrolytes via blood samples. Gait analysis
was performed using the GaitAnalysisPro® application. In addition, a questionnaire was assessed
(iNPHGS), which also included gait disturbances as a symptom. Furthermore, heart rate
variability and blood pressure were determined. Twelve subjects received antidepressant
therapy according to German guidelines (treatment as usual, TAU group). The other twelve
subjects additionally received glycyrrhiza glabra extract (GG) twice a day (GG group) which is a

moderator of MR activity and may therefore affect the selected biomarkers.

Results: Gait disturbances, as measured by higher scores in the iINPHGS, were associated with
more severe depression at baseline (p < 0.05). Furthermore, a more symmetrical gait was
demonstrated in subjects with more severe depression (p <0.1). In the TAU group, the decrease
in depressive symptoms correlated with the decrease in gait symmetry by late follow-up (p <
0.1) and a clinical improvement was associated with a decrease in aldosterone levels (p < 0.05).
A small vertical center of mass displacement (COMD), which can be regarded as a sign of more
stable gait, was positively predictive (p < 0.1) of improvement in depressive symptoms by early
follow-up in the GG group. In the TAU group, there was a correlation between clinical outcome

and a decrease in vertical COMD at late follow-up (p < 0.05). Faster clinical improvement was



observed under adjunct GG administration (p < 0.01). In accordance with this, there was a
significant difference in the changes of iINPHGS between the two groups until early follow-up (p
<0.01) and in the alteration of the sodium (Na ) to potassium (K ) ratio until late follow-up (p <
0.05). Although not significant, there was a decrease in systolic and diastolic blood pressure in

the TAU group, whereas the parameters increased in the GG group at early follow-up.

Conclusion: In the gait analysis, vertical COMD, bilateral symmetry and iNPHGS proved to be
particularly promising parameters for assessing MDD associated with MR dysfunction.
Furthermore, a faster clinical improvement was observed under adjunct GG administration. In
the context of GG administration, iNPHGS and blood pressure were found to be potential
markers for early, and the Na*/K* ratio for late clinical improvement. It would be conceivable to

use these parameters to monitor the therapy.



Zusammenfassung:

Hintergrund: Die Dysfunktion von Mineralocorticoid-Rezeptoren (MR) spielt eine wichtige Rolle
in der Pathophysiologie eines Subtyps der Major Depressive Disorder (MDD). Durch
desensitisierte periphere MR scheint es zu einem Anstieg des Aldosteronspiegels und konsekutiv
zu einer zentralen MR Uberaktivitit zu kommen. Da dieser Subtyp besonders mit einem
Therapie-refraktdarem Verlauf assoziiert ist, konnte sich eine Detektion anhand von spezifischen
Biomarkern und eine angepasste Therapie als besonders sinnvoll erweisen. Einige Biomarker
konnten bereits identifiziert werden. Im Rahmen dieser Studie wird besonders auf das Gangbild
als potenziellen Biomarker eingegangen. Darliber hinaus wird der Einfluss der zusatzlichen Gabe
von Glycyrrhiza glabra Extrakt (GG), das (ber die Beeinflussung der MR Aktivitdat an
neuroendokrinologischen Mechanismen und der Regulation des Blutdrucks beteiligt ist, auf den

klinischen Verlauf und die Biomarker untersucht.

Methoden: Vierundzwanzig stationdre Patient*innen wurden in die Studie aufgenommen. Die
Untersuchungen fanden zu Beginn, nach zwei und nach sechs Wochen statt. Die
Depressionsschwere wurde anhand von Fragebogen (Hamilton Depression Rating Scale, Beck
Depression Inventory, Global Assessment of Functioning, Quick Inventory of Depressive
Symptomatology) ermittelt. Aldosteron- und Cortisolspiegel wurden (iber Speichelproben,
Elektrolyte (iber Blutproben bestimmt. Die Ganganalyse wurde mithilfe der Applikation
GaitAnalysisPro® durchgefiihrt. Zuséatzlich wurde ein Fragebogen eingesetzt (iNPHGS), welcher
ebenfalls Gangstorungen als Symptom umfasst. Des Weiteren wurden Herzratenvariabilitat und
Blutdruck bestimmt. Zwolf Patient*innen erhielten eine antidepressive Therapie nach
deutschen Leitlinien (TAU Gruppe). Die anderen zwolf Patient*innen erhielten zuséatzlich
zweimal taglich GG (GG Gruppe), einer Substanz, die die MR Funktion und damit méglicherweise

die gewahlten Biomarker beeinflussen kann.

Ergebnisse: In der TAU Gruppe zeigte sich, dass eine klinische Verbesserung mit einem Absinken
des Aldosteronspiegels assoziiert war (p < 0,05). Eine geringe vertikale Verlagerung des
Korperschwerpunkts (COMD) bei der Baseline Untersuchung erwies sich in der GG Gruppe als
positiv pradiktiv (p < 0,1) fur die Verbesserung der Depressionssymptomatik bis zur friihen
Nachuntersuchung. In der TAU Gruppe zeigte sich zur spaten Nachuntersuchung eine

Korrelation zwischen einer Verbesserung der Depressionssymptomatik und einer Abnahme der

3



vertikalen COMD (p < 0,05). Des Weiteren konnte ein symmetrischerer Gang bei schwereren
Depressionen nachgewiesen werden (p < 0,1). In der TAU Gruppe korrelierte das Absinken der
depressiven Symptomatik mit dem Absinken der Gangsymmetrie bis zur spéaten
Nachuntersuchung (p < 0,1). Dariiber hinaus waren Gangbildverdnderungen, gemessen an
héheren Werten in der iNPHGS, mit schwereren Depressionen assoziiert (p < 0,05). Unter GG-
Gabe konnte eine schnellere klinische Verbesserung beobachtet werden (p < 0,01). Zwischen
den beiden Gruppen konnten signifikante Unterschiede in der Verdanderung des iNPHGS zur
frithen Nachuntersuchung (p < 0,01) und dem Verhaltnis Natrium (Na ) zu Kalium (K ) zur spaten
Nachuntersuchung (p < 0,05) nachgewiesen werden. Wenn auch nicht signifikant, zeigte sich ein
Absinken des systolischen und diastolischen Blutdrucks in der TAU Gruppe, wohingegen diese

Parameter in der GG Gruppe zur frithen Nachuntersuchung anstiegen.

Schlussfolgerung: Im Rahmen der Ganganalyse stellten sich besonders das vertikale COMD, die
bilaterale Symmetrie und die iNPHGS als vielversprechende Parameter zur Beurteilung der
Depressivitdat im Zusammenhang mit einer MR-Dysfunktion dar. Dariiber hinaus wurde eine
schnellere klinische Verbesserung bei zusatzlicher Gabe von GG beobachtet. Im Rahmen der GG-
Gabe erwiesen sich iINPHGS und Blutdruck als potenzielle Marker fir die frihe, das Na*/K*-
Verhaltnis flr die spatere klinische Verbesserung bei MDD. Ein Heranziehen dieser Parameter

zur Beurteilung des Therapieerfolges ware denkbar.
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1. Introduction

‘Without mental health there can be no true physical health’

- Dr. Brock Chrisholm, 1951

This quote originates from Dr. Brock Chrisholm, the first Director-General of the World Health
Organisation and has become the slogan of World Mental Health Day and further major projects.
It is an illustration of the importance of mental health. ‘“About 14% of the global burden of
disease has been attributed to neuropsychiatric disorders, mostly due to the chronically disabling
nature of depression [...]’ (Prince et al., 2007). According to the Global Burden of Diseases, Injury
and Risk Factors Study 2017, already in 2007 depressive disorders were among the three most
disabling diseases measured by years lived with disability (YLD). From 2007 to 2017, there was
a further continued increase in YLD for major depressive disorder (MDD) (James et al., 2018).
Although depressive disorders are one of the most common and disabling diseases,
‘mechanisms associated with the pathogenesis of MDD have yet to be completely understood
and current treatments remain ineffective in a large subset of patients’ (Ménard, Hodes and
Russo, 2016). Response rates to first-line therapy ranges from 40% to 60% (MacQueen et al.,
2017), remission rates vary from 25% to 40% (Little, 2009; Trivedi et al., 2008). These figures

represent rather unsatisfactory treatment outcomes.

Currently, MDD is diagnosed based on symptoms according to the 5" edition of Diagnostic and
Statistical Manual of Mental Disorders (DSM-5) or 10" revision of International Statistical
Classification of Diseases and Related Health Problems (ICD-10). Main criteria according to ICD-
10 are depressed mood, loss of interest and lethargy. Additional symptoms are: decreased
concentration and attention; decreased self-esteem and self-confidence; feelings of guilt and
worthlessness; negative and pessimistic outlook; suicidal ideation, self-harm or suicide; hyper-
or hyposomnia; decreased or increased appetite. In the DSM-5 criteria, psychomotor agitation
and retardation are also included as symptoms of MDD (American Psychiatric Association, 2013;
Deutsche Gesellschaft fir Psychiatrie und Psychotherapie, Psychosomatik und

Nervenheilkunde, 2015). Overall, the above-mentioned diagnostic criteria show that MDD can
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present itself in very different, even contradictory ways. Thus, MDD represents a very
heterogeneous group of disorders (Murck, 2003), which hence should be further subtyped
(Korte et al., 2015). Up to now, subtyping has been done on the basis of certain symptoms and
the course of the disease (Rush, 2007). Within the DSM-5 classification, the following subtypes
are distinguished on the basis of anxious distress, mixed features, melancholic features, atypical
features, psychotic features, catatonia, peripartum onset and seasonal pattern. The melancholic
subtype is characterised by loss of pleasure and a lack of mood reactivity. Furthermore,
symptoms such as early-morning awakening, weight loss and reduced appetite occur. In patients
with atypical depression (AD), the ability of mood reactivity is preserved. Further possible
symptoms related to AD include hypersomnia, increased appetite, weight gain and leaden
paralysis (American Psychiatric Association, 2013). Based on this classification, it is becoming
evident that so far, reference is made to symptomatology and course. Biomarkers such as
hormone levels, inflammatory markers, genetics and neuroimaging are generally neglected.
Also, in the context of studies, the classification is sometimes based on the symptoms and
divided into a melancholic and atypical subtype. As a third subtype, either the anxious or non-

vegetative subtype may be mentioned.

At present, the German Society for Psychiatry and Psychotherapy, Psychosomatics and
Neurology does not provide any detailed guidelines on medical therapy for MDD subtypes.
Recommendations are largely limited to the fact that sedative medication is suggested for
agitated patients, whereas activating medication is suggested for inhibited depressive patients.
Currently, the side effect profile in particular is at the centre of the therapy decision (Deutsche
Gesellschaft flr Psychiatrie und Psychotherapie, Psychosomatik und Nervenheilkunde, 2015).
No further subtyping is performed, hence subtype-specific therapy options are not considered.
In general, differences in underlying pathomechanisms have hardly been taken into account for
classification and corresponding specific therapy (Ménard, Hodes and Russo, 2016). Whereby it
would be more than necessary, with regard to the fact that ‘disorders once considered unitary
based on clinical presentation have been shown to be heterogeneous by laboratory tests—e.g.,
destruction of islet cells versus insulin resistance in distinct forms of diabetes mellitus. From
infectious diseases to subtypes of cancer, we routinely use biomarkers to direct distinct
treatments. Conversely, history also shows that syndromes appearing clinically distinct may
result from the same etiology, as in the diverse clinical presentations following syphilis or a range
of streptococcus-related disorders’ (Insel et al., 2010). Similarly, the uniform diagnosis of MDD

can mask the presence of diverse underlying pathomechanisms. The fact that biomarkers have
9



not yet found their way into the diagnosis and treatment decision of mental diseases is therefore

all the more surprising.

In general, the trend is heading towards personalised medicine (Niederlag, Lemke and Rienhoff,
2010). Thus, large projects such as the EPMA, the European Association of Predictive, Preventive
& Personalised Medicine, have been launched. ‘The main objective of the EPMA is to promote
the paradigm change from delayed reactive medical services to evidence-based Predictive,
Preventive & Personalised Medicine (PPPM) as an integrated science and healthcare practice.’
(EPMA, 2020). Due to the low remission rate under the current therapy concept in MDD, a more
individualised therapy approach appears to be a potential element for improving the therapy
outcome. This is particularly relevant as ‘up to half [of the patients with MDD] experience
significant improvement after switching to an alternative medication. [...] Accurate selection of
the best initial treatment could have tremendous benefits for people living with depression.’
(Simon and Perlis, 2010). Accordingly, a more precise subtyping, based on the overall
symptomatology and pathophysiology, would be necessary for the treatment decision (Beijers

etal., 2019).

Already in the mid-nineties, the attempt of subtyping including further factors than
symptomatology was pursued. Initial investigations were carried out using biochemical and
psychometric methods. In recent years, genetic investigations and neuroimaging became
available as well (Beijers et al., 2019). In this context, the National Institute of Mental Health
(NIMH) has launched the Research Domain Criteria (RDoC) as a new classification system which
is intended for a more specific classification within research on mental illnesses. It consists of six
domains, which are: negative valence, positive valence, cognitive systems, systems for social
processes, arousal/regulatory systems and sensorimotor systems. Each domain is analysed on
the basis of the Units of Analysis. These units include: genetics, molecules, cells, circuits,
physiology, behaviour and self-report. Based on these elements, a matrix was created which
promises a differentiated sub-typification in the classification of mental diseases. Its purpose is
not to replace old systems, but to help to understand pathomechanisms of mental illness. In a
further step, the generated comprehension of the diseases should enable to create new
‘screening tools, diagnostic systems and treatments’ (EPMA, 2020) that include not only the
symptoms but also the pathophysiology. Problematically, there are not yet many biomarkers
available for mentalillnesses, including MDD. Insel et al. consider that ‘the critical test [for RDoC]

is how well the new molecular and neurobiological parameters predict prognosis or treatment
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response.” What is needed are parameters that are particularly easy to collect, cost-effective,

and which can also be used in everyday clinical practice.

In this study, the focus will be on mineralocorticoid receptor (MR) dysfunction as a
pathomechanism in MDD. On the one hand, potential biomarkers will be investigated. On the

other hand, therapeutic options will be discussed.

1.1 General Model of MR Dysfunction in MDD

So far, endocrine research on depression has primarily focused on the activity of the
hypothalamic—pituitary—adrenal (HPA) axis and changes in cortisol levels. However, it was
shown that aldosterone and the Renin-Angiotensin-Aldosterone-System (RAAS) also play an
important role in pathophysiology (Hlavacova et al., 2012; Murck, Schiissler and Steiger, 2012).
Already in 1955, Selye established the concept of stress. He described three stages of stress
response: firstly, a reaction without adaptation, secondly the stage of adaptation and thirdly the
stage of exhaustion in which adaptation is lost again. In this process, the HPA axis is involved,
whereby an increased aldosterone level plays an important role. The changes in steroid levels
influence neuronal and emotional reactions, with illness being caused by an inappropriate
response to stress (Selye, 1955). Furthermore, correlations between stress, whether physical or

psychological, and depressive episodes could be shown (Lépez et al., 1998).

In response to stress, corticotropin-releasing hormone (CRH) is expressed in the parvocellular
neurons of the paraventricular nucleus (PVN) of the hypothalamus, which in turn produces
proopiomelanocortin (POMC) in the anterior pituitary lobe. This leads to the release of
adrenocorticotrophic hormone (ACTH), which causes an increased release of cortisol and
aldosterone in the adrenal cortex (Lopez et al., 1998). In the short term, aldosterone can lead to
physiological adaptations to current circumstances, which inter alia also affect behaviour.
Nevertheless, chronically elevated aldosterone levels or disturbed adaptive reactions can lead
to pathophysiological changes (Geerling and Loewy, 2009). ‘...] [S]Jubchronic treatment with
aldosterone induced anxiety (Hlavacova and Jezova, 2008) and depression-like behaviours which
were concomitant with gene expression changes in the hippocampus that may be relevant to
major depression (Hlavacova et al., 2012).” (Franklin et al., 2012). Furthermore, under treatment
with aldosterone, plasma renin levels have been shown to decrease in an animal model of

depression, whereas the activity of the HPA axis remained unaffected (Hlavacova and Jezova,
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2008). As renin is a regulator of aldosterone albeit not of cortisol secretion, this observation
reinforces the assumption that aldosterone, and not cortisol, is responsible for anxious
behaviour (Hlavacova and Jezova, 2008). This hypothesis is supported by further studies: it could
be shown that patients with hyperaldosteronism are more depressed and anxious than the
normal population (Apostolopoulou et al., 2014) and increased aldosterone levels have also

been found in patients with clinical depression (Emanuele et al., 2005; Murck, 2003).

An association between increased RAAS activity and mood alterations can therefore be
assumed. The cause of this phenomenon has not completely been resolved. Physiologically,
when the mean arterial blood pressure in the kidney drops by more than 10-15 mmHg, the RAAS
is activated: more renin is released into the systemic circulation: angiotensinogen is transformed
by renin to angiotensin |, which is hydrolysed by the angiotensin-converting enzyme (ACE) to the
active angiotensin Il. Angiotensin Il increases the release of aldosterone from the adrenal cortex,
has vasoconstrictor effects, stimulates ADH secretion, Na* reabsorption, salt appetite and thirst
sensation (Pape, Kurtz and Silbernagl, 2019). Hence, unlike the activation of the HPA axis, only
aldosterone is released via the RAAS, but not cortisol. Aldosterone promotes renal sodium
retention and the secretion of potassium and magnesium (Hanna and Macintyre, 1960; Pape,
Kurtz and Silbernagl, 2019). Due to the rising plasma sodium level, more water is retained. In
combination with the increased intake of water and salt due to the elevated salt appetite and
feeling of thirst, the intravascular volume increases. Hence, blood pressure rises (Pape, Kurtz
and Silbernagl, 2019). ‘[...] [R]egulatory mechanisms that have an impact on aldosterone
synthesis via the RAAS are the sympathetic nervous system (SNS), baroreceptors, plasma sodium
(Na*) and potassium (K*) concentrations (Francis et al., 2001; (Guyenet, 2006; Schweda, 2015).’

(Braunisch, 2017). This cascade of events may be interrupted in certain patients with depression.

The RAAS exists not only peripherally, but also centrally. ‘Although the RA[A]S exerts a pivotal
role on electrolyte homeostasis and blood pressure regulation, [...] [its] components are also
implicated in higher brain functions, including cognition, memory, anxiety and depression, and
several neurological disorders.” (Gironacci et al., 2018). In the central nervous system, it is
regulated partially independently from the periphery. So far known processes in which the
central RAAS is involved include ‘the regulation of body water balance and thirst, blood pressure
maintenance, vasopressin release, and influences on reproduction and sexual behaviors |[...]
[besides the] regulation of cerebral blood flow and cerebroprotection, stress, depression, seizure,

alcohol consumption, memory consolidation, with possible roles in the etiology of Alzheimer’s
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disease [...], Parkinson’s disease, and diabetes’ (Wright and Harding, 2011). Besides, the RAAS is
activated by stress. Accordingly, as depression and stress are interrelated, a higher risk of

depression could be associated with a higher activity of the RAAS (Pfaff and Joéls, 2017).

The effects of aldosterone and cortisol are mediated via the MR and glucocorticoid receptor
(GR). The MR is located peripherally in the kidney, myocardium, endothelium, adipocytes, colon
and muscle cells and centrally in certain brain loci (Emanuele et al., 2005; Geerling and Loewy,
2009; Murck et al., 2015; Viengchareun et al., 2007). Aldosterone binds to the MR with
approximately the same affinity as cortisol, but cortisol is present in about 500-fold higher
concentrations. Thus, in the cells where aldosterone and not cortisol is supposed to bind to the
MR, the enzyme 11R-hydroxysteroid dehydrogenase type 2 (118-HSD2) is present. This enzyme
catalyses the conversion of active cortisol to inactive cortisone allowing aldosterone to unfold
its effect at the MR (Murck and Lehr et al., 2020; Seckl and Chapman, 1997; Stewart, 1999).
Thus, despite the lower level, aldosterone is responsible for 90% of the mineralocorticoid effect
in these tissues (Ames, Atkins and Pitt, 2019). Moreover, ‘aldosterone is a stronger activator of

the MR’ (Hlavacova and Jezova, 2019).

Furthermore, there are two types of MR: genomic MR and non-genomic MR, also called
membrane-bound MR (ter Heegde, Rijk and Vinkers, 2015). In its inactive state, the genomic MR
is in the cytoplasm bound to chaperones. Through ligand binding, it is activated and translocated
into the nuclear compartment. It then binds to specific regions of the DNA and in this way
functions as a transcription factor. In epithelial tissue, this leads to increased expression of ion
channels. These include the epithelial Na* channel (ENaC) and the Na*/K*-ATPase. In non-
epithelial tissue, MR targets various genes, some of which are tissue dependent. The membrane-
bound MR (mMR) is localised pre- and postsynaptically and influences synaptic transmission
rapidly. The mMR is thought to regulate glutamate release (Prager et al., 2010). A rapid increase
in aldosterone or cortisol is associated with impaired behaviour and cognition, which is assumed
to be mediated via the mMR. It has so far been detected in the limbic system, the hippocampus
and the amygdala (Prager et al., 2010). Unlike the genomic MR, the mMR has a higher affinity
for aldosterone than the intracellular genomic one. Overall, it can be said that the genomic MR
is particularly responsible for slower reactions to stress and influences HPA axis sensitivity,
whereas the membrane-bound MR mediates fast responses (ter Heegde, Rijk and Vinkers,

2015).
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Thus, the MR represents an important modulator of the stress response and correspondingly
plays a role in psychiatric and somatic diseases (Juster, McEwen and Lupien, 2010). In therapy
refractory MDD, a reduced activity of the peripheral MR combined with central MR overactivity
has been described. This at the first glance counterintuitive findings might arise as follows:
Certain patients with MDD show a desensitisation of the peripheral MR which induces a
compensatory increase in aldosterone. With preserved function of the central MR, the increased
aldosterone level results in central MR overactivity (Blttner et al., 2015; Juruena et al., 2013;
Murck et al., 2018). Central MR overactivity is associated with reduced heart rate variability
(HRV), an increase in slow wave sleep (SWS) and increased salt appetite. Biomarkers for
peripheral MR dysfunction are plasma electrolytes and systolic blood pressure (Buttner et al.,
2015; Murck et al., 2018). Furthermore, ‘...] [a] high baseline aldosterone/cortisol ratio was

predictive for antidepressant nonresponse’ (Murck et al., 2018).

Hyperaldosteronism is associated with anxiety (Sonino, Fallo and Fava, 2006), depressive
symptoms (Apostolopoulou et al., 2014) and muscle weakness (Schirpenbach and Reincke,
2007). Atypical depression also manifests itself through symptoms such as anxiety and leaden
paralysis, and also represents a cause of treatment refractoriness (Murck, 2003; Pfaff and Joéls,
2017). On the basis of the study results, MR dysfunction could be a pathomechanism involved

in therapy refractory MDD, especially in AD.

1.1.1 Central Regulatory Circuits
At this point, for a further comprehension of the central alterations in the context of MR

dysfunction in MDD, central regulatory circuits will be discussed.

So far, MR has been detected in certain brain areas of humans and rats. These include the
hippocampus, nucleus of solitary tract (NTS), amygdala, periventricular nucleus (PVN) and
ventromedial nucleus (VMN) of the hypothalamus, septal area, circumventricular organ (CVO),
anterior cingulate cortex (ACC) and prefrontal cortex (PFC) (Gomez-Sanchez, 2011; Gomez-
Sanchez and Gomez-Sanchez, 2012, 2012; Juruena et al., 2013; Kloet and Joéls, 2017; Pfaff and
Joéls, 2017). Furthermore, MR has been described to occur in the cerebellum, thalamus, locus
coeruleus, choroid plexus and nucleus vestibularis medialis (Gomez-Sanchez and Gomez-
Sanchez, 2012). Within these areas, 11R-HSD2 is only found in certain loci. Accordingly, only in

those loci cortisol can be inactivated, allowing aldosterone to bind and act on the MR (Hlavacova
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and Jezova, 2019). In areas without 118-HSD2, glucocorticoids represent the primary ligand. ‘At
the level of the hippocampus [and the amygdala] a membrane-bound, nonclassical MR exists,
which is not protected by [...] [113-HSD2], but nevertheless has some specificity for aldosterone:
Its affinity for aldosterone is higher in comparison to cortisol/corticosterone (Karst et al., 2005).’
(Buttner et al., 2015)’ (Braunisch, 2017). Up to now, 11R8-HSD2 has been detected in the PVN
and VMN of the hypothalamus, the NTS, the CVO, the locus coeruleus and the nucleus
vestibularis medialis (Geerling and Loewy, 2009; Gomez-Sanchez and Gomez-Sanchez, 2012;
Kloet and Joéls, 2017; Murck et al., 2018). Within a few cells of the amygdala, detection was also
possible (Davies and MacKenzie, 2003). Cells that have an MR and the 118-HSD2 are also called
aldosterone-sensitive neurons. In this respect, the NTS represents the best-studied and most
relevant region (Geerling and Loewy, 2009; Murck et al., 2018). The aldosterone-sensitive
neurons of the NTS seem to be relevant for the regulation of the sodium balance (Gomez-
Sanchez, 2011). These cells are stimulated, for instance, by the vagus nerve, which in turn project
to the 'nucleus accumbens, ventrolateral bed nucleus of the stria terminalis [(BNST)] and,
indirectly, the amygdala' (Gomez-Sanchez, 2011). The amygdala is involved in the generation of
anxiety and depression-like behaviour (Pfaff and Joéls, 2017) and in the generation of salt
appetite (Sakai et al., 1996). The BNST plays an important role in anxious behaviour and
addiction (Avery, Clauss and Blackford, 2016), the nucleus accumbens in behaviour and
motivation (Pfaff and Joéls, 2017). Alternations of the nucleus accumbens have been shown in
depression (Golden et al., 2013). Through these projections, salt balance and behaviour are
directly linked. With increased aldosterone levels, this regulatory circuit is activated, and anxiety
and depression-like behaviour are induced. Furthermore, there are neuronal connections
between the NTS and the PVN, which is involved in the regulation of electrolyte balance and salt
appetite (Gomez-Sanchez, 2011; Pfaff and Joéls, 2017) as well as in the development of
depression and anxiety (Pfaff and Joéls, 2017; Swaab, Bao and Lucassen, 2005; Yuan et al., 2019).

For an overview of the regulatory circuits, see Figure 1.

15



BNST Ncl. accumbens Aldosterone

l

* % Membrane-bound MR

NTS |€ > Amygdala Hippocampus

¢’ * ‘L*

LoC PVN |€ CcvVOo

v v

SNS Anterior Pituitary

BBB — — —_——— e — — .
p-gp v ¢
RAS > Adrenal Cortex
Aldosterone Cortisol

Figure 1: Overview of Circuits Involving Aldosterone Action

Adapted from Murck, Schiissler and Steiger, 2012. Loci with genomic MR are marked with *. Abbreviations: BBB =
blood brain barrier, BNST = bed nucleus of the stria terminalis, CVO = circumventricular organ, LoC = Locus coeruleus,
Ncl. accumbens = Nucleus accumbens, NTS = Nucleus of the solitary tract, p-gp = p-glycoprotein, PVN = periventricular
nucleus, RAS = Renin-Angiotensin-System, SNS = sympathetic nervous system

Physiologically, the stress response is initiated via MR activation, whereby aldosterone increases
first, and cortisol/corticosterone plays a role in the subsequent phase. Finally, it is terminated
via GR activation (Franklin et al., 2012; Kloet et al., 2000; Pfaff and Joéls, 2017; R. de Kloet and
C. Meijer, 2019).

1.1.2 Electrolytes
Desensitisation of the peripheral MR entails a change in the electrolyte balance. Sodium (Na*),

potassium (K*) and magnesium (Mg?*) levels are particularly affected (Braunisch, 2017).
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According to our hypothesis, peripheral MR dysfunction causes reduced reabsorption of sodium,
which results in decreased sodium levels (Blttner et al., 2015). Na* depletion in turn leads to an
increased release of aldosterone. In this case, this occurs particularly via the RAAS.
Symptomatically, a low sodium level can manifest itself in a variety of ways. Cognitive deficits,
an increased risk of falls, gait disturbances, other neurological symptoms, depression-like
behaviour and anxiety are frequently described in chronic hyponatremia (Cohen, 2016; Fujisawa
et al., 2016; Gunathilake et al., 2013; Vandergheynst et al., 2016). These symptoms can occur
even with mild hyponatremia (Cohen, 2016; Gunathilake et al., 2013). However, the
symptomatology may be very subtle. Therefore, highly sensitive tests are required for detection.
Through therapy, symptoms are reversible (Renneboog et al., 2006; Vandergheynst et al., 2016).
Mechanistically, after induction of hyponatremia, increased extracellular glutamate levels in the
hippocampus could be detected by microdialysis. Due to this, long-term potentiation is
disturbed, which in turn leads to memory impairment (Fujisawa et al., 2016). Furthermore,
‘chronic hyponatremia impairs neuronal mitochondrial distribution and decreases ATP
production’ (Fujisawa et al., 2016), which causes neuronal dysfunction. Disturbances in nerve
impulse generation and propagation occur, resulting in reduced conduction velocity. Both

sensory and motor nerves are affected (Vandergheynst et al., 2016).

Moreover, the potassium level may increase due to a reduced potassium secretion (Braunisch,
2017). Clinically, hyperkalaemia presents itself through neurological, gastrointestinal and
cardiac symptoms. These can manifest as hyperreflexia, cramps, paraesthesia, muscle weakness
and paralysis, nausea, vomiting and cardiac arrhythmia (Schmidt, 2015). It leads to peripheral
neuronal and muscular dysfunction. Chronic axonal depolarisation can cause hyperexcitability
(Arnold et al., 2014; Kiernan et al., 2002; Krishnan et al., 2005; Z'Graggen et al., 2010).
Furthermore, also 'muscle membranes [...] [are] chronically depolarized by hyperkalemia'
(2'Graggen et al., 2010). “[...] [P]eripheral nerve and skeletal muscle dysfunction may occur, even
at serum potassium concentrations in the high normal range' (Arnold et al., 2017). Alternations
due to hyperkalaemia also found to be reversible, including an improvement in gait speed

(Arnold et al., 2017).

Magnesium secretion is as potassium secretion aldosterone-dependent, which means that
elevated magnesium levels are to be expected in peripheral MR dysfunction. (Braunisch, 2017,
BUttner et al., 2015). Magnesium is involved in processes such as blood pressure regulation as

well as muscular and neuronal excitation (Zhang et al., 2017). Thus, it can block the neuronal
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conduction which may lead to hypo- or areflexia and paralysis. Furthermore, functional
restrictions of the smooth muscles might occur causing ileus and urinary retention. Due to its
function as a calcium channel blocker, bradycardia and hypotension may result (Cascella and

Vaqar, 2021; Topf and Murray, 2003).

Hence, all three electrolytes are important components of neuromuscular and cardiac function.
Alterations in their levels and associated changes within the peripheral system might indicate
peripheral MR activity. Within this study, sodium, potassium and magnesium levels are
considered as biomarkers, which represent peripheral MR function and may manifest in changes

of gait.

1.1.3 Cardiovascular System

Aldosterone not only affects cardiovascular activity via electrolytes, but is also involved via the
autonomic nervous system (ANS) (Kemp et al., 2010) and via peripheral MR of myocardium and
endothelium (Viengchareun et al., 2007). Both central MR overactivity and peripheral
desensitisation thus also influence the functioning of the cardiovascular system. In this respect,

two possible biomarkers are HRV and blood pressure (Braunisch, 2017).

The HRV is modulated by the sympathetic and parasympathetic nervous systems (Kemp et al.,
2010) and hence represents a marker of the ANS. It plays a central role in regulating cardiac
activity and is in turn controlled by parts of the central nervous system (CNS). The amygdala and
the NTS are involved in this process (Braunisch, 2017; Hamilton and Alloy, 2016). The
sympathetic nervous system is activated during 'stress to mobilise physiological and cognitive
resources to effectively cope and respond' (Hamilton and Alloy, 2016) and leads to an increase
in heart rate. The parasympathetic nervous system forms the counterpart of the sympathetic
nervous system, influences the heart rate via the vagal nerve and leads to a decrease in it
(Hamilton and Alloy, 2016; Porges, 2007). 'The vagus nerve arises from the brain stem and has
connections to aldosterone sensitive sites in the NTS (Geerling and Loewy, 2009; Robson et al.,
1998; Rottenberg, 2007) ' (Braunisch, 2017). Aldosterone has a parasympatholytic effect, which
can lead to an imbalance between the parasympathetic and sympathetic nervous system. This
is reflected by a reduction in HRV (Ovaert et al., 2010). 'A mechanism for the action of
aldosterone on HRV could involve aldosterone sensitive neurons in the NTS (Shin, Geerling and

Loewy, 2009).' (Braunisch, 2017). Therefore, ‘HRV is also associated with the activity of the renin-
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angiotensin-aldosterone system (RAAS) (Ovaert et al., 2010; Schmidt, 1999) and MR-activation
(MacFadyen, 1997)’ (Biittner et al., 2015). During stress, the ANS reacts with changes in cardiac
activity. Patients with MDD showed an impaired stress response mediated by interferences of
the ANS (Schiweck et al., 2019). Those changes ‘[...] [lead] to reduced flexibility in responding to
environmental demands and appropriate responsiveness [...]" (Kemp et al., 2010) and ‘have been
identified as potential mechanisms linking depression and poor cardiovascular health (Grippo
and Johnson, 2009)’ (Hamilton and Alloy, 2016). Likewise, anxiety and depression were shown
to be associated with lower HRV. Moreover, the extent of HRV alteration seems to be
interrelated to depression severity (Cohen, Edmondson and Kronish, 2015; Kemp et al., 2010).
Kemp et al. hypothesise that the autonomic dysregulation, in the sense of a reduction of vagal
activity and a consecutive disinhibition of the sympathetic nervous system, is related to
alterations of the HPA axis in MDD. Hence, aldosterone can intervene at various levels in the
regulation of ANS in cardiac activity, correspondingly HRV. Biittner et al. already identified the
HRV as a relevant parameter of central MR activity, which is why HRV is also used as such in this

framework.

Regarding alterations of blood pressure in MDD, different results have been reported. While
there was evidence of reduced blood pressure in MDD in some studies (Barrett-Connor and
Palinkas, 1994; Biittner et al., 2015; Hildrum, Romild and Holmen, 2011), other studies showed
an association between increased blood pressure and MDD (Hafner et al., 2012; Hertzman et
al., 2005). Both systolic and diastolic values are affected in MDD (Lenoir et al., 2008). Patients
with reduced blood pressure show more severe depressive symptoms. In particular, fatigue is
associated with lower blood pressure (Barrett-Connor and Palinkas, 1994; Stroup-Benham et al.,
2000). Diastolic hypotension in MDD is especially associated with symptoms of lethargy, sadness
and reduced concentration, but less with nervousness, anger and guilt (Jorm, 2001). Hildrum,
Romild and Holmen showed ‘that symptoms of anxiety and depression are associated with
decrease in blood pressure, particularly when a high symptom level can be detected over
decades'. The observation that low blood pressure occurs particularly in patients with a high
symptom level over decades would suggest a connection with therapy refractory depression
(TRD). Bittner et al. already detected patients with MDD and low blood pressure as
nonresponders, who additionally showed a higher aldosterone/cortisol ratio. This could be a
sign of peripheral MR dysfunction resulting in a reactive increase in aldosterone (Murck et al.,
2018). Conversely, chronic stress can also lead to an increase in blood pressure (Sparrenberger

et al., 2009). The fact that both hypotension and hypertension could be observed in MDD
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suggests that the manifestation of altered blood pressure is depending on different subtypes.
Low blood pressure might be a symptom of atypical depression, whereas elevation of blood

pressure seems to be associated with melancholic depression (Braunisch, 2017).

1.2 INPH and MR Dysfunction in MDD

INPH is an adult-onset syndrome of uncertain origin, showing symptoms of cognitive
impairment, gait disturbance and urinary dysfunction, which involves non-obstructive
enlargement of the cerebral ventricles, along with normal cerebrospinal fluid (CSF) pressure [...].
Patients with INPH may present with varying combinations or degrees of each of these classic

clinical symptoms’ (Kang et al., 2016).

As the term 'idiopathic' implies, the aetiology of iNPH is not yet fully understood. However, some
alterations that are associated with this disease have been identified so far. These include
enlarged ventricles, alterations in cerebro-spinal fluid (CSF) flow and cerebral blood flow (CBF),

as well as cerebral white and grey matter changes (Kondziella et al., 2009; Yang et al., 2016).

‘Altered expression of molecules regulating CSF production and absorption [...]' could play a role
in the increase in ventricular volume (Shprecher, Schwalb and Kurlan, 2008). Thus, an increase
in CSF aldosterone, which plays an important role in the regulation of CSF production, was also

found (Sosvorova et al., 2015).

Diverse alterations of the white and grey matter have been demonstrated. Disturbances in
neurotransmitter metabolism affect different brain regions of the grey and white matter. These
include the basal ganglia, hippocampus, brain stem and cerebellum. Memory dysfunction seems
to be related to abnormalities in the hippocampus (Kondziella et al., 2008; Kondziella et al.,
2009). In addition, diffusion tensor has been used to identify impaired white matter integrity in
the sense of microstructural changes. One affected structure is the corpus callosum. Regionally
reduced CBF has been found in both white and grey matter (Kondziella et al., 2008; Massicotte,
Buist and Del Bigio, 2000). Affected regions include cortex, hippocampus, periventricular tissue,
thalamus and basal ganglia (Klinge et al., 2003; Larsson et al., 1994; Owler et al., 2004). Changes
in both the corpus callosum and the basal ganglia are associated with motor symptoms.
Alterations in the corpus callosum further correlate with the extent of gait dysfunction (Kang et

al., 2016; Miyamoto, Imahori and Mineura, 2007).
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Now, the question arises what iNPH and MDD have in common and to what extent this is related
to MR dysfunction. On the one hand, there are certain overlaps in the symptomatology of both
syndromes. The classic symptoms of iNPH, summarised under the Harkim triad, can also occur
in MDD. Various studies have confirmed an association between MDD and an increased
incidence of urge incontinence (Ul) in the course of disease (Melville et al., 2009; Tettamanti et
al., 2013, 2013; Zorn et al., 1999). It is important to note that MDD predicts the occurrence of
Ul, but Ul is not predictive for MDD. Hence, MDD seems to be a possible causal factor for Ul
(Melville et al., 2009). Motor and cognitive impairments in MDD are more common. Cognitive
impairment includes executive function, attention, memory and psychomotor function (Austin,
Mitchell and Goodwin, 2001; Castaneda et al., 2008; Hammar and Ardal, 2009). Frequently,
memory and concentration disorders in the context of depression are also referred to as
pseudodementia. Classically, the motor dysfunction in depression is divided relative generally
into psychomotor agitation and retardation (American Psychiatric Association, 2013). However,
changes in gait are increasingly becoming the focus of research. Commonly described changes
in MDD include slowed gait speed and shortened stride length (Hausdorff et al., 2004; Lemke et
al., 2000). Similarly ‘the aberrant ambulation observed in INPH is characterised by a slow, wide-
based gait, short shuffling steps, and difficulty in turning and tandem walking' (Gallia, Rigamonti
and Williams, 2006). Hence, overlaps in clinical presentation of gait pattern are apparent. The

gait dysfunction will be discussed in more detail in the following section.

On the other hand, there are parallels in presentation within the imaging diagnostics. In the
context of MDD, basal ganglia appear to underlie neurodegenerative processes which may play
a role in the pathophysiology of the disease. Decreased metabolism and blood flow have also
been observed (Austin et al., 1992; Buchsbaum et al., 1986; Lacerda et al., 2003; Mayberg et al.,
1994). The impairment of motor function, including gait pattern, is associated with the basal

ganglia dysfunction (Cummings, 1993; Lacerda et al., 2003).

Furthermore, white matter lesions are known to be associated with MDD (Schwichtenberg et
al., 2017). The severity of these correlates with the severity of the disease and therapy resistance
(Cole et al., 2012; Diego-Adelifio et al., 2014; Hoogenboom et al., 2014; Lyden et al., 2014). Starr
et al. also show correlations between white matter lesions, slowed gait speed and disturbed
balance as well as depressive symptoms. Likewise Walther et al. assume that ...] signs of
psychomotor slowing in major depressive disorder may be linked to changes of the white matter

integrity of the motor system.’.
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Another alteration of particular interest in this context is the association between MDD and
ventricular volume. We and others have shown that an increase in ventricular space seems to
be a negative prognostic parameter with respect to outcome in depression (Cardoner et al.,
2003; Murck and Luerweg et al., 2020). Furthermore, patients with a larger ventricular volume
show a stronger severity of symptoms, especially of psychomotor ones (Schlegel et al., 1989). In
addition, Murck and Luerweg et al. were able to show that enlarged ventricular space is linked
to a reduced corpus callosum volume, which could be explained by a compression of the latter.
Accordingly, non-responders showed a lower corpus callosum volume than responders. This has
also been demonstrated in the EMBARC study in a large population (Murck et al., 2021). ‘Corpus
callosum [...] atrophy has been associated with dementia in patients with LA [leukoaraiosis], as
well as with gait disturbances in patients with normal pressure hydrocephalus.” (Moretti et al.,
2005). This study result leads to the next aspect: In addition to imaging diagnostics, the
regulatory circuits of cerebrospinal fluid production must also be considered (see Figure 2).
'"Apart from its function of hydromechanical protection of the central nervous system, CSF also
plays a prominent role in brain development and regulation of brain interstitial fluid
homeostasis, which influences neuronal functioning.' (Sakka, Coll and Chazal, 2011). The choroid
plexus is responsible for the major part of CSF secretion (Sakka, Coll and Chazal, 2011). In its
epithelial cells, aldosterone can bind to the MR. As a result, Na*/K*-ATPase is increasingly
expressed and incorporated into the apical membrane. Thus, more sodium is pumped into the
inner CSF space. Itis assumed that due to the resulting osmotic gradient, CSF secretion increases
(Andrews, Liu and Ko, 2014; Leenen, 2010; Salpietro et al., 2014; Sheldon et al., 2015). Patients
with central MR overactivity in MDD might therefore have an elevated CSF production, which
can lead to an enlargement of the CSF spaces and consequently to the associated symptoms.
This would be in line with previous study results as the enlarged CSF spaces were mainly found
in nonresponders and nonresponse may be related to MR dysfunction (Murck and Luerweg et
al., 2020). Increased aldosterone levels in the CSF could also be detected in iNPH (Sosvorova et
al., 2015), which further strengthens the hypothesis of an aldosterone-dependent increased CSF
production accompanied by ventricular enlargement. Likewise, increased intracranial pressure
seems to be associated with hyperaldosteronism and consequently increased CSF production

(Khan et al., 2013; Salpietro et al., 2014).

In conclusion, iINPH and MDD show overlaps in terms of symptoms, imaging and hormonal

changes. A common underlying pathomechanism may represent increased central MR
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activation by aldosterone (Cardoner et al., 2003; Murck and Luerweg et al., 2020; Sosvorova et

al., 2015).

Kubo et al. developed a grading scale for iNPH, which should classify the severity of
symptomatology. Cognitive impairment, gait disturbances and urinary incontinence are
included. The iNPH Grading Scale (iNPHGS) could also be used to assess symptoms of MDD due
to central MR overactivity and changes in ventricular volume. Accordingly, the iNPHGS could
also be useful to detect non-responders at an early stage. In our study, iINPHGS was used to

assess central MR function.
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Figure 2: Regulation of the Secretion of Cerebrospinal Fluid

Adapted from Salpietro et al., 2014. Cortisol and aldosterone can activate the genomic mineralocorticoid receptor
(MR), which activates mineralocorticoid responsive elements (MRE). Due to this DNA synthesis of Na*/K*-ATPase is
stimulated. As Na* is pumped into the cerebrospinal fluid (CSF) an osmotic gradient is caused resulting in increased
secretion of CSF. Cortisol can be inactivated by 11f3-hydroxysteroid dehydrogenase type 2 (11f3-HSD2), cortisone can
be inactivated by 11f3-hydroxysteroid dehydrogenase type 1 (11f3-HSD1).
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1.3 Gait in MR Dysfunction

‘Mobility depends not only on physical functions [...], but also on mental state, in particular
cognitive impairment and depressed mood [(Longstreth et al., 1996; O'Brien et al., 2000)].” (Starr
et al., 2003).

As aforementioned, alterations in gait are becoming the focus of attention as a potential
biomarker in MDD. The fact that motor symptoms are a long-neglected but central
symptomatology of MDD (Bernard and Mittal, 2015), which however continues to take on a
more pivotal role, is shown by the fact that the RDoC criteria were subsequently updated to
include the domain of motor symptoms (sensimotor domain) (National Institute of Mental
Health, 2021; Walther et al., 2019). In this way, motor symptoms can be placed in relation to
the course of disease on the one hand and to evaluate associations with the other domains on
the other. Ultimately, this should enable more specific treatment through sub-typification
(Walther et al., 2019). According to Sobin and Sackeim's meta-analysis, motor symptoms occur
in 58-69% of patients with MDD. Moreover, they seem to be associated with poorer outcome
and severity (Aybek et al., 2012; Murck et al., 2019; Sakurai et al., 2017; Sobin and Sackeim,
1997; Ulbricht et al., 2016). Wang et al. further discovered that gait pattern can also be used to
confirm the diagnosis of MDD. They see the advantages over questionnaires in the fact that they
can be used to assess the severity of depression, but not as a diagnostic tool, and that gait
analysis preserves more objectivity. Garvey and Cuthbert describe the examination of the motor
system ‘in psychiatric disorders as a window into cognitive and emotional regulation processes’

and also identify its strength in reproducibility and objectivity.

The gait pattern is influenced by several factors. Both central and peripheral conditions play a

role in the final gait product, which will be discussed further in the following.

Centrally, the generation of the gait pattern involves different brain loci. The decision to perform
a certain movement originates in the prefrontal cortex, which activates the relevant cortex
areas. The association cortex and limbic system are responsible for movement planning, in
which the premotor and supplementary motor cortex are also involved. Basal ganglia and
cerebellum represent control instances through which the movement plan is adapted and finally
passed on via the thalamus to the primary motor cortex in particular. From there, the movement
programme is transmitted to the brainstem and spinal cord in order to execute the planned
movement (Aumdiller et al., 2020; Pape, Kurtz and Silbernagl, 2019). For an overview see figure

3.
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Figure 3: Overview of Generation of Gait

The arrows represent projections from one area brain area to another. The dark arrows represent projections that
play a role in motor planning and execution, the light arrows depict feedback mechanisms. Adapted from Pape, Kurtz
and Silbernagl, 2019.

Alterations of the gait pattern are known in various diseases. In the case of Parkinson's disease,
a lower gait speed, shorter step length with a compensatory increase in cadence, a higher stride
length variability and an asymmetrical stride time for both lower limbs can be observed (Blin,
Ferrandez and Serratrice, 1990; del Olmo and Cudeiro, 2005). Pathophysiologically it appears
that 'the degeneration of dopaminergic neurons of the substantia nigra pars compacta triggers
a cascade of functional changes affecting the whole basal ganglia network' (Blandini et al., 2000)
including a dopamine deficiency in the basal ganglia respectively the striatum (Mattle and
Mumenthaler, 2015). The alterations of the gait pattern are attributed to the changes in the
basal ganglia circuit. It is assumed that alterations of the basal ganglia network also play a role
in gait alterations in MDD (Bennabi et al., 2013; Lemke et al., 2000; Lohr, May and Caligiuri,
2013; Morris et al., 1994, 1996). These alterations of the basal ganglia circuits in MDD may be
due to dopaminergic dysfunction (Nestler and Carlezon, 2006; Sobin and Sackeim, 1997). 90%

of the central dopaminergic cells are located in the mesencephalon and project to the basal
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ganglia, limbic system and cortex (Chinta and Andersen, 2005). Decreased activity of the
dopamine circuit is associated with anxiety, depression, alterations in psychomotor function,
motivation and concentration (Dunlop and Nemeroff, 2007; Grace, 2016; Murck et al., 2003;
Weintraub et al., 2005). Furthermore, it is hypothesised that MR function and dopaminergic
circuits are interrelated. This assumption is based inter alia on the findings that angiotensin
converting enzyme (ACE) inhibitors, which reduce MR activity, show dopaminergic effects in the
basal ganglia network (Jenkins, 2008; Murck, Schiissler and Steiger, 2012). Thus, it can be
presumed that cognitive and motor impairment are manifestations of alterations in MR function
and dopamine circuits affecting the basal ganglia network. Overall, neuropathological analogies
between MDD and Parkinson's disease (PD) are apparent. Consequently, overlaps in the clinical

presentation of motor symptoms can be assumed (Lohr, May and Caligiuri, 2013).

Another neurological condition that manifests itself through motor symptoms is, as already
mentioned, the normal pressure hydrocephalus. In patients with iNPH a more broad-based gait
a lower gait speed, shorter stride length, increased cadence, increased stride time and stride
length variability was detected (Lim et al., 2019; Nikaido et al., 2018; Selge et al., 2018; Souza et
al., 2018). However, Souza et al. report a decreased cadence in patients with iNPH. The gait
disturbance presents itself symmetrically (Mori, 2008). Changes in the basal ganglia as well as in
the corpus callosum seem to be causative (Kang et al., 2016; Miyamoto, Imahori and Mineura,

2007).

In MDD, slower gait speed and shorter stride length have already been demonstrated (Brandler
et al., 2012; Hausdorff et al., 2004; Lemke et al., 2000). Lemke et al. further relate alterations of
cadence to gait speed, but not a generally reduced cadence. Moreover, an increased coefficient
of variation (CV) of swing time seems to be associated with MDD (Hausdorff et al., 2004;
Radovanovi¢ et al.,, 2014). Besides, depressed patients showed greater lateral swaying
movements of the upper body (Michalak et al., 2009), which also indicates a greater shift of the

body's center of mass.

The neuroimaging-detectable white matter lesions (WML), alterations of the basal ganglia and
ventricular volumes that occur in MDD also seem to play a major role in motor symptoms
(Bennabi et al., 2013; Murck and Luerweg et al., 2020; Schlegel et al., 1989; Walther et al., 2012).
Independently of depression, white matter lesions have been shown to be associated with gait

instability in elderly (Bruijn et al., 2014). In particular WML of the brain stem, corpus callosum
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and further periventricular regions are associated with gait impairment (Bhadelia et al., 2009;
Moretti et al., 2005; Srikanth et al., 2010; Starr et al., 2003). This supports the presumed

relationship between the described diagnostic findings in MDD and motor symptoms.

Taken together, all three syndromes, PD, iNPH and MDD, show commonalities in both diagnostic
and clinical presentation (see table 1), suggesting overlapping features within the central

neuropathological genesis.

Besides the central generation of the gait, peripheral alterations also affect the latter. From the
brainstem and cortex, tracts providing motor information descend via the spinal cord. In the
anterior horn, these fibres project to motoneurons which pass over the anterior roots, then as
peripheral nerves, to the musculature (Trepel and Dalkowski, 2017). For the conduction of
stimuli, the membrane potential and its ability to change is of great importance. The membrane
potential and thus also the conductivity depend on the electrolytes. Sodium and potassium play
the major part here (Pape, Kurtz and Silbernagl, 2019). But also calcium and magnesium have
an influence on peripheral nerve conduction (Mert et al., 2003). Alterations within the
electrolyte balance can therefore lead to conduction disturbances, which in turn influence

locomotion (Arnold et al., 2017; Kiernan et al., 2002; Vandergheynst et al., 2016).

Peripheral MR dysfunction can cause hyponatremia, hyperkalaemia and hypermagnesemia.
Under chronic hyponatremia gait impairment was observed (Gankam Kengne et al., 2008;
Renneboog et al., 2006; Vandergheynst et al., 2016). In rats, larger alternating, lateral trunk
movements’, shorter stride length and ‘wider-based stance’ were described after induced
hyponatremia (Fujisawa et al., 2016). Chronic hyperkalaemia is an important factor in the
genesis of neuropathy in chronic kidney disease. A low-potassium diet was found to be

neuroprotective.

Beyond this, a low-potassium diet was able to improve gait speed in those patients (Arnold et
al., 2017). ‘Magnesium can block synaptic transmission of nerve impulses’ and thereby has a
neuromuscular toxic effect (Topf and Murray, 2003). Hypermagnesemia can cause gait
disturbances (van Laecke, 2019). Randall R.E. et al. described 'an ataxic gait, and a tendency to
fall sidewards while standing erect' under hypermagnesemia. To the best of our knowledge,

more detailed analyses of gait in hypermagnesemia have not yet been carried out.

Electrolyte balance seems to influence nervous function and consequently gait. Disturbances of

peripheral MR function, which effect electrolyte levels, might therefore correspond to gait
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pattern. Accordingly, the gait pattern seems to reflect both central and peripheral MR function,
which is why we will examine the gait pattern as a parameter for both peripheral MR dysfunction

and central MR overactivity in our study.

Table 1: Overview of known alterations in gait in iNPH, PD and MDD.
Reference is made to sources mentioned in this paper. The alterations mentioned in brackets are presumed findings
based on previous studies, for which direct evidence is still lacking.

GAIT PARAMETER INPH PD MDD
GAIT SPEED d NE N%
STEP LENGTH d NE N%
CADENCE /1 T (V)
BILATERAL SYMMETRY (/M) NE (V)
STRIDE TIME VARIABILITY N ap T

1.4 Effect of Glycyrrhiza Glabra on MR Dysfunction

Several studies have been conducted to investigate the efficacy of pharmaceuticals with an
effect on the aldosterone balance in depression. Targets include aldosterone release, peripheral
MR and central MR. The medication tested mainly includes MR agonists, MR antagonists and

ACE inhibitors.

ACE inhibitors (ACEI) seem to have a positive impact on mood (Boal et al., 2016; Braszko et al.,
2003; Hertzman et al., 2005). For instance, Luo et al. were able to show that lisinopril, an ACEI
with high BBB permeability, has a faster onset and longer-lasting antidepressant effect than
captopril, an ACEIl with lower BBB permeability. However, they were unable to establish a link

to central RAAS activity. Links to peripheral RAAS and MR activity were not investigated further.

Studies on MR as a target of pharmacological therapy show more inconsistent results. Otte et
al. showed an improved speed in treatment response when fludrocortisone, an MR agonist, was
added to escitalopram. However, this effect was only seen in responders. In contrast, no positive
effect could be shown by additional therapy with the MR antagonist spironolactone. Holsboer
even demonstrated an unfavourable effect of spironolactone as an additive to amitriptyline.
Other studies, on the other hand, were able to show an anti-depressive effect (Wu et al., 2013)

or a reduction of stress-induced symptoms in patients with bipolar disorder (Juruena and Gama
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et al., 2009) through spironolactone administration. In the context of these studies, it was also
observed that 'Patients with treatment-resistant depression had a reduction in the conversation
of spironolactone to the active metabolite canrenone' (Juruena et al., 2013). This may explain
the divergent study results in that the treatment response to MR antagonists seems to be

subtype-dependent.

One very novel approach in antidepressant therapy is the additional administration of an extract
of Glycyrrhiza glabra (GG), a plant that is used medicinally. The active ingredient glycyrrhizin is
extracted from its root and is better known as an ingredient of the candy ‘liquorice’ (Dastagir
and Rizvi, 2016; Pastorino et al., 2018). Many people are familiar with the frequently described

blood pressure-increasing effect of excessive liquorice consumption (van Uum, 2005).

GG is an inhibitor of 11R-HSD2. The enzyme 11R-HSD2 catalyses the conversion of biologically
active cortisol into its inactive metabolite cortisone (see figure 4). Thereby, non-selective MR
are protected from binding cortisol and an aldosterone-specific effect is provided (Diaz, Brown
and Seckl, 1998). Through the inhibition of this enzyme by GG, cortisol can bind to the MR
(Edwards et al., 1988), as a result of which the desensitised peripheral MRs might be activated
(Murck and Lehr et al., 2020). This activation manifests itself, inter alia, in an increase in blood
pressure (Wu et al., 1999) and alterations in the electrolyte balance (Epstein et al., 1977). ‘A
feedback mechanism, via an MR-mediated inhibition of renin release, leads consequentially to a
reduced aldosterone secretion [...]' A positive effect of an additional GG administration to SSRI
has been demonstrated compared to placebo (Cao et al., 2020). We assume that additional GG
administration in TRD with MR dysfunction could decrease aldosterone levels and central MR

function via activation of peripheral MR and thus improve the outcome.
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Figure 4: Action of Glycyrrhizin
Glycyrrhizin inhibits the 11f3-hydroxysteroid dehydrogenase type 2 (11f3-HSD2) which catalyses the conversion of
biologically active cortisol into its inactive metabolite cortisone.

1.5 Hypothesis and Aim

MDD is a high prevalence disease (Miller and O'Callaghan, 2013) that causes severe limitations
in everyday life (James et al., 2018). Although it is a heterogeneous group of diseases, the
number of known biomarkers is scarce (Braunisch, 2017; Murck, 2003). A personalised therapy

is not yet possible (Holsboer, 2008; Miller and O'Callaghan, 2013).

In the context of this work, possible subtype-dependent biomarkers and further the effect of an
additional administration of GG should be investigated. The following four hypotheses were

formulated for this purpose:

Hypothesis one:

Background: Aldosterone stimulates CSF production. Due to the increasing amount of CSF,
compression of the basal ganglia adjacent to the CSF spaces may result in general changes in
gait (gait speed, step length, cadence, coefficient of variation, bilateral symmetry, vertical and
lateral centre of mass displacement) and symptomatology similar to normal pressure

hydrocephalus.
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Explicit Hypothesis:

a) Increased iNPH grading scale scores (Murck and Luerweg et al., 2020; Nikaido et al., 2018;

Sosvorova et al., 2015) correlate with severity and/or therapeutic response to standard therapy.

b) A high score in the iINPHGS is also an expression of changes in the gait pattern, which are

reflected in the gait analysis.

c) Aldosterone is associated with alterations in gait, which are also reflected in higher iNPHGS

scores. Additional GG administration may lead to a reversal of changes in gait pattern.

Hypothesis two:

In addition, aldosterone is an important regulator of the electrolyte balance. Especially K* and
Mg?* secretion as well as Na* uptake are regulated. Electrolytes are instrumental in maintaining
the membrane potential of neurons and muscle cells. This suggests that aldosterone also has a

peripheral effect on gait via electrolyte levels.

The second hypothesis states that changes in electrolyte levels caused by aldosterone lead to

alterations in gait pattern and can be induced by GG.

Hypothesis three:

Low blood pressure and decreased HRV were found to be biomarkers of decreased peripheral
MR activity and negative predictive forthe outcome in depressed hospitalized patients (Bittner
et al., 2015). If a relationship between gait pattern and MR activity is shown, those changes are

expected to be associated also with blood pressure and HRV.

GG sensitizes MR function (Murck and Lehr et al., 2020). Thus, it can be assumed that the
administration of GG also leads to a change in gait parameters, should these prove to be valid

biomarkers.

Hypothesis four:

Central MR activity and higher salivary aldosterone-cortisol-ratios at baseline were found to be
predictors of treatment refractoriness (Blttner et al., 2015). With reference to hypothesis one
to three, gait parameters and the iNPHGS could be predictive of therapy refractoriness in

depression.
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2. Methodology

2.1 Subjects

The current investigation involved 24 inpatients from the Department of Psychiatry and
Psychotherapy, Philipps-University Marburg, Germany. All patients included had as main
diagnosis a single major depressive episode (n=4; F32), a recurrent major depression (n=20; F33)
or a dysthymia (n=0, F34.1) according to ICD-10. As secondary diagnosis five patients showed a
dysthymia (F34.1), two a social phobia (F40.1), one a phobia not further classified (F40.0), one a
somatoform disorder (F45.0), one an alcohol abuse (F10.1), one a nicotine dependence (F17.1),
one a withdrawal syndrome of sedatives (F13), one an intoxication with not specified drugs
(T50.9), one a specific personality disorder (F60.8) and one a gender identity disorder (F64.9).
Schizophrenia, schizotypal disorder, delusional disorder, and psychotic disorder (F20.21) as well
as lack of German language skills, previous gait disturbances and severe neurological or internal

diseases served as exclusion criteria.

Subjects were divided into two groups. 12 subjects were recruited for an ongoing observational
study and were treated with standard antidepressant treatment according to the German
guideline (Deutsche Gesellschaft fur Psychiatrie und Psychotherapie, Psychosomatik und
Nervenheilkunde, 2015). The other 12 patients received within an open-label study GG
additionally to standard antidepressant treatment. All subjects, who took part in the studies
were informed verbally and in writing and signed an informed consent before entering the

study. The ethics committee of the Philipps-University of Marburg approved both studies.

Four subjects provided insufficient data since one subject was discharged after the first visit. For
three patients the examination of the gait was not possible at visit one or two. Four other
subjects dropped out after the second visit. Since a small group of 16 subjects completed all
three visits, the main emphasis was put on examination 1 (baseline) and 2 (week 2) In total data

of 24 patients, 12 treated as usual and 12 treated with GG additionally, were evaluated.
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e Day-14-0 ¢ Day O (evening) ¢ Day 13 (evening) ¢ Day 41 (evening)
¢ Day 1 (morning) ¢ Day 14 (morning) e Day 42 (morning)
e +/- 3 days e +/-7 days

Figure 5: Timeline

2.2 Study Conduct

Both studies were conducted for six weeks. As pre-defined, patients were examined at a
screening visit, at baseline (visit 1), Week 2 (visit 2) and week 6 (visit 3). The screening took place
at the earliest 14 days before baseline; the early follow-up examination two weeks + three days
and a late follow-up six weeks + seven days after baseline (see figure 5). In case of earlier
discharge, the last examination was brought forward. The studies were designed either as a non-
interventional follow-up study or an open-label treatment study. The treatment with GG started
one day after baseline examination. A capsule of Glycyrrhiza glabra (GG, Gall Pharma,
Judenburg, Austria) extract contains 7-8 % glycyrrhizin. Subjects received two capsules of 350
mg each in the morning and in the evening to retain a daily dose of 98 - 112 mg. To counteract
increased magnesium excretion and improve long term tolerability 200 mg magnesium citrate

was ingested twice daily in addition (Murck and Lehr et al., 2020).

After review of inclusion and exclusion criteria, a detailed medical education and consent, the
first visit took place. Medical history including pre-existing conditions, family history, course of
depression, and onset of current episode was taken, and sociodemographic data was raised.
Before every examination, the inclusion and exclusion criteria were checked again, and the

current medication was recorded.

Clinical ratings were performed in the evening between 4 and 8 pm after which a sleep

monitoring was installed for the night. The next morning right after awakening, saliva samples
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were collected, and neurophysiological tests took place. The tests involved measurement of
respiratory sinus arrhythmia (heart rate variability due to respiration), blood pressure and gait
analysis. Besides, the subjects received the scale of Quick Inventory of Depressive
Symptomatology (QIDS) and the Becks-Depression-Inventory as self-rating questionnaires to fill
them in right after the examinations (Bittner et al., 2015). Furthermore, blood samples were
taken between 7:15 and 10 am. Subjects had to lie in supine position for 30 minutes before
blood sampling to avoid false high values of renin (Hirohara et al., 2001). The GG subjects further

had blood drawn weekly between the examinations to monitor electrolytes.

Adverse events, blood pressure and electrolytes were monitored once a week. If patients
reported new-onset symptoms, tighter controls were carried out and the dose was reduced until
symptoms were resolved. Depending on the reported adverse events, the magnesium or GG
dose was reduced first. If diarrhoea occurred, the magnesium dose was first reduced to 200
mg/day, then to 100 mg/day. In case of changes in electrolyte balance (values outside the
reference range) or sharp increase in blood pressure, the GG dose was reduced. Here, the 2018
ESC guidelines were consulted as well: Values up to 130/85 mmHg were considered normal.
(Williams et al., 2018) In patients with higher blood pressure values at baseline, an increase
above 10 mmHg was considered an adverse effect. If adverse effects persisted despite dose
reduction, both substrates were discontinued. For an overview of the examinations please see

table 2.
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Table 2: Overview of the Examinations of Subjects
The screening, baseline and follow-up examinations took place for both groups. In addition, weekly blood samples are
taken, and blood pressure was measured. Abbreviations: Hamilton Depression Rating Scale (HDRS-21), Global
Assessment of Functioning (GAF), Clinical Global Impression (CGl), idiopathic normal pressure hydrocephalus grading
scale (iINPHGS), electroencephalography (EEG), blood pressure (BP), heart rate (HR), heart rate variability (HRV), Quick
Inventory of Depressive Symptomatology, self-rating (QIDS-SR-16), Beck Depression Inventory (BDI)

Visit

EXAMINATIONS

Screening

2

Baseline

4

Early follow-up

8

Late
follow-
up

Study Day

Diagnosis Confirmation
Medical History
Sociodemographic
Features
Medication
Weight

HDRS-21, GAF, CGI
INPHGS

Sleep EEG Device
Saliva Sample

BP, HR

HRV

Gait Analysis
QIDS-SR-16, BDI
Blood Sample

2.3 Collected Parameter

2.3.1 Saliva Sample

-14-0

X

0

X X X X X X X X X X X

7+/-1

14 +/-3

X

X X X X X X X X X X X

21
+/-1

28
+/-1

35
+/-1

42 +/-
7

X

X X X X X X X X X X X

The saliva sample for hormone measurement was obtained by means of Salivette® (Sartstedt,

Nimbrecht, Germany) between 6:45 and 7:15 am. Right after awakening and before getting up,

subjects had to chew on three Salivettes® Cortisol samplers to gain enough saliva for

measurements. ‘Samples were frozen at —20°C up to two weeks and then at —-80°C until shipment

by mail to the Institute of Experimental Endocrinology (Slovak Academy of Sciences, Bratislava,

Slovakia) for analysis. Saliva cortisol concentrations were analyzed using a commercially

available enzyme-linked immunosorbent assay (IBL International, Hamburg, Germany). Salivary

aldosterone concentrations were measured by a modified methodology [ (Jezova and Hlavacova,



2008)] using a commercial radioimmunoassay kit (Immunotech, Prague, Czech Republic). To get
usable results, saliva was concentrated three times.” (Murck and Lehr et al., 2020). Since levels
of aldosterone and cortisol depend strongly on the time of the day and the body position, no

physiological reference values existed of the laboratory.

2.3.2 Gait Analysis

The examination of the gait pattern was performed with the application GaitAnalysisPro® (YTA
K.K., © 2014 Wataru Yasuda, Japan) linked to a smartphone (iPhone 5). The analysis was
performed in the morning after completion of the examinations in supine position. The
smartphone was fixed with the help of a strap on the lower back at the level of the third lumbar
vertebrae. Patients walked up and down a standardized route for one minute. After determining
the walking distance in meters with a tape measure and entering it into the application,
calculated these the gait speed, cadence, step length, coefficient of variation (CV), bilateral
symmetry, vertical and lateral centre of mass displacement. The gait speed was specified in
metres per minute, the cadence in number of steps per minute and the step length in
centimetres. Furthermore, the following calculations were performed through the application:
‘[To determine the coefficient of variation, the stride time was calculated based on the] change
in acceleration due to the heel contact while walking. From this the average and standard
deviation of all the gait cycle time obtained and [...] the coefficient of variation (=standard
deviation / average value) is calculated. Theoretically if the gait cycle were perfectly matched,
the coefficient will be "0". [To define bilateral symmetry] auto-correlation is calculated by cyclic
trajectory derived from the second-order integration of anterior-posterior accretion. Bilateral
asymmetry is indicated as the ratio of the mean of the 1st and the 3rd peaks to the 2nd peak of
auto-correlation. [A] small value indicates larger asymmetry. The value larger than 1 indicates
that variability between left and right steps is smaller than that among the same. The COM
[centre of mass] trajectory is calculated by the second-order integration of acceleration. [...] The
time [was normalized] so that one walking cycle is 100 points. Then, [...] [the] average of
trajectory from all the cycles [was obtained] [...]. The vertical and lateral COM displacement
indicates the maximum vertical width and maximum lateral width [in centimetres] [...].”

(https://sites.google.com/site/qgaitanalysisenglish/home, 2021).
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2.3.3 Heart Rate Variability and Blood Pressure

Heart rate variability was assessed based on respiratory sinus arrhythmia by [...] an easy to use
smartphone app [...] connected to two ECG electrodes (iThlete®, HRV Fit Ltd, Hampshire, United
Kingdom) [...]. The measurement took place [...] after awakening [and taking the saliva sample].
Heart rate variability was measured twice during a 55 s test interval each. Patients followed the
breathing cadence of 7.5 breaths per minute displayed by a lung animation on the smartphone
screen. Calculations performed within the iThlete app are based on the time domain HRV index,
which is the root mean square of successive R-R-intervals (RMSSD). This measure does not appear
to be influenced by breathing rates, unlike spectral indices, making it more suitable for quick
clinical use (Penttilé et al., 2001). The RMSSD is respiratory sinus arrhythmia mediated and
reflects parasympathetic cardiovascular modulation (Massin, Derkenne and Bernuth, 1999). Its
values were automatically modified by taking the natural log transformation and multiplying it
by twenty to provide a more intuitive value on a roughly 100 point scale (Flatt and Esco, 2013).
External technical validation against standard ECG measures demonstrated satisfactory results.
(r%0.99, p<0.001) (Flatt and Esco, 2013).” (Biittner et al., 2015). After testing twice, the average

of both measurements was taken for further data analysis.

An automatic blood pressure cuff (Omron M5 Professional™, Omron Medizintechnik,
Mannheim, Germany) was used to measure blood pressure in the morning after awakening.
Hypotensive blood pressure was defined by systolic values lower than 100 mmHg, hypertensive

blood pressure at values higher than 139 mmHg.

2.3.4 Plasma Parameters

During the three visits with examination, the electrolytes sodium, potassium and magnesium as
well as renin and CRP were determined in all patients. In the GG group, blood samples were also
taken in the weeks in between to monitor the electrolytes and to detect adverse events.

The analyses were carried out by the Institute of Laboratory Medicine of the Philipps University
of Marburg. Plasma Na* and K* levels were measured using specific ionic selective electrodes.
Mg?* was measured photometrically at 520 nm after complexion with calmagite (3-hydroxy-4-
[(2-hydroxy-5-methylphenyl)azo]-1-naphthalenesulfonic acid).” (Murck and Lehr et al., 2020).
Plasma renin levels were determined by chemiluminescence immunoassay. CRP was measured

by using a latex-immunturbidimetry.
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The Laboratory ‘quoted the physiological range of the mentioned electrolytes as follows: Mg2+
0.65 — 1.05 mmol/l, Na+ 135.0 — 145.0 mmol/| and K+ 3.4 — 4.5 mmol/I.” (Braunisch, 2017). The
reference values for renin have been 3.6 — 20.1 pg/ml for patients up to 40 years of age and 1.1

—20.2 pg/ml for patients over 40 years of age. A limit value of 5 mg/I was specified for CRP.

2.3.5 Clinical Rating Scales

Conventional scales were used to objectify the symptoms of depression. To determine the
severity the Hamilton Depression Rating Scale with 21 items (HRDS-21) was used. The Global
Assessment of Functioning (GAF) was utilized to determine the general level of functioning.
Moreover, the Clinical Global Impression (CGl) was raised for course assessment. These three

scales were assessed in the evening.

In addition, the Quick Inventory of Depressive Symptomatology (QIDS-SR-16) and Beck
Depression Inventory (BDI) were used as self-report scales. Patients completed these in the
morning after the examinations. The QIDS-SR is particularly useful for dividing patients into
clinical subgroups. Analogous to Murck (Murck et al., 2005) and Braunisch (Braunisch, 2017),
three subtypes were distinguished in order to elicit possible correlations with biological
characteristics: * [The classification was made,] [...] i.e. [into] melancholic, atypical or non-
vegetative depression, according to their QIDS-SR-16 score at baseline. The vegetative features
were: early morning awakening versus hypersomnia (item no. 3 and 4), loss of appetite versus
increased appetite (item no. 6 or 7) and weight loss versus gain (item no. 8 or 9). In each of these
three items zero to three points could be reached. The categorization followed the following
steps: in a first step patients with vegetative melancholic features were identified. This was the
case if at least one of the QIDS-SR-16 items had a value of > 2 in: either 1) item no. 3, waking up
too early; 2) item no. 6, decreased appetite; or 3) item no. 8, weight loss. In a second step
depression with atypical features was identified. This was the case if at least one item had a
value > 2 in: either 1) item no. 4, sleeping too much; 2) item no. 7, increased appetite; or 3) item
no. 9, weight gain. If patients didn’t meet neither the criteria for melancholic nor atypical
depression they were categorized as patients with non-vegetative depression.” (Braunisch,
2017). As widely used self-assessment scale, the BDI is used to evaluate the severity of

depressive symptomatology.

A symptomatology of normal pressure hydrocephalus was investigated. For this purpose, the

idiopathic normal pressure hydrocephalus grading scale (iINPHGS) was used (see table 4).
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Cognitive impairment, gait disturbance and urinary disturbance were inquired. ‘The scores are
based on observations by the physician and interviews with the patient [...]. The score of each

domain ranges from 0 to 4, with higher scores indicating worse symptoms.‘ (Kubo et al., 2008).

All clinical ratings were performed by the same rater (L.L.) to avoid inter-rater variability. She

was thoroughly instructed and trained before the start of the study.

Table 3: iNPH Grading Scale by Kubo et al., 2008

Grade Definition

Cognitive impairment

0 normal

1 complaints of amnesia or inattention but no objective memory and attentional
impairment

existence of amnesia or inattention but no disorientation of time and place
existence of disorientation of time and place but conversation is possible
disorientation for the situation or meaningful conversation impossible

ait disturbance
normal
complaints of dizziness of drift and dysbasia but no objective gait disturbance
unstable but independent gait
walking with any support
walking not possible

T,

rinary disturbance
normal
pollakiuria or urinary urgency
occasional urinary incontinence (1-3 or more times per week but less than
once per day)
continuous urinary incontinence (1 or more times per day)
4 bladder function is almost or completely deficient

b = .r-'-u.lm-—*t:nq [T L O ]

(¥

2.3.6 Statistical Analysis
Primary objective of the study was to investigate changes in gait as an aldosterone-dependent
biomarker in patients with depression. Secondarily, the effect of GG administration on gait and

early response was studied. GG administration was defined as factor.

All data analysis was performed using Statistical Package for the Social Sciences® 21 (SPSS®). A
two-sided significance level of p <.05 was considered significant in the statistical analysis. At a
significance level of p < 0.10 defined trend level significances, which are also mentioned.
Independent-samples t-tests were used to compare the baseline characteristics of both groups.

Pearson's correlation coefficient (PCC) was used to evaluate the correlation between clinical
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presentation and biomarkers. For further analyses, the general linear model with repeated
measures was used. For this purpose, the study group (GG vs. TAU) represented the between-
subjects factor and the time of measurement (baseline vs. early follow-up or late follow-up) the
within-subjects factor in order to describe the potential effect of GG. Since gender-specific
differences in the regulation of the HPA axis and the RAAS as well as in depression are described
in the literature (Apostolopoulou et al., 2014; Kiinzel et al., 2012; ter Heegde, Rijk and Vinkers,
2015), gender was included as a covariate in the general linear model in calculations of clinical

parameters.

An equal distribution regarding gender and subtype was evaluated with chi-square test. To

screen for variations in medication intake, the Mann/Whitney-U-Test was performed.

‘The relative change of the [...] [HDRS]-21 from baseline (R- [...] [HDRS]-21) was expressed as a
ratio of the [...] [HDRS]-21 at week 2 divided to the baseline [...] [HDRS]-21. For example, a 20%
increase would lead to a factor of 1.2, a 20 % reduction to a factor of 0.8. [On the one hand,] This

number was then correlated with the baseline parameters.” (Murck and Lehr et al., 2020).

To evaluate changes in aldosterone levels, patients were divided into three groups to
differentiate between increasing, constant, and decreasing aldosterone levels. ‘A stable
aldosterone concentration was assumed when its value stayed in a + 10% range compared to
baseline. Below 90% a ‘reduction’ and above 110% an ‘increase’ compared to baseline was

assumed.’ (Braunisch, 2017).

To determine the relative change of biomarkers, the same procedure was used as for the
calculation of the relative change of HDRS-21. For the relative change until early follow-up, the
value of week two was divided by its value at baseline. The value of week six was used for late
follow-up. Furthermore, the supplementary GG trial was intended to be purely exploratory as

part of a pilot study. Therefore, a calculation of sample size was not performed.
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3. Results

3.1 Descriptive Data

3.1.1 Patient Characteristics
Reference is made here to all 24 subjects who participated in the study. Table 5 provides an
overview of the patient characteristics in total and divided according to adjunct therapy with GG

and TAU.

With a BMI of 29.39 + 7.01 kg/m? (mean * standard deviation), the entire group appeared slightly
overweight. The group with additional GG therapy included 5 women and 7 men; group with
TAU included 4 women and 8 men. There was no significant difference in terms of BMI (p = 0.7)

and gender (p = 0.67) distribution between the two groups.

TAU patients had a mean age of 42.25 + 15.11 years. GG patients had a mean age of 37.33 +
10.92 years (p = 0.37). Age at onset was 33.00 + 13.58 years among the TAU patients and 27.33
+ 9.97 years among the GG patients (p = 0.26). At baseline, the current episode lasted 23.00 +
15.66 weeks in TAU patients and 25.08 = 16.8 weeks in GG patients (p = 0.76). Regarding these
parameters, there was no significant difference between the two groups. A higher number of

episodes was seen in the GG group, which, however, did not prove to be significant (p = 0.11).

Overall, mean HDRS-21 score was 27.38 + 6.83 at baseline, 23.63 + 8.91 at early follow-up and
19.81 + 9.52 at late follow-up. Among the GG patients it amounted to 26.5 £ 5.45 (n = 12) at
baseline, 20.17 £ 8.27 at early follow-up (n =12) and 19.29 + 7.16 at late follow-up (n = 7); among
subjects with TAU 28.25 + 8.13 at baseline (n = 12), 27.08 + 8.47 at early follow-up (n = 12) and
20.22 + 11.44 at late follow-up (n = 9). The results regarding the GAF, BDI and QIDS-SR-16 can
be seen in Table 5. None of the four clinical ratings showed a significant difference between the

treatment groups at baseline. Clinical changes will be discussed in section 3.5.

Within all patients, 29.2 % showed an early response, which was considered as a reduction of >
20% in HDRS-21 from baseline to early follow-up. Among patients with additional GG therapy, it
was 41.7 %, and for those with TAU, it was 25 % (p = 0.19).

In total 54.2 % were classified with melancholic, 20.8 % with atypical and 25.0 % with non-
vegetative depression. In the study group with adjunct GG therapy 41.7 % showed a

melancholic, 33.3 % an atypical and 25.0 % a non-vegetative depression. Among patients with
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TAU, 66.7 % manifested as melancholic, 8.3 % atypical and 25.0 % non-vegetative depression.

The distribution of subtypes between the two groups showed no significant difference (p =0.29).

All study patients were examined at early follow-up. In the GG group, there were 5 dropouts by
late follow-up due to discharge for clinical improvement. Within the TAU group, 3 subjects were
discharged before late follow-up. On account of the high dropout rate within the GG group, the
results for late follow-up are not reliable and can therefore only be interpreted to a limited

extent.
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Table 4: Patient Characteristics

Values are shown separately for the GG (Glycyrrhiza glabra) and TAU (treatment as usual) group and both groups
taken together (all). SD = Standard deviation; p-value = significance level with respect to the group differences at
baseline, respectively the difference of change from baseline to follow-up between the two groups: for Baseline t-tests
and for changes from Baseline to follow-up repeated measurement ANOVA were performed with gender being
included as between subject factor.

GG TAU ALL
N Mean SD N Mean SD N Mean SD p-value
AGE (YEARS) 12 37.33 10.92 12 4225 1511 | 24 39.79 13.14 p=0.37
AGE AT ONSET (YEARS) 12 27.33 9.97 12 33.00 1358 | 24 30.17 12.00 p=0.26
BODY MASS INDEX 12 29.97 7.72 12 28.81 6.52 |24 2939 7.01 p=0.7
NUMBER OF EPISODES 12 7.42 8.06 11 3.09 23.00 | 23 5.35 6.45 p=0.11
DURATION CURRENT 12 25.08 16.8 12 23.00 15.66 | 24 24.04 1592 p=0.76
EPISODE (WEEKS)
DEPRESSION SCORES
HDRS-21
e BASELINE 12 26.50 5.45 12 28.25 813 | 24 2738 6.83
e  EARLY FOLLOW-UP 12 20.17 8.27 12 27.08 847 |24 2363 891 p <0.05
e LATE FOLLOW-UP 7 19.29 7.16 9 20.22 1144 | 16 19.81 9.52 p=0.691
GAF
e BASELINE 12 47.41 8.85 12 48.75 12.08 | 24 48.08 10.38
e EARLY FOLLOW-UP 12 57.5 16.73 10 4570 10.56 | 22 52.14 1519 p<o0.01
e LATE FOLLOW-UP 6 57.83 16.77 9 58.56 19.02 | 15 58.27 17.53 p=0.817
QIDS-SR-16
e BASELINE 12 16.42 5.05 12 14.92 472 | 24 15.67 4.84
e EARLY FOLLOW-UP 9 12.44 8.96 9 14.80 457 | 19 13.68 6.9 p=0.143
e LATE FOLLOW-UP 6 14.83 6.21 8 13.50 695 | 14 14.07 643 p=0.49
BDI
e BASELINE 12 25.0 7.99 12 24.08 10.73 | 24 2454 9.26
e EARLY FOLLOW-UP 9 19.22 15.13 10 25.80 10.99 | 19 22.68 13.17 p=0.388
e LATE FOLLOW-UP 6 25.0 13.28 8 20.13 12,79 | 14 2221 1274 p=0.758
N % N % N % p-value
GENDER FEMALE/MALE 5/7 4/8 9/15 p=0.67
SUBTYPE p=0.29
e MELANCHOLIC 5 41.7 8 66.7 13 54.2
e ATYPICAL 4 333 1 8.3 5 20.8
e NON-VEGETATIVE 3 25.0 3 25.0 6 25.0
HRDS-21: EARLY RESPONSE 5 41.7 3 25.0 8 33.3 p=0.19
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3.1.2 Biomarker Parameter Characteristics

Among all patients, baseline showed a gait speed of 49.79 + 9.12 metres per minute, an average
stride length of 42.11 + 10.47 centimetres and cadence of 118.94 + 11.2 steps per minute. The
mean coefficient of variation was 0.245 + 0.06. The average value of bilateral symmetry was
0.867 + 0.23 and lateral COMD was 0.457 £ 0.3. Regarding the gait parameters, between both
groups the only significant differences by trend at baseline were in iINPHGS (p < 0.1) and vertical
COMD (p < 0.1). Patients with the additional GG therapy showed a mean iNPHGS of 3.0 + 1.48,
while those with TAU showed a mean of 2.0 + 1.05. The mean value for the vertical COMD
amounted to 1.66 * 0.64 for the GG patients and 1.06 + 0.52 for the TAU patients. There were
no significant baseline differences in gait speed (p = 0.94), step length (p = 0.72), cadence (p =
0.47), coefficient of variation (p = 0.22), bilateral symmetry (p = 0.84) and lateral COMD (p =
0.92).

At baseline, there was a significant difference (p < 0.05) in aldosterone levels. The mean value
for subjects with additional GG therapy was 14.28 + 11.75; for subjects with TAU 37.88 + 15.23.
Among patients with TAU, one outlier showed a particularly high aldosterone level of 74.6
pg/ml. However, even after exclusion of this patient, there remained a significant difference (p
< 0.05) in aldosterone levels between the two groups. The aldosterone value of the outlier was
outside the first quartile £ 1.5 * interquartile range. Since the patient was not an extreme outlier
and the significant difference to baseline was not caused by him, the patient was included for
further calculations. GG patients had a mean cortisol level of 4.23 + 2.17 and aldosterone-
cortisol ratio of 4.3 + 4.18; TAU patients had a mean cortisol level of 3.04 £ 2.07 and aldosterone-
cortisol ratio of 51.92 + 125.88. There was a significant difference in the aldosterone-cortisol
ratio (p < 0.01), but not in the cortisol level (p = 0.19). At baseline, the TAU group showed an
extreme outlier with a renin value outside the first quartile + 3 * interquartile range, so the
patient was excluded for the calculations with renin at baseline. GG patients showed a mean
renin level of 19.14 + 9.01; TAU patients 12.22+ 11.29. No significant difference was seen

between the two groups (p = 0.208).

Regarding the electrolytes, no significant difference could be found in sodium (p = 0.24) and
potassium levels (p = 0.76) and sodium-potassium ratio (p = 0.97). The mean value for sodium
was 139.58 + 2.38, for potassium 3.74 + 0.26 and for the sodium-potassium ratio 37.50 + 3.08.
The magnesium value at baseline showed a significant difference with a mean of 0.83 £ 0.05 for

the GG patients and a mean of 0.89 £ 0.08 for the TAU patients (p < 0.05).
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Mean systolic blood pressure was 119.42 + 13.22, diastolic 74.0 + 11.65. Heart rate variability
averaged 69.65 t 14.18 points on the 100-point scale. There were no significant differences
between the two groups in HRV (p = 0.83), systolic (p = 0.65) and diastolic (p = 0.81) blood

pressure. Further information can be obtained from tables 6 and 7.

Table 5: Biomarker Parameter Characteristics: Saliva and Blood Values

Abbreviations: N = Number of Patients; Mdn = median; SD= Standard deviation; p-value = significance level with
respect to the group differences for the change from Baseline to the follow-ups ANOVA was performed; Ald/Cort Ratio
= Aldosterone-Cortisol-Ratio; Na*/K* Ratio = Sodium-Potassium-Ratio; CRP = C-reactive Protein; * = significant
difference between both groups. Note on calculations including baseline renin: In the TAU and the total group, an
extreme outlier was excluded in the calculations

GG TAU ALL
N Mdn Mean + SD N Mdn Mean + SD N Mdn Mean + SD p-value

HORMONES
ALDOSTERONE (pg/ml)

. BASELINE 12 12.05 14.28+11.75 | 12 37.75 37.88+15.23 | 24 27.80 26.08 £ 17.95*

- EARLY FOLLOW-UP 12 14.25 15.58 +7.65 10 32.50 31.71+£10.32 22 21.45 2291+12 p=0.135

. LATE FOLLOW-UP 7 15.80 13.60+7.46 9 31.10 31.01+11.26 | 16 24.80 23.39+13.02 p<0.1
CORTISOL (ng/ml)

L3 BASELINE 12 3.50 4.23+2.17 12 2.65 3.04 +2.07 24 3.20 3.63+2.16

. EARLY FOLLOW-UP 12 5.05 5.38 +3.09 10 3.40 4.59+3.61 22 3.95 5.02 +£3.28 p =0.906

. LATE FOLLOW-UP 7 4.40 5.01+2.02 9 2.60 3.0+1.05 16 3.45 3.88+1.81 p=0.564
ALD/CORT RATIO

. BASELINE 12 2.69 43+4.18 12 14.51 51.92+1259 | 24 8.04 28.11+90.44

- EARLY FOLLOW-UP 12 2.41 4.41 +4.56 10 10.45 10.26 £ 6.7 22 5.22 7.07 £6.24 p=0.247

. LATE FOLLOW-UP 7 2.40 299+211 9 13.19 11.93 £5.57 16 6.83 8.02+6.27 p=0.373
RENIN (pg/ml)

. BASELINE 11 17.90 19.14 +9.01 6 10.90 12.22+11.29 | 17 15.80 16.98+9.95

. EARLY FOLLOW-UP 7 18.70 13.49+8.79 7 15.10 26.74 £ 28.59 14 16.45 20.11+21.45 p=0.336

. LATE FOLLOW-UP 5 30.10 25.86 +11.09 4 16.05 15.70 +£9.50 9 26.90 21.34+11.14 p =0.587

N % N % N %

EARLY CHANGE IN ALD

. DECREASE 4 333 5 50.0 9 40.9 p=0.15

O CONSTANT 1 8.3 3 30.0 4 18.2

- INCREASE 7 58.3 2 20.0 9 40.9

N Mdn Mean + SD N Mdn  Mean +SD N Mdn Mean + SD p-value

ELECTROLYTES
MAGNESIUM

. BASELINE 12 0.80 0.83 +£0.05 12 0.90 0.89+0.08 24 0.85 0.86 +0.07*

. EARLY FOLLOW-UP 12 0.90 0.98 +£0.45 10 0.85 0.88 +0.09 22 0.9 0.94 £0.34 p=0.288

. LATE FOLLOW-UP 6 0.85 0.85+0.11 9 0.90 0.87 £0.07 15 0.9 0.86 +0.83 p=0.859
SODIUM

. BASELINE 12 138.5 139.0+1.81 12 139.0 140.17+2.79 | 24 139.0 139.58 +2.38

. EARLY FOLLOW-UP 12 138.5 138.92+1.88 | 10 140.0 140.10+1.97 | 22 139.5 139.46 +1.97 p =0.981

. LATE FOLLOW-UP 6 139.0 139.33 +£1.97 9 139.0 139.11+2.15 | 15 139.0 139.20+1.97 p=0.367
POTASSIUM

. BASELINE 12 3.70 3.73+0.28 12 37.08 3.76 £0.25 24 3.70 3.74+0.26

. EARLY FOLLOW-UP 12 3.70 3.66+0.29 10 36.84 3.69+0.33 22 3.75 3.67£0.30 p=0.866

. LATE FOLLOW-UP 6 3.40 3.37+£0.27 9 36.15 3.74+£0.32 15 3.50 3.59+0.35 p <0.05
NA*/K* RATIO

. BASELINE 12 37.84 37.53+3.16 12 37.08 37.48+3.14 | 24 37.70 37.50 +3.08

. EARLY FOLLOW-UP 12 37.30 38.22+3.41 10 36.84 38.26+3.68 | 22 37.07 38.24 +3.45 p=0.915

- LATE FOLLOW-UP 6 41.03 41.61 +3.52 9 36.15 37.41+3.56 15 39.14 39.09 £4.02 p <0.05
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Table 6: Biomarker Parameter Characteristics: Gait and Cardiovascular System

Abbreviations: N = Number of Patients; Mdn = median; SD= Standard deviation; p-value = significance level with
respect to the group differences, for the change from Baseline to the follow-ups ANOVA was performed; iNPHGS =
idiopathic normal pressure hydrocephalus grading scale; COMD = center of mass displacement; BP = blood pressure;
HRV = heart rate variability; * = difference by trend between both groups

GG TAU ALL
N Mdn Mean = SD N Mdn Mean = SD N Mdn Mean = SD p-value

GAIT PARAMETER
iNPHGS

. BASELINE 12 3.0 3.0+1.48 10 2.0 2.0+1.05 22 2.0 2.55+1.37*

. EARLY FOLLOW-UP 12 2.0 2.17+1.7 10 3.0 3.0+1.56 22 3.0 2.55+1.65 p <0.01

- LATE FOLLOW-UP 6 2.5 2.50+1.05 9 2.0 2.22+1.56 15 2.0 2.33+1.35 p=0.301
GAIT SPEED

. BASELINE 11 54.0 49.64 +9.44 10 49.25 49.95 +9.26 21 50.0 49.79 £9.12

. EARLY FOLLOW-UP 11 50.0 50.18 £9.47 10 52.50 53.90+5.45 21 51.0 51.95+7.86 p=0.464

e  LATE FOLLOW-UP 6 53.5 53.0+ 8.0 9 57.0 58.61 + 8.98 15 54.0 56.37 +8.78 p <0.05
STEP LENGTH

. BASELINE 11 46.40 42.94 +10.05 10 39.05 41.20+11.39 21 41.7 42.11+10.47

. EARLY FOLLOW-UP 11 46.0 43.45+9.61 10 46.20 45.27 +7.30 21 46.0 44.31+8.43 p =0.535

- LATE FOLLOW-UP 6 46.60 46.77 £ 6.41 8 47.95 50.83 +£10.50 14 47.2 49.09 £ 8.92 p<0.1
CADENCE

O BASELINE 11 114.0 117.21+9.11 10 118.75 120.84 + 13.38 21 115.3 11894 +11.2

. EARLY FOLLOW-UP 11 114.60 117.10+£10.17 10 122.15 120.51+11.14 21 115.6 118.72 £10.52 p=0.848

e  LATE FOLLOW-UP 6 113.0 113.32 £6.04 8 11690 116.75+8.68 | 14 1147 115.28+7.59  p=0.528
COEFFICIENT OF VARIATION

. BASELINE 11 0.217 0.229 +0.070 10 0.263 0.262 +0.043 21 0.257 0.245 £ 0.06

- EARLY FOLLOW-UP 11 0.216 0.214 +0.058 10 0.282 0.255 + 0.065 21 0.246 0.234 £ 0.064 p=0.844

- LATE FOLLOW-UP 6 0.207 0.207 £ 0.062 8 0.284 0.248 £ 0.073 14 0.252 0.230 £ 0.693 p=0.618
BILATERAL SYMMETRY

. BASELINE 11 0.867 0.877 £0.14 10 0.918 0.856 £ 0.31 21 0.90 0.867 £0.23

. EARLY FOLLOW-UP 11 0.821 0.786 £ 0.27 10 0.958 0.935+0.08 21 0.919 0.857+0.21 p=0.359

. LATE FOLLOW-UP 6 0.807 0.734+0.26 8 0.865 0.851+0.1 14 0.853 0.80+0.19 p=0.693
VERTICAL COMD

. BASELINE 11 1.60 1.66 +0.64 10 1.0 1.06 £ 0.52 21 1.30 1.38 £0.75*

. EARLY FOLLOW-UP 11 1.50 1.64+0.74 10 1.20 1.18 £ 0.46 21 1.40 1.42 £0.65 p=0.423

- LATE FOLLOW-UP 6 1.20 1.43+0.67 8 1.35 1.45 £ 0.65 14 1.35 1.44 £0.63 p<0.1
LATERAL COMD

. BASELINE 11 0.40 0.464 +0.35 10 0.45 0.45+0.24 21 0.40 0.457+0.3

- EARLY FOLLOW-UP 11 0.40 0.691 +0.66 10 0.40 0.55+0.59 21 0.40 0.624 +0.62 p=0.833

. LATE FOLLOW-UP 6 0.65 0.783+£0.48 8 0.50 0.963 +£1.08 14 0.60 0.89+0.85 p=0.513

N Mdn Mean * SD N Mdn Mean * SD N Mdn Mean * SD p-value

CARDIOVASCULAR SYSTEM
SYSTOLIC BP (mmHg)

. BASELINE 12 116.5 118.17 +14.0 12 119.5 120.67 £12.89 24 119.0 119.42 +13.22

- EARLY FOLLOW-UP 12 121.5 119.58 + 14.27 10 117.0 116.70 £ 11.65 22 120.5 118.27 £12.93 p=0.579

e LATE FOLLOW-UP 6 1125 1151741034 | 9 117.0 119.0#15.02 | 15 1160  117.47+13.07 p=0921
DIASTOLIC BP (mmHg)

. BASELINE 12 66.0 73.42 £15.02 12 74.5 74.58 £ 7.60 24 71.0 74.0 £ 11.65

- EARLY FOLLOW-UP 12 74.0 75.75+13.74 10 73.5 72.60 +£8.04 22 73.5 74.32 £11.37 p=0.203

- LATE FOLLOW-UP 6 68.0 72.17 £18.92 9 72.0 74.78 £12.47 15 72.0 73.73+£14.78 p=0.643
HRV

. BASELINE 12 67.50 70.29 £11.99 12 72.75 69.0+16.61 24 70.75 69.65 +14.18

. EARLY FOLLOW-UP 12 71.75 69.08 £11.06 10 69.25 66.85 £ 19.21 22 71.25 68.07 £14.95 p=0.548

- LATE FOLLOW-UP 6 64.0 64.67 +£15.50 8 69.50 68.88 £ 16.66 14 65.50 67.07 £15.70 p =0.107
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3.1.3 Medication

Table 8 gives an overview of the medication at baseline. Among ‘medication affecting the RAAS’
were summarized B-blockers, renin-inhibitors, renin-blockers, ACE-inhibitors, AT-lI-blockers and
thiazide diuretics. Apart from the magnesium intake of the GG patients within the study, there

was no significant difference in the intake of the medication.

Somatic medication summarized under ‘others’ were as follows: L-thyroxine, iron supplement,
vitamine Bi; and Ds; iodide, calcium-antagonists, pantoprazole, statine, fibrate,
phenprocuomon, tamsulosine, trospiumchlorid, salbutamol, movicol, novalgin, ibuprofen and

ASS.

Table 7: Medication at Baseline
N = number of patients; % = percentage of patients taking the medication; p-value = significance level with respect to
the group differences

GG TAU ALL
N % N % N % p-value
CENTRAL NERVOUS SYSTEM
AFFECTING MEDICATION
e  SSRI/SNRI 9 75 9 75 18 75 p=1.0
e TRICYCLIC 1 8.3 1 8.3 2 8.3 p=1.0
e MIRTAZAPINE 0 - 2 16.7 2 8.3 p=0.15
e MAO INHIBITORS 0 - 0 - 0 - p=1.0
e LITHIUM 1 8.3 2 16.7 3 12.5 p=0.55
e ATYPICAL 2 16.7 4 333 4 16.7 p=0.36
NEUROLEPTICS
NEUROLEPTICS
e NONE 1 8.3 1 8.3 2 8.3
SOMATIC MEDICATION
e MEDICATION 5 41.7 7 58.3 12 50 p=0.61
AFFECTING THE RAAS
e ALDOSTERONE 0 = 0 = 0 - p=1.0
ANTAGONISTS
e MAGNESIUM 1 8.3 0 - 1 4.2 p=0.33
*  GLUCOCORTICOIDS 0 - 0 - 0 - p=1.0
e OTHERS 6 50 6 50 12 50 p=1.0
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3.1.4 Course of GG Subjects

At weeks 1 and 2, adverse events were evident in 2 of 12 patients. One patient complained of a
feeling of a lump in his throat, which did not bother him further. GG administration was
continued under close monitoring of complaints. From the third week onwards, the patient was
symptom-free with unchanged Mg?* and GG administration. One other patient reported
diarrhoea, which is why the dose of magnesium was then reduced to 200 mg/day at week 2.
After dose reduction, the patient was free of adverse events. Two other patients were already
receiving 200 mg of magnesium per day from the beginning because they reported suffering
from diarrhoea with higher magnesium intake in medical history. These patients did not report
any adverse events at week 1. One of those patients reported of diarrhoea at week 2, so the
dose was further reduced to 100 mg magnesium per day. Since the diarrhoea persisted and
there was an increase in the number of pre-known migraine attacks, the adjunct therapy with
magnesium and GG was finally discontinued. Simultaneously with the discontinuation of
magnesium and GG, the lithium preparation was changed and a R-blocker was prescribed as
migraine prophylaxis. After a one-week symptom-free interval once the adjunct therapy was
stopped, diarrhoea and migraine attacks recurred. Therefore, lithium and venlafaxine were
dosed out and a new treatment was started. The dosing of the new antidepressant medication
took place beyond the end of the study, which is why the occurrence of the above-mentioned
symptoms was not followed up. The other patient who received the reduced Mg?* dose from
the beginning reported diarrhoea in the second week. The magnesium was first reduced to 100
mg per day and finally discontinued in the third week as symptoms persisted. At this point, the
patient also reported nausea, which is why the GG was discontinued along with the magnesium,
after which she became symptom-free. In the sixth week, one patient reported a new onset of
severe headache and dizziness, for which magnesium and GG were discontinued. At late follow-
up, the patient was complain-free. Another patient reported a headache in the fourth week.
After discontinuation of magnesium and GG, the patient was pain-free. At early follow-up, all
patients received the full GG daily dose. At late follow-up, three of seven patients continued to

take GG (see table 9).

The following adverse events were reported: headache, dizziness, diarrhoea, nausea and feeling
of lump in the throat. The diarrhoea and nausea are most likely in the context of magnesium
supplementation. The headache and dizziness could generally be interpreted as signs of blood

pressure changes. However, there was no significant change in blood pressure within the GG

48



group. Therefore, a change in blood pressure does not seem to be causal for these adverse
events. Also, the feeling of lump in the throat cannot be directly related to GG intake. Compared
tothe TAU group, there were no significant changes in potassium levels or blood pressure, which

were presumed to be expected adverse events.

Table 8: Course of GG Subjects
N = number of patients; % = percentage of patients taking the medication

N/NrotaLca %

ADVERSE EVENTS

e WEEK1 2/12 16.7

e WEEK?2 2/12 16.7

e WEEK6 5/7 71.4
STOP OF GG INTAKE

e WEEK1 0 -

e WEEK?2 0 -

e WEEK®6 4/7 57.1
REDUCED MAGNESIUM DOSAGE

e WEEK1 2/12 16.7

e WEEK2 3/12 25.0

e WEEK6 3/7 42.9
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3.2 Results First Hypothesis: Gait Pattern and iNPHGS as Aldosterone-Dependent

Biomarker

Through the first hypothesis, correlations between the HPA axis and RAAS, respectively
aldosterone levels, and the gait pattern shall be investigated. Furthermore, group specific
courses were evaluated. Therefore, the relative change of hormone levels and gait parameter
from baseline to follow-up was examined. In addition, correlations between gait parameters and

the iNPHGS are described to evaluate the iNPHGS as a tool for assessing gait changes.

3.2.1 Gait Parameter and iNPHGS

At baseline, a negative correlation between iINPHGS-score and CV was evident within the entire
group (p < 0.05). The higher the iINPHGS the lower the coefficient of variation, which means that
the gait cycle time showed lesser variability at higher scores in the iNPHGS (figure 6a).
Furthermore, there was a positive correlation of INPHGS and vertical COMD in the overall group
at baseline (p < 0.1) (figure 6b). The higher the score in the iINPHGS, the higher the vertical
COMD.

Regarding the group-dependent change of the parameters, a significant difference emerges: in
the GG group, the score of the INPHGS decreases to early follow-up while it increases in the TAU
group (p < 0.01) (figure 6c). A decrease in the score indicates an improvement in iNPH-like

symptoms.

In the TAU group, a greater reduction in iNPHGS by early follow-up was associated with a greater
increase in step length (p < 0.1) (Table 10). In addition, a large vertical COMD was shown to be
predictive of an increase in iINPHGS in the TAU group at early follow-up (p < 0.05). For further

information on the correlations between gait parameters and iNPHGS see table 10.
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Figure 6: Gait and iNPHGS

A: Correlation at baseline within the whole study group. Higher values in iNPHGS refer to a more pronounced
symptomatology, a low Coefficient of variation refers to less variability in gait cycle time. (n = 20, p < 0.05)

B: Correlation at baseline within the whole study group. Higher values in vertical COMD refer to a greater center of
mass displacement. (n =20, p < 0.1)

C: Comparison of alteration of mean iNPHGS between the GG (blue) and TAU (green) group from baseline to early
follow-up (GG: n=12; TAU: n =10, p <0.01)
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Table 9: Overview of the Correlations between Gait Parameters and iNPHGS
i. Correlations of the whole group at baseline
ji. Correlations between the gait parameters at baseline and the relative change in iNPHGS to early follow-up.
The latter represent the predictivity of the gait parameters with regard to iNPH-like symptoms in the clinical
course.
jii. Correlations between the relative changes of gait parameters and iNPHGS to early and late follow-up.
Abbreviations: center of mass displacement (COMD), Coefficient of variation (CV), idiopathic normal pressure
hydrocephalus grading scale (iNPHGS), pearson correlation coefficient (PCC), number of subjects (N), relative change
from baseline (4)

i iNPHGS
* Baseline
ALL
PcC -0.515
cv p-value 0.020
N 20
PCC 0.410
Vertical COMD p-value 0.073
N 20
ii. A iNPHGS Early Follow-up
GG
PCC 0.686
Gait Speed p-value 0.029
N 10
PCC 0.628
Step Length p-value 0.052
N 10
PCC -0.366
cv p-value 0.298
N 10
PCC 0.391
Vertical COMD p-value 0.264
N 10
TAU
PCC 0.762
Gait Speed p-value 0.017
N 9
PCC 0.760
Step Length p-value 0.017
N 9
PCC -0.248
cv p-value 0.520
N 9
PCC 0.739
Vertical COMD p-value 0.023
N 9

52



A iNPHGS
.

Early Follow-up

Late Follow-up

GG
PCC -0.482 0.630
A Step Length p-value 0.158 0.180
N 10 6
PCC -0.561 -0.204
A Vertical COMD p-value 0.092 0.699
N 10 6
TAU
PCC -0.660 0.618
A Step Length p-value 0.053 0.139
N 9 7
PCC -0.415 0.870
A Vertical COMD p-value 0.267 0.011
N 9 7

In summary, the gait analysis defined parameter vertical COMD is associated with higher iNPH

symptoms, whereas CV is negatively associated. Parameters related to lower gait speed are

predictors of a better response in both treatment groups. The correlation of changes of these

parameters is, however, inconsistent.
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3.2.2 Aldosterone

Between baseline aldosterone levels and gait parameters no correlations were found.

Regarding the relative change in saliva aldosterone levels to early follow-up, there is no
significant difference between the two groups (p = 0.135). However, already at baseline there
were significant higher aldosterone values within the TAU group (p < 0.01), which is why this
result can only be interpreted in a limited way (figure 7). The lack of observed change may be

caused by the regression to the mean on the one hand and the floor effect on the other.
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Figure 7: Comparison of alteration of mean salivary aldosterone (pg/ml)
Between the GG and TAU group from baseline to late follow-up (GG: n=7; TAU:n=9,p<0.1)
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3.2.3 Aldosterone-Cortisol Ratio
The gait parameters did not show correlations with the aldo/cort ratio at baseline. There was

no significant difference in the change of aldo/cort ratio between the two groups at early follow-

up (p =0.272).

Nevertheless, correlations were found between the relative changes of aldo/cort ratio and gait
parameters: by early follow-up in GG group the gait became more asymmetrical (p < 0.1) in
relation to a stronger decrease in the aldo/cort ratio. In TAU subjects iNPHGS score (p < 0.05)

increased the more the aldo/cort ratio decreased until early follow-up (figure 8).
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Figure 8: Biomarker changes from baseline to early follow-up.

Avalue of 1 indicates no change, higher values an increase, lower values a decrease. In this case, a significant correlation
was shown for the TAU group: A decrease in the Aldo/Cort ratio was associated with a worsening of iINPH-like symptomes.
(n=10, p<0.05)
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3.2.4 Renin
At baseline, a more asymmetric gait pattern correlated with lower renin levels (p < 0.1) (figure

9).

In the TAU group, a decrease in step length until early follow-up correlates with an increase in
renin levels (p < 0.05). There were no significant differences in the group-specific changes in

renin levels.

However, these results should be interpreted with caution, as the number of patients was
particularly small due to the lack of renin measurements. Within the TAU group, the relative
change to early follow-up could only be determined in three patients, to late follow-up in two,
which is why statements on corresponding correlations are difficult to be made. For further

information on the correlations between gait parameters and iNPHGS see table 10.
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Figure 9: Correlations within the entire group at baseline
Subjects with lower renin levels presented a more asymmetric gait pattern (n = 14, p < 0.1)
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Table 10: Overview of the Correlations between Gait Parameters and Hormone Levels

i. Correlations of the whole group at baseline

ji. Correlations between the relative changes of gait parameters and iNPHGS to early follow-up.

jii. Correlations between the relative changes of gait parameters and iINPHGS to late follow-up.
Abbreviations: Aldosterone (Aldo), Aldosterone-Cortisol ratio (Aldo/Cort), center of mass displacement (COMD),
Coefficient of variation (CV), idiopathic normal pressure hydrocephalus grading scale (iNPHGS), pearson correlation
coefficient (PCC), number of subjects (N), change from baseline (4)

Baseline Aldo Aldo/Cort Renin
PCC 0.125 0.161 -0.088
Gait Speed p-value 0.590 0.487 0.766
N 21 21 14
PCC 0.032 -0.016 0.152
Step Length p-value 0.891 0.946 0.604
N 21 21 14
PCC 0.106 0.240 -0.244
Cadence p-value 0.646 0.294 0.400
N 21 21 14
PCC 0.024 0.233 -0.191
Coe Var p-value 0.919 0.310 0.512
N 21 21 14
PCC -0.075 -0.225 0.514
Bil Sym p-value 0.745 0.326 0.060
N 21 21 14
PCC -0.250 -0.306 0.158
Vertical COMD p-value 0.274 0.177 0.589
N 21 21 14
PCC 0.134 0.064 0.054
Lateral COMD p-value 0.562 0.782 0.855
N 21 21 14
PCC 0.052 -0.258 0.066
iNPHGS p-value 0.817 0.247 0.816
N 22 22 15
. A Aldo A Aldo/Cort
GG
PCC 0.097 0.579
A Bil Sym p-value 0.778 0.062
N 11 11
PCC -0.348 -0.260
A INPHGS p-value 0.294 0.468
N 11 10
TAU
PCC 0.159 0.082
A Bil Sym p-value 0.683 0.834
N 9 9
PCC -0.296 -0.638
A INPHGS p-value 0.407 0.047
N 10 10
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iii.
A Aldo A Aldo/Cort

GG
PCC -0.312 -0.868
A Cadence p-value 0.547 0.025
N 6 6
PCC -0.312 -0.868
A Coe Var p-value 0.547 0.025
N 6 6
PCC -0.479 0.364
A Bil Sym p-value 0.336 0.477
N 6 6
TAU
PcC -0.098 0.178
A Cadence p-value 0.835 0.703
N 7 7
PcC -0.098 0.178
A Coe Var p-value 0.835 0.703
N 7 7
pPcC 0.965 0.637
A Bil Sym p-value 0.0004 0.124
N 7 7

The observed absence of correlations between neuroendocrine and gait parameters makes a
direct causal effect unlikely. The correlation of the observed changes appear opposite to the

expected ones.
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3.3 Results Second Hypothesis: Electrolytes and their Impact on Gait
In this context, relationships between the electrolytes as markers of peripheral MR activity are
examined, on their potential impact on gait. In addition, we examined the direct association

electrolyte status and gait pattern. Table 11 gives an overview over the results.

3.3.1 Sodium and Potassium
At baseline, high sodium levels were shown to correlate with low vertical (p < 0.05) and lateral
(p <0.1) COMD (figures 10 a-b). In the TAU group, an increase in sodium level at early follow-up

was associated with a decrease in step length (p < 0.1)

A high Na*/K* ratio correlated with a low score in iINPHGS at baseline (p < 0.1) (figure 10c). In
the TAU group, this correlation was also evident at early follow-up (p <0.01). In line with this, in
the GG group there was a correlation of the relative change of the parameters until early follow-
up (p < 0.01): the more the Na*/K* ratio increased, the more the score in iINPHGS decreased
(figure 10d). Furthermore, in GG subjects a sodium increase was associated with a greater
decrease in iNPHGS by early follow-up (p < 0.1). Similarly, at early follow-up in the GG group, a

decrease in potassium was associated with a decrease in iNPHGS (p < 0.1).

In the TAU group at early follow-up, decreasing potassium levels were associated with increasing
cadence (p < 0.1) and CV (p < 0.1). Analogously, increasing Na*/K* ratio was associated with

increasing cadence (p < 0.05) and CV (p < 0.05).

Regarding bilateral symmetry, in the TAU group an increase in potassium levels to early follow-
up correlated with an increase in symmetry (p < 0.1). Otherwise, no correlations between

bilateral symmetry and electrolytes could be established.

At early follow-up, there were no significant differences in the change in electrolytes between

the two groups (Na*: p =0.981, K*: p = 0.866, Na*/K*: p = 0.915).

At late follow-up, there was a significant difference in the change in potassium level (p < 0.05)

and Na /K ratio (p < 0.05).
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Figure 10: Gait and Electrolytes
A: Correlation at baseline within the entire study group. Higher values in vertical COMD refer to a greater center of

mass displacement. (n =21, p <0.05)
B: Correlation at baseline within the entire study group. Higher values in lateral COMD refer to a greater center of

mass displacement. (n =21, p <0.1)
C: Correlation at baseline within the entire study group. Higher values in iINPHGS refer to a more pronounced

symptomatology. (n =22, p<0.1)
D: Correlation at early follow-up. In this case, a significant correlation was shown for the TAU group: A higher Na*/K*

ratio was associated with less iNPH-like symptoms. (n = 10, p < 0.01)

60



3.3.2 Magnesium

At baseline, there was no correlation between gait parameters and magnesium levels.

Due to the administration of magnesium, the reliability of the Mg?* level within the GG group
after baseline as a biomarker for peripheral MR function was no longer given. The increase in
Mg?* is to be seen as an effect of administration (figure 11). Within the TAU group, the values of
magnesium level at baseline and early follow-up was available in 10 patients. Of these, 9 showed
a constant and one showed a decreasing magnesium level. Due to the invariability of the

magnesium level, no correlations could be shown with regard to relative changes.

-GG
=—=TAl
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Figure 11: Overview of Changes in Magnesium Level from Baseline to Early Follow-up
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Table 11: Overview of the Correlations between Gait Parameters and Electrolytes

i. Correlations of the entire group at baseline

ji. Correlations of the TAU and GG group at early follow-up

jii. Correlations between the relative changes of gait parameters and electrolytes to early follow-up.

iv. Correlations between the relative changes of gait parameters and electrolytes to late follow-up.
Abbreviations: potassium (K*), magnesium (Mg*), sodium (Na*), ratio sodium to potassium (Na*/K*), center of mass
displacement (COMD), Coefficient of variation (CV), idiopathic normal pressure hydrocephalus grading scale (iNPHGS),
pearson correlation coefficient (PCC), number of subjects (N), relative change from baseline (4)

i. Baseline Mg2+ Na* K* Na*/K*
PCC 0.176 -0.233 0.105 -0.142
Gait Speed p-value 0.444 0.310 0.650 0.540
N 21 21 21 21
PCC 0.181 -0.269 0.048 -0.098
Step Length p-value 0.433 0.238 0.837 0.673
N 21 21 21 21
PCC -0.226 0.322 0.013 0.048
Cadence p-value 0.324 0.155 0.955 0.838
N 21 21 21 21
PCC -0.023 0.360 -0.192 0.234
Coe Var p-value 0.921 0.109 0.405 0.308
N 21 21 21 21
PCC -0.035 0.025 -0.201 0.158
Bil Sym p-value 0.881 0.914 0.383 0.495
N 21 21 21 21
PCC -0.052 -0.455 0.068 -0.154
Vertical COMD p-value 0.824 0.038 0.770 0.504
N 21 21 21 21
PCC -0.116 -0.420 0.237 -0.262
Lateral COMD p-value 0.618 0.058 0.301 0.251
N 21 21 21 21
PCC -0.146 -0.297 0.344 -0.365
iNPHGS p-value 0.516 0.180 0.117 0.095
N 22 22 22 22
ii. Early Follow-up Na*/K*
GG
PCC -0.126
iNPHGS p-value 0.697
N 12
TAU
PCC -0.800
iNPHGS p-value 0.006
N 10
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A Mg+ A Na* A K* A Nat/K*
GG

PCcC -0.322 0.366 -0.341 0.338
A Step Length p-value 0.335 0.268 0.305 0.309

N 11 11 11 11

PCC 0.008 0.043 0.331 -0.256
A Cadence p-value 0.981 0.900 0.320 0.448

N 11 11 11 11

PCcC 0.008 0.043 0.331 -0.256
A Coe Var p-value 0.981 0.900 0.320 0.448

N 11 11 11 11

PCcC 0.187 0.411 0.059 0.007
A Bil Sym p-value 0.582 0.209 0.863 0.983

N 11 11 11 11

pccC -0.599 0.265 -0.223 0.224
A Vertical COMD p-value 0.051 0.430 0.511 0.508

N 11 11 11 11

PCC -0.204 0.008 -0.345 0.325
A Lateral COMD p-value 0.547 0.981 0.299 0.329

N 11 11 11 11

PCC -0.131 -0.595 0.588 -0.642
A INPHGS p-value 0.700 0.054 0.057 0.033

N 11 11 11 11

TAU

PCC -0.575 -0.625 -0.311 0.103
A Step Length p-value 0.105 0.072 0.415 0.791

N 9 9 9 9

PCC 0.088 0.469 -0.632 0.718
A Cadence p-value 0.822 0.203 0.068 0.029

N 9 9 9 9

PcC 0.088 0.469 -0.632 0.718"
A Coe Var p-value 0.822 0.203 0.068 0.029

N 9 9 9 9

PcC -0.038 0.312 0.644 -0.511
A Bil Sym p-value 0.923 0.414 0.061 0.159

N 9 9 9 9

PcC 0.428 -0.236 -0.180 0.091
A Vertical COMD p-value 0.251 0.540 0.643 0.815

N 9 9 9 9

pcC 0.092 -0.160 0.363 -0.382
A Lateral COMD p-value 0.813 0.680 0.337 0.310

N 9 9 9 9

pcC 0.292 0.286 0.358 -0.237
A INPHGS p-value 0.413 0.423 0.310 0.509

N 10 10 10 10
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A Mg+ A Na* A K* A Nat/K*
GG

PCcC -0.820 -0.171 -0.160 0.092
A Gait Speed p-value 0.045 0.747 0.762 0.863

N 6 6 6 6

PCC -0.767 -0.314 -0.016 -0.066
A Step Length p-value 0.075 0.545 0.977 0.901

N 6 6 6 6

PCcC 0.328 0.379 -0.234 0.295
A Cadence p-value 0.526 0.458 0.655 0.570

N 6 6 6 6

PCcC 0.328 0.379 -0.234 0.295
A Coe Var p-value 0.526 0.458 0.655 0.570

N 6 6 6 6

pccC -0.432 -0.735 0.404 -0.513
A INPHGS p-value 0.393 0.096 0.427 0.298

N 6 6 6 6

TAU

pccC 0.482 -0.590 0.311 -0.450
A Gait Speed p-value 0.227 0.124 0.453 0.263

N 8 8 8 8

PCC 0.758 -0.572 0.087 -0.268
A Step Length p-value 0.048 0.180 0.853 0.562

N 7 7 7 7

PCC -0.735 0.424 -0.198 0.296
A Cadence p-value 0.060 0.343 0.670 0.520

N 7 7 7 7

PCC -0.735 0.424 -0.198 0.296
A Coe Var p-value 0.060 0.343 0.670 0.520

N 7 7 7 7

PcC 0.753 -0.321 0.121 -0.185
A INPHGS p-value 0.019 0.400 0.757 0.634

N 9 9 9 9

Overall, higher sodium and lower potassium levels appear to be associated with better gait
function. The association of changes of these parameter is consistent with this observation. This
electrolyte status is in line with the suggestion of a higher peripheral MR sensitivity with better

gait function.
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3.4 Results Third Hypothesis: The Mutual Influence of the Cardiovascular System
and Gait

The third hypothesis tested for associations between parameters of the cardiovascular system
which is also influenced by aldosterone and gait parameters. Whereby blood pressure serves as
a biomarker of peripheral and HRV as a biomarker of central MR function. Considering a
relationship between gait pattern and MR activity, gait parameters might also be associated with
changes in blood pressure and HRV. In addition, changes in these biomarkers due to the

administration of GG were examined.

3.4.1 Blood Pressure

At baseline, high systolic (p < 0.01) and diastolic (p < 0.01) blood pressure correlated with a
bigger lateral COMD. Furthermore, there was a correlation between a low systolic blood
pressure and a high score on the iINPHGS (p < 0.1) (figure 12a) and a more symmetric gait pattern

(p <0.1) (figure 12b). No other correlations were found between iNPHGS and blood pressure.

At early follow-up, the GG group showed that an increase in systolic blood pressure correlated
with a decrease in cadence (p < 0.1) and CV (p < 0.1). In both groups, an increase in diastolic
blood pressure correlated with a decrease in cadence (GG: p < 0.05; TAU: p<0.1) and CV (GG: p
<0.05; TAU: p 0.1).

Besides, in the TAU group an increase in systolic blood pressure at late follow-up was associated
with a decrease in bilateral symmetry (p < 0.1); an increase in diastolic blood pressure was

associated with an increase in gait speed (p <0.1).

There was no significant difference in the change of cardiovascular parameters during the course
between the two groups. However, although not significant, there was a decrease in systolic (p
= 0.579) and diastolic (p = 0.203) blood pressure in the TAU group, whereas it increased in the
GG group at early follow-up (figures 12 c-d).
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Figure 12: Gait and Blood Pressure
A: Correlation at baseline within the entire study group. Higher systolic blood pressure refers to less iNPH-like
symptomatology. (n =22, p<0.1)
B: Correlation at baseline within the entire study group. Higher systolic blood pressure refers to a more asymmetrical
gait pattern. (n =21, p<0.1)
C: Comparison of alteration of mean systolic blood pressure between the GG and TAU group from baseline to early
follow-up (GG: n=12; TAU: n =10, p =0.579)
D: Comparison of alteration of mean diastolic blood pressure between the GG and TAU group from baseline to early
follow-up (GG: n=12; TAU: n = 10, p = 0.203)
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3.4.2 HRV

There were no correlations between HRV and gait parameters at baseline.

In the TAU group, an increase in HRV was associated with a decrease in vertical COMD at early
(p < 0.05) and late (p < 0.05) follow-up (figure 13b). Furthermore, a decrease in iINPHGS
correlated with a decrease in HRV within the TAU group at early follow-up (p < 0.05) (figure 13a).

There were no further significant correlations between iNPHGS and HRV.

The TAU group showed a trend in the relationship between relative change in HRV and cadence
(p < 0.1), respectively CV (p < 0.1) at late follow-up. The more the HRV increased, the more also

cadence and CV increased.
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Figure 13: Biomarker changes from Baseline to Early Follow-up.

A value of 1 indicates no change, higher values an increase, lower values a decrease.

A: In this case, a significant correlation was shown for the TAU group: A decrease in HRV was associated with a
decrease in iNPH-like symptomatology. (n = 10, p < 0.05)

B: In this case, a significant correlation was shown for the TAU group: An increase in HRV was associated with a
decrease in vertical COMD. (n =9, p < 0.05)
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Table 12: Overview of the Correlations between Gait and Cardiovascular System

i. Correlations of the entire group at baseline
ji. Correlations between the relative changes of gait and cardiovascular parameters to early follow-up.

jii. Correlations between the relative changes of gait and cardiovascular parameters to late follow-up.
Abbreviations: systolic blood pressure (RR sys), diastolic blood pressure (RR dias), heart rate vatiability (HRV), center
of mass displacement (COMD), Coefficient of variation (CV), idiopathic normal pressure hydrocephalus grading scale
(iNPHGS), pearson correlation coefficient (PCC), number of subjects (N), relative change from baseline (4)

Baseline RR SYS RR DIAS HRV
PCC 0.035 0.261 0.101
Gait Speed p-value 0.880 0.253 0.662
N 21 21 21
PCC -0.049 0.261 -0.076
Step Length p-value 0.831 0.253 0.745
N 21 21 21
PCC -0.012 -0.230 0.207
Cadence p-value 0.960 0.317 0.369
N 21 21 21
PCC -0.077 -0.334 0.090
Coe Var p-value 0.740 0.139 0.699
N 21 21 21
PCC -0.431 -0.228 -0.289
Bil Sym p-value 0.051 0.320 0.203
N 21 21 21
PCC -0.036 0.289 0.099
Vertical COMD p-value 0.877 0.205 0.670
N 21 21 21
PCC 0.558 0.661 0.026
Lateral COMD p-value 0.009 0.001 0.910
N 21 21 21
PCC -0.362 -0.203 -0.072
iNPHGS p-value 0.098 0.366 0.749
N 22 22 22
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A RR SYS A RR DIAS A HRV
GG

PCC -0.547 -0.634 0.504
A Cadence p-value 0.082 0.036 0.114

N 11 11 11

PCC -0.547 -0.634 0.504
A Coe Var p-value 0.082 0.036 0.114

N 11 11 11

PCC 0.085 0.118 0.263
A Vertical COMD p-value 0.804 0.729 0.434

N 11 11 11

PCC -0.070 -0.499 0.032
A Lateral COMD p-value 0.839 0.118 0.925

N 11 11 11

PCC 0.279 0.198 -0.373
A INPHGS p-value 0.406 0.560 0.259

N 11 11 11

TAU

PCC -0.457 -0.655 0.078
A Cadence p-value 0.216 0.055 0.842

N 9 9 9

PCC -0.457 -0.655 0.078
A Coe Var p-value 0.216 0.055 0.842

N 9 9 9

PCC 0.122 0.412 -0.754
A Vertical COMD p-value 0.754 0.270 0.019

N 9 9 9

PCC 0.445 0.302 -0.169
A Lateral COMD p-value 0.230 0.429 0.664

N 9 9 9

PCC 0.043 0.356 0.743
A INPHGS p-value 0.907 0.313 0.014

N 10 10 10
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A RR SYS A RR DIAS A HRV
GG
PCC -0.291 0.207 -0.536
A Gait Speed p-value 0.575 0.695 0.273
N 6 6 6
PCC -0.606 -0.565 0.764
A Cadence p-value 0.202 0.243 0.077
N 6 6 6
PCC -0.606 -0.565 0.764
A Coe Var p-value 0.202 0.243 0.077
N 6 6 6
PCC -0.144 -0.238 -0.833
A Bil Sym p-value 0.785 0.649 0.040
N 6 6 6
PCC 0.400 0.059 -0.158
A Vertical COMD p-value 0.432 0.911 0.766
N 6 6 6
PCC -0.048 -0.344 0.084
A Lateral COMD p-value 0.929 0.504 0.874
N 6 6 6
TAU
PCC 0.236 0.645 -0.185
A Gait Speed p-value 0.573 0.084 0.691
N 8 8 7
PCC -0.493 -0.190 0.756
A Cadence p-value 0.260 0.684 0.082
N 7 7 6
PCC -0.493 -0.190 0.756
A Coe Var p-value 0.260 0.684 0.082
N 7 7 6
PCC -0.704 -0.566 -0.238
A Bil Sym p-value 0.078 0.185 0.649
N 7 7 6
PCC -0.051 -0.109 -0.876
A Vertical COMD p-value 0.914 0.816 0.022
N 7 7 6
PCC 0.091 0.504 -0.544
A Lateral COMD p-value 0.846 0.249 0.264
N 7 7 6
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3.5 Results Fourth Hypothesis: Gait and the Severity of Depression

The fourth hypothesis examines the suitability of gait parameters and iNPHGS as predictive
factors for the course of depression. Furthermore, it will be investigated what effect the
administration of GG has on the clinical outcome. Therefore, both the values at baseline and the

relative change of the parameters are analysed. Table 13 provides an overview of the results.

3.5.1 Clinical Rating Scales and Gait

At baseline, there was a correlation between low GAF score (p < 0.05), respectively high HDRS-
21 score (p < 0.1), and high score in iINPHGS (figure 14a). A proper consistency is shown as the
correlation of GAF and iNPHGS was also evident for both groups at early follow-up (GG: p < 0.05;
TAU: p < 0.1). This means that higher depressiveness was related to increased iNPH-like
symptomatology. In the GG group, there was also a correlation between relative change in GAF
score and relative change in iNPHGS score at early follow-up: the more the GAF score increased,
the more the iINPHGS score decreased (p < 0.05) (figure 14b). In the GG group the relative change
in HDRS-21 also correlated with the relative change in iNPHGS: The more the HDRS-21 score
decreased by early follow-up, the more the iNPHGS score decreased (p < 0.01). The same
relationship was found for BDI (p < 0.05) and QIDS (p < 0.05) at early follow-up. In the TAU group,
there was no significant correlation between relative change of HDRS-21 (p = 0.51), QIDS (p =
0.90) or BDI (p = 0.54) and iNPHGS at early follow-up.

Furthermore, when looking at the clinical course (figures 16), including gender as between
subject factor, it became apparent that the GG group showed a faster clinical improvement by
early follow-up when evaluated by HDRS-21 (p < 0.05) and GAF (p < 0.01). There were no

significant differences at late follow-up (figures 15 c-d).

Slow gait speed and small step length were found to be positive predictive markers by early
follow-up in the GG group. This was indicated by correlations between gait speed and the
relative change in QIDS (p< 0.01), GAF (p < 0.1) and HDRS-21 (p < 0.05) (figure 15a), respectively
step length and the relative change in QIDS (p < 0.01) (figure 15b). In the TAU group, gait speed
and step length were not found to be predictive markers. However, in the TAU group there was

a correlation between an increase in GAF, meaning a clinical improvement in depressivity, and
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an increase in gait speed (p < 0.05) and step length (p < 0.05) at early follow-up, which again

aligns with our assumptions.

Considering the vertical COMD showed the following results: A low vertical COMD was shown
to be positively predictive of clinical outcome as measured by QIDS (p < 0.1) in the GG group at
early follow-up (figure 14c). Additionally, in the TAU group, clinical improvement as measured
by GAF (p < 0.05) and QIDS (p < 0.1) was associated with a reduction in vertical COMD at late

follow-up (figure 14d).

Besides, a lower GAF score, i.e. a correlate of higher depressiveness, was associated with a more
symmetrical gait pattern at baseline (p < 0.1). In the TAU group, there was a decrease in
depressiveness with a decrease in symmetry of gait. This was shown at late follow-up by the BDI

(p <0.1) and HDRS-21 (p < 0.1) as clinical ratings.

Clinical improvement was also associated with a decrease in lateral COMD. A stronger decrease
in lateral COMD correlated with a decrease in HDRS-21, i.e. a clinical improvement in the TAU
group at late follow-up (p < 0.1) and in the GG group at early follow-up (p < 0.1). CV was shown
to be a predictive marker of outcome at late follow-up in the TAU group: the lower the CV, the

greater the clinical improvement as measured by QIDS (p < 0.1).
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Figure 14: Gait and Clinical Rating Scales |

A: Correlation at baseline within the entire study group. Higher depressivity measured by GAF was associated with a
more pronounced iNPH-like symptomatology. (n =22, p < 0.05)

B: A significant correlation was shown for the GG group to early follow-up: A clinical improvement measured by the
GAF was associated with a decrease in iNPH-like symptomatology. (n = 11, p < 0.05)

C: A significant correlation was shown for the GG group: Correlations of the predictivity of vertical COMD for clinical
improvement measured by QIDS to early follow-up. (n =9, p<0.1)

D: A significant correlation was shown for the TAU group: A clinical improvement measured by the GAF was associated
with a decrease in vertical COMD to late follow-up. (n =7, p < 0.05)
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Figure 15: Gait and Clinical Rating Scales Il
A: Asignificant correlation was shown for the TAU group: A clinical improvement measured by the GAF was associated
with an increase in gait speed to early follow-up. (n =9, p < 0.05)
B: A significant correlation was shown for the TAU group: A clinical improvement measured by the GAF was associated
with an increase in step length to early follow-up. (n =9, p < 0.05)
C: Comparison of alteration of mean HDRS-21 between the GG and TAU group from baseline to early follow-up
(GG:n=12; TAU: n = 12, p < 0.05)
D: Comparison of alteration of mean HDRS-21 between the GG and TAU group from baseline to late follow-up
(GG:n=7;TAU:n=9, p=0.691)
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Figure 16: Clinical Course

A: The clinical course of the study patients is illustrated: on the left for the GG group, on the right for the TAU group.
Each line shows the course of depression severity for an individual patient as measured by the HDRS-21. Subjects who
were discharged after the first follow-up are displayed in orange, subjects who participated in all three examinations
in blue.

B: The group-specific early response is shown here. Early response was considered as a reduction of > 20% in HDRS-21
from baseline to early follow-up.
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Table 13: Overview of the Correlations between Gait and Clinical Rating Scales

i. Correlations of the entire group at baseline

ji. Correlations at early follow-up

jii. Correlations of the predictivity of Gait for clinical improvement to early follow-up

iv. Correlations of the predictivity of Gait for clinical improvement to late follow-up
V. Correlations between the relative changes of gait parameters and clinical rating scales to early follow-up.
Vi Correlations between the relative changes of gait parameters and clinical rating scales to late follow-up.

Abbreviations: Quick Inventory of Depressive Symptomatology (QIDS), Becks Depressions Inventar (BDI), Global
Assessment of Functioning (GAF), Hamilton Depression Rating Scale (HDRS), center of mass displacement (COMD),
Coefficient of variation (CV), idiopathic normal pressure hydrocephalus grading scale (iNPHGS), pearson correlation
coefficient (PCC), number of subjects (N), relative change from baseline (4)

Baseline Qibs BDI GAF HDRS-21
PCC 0.092 0.095 -0.128 0.182
Gait Speed p-value 0.693 0.682 0.582 0.429
N 21 21 21 21
PCC 0.074 0.056 -0.208 0.136
Step Length p-value 0.748 0.809 0.366 0.555
N 21 21 21 21
PCC 0.009 0.202 0.101 0.097
Cadence p-value 0.970 0.379 0.662 0.675
N 21 21 21 21
PCC -0.133 0.002 0.159 -0.103
Coe Var p-value 0.565 0.994 0.490 0.656
N 21 21 21 21
PCC 0.023 0.351 -0.382 0.158
Bil Sym p-value 0.920 0.119 0.087 0.495
N 21 21 21 21
PCC 0.122 0.050 -0.150 0.068
Vertical COMD p-value 0.599 0.828 0.517 0.771
N 21 21 21 21
PCC -0.311 -0.358 0.348 -0.258
Lateral COMD p-value 0.170 0.111 0.123 0.258
N 21 21 21 21
PCC 0.313 0.317 -0.533 0.422
iNPHGS p-value 0.156 0.151 0.011 0.051
N 22 22 22 22
Early Follow-up GAF
GG
PCC -0.605
iNPHGS p-value 0.037
N 12
TAU
PCC -0.592
iNPHGS p-value 0.071
N 10
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A QIDS A BDI A GAF A HDRS-21
GG
PCC 0.868 0.543 -0.565 0.615
Gait Speed p-value 0.002 0.131 0.070 0.044
N 9 9 11 11
PCC 0.834 0.510 -0.484 0.514
Step Length p-value 0.005 0.161 0.132 0.106
N 9 9 11 11
PCC 0.663 0.360 -0.273 0.254
Vertical COMD p-value 0.052 0.342 0.418 0.452
N 9 9 11 11
PCC 0.330 -0.017 0.095 0.044
Lateral COMD p-value 0.385 0.965 0.781 0.898
N 9 9 11 11
TAU
PCC 0.309 0.075 -0.503 0.224
Gait Speed p-value 0.418 0.849 0.168 0.534
N 9 9 9 10
PCC 0.293 -0.115 -0.412 0.322
Step Length p-value 0.444 0.768 0.270 0.364
N 9 9 9 10
PCC 0.303 -0.117 -0.144 0.225
Vertical COMD p-value 0.428 0.765 0.711 0.531
N 9 9 9 10
PCC -0.286 -0.331 -0.153 0.166
Lateral COMD p-value 0.455 0.384 0.695 0.646
N 9 9 9 10
A QIDS A BDI
GG
PCC 0.607 0.482
Coe Var p-value 0.201 0.333
N 6 6
PCC 0.796 0.831
Bil Sym p-value 0.058 0.041
N 6 6
TAU
PCC 0.747 0.650
Coe Var p-value 0.054 0.114
N 7 7
PCC -0.289 -0.338
Bil Sym p-value 0.530 0.459
N 7 7
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A QIDS A BDI A GAF A HDRS-21
GG

PCC -0.140 -0.127 0.245 -0.309
A Gait Speed p-value 0.719 0.744 0.468 0.355

N 9 9 11 11

PCC -0.054 -0.071 0.191 -0.227
A Step Length p-value 0.889 0.856 0.573 0.502

N 9 9 11 11

PCC -0.302 0.028 0.219 -0.361
A Vertical COMD p-value 0.429 0.942 0.518 0.275

N 9 9 11 11

PCC -0.514 0.029 0.425 -0.566
A Lateral COMD p-value 0.157 0.941 0.192 0.070

N 9 9 11 11

PCC 0.745 0.773 -0.713 0.783
A INPHGS p-value 0.034 0.024 0.014 0.004

N 8 8 11 11

TAU

PCC -0.144 -0.384 0.667 -0.244
A Gait Speed p-value 0.713 0.308 0.049 0.527

N 9 9 9 9

PCC -0.124 -0.261 0.670 -0.301
A Step Length p-value 0.750 0.498 0.048 0.431

N 9 9 9 9

PCC 0.004 -0.249 -0.173 -0.163
A Vertical COMD p-value 0.991 0.518 0.657 0.675

N 9 9 9 9

PCC 0.205 0.110 0.034 -0.205
A Lateral COMD p-value 0.597 0.779 0.930 0.597

N 9 9 9 9

PcC -0.046 0.219 -0.258 0.239
A INPHGS p-value 0.899 0.543 0.471 0.506

N 10 10 10 10
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vi.

A QIDS A BDI A GAF A HDRS-21
GG

PCC -0.055 0.233 -0.748 0.473
A Bil Sym p-value 0.918 0.656 0.087 0.344

N 6 6 6 6

PCC 0.314 0.079 -0.209 0.366
A Vertical COMD p-value 0.545 0.882 0.690 0.476

N 6 6 6 6

PCC -0.800 -0.678 0.744 -0.858
A Lateral COMD p-value 0.056 0.139 0.090 0.029

N 6 6 6 6

PCC -0.728 -0.957 0.636 -0.782
A iNPHGS p-value 0.101 0.003 0.175 0.066

N 6 6 6 6

TAU

PCC 0.505 0.754 -0.578 0.737
A Bil Sym p-value 0.306 0.083 0.174 0.059

N 6 6 7 7

PCC 0.776 0.547 -0.827 0.403
A Vertical COMD p-value 0.070 0.261 0.022 0.370

N 6 6 7 7

PCC 0.371 0.423 -0.454 0.748
A Lateral COMD p-value 0.469 0.403 0.306 0.053

N 6 6 7 7

PCC 0.315 0.401 -0.632 0.285
A INPHGS p-value 0.447 0.325 0.068 0.457

N 8 8 9 9

3.5.2 Clinical Rating Scales and Hormones

Renin

At early follow-up, there was a significant correlation between the relative change in renin level
and GAF in both groups (GG: p < 0.05; TAU: p < 0.05). With decreasing renin level, there was an
increase in GAF score, thus clinical improvement. In addition, in the GG group, as the renin level

decreased, there was also a decrease in HDRS-21 (p < 0.01), also implying clinical improvement

(figure 17).
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Figure 17: Changes in Renin Level and Clinical Course
A significant correlation was shown for the GG group: A clinical improvement measured by the HDRS-21 was
associated with a decrease of the renin level to early follow-up. (n =7, p <0.01)

Aldosterone and Aldo/Cort Ratio

There were no significant correlations at baseline with clinical rating scales and aldosterone,
aldo/cort ratio respectively. In the GG group, there was by trend an association between the
relative change in salivary aldosterone and QIDS (p < 0.1), or BDI (p < 0.1) at early follow-up.
However, a stronger increase in aldosterone levels was associated with a stronger decrease in

depressivity.

At late follow-up, the TAU group showed that a decrease in depressivity, measured by QIDS (p
< 0.05), GAF (p < 0.05) and BDI (p < 0.05), was associated with a decrease in aldosterone levels
(figure 18).
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A significant correlation was shown for the TAU group: A clinical improvement measured by the GAF was associated

with a decrease of the salivary aldosterone to late follow-up. (n =9, p < 0.05)

Table 14: Overview of the Correlations between Hormone Levels and Clinical Rating Scales

i. Correlations of the entire group at baseline
ii. Correlations between the relative changes of gait parameters and hormone levels to early follow-up.

jii. Correlations between the relative changes of gait parameters and hormone levels to late follow-up.
Abbreviations: Quick Inventory of Depressive Symptomatology (QIDS), Becks Depressions Inventor (BDI), Global
Assessment of Functioning (GAF), Hamilton Depression Rating Scale (HDRS), aldosterone cortisol ratio (Aldo/Cort
Ratio), pearson correlation coefficient (PCC), number of subjects (N), relative change from baseline (A)

Baseline Qlbs BDI GAF HDRS-21

PcC -0.312 -0.313 -0.051 -0.327
Renin p-value 0.239 0.238 0.851 0.217

N 16 16 16 16

PcC -0.230 0.014 -0.107 0.331
Aldosterone p-value 0.279 0.948 0.617 0.114

N 24 24 24 24

PCC 0.112 0.074 0.188 0.053
Aldo/Cort Ratio p-value 0.601 0.730 0.378 0.807

N 24 24 24 24
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A QIDS A BDI A GAF A HDRS-21
GG
PCC 0.882 0.853 -0.823 0.910
A Renin p-value 0.118 0.147 0.023 0.004
N 4 4 7 7
PCC -0.594 -0.645 0.202 -0.357
A Aldosterone p-value 0.092 0.061 0.529 0.254
N 9 9 12 12
PCC -0.024 -0.137 -0.160 -0.162
A Aldo/Cort Ratio p-value 0.951 0.725 0.619 0.615
N 9 9 12 12
TAU
PCC -0.681 0.174 -0.989 0.417
A Renin p-value 0.319 0.826 0.011 0.583
N 4 4 4 4
PCC -0.047 0.406 0.208 -0.001
A Aldosterone p-value 0.897 0.244 0.564 0.997
N 10 10 10 10
PCC 0.062 0.167 0.027 -0.169
A Aldo/Cort Ratio p-value 0.865 0.645 0.940 0.642
N 10 10 10 10
A QIDS A BDI A GAF A HDRS-21
GG
PCC -0.490 -0.857 0.761 -0.770
A Renin p-value 0.402 0.063 0.135 0.128
N 5 5 5 5
PCC -0.022 -0.534 0.472 -0.075
A Aldosterone p-value 0.968 0.275 0.345 0.872
N 6 6 6 7
PCC 0.423 0.242 -0.621 0.708
A Aldo/Cort Ratio p-value 0.404 0.645 0.188 0.075
N 6 6 6 7
TAU
PCC -1.000 -1.000 1.000 -1.000
A Renin p-value
N 2 2 2 2
PCC 0.744 0.817 -0.704 0.485
A Aldosterone p-value 0.034 0.013 0.034 0.186
N 8 8 9 9
PCC 0.404 0.076 -0.056 -0.103
A Aldo/Cort Ratio p-value 0.321 0.859 0.886 0.793
N 8 8 9 9
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4. Discussion and Conclusion

The aim of this study was firstly to investigate the value of gait pattern as a potential biomarker
of MR function in MDD. Secondly, to investigate the benefit of additional GG therapy in MDD

and its influence on MR function and MR related biomarkers.

4.1 Depression and Hormones

In recent years, aldosterone has increasingly emerged as a possible marker for depression
(Emanuele et al., 2005; Franklin et al., 2012; Murck et al., 2003). An increase in aldosterone was
detected as an early stress response, whereas cortisol increases only at a later point in time
(Franklin et al., 2012). MR dysfunction and associated alterations in aldosterone levels are
particularly associated with therapy-refractory depression (Pfaff and Joéls, 2017). Furthermore,
the administration of aldosterone leads to anxious and depression-like behaviour. In addition, a
decrease in renin levels was observed with aldosterone treatment (Hlavacova and Jezova, 2008).

Within our study we tried to reproduce these correlations.

4.1.1 Renin

Clinical improvement as measured by GAF was associated with a decrease in renin levels. This
was seen in both groups by early follow-up. In the GG group, there was also a correlation with
clinical improvement as measured by HDRS-21. A sensitisation of peripheral MR in the context
of clinical improvement, leading to an improved effect of aldosterone and a consecutive
decrease in renin levels via the feedback mechanism, could be conceivable. The fact that under
aldosterone treatment, which leads to an increased activation of peripheral MR, renin levels
decrease (Hlavacova and Jezova, 2008), supports this assumption. However, the number of
subjects from whom we were able to determine the renin levels is very limited, which is why the

interpretation is very restricted.

4.1.2 Aldosterone and Aldo/Cort Ratio

In the GG group, an increase in aldosterone level at early follow-up was associated with a
decrease in depressivity as measured by QIDS and BDI. In contrast, in the TAU group, clinical
improvement as measured by QIDS, GAF and BDI was linked to a decrease in aldosterone levels
at late follow-up. At baseline, there was a significant difference in aldosterone levels between
the two groups, with significantly higher aldosterone levels in the TAU group. The increase in

aldosterone in the GG group and the decrease in the TAU group may be due to a regression to
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the mean on the one hand and due to a floor effect on the other. However clinical improvement
has been observed with reduced aldosterone levels in schizophrenia (Jezova et al., 2019) and

depression (Otte et al., 2010).

4.2 Gait Parameter and iNPHGS

Prior work has documented changes of gait parameters for patients with MDD (Brandler et al.,
2012; Hausdorff et al., 2004; Lemke et al., 2000; Radovanovié et al., 2014) or iNPH (Selge et al.,
2018; Souza et al., 2018; Yang et al., 2016). These two conditions show parallels in the changes
of gait, like decreased gait speed and step length. In the case of iNPH, the iNPHGS was
established for the assessment of clinical severity. In addition to urinary incontinence and
cognitive deficits, changes in gait are assessed (Kubo et al., 2008). Also, the iINPHGS has not yet
been performed on patients with MDD. In this study, we tested the iNPHGS as a clinical
parameter for gait changes in MDD, as it is quick and easy to perform. We also tested whether

it could be a rating tool to identify patients with changes in MR-activity in MDD.

As COMD is considered an index of balance, higher values of COMD are associated with poorer
balance (Tesio and Rota, 2019). Patients with iNPH show balance limitations in addition to
further gait changes, which both together lead to an increased risk of falls (Nikaido et al., 2019).
A more severe symptomatology of iNPH, according to a higher score in iNPHGS, is
correspondingly associated with poorer balance. In our study, patients with high iNPHGS scores
showed a greater vertical COMD at baseline. This finding is in line with the assumptions derived
from preceding work. High scores in the INPHGS might be seen as an indicator of poorer balance
in patients with MDD. It also appeared that high vertical COMD at baseline correlated with an
increase in iNPHGS in the TAU group to early follow-up. This indicates consistency in the
correlations between the vertical COMD and the iNPHGS and suggests that the vertical COMD

may be predictive with respect to iNPH-like symptomatology.

In addition, at baseline our patients showed less variability in stride time (CV) at higher iNPHGS
scores. Based on the results of previous studies (Hausdorff et al., 2004; Lim et al., 2019), we
would have expected an increased CV, i.e. stride time variability, in patients with high iNPHGS.
Hausdorff et al. studied changes of gait in patients with MDD and bipolar disorder in comparison
to a control group. In their study, an increase in swing time variability, which correlates with

stride time variability, was found. No increase in stride time variability itself was reported. They
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justify the result with a higher sensitivity of swing than stride time variability. In contrast to the
stride time variability, the swing time variability is independent of the gait speed (Frenkel-Toledo
et al., 2005). Also within other studies, an increased swing time variability (Radovanovi¢ et al.,
2014) but no increased stride time variability (Dragasevi¢-Miskovic et al., 2021) could be found
in MDD. Though, an improvement of stride time variability under antidepressant therapy could
be shown (Paleacu et al., 2007). In patients with iNPH an increase in stride time variability has
been reported (Lim et al., 2019; Selge et al., 2018). The difference in the findings between MDD
and iNPH could be due to the fact that ageing is associated with an increase in stride time
variability (Bailey et al., 2020). As iNPH is a disease of the elderly it is therefore not surprising
that an increased stride time variability was also found in these patients. With a mean age of
39.8 years, our study patients are younger than the average patient with iNPH. Further, a low
reliability of CV must be considered. As far as this is concerned, however, the study results
diverge. Poor reliability of CV is reported in some studies (Ryan, Bruno and Barden, 2020), high
in others (Choi et al., 2015). A higher CV can be found in patients with iNPH in several
independent studies (Lim et al., 2019; Selge et al., 2018). This consistency would tend to indicate
good reliability regarding iNPH. However, it should not be forgotten that patients with iNPH may
have significantly more pronounced gait disturbances than patients with MDD. The changes in
gait pattern in MDD are correspondingly more difficult to capture. Thus, due to more
pronounced gait disturbances, the reliability for CV may be good in iNPH, whereas this may not
be the case in MDD on account of the less pronounced motor component. Why, however, not
only a lack of significance but a significance with an opposite correlation was presented, will be

further discussed in following sections.

Patients with iINPH were found to have a reduced step length (Lim et al., 2019; Nikaido et al.,
2018; Yang et al., 2016). Through therapy, an improvement, in the sense of an increase in step
length, could be achieved (Panciani et al., 2018; Souza et al., 2018). A reduction in step length
has also been described in patients with MDD (Hausdorff et al., 2004; Lemke et al., 2000); an
improvement under antidepressant therapy was shown by Paleacu et al.. In our study, TAU
patients showed that a greater reduction in the iINPHGS score was accompanied by a greater
increase in step length to early follow-up. This result is compatible with the findings described

above.
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Overall, an association between the iINPHGS and the gait parameters in patients with MDD could
be established and suggests that the iINPHGS could also be well used to detect gait disorders and

its severity as a correlate in MDD.

4.3 Gait and Depression

Changes in gait pattern in MDD are shifting further and further into the field of interest of
research. In this process, mainly one-time examinations of the gait pattern were carried out.
Changes of the gait pattern in the course of clinical improvement have hardly been considered
so far. In our study we intended to test the gait parameters as markers of clinical course. In
addition, we wanted to investigate its dependence on MR function, which, however, will be
discussed further in a subsequent part. Besides correlations between gait parameters calculated
by a smartphone app and depressivity, correlations with the iINPHGS were also examined. The
iNPHGS survey was conducted firstly to test its suitability as a clinical rating for gait changes in
MDD, and secondly to generate a specific rating to capture depression with MR dysfunction. The
possible use of the iINPHGS for gait assessment has already been discussed in the previous
section. Based on the results available to us, we assumed that it is possible to assess the severity
of gait changes using the iINPHGS. In this section, we will further discuss the correlation between

gait parameters, including the iNPHGS, and depression.

Firstly, a relation of higher depressiveness and increased iNPH-like symptomatology was
observed. This result was consistent as far as this correlation was not only observed in the overall
group at baseline, but also at early follow-up within the individual groups. In addition, the GG
group also showed that a decrease in depressiveness was accompanied by a decrease in INPHGS
by early follow-up. This raises the assumption that the iNPHGS is a potential rating to assess
specific symptoms in MDD which may have an impact on the clinical characteristics related to

iNPH.

The vertical COMD, as a measure of balance, was already shown to be a possible correlate
regarding iNPH-like symptomatology. Also, it was possible to establish a connection between
the vertical COMD and depressivity. Thus, in the GG group, a low vertical COMD was found to
be positively predictive of improvement at early follow-up as measured by the QIDS. In the TAU
group, clinical improvement as evaluated by GAF and QIDS was associated with a reduction in

vertical COMD at late follow-up. The data on COMD in depression is limited so far. Michalak et
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al. report ‘larger lateral swaying movements of the upper body’ in depressed and sad subjects.
We could not find further studies on vertical or lateral COMD in MDD. But in healthy subjects, it
became apparent that measurements of vertical and lateral COMD using a smartphone app
showed that it is a reliable gender-independent parameter that can be used for gait analysis (An
and Woo, 2017). Increased COMD turned out to be energetically unfavourable and is associated
with increased oxygen consumption (Orendurff et al., 2004). In addition, previous studies
showed that post-stroke patients present a greater COMD than the control group (do Carmo,
Kleiner and Barros, 2015). This indicates that a larger COMD is a rather unfavourable movement.
The assumption that increased depressiveness could be associated with a larger vertical COMD

is accordingly largely plausible in the context of the preliminary findings.

Additionally, the TAU group at late follow-up showed that greater clinical improvement, as
measured by the HDRS-21, was associated with a greater decrease in lateral COMD. Hence, the

lateral COMD could be suitable as parameter for clinical course.

Moreover, in the TAU group, clinical improvement by early follow-up, which in this case
presented as an increase in GAF, was associated with an increase in gait speed and step length.
This suggests that increased depressitivity is associated with decreased gait speed and step
length and fits with previous study results (Hausdorff et al., 2004; Lemke et al., 2000; Paleacu et
al., 2007). Looking at relative change rather than baseline values puts differences in basic speed
into perspective and creates better comparability. Accordingly, relative changes of gait speed

and step length could be suitable parameters for clinical course.

However, in the GG group, low gait speed and small step length were found to be positively
predictive of improvement at early follow-up. This was shown in significant correlations for low
gait speed at baseline with an increase of GAF, as well as with a decrease of QIDS and HDRS-21
and for short step length at baseline with a decrease of the QIDS. One possible reason for the
result could be that GG intake influences gait and depression differently and accordingly leads
to a change in correlations. Kinoshita et al. conducted a placebo-controlled study to investigate
the effect of licorice flavonoid supplementation on gait, in which the subjects took capsules
containing 300 mg of the oil daily for 16 weeks. An improvement in balance was observed, while
there was no change in gait speed. This could be explained by the fact that gait speed and gait
variability are generated and modulated by different cerebral networks. A study by Lo et al.
showed that frontoparietal networks with executive function are particularly activated for gait

speed. For gait variability, on the other hand, the 'functional connectivity between the dorsal
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attention network and the default network’ (Lo et al., 2017) with the function of 'attention over
time' (Lo et al., 2017) is particularly important. Moreover, Starr et al. demonstrated that gait
variability is associated with white matter lesions and periventricular lesions. In this respect,
they could not find any associations with gait speed. However, gait speed was linked to anxiety
and depressivity. This illustrates the complexity of the generation of gait and a necessity to
differentiate the interpretation of the individual gait parameters. With regard to the
administration of GG and its influence on gait parameters, it can be stated that gait speed and
step length are not suitable biomarkers for assessing the success of therapy. Hence, parameters
of balance might be better suited for this purpose. The above-mentioned association between
the vertical COMD, as a measure of balance, and depressivity, which was found in our study,
also corresponds to this. On the other hand, slowed gait speed and shortened stride length
represent a stronger manifestation of the symptomatology of psychomotor retardation.
‘Psychomotor retardation is also related to depression severity and therapeutic change and could
be considered a good criterion for the prediction of therapeutic effect. [...] [M]otor disturbance
in depression may indicate an underlying neuropathology and could be relevant in the context of
therapeutic interventions’ (Bennabi et al., 2013). The fact that especially patients with
pronounced psychomotor retardation who receive additional therapy with GG, show a stronger
clinical improvement, indicates that gait speed and stride length could be predictors of response

to additional therapy with GG in MR dysfunction.

Moreover, higher depressitivity correlated with a more symmetrical gait pattern. There was
consistency in the results in that a greater decrease in bilateral symmetry was associated with a
greater decrease in depressivity in the TAU group until late follow-up. Only a limited assessment
is possible due to the number of subjects. So far, increased gait asymmetry has been observed
mainly after stroke (Meijer et al., 2011). Also older people showed a more asymmetrical gait
pattern (Kobayashi, Kakihana and Kimura, 2014). Depending on subjects characteristics, age can
bias the results accordingly. With a mean age of 39.8 + 13.1 years, our study group does not
have a particularly high age, which is why a bias of the study results by age can be largely
excluded. Studies on bilateral symmetry in MDD are so far limited. Yet Paleacu et al., 2007
showed an improvement in symmetry under antidepressant therapy in patients with MDD.
Moreover, Nagano et al. showed that higher bilateral symmetry was associated with a better
mental state. On the other hand, they report that an asymmetrical gait pattern is not only
pathological, but can also occur in healthy individuals (Nagano et al., 2013). Here they refer to

Sadeghi's hypothesis, which states that the asymmetry reflects different main functions of both
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legs: one leg is primarily responsible for propulsion, the other for stabilisation (Sadeghi et al.,
2000). An asymmetry of the gait pattern has already been shown in previous studies even in
healthy people (Ounpuu and Winter, 1989; Singh, 1970; Wheelwright et al., 1993). Ounpuu and
Winter hypothesised that although the gait pattern is asymmetrical even in healthy people, this
asymmetry can be pathologically increased beyond the average level. The fact that the gait
pattern can also be more symmetrical than in healthy individuals has not yet been reported but
is conceivable. Another study showed a dependence of bilateral symmetry on gait speed. When
walking slowly, there was less asymmetry (Kozlowska, Latka and West, 2017). Since patients
with MDD have a slower gait speed, it makes sense that a more symmetrical gait pattern would
be observed as an indirect marker. If an improvement in depressive symptoms is accompanied
by an increase in gait speed, it could be that this increase in speed leads to a more asymmetrical
gait pattern. Our TAU patients also showed an increase in gait speed with a decrease in
depressivity. This suggests that the increase in asymmetry is due to the increase in gait speed.
The inclusion of gait speed when assessing bilateral symmetry seems to be useful for subsequent

studies.

There was a further correlation between depressivity and gait pattern, which manifested itself
from baseline to late follow-up: In the TAU group, a low CV was shown to be a correlate of
depressivity measured by QIDS. This result is analogous to suppositions made in previous studies
(Paleacu et al., 2007; Radovanovic et al., 2014), but contrary to our observed correlation of low
CV and high iNPHGS. However, due to the small number of subjects and the inconsistency of the

CV within our results, this significance should be interpreted with caution.

All'in all, the INPHGS seems to be not only an assessment for changes in gait in MDD, but also
for depressitivity as associated with depression at baseline and in relative change over time. The
vertical COMD prevailed as a correlate in GG subjects and as a predictive outcome marker of
clinical improvement in TAU subjects. Even if the vertical COMD does not clearly show the exact
same correlations in both groups, one can see that correlations between the severity of the
depression and the extent of the vertical COMD are probable. The fact that correlations were
found between iINPHGS and vertical COMD, iNPHGS and the clinical rating as well as vertical
COMD and the clinical rating supports the validity of the results. Furthermore, gait speed and

step length could serve as correlates in patients without GG therapy.
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Before assessing the usefulness of bilateral symmetry as a biomarker, further studies involving
gait speed in the evaluations of bilateral symmetry are advisable. Whether CV could be useful

as a predictive parameter also needs further clarification in a larger number of subjects.
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Figure 19: Gait and Depressivity

This figure shows an overview of our study results concerning the correlations between gait and depressivity. Gray
lines represent correlations of the entire study group at baseline. Green lines represent correlations in the TAU group
at early follow-up, blue lines represent correlations in the GG group at early follow-up. solid lines indicate positive
correlations, dashed lines indicate inverse correlations.

4.4 Gait and Hormones

Several studies have already been conducted on changes in gait in depression (Hausdorff et al.,
2004; Lemke et al., 2000) and studies on changes in hormone balance in depression (Emanuele
et al., 2005; Franklin et al., 2012; Murck, 2003). In this context, mainly alterations of the cortisol
level were examined (Fiksdal et al., 2019; Stroud et al., 2016; Zorn et al., 2017). Aldosterone
usually plays a subordinate role in the investigations. However, aldosterone has been shown to
be a marker of the early stress response (Franklin et al., 2012). Furthermore, MR dysfunction,
which causes increased aldosterone levels and is accompanied by alterations in the activity of
the HPA axis (Juruena and Pariante et al., 2009) and the RAAS (Appleton et al., 2015), is
associated with TRD (Murck and Lehr et al.,, 2020). The aim here was to investigate the

relationship between changes in gait and changes in HPA and RAAS in MDD.
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Inthe TAU group, by late follow-up, a greater decrease in aldosterone levels was associated with
a greater decrease in bilateral symmetry. In the GG group, early follow-up showed that gait
became more asymmetrical in relation to a greater decrease in the aldo/cort ratio. Although
these observations are contrary to our expectations, they are consistent in that higher
depressivity was associated with a more symmetrical gait pattern. Furthermore, it became
apparent that high renin levels were also associated with a more symmetrical bilateral gait
pattern at baseline. Assuming that in a group of patients, particularly with therapy-refractory
MDD, there is an overactivity of the RAAS and consequently an increased aldosterone level,
respectively aldo/cort ratio (BUttner et al., 2015), the correlations between bilateral symmetry,
renin, aldosterone level and depressivity are coherent. In several studies, inhibition of RAAS has
been shown to have a positive effect on physical performance on the one hand (Laudisio et al.,
2017; Onder et al., 2002; Wong et al., 2013) and on mood on the (Juruena et al., 2013; Pfaff and
Joéls, 2017; Wright and Harding, 2011). This suggests that changes in the RAAS, as can also occur
in MDD (Blttner et al., 2015), are associated with poorer physical performance, which should
be detectable in terms of a change in gait pattern. We are not aware of any studies that
examined the direct influence of RAAS activity on gait. This complicates the interpretation of our
results, but there is indication of an influence of aldosterone on gait in MDD. Further studies
with a larger number of cases are necessary to obtain definitive conclusions. Here, too, the more
symmetrical gait pattern can possibly be explained by a lower gait speed, which is why here, too,
it seems to make sense to include gait speed in investigations of symmetry in subsequent studies

(Kozlowska, Latka and West, 2017).

Likewise against expectations, the TAU group showed that a stronger decrease in the aldo/cort
ratio at early follow-up was accompanied by a stronger increase in iNPHGS. CSF aldosterone
levels were found to be elevated in patients with NPH compared to controls. Whereas CSF
cortisol levels did not show any change, cortisone levels were decreased (Sosvorova et al., 2015).
Accordingly, the CSF aldo/cort ratio would be increased in patients with iNPH. Due to this, a
decrease in the INPHGS was to be expected in conjunction with a decrease in the ald/cort ratio.
It is questionable whether a one-time assessment of the aldo/cort ratio is representative as a
measure of the CSF aldo/cort ratio in total. The long duration between the GG intake and the
saliva sampling may have led to capturing an aldosterone rebound after a suggested initial

suppression.
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Overall, there appeared to be fewer correlations between hormones and gait pattern than
expected. Ter Heegde, Rijk and Vinkers described the MR as stress modulators that influence
HPA axis activity. The influences of the MR seem to be age- and gender-specific: Higher cortisol
levels were seen in older age, which seems to be due to reduced MR expression in the
hippocampus resulting in reduced HPA axis inhibition. Furthermore, oestrogen and
progesterone modulate MR expression and thus also influence HPA axis activity, which leads to
gender-specific differences. Regarding our calculations of correlations between hormone levels
and gait, due to the small sample size, we did not further divide the patient group by gender or
age and did not consider those subgroups separately. However, it seems reasonable to examine
correlations between hormone levels and gait pattern within a larger study group based on
gender and age. In our study patients, however, a connection between depressivity and
aldosterone levels could only be interpreted to a limited extent. The early follow-up even
showed the opposite result. It has been suggested that peripheral MR dysfunction is a
pathomechanism especially in atypical depression (Braunisch, 2017). In the study by Braunisch,
in which the connection between peripheral MR dysfunction and AD was established, the
proportion of patients with AD was 33.3 %. In our study, the overall proportion was only 20.8%,
in the GG group 33.3%, in the TAU group only 8.3%. The result may have been influenced by the
smaller proportion of patients with AD in that the correlation between depressivity and
aldosterone level, respective aldo/cort ratio could not be demonstrated in the current sample.

Further limitations can be found in the upcoming section.

4.5 Gait and Electrolytes

Peripheral MR dysfunction results in decreased reabsorption of sodium and secretion of
potassium and magnesium. Consequently, plasma sodium levels decrease and potassium and
magnesium levels increase, which in turn activates the RAAS and aldosterone levels increase. A
low Na*/K* ratio, low sodium levels and high potassium levels should accordingly serve as a
marker for peripheral MR dysfunction. Chronic hyponatremia is associated with gait
disturbances, cognitive deficits and an enhanced risk of falls (Fujisawa et al., 2016; Giuliani and
Peri, 2014). High potassium levels are associated with nervous and muscular dysfunction, which
is also reflected in reduced gait speed (Arnold et al., 2014; Arnold et al., 2017; Krishnan et al.,

2005; Z'Graggen et al., 2010). Thus, gait analysis could serve as a simple examination of central
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MR function, as mentioned above, but also of peripheral MR function. For this purpose, we

investigated correlations between the electrolytes and gait pattern.

It became apparent that subjects with high sodium levels showed lower vertical and lateral
COMD, i.e. better balance. Previous studies have already shown an association between
hyponatremia and gait disturbances, respectively a higher risk of falls (Fujisawa et al., 2016;
Renneboog et al., 2006). Vertical COMD in particular emerges as an interesting parameter, as
associations were also shown between increased COMD, higher iNPHGS and higher clinical

ratings.

Furthermore, a low Na /K ratio was associated with a high iNPHGS, thus more pronounced gait
disturbances and a more severe cognitive impairment. This became apparent in the overall
group at baseline and in the TAU subjects also at early follow-up. In the GG group, a greater
increase in both Na /K ratio and Na* and a greater decrease in K* were associated with a greater

decrease in iNPHGS.

In the TAU group a decrease in potassium levels to early follow-up was accompanied by a
decrease in bilateral symmetry. Patients with MR dysfunction showed high plasma potassium
despite high aldosterone levels. As previously discussed, a more symmetrical gait pattern was
seen with high aldosterone levels and higher depressivity. A symmetrical gait pattern might be
an indicator for MR dysfunction, which is associated with a form of therapy-refractory
depression (Biittner et al., 2015; Murck et al., 2018; Murck, Ploch and Montgomery, 2018).
Because of the small number of patients and the dependence of bilateral symmetry on gait
speed (Kozlowska, Latka and West, 2017), conclusions can be drawn only to a limited extend.

Further research including gait speed appears to be essential.

The TAU group showed that a sodium increase until early follow-up was accompanied by a
decrease in step length, increasing potassium levels were associated with decreasing cadence
and CV. Analogously, increasing Na*/K* ratio was associated with increasing cadence and CV. The
change in cadence corresponds to changes partly seen in patients with iNPH (Bugalho, Alves and
Miguel, 2013; Nikaido et al., 2018; Souza et al., 2018), whereas we would have expected the
opposite correlation for step length and CV (Fujisawa et al., 2016). Ardestani et al. describe three
different subgroups of subjects adapting gait to higher gait speeds: some increase step length,
some increase cadence and some do both. Assuming that an improvement in depressivity is

accompanied by an increase in gait speed, the change in the parameters cadence and step length
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is dependent on the patient's adaptation mechanism to the faster speed. Depending on which
of the adaptive methods is more common among the study patients, different correlations may
result. It is therefore questionable to which extent the single parameters are reliable
parameters. Other studies show that an increase in cadence is accompanied by a decrease in
step length. At self-selected speed, step length and cadence were found to be inconsistent,
whereas the relation between step length and cadence was a more reliable age-independent
parameter (Egerton et al., 2011). Consideration of the step length-cadence relationship would
probably be more reliable, so it may be useful for future studies. The association of a greater
reduction in iINPHGS and a greater increase in step length, supports the assumption that stride

length might be a biomarker of peripheral MR function.

All in all, it appears that the COMD and bilateral symmetry could be used to assess not only
central but also peripheral MR function and, consecutively, electrolyte changes. Here, the results
of the changes in COMD are in accordance with our expectations and previous studies. In the
case of bilateral symmetry, the correlation is opposite to our expectations. However, with
consistent correlations, it is debatable whether the expectations were wrongly set and MR
dysfunction in MDD is associated with a more symmetrical gait pattern. Importantly, an

increasing cadence would represent a positive parameter for clinical course.

Potassium
// /7
// / 4 \ M3
7 7 "4 I \ N
’ & // I \ N
7 / 1 \ N
i // // ; < S
4 / / I \ Mo
L ’ ’ I Y N
’ / / I \ N
P / / 1 ¥ \\
4 / / \ N
’ / 7 ! \ K
] A
[cv] [cad] [Bitsym]| [caitspeed]| [Steprength]| [Verticalcomp] [Lateralcomp] |inPHGs
e

"
D
P
-
-

Na*/K* Ratio

Figure 20: Gait and Electrolytes

This figure shows an overview of our study results concerning the correlations between gait and electrolytes. Gray
lines represent correlations of the entire study group at baseline. Green lines represent correlations in the TAU group
at early follow-up, blue lines represent correlations in the GG group at early follow-up. Solid lines indicate positive
correlations, dashed lines indicate inverse correlation
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4.6 Gait and the Cardiovascular System

The co-occurrence of changes in mood, HRV and blood pressure is repeatedly described (Bhat
et al., 2017; Lenoir et al., 2008; Schiweck et al., 2019; Scuteri, 2008; Sgoifo et al., 2015). It is
assumed that atypical depressions are associated with low blood pressure, whereas melancholic
depressions might be accompanied by higher blood pressure (Braunisch, 2017; Gold et al., 2005;
Jorm, 2001). Regarding HRV, the results are more homogeneous and reveal an association
between MDD and decreased HRV (Schiweck et al., 2019; Sgoifo et al., 2015). Furthermore, low
systolic blood pressure and reduced HRV were shown to be negative predictive biomarkers of
MR sensitivity in patients with MDD (Buttner et al., 2015). Hajjar et al. describe an association
between high systolic blood pressure, depression and additionally a slower gait. Thus, the
reduction in blood pressure and HRV that seem to occur in atypical depression could also be
associated with changes in gait pattern. In this section, we will further discuss possible links
between blood pressure, HRV and gait. Based on the assumption that cardiovascular parameters
might also be useful biomarkers for assessing MR dysfunction, it can be assumed that there
could also be correlations between changes in gait and the cardiovascular system especially in
MR dysfunction. Low systolic and diastolic blood pressure are used as markers of peripheral MR

dysfunction, whereas a low HRV is used as a marker of central MR overactivity.

4.6.1 Blood Pressure

Low systolic blood pressure was associated with higher iINPHGS. This represents a link between
peripheral MR desensitisation, resulting in low systolic blood pressure, and central MR
overactivity, resulting in more pronounced iNPH-like symptoms mediated by a reactive increase
in aldosterone release. This correlation underlines the fact that peripheral and central MR
function are interrelated but have different functional characteristics within the
pathomechanism. In our study, we did not find a correlation between aldosterone levels and
depressivity, but previous studies with a larger patient population have shown a connection

(Buttner et al., 2015; Emanuele et al., 2005; Murck et al., 2003).

Furthermore, there was a correlation between a low systolic blood pressure and a more
symmetrical gait pattern. This further confirms the assumption that bilateral symmetry reflects

both peripheral and central MR function. In line with this, an increase in blood pressure at late
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follow-up was accompanied by a decrease in bilateral symmetry in the TAU subjects. Thus,

bilateral symmetry could also be useful as a correlate of peripheral MR function.

Lower systolic and diastolic blood pressure at baseline was associated with smaller lateral
COMD. A previous study described an increase in lateral swaying in MDD (Michalak et al., 2009).
On the other hand, high blood pressure and higher physical activity occur in conjunction with
each other (Kohno et al., 1994). As MR dysfunction in MDD is associated with low blood
pressure, it can be assumed that motor activity is reduced as well. The observed smaller lateral
COMD might be aresult of such. Different subtypes of MDD might be associated with contrasting
alterations of the lateral COMD. Due to the lack of data on COMD in depression, these are
preliminary findings that should be verified in further studies involving a larger number of
subjects. In the TAU group, an increase in diastolic blood pressure was associated with an
increase in gait velocity at late follow-up. As reported above, an increase in blood pressure is
thought to be a positive parameter for clinical course, as is an increase in gait speed (Brandler
et al., 2012; Hausdorff et al., 2004; Lemke et al., 2000). The fact that both parameters are
associated with each other suggests a common underlying pathophysiology. The correlation
suggests that gait speed could be a possible parameter for clinical course and further for

assessing peripheral MR function.

In both groups, an increase in diastolic blood pressure was accompanied with a decrease in
cadence and CV. In addition, at early follow-up, an increase in systolic blood pressure was
associated with a decrease in cadence and CV in the GG group. The decrease in CV is in line with
expectations based on previous studies that detected an association between MDD and higher
CV (Hausdorff et al., 2004; Radovanovi¢ et al., 2014). However, our study did show inconsistent
results regarding CV: Thus, we observed that a low CV was associated with high iINPHGS; on the
other hand, a low CV was also found to be positively predictive for the outcome within the TAU
group. Therefore, CV as a biomarker for depression and MR dysfunction should be interpreted
with caution. Assuming an increase in diastolic and systolic blood pressure is desirable in
patients with MR dysfunction, our finding that an increase in blood pressure was associated with
a decrease in cadence would imply that a decreasing cadence would be a marker for clinical
improvement. This is contrary to our other observations regarding cadence. Both the aldo/cort
ratio and the potassium and Na*/K* ratio indicated an increase in cadence as a positive
parameter for clinical course. To our knowledge, studies regarding blood pressure and cadence

during non-exercise have not yet been conducted. Changes in diastolic blood pressure have
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rarely been considered in patients with MDD. So far, in patients with premenstrual syndrome, a
decrease in diastolic blood pressure with improvement in depressive symptoms has been
described (Ghaffarilaleh et al., 2019). Furthermore, as with changes in systolic blood pressure,
it is possible that different subtypes of depression show different changes in diastolic values.
Thus, according to the changes in systolic blood pressure, melancholic depression could be
associated with higher diastolic values, whereas atypical depression may be accompanied by
lower diastolic blood pressure. Especially since an increasing cadence was shown to be a
parameter for clinical course in relation to aldo/cort ratio and electrolytes, the validity of the
correlation between the increase in blood pressure and the decrease in cadence should be
guestioned. As noted earlier, cadence already showed strong inconsistency in previous studies
(Souza et al., 2018). Also within our study, cadence is found to be a rather inconsistent
parameter. As aforementioned, clinical improvement is associated with an increase in gait speed
(Paleacu et al., 2007), which can be achieved by an increase in stride length, an increase in
cadence or a combination of both (Ardestani et al., 2016). As a result, it is likely that the two
parameters show inconsistency in study results, suggesting the step length-cadence relationship

as more reliable biomarker (Egerton et al., 2011).

4.6.2 Heart Rate Variability

An increase in HRV was associated with a decrease in vertical COMD in the TAU group both at
early and late follow-up. This shows another link between established markers of MR function
in MDD and changes in gait pattern. As an increase in HRV is already known to be a positive
predictor for clinical improvement in MDD through normalisation of central MR function
(Buttner et al., 2015), a decrease in vertical COMD also appears to be a marker of such change.
Advantageously, vertical COMD also appears to reflect peripheral MR function to some extent

through links with sodium levels.

Contrary to this finding, an increase in iINPHGS was associated with increasing HRV within the
TAU group at early follow-up. This is discordant to the observed correlations between iNPHGS
and clinic as well as between iNPHGS and vertical COMD in MDD. Kuriyama et al. were able to
demonstrate increased parasympathetic activity regarding HRV in patients with iNPH compared

to a control group. Patients with MDD, on the other hand, show a reduced HRV due to decreased
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parasympathetic activity, increased sympathetic activity or a combination of both (Braunisch,
2017). In any case, both syndromes show changes in HRV, which seem to be caused by opposing
changes in the balance between the sympathetic and parasympathetic nervous systems. It is
surprising, however, why our study patients with MDD do not show an association between
decreasing HRV with an increasing iNPHGS. Previous studies have shown a gender difference in
HRV (Koenig and Thayer, 2016; Umetani et al., 1998). Generally, HRV is lower in women than in
men. Thus, Bittner et al. also found the association between central MR overactivity and
decreased HRV only in male non-responders with MDD, not in female patients. Furthermore,
HRV decreases with age. Here, too, there are gender differences. Men show a greater decrease
in HRV compared to women, which causes a decrease in the sex difference with age (Umetani
etal., 1998). As we did not include gender or age in our calculations of the correlations regarding

HRV, the validity of the correlation between iNPHGS and HRV in MDD is limited.

In both treatment groups, an increase in HRV was associated with an increase in cadence and
CV at late follow-up. Between heart rate and cadence correlations have already been
established as ‘cardiac-locomotor coupling appears to be a normal physiological phenomenon’
(Kirby et al., 1989), which seem to show changes in MDD and iNPH. Referring to a high HRV as a
positive biomarker, increasing cadence and CV are supposed to be positive parameters for

clinical course. However, as aforementioned, CV and cadence have limited interpretability yet.

The fact that changes in the cardiovascular regulatory circuit, which have already been
established as biomarkers of MR function (Buttner et al., 2015; Murck, Ploch and Montgomery,
2018), correlate with changes in gait further suggests a common underlying pathomechanism:

MR dysfunction.
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Figure 21: Gait and Cardiovascular System

This figure shows an overview of our study results concerning the correlations between gait and the cardiovascular
system. Gray lines represent correlations of the entire study group at baseline. Green lines represent correlations in
the TAU group at early follow-up, blue lines represent correlations in the GG group at early follow-up. Solid lines
indicate congruent correlates, dashed lines indicate inverse correlates

4.7 Summary Gait and MR Function in MDD

In summary of the results, the vertical COMD in particular turned out to be a reliable parameter.
A high vertical COMD was associated with a high iNPHGS and negatively predictive of clinical
outcome. Both groups showed correlations with depressiveness and COMD, with vertical COMD
being a correlate in depressive symptomatology in the GG group and a correlate for clinical
course in the TAU group. Even if the relationship within the two groups are opposite,
depressiveness appears to be related to vertical COMD. Further studies are needed to
investigate this in more detail. Furthermore, there was an association between low vertical
COMD and high sodium levels, i.e. higher peripheral MR sensitivity. With respect to HRV as a
central marker, vertical COMD was shown to be a correlate. With increasing HRV, the vertical
COMD decreased. Correspondingly, vertical COMD showed associations with both iNPH-like
symptoms, depressiveness, peripheral and central established biomarkers of MR function. The
biomarker lateral COMD, which is related to vertical COMD, was shown to be a potential
parameter for clinical course with respect to depressivity. In addition, low lateral COMD was
associated with higher sodium levels. However, lower lateral COMD was associated with lower

systolic and diastolic blood pressure which could be a sign of reduced motor activity. If this is
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the case, however, lateral COMD would appear to be an inconsistent parameter when also
considering its correlation with sodium levels. Thus, especially vertical COMD is an interesting
biomarker in MDD, which has received little attention so far. In the context of our investigations,
the vertical COMD is particularly relevant, as it could be established as a biomarker for MR

dysfunction.

Furthermore, the assessment of iNPHGS can also be considered useful in MDD. Here,
correlations with the vertical COMD, CV and stride length showed that the iNPHGS reflects
changes in the gait pattern well. Furthermore, iNPHGS was shown to be a possible correlate of
depressiveness in MDD. Accordingly, the iNPHGS could be used as a quick and easy-to-perform
tool to evaluate gait changes and depressiveness in MDD. However, in the TAU group a
contrasting relationship was found between the aldo/cort ratio, respectively HRV, which has
been discussed in detail above. In short, these results need further clarification. On the other
hand, a higher iINPHGS was related to lower Na /K ratio and systolic blood pressure, i.e.

peripheral MR dysfunction.

A very interesting result was found regarding bilateral symmetry. Based on previous studies, we
had expected reduced symmetry to be associated with increased depressivity and more
pronounced MR dysfunction (Nagano et al., 2019). However, our study showed the contrary.
Greater symmetry was associated with increased depressivity and lower systolic blood pressure.
Furthermore, a decrease in depression, aldosterone and potassium levels were all accompanied
by a decrease in bilateral symmetry. Thus, a consistent result emerged, albeit contrary to the
original assumptions. Consequently, bilateral symmetry could be suitable as a parameter for

assessing depressivity and MR function.

Gait speed and stride length were confirmed as parameter for clinical course of depressiveness
according to previous study results in the TAU group. Within the GG group, however, the
opposite correlation emerged, which puts the reliability of the parameters under GG therapy
into question. Investigations in larger study groups seem advisable. Furthermore, in the TAU
group an increase in diastolic blood pressure could be shown, i.e. improvement in peripheral
MR function, was accompanied by an increase in gait speed, which highlights gait speed as a
possible parameter for clinical course of peripheral MR function. Increasing sodium levels were
associated with a decrease in stride length, which is contrary to our expectations. Inclusion of
covariates such as age and gender and calculation of the step length-cadence relationship

appear to be indicated.
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Cadence and CV showed similar behaviour. Both parameters were found to be primarily
parameter for clinical course. There were associations between an increase in both gait
parameters and a decrease in aldo/cort ratio as well as a decrease in potassium level, an increase
in Na*/K* ratio and an increase in HRV. In addition, higher CV was found to be positively
predictive of clinical outcome and associated with lower iNPHGS. Accordingly, a high increase in
CV and cadence, respectively, would be considered positive, corresponding to depression as well
as central and peripheral MR function. In contrast, an increase in diastolic and systolic blood
pressure, i.e. an improvement in peripheral MR function, was associated with a decrease in CV

and cadence. This needs further clarification.

In general, it can be said that the generation of the gait pattern is very complex. There are several
influencing factors that should be taken into account for the evaluation. These include gender
and age. In addition, the influence of the individual parameters on each other must be
considered. More precise results could be achieved, for example, by using the step length-
cadence relationship. The lack of a uniformly established method of measuring gait changes
makes comparison with previous studies difficult. Furthermore, primarily relative relationships
have been described so far, absolute reference values of gait parameters have not yet been
established. This still limits the use in clinical everyday life. Furthermore, the fact that not only
psychomotor retardation but also agitation can occur in the context of depression needs to be
mentioned (Shankman, Mittal and Walther, 2020). A classification of patients based on the
severity of psychomotor symptoms and corresponding evaluation of the gait pattern based on

these subtypes might prove reasonable.

4.8 Effects of GG

So far, a positive influence of GG on depression, effects on the RAAS and inflammation markers
have been demonstrated (Cao et al., 2020; Epstein et al., 1977; Lim, 2016; Murck and Lehr et al.,
2020). In this study, we investigated the influence of GG on the clinical course and MR activity.
In addition, we tested potential biomarkers for GG therapy that also reflect the influence on MR

activity.

101



4.8.1 ...on Depression

When looking at the clinical course, it became apparent that the GG group showed a faster
clinical improvement by early follow-up in comparison to the TAU group regarding the change
in HDRS-21 and GAF. This shows that GG could potentially be useful as an additional therapy to
achieve a faster clinical improvement. The results are in line with a recent study on the benefit
of GG as an additional therapy for depression (Cao et al., 2020), which suggests that our results
are representative in this regard despite the small study group.

There was no significant difference between the two groups in the clinical course to late follow-
up. On the one hand, this could be due to the fact that the adjunct therapy with GG leads to a
faster clinical improvement, but does not influence the clinical outcome. Cao et al. were able to
prove the positive effect of the additional therapy with GG after four weeks and defined the
clinical outcome with this point in time. This would suggest that adjunct therapy with GG
provides a benefit to patients for longer than two weeks.

On the other hand, the number of patients for late follow-up was very small, as many were
discharged earlier. Importantly, this highlights that the discontinuations in the GG group were
not random, but biased to those, who were discharged due to clinical improvement. Thus, GG
therapy could also lead to a better outcome, as suggested by Cao et al., even after six weeks,
which we could not prove due to the small number of subjects. Further studies with a larger

sample would seem to be reasonable.

4.8.2 ...onthe Biomarker Gait

Referring to the gait parameters, the most striking result was seen in the change of iNPHGS,
since itincreased in the TAU group until early follow-up, whereas in subjects receiving additional
GG therapy showed a decrease in the score. This might be interpreted as a positive effect of GG

on iNPH-like symptomatology and indirectly evidence for improvement of MR function.

Furthermore, by late follow-up there were significant differences in the change of the following
gait parameters: in the GG group gait speed, step length and vertical COMD decreased, while in
the TAU group gait speed, step length and vertical COMD increased. As mentioned above, the
value of gait speed and step length as parameters within the GG group was not reliable due to
the small number of patients. The fact that the parameters decreased on average within the GG
group and did not increase as in the TAU group further leads to questioning. Gait speed and step

length seem to be possible parameters in MDD if no additional therapy with GG is performed.
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The change in vertical COMD is potentially a regression to the mean. Again, due to the small

number of subjects, definitive conclusions cannot be drawn.

4.8.3 ... onthe HPA-Axis and RAAS

Regarding the relative change in saliva aldosterone levels to early follow-up, there is no
significant difference between the two groups. The expected stronger drop in aldosterone levels
within the GG group was accordingly absent. Significant differences in changes of the aldo/cort
ratio or renin levels could neither be found at early nor late follow-up. Since the sample was
taken 12-13 hours after the last GG administration, GG has a half-life of six hours (Zou et al.,
2009) and aldosterone has a half-life of 20-60 minutes (Few et al., 1987; White et al., 1997), it is
quite possible that the direct effect of GG on aldosterone levels and consecutive cortisol and

renin levels was no longer detectable (Murck and Lehr et al., 2020).

4.8.4 ..on Electrolytes

There were no significant differences until early follow-up in the course of electrolytes. The
Na*/K* ratio increased in the GG group whereas it decreased in the TAU group. Correspondingly,
potassium level decreased in the GG group and remained more or less stable in the TAU group
indicating increased peripheral MR function. In addition, although not significant, after an initial
drop in sodium levels, the GG group showed a rebound, whereas sodium levels continued to
drop in the TAU group. This result could indicate an improvement in peripheral MR function in
the sense of an increased sensitivity due to the additional GG therapy, which we could only
detect in the later course. This would argue for the benefit of GG, as well as for the electrolytes

as a meaningful course parameter regarding the long-term course.

4.8.5 ...on the Cardiovascular System

Although not significant, there was a decrease in systolic and diastolic blood pressure in the TAU
group observable, while it increased in the GG group until early follow-up. This might indicate a
treatment effect of GG. Besides, blood pressure seems to be a useful parameter for clinical

outcome.
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4.9 Summary of Effects of GG

The most promising results regarding the additional GG therapy were, firstly, a faster clinical
improvement measured by the HDRS-21 and GAF. We were unable to demonstrate an
advantage with respect to the late outcome due to the discussed limitations of the early drop
out of improving subjects. Besides the improvement in depressiveness, GG therapy also showed
an earlier amelioration in iNPH-like symptoms. The expected increase in blood pressure was
also observed within the first two weeks, but did not reach statistical significance. After six
weeks, the GG subjects showed an improvement in peripheral MR function as detected by
electrolytes, especially Na /K ratio. Accordingly, INPHGS and blood pressure could serve as early

and Na /K ratio as late correlates.

4.10 Limitations

One of the most important limiting factors is the small number of patients. Due to this, no
further subdivision for subtype analysis was possible. Influences such as gender were therefore
largely disregarded which in turn represented a further limitation for us. As aforementioned,
MR function seems to be age- and gender-specific. In subjects with higher age, a reduced MR
expression was found. Besides, oestrogen and progesterone modulate MR expression, which
leads to gender-specific differences and in addition to cycle-dependent differences among
female subjects (ter Heegde, Rijk and Vinkers, 2015). Not only do age and gender affect MR
function, but also HRV (Koenig and Thayer, 2016; Umetani et al., 1998) and gait pattern (Bailey
et al., 2020; Kobayashi, Kakihana and Kimura, 2014). In addition, the body fat percentage
represents an important cofactor, which was not considered further in the context of this study.
Adipocytes secrete mineralocorticoid releasing factors, which induce increased MR activity via
increased aldosterone and cortisol production (Murck and Luerweg et al., 2020; Salpietro et al.,

2014).

The last examination was carried out six weeks after the start of the study. Some patients were
discharged before the end of this period, resulting in dropouts, although no patient ended the
study at his or her own request. Accordingly, the number of subjects for the late follow-up is
even smaller than the already small number at the beginning of the study. The statements

regarding late follow-up should therefore be made with caution.
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Furthermore, no randomisation was carried out. This is partly due to the fact, that two studies
were conducted, which, apart from the administration of GG and the associated examinations,

followed the same study design.

Since the GG administration took place within the framework of an open-label study, there was
also no blinding; the comparison group did not receive a placebo. The rater/evaluator and
patients were therefore aware of group belonging, which is why an influence of systematic bias

on the study results cannot be ruled out.

Furthermore, the GG patients received additional magnesium to counteract a potentially
increased magnesium excretion through GG. This was to be avoided, as anxiety and depression-

like behaviour were associated with hypomagnesemia (Murck and Lehr et al., 2020).

In all patients, saliva was collected in the morning. The patients were woken up for this by the
study investigator or waited lying in bed, should they already be awake. Although the subjects
were clearly instructed not to get up before taking the saliva sample, absolute compliance

cannot be assured.

The HDRS-21 and GAF were collected as clinical ratings by the examiner, the QIDS and BDI as
self-ratings by the patients. The entire set of ratings does not always correlate with the
parameters. This may be due to the fact, that the different ratings have different emphases in
the assessment of depression. For example, the QIDS is particularly suitable for adequately
assessing subtypes like atypical depression. The BDI as another self-rating questionnaire refers
to the severity of depression, but the assessment of AD is only possible to a limited extent. The
clinical rating scales also do not list symptoms such as weight gain and increased sleep with the
QIDS as an exception. The GAF is designed to assess the level of functioning, whereas the HDRS
assesses the severity of depression in particular. Although one goes hand in hand with the other,
the type of assessment differs to a certain extent. All rating scales are established test
procedures. Due to the different emphases of rating scales, it seems logical that correlations
cannot be shown with all rating scales and therefore does not have to mean a lack of validity of
the results. A combined use of all of them seems reasonable until further results are available.
In our study, the clinical ratings by the examiner were carried out in the evening and the self-
ratings the next morning. “It is common that in depression mood and depression severity can
change over the [...] day. In this study the clinician rating scale was specified prior to study start

as the primary one for analysis.” (Biittner et al. 2015: 34). To diminish the differences between
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self and clinician rating, these two should be performed at the same daytime.’ (Braunisch, 2017).
Since the patients were able to observe their results of the sleep analysis in the morning, this
could have influenced the assessment within the self-ratings. Accordingly, a survey of the self-

ratings the evening before would appear to be most reasonable (Braunisch, 2017).

The patients did not receive a uniform antidepressant medication. This affects the study result
in that certain antidepressants influence the aldosterone level. Ahmed et al. showed that this
was the case for sertraline and escitalopram, representing the group of SSRIs. In addition, they
were able to demonstrate a reduction in the aldosterone-renin ratio. A rise in limbic MR could
be demonstrated with amitriptyline administration (Reul et al., 1993). Accordingly, the standard
medication may have already influenced the aldosterone level and the MR activity.
‘Additionally, there has been some evidence that nonselective nonsteroidal anti-inflammatory
drugs (NSAIDs) lead to increased plasma aldosterone concentration (Knights et al., 2006). Due to
the frequent use and prescription of NSAIDs this medication could influence a depressive

episode.” (Braunisch, 2017).

Studies on the influence of antidepressants on gait patterns differ. While Lemke et al. could not
find any significant differences in gait between patients with and without medical therapy in
MDD, Hausdorff et al. and Paleacu et al. were able to demonstrate an influence of
antidepressants on gait pattern. Draganich et al. found a slowing of gait speed after taking
amitriptyline, while there was no change in gait after administering paroxetine and desipramine.
However, they only examined the short-term effect after a single administration of the drugs,
long-term effects were not examined. Consequently, an effect of antidepressants on gait

parameters cannot be excluded.

Furthermore, another 7...] important observation was that RAAS affecting medication (i.e. f3-
blockers, renin inhibitors, ACE inhibitors, ARBs) had a significant influence on the clinical outcome
[...]. However, gender was an important factor for this effect.” (Braunisch, 2017). Braunisch also
summarized that RAAS affecting medication influenced HRV, aldo/cort ratio, aldosterone,
cortisol, K* and Na*/K* ratio. As far as the use of RAAS affecting medication is concerned, our
study showed no significant difference between the two groups in terms of frequency. Thus, at
least in the group comparison, the results should not be influenced. However, the correlations
at baseline and within the individual groups could be affected. Stratifying for patients taking

RAAS affecting medication would be a useful criterion for subsequent studies.
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4.11 Conclusion

In conclusion, vertical COMD, bilateral symmetry and iNPHGS are particularly promising
parameters for assessing depressivity associated with MR dysfunction. Gait speed, step length,
CV and cadence were also shown to be potential markers. The gait parameters are easy to

determine and inexpensive, which makes them suitable for practical use.

Furthermore, a faster clinical improvement was observed with adjunctive GG therapy. In the
context of GG therapy, iINPHGS and blood pressure potentially may be early and Na*/K* ratio
late markers of clinical improvement. These parameters could be used to evaluate the success

of the therapy.

Since our study was a pilot study with a correspondingly small sample, further investigations are

necessary before definitive statements can be made.
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5. Appendix

5.1 Abbreviations

11B8-HSD2 11R-Hydroxysteroid dehydrogenase type 2

ACC Anterior cingulate cortex

ACE Angiotensin-converting enzyme

ACEI Angiotensin-converting enzyme inhibitor
ACTH Adrenocorticotropic hormone

AD Atypical depression

Aldo/cort Ratio of aldosterone to cortisol

am Ante meridiem, It. before midday

ANOVA Univariate analysis of variance

ANS Autonomic nervous system

BBB Blood-brain barrier

BDI Beck Depression Inventory

BMI Body mass index

BNST Bed nucleus of the stria terminalis

Ca* Calcium

CBF Cerebral blood flow

cal Clinical Global Impression

CNS Central nervous system

CoOM Center of mass

COMD Center of mass displacement

CRH Corticotropin-releasing hormone

CRP C-reactive protein

CSF Cerebrospinal fluid

cv Coefficient of variation

Ccvo Circumventricular organ

DNA Deoxyribonucleic acid

DSM-IV Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders IV
ECG Electrocardiography

EEG Electroencephalography

ENaC Epithelial Na* channel

GAF Global Assessment of Functioning

GG Glycyrrhiza glabra extract

GR Glucocorticoid receptor

GTPase Enzyme that hydrolyzes guanosine triphosphate
HDRS Hamilton Depression Rating Scale

HPA Hypothalamus-pituitary-adrenal axis

HRV Heart rate variability

ICD-10 International Classification of Diseases Related Health Problems, 10th revision
iNPH Idiopathic normal pressure hydrocephalus
iINPHGS Idiopathic normal pressure hydrocephalus grading scale
K* Potassium

LoC Locus coeruleus

MAO Monoamine oxidase

MD Melancholic depression

Mg?* Magnesium
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mMR
MR
Na*
Na*/K*
NacCl
NSAID
NTS
p-gp
PCC
PD
PFC
pm
POMC
PVN
QIDS-SR-16
RZ
RAAS
RDoC
RMSSD
RSA
SBP
SNRI
SNS
SPSS®
SSRI
SWS
TAU
TRD
VMN
YLD

membrane-bound MR

Mineralocorticoid receptor

Sodium

Ratio of Na* to K*

Sodium chloride

Nonsteroidal anti-inflammatory drugs
Nucleus of the solitary tract

P-glycoprotein

Pearson’s correlation coefficient
Parkinson’s disease

Prefrontal cortex

Post meridiem, It. after midday
Proopiomelanocortin

Paraventricular nucleus

Quick Inventory of Depressive Symptomatology, self-rating with 16 items
Coefficients of determination
Renin-angiotensin-aldosterone system
Research Domain Criteria

Root mean square of successive R-R-intervals
Respiratory sinus arrhythmia

Systolic blood pressure

Selective norepinephrine reuptake inhibitor
Sympathetic nervous system

Statistical Package for the Social Sciences®
Selective serotonin reuptake inhibitor

Slow wave sleep

Treatment as usual

Treatment-resistant depression
Ventromedial Cortex

Years lived with disability
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B. Studien-Rationale

A) Theoretischer Hintergrund:

Depressive Syndrome sind haufig, individuell stark beeintrachtigend und
volkswirtschaftlich sehr teuer. Depressive Syndrome treten bei
verschiedenen psychiatrischen Erkrankungen auf, insbesondere bei den
affektiven Stérungen wie z.B. der unipolaren Depression, der bipolaren
Depression oder der Dysthymie. Die unipolare Depression ist die
haufigste affektive Stérung mit einer Lebenszeitpravalenz von weltweit
etwa 16% (Kessler et al., 2003). In der Rangliste der Belastungen durch
Erkrankungen (burden of disease) steht die unipolare Depression an
erster Stelle aller Erkrankungen (WHO, 2008). Davon verlauft etwa jede
5. Depression chronisch (Kennedy et al., 2003). Von einer chronische
Depression spricht man ab einem Andauern der Symptomatik Uber einen
Zeitraum von mindestens zwei Jahren (Keller et al., 1995)(Gelenberg et
al., 2006). Fur die Behandlung depressiver Syndrome stehen effektive
pharmakologische, psychotherapeutische und andere somatische
Behandlungen zur Verfigung. Oftmals wirkt jedoch der zuerst gewahlte
Therapieansatz nicht. So konnte eine groRe amerikanische Studie
(STAR-D) zeigen, dass bei einer Behandlung mit einem SSRI eine
Vollremission lediglich bei ca. 30% aller Patienten erreicht wird (Trivedi
et al., 2006). Gute Pradiktoren fur die Auswahl einer Therapie fehlen, so
dass es oftmals erforderlich ist, die Therapieansatze nacheinander oder
in Kombination einzusetzen. Wie weiter unten ausgefihrt wird ist ein
wesentlicher Grund dafur die biologische Heterogenitat depressiver
Stérungen. Parameter zur Differenzierung sind in einzelnen Studien
erhoben worden, jedoch wegen der bislang technischen Komplexitat auf
geringe Fallzahlen und eine limitierte Anzahl von Parametern beschrankt.
Dazu gehdren insbesondere neuroendokrine Parameter, wie Kortisol-,
Oxytocin und Vasopressin-Bestimmungen, Entzindungsparameter,

Schlaf- EEG-Parameter sowie Parameter des vegetativen
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Nervensystems, wie etwa die Herzratenvariabilitat. Alle diese Parameter
stehen in enger Verbindung mit der Regulation des Renin-Angiotensin-
Aldosteron Systems, einem bislang eher wenig untersuchten Stress-

Hormon-System (Murck et al., 2012).

Durch den Fortschritt im Bereich der Entwicklung analytischer Technik
und elektronischer Systeme ist es nun moglich, elektrophysiologische
Parameter mit geringen Aufwand und ausreichender Reliabilitat zu
bestimmen und in Zusammenhang mit neuroendokrinen Parametern zu

bestimmen. Genau dieser Ansatz ist Inhalt der vorliegenden Studie.

Zu testende Hypothesen:

Aus tierexperimentellen Untersuchungen kann folgende
Arbeitshypothese generiert werden: Eine Stress-Situation |0st bei
pradisponierten Menschen eine Reaktion aus, die es ermdéglichen soll,
eine fight oder flight Reaktion zu beginnen. Diese Reaktion geht mit einer
Aktivierung des Sympathischen Nervensystems und insbesondere mit
einer vermehrten Aktivierung des RAAS und daraus folgend der
Aldosteron Konzentration einher. Dieses ermdglicht einen Blutdruck-
Anstieg, der dem Organismus die Verhaltensaktivierung ermdglicht. Dem
folgt in kurzem Abstand eine Aktivierung der klassischen Hypothalamus-
Hypophysen-Nebennieren-Achse mit einem Anstieg von Kortisol. Zum
einen wird damit die Stress-Reaktion unterstitzt. Wesentlich ist jedoch,
dass Kortisol fur viele Systeme ein Gegenspieler zu Aldosteron ist und
z.B. akut stimmungssteigernd und antiinflammatorisch wirkt. Kortisol
fuhrt Uber Glucokortikoid- Rezeptoren in einer Riickkopplungsschleife zu
einer Verminderung von ACTH Freisetzung und damit zu einer Reduktion
von sowohl Aldosteron als auch Kortisol. Dieses Rtuckkopplungssystem
erscheint bei einigen Menschen zu wenig reaktiv zu sein, was zu einer

verlangerten Stress-Reaktion und schlief3lich Depression fuhren kann.

Der neue Gesichtspunkt in dieser Hypothese ist, dass Aktivierung des

Mineralokortikoid-Rezeptors (MR) depressiogen wirkt.

Folgende spezifische Hypothese soll dabei untersucht werden:
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1. Funktionelle Uberaktivitat des Mineralokortikoid-Rezeptors (MR)
verhindert  Besserung der depressiven  Symptomatik,
insbesondere bei Behandlung mit SSRIs/ SNRIs.

2. Das friihzeitige Auftreten (1-2 Wochen nach Therapiebeginn) von
Markern fur verminderte MR-Aktivierung ist ein pradiktiver Marker
fur positive Response.

3. Unveranderte MR-Aktivierung deutet auf Therapie-Refraktaritat hin.

Ziel der Studie:

Ziel der Studie ist die Charakterisierung von biologischen Parametern,
die als Surrogat- Marker fir die Aktivitat des Mineralokortikoid-Rezeptors
angesehen werden kénnen und deren Auswirkung auf die klinische
Besserung bei Patienten mit einer Major Depression bei einer

konventionellen antidepressiven Therapie.

Ethische Aspekte:

Heilversuch oder Wissensversuch

Es handelt sich bei unserer Studie um eine biomedizinische,
wissenschaftliche Untersuchung. Die Studie dient der Wissenschatft, die
Teilnehmer haben keinen direkten personlichen Nutzen. Es handelt sich
nicht um eine Therapiestudie bzw. Interventionsstudie. Es sollen jedoch
Kenntnisse uber mogliche unterschiedliche Grundlagenmuster der
Reaktion des Kdrpers in Form der oben beschriebenen biologischen

Parameter auf eine Therapie mit Antidepressiva untersucht werden.

Uber die Untersuchung des Einflusses verschiedener Parameter soll das
Verstandnis des Zusammenspiels verschiedener physiologischer
Mechanismen verstanden werden. Dabei handelt es sich, wie oben

beschrieben, um das RAAS im Zusammenspiel mit dem vegetativen
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Nervensystem, der Inflammation und der Zusammensetzung von
Elektrolyten im Verlauf einer Depression. Die Untersuchung dieser
Parameter dient der Feststellung, ob sich Pradiktoren aus dem RAA-

System fur das Therapieansprechen identifizieren lassen.

Dieses Wissen ist die Grundlage fir das Verstandnis pathologischer
Prozesse, wie sie bei psychiatrischen Erkrankungen auftreten. Insofern
dient die Untersuchung letztlich der Behandlung psychiatrischer
Erkrankungen, da sie dem Kiliniker in Zukunft mogliche biologische
Parameter an die Hand geben sollen, die seine Entscheidungsfindung

unterstitzen kdnnen.

Gute Klinische Praxis:

Die Studie wird durchgeflihrt unter Beriicksichtigung von Richtlinien der
Guten Klinischen Praxis (Good Clinical Practice, GCP) entsprechend

den Definitionen der

Internationalen Konferenz fir Harmonisation (ICH) und mit Ethischen

Prinzipien der Deklaration von Helsinki.

Die Studie wird entsprechen den Vorschriften des Protokolls
durchgefiihrt. Sowohl das Protokoll, mégliche Ergéanzungen, als auch die
Patientenaufklarung benétigt die Genehmigung durch die Ethik
Kommission der Universitat Marburg bevor ein Patient eingeschlossen

werden kann.

VerstoR3e gegen das Protokoll, die eine Gefahr fir Patienten darstellen

kénnten, werden unverzuglich der Ethik Kommission mitgeteilt.

Patientenaufklarung:

Die Untersucher legen Patienten eine Patientenaufklarung vor, die in
nicht technischer Sprache abgefasst ist. Dem Patienten wird ausreichend
Zeit gegeben, sich Uber die Details der Studie zu informieren. Die
Patientenaufklarung wird vom Patienten eigenhandig unterschrieben und

datiert.
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Wer informiert?

Die Aufklarung und das Einholen der schriftlichen
Einverstandniserklarung erfolgt durch einen arztlichen Mitarbeiter der
Klinik fir Psychiatrie und Psychotherapie.

Allen Teilnehmern wird in dem Aufklarungsbogen zuséatzlich die
Maglichkeit angeboten, sich bei Rickfragen telefonisch oder per E-Mail
an PD Dr. Harald Murck oder Dr. Maxim Zavorotnyy (Klinik for
Psychiatrie und Psychotherapie der Universitatsklinik Marburg) zu
wenden. Telefonnummer und Anschrift bzw. Emailadresse siehe

Informationsblatt.

Studienablauf

Formal handelt es sich bei dem vorgelegten Projekt um eine reine
Verlaufsbeobachtungsstudie. Therapeutische Interventionen aul3erhalb
der gangigen klinischen Praxis sind nicht vorgesehen.

Studienplan

Bei Aufnahme wird eine Basischarakterisierung durch Diagnose,
Erkrankungsdauer, Episodenanzahl, soziodemographischen Status etc.
erhoben. Die Zustandsvariablen und die Neurobiologisch-technische
Parameter, einschliel3lich Polysomnographie, Herzraten-Variabilitats-
Analyse, Gang-Analyse sowie spezifische Speichel- und Blutenthahmen
finden zur Baseline-Untersuchung, kurz nach der Aufnahme, nach 1-2
Wochen nach Beginn der Studie sowie nach 6-7 Wochen nach dem
Baseline-Zeitpunkt statt.

Dabei wird nach Mdglichkeit versucht die Blutentnahme zur Bestimmung
der Blutelektrolyte und der Entziindungsparameter mit den ohnehin im
klinischen Alltag anfallenden Blutentnahmen zu synchronisieren, die
normalerweise auf Station im 2- woéchigen Rhythmus stattfinden, sodass
fur die Studie nach Moglichkeit keine zusétzliche Belastung fiur die

Patienten besteht. In besonderen Féllen kdnnen ereignisgetriggerte
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Zwischenerfassungen eingeschoben werden, z.B. zu Beginn oder Ende
einer besonderen Therapiemal3hahme, die sich aus dem naturalistischen
Behandlungsverlauf ergibt. Am Ublichen klinischen Behandlungsverlauf
wird durch die Studie nichts verandert, nur die Verlaufsbeobachtung

kommt hinzu.
Im Folgenden werden die erhobenen klinischen und biologischen

Parameter aufgeflhrt und die Rationale flr deren Verwendung

dargestellt:

a) Klinisch-psychiatrische Symptomerfassung

Der folgende Abschnitt beschreibt alle Parameter die erhoben werden sollen:

Die Symptomschwere und Auspragung des depressiven Syndroms soll

erfasst werden durch Fremderfassung:

« Brief Psychiatric Rating Scale (BPRS; Overall and Gorham, 1962)
bestehend aus 18 Items, die zu den funf Skalen (1) Angst/
Depression, (2) Anergie, (3) Denkstorungen,

(4) Aktivierung, (5) Feindseligkeit/ Misstrauen fihren.

» Clinical Global Impression Scale (CGI; National Institute of Mental
Health, 1985): zur Beurteilung der Symptomschwere und
Symptomveranderung Uber die Zeit.

e Global Assessment of Functioning (GAF; (Sal} et al., 2003) bewertet
das allgemeine Funktionsniveau in psychischen, sozialen und

beruflichen Bereichen.

e Hamilton Depression Rating Scale (HRDS; (HAMILTON, 1960))
Fremdbeurteilungsskala mit 21 Items speziell zur Erfassung
depressiver Symptome. Zur Auswertung wird der HDRS-6 Subscore
verwendet, dies wird weiter unten noch genauer ausgefiihrt (Bech,
2006; Lecrubier and Bech, 2007).

und durch Selbsterfassung:

e Quick Inventory of Depressive Symptomatology (QIDS-SR-16, Rush
et al., 2003): Selbstbeurteilungsbogen mit 16 Items, der eine
Einteilung in Subtypen der Depression erlaubt. Falls vom Patienten
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nicht ausfullbar, wird ersatzweise der Inventory of Depressive
Symptomatology (IDS-C) durch den Untersucher durchgefihrt.

Die QIDS-SR hat eine gewisse Schliusselstellung fur die Einteilung
der Patienten in klinische Subgruppen, die unterschiedlich auf
verschiedene Behandlungsverfahren ansprechen. In Analogie zu
(Murck et al., 2005, 2009 und Anlehnung an Trivedi et al., 2008)
werden Patienten in drei klinische Gruppen eingeteilt auf der
Grundlage von Items der QIDS-SR: Im ersten Schritt wird eine
Gruppe mit melancholischen Merkmalen definiert:

1. Melancholische Merkmale: Vorhandensein von einem Score von
mindestens 2 von mindestens einem der QIDS Items: Item 3,
Frdherwachen; Item 6, verminderter Appetit; ltem 8,
Gewichtsabnahme.

Im zweiten Schritt werden Patienten mit atypischen Merkmalen
definiert: Vorhandensein von einem Score von mindestens 2 von
mindestens einem der QIDS items: Item 4, Zu viel Schlaf; Item 7,
vermehrter Appetit; Item 9, Gewichtzunahme.

3. Patienten ohne vegetative Merkmale: Restgruppe.

e Beck Depression Inventory (BDI). Das BDI stellt eine vielfach
verwendete Selbst- Beurteilungsskala dar.

- Diagnostisches Grading von Symptomen des Normaldruck-
Hydrozephalus (Kubo et al., 2008)

Soziodemographische Variable werden ebenfalls anhand eines

Fragebogens erfasst. Die Eintragungen in ein zur klinischen Routine

gehorendes Zustandsbarometer sollen ebenfalls wissenschaftlich

ausgewertet werden und dienen der Kontrolle der Validitat der
Hauptzielparameter. Des Weiteren wird eine detaillierte Anamnese
erhoben, bei der
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vor allem die Begleitmedikation (aufgeschliisselt nach psychiatrischen
und nicht- psychiatrischen Medikamenten und solche die das RAAS
beeinflussen), Familienanamnese, Alkohol- und Nikotinanamnese, sowie

internistische und psychiatrische Diagnosen dokumentiert werden.

Parametern der Klinisch-psychiatrischen Symptomerfassung, welche die
Schwere und den Behandlungsverlauf determinieren kdnnen und eine
biologische Grundlage haben, sind: Schweregrad, Dauer der Erkrankung
sowie Dauer der depressiven Episode, Alter, Geschlecht. Spezifische
klinische Merkmale (Vorhandensein von vegetativen Merkmalen 1. der
melancholischen Depression, 2. der atypischen Depression oder 3. die
Abwesenheit von vegetativen Parametern) werden mittels der QIDS-SR

definiert.

Daneben wir die Medikation der Patienten erfasst. Fur die antidepressive
Medikation werden differenziert: 1. SSRIS/SNRIs; 2. Mirtazapin; 3. MAO-
Inhibitoren und Hypericum Extrakte; 4. Atypische Neuroleptika; 5.
Lithium. Fur die nicht psychiatrische Medikation werden Substanzen
gesondert bertcksichtigt, die einen Einfluss auf das RAAS haben:

1. ACE-Inhibitoren und Renin-Release Suppressoren, einschliel3lich
Beta-Blockern; 2. MR-Antagonisten, wie etwa Spironolacton.

b) Neurobiologische Parameter des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems

Es sollen funktionelle Systeme untersucht werden, die einen Bezug zur
Regulation des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems haben. Dabel
sollen Konstellationen von Parametern charakterisiert werden, die eine
Nicht-Antwort (Non-Response) zur antidepressiven Standardtherapie,
insbesondere SSRIs und SNRIs, vorhersagen konnen. Ziel ist es nun,
Responder von Non-Respondern friihzeitig zu unterscheiden, um in
Zukunft eine flir den einzelnen Patienten effizientere Therapie
einzufuhren. Wichtig ist dabei festzustellen, dass die verwendeten
physiologischen und laborchemischen Parameter jeweils indirekte oder
Surrogat Parameter fur die Aktivitdt der MR-Funktion sind. In der



Zusammenschau dieser Parameter wird es mdglich, den Einfluss des MR

auf die zu untersuchenden funktionellen Systeme genauer zu definieren.

Im Folgenden wird bei jedem Parameter genauer beleuchtet in welchem

Zusammenhang dieser steht und welche Aussagekratft er dadurch haben

kann.

Die zu bestimmende physiologische Parameter und deren

Zusammenhang mit dem RAAS sind folgende:

0 Messung von Kortisol, Aldosteron, Oxytocin und Vasopressin zum

Zeitpunkt des Aufwachens mittels Entnahme einer Speichelprobe

mit den Salivette (Sarstedt) sowie von Oxytocin und Vasopressin im

Plasma. Damit besteht die Mdglichkeit exakte Analyseergebnisse

auch bei kleinen Speichelmengen und/oder sehr niedrigen Kortisol,

Oxytocin, Vasopressin Spiegeln sowie von Aldosteron zu erhalten.

o Die Konzentration von Aldosteron, dem physiologischen

Liganden am MR, ist bei Patienten mit depressiven Stérungen
erhoht (Murck et al.,, 2003; Emanuele et al.,, 2005). Es gibt
einige Hinweise, dass die erhdhte Aldosteron- Konzentration
nicht nur ein Epiphanomen darstellt, sondern kausal in die
Genese depressiver Storungen involviert sein kénnte. So
findet sich bei Patienten mit einem Hyperaldosteronismus
(Conn-Syndrom) in gehaufter Weise depressive Storungen
(Sonino et al.,, 2011). Ein weiterer klinischer Hinweis bei
Patienten mit depressiven Stérungen, der in unserem
Zusammenhang besonders relevant ist, ist der Befund, dass
Polymorphismen des Angiotensin-Converting Enzyme Genes
und des Angiotensin-Rezeptor-

Genes einen pradiktiven Effekt auf das Ansprechen auf
konventionelle antidepressive Therapie hat: Vorhandensein
der aktiveren Varianten, die zu einer erhohten
Aldosteronkonzentration fihren sollten, sind mit schlechterem
Ansprechen verbunden (Bondy et al., 2005). Bestatigung flr
diesen Befund kommt aus dem Tiermodell: die subchronische



Gabe von Aldosteron l6st depressionséhnliches Verhalten aus.
Gleichzeitig konnte festgestellt werden, dass diese
subchronische Aldosterongabe im Hippocampus eine
Transkriptionsanderung bei Genen hervorruft die mit
Inflammation, glutamaterger Aktivitat, synaptischem und
Neuronen-Remodelling assoziiert sind. Des Weiteren
Uberlappen Aldosteron-regulierende Gene mit solchen Genen,
die bei einer Stressreaktion wie der Forced Swim Test reguliert
werden (Hlavacova et al., 2011).

Kortisol und Aldosteron haben teilweise Uberlappende
Regulationsssyteme: beide Steroide werden durch ACTH
freigesetzt (siehe Murck et al., 2012). Fir den Zusammenhang
von Kortisol und depressiven Stérungen gibt es eine sehr weite
Literatur. z.B. Holsboer, 1999. In unserem Zusammenhang ist
von besonderem Interesse, dass der Vergleich der
Aldosteron/Kortisol Konzentration einen Hinweis auf die
Bedeutung des RAAS vs. ACTH bei der Regulation von
Aldosteron bei einem gegebenen Patienten spielt: ein niedriger
Aldosteron/Kortisol Quotient weist auf einen ausgeprageteren
Anteil von ACTH hin, somit einer Erh6hung beider adrenaler
Hormone; wahrend ein hoherer Aldosteron/Kortisol Quotient
auf einen relativ ausgepragteren Anstieg von Aldosteron und
somit einen vermehrten Einfluss des Renin-Angiotensin
Systems hindeutet.

Oxytocin hat eine antidepressive Wirkung und korreliert positiv
mit Freude. AulRerdem wurde festgestellt, dass die Oxytocin-
Konzentration bei depressiven Patienten h&ufig vermindert ist
(Scantamburlo et. al., 2006). Die Sekretion von Oxytocin aus
dem Nucleus supraopticus wird Uber den Natrium-Gehalt des
Blutes und die Aktivitat des zentralen MRs reguliert. Der aktive
MR hemmt die Oxytocin-Sekretion und ein hoher Natrium-
Spiegel fordert diese (Pfaff et. al., 2017). Ein hoher
Aldosteron/Oxytocin-Quotient spricht daher fir eine hohe
Aktivitdt des zentralen MR. Hingegen ein niedriger
Aldosteron/Oxytocin-Quotient weist auf eine niedrige Aktivitat

des zentralen MRs hin und eine vermehrte Sekretion von



Oxytocin.

o Die Vasopressin-Konzentrationen sind bei depressiven
Patienten erhoht (Liesbeth von Londen et. al., 1997). Patienten
mit erhéhtem Plasma- Vasopressin haben ein schlechteres
Outcome und leiden vermehrt an einer &ngstlichen
Symptomatik (De Winter et. al., 2005). Der Nucleus
paraventricularis ist zum einen fur die Aktivierung der HPA-
Achse und zum anderen flr die Produktion von Vasopressin
zustandig. Die Vasopressin- Konzentration korreliert mit der
von von CRH (Jaap et. al., 2005). Demnach ist bei erhéhter
Aldosteron-Konzentration auch die Vasopressin-

Konzentration erhoht.

Die Totale Schlaf-Dauer (TST) und die Slow Wave Sleep Dauer
(SWS) werden mit Hilfe eines ambulanten Schlaf-EEGs (Zeo Sleep
Manager — Bedside, der Zeo Inc., 320 Nevada Street, Newton, MA
02460) gemessen. Hautelemente sind ein Stirnband mit Elektroden
aus leitenden Fasern, die keine Vorbereitung der Haut bendtigen,
das in kabellosem Kontakt zu eine separaten Monitor neben dem Bett
steht. Validierungsstudien mit einer konventionellen
Polysomnographie kommen zu dem Ergebnis, dass die TST & SWS
des Zeo Gerates, welches kommerziell im Handel erwerblich ist, mit
einem Standard-EEG gut korrelieren (Shambroom et al., 2011).

o Bei depressiven Patienten sind Schlafstérungen und
verminderter SWS mit hohem einem Kortisol Spiegel
verbunden. Ein Ubergeordneter Regulationsmechanismus
scheint daflir verantwortlich zu sein. Insbesondere gibt es
Hinweise, dass sowohl verminderter Tiefschlaf und vermehrte
Kortisol- Konzentration auf eine erhothte Aktivitat am MR
zuruckzufihren sein kénnte (Born et al.,, 1991, 1997). Des
Weiteren besteht eine enger zeitlicher Zusammenhang der
Aktivitat des Renin-Angiotensin-Aldosteron System mit
Schlafprozessen: die Konzentration von Renin und Aldosteron

steigt an in Synchronizitat mit einem Anstieg von Tiefschlaf



(Charloux et al., 1999). Somit bietet die Dauer von SWS ein
Korrelat fur die Aktivitat des MR.

o Die Herzraten-Variabilitat (HRV) und die Herzfrequenz wird mittels
eines im kommerziellen Handel befindenden Systems bei
vorgegebener Atemfrequenz kurz nach dem Erwachen eine Minute
mehrfach gemessen und gemittelt. Dabei wird beim Patient mit
Sensoren die Puls-Rate abgeleitet. Der Sensor steht Uber einen
speziellen Funkempfanger mit einem iPhone, den iPod touch oder
einem Android Gerat in Verbindung. Eine kommerziell verfugbare
Applikation (App) namens ithlete (HRV Fit Ltd, Hants, UK) analysiert
die eingegebenen Daten. Das Messvorgehen ist folgendes: Auf
Anweisung der App wird der Atem synchronisiert und so die
Herzfrequenz und HRV Uber einen Zeitraum von einer Minute
gemessen. Der Vorgang wird wiederholt, um die Variabilitdt zu

reduzieren.

o Depression ist mit einem erhohten Risiko fur ein
kardiovaskulares Ereignis assoziiert (Carney et al., 1987;
Gonzalez et al.,, 1996). Selbst bei Depressionen ohne eine
kardiovaskulare Begleiterkrankung besteht eine Korrelation mit
einer reduzierten HRV, wobei die HRV mit steigender
Depressionsschwere abnimmt (Kemp et al., 2010). Die HRV
wird durch das RAA-System beeinflusst (Schmidt et al., 1999;
Ovaert et al., 2010): akut erhoht Aldosteron die HRV, wahrend
andererseits die chronische Gabe von MR Antagonisten die
HRV erhoéht. Sowohl das autonome Nervensystem sowie
die Aldosteron-Sekretion unterliegen Tagesschwankungen,
welche sich in morgendlichen Peaks sowohl des Aldosterons
als auch der Sympathovagalen Balance zeigen. Durch diese
Befunde liegt es nahe, dass diese beiden Systeme miteinander
in Verbindung stehen (Yee et al., 2001). Es zeigt sich vor allem
aber auch, dass eine Aldosteronblockade mit einem
Aldosteronantagonisten wie Spironolacton eine Erh6hung der

morgendlichen Herzfrequenzvariabilitat nach sich zieht



(MacFadyen et al., 1997). Daraus schlief3en wir, dass die HRV
als funktioneller Parameter der Aktivitat des Mineralokortikoid

Rezeptors (MR) interpretiert werden kann.

Der Blutdruck (RR) wird mittels einer elektronischen
Blutdruckmanschette oder analog gemessen.

0 Mineralokortikoide wie Aldosteron erhdhen den Blutdruck
durch Vasokonstriktion, Natirum- und Wasseraufnahme und
erhdohte Natrium Ruckresorption in der Niere. Somit ist
weitgehend bekannt, dass der MR an der Regulation des
Blutdrucks beteiligt ist. Wesentlich ist jedoch festzuhalten,
dass der MR nicht nur in der Peripherie, sondern auch in
spezifischen Arealen des ZNS vorkommt, die an der Blutdruck-
Regulation beteiligt sind. Dabei ist insbesondere der Nucleus

tractus solitarius zu erwdhnen (Geerling and Loewy, 2009).

Gewicht und Grol3e der Patienten wird gemessen.

Geschmacksprobe bei einer Konzentration von 0.9%iger
Kochsalzlésung und Einschatzung mittels visueller Analogskala zur
Salzpréferenz (Eigenentwicklung). Dabei werden zwei Parameter
erhoben: 1) Einschatzung der Salzigkeit (0; nicht salzig; 10: extrem
salzig); b) Einschatzung der Aversion (0: sehr angenehmer
Geschmack; 10: extrem unangenehmer Geschmack).

0 Wie der Blutdruck wird auch die Salzaufnahme von Aldosteron
und anderen MR-Agonisten erhoéht (WOLF, 1965; Wolf and
Handal, 1966; Fluharty and Epstein, 1983). Auf der anderen
Seite reduzieren MR-Antagonisten den Appetit auf Salziges
(Sakai et al., 1986; Francis et al., 2001; Sullivan et al., 2004).
Patienten, die an einer Depression erkrankt sind, leiden haufig
an Appetitlosigkeit, welche durch eine  subjektive

Geschmacklosigkeit des



Essens hervorgerufen sein konnte. Das RAAS ist unter
anderem dafiur verantwortlich, eine Homoostase der
Elektrolyte aufrecht zu erhalten. Das Angiotensin Il sorgt bei
einer Hyponatriamie dafur, Salz aufzunehmen, indem es den
Salzappetit anregt. So zeigt sich in einer heterogenen Gruppe
von Depressiven, dass eine erhdhte Konzentration von Kortisol
im Urin mit einem vermehrten Salz-Appetit zusammenhangt
(Casper et al., 1988). Hierbei ist es bei unserer Untersuchung
von Wichtigkeit, dass der Salzappetit im ZNS unter Einfluss
von Mineralokortikoid-Rezeptoren steht und damit ein

einfacher funktioneller Marker fir dessen Funktion sein kdnnte.

Das Gangbild wird mittels der iPhone-App GaitAnalysisPro
untersucht. Dafir bekommt der Patient das iPhone mithilfe eines
Gurtels am Ricken befestigt. Der Patient wird dann eine Minute in
seinem eigenen Tempo laufen. Die App ermittelt daraus
Geschwindigkeit, Schrittlange, Laufrhythmus, Symmetrie und die
Varianz des Gangbilds.
Bei depressiven Patienten lasst sich ein verandertes
Gangbild feststellen. Abweichungen von der Kontrollgruppe
sind besonders bei Schrittlange, Laufrhythmus und
Geschwindigkeit zu finden (Lemke et al., 2000). Dies wird
zum einen mit vaskuldre Mechanismen (Brandler et al.,
2012) und Hyponatriamie (Lange-Asschenfeldt et al., 2013)
und zum anderen mit einem verminderten Basalganglien-
Volumen (Lacerda et al., 2003) in Verbindung gebracht.
Bei dauerhaft hohem Aldosteronspiegel werden die
peripheren MR desensibilisiert. Dadurch sinkt der
Natriumspiegel und die Blutdruckregulation  wird
beeinflusst. (Ovaert et al., 2010, Bittner et al., 2015).
Ebenfalls mittels i-phone App (Memory —Check oder aehnlichem)
wird im Anschluss an den Gangtest eine kurzer Test von
Gedéachtnis und Aufmerksamkeit durchgefihrt.
Erganzend werden, falls vorhanden, MRT-Bilder der Patienten

miteinbezogen. Es werden fir diese Studie keine weiteren



Aufnahmen gemacht, sondern lediglich vorhandenes Bildmaterial
genutzt. Dabei ist von Interesse insbesondere das Volumen der
Ventrikel sowie umliegender anatomischer Areale, etwa von
Arealen des Corpus Callosum und des Striatums. Das
hat in diesem Zusammenhang deshalb Relevanz, da Hormone
wie etwa Aldosteron, Kortisol und Vasopressin die Produktion und
Absorption von CSF regulieren (Chitalia et al., 2010, Widmayer et
al., 2010, Salpietro and Ruggieri, 2014)

Ebenfalls und nur falls vorhanden werden Parameter aus der
Analyse von CSF betrachtet. Dabei sind insbesondere Elektrolyte
sowie Neurohormone, insbesondere Vasopressin, von Interesse,

wie beschrieben.

Folgende Laborparameter werden bestimmit:

o Es sollen die Blutelektrolyte, insbesondere der Konzentration von
Plasma Magnesium bestimmt werden. Fir die Messung von Plasma
Magnesium wird auf die Ermittlung aus klinischen Blutentnahmen
zuruckgegriffen.

o Eine der Hauptaufgaben des Aldosterons st die
Elektrolytregulation. Auch das Magnesium unterliegt einer
Regulation von Aldosteron. Im Tiermodell zeigt sich, dass
akute (Charlton and Armstrong, 1989) und chronische
(HORTON and BIGLIERI, 1962) Gabe von Aldosteron zu einer
erhohten Ausscheidung von Magnesium im Urin fuhrt. Des
Weiteren fuhrt die Gabe des MR-Antagonisten Spironolacton
zu einer erhbhten Serum Magnesiumkonzentration im
Menschen (Barr et al.,, 1995). Die Erhohung der Plasma-
Konzentration von Magnesium bei Depressiven deutet auf
eine Storung in der Magnesiumregulation hin. Diese Stérung
konnte auf der Ebene einer gestérten MR-Funktion vorliegen.
Da der MR der Hauptrezeptor fur aldosteronregulierende
Effekte in der Niere ist, kann eine reduzierte
Magnesiumausscheidung trotz einer erhohten

Aldosteronkonzentration vorliegen. Hierdurch zeigt sich eine



maogliche Verbindung zwischen dem Magnesiumgehalt im Blut

und der Aktivitat am Mineralokortikoid-Rezeptor.

Bei depressiven Patienten zeigen sich héhere Plasma und
erythrozytare Magnesium Spiegel als bei Gesunden (Widmer
et al., 1993). Des Weiteren scheint eine Normalisierung des
Magnesiumspiegels mit einer Besserung der Kklinisch
symptomatischen Depression einherzugehen (Widmer et al.,
1992). Auf der anderen Seite gibt es epidemiologische
Hinweise, dass eine mangelnde Mg-Zufuhr zu einem Risiko fur
die Entwicklung von depressiven Storungen fuhrt (Jacka et al.,
2009). Auch im Tiermodell wurde gezeigt, dass
Magnesiumentzug depressives und &angstliches Verhalten
bei Raten hervorruft, welches sensitiv gegenuber einer
Behandlung mit Antidepressiva ist (Singewald et al., 2004). Es
konnte in klinischen Einzelbeobachtungen gezeigt werden,
dass eine orale Gabe von Magnesium zu einem anti-
depressiven Effekt gefuhrt hat, der ahnlich denen starker
Antidepressiva war (Eby Ill and Eby, 2010).
Es besteht ein Zusammenhang mit anderen erhobenen
Parametern: eine  Stress induzierte  Reaktion der
Herzfrequenzvariabilitdt korreliert mit dem Magnesium
Metabolismus (Takase et al., 2004).
Jedoch ist die Datenlage zum Zusammenhang zwischen
Plasma-Magnesium und Depression heterogen. Es scheint
so, als seien sowohl ein Anstieg als
auch ein Abfall von Serum-Magnesium mit

depressiven Syndromen verbunden. An diesem Punkt
darf man nicht vergessen, dass

depressive Stérungen eine heterogene Gruppe von
Erkrankungen darstellen. Ein Anliegen dieser Studie ist es
diese Heterogenitat besser zu charakterisieren.
Zusammengefasst ist Aldosteron tber die Aktivierung des
MR an der Mg- Ausscheidung beteiligt. Aus diesem Grund
kann die Plasma Magnesium Konzentration als Surrogat



Parameter fir die MR-Aktivitat angesehen werden.

0 CRP soll als inflammatorischer Marker bestimmt werden. Dazu wird

auf die klinische Routinebestimmung zurtckgegriffen.

0 Bei depressiven Patienten finden sich vermehrt entztindliche
Veranderungen. Vor allem zeigt sich diese Veranderung im
CRP und IL-6, etwas weniger findet diese Veranderung auch
mit dem IL-1 statt (Pace et al., 2006; Howren et al., 2009). Wie
oben bereits erwéhnt stehen Depressionen in engen
Zusammenhang mit koronarer Herzkrankheit, bei denen eine
entzundliche Komponente angenommen wird (Carney et al.,
1987; Gonzalez et al., 1996). Das Renin-Angiotensin-
Aldosteron System (RAAS) weist eine Verbindung zu
inflammatorischen Verdnderungen auf. So beeinflusst das
RAAS Entzindungsparameter im Plasma (Duprez, 2006).
Durch eine MR Blockade mittels Spironolacton im Tiermodell
konnte gezeigt werden, dass sich ein reduzierter
Plasmaspiegel von TNF- nach einem Koronararterien-
Verschluss in Ratten findet (Francis et al., 2003; Kang et al.,
2006). Der Mechanismus mit dem der MR mit dem
Inflammatorischen System in Verbindung steht ist noch nicht
vollig klar. Jedoch lassen diese Ergebnisse darauf schliel3en,
dass die Konzentration des Plasma CRP mit der Funktion des
MR in Verbindung steht. Diese Zusammenhang ist in unserem
Kontext insbesondere deshalb relevant, da eine Erh6hung
proinflammatorischer Zytokine mit einer Therapierefraktaritat
bei einer Behandlung mit Escitalopram und madglicherweise
auch anderen SSRIs in Verbindung steht (Eller et al., 2008).

Bei der Analyse der Blutelektrolyte und der Inflammatorischen Marker
wird versucht, diese an die Routinemalligen Abnahmen auf Station
zu koppeln. Fiur die Analyse der Blutelektrolyte sowie der

inflammatorischen Marker werden 20 ml venéses Blut benétigt.



® Plasma Renin.

Die Entnahme von Plasma zur Bestimmung von Renin wird
unmittelbar nach der Abnahme von Speichel sowie der HRV-Analyse
durchgefiihrt. Diese zeitliche Abfolge ist vorgesehen, um durch den
maoglichen Stress der Blutentnahme die genannten Parameter nicht
zu beeinflussen.

0 Renin ist ein wesentliches Element der Aldosteron
Freisetzung (neben ACTH). Die Renin Freisetzung wird tber
eine negative Ruckkopplung mit ATIl am juxtaglomeruldren
Apparat der Niere reguliert. Insofern kann die Renin-
Konzentration und insbesondere das Verhaltnis der
Aldosteron zur Renin Konzentration einen Hinweis auf die
Aktivitat des RAAS darstellen.

Genexpressionsmuster von mononuklearen Zellen des
peripheren Blutes. Vollblut wird in spezielle Test-Rohrchen
abgenommen und der Gen-Expressions- Analyse zugefiihrt. Diese
Analyse wird von Covance (Princeton, USA) unterstitzt und
ausgefihrt. Dabei soll keine Asservierung der DNA-Proben im
Rahmen einer Biomaterialbank stattfinden. Die Blutproben werden
nach der Analyse direkt bei

Covance vernichtet.
0 Wie oben beschrieben zeigen erhdhte inflammatorische

Veranderungen eine Korrelation mit Depression und eine
Korrelation zu einer Therapierefraktaritat bei einer Behandlung
mit SSRIs (O’Brien et al., 2007; Eller et al., 2008). Hier soll nun
die Frage beantwortet werden, inwieweit Ver&nderungen
der Genexpression, wie sie in Tiermodell unter Stress und
unter Aldosteron-Gabe gefunden wurden, sich auch im
Menschen widerspiegeln. Interessant ist, dass Stress und
Aldosterongabe im Tiermodell zu &hnlichen Veranderung der
Genexpression in Hippokampus fuhrt, einem dicht mit MR
besetzten Teil des Gehirns, der eng in die Stressregulation
miteinbezogen ist. Dabei hat ein grof3er Teil der beobachteten



Genexpressionsveranderungen Bezug zum inflammatorischen
Systems (Hlavacova et al., 2011). Somit konnte die
Untersuchung peripherer mononuklearer Zellen und anderer
Marker wie das CRP, die an Inflammation beteiligt sind, direkt
den Einfluss der Aktivitit des MR abbilden, sofern
Uberlappungen zwischen Veranderungen im ZNS mit denen
im Leukozyten angenommen werden (Ahokas et al., 2003;
Gerling et al., 2003). Fur die Analyse der Genexpression ist

eine Entnahme von 5 ml vendsem Blut pro Zeitpunkt notig.

Alle beschriebenen Parameter stehen mit der Aktivitdt des MR und dem
RAAS in Verbindung. Der am direktesten zugangliche Parameter ist die
Konzentration von Aldosteron im Speichel. Die Hypothese ist, dass eine
hohe Aldosteronkonzentration mit Non-Response auf konventionelle
Antidepressiva einhergeht. Alle weiteren Parameter sind, wie
beschrieben, indirekt und als Surrogat-Parameter der MR Aktivierung zu
betrachten. Aus dem oben beschriebenen Iasst sich ableiten, dass eine
erhohte Aktivitat des MR mit spezifischen Veranderungen einhergeht

und gleichfalls Pradiktoren von Therapie-Non-Response sein sollten.

Diese sind:

1. Hohe Tiefschlaf- und Gesamtschlaf-Dauer

2. Relativ niedrige Kortisol Konzentration, z.B. ein hoher
Aldosteron/Kortisol- Quotient.

3. Niedrige Herzraten-Variabilitat (HRV)

4. Hoher arterieller Blutdruck

5. Hohes Korpergewicht (relativ zur Korpergréf3e (body mass
index BMI) (durch Wassereinlagerung)

6. Niedrige Plasma Magnesium-Konzentration

7. Hohe CRP Konzentration



8. Plasma Renin Konzentration: niedrige Renin Konzentration
als Marker fur ausgepragte Rickkopplung durch Angiotensin
und Aldosteron.

9. Hoher Salzappetit, ausgedriickt durch verminderte
Sensitivitat fur salzigen Geschmack und weniger aversives
Rating.

10. Niedrige Oxytocin-Konzentration

11. Hohe Vasopressin-Konzentration

12. Verandertes Gangbild

13.VergroRerte  Ventrikel und vermindertes Volumen
umliegender Areale, insbesondere des Corpus Callosum und

der Basalganglien.

Neben dem konfirmativen Aspekt, fir den die Aldosteron-Konzentration
als Zielparameter angesehen wird, wird in explorativer und Hypothesen-
generierender Weise geprift, welcher der genannten Parameter,
entweder einzeln oder in Kombination, zu einer Verbesserung der

Sensitivitat und Spezifitat der Vorhersage fiihren kann.

AuBerdem wird getestet, inwieweit diese biologischen Parameter mit
klinischen Charakteristika in Zusammenhang stehen. So lasst etwa eine
Zusammenschau der genannten negativen Pradiktoren fur Therapie-
Response vermuten, dass ein starker Zusammenhang mit der

sogenannten atypischen Depression besteht (Murck et al., 2012).

Studienablauf

Alle im Folgenden beschriebenen Visiten sind in der Tabelle 1 noch
einmal Ubersichtweise aufgelistet und auf folgendem Zeitstrahl

visualisiert:
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Studientag: 0 -14-0 Tag O(vorabend)/L(Morgen) I'ag 13(vorabend)/ 14(Morgen) lag 41(V0nﬁworgen)

1) Screening (Visite 0)

Alle neu aufgenommenen Patienten der Klinik fur Psychiatrie und
Psychotherapie  der  Philipps-Universitdt  Marburg, die den
Einschlusskriterien  dieser  Studie  entsprechen bzw. den
Ausschlusskriterien nicht widersprechen, werden nach ausfuhrlicher
arztlicher Aufklarung gefragt, ob sie an der Studie teilnehmen mdchten.
Die Patienten erhalten wahrend dieses Gespraches den Bogen der
Patienteninformation sowie die Einwilligungserklarung. Falls Fragen
aufkommen, werden diese ausfuhrlich beantwortet. Die Patienten haben
so viel Zeit wie sie winschen, einer Teilnahme zuzustimmen bzw. zu
widersprechen.

Erst wenn ein Patient eingewilligt hat, folgt die Visite 1.

2) Screening (Visite 1)

Hat ein Patient eingewilligt, wird bei der nun ersten Visite als erstes
Uberpruft, ob die Diagnosen noch mit den Ein- bzw. Ausschlusskriterien
vereinbar sind. In einem Gesprach werden die internistischen Diagnosen
sowie die Medikation anamnestisch erhoben. Des Weiteren werden die
Soziodemographischen Daten (inkl. Alter, Geschlecht, Gro3e) mit einem
Fragebogen erfasst, eine Nikotin-, Alkohol- sowie Familienanamnese
erhoben.

Sind zu diesem Zeitpunkt immer noch alle Ein- bzw. Ausschlusskriterien

erfullt, findet zum nachstmdglichen Zeitpunkt die Visite 2 statt.

3) Baseline (Visite 2)
Zwischen der Visite 2 und der Visite 1 sollten nicht mehr als 14 Tage

liegen. Am Beginn des eigentlichen Studienabschnittes, dem, dem




Vorabend des Baseline (Tag 1) wird der Patient visitiert. Es wird Uberpruft
ob die Ein- und Ausschlusskriterien noch fur ihn giltig sind und folgende
Fremdbeurteilungsfragebégen mit dem Patienten erhoben: HDRS-21,
BPRS, CGI & GAF. Des Weiteren wird einer Anderung der Medikation

dokumentiert.

Danach wird dem Patienten noch einmal erklart, wie die Schlaf-EEG-
Untersuchung durchgefiihrt wird. Im Verlauf der Nacht wird das Schlaf-
EEG abgeleitet, wobei der Patient in seiner gewdhnlichen Umgebung auf
Station verbleibt. Dazu legt sich der Patient das Stirnband mit den EEG
Elektroden selbstandig an, ggf. auch mit Hilfe des Pflegepersonals. Dabei
wird die Ableitung automatisch aktiviert.

Am Morgen des Folgetages wird der Patient um 7 Uhr visitiert. Als erstes
wird Speichel- Aldosteron, -Kortisol, -Oxytocin und -Vasopressin mithilfe
der Salivette von Sarstedt gesammelt. Im Anschluss findet die Analyse
der HRV statt. Dazu halt der Patient in der Regel die Ableitelektroden in
beiden Handen. Das Puls-Signal wird kabellos an ein entsprechend
ausgerustetes i-Phone (oder aquivalent) weitergeleitet. Eine Ableitung
dauert eine Minute, wahrend der der Patient einen vorgegebenen
Atemrhythmus einhalten soll. Die Anweisung dazu wird vom Display des
i-Phones abgelesen. Die Messung wird 2-fach mit einem Intervall von ca.
1 Minute wiederholt. Es werden der Puls und der Blutdruck gemessen.
Danach wird die Geschmacksprobe durchgefiuihrt. Eine definierte
Salzlésung (0.9%) wird dem Patienten in den Mund gegeben. Mittels zwei
Visual-Analog Skalen (Salzigkeit, Angenehm vs. Unangenehm) wird die
Wahrnehmung des Patienten erhoben / erfasst. Nach diesen
Erhebungen wird dem Patienten zur Bestimmung von Plasma-Renin Blut
abgenommen. Danach werden dem Patienten die
Selbstbeurteilungsfragebdégen QIDS und BDI vorgelegt und der Patient
fullt die Skalen gemaR den Erlauterungen aus. Des Weiteren wird das
Gewicht noch vor dem Frihstick gemessen. Es wird das Schlaf-EEG
ausgelesen. Zum Abschluss folgt die Testung des Gangbilds. Daflr wird
ein iPhone (oder aquivalent) am Patienten angebracht und der Patient
instruiert eine Minute lang in seinem Tempo laufen. Fir diese Messung

wird die App GaitAnalysisPro genutzt. Eine Blutentnahme zur



Bestimmung von Klinischen Chemie Parametern, einschlief3lich

Elektrolyten, erfolgt im Verlauf des Vormittages.

4) Frihe Folgeuntersuchung (Visite 3)
Am Tag 13, nach Baseline, dem Vorabend des Tages 14 nach der Visite
2 plus minus 3 Tage wird der Patient besucht. Es werden folgende
Fremdbeurteilungsfrageb6gen mit dem Patienten: HDRS-21, BPRS, CGI
& GAF. Des Weiteren wird nach einer Anderung in der Medikation gefragt
bzw. im Stationsprotokoll nachgeschlagen. Danach wird dem Patienten

noch einmal erklart, wie das Schlaf-EEG richtig verwendet wird.

Am Morgen des Folgetages wird der Patient um 7 Uhr visitiert. Als erstes
wird ihm Speichel zur Bestimmung von Hormonen mithilfe der Salivette
Cortisol von Sarstedt abgenommen. Im Anschluss findet die Analyse der
HRV statt. Es werden der Puls und der Blutdruck gemessen. Danach wird
die Geschmacksprobe durchgefuhrt. Im Anschluss wird der QIDS
Fragebogen vom Patienten vervollstandigt.

Das Gewicht wird noch vor dem Fruhstick gemessen. Es wird das
Schlaf-EEG ausgelesen. Daraufhin folgt die Untersuchung des
Gangbilds. Nach diesen Erhebungen wird dem Patienten Blut zur
Bestimmung von Kklinischen Chemie Parametern, einschlie3lich

Elektrolyten, im Verlauf des Vormittages abgenommen

5) Abschlussuntersuchung (Visite 4)

Die Visite 4 stellt die letzte Visite dar. In der Regel wird er Patient am Tag
41 nach Baseline, dem Vorabend des Tages 42 nach der Visite 2
(Baseline) plus minus 7 Tage besucht. Im Falle einer wesentlichen
Umstellung der Medikation/Behandlung oder im Falle einer friher
zeitigen Entlassung des Patienten.

Bei der Abschlussuntersuchung findet genau das gleiche
Untersuchungsprogramm wie zum Baseline Zeitpunkt (Visite 2) statt.



Tabelle 1 listet die oben beschriebenen Untersuchungen auf und zeigt zu welchen

Zeitpunkten sie erhoben werden.

Baseline (vor

einschl. Mg2+ und CRP

Screening | Screening Umstellung der Folgeuntersuchungen
Medikation an Tag 1)
Visite 0 1 2 3 4
Studientag Tag -14- Tag 0/1 Tag13/14 3 Tag 41/42 7
0 Tage Tage/Entlassung
Patienten-Einwilligung X
Diagnose-Bestatigung X X
(klinisch)
Relevante internistische X
Diagnosen
Psychiatrische X X X X
Medikations-
Anamnese/Erhebung
Nicht-psychatrische X X X X
Medikations-Anamnese/
Erhebung
Soziodemographische X
Daten
Alkohol and Nikotin- X
Anamnese
Geschlecht, Alter, Gewicht, X X (Gewicht & RR) X (Gewicht & X (Gewicht &
GroRe, RR RR) RR)
Familienanamnese X
Skalen: HDRS-21; CGl; X, X, X
BPRS; GAF (Tag 0, 16-20h) (Tag13 3, (Tag 4l 7,
16-20 h) 16-20 h)
Schlaf-EEG-Anlage X Vorabend (Abend X (Vorabend) X (Vorabend)
Tag 0)
Aufwach-Speichel X Morgen; (Tag 1) X (Morgen) X (Morgen)
Abnahme
Herzraten-Varianz-Analyse X Morgen; (Tag 1) X (Morgen) X (Morgen)
Blutdruck und X Morgen; (Tag 1) X (Morgen) X (Morgen)
Herzfrequenz
QIDS-SR16, BDI X Morgens; (Tagl) X (Morgens) X (Morgens)
Geschmack-VAS X Morgen; (Tag 1) X (Morgen) X (Morgen)
Zustandbarometer (3x X X X
taglich)
Gangbild und kognitiver X Morgen; (Tag 1) X (Morgen) X (Morgen)
Test
Kognitiver Test X Morgen; (Tag 1) X (Morgen) X (Morgen)
Blutentnahme Gen- X (Morgen) X (Morgen) X (Morgen)
Expression
Routine-Blutentnahme X X X




Neuheit

Geldste und ungeldste einschlagige Probleme in der Literatur

Das vorherrschende Erklarungsmodell fur die mogliche Wirksamkeit von
antidepressiver Therapie basiert auf einer Dysfunktion monoaminerger
Systeme. Dieses Model wurde zur Erklarung von Substanzen, die vor
mehr als 50 Jahren auf den Markt eingefiihrt wurden, etabliert. Parallele
Erklarungsmodelle fassen depressive Stérungen als stressbedingte
Erkrankungen auf und fokussierten auf die Modifikation des
Stresshormonsystems und dabei insbesondere auf den gut
charakterisierten Hyperkortisolismus bei schweren, sogenannten
melancholischen depressiven Patienten (Holsboer, 1999). In neuerer Zeit
wurde die Bedeutung von inflammatorischen Prozessen (Zorrilla et al.,
2001) und Veranderungen der glutamatergen Neurotransmission (Krystal
et al., 2002) hervorgehoben. Eine umfassende Theorie, die allgemein
anerkannt wére, besteht bislang nicht.

Ein Ubergreifendes System mit Verbindung zu monoaminerger und
glutamaterger  Transmission als auch Verbindungen Zu
inflammatorischen sowie Stress-regulierenden Systemen ist hingegen
das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) (zusammengefasst
von Murck et al., 2012). Erst vor wenigen Jahren wurden deutlich, dass
Hyperaldosteronismus bei bestimmten Patienten mit depressiven
Storungen besteht (Murck et al., 2003)(Emanuele et al., 2005). Eine
erhohte Aktivitat des RAAS wurde bei unter Stress stehenden Menschen
(Makatsori et al., 2004) und im Tiermodell (Grippo et al.,, 2005)
beschrieben. So fihrt eine subchronische Aldosteron-Gabe zu
depressionsdhnlichem Verhalten (Hlavacova et al., 2011). Des Weiteren
finden sich Verhaltensauffalligkeiten bei Patienten mit durch ein
Adenomen hervorgerufenem Hyperaldosteronismus, welche sich
insbesondere in einer depressiven Stimmung sowie Angst aul3ern
(Sonino et al., 2011).

Somit ist plausibel, dass das RAAS fur die Pathophysiologie und

Behandlung von depressiven Stdérungen bedeutsam ist. Dieser Ansatz



beruht nicht auf Hypothesen, die das klassische monoaminerge System
einbeziehen. Insofern besteht die Mdéglichkeit, dass Patienten, die auf
klassische monoaminerge Medikamente ansprechen, sich von Non-
Respondern unterscheiden. Hierbei kbnnte die interindividuelle Reaktion
des RAAS eine Rolle spielen. Dieser Sachverhalt soll in dieser Studie
untersucht werden.

Abbildung 1 zeigt die komplexe Interaktion der untersuchten
Neuroendokrinen Systeme sowie deren  Zusammenhang  zum

vegetativen (sympathischen) Nervensystem.

Aufgrund dieser Komplexitat sind vielfaltige Parameter und deren
Beziehung zueinander notwendig, um das System funktionell

beschreiben zu kénnen.

Abbildung 1 (Murck et al., 2012): Die Abbildung zeigt eine Ubersicht der Hauptsysteme, welche
bei der Pathophysiologie von Depression und dem Renin-Angiotensin-Aldosteron

verbunden sind. Die

Ldrumsticks“ représentieren neuronale Verbindungen, wobei diese nicht unbedingt
monosynaptische Verbindungen sein mussen; Pfeile stellen endokrine Einflisse dar und
gestrichelte Pfeile zeigen indirekte Mechanismen. PVN: Nucleus Paraventricularis; NTS: Nucleus
of the solitary tract; CRH: Corticotropin Releasing Hormone; NE: Norepinephrine; AT II:
Angiotensin II; ACTH: Adrenocorticotropin; BBB: Blood Brain Barrier; LC; Locus coeruleus; SNS:

Sympathic Nervous System; AVP: Arginine vasopressin; ACE: Angiotensin Converting Enzyme; p-

gp: p-glycoprotein
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9. Welches dieser Probleme wird angegangen?

Konkret wird der neurobiologische Zusammenhang der Symptome mit
dem RAAS und der Einfluss der gangigen klinischen Therapieverfahren
auf das RAAS untersucht.

Dabei werden die 0.g. Parameter gemessen und in Zusammenhang mit
den Klinisch- psychiatrischen Erfassungen mittels Symptomerfassung in
Selbst- und Fremdratings und Lebensqualitatsbogen gesetzt.

Im Einzelnen sollen folgende Hypothesen untersucht werden(siehe auch S. 3):

1. Funktionelle Uberaktivitat des Mineralokortikoid-Rezeptors (MR)
verhindert  Besserung der depressiven  Symptomatik,
insbesondere bei Behandlung mit SSRIs/ SNRIs.

2. Das friihzeitige Auftreten (1-2 Wochen nach Therapiebeginn) von
Markern fur verminderte MR-Aktivierung ist ein pradiktiver Marker
fur positive Response.

3. Unveranderte MR-Aktivierung deutet auf Therapie-Refraktaritat hin.

Grinde dafur?

Die Erfassung der o0.g. klinischen-psychiatrischen Verlaufsparameter ist
notwendig, um die depressive Symptomatik messbar zu machen. Es
handelt sich durchweg um in der psychiatrischen Literatur gebrauchliche
Standardverfahren.

Die Erfassung o.g. physiologischer und neurobiologischer Parameter
ergibt sich aus folgenden Uberlegungen:

Depressive Storungen sind eine heterogenen Gruppe von Erkrankungen.
Verschiedene biologische Parameter zur Differenzierung sind
beschrieben worden. Diese Parameter sollten jedoch nicht getrennt
betrachtet werden, da sie in funktionellem Zusammenhang stehen. So
sind etwa bei depressiven Patienten Schlafstérungen und verminderter
SWS mit hohem Kortisolspiegel verbunden. Ein Ubergeordneter
Regulationsmechanismus scheint dafur verantwortlich zu sein. Bel
Gesunden ist vermehrter Tiefschlaf mit Freisetzung von Renin und

Aldosteron verbunden. Bei Depressiven erscheint die Regulation dieses



Systems gestdrt zu sein, da Schlafentzug bei depressiven Patienten im
Vergleich zu Gesunden nicht zu einem SWS und Aldosteron (jedoch
Renin)- Anstieg fuhrt. Herzraten-Variabilitat veréndert sich im Verlauf der
Nacht in Abhangigkeit von den Schlafstadien (Charloux et al., 1999) &
(Viola et al.,, 2002). AuRRerdem wird die Herzfrequenz-Variabilitat
kurzzeitig  durch  Aldosteron vermehrt (was als Kklinisch
winschenswert erachtet werden kann), andererseits jedoch auch durch
langfristige Blockade des Mineralokortikoid Rezeptors (MR), was auf
gegensatzliche Effekte von akuter und chronischer Wirkung hindeutet.
Dieser Befund deutet auch auf eine pathogenetische Komponente von
chronisch erhéhtem Aldosteron hin.

Das Renin-Angiotensin-Aldosteron System (RAAS) weist eine
Verbindung zu inflammatorischen Veranderungen auf. Auch bei einer
Depression verandern sich unter anderem Entzindungsparameter. Es
entsteht eine Leukozytose (mit moglicher relativer Neutrophilie &
Lymphopenie). Ein geringfugig erhéhter CD4/CD8 Quotient liegt vor. Es
findet sich ein erh6hter Spiegel des CRP, dem IL-1 und IL-6, sowie dem
PGE2 welches durch COX-1&2 entsteht. Aldosteron fiihrt eine erhéhte

Expression der COX-2 bewirkt und ist somit proinflammatorisch.

Somit dienen alle genannten Parameter zur spezifischen
Charakterisierung der neurobiologischen Veranderungen fur einen
gegebenen Patienten. Als von zentraler Relevanz wird die Aktivitat des
MR angesehen, der alle genannten Parameter beeinflusst, wie oben
ausfuhrlich beschrieben.

Das dargestellte Projekt hat mehrere wesentliche innovative Charakteristika:
e Das Projekt stellt mit einfachen technischen Mitteln biologische
Parameter im Verlauf der Behandlung depressiver Patienten dar.
Die technische Einfachheit ist ein wesentliches Charakteristikum,
das ermdglicht, eine grofl3ere Anzahl von Patienten im Verlauf zu
untersuchen um damit biologische und Kklinische Subgruppen
differenzieren zu kénnen. Damit soll ein Weg erdffnet werden, dem

Kliniker einfache Parameter an die Hand zu geben, die klinisch



relevant sind, und so den Weg zur Benutzung von Biomarkers im
klinischen Alltag zu erméglichen.

e Das Projekt involviert eine Anzahl von Verfahren und Parametern,
die in der Zusammenschau deutlich aussagekraftiger sein sollten,
als einzelne Parameter. Dieser Netzwerkaspekt fokussiert im
Wesentlichen auf die Interaktion verschiedener Systeme im
Gegensatz zur Ansicht eines .final common pathways“. Die
technische Einfachheit der Marker ermdglicht diesen

Netzwerkansatz.

« Im engeren Sinne fokussiert das Projekt auf funktionelle Systeme,
die einen Bezug zur Regulation der Herzraten-Variabilitat, der
Schlaf-Regulation, des Renin-Angiotensin-Aldosteron  Systems,
der klassischen Hypothalamus-Hypophysen-
Nebennierenrinden (HHN)-Achse und dem Inflammatorischen
System haben. Damit schlie3t es an frihere Befunde an. Der
theoretische Rahmen ist kirzlich ausfuhrlich dargestellt worden
(Murck et al., 2012).

Versuchsplanung — biometrisches Studiendesign

Folgende spezifische Hypothese soll dabei untersucht werden:

Hypothese 1: Funktionelle Uberaktivitat des Mineralokortikoid-Rezeptors
(MR) verhindert Besserung der depressiven Symptomatik,
insbesondere bei Behandlung mit SSRIs/ SNRIs.

Hypothese 2: Das frihzeitige Auftreten (1-2 Wochen nach
Therapiebeginn) von Markern fur verminderte MR-Aktivierung ist ein
pradiktiver Marker fir positive Response.

Hypothese 3: Unveranderte MR Aktivierung deutet auf Therapie-Refraktaritat hin.



Patientenzahl

Durch die Einfachheit der zu erhebenden Parameter soll der Einschluss
einer moglichst groRen Teilnehmerzahl ermdéglicht werden. Es wird mit
einem Einschluss von ca. 100 Patienten gerechnet (siehe unten fir die

Fallzahlberechnung).

Studienkollektiv

Die Einschlusskriterien umfassen folgende Diagnosen der ICD-10:

e F 32 (Depressive Episode)

» F 33 (Rezidivierende depressive Stérung)

» F 34 (Anhaltende affektive Storungen).
Eine dieser Diagnosen muss der primare Grund fur den aktuellen
stationaren Aufenthalt in der Klinik fur Psychiatrie und Psychotherapie
des Universitatsklinikums Marburg sein. Begrindung des stationaren
Aufenthaltes durch eine andere psychiatrische Haupterkrankung mit
einer der 0.g. komorbiden Erkrankungen fuhrt nicht zum Einschluss in

diese Verlaufsbeobachtung.
Ausschlusskriterien:

e |CD-10 F20 bis F23 (Schizophrene und Wahnhafte Stérungen)

e Fehlende deutsche Sprachkenntnisse

« Neurologische Erkrankungen, bei denen eine Beteiligung des
zentralen Nervensystems bekannt ist, wie z.B. Epilepsien,
Speicherkrankheiten, schwere geistige Behinderung, stellen
generell ein Ausschlusskriterium dar.

» Nicht-Einwilligung oder Unfahigkeit zur Einwilligung in die Studie

Statistisches Auswertungsverfahren

Bei dem Studiendesign handelt es sich um eine Kohortenstudie. Dabei
wird nur der Verlauf bzw. die Prognose beobachtet. Es findet keine

Intervention statt. Es werden drei Gruppen von Parametern bestimmit.



Wir haben im Zusammenhang mit dem Vorhaben eine kostenlose
statistische Beratung durch das Institut fir Medizinische Biometrie und
Epidemiologie in Anspruch genommen. Dabei hat uns Dr. rer. nat.
Sebastian Irle beraten und sich an der Formulierung des Abschnittes

beteiligt.

Die Parameter und die Messzeitpunkte

Bei dem Studiendesign dieser Studie handelt es sich um eine
Kohortenstudie. Dabei wird nur der Verlauf bzw. die Prognose
beobachtet. Es findet keine Intervention statt. Es werden drei Gruppen

von Parametern zu drei Zeitpunkten bestimmit.

1. Klinische Parameter, die die Schwere und den
Behandlungsverlauf determinieren kénnen und eine
biologische Grundlage haben, sind: Schweregrad, Dauer der
Erkrankung und Dauer der depressiven Episode, Alter,
Geschlecht, Spezifische klinische Merkmale (Vorhandensein
von vegetativen Parametern 1. der melancholischen
Depression, 2. der atypischen Depression oder 3. die
Abwesenheit von vegetativen Parametern). Dabei handelt es
sich um nominal gemessene Werte. Die klinischen

Parameter dienen zur Einteilung in drei Kohortengruppen.

2. Biologische Parameter, die im Verlauf des Projektes als
Einflussgrolien metrisch erfasst werden sind:

a) Speichel-Aldosteron (bei Erwachen)

b) Tiefschlafdauer (SWS)

c) Morgendliche Herzratenvariabilitat (HRV)

d) Salzpraferenz (VAS)

e) Gangbild-Parameter

f) Plasma Magnesium

g) Arterieller Blutdruck und Pulsfrequenz

h) Speichel-Kortisol (bei Erwachen)



i)
)
K)
1)

Speichel-Oxytocin (bei Erwachen)
Speichel-Vasopressin (bei Erwachen)
Plasma-Renin

Inflammatorische Marker, insbes. CRP

m) Gen-Expressionsmuster der weil3en Blutzellen

n) Hirnanatomische Parameter, einschliel3lich Ventrikelvolumen,

Volumen von Corpus Callosum und der Basalganglien.

3. Verlaufsparameter, die im Verlauf des Projektes metrisch erfasst

werden und das Outcome bestimmen sind:

a)

b)

d)

Veranderung des Hamilton Depression Rating Scale-21 (HDRS-
21) sowie dessen Subscore HDRS-6 (Bech, 2006). (Anmerkung:
der HDRS-6 Subscore enthadlt die zentralen Depressiven
Symptome, jedoch nicht die vegetativen Symptome. Die
Differenzierung in die vegetativen Symptomgruppen macht es
notwendig, die vegetativen Symptome aus der Verlaufsanalyse
der Besserung der depressiven Symptomatik auszuschliel3en)
Friher Response (mindestens 20 % Reduktion des HDRS-21
nach 1-2 Wochen).

Response nach 6 Wochen (mindestens 50 % Reduktion der HDRS-21
In explorativer Weise und als Sensitivitatsanalyse der
HauptzielgroRen (Response und Non-Response) wird der Verlauf
mit weiteren Skalen in gleicher Weise bestimmt. Diese sind
HDRS-6, HDRS-ltem 1, QIDS, Beck, GAF, CGI und die

Auswertung des Zustandsbarometers.



4. Die Messzeitpunkte

Wie auf dem Zeitstrahl visualisiert werden die Parameter der Punkte 1.-
3. werden zu drei Zeitpunkten (Visite 2,3 und 4) der Studie erhoben. Eine
exakte Beschreibung der Messzeitpunkte findet sich weiter oben im
Ethikantrag.

Patienteneinwilligung Screening Baseline frithe Folgeuntersuchung Abschlussuntersuchung/
Entlassung
\Zisito: Q i 2 n
| | | | | |
Studientag. 0] -14-0 Tag O(vorabend)/1(Morgen) 1ag 13(vorabend)/ L4(Morgen) 1 ag 41 (Voraend)/4Z(Morgen)

15.2 Geplante statistische Analysen:

Hypothese 1

Mit Hilfe eines multivariaten Regressionsmodells soll der Einfluss von
Parametern der MR-Aktivitdt zum Baseline Zeitpunkt auf den klinischen
Ausgang getestet werden. Dieser wird in Regelfall als die Veranderung
des HDRS-6-Wertes zwischen Baseline und dem Zeitpunkt 6 Wochen
nach Baseline definiert. Ausnahmen: Falls innerhalb dieses
Beobachtungszeitraumes ein wesentlicher Wechsel des
Therapieverfahrens durchgefuhrt wird, werden die Erhebungen
unmittelbar zuvor durchgefuhrt. Des Weiteren, falls die Entlassung des
Patienten in den 6 Wochen Zeitraum féllt, werden die Erhebungen

unmittelbar vor Entlassung durchgefthrt.

F(r die Analyse werden drei Gruppen auf Grundlage des Rankings der
Aldosteronkonzentration definiert: hohe Aldosteronkonzentration bei
Baseline (HBA); mittlere Aldosteronkonzentration bei Baseline (MBA)
und niedrige Aldosteronkonzentration bei Baseline (NBA). Der Einfluss
dieser Gruppen-Variable auf die Veranderung der HDRS-6 wird als

primare Analyse getestet.



Fur diese und alle weiteren Analysen wird Geschlecht und Depressions-
Typ als covariater Faktor einbezogen. Als Outcome Variable dient die
Reduktion der HDRS-21.

Im Folgenden werden weitere zu analysierende Einflussfaktoren
aufgezahlt, die als Surrogat Parameter die MR Aktivitat darstellen. Die
Gruppen werden dazu aufgeteilt in

1. > als der Median; 2. < Median. Diese werden nach unten
aufgelisteter Prioritat hierarchisch ausgewertet werden (1. =hdchste

Prioritdt und 15. = niedrigste Prioritat):

Speichel Aldosteron

Tiefschlafdauer (SWS): Hoch vs. Niedrig.
Herzratenvariabilitat (HRV): Hoch vs. Niedrig.
Salzpréaferenz: Hoch vs. Niedrig.

Plasma Magnesium: Hoch vs. Niedrig.
Inflammatorischer Marker CRP: Hoch vs. Niedrig.
Speichel-Kortisol: Hoch vs. Niedrig.

Arterieller Blutdruck und Pulsfrequenz: Hoch vs. Niedrig.
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Plasma-Renin: Hoch vs. Niedrig.

10. Speichel-Oxytocin: Hoch vs. Niedrig

11. Speichel-Vasopressin: Hoch vs. Niedrig

12.Gangbild: Auffallig vs. Unauffallig

13.Falls vorhanden: Ventrikel- Corpus Callosum und
Basalganglien-Volumen: Grof3 vs. Klein

14.Falls vorhanden: Elektrolyt-Konzentration im CSF: grof3 vs. Klein.

15. Falls vorhanden: Vasopressin, Aldosteron und Kortisol-

Konzentration in CSF: hoch vs. Niedrig.

Die Parameter 1. bis 15. werden in hierarchisch geordneter Weise
ausgewertet. Die Tests gelten als konfirmativ, solange in der Hierarchie
zuvor alle Parameter einen signifikante Differenz gezeigt haben. Im

anderen Falle gelten die Tests als explorativ.

Der Einfluss von Alter, Dauer der depressiven Episode und Dauer der



Erkrankung auf die einzelnen biologischen Parameter wird korrelativ
getestet und gegebenenfalls mit in die Analysen einbezogen Hypothese
2 und 3:

Bei dieser Analyse wird nur die frihzeitige Veranderung (Baseline zu
Visite 1 (nach 1-2 Wochen) der Aldosteronkonzentration im Speichel als
Einflussfaktor auf die Veranderung des HRDS-21 zum Zeitpunkt des
Outcome (in der Regel 6 Wochen nach Baseline) getestet. Es werden
drei Gruppen auf Grundlage des Rankings der Aldosteronkonzentration
definiert: a) AR (Aldosteronreduktion): Reduktion um = 10% der
Aldosteronkonzentration; b) Gruppe ANR (Aldosteron Non-Reduktion),
keine derartige Reduktion oder Anstieg; c) Gruppe AA
(Aldosteronanstieg): Anstieg um = 10% der Aldosteronkonzentration.
Dabei wird wie f(ir die Hypothese 1 ein multivariates Regressionsmodell
angewendet, in dem Alter, Geschlecht und Depressionstyp mit in die
Analyse einbezogen werden.

Im Folgenden werden weitere zu analysierende Einflussfaktoren
aufgezahlt, die Marker der MR-Aktivitat darstellen und in der unten
stehenden Prioritat hierarchisch ausgewertet werden sollen (1. =hdchste

Prioritat und 12. = niedrigste Prioritat):

Speichel Aldosteron: Abnahme vs. Zunahme.
Tiefschlafdauer (SWS): Abnahme vs. Zunahme
Herzratenvariabilitdt (HRV): Abnahme vs. Zunahme.
Salzpraferenz: Abnahme vs. Zunahme.

Plasma Magnesium: Abnahme vs. Zunahme.
Inflammatorischer Marker CRP: Abnahme vs. Zunahme.
Speichel-Kortisol: Abnahme vs. Zunahme.

Arterieller Blutdruck und Pulsfrequenz: Abnahme vs. Zunahme.
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Plasma-Renin: Abnahme vs. Zunahme
10. Speichel-Oxytocin: Abnahme vs. Zunahme
11. Speichel-Vasopressin: Abnahme vs. Zunahme

12. Gangbild: Besserung vs. Verschlechterung



Die Parameter 1. bis 12. werden in hierarchisch geordneter Weise
ausgewertet. Die Tests gelten als konfirmativ, solange in der Hierarchie
zuvor alle Parameter einen signifikante Differenz gezeigt haben. Im
anderen Falle gelten die Tests als explorativ. Der Einfluss von Alter,
Dauer der depressiven Episode und Dauer der Erkrankung auf die
einzelnen biologischen Parameter wird korrelativ getestet und

gegebenenfalls mit in die Analysen einbezogen

3. Explorative Analysen:

a) Veranderungen der genannten Parameter der MR-Aktivitdt zum
Zeitpunkt Outcome (6 Wochen nach Baseline, bei Entlassung oder bei
wesentlichem Wechsel der Therapie) werden mit denen zu Baseline
verglichen. Diese Berechnungen werden in der Gesamtgruppe, in den
Aldosteron Gruppen und zusatzlich nach Geschlecht und nach
Depressions-Subgruppe getrennt durchgefihrt. Daftr wird ein Wilcoxon
Test flir verbundene Stichproben herangezogen. Diese Berechnungen
werden in der Gesamtgruppe, in den Aldosteron-Gruppen und zusétzlich
nach Geschlecht und nach Depressions-Subgruppe getrennt
durchgefuhrt.

b) Explorativ werden die Veranderungen der genannten Parameter
mittels Pearson’s Korrelationskoeffizient berechnet. Diese
Berechnungen werden in der Gesamtgruppe, in den Aldosteron-Gruppen
und zusatzlich nach Geschlecht und nach Depressions- Subgruppe
getrennt durchgefihrt.

c) Explorativ werden Gen-Expressionsmuster bei Baseline mit denen
beim Ausgang verglichen. Diese Berechnungen werden in der
Gesamtgruppe, in den Aldosteron Gruppen und zusatzlich nach
Geschlecht und nach Depressions-Subgruppe getrennt durchgefihrt.

Hierfir wird zunachst ein t-Test fur jede mRNA durchgefihrt, der
untersucht, ob sich die Baseline-Intensitatsrate von der Intensitatsrate
nach 6 Wochen unterscheidet. AnschlieBend werden alle mRNA

ausgewahlt, die in einem auf dem Chip reprasentierten Pathway



enthalten sind und deren p-Wert im t-Test kleiner als 5% gewesen ist.
Schlief3lich wird pro Pathway der Anteil der signifikant veranderten Gene
an allen Genen im Pathway bestimmt und mit Hilfe eines exakten Fisher-
Tests untersucht, ob sich diese Anteile signifikant von den erwarteten
Anteilen unterscheiden.

Fallzahlberechnung:

Die Fallzahlplanung bezieht sich auf die Hauptfragestellung 1. Als
Baseline Wert fur den Score der HDRS-6 sowie dessen
Standartabweichung kann von einem Wert von 12 2 ausgegangen
werden (Lecrubier and Bech, 2007; Tourian et al., 2009; Bech et al.,
2012). Im Verlauf des Beobachtungszeitraumes wir eine mittlere
Verminderung des Scores um 6 2.5 erwartet. Eine klinisch relevante
Differenzierung der Gruppen wird angenommen, falls sich die
Verminderung des Scores um = 2 Punkte unterscheidet. Die Annahme,
dass eine Differenzierung mit einer Differenz von 2 Punkten mdglich sei,
ist konsistent mit Befunden des Effektes eines eng verbundenen
Befundes, ndmlich dem Einfluss eines Polymorphismus des Angiotensin-
Rezeptor-Genes sowie des Angiotensin-Converting-Enzym-Genes
(Bondy et al., 2005).

Mit diesen Annahmen kann eine Differenzierung der Gruppen mit einem
alpha von 0.05 und einer power von 80 % mit einer Fallzahl von 41 pro
Gruppe ausgegangen werden (Fallzahlplanung auf Basis des t-Tests).

Insgesamt wird also von einer Fallzahl von 82 Patienten ausgegangen.

Belastung und Risiko

Projektbedingte Handlungen am Patienten, Risiken und Komplikationen

Die Teilnahme an der Studie ist mit nahezu keinem Risiko verbunden.
Die Blutentnahme wird nach den Regeln der arztlichen Praxis nur von

ausgebildetem medizinischem Personal durchgefiihrt. Dabei kann es in



seltenen Fallen zu lokalen Hamatomen (Blutergiissen) und/oder
Infektionen kommen. In sehr seltenen Fallen kann dabei ein kleiner
Hautnerv getroffen werden. Dabei wird nach Mdglichkeit versucht die
Blutentnahme zur Bestimmung der Blutelektrolyte und der
Entztndungsparameter mit den ohnehin im klinischen Alltag anfallenden
Blutentnahmen zu synchronisieren, die normalerweise auf Station im 2-
wochigen Rhythmus stattfinden, sodass flr die Studie nach Méglichkeit
nicht extra Blut entnommen werden muss.

Auch das EEG ist ein praktisch unschadliches Verfahren. Im Rahmen
des EEGs werden elektrische Potentiale Uber ein Stirnband erfasst,
wobei keine besondere Vorbereitung der Haut von Noéten ist. Da es sich
um eine kabellose Ubertragungsform der EEG-Daten an einen Monitor
am Bettrand handelt ist es ausgeschlossen, dass die zu untersuchende
Person in irgendeiner Form von elektrischen Rickkopplungen durch das
Gerate gefahrdet sind. Die verwendeten EEG-Geréte sind keine reinen
Forschungsgerate, sondern im kommerziellen Handel erwerbbar und
deshalb auch als ungefahrlich einzustufen. Die einzige Komplikation, die
auftreten kann sind Druckstellen, die durch langes Liegen auf der
Elektrode Uber Nacht zu Stande kommen konnten. Diese Druckstellen
sind jedoch ungefahrlich und verschwinden kurz nach Abnahme des
Elektrodenstirnbandes. Der vorschriftsmaRlige Betrieb wird dadurch
gewahrleistet, dass Personen, die fur die Untersuchung verantwortlich
sind, zuvor eine intensive Einarbeitung und auch den Patienten im
nachtlichen Umgang mit dem Zeo Sleep Manager schulen.

Die Messung des Gangbilds ist ebenso ein Verfahren mit geringem
Risiko. Patienten werden aufgefordert in eigenem Rhythmus zu gehen.
Das am Korper befestigte i-Phone wird so angebracht, dass keine

Behinderung dadurch entsteht.

Umgang mit Zufallsbefunden: Als Zufallsbefunde kdnnten pathologische
Laborwerte, pathologische EEG-Parameter oder
Herzrhythmusstérungen entdeckt werden. Die Patienten werden in einer
Patienteninformation dartber aufgeklart, dass es sich nicht um eine

klinische Diagnostik handelt: ,Die hier durchgefihrten Untersuchungen



sind keine diagnostischen Untersuchung, das heil3t die Daten werden
nicht auf das Vorliegen einer Erkrankung analysiert." Zu dem Zeitpunkt,
zu dem Zufallsbefunde entdeckt werden, wird der Studienleiter informiert
und Ubernimmt die Verantwortung daftir, dass der Proband sofort
kontaktiert wird. Um diesen Fall a priori zu bertcksichtigen, enthalt die
Patienteninformation den Passus: ,Sollten uns trotzdem Auffalligkeiten
wie z.B. Herzrhythmusstérungen in der Herzratenvariabilitditsmessung,
steile Wellen in der EEG-Ableitung oder weit tber die Norm veradnderte

Laborwerte auffallen, werden Sie dartiber von einem Arzt informiert.”
Abbruchkriterien

Solange die technische Sicherheit der Gerate gewahrleistet ist und
sichere Verfahrensweisen bei der Durchfiihrung der Untersuchungen
eingehalten werden konnen, kann der Versuch weitergefuhrt werden.

Abbruchkriterium ist der Riickzug der Einwilligung des Patienten.

Datenschutz
Daten anonymisiert?

Die klinischen und neuropsychologischen, ebenso wie die EEG-Daten
werden durch Angabe eines Buchstabens fur die Gruppe und einer
fortlaufenden dreistelligen Nummerierung kodiert (pseudonymisiert, z.B.
A123). Die arztliche Schweigepflicht bleibt strengstens gewahrt, die
Datenschutzbedingungen werden eingehalten.

Speicherung und Ubermittlung?

Die wie unter 21 dargestellt pseudonymisierten Daten werden in der
Klinik far Psychiatrie und Psychotherapie des Universitatsklinikums
Giel3en und Marburg fir die Dauer von mindestens 10 Jahren bzw. bis
zum  Widerruf der Einverstandniserklarung ausschlieBlich  auf
geschitzten Rechnern gespeichert. Mitarbeiter der Klinik ftr Psychiatrie
und Psychotherapie des Universitatsklinikums Marburg werten die Daten
aus. Die Datenubermittlung erfolgt dabei ausschlief3lich Uber gesicherte
Datenleitungen. Die Schlisselliste auf der alle Proben der Teilnehmer

dieser Studie zurtickverfolgt werden koénnen, wird von Frau Sabine



Fischer, Medizinisch Technische Assistentin der Klinik ftr Psychiatrie und
Psychotherapie der Philipps-Universitat Marburg verwaltet und

5 Jahre nach dem Ende dieser Studie vernichtet. Die Schlusselliste wird
in den Raumlichkeiten des Haus-Bethanien (SchutzenstralRe 49, 35039
Marburg), welches Teil der Klinik fir Psychiatrie und Psychotherapie ist,

aufbewahrt.

PD Dr. med. Harald Murck
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B. Studien-Rationale

B.1. Theoretischer Hintergrund

Depressive Syndrome sind haufig, individuell stark beeintréachtigend und volkswirtschaftlich sehr
teuer. Depressive Syndrome treten bei verschiedenen psychiatrischen Erkrankungen auf,
insbesondere bei den affektiven Stérungen wie z.B. der unipolaren Depression, der bipolaren
Depression oder der Dysthymie. Die unipolare Depression ist die hdufigste affektive Stérung mit einer
Lebenszeitpravalenz von weltweit etwa 16% [1]. In der Rangliste der Belastungen durch Erkrankungen
(engl. burden of disease) steht die unipolare Depression an erster Stelle aller Erkrankungen (WHO,
2008). Davon verlauft etwa jede 5. Depression chronisch (Kennedy et al., 2003). Von einer chronische
Depression spricht man ab einem Andauern der Symptomatik tUber einen Zeitraum von mindestens
zwei Jahren [2; 3]. Fur die Behandlung depressiver Syndrome stehen effektive pharmakologische,
psychotherapeutische und andere somatische Behandlungen zur Verfligung. Oftmals wirkt jedoch der
zuerst gewahlte Therapieansatz nicht. So konnte eine groRe amerikanische Studie (STAR-D) zeigen,
dass bei einer Behandlung mit einem SSRI eine Vollremission lediglich bei ca. 30% aller Patienten
erreicht wird [4]. Gute Pradiktoren fur die Auswahl einer Therapie fehlen, so dass es oftmals
erforderlich ist, die Therapieansatze nacheinander oder in Kombination einzusetzen. Wie weiter unten
ausgefuhrt wird, ist ein wesentlicher Grund hierfiur die biologische Heterogenitat depressiver
Storungen. Parameter zur Differenzierung sind in einzelnen Studien erhoben worden, jedoch wegen
der bislang technischen Komplexitat auf geringe Fallzahlen und eine limitierte Anzahl von Parametern
beschrankt. Dazu gehdren insbesondere neuroendokrine Parameter, wie Kortisol-, Oxytocin und
Vasopressin-Bestimmungen, Entziindungsparameter, Schlaf-EEG-Parameter sowie Parameter des
vegetativen Nervensystems, wie etwa die Herzratenvariablitat. Alle diese Parameter stehen in enger
Verbindung mit der Regulation des Renin-Angiotensin-Aldosteron Systems, einem bislang eher wenig

untersuchten Stress-Hormon-System [5].

Durch den Fortschritt im Bereich der Entwicklung analytischer Technik und elektronischer Systeme ist
es nun maglich, elektrophysiologische Parameter mit geringen Aufwand und ausreichender Reliabilitat
zu bestimmen und in Zusammenhang mit neuroendokrinen Parametern zu bestimmen. Genau dieser

Ansatz ist Inhalt der vorliegenden Studie.

In einer Verlaufsbeobachtung konnten wir Marker identifizieren, die einen negativen Einfluss auf das
Ansprechen einer antidepressiven Therapie haben [6]. Diese Marker weisen auf eine geringe Aktivitat
von peripheren Mineralokortikoidrezeptor (MR) hin, ausgedruckt als niedriger systolischer Blutdruck
sowie geringe Natrium-Konzentration in Plasma, gepaart mit einer hohen Aldosteron-Konzentration in

Speichel relativ zur Speichel-Kortisol-Konzentration. Zentral geht dies einher mit einer verminderten
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Herzratenvariabilitat, vermehrten Tiefschlaf, einer erhéhten Schwelle fiir salzigen Geschmack und
einer erhdhten Praferenz flr Salz. Non-Responder wiesen neben einem niedrigeren Blutdruck im
Vergleich zu Respondern auch eine sehr viel starkere Korrelation zwischen der Speichel-Aldosteron-
Konzentration und dem systolischen Blutdruck auf, mit anderen Worten Aldosteron erscheint auf den
Blutdruck spezifischer bei Non-Respondern als bei Respondern zu wirken. Beide Befunde deuten auf
eine hohere periphere Aktivitat des Enzyms bei Non-Respondern hin, was flr diese Spezifitat
verantwortlich ist, namlich die 11p-Hydroxysteroiddehydrogenase Typ 2 (HSD2). Damit erscheint ein
maoglicher Ansatz, die niedrige Aktivitat der peripheren MR zu Gberkommen in der Hemmung dieses
Enzyms. Ein Wirkstoff aus einem Extrakt der Stissholzwurzel (Glycyrrhiza glabra), Glycyrrhizin (GL),
besitzt diese Eigenschaft [7]. Durch GL werden einige der Marker flir Non-Response in einer Richtung
beeinflusst, die diesen Zusammenhang bestétigen konnte, insbesondere eine verminderte Freisetzung
von Aldosteron und Vasopressin sowie eine Erhéhung des arteriellen Blutdrucks [8]. Zudem weisen

tierexperimentelle Studien darauf hin, dass GL einen antidepressiven Effekt besitzen kdnnte [9].

Neben seinem Einfluss auf die Funktion des autonomen Nervensystems (Blutdruck, Tiefschlaf,
Salzappetite) beeinflusst Aldosteron (und Vasopressin) auch die Sekretion von zerebrospinalem Liquor
(engl. cerebrospinal fluid, CSF) [10; 11]). Wir untersuchten daher in einer Subgruppe der oben
erwéhnten Studie die Volumina der Hirn-Ventrikel sowie anliegender anatomischer Gebiete und
konnten einen statistischen Trend einer positiven Korrelation zwischen dem Volumen der
Seitenventrikel und der Speichel-Aldosteron-Konzentration (Murck et al, in Vorbereitung). Vergréiierte
Seitenventrikel und eine mdglicherweise kompressionsbedingte Verminderung des angrenzenden
vorderen Anteils des Corpus callosum waren mit Non-Response assoziiert. Eine Verminderung der
Freisetzung von Aldosteron konnte damit auch mit einer Verminderung der VentrikelgroRe im
Zusammenhang stehen. Diese Annahme ist konsistent mit friheren Befunden von uns und anderen
Arbeitsgruppen: Vergroperte Ventrikelvolumen sind bereits als Marker flir Non-Response beschrieben
worden [12]. Daneben wurde eine Vermehrung von Tiefschlaf, den wir als Marker fiir Non-Response
identifiziert haben, mit vergroRerten Ventrikel-Volumina in Verbindung gebracht [13; 14]. Wegen der
Néahe dieser Befunde zu denen des Normaldruckhydrozephalus (NPH) ist es interessant zu bemerken,
dass die Kardinalzeichen des NPH, namlich Gangstorungen, kognitive Defizite [15; 16; 17] und

Blasensttrungen auch bei einem Anteil von Patienten mit Depression beschrieben wurden [18; 19].

Die Aufweitung der Ventrikel hat Konsequenzen fur den Hirnmetabolismus sowie daraus folgend die
neurochemische Regulation. Im Tiermodel erscheint Hydrozephalus mit Befunden im Zusammenhang
zu stehen, die auch in der Depression beschrieben wurden. Dazu gehort eine Veranderung
metabolischer Marker in der spektroskopischen Untersuchung des Hirns, wie etwa N-Acetlylaspartat,
(NAA) und Glutamin[20; 21], dem Vorl&ufer von sowohl Glutamat und GABA, sowie der Aktivitat des
Glutamin generierenden Enzyms Glutamine-Synthetase (GS) [22]. In Hinblick auf NAA und Glutamate
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konnten ahnliche Befunde beim Menschen erhoben werden. Der Zusammenhang zwischen der

Aktivitat der GS, GABA und Glutamat ist wiederholt in der Literatur beschrieben worden [23; 24; 25;
26].

B.2. Hypothesen

Aus tierexperimentellen Untersuchungen kann folgende Arbeitshypothese generiert werden: Eine
Stress-Situation 0st bei Menschen eine Reaktion aus, die es ermdglichen soll, eine fight oder flight
Reaktion zu beginnen. Diese Reaktion geht mit einer Aktivierung des sympathischen Nervensystems
und insbesondere mit einer vermehrten Aktivierung des RAAS und daraus folgend mit der Erhéhung
der Aldosteron-Konzentration einher. Dieses ermdglicht einen Blutdruck-Anstieg, der dem Organismus
die Verhaltensaktivierung ermdglicht. Dem folgt in kurzem Abstand eine Aktivierung der klassischen
Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse mit einem Anstieg von Kortisol. Zum einen wird damit
die Stress-Reaktion unterstitzt. Wesentlich ist jedoch, dass Kortisol fir viele Systeme ein Gegenspieler
zu Aldosteron ist und z.B. akut stimmungssteigernd und antiinflammatorisch wirkt. Kortisol fihrt tber
Glucokortikoid-Rezeptoren in einer Rickkopplungsschleife zu einer Verminderung der ACTH-
Freisetzung und damit zu einer Reduktion von sowohl Aldosteron als auch Kortisol. Dieses
Riickkopplungssystem erscheint bei einigen Menschen zu wenig reaktiv zu sein, was zu einer

verlangerten Stress-Reaktion und schlie3lich Depression fiihren kann.

Der neue Gesichtspunkt in dieser Hypothese ist, dass die Aktivierung von im Zentralnervensystem
exprimierten Mineralokortikoidrezeptors (MR) als Folge einer vermehrten Plasma-Aldosteron-
Konzentration depressiogen wirkt. Wir konnten diese Hypothese in dem Sinne bestatigen, als
Patienten mit hohem Aldosteron/Kortisol-Quotienten in Plasma weniger gut auf antidepressive
Therapie ansprechen. Dieses Charakteristikum ging einher mit einer Erhdhung von Markern fir
zentralnervdse (ZNS) MR-Aktivierung insbesondere bei mannlichen Patienten, ndmlich einer erhéhten

Salz-Praferenz, einer verminderten Herzratenvariabilitat (HRV) und von vermehrtem Tiefschlaf (SWS)

[6].

Umgekehrt ist zu vermuten, dass Interventionen, die die Plasma-Aldosteron-Konzentration senken, zu
einer Verbesserung von depressiver Symptomatik flihren. Folgende spezifische Fragen sollen im

Rahmen der geplanten Studie daher untersucht werden:

1.  Fuhrt die Einnahme eines Glycyrrhizin haltigen Praparates zu der erwarteten
Beeinflussung von endokrinen Systemen, insbesondere des Aldosteron/Kortisol-
Speichel-Konzentrations-Quotienten (A/K-ratio), sowie der Vasopressin- und der

Oxytocin-Speichel und Plasma Konzentration?
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2. Werden ZNS Marker der MR Aktivierung beeinflusst, insbesondere Salz-Préaferenz, HRV,
SWS?

3. Wird das Volumen der Hirn-Seitenventrikel und des Plexus choroideus sowie das
Volumen umliegender anatomischer Areale beeinflusst, insbesondere der vordere

Anteil des Corpus callosum sowie der Basalganglien?

4.  Sind Veranderungen des Hirnmetabolismus, insbesondere von Glutamate und
Glutamine im prafrontalen Kortex, in den Basalganglien und im Hippocampus zu

beobachten?

5. Stehen Verénderungen dieser Marker mit der Verdnderung der klinischen Symptomatik
in Zusammenhang? Dabei wird Gewicht auf die Schwere der Depression, sowie von

motorischen und Blasen-Storungen gelegt.

B.3. Ziel der Studie

Ziel der Studie ist die Charakterisierung der méglichen Beeinflussung von biologischen Parametern, die
als Marker flr die Aktivitat des Mineralokortioidrezeptors angesehen werden kénnen, mittels eines
Glycyrrhizin haltigen Praparates. Daneben soll die Auswirkung dieser Parameter auf die klinische
Besserung bei Patienten mit einer Majoren Depression bei einer konventionellen antidepressiven

Therapie beschrieben werden.

B.4. Ethische Aspekte

B.4.1. Heilversuch oder Wissensversuch
Es handelt sich bei unserer Studie um eine biomedizinische, wissenschaftliche Untersuchung. Die

Studie dient der Wissenschaft, die Teilnehmer haben keinen direkten persdnlichen Nutzen. Es handelt
sich nicht um eine Therapiestudie, jedoch wird eine Proof-of-principals-Intervention mittels einer
endokrin aktiven Substanz zur Beeinflussung dieser Systeme durchgefiihrt. Zudem soll Uber die
Untersuchung des Einflusses verschiedener Parameter das Zusammenspiel verschiedener
physiologischer Mechanismen verstanden werden. Dabei handelt es sich, wie oben beschrieben, um
das RAAS im Zusammenspiel mit dem vegetativen Nervensystem und der Regulierung von
Mineralstoffwechsel aktiven Systemen im Verlauf einer Depression. Die Untersuchung dieser
Parameter dient der Feststellung, inwiefern sich die Beeinflussung von Parametern der MR-Funktion
einen Einfluss auf das Ansprechen auf die antidepressive Standardtherapie (bestehend aus

psychopharmakologischen, psychotherapeutischen und psychosozialen Anséatzen) ausibt.



Dieses Wissen ist die Grundlage fur das bessere Verstandnis pathologischer Prozesse, wie sie bei
psychiatrischen Erkrankungen auftreten. Insofern dient die Untersuchung letztlich der Behandlung
psychiatrischer Erkrankungen, da sie dem Kliniker in Zukunft mégliche biologische Parameter an die

Hand geben sollen, die seine Entscheidungsfindung unterstiitzen kénnen.

B.4.2. Gute Klinische Praxis
Die Studie wird durchgefiihrt unter Beriicksichtigung von Richtlinien der Guten Klinischen Praxis (Good

Clinical Practice, GCP) entsprechend den Definitionen der Internationalen Konferenz fir

Harmonisation (ICH) und mit Ethischen Prinzipien der Deklaration von Helsinki.

Die Studie wird entsprechend der Vorschriften des Protokolls durchgefiihrt. Sowohl das Protokoll,
mogliche Erganzungen, als auch die Patienenaufklarung bendétigt die Genehmigung durch die Ethische
Kommission des Fachbereichs Medizin (FB20) der Universitdt Marburg bevor ein Patient
eingeschlossen werden kann. VerstéRe gegen das Protokoll, die eine Gefahr flr Patienten darstellen

konnten, werden unverziglich der Ethik Kommission mitgeteilt.

Patientenaufklarung
Die Untersucher legen Patienten eine Patientenaufklarung vor, die in nicht technischer Sprache
abgefasst ist. Dem Patienten wird ausreichend Zeit gegeben, sich Uber die Details der Studie zu

informieren. Die Patientenaufkldrung wird vom Patienten eigenhéndig unterschrieben und datiert.

Wer informiert?

Die Aufklarung und das Einholen der schriftlichen Einverstandniserklarung erfolgt durch einen
arztlichen Mitarbeiter der Klinik fur Psychiatrie und Psychotherapie. Allen Teilnehmern wird in dem
Aufklarungsbogen zusatzlich die Mdglichkeit angeboten, sich bei Riickfragen telefonisch oder per E-
mail an PD Dr. Harald Murck oder Dr. Maxim Zavorotnyy (Klinik fir Psychiatrie und Psychotherapie der
Universitatsklinik Marburg) zu wenden. Telefonnummer und Anschrift bzw. Emailadresse siehe

Informationsblatt.

B.5. Studienablauf

Formal handelt es sich bei dem vorgelegten Projekt um eine interventionelle Studie zur Beschreibung
der Beeinflussbarkeit von Parametern, die als Pradiktoren fur das therapeutische Ansprechen einer
Depression identifiziert worden sind. Weitere therapeutische Interventionen auRerhalb der gangigen

klinischen Praxis sind nicht vorgesehen.

B.5.1. Studienplan
Bei Aufnahme wird eine Basischarakterisierung durch Diagnose, Erkrankungsdauer, Episodenanzahl,

soziodemographischen Status etc. erhoben. Die Zustandsvariablen und die neurobiologisch-technische

Parameter, einschlieBlich Polysomnographie, Herzraten-Variabilitats-Analyse, Gang-Analyse sowie



spezifische Speichel- und Blutentnahmen finden zur Baseline-Untersuchung, kurz nach der Aufnahme,
nach 1-2 Wochen nach Beginn der Studie sowie nach 6-7 Wochen nach dem Baseline-Zeitpunkt statt.
Des Weiteren werden optional MRT Untersuchungen in den Tagen vor der Baseline- und der

Abschlussvisite durchgefiihrt.

Dabei wird nach Méglichkeit versucht, die Blutentnahme zur Bestimmung der Blutelektrolyte und der
Entziindungsparameter mit den ohnehin im klinischen Alltag anfallenden Blutentnahmen zu
synchronisieren, die normalerweise auf Station im 2-wochigen Rhythmus stattfinden, so dass fir die
Studie nach Mdglichkeit eine mdglichst geringe zusétzliche Belastung fur die Patienten besteht. In
besonderen Fallen kdnnen ereignisgetriggerte Zwischenerfassungen eingeschoben werden, z.B. zu
Beginn oder Ende einer besonderen TherapiemalRnahme, die sich aus dem naturalistischen
Behandlungsverlauf ergibt. Am Ublichen klinischen Behandlungsverlauf wird durch die Studie nichts

verandert, nur die Verlaufsbeobachtung kommt hinzu.

Im Folgenden werden die erhobenen klinischen und biologischen Parameter aufgeftihrt und die

Rationale flir deren Verwendung dargestellt:

Klinisch-psychiatrische Symptomerfassung

Der folgende Abschnitt beschreibt alle Parameter die erhoben werden sollen:

Die Symptomschwere und Auspragung des depressiven Syndroms sollen durch Fremderfassung erfasst

werden:

Brief Psychiatric Rating Scale (BPRS; [27]) bestehend aus 18 Items, die zu den funf Skalen (1)
Angst/ Depression, (2) Anergie, (3) Denkstorungen, (4) Aktivierung, (5) Feindseligkeit/

Misstrauen fihren.

Clinical Global Impression Scale (CGI; National Institute of Mental Health, 1985): zur

Beurteilung der Symptomschwere und Symptomveranderung uber die Zeit.

Global Assessment of Functioning (GAF) [28] bewertet das allgemeine Funktionsniveau in

psychischen, sozialen und beruflichen Bereichen.

Hamilton Depression Rating Scale (HRDS)[29]: Fremdbeurteilungsskala mit 21 Items speziell
zur Erfassung depressiver Symptome. Neben der 21-Item Skala wir auch die HDRS-6 Subskala

verwendet, dies wird weiter unten noch genauer ausgefuhrt [30].

Diagnostisches Grading von Symptomen des Normaldruck-Hydrozephalus (NPH-Grading) [31].
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Ausserdem werden folgende Skalen zur Selbsterfassung benutzt:

Quick Inventory of Depressive Symptomatology (QIDS-SR-16, [32] Selbstbeurteilungsbogen
mit 16 Items, der eine Einteilung in Subtypen der Depression erlaubt. Falls vom Patienten nicht
ausfullbar, wird ersatzweise der Inventory of Depressive Symptomatology (IDS-C) durch den

Untersucher durchgefiihrt.

Die QIDS-SR hat eine gewisse Schlisselstellung fur die Einteilung der Patienten in Kklinische
Subgruppen, die unterschiedlich auf verschiedene Behandlungsverfahren ansprechen. In Analogie zu
Murck et al., [33] und Anlehnung an Trivedi et al. [34] werden Patienten in drei klinische Gruppen
eingeteilt auf der Grundlage von Items von QIDS-SR: Im ersten Schritt wird eine Gruppe mit

melancholischen Merkmalen definiert:

1.  Melancholische Merkmale: Vorhandensein von einem Score von mindestens 2 von
mindestens einem der QIDS Items: Item 3, Friiherwachen; Item 6, verminderter Appetit;

I[tem 8, Gewichtsabnahme.

2. Im zweiten Schritt werden Patienten mit atypischen Merkmalen definiert:
Vorhandensein von einem Score von mindestens 2 von mindestens einem der QIDS

Items: Item 4, Zu viel Schlaf; Item 7, vermehrter Appetit; Item 9, Gewichtzunahme.
3.  Patienten ohne vegetative Merkmale: Restgruppe.

Beck Depression Inventory (BDI). Das BDI stellt eine vielfach verwendete Selbst-

Beurteilungsskala dar.

Soziodemographische Variable werden ebenfalls anhand eines Fragebogens erfasst. Die Eintragungen

in ein zur Kklinischen Routine gehdrendes Zustandsbarometer sollen ebenfalls wissenschaftlich
ausgewertet werden und dienen der Kontrolle der Validitat der Hauptzielparameter. Zudem wird eine
detaillierte Anamnese erhoben, bei der vor allem die Begleitmedikation (aufgeschlusselt nach
psychiatrischen und nicht-psychiatrischen Medikamenten und solche die das RAAS beeinflussen),
Familienanamnese, Alkohol- und Nikotinanamnese, sowie internistische und psychiatrische Diagnosen

dokumentiert werden.

Parameter der klinisch-psychiatrischen Symptomerfassung, welche die Schwere und den
Behandlungsverlauf determinieren kbnnen und eine biologische Grundlage haben, sind: Schweregrad,
Dauer der Erkrankung sowie Dauer der depressiven Episode, Alter, Geschlecht. Spezifische klinische

Merkmale (Vorhandensein von vegetativen Merkmalen 1. der melancholischen Depression, 2. der
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atypischen Depression oder 3. die Abwesenheit von vegetativen Parametern) werden mittels der QIDS-

SR definiert.

Daneben wir die Medikation der Patienten erfasst. Fir die antidepressive Medikation werden
differenziert: 1. SSRIS/SNRIs; 2. Mirtazapin; 3. MAO-Inhibitoren und Hypericum-Extrakte; 4. atypische
Neuroleptika; 5. Lithium. Fir die nicht psychiatrische Medikation werden Substanzen gesondert
berlicksichtigt, die einen Einfluss auf das RAAS haben: 1. ACE-Inhibitoren und Renin-Release

Suppressoren, einschlieBlich Beta-Blockern; 2. MR-Antagonisten, wie etwa Spironolacton.

Neurobiologische Parameter des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems

Es sollen funktionelle Systeme untersucht werden, die einen Bezug zur Regulation des Renin-
Angiotensin-Aldosteron-Systems haben. Dabei sollen Konstellationen von Parametern charakterisiert
werden, die ein Nicht-Ansprechen (Non-Response) auf eine antidepressive Standardtherapie,
insbesondere SSRIs und SNRIs, vorhersagen koénnen. Ziel ist es nun zu untersuchen, ob die
Beeinflussung von Parametern, die als Pradiktoren fir Non-Response identifiziert wurden, durch die

Gabe des Glycyrrhizin-haltigen Praparates beeinflusst werden.

Wichtig ist dabei festzustellen, dass die verwendeten physiologischen und laborchemischen Parameter
jeweils indirekte oder Surrogatparameter fur die Aktivitit der MR-Funktion sind. In der
Zusammenschau dieser Parameter wird es mdglich, den Einfluss des MR auf die zu untersuchenden
funktionellen Systeme genauer zu definieren. Im Folgenden wird bei jedem Parameter genauer

beleuchtet in welchem Zusammenhang dieser steht und welche Aussagekraft er dadurch haben kann.

Die zu bestimmenden physiologischen Parameter und deren Zusammenhang mit dem RAAS sind

Folgende:

Messung von Kortisol, Aldosteron, Oxytocin und Vasopressin zum Zeitpunkt des Aufwachens mittels
Entnahme einer Speichelprobe mit den Salivette (Sarstedt). Damit besteht die Mdglichkeit exakte
Analyseergebnisse auch bei kleinen Speichelmengen und/oder sehr niedrigen Kortisol, Oxytocin,

Vasopressin Spiegeln sowie von Aldosteron zu erhalten.

. Die Konzentration von Aldosteron, dem physiologischen Liganden am MR, ist bei
Patienten mit depressiven Stérungen erhoht [35; 36]. Es gibt einige Hinweise, dass die
erhohte Aldosteron-Konzentration nicht nur ein Epiphdnomen darstellt, sondern kausal
in die Genese depressiver Storungen involviert sein kdnnte. So findet sich bei Patienten
mit einem Hyperaldosteronismus (Conn-Syndrom) in gehdufter Weise depressive
Storungen [37]. Ein weiterer klinischer Hinweis bei Patienten mit depressiven

Storungen, der in unserem Zusammenhang besonders relevant ist, ist der Befund, dass
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Polymorphismen des Angiotensin-Converting-Enzyme-Genes und des Angiotensin-
Rezeptor-Genes einen pradiktiven Effekt auf das Ansprechen auf konventionelle
antidepressive Therapie hat: Vorhandensein der aktiveren Varianten, die zu einer
erhohten Aldosteronkonzentration fihren sollten, sind mit schlechterem Ansprechen
verbunden [38]. Bestatigung fir diesen Befund kommt aus dem Tiermodell: die
subchronische Gabe von Aldosteron I6st depressionsahnliches Verhalten aus.
Gleichzeitig konnte festgestellt werden, dass diese subchronische Aldosterongabe im
Hippocampus eine Transkriptionséanderung bei Genen hervorruft die mit Inflammation,
glutamaterger Aktivitat, synaptischnem und Neuronen-Remodelling assoziiert sind. Des
Weiteren Uberlappen Aldosteron-regulierende Gene mit solchen Genen, die bei einer

Stressreaktion wie der Forced Swim Test reguliert werden [39].

Kortisol und Aldosteron haben teilweise Uberlappende Regulationsssyteme: beide
Steroide werden durch ACTH freigesetzt (siehe Murck et al., 2012). Fur den
Zusammenhang von Kortisol und depressiven Storungen gibt es eine sehr weite
Literatur. z.B. [40Q]. In unserem Zusammenhang ist von besonderem Interesse, dass der
Vergleich der Aldosteron/Kortisol-Konzentration einen Hinweis auf die Bedeutung des
RAAS vs. ACTH bei der Regulation von Aldosteron bei einem gegebenen Patienten spielt:
ein niedriger Aldosteron/Kortisol-Quotient weist auf einen ausgeprégeteren Anteil von
ACTH hin, somit einer Erhéhung beider adrenaler Hormone; wéhrend ein hdherer
Aldosteron/Kortisol-Quotient auf einen relativ ausgepragteren Anstieg von Aldosteron

und somit einen vermehrten Einfluss des Renin-Angiotensin Systems hindeutet.

Oxytocin hat eine antidepressive Wirkung und korreliert positiv mit positiver Stimmung.
AuBerdem wurde festgestellt, dass die Oxytocin-Konzentration bei depressiven
Patienten haufig vermindert ist [41]. Die Sekretion von Oxytocin aus dem Nucleus
supraopticus wird tber den Natrium-Gehalt des Blutes und die Aktivitat des zentralen
MR reguliert. Der aktive MR hemmt die Oxytocin-Sekretion und ein hoher Natrium-
Spiegel fordert diese see [42]. Ein hoher Aldosteron/Oxytocin-Quotient spricht daher fir
eine hohe Aktivitat des zentralen MR. Hingegen ein niedriger Aldosteron/Oxytocin-
Quotient weist auf eine niedrige Aktivitat des zentralen MR hin und eine vermehrte

Sekretion von Oxytocin.
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. Die Vasopressin-Konzentrationen sind bei depressiven Patienten erhdht [43]). Patienten
mit erhOhtem Plasma-Vasopressin haben ein schlechterer Outcome und leiden
vermehrt an einer angstlichen Symptomatik [44]. Der Nucleus paraventricularis ist zum
einen fur die Aktivierung der Hypophysen-Hypothalamus-Nebennierenrinden (HHN)-
Achse und zum anderen fir die Produktion von Vasopressin zustandig. Die Vasopressin-
Konzentration korreliert mit der von Corticotropin-Releasing Hormone (CRH) [45].
Demnach ist bei erhéhter Aldosteron-Konzentration auch die Vasopressin-

Konzentration erhoht.

Die Totale Schlaf-Dauer (TST) und die Slow Wave Sleep Dauer (SWS) werden mit Hilfe eines
ambulanten Schlaf-EEGs (Zeo Sleep Manager — Bedside, der Zeo Inc., 320 Nevada Street, Newton, MA
02460) gemessen. Hauptelemente sind ein Stirnband mit Elektroden aus leitenden Fasern, die keine
Vorbereitung der Haut benétigen, das in kabellosem Kontakt zu einem separaten Monitor neben dem
Bett steht. Validierungsstudien mit einer konventionellen Polysomnographie kommen zu dem
Ergebnis, dass die TST & SWS des Zeo Gerates, welches kommerziell im Handel erwerblich ist, mit

einem Standard-EEG gut korrelieren [46].

. Bei depressiven Patienten sind Schlafstorungen und verminderter SWS mit hohem
einem Kortisolspiegel verbunden. Ein Ubergeordneter Regulationsmechanismus scheint
dafur verantwortlich zu sein. Insbesondere gibt es Hinweise, dass sowohl verminderter
Tiefschlaf und vermehrte Kortisol-Konzentration auf eine erhohte Aktivitat am MR
zuriickzufuhren sein kénnten [47; 48]. Des Weiteren besteht eine enger zeitlicher
Zusammenhang der Aktivitdt des RAAS mit Schlafprozessen: die Konzentration von
Renin und Aldosteron steigt an in Synchronizitat mit einem Anstieg von Tiefschlaf [49].

Somit bietet die Dauer von SWS ein Korrelat fur die Aktivitat des MR.

Die Herzraten-Variabilitat (HRV) und die Herzfrequenz wird mittels eines im kommerziellen Handel
befindenden Systems bei vorgegebener Atemfrequenz kurz nach dem Erwachen eine Minute
mehrfach gemessen und gemittelt. Dabei wird beim Patient mittels Pulsoxymetrie-Sensoren die Puls-
Frequenz abgeleitet. Der Sensor steht tiber einen speziellen Funkempfénger mit einem iPhone, den
iPod touch oder einem Android Gerét in Verbindung. Eine kommerziell verfiighare Applikation (App)
namens ithlete (HRV Fit Ltd, Hants, UK) analysiert die eingegebenen Daten. Das Messvorgehen ist
folgendes: Auf Anweisung der App wird der Atem synchronisiert und so die Herzfrequenz und HRV
Uber einen Zeitraum von einer Minute gemessen. Der Vorgang wird wiederholt, um die Variabilitat zu

reduzieren.
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. Depression ist mit einem erhdhten Risiko fur ein kardiovaskuléres Ereignis assoziiert
[50; 51; 52]. Selbst bei Depressionen ohne eine kardiovaskulare Begleiterkrankung
besteht eine Korrelation mit einer reduzierten HRV, wobei die HRV mit steigender
Depressionsschwere abnimmt [53]. Die HRV wird durch das RAA-System beeinflusst [54;
55], wobei akute und chronische Effekte gegensatzlich zu sein scheinen: akut erhéht
Aldosteron die HRV, wéhrend andererseits die chronische Gabe von MR Antagonisten
die HRV erhoht, chronische MR Aktivierung HRV somit zu vermindern scheint. Sowohl
das autonome Nervensystem sowie die Aldosteron-Sekretion unterliegen
Tagesschwankungen, welche sich in morgendlichen Peaks sowohl des Aldosterons als
auch der sympathovagalen Balance zeigen. Durch diese Befunde liegt es nahe, dass diese
beiden Systeme miteinander in Verbindung stehen [56]. Es zeigt sich vor allem aber
auch, dass eine Aldosteronblockade mit einem Aldosteronantagonisten wie
Spironolacton eine Erhdhung der morgendlichen Herzfrequenz nach sich zieht [57].
Daraus schlielen wir, dass die HRV als funktioneller Parameter der Aktivitat des MR

interpretiert werden kann.

Der Blutdruck (RR) wird mittels einer elektronischen Blutdruckmanschette oder analog gemessen.

®  Mineralokortikoide wie Aldosteron erhdhen den Blutdruck durch Vasokonstriktion,
Natirum- und Wasseraufnhame und erhdéhte Natrium Rickresorption in der Niere. Somit
ist weitgehend bekannt, dass der MR an der Regulation des Blutdrucks beteiligt ist.
Wesentlich ist jedoch festzuhalten, dass der MR nicht nur in der Peripherie, sondern
auch in spezifischen Arealen des ZNS vorkommt, die an der Blutdruck-Regulation
beteiligt sind. Dabei ist insbesondere der Nucleus tractus solitarius zu erwahnen
(Geerling and Loewy, 2009). Des Weiteren ist bekannt, dass Glycyrrhizin in hohen Dosen,
die in unserer Studie nicht erreicht werden, zu einer Erhéhung des Blutdruckes fiihren

kann. Dieser mdgliche Effekt wird engmaschig kontrolliert.

®  Gewicht und GroRRe der Patienten werden gemessen.

Geschmacksprobe bei einer Konzentration von 0.9%iger Kochsalzlésung und Einsch&tzung mittels
visueller Analogskala zur Salzpréverenz (Eigenentwicklung). Dabei werden zwei Parameter erhoben: 1)
Einschatzung der Salzigkeit (0; nicht salzig; 10: extrem salzig); b) Einschatzung der Aversion (0: sehr

angenehmer Geschmack; 10: extrem unangenehmer Geschmack).
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. Wie der Blutdruck wird auch die Salzaufnahme von Aldosteron und anderen MR-
Agonisten erhoht [58; 59]. Auf der anderen Seite reduzieren MR-Antagonisten den
Appetit auf Salziges [60; 61]. Patienten, die an einer Depression erkrankt sind, leiden
haufig an Appetitlosigkeit, welche durch eine subjektive Geschmacklosigkeit des Essens
hervorgerufen sein kdnnte. Das RAAS ist unter anderem dafiir verantwortlich, eine
Homoostase der Elektrolyte aufrecht zu erhalten. Das Angiotensin Il sorgt bei einer

Hyponatriamie daftr, Salz aufzunehmen, indem es den Salzappetit anregt.

Das Gangbild wird mittels der iPhone-App GaitAnalysisPro untersucht. Daftir bekommt der
Patient das iPhone mithilfe eines Glrtels am Rlcken befestigt. Der Patient wird dann eine
Minute in seinem eigenen Tempo laufen. Die App ermittelt daraus Geschwindigkeit,

Schrittlange, Laufrhythmus, Symmetrie und die Varianz des Gangbilds.

. Bei depressiven Patienten lasst sich ein verdndertes Gangbild feststellen. Abweichungen
von der Kontrollgruppe sind besonders bei Schrittlange, Laufrhythmus und
Geschwindigkeit zu finden [62]. Dies wird zum einen mit vaskuldre Mechanismen [63]
und Hyponatridmie [64] und zum anderen mit einem verminderten Basalganglien-
Volumen [65] in Verbindung gebracht. Bei dauerhaft hohem Aldosteronspiegel werden
moglicherweise die peripheren MR desensibilisiert. Dadurch sinkt der Natriumspiegel,

und die Blutdruckregulation wird beeinflusst [55].

In weiterem Zusammenhang mit einer moglichen Ventrikelaufweitung kénnen kognitive
Stérungen einen Hinweis bieten. Wir fihren einen kurzen Test (< 5 min Dauer) mittels einer
Smart-Phone App durch (MemCheck), die einen gut etablierten Test fiir Kurzzeitgedachtnis

und Aufmerksamkeit mittels 1-back Test durchfiihrt.

Ergénzend werden zerebrale MR-Bildgebung (Struktur, Diffusion Tensor Imaging) sowie MR-

Spektroskopie durchgefiihrt.

. Strukturelle Bildgebung: das Volumen der Ventrikel sowie umliegender anatomischer
Areale, etwa von Arealen des Corpus callosum und des Striatums haben besondere
Relevanz, da Hormone wie etwa Aldosteron, Kortisol und Vasopressin die Produktion

und Absorption von CSF regulieren. Eine Verminderung der Freisetzung von Aldosteron
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kdnnte damit auch mit einer Verminderung der VentrikelgroBe im Zusammenhang
stehen. Diese Annahme ist konsistent mit friheren Befunden von uns und anderen:
aufgeweitete Ventrikelvolumen sind bereits als Marker fur Non-Response beschrieben
worden [12]. Daneben wurde eine Vermehrung von Tiefschlaf, den wir als Marker fr
Non-Response identifiziert haben, mit vergré3erten Ventrikel-Volumina in Verbindung
gebracht [13; 14].

. Diffusion Tensor Imaging: Ahnlich wie bei Normaldruckhydrocephalus wird bei
Depression die Erweiterung der Ventrikel als Folge des leicht erhohten Hirndruckes
vermutet (Murck et al, in Vorbereitung). Es ist demnach denkbar, dass eine solche
Hirndrucksteigerung einen Einfluss auf die weil3e Hirnsubstanz haben kann. Mittels
Diffusion Tensor Imaging (DTI), einer Variante der diffusions-gewichteten MR-
Tomographie, ist es mdoglich, Verlaufe zerebraler Faserbahne darzustellen. Mit
Depression assoziierte Auffélligkeiten der weillen Substanz und der Faserbahne sind
bereits in diversen Hirnarealen [66; 67; 68] aber auch in Corpus callosum [69; 70; 71]
bereits beschrieben. Erhebung von DTI-Daten im Rahmen der aktuellen Studie kann
helfen, einen denkbar mdglichen Zusammenhang zwischen dem RAAS und den

Auffalligkeiten der weilen Substanz bei Depression aufzuklaren.

. MR-Spektroskopie: Die Aufweitung der Ventrikel hat Konsequenzen fur den
Hirnmetabolismus sowie daraus folgend die neurochemische Regulation. Im Tiermodel
erscheint Hydrozephalus mit Befunden im Zusammenhang zu stehen, die auch in der
Depression beschrieben wurden. Dazu gehort eine Verdnderung metabolischer Marker
in der spektroskopischen Untersuchung des Hirns, wie etwa N-Azetlylazetat, (NAA) und
Glutamin [20; 21], dem Vorlaufer von sowohl Glutamate und GABA, sowie der Aktivitat
des Glutamine generierenden Enzyms Glutamine-Synthetase (GS) [20; 21; 22]. In
Hinblick auf NAA und Glutamate konnten &hnliche Befunde beim Menschen erhoben
werden. Der Zusammenhang zwischen der Aktivitat der GS, GABA und Glutamat ist
wiederholt in der Literatur beschrieben worden [20; 21; 23; 24; 25; 26].

Falls vorhanden werden Parameter aus der Analyse von CSF betrachtet. Dabei sind insbesondere

Elektolyte sowie Neurohormone, insbesondere Vasopressin, von Interesse, wie beschrieben.

Folgende Laborparameter werden bestimmt:
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. Es sollen die Blutelektrolyte, insbesondere Plasmakonzentrationen von Natrium, Kalium
und Magnesium bestimmt werden. Alle diese Elektrolyte stehen unter dem Einfluss des
RAAS.

. CRP soll als inflammatorischer Marker bestimmt werden. Bei depressiven Patienten
finden sich vermehrt entzindliche Verdnderungen. Vor allem zeigt sich diese
Veranderung im CRP und IL-6, etwas weniger findet diese Veranderung auch mit dem
IL-1 statt [72; 73]. Wie oben bereits erwahnt stehen Depressionen in engen
Zusammenhang mit koronarer Herzkrankheit, bei denen eine entzlindliche Komponente
angenommen wird [74; 75]. Das RAAS weist eine Verbindung zu inflammatorischen

Veranderungen auf und beeinflusst Entziindungsparameter im Plasma [76; 77].

Bei der Analyse der Blutelektrolyte und der inflammatorischen Marker wird versucht, diese an die
routinemaBigen Abnahmen auf Station zu koppeln. Fir die Analyse der Blutelektrolyte sowie der

inflammatorischen Marker werden 20 ml vendses Blut benétigt.

Plasma Renin: Die Entnahme von Plasma zur Bestimmung von Renin wird unmittelbar nach der
Abnahme von Speichel sowie der HRV-Analyse durchgefiihrt. Diese zeitliche Abfolge ist vorgesehen,

um durch den mdglichen Stress der Blutentnahme die genannten Parameter nicht zu beeinflussen.

. Renin ist ein wesentliches Element der Aldosteron-Freisetzung (neben ACTH). Die Renin-
Freisetzung wird Uber eine negative Rickkopplung mit Angiotensin 1l (ATIl) am
juxtaglomuléaren Apparat der Niere reguliert. Insofern kann die Renin-Konzentration und
insbesondere das Verhaltnis der Aldosteron- zur Renin- Konzentration einen Hinweis auf

die Aktivitat des RAAS darstellen.

Alle beschriebenen Parameter stehen mit der Aktivitat des MR und dem RAAS in Verbindung. Der meist
zugangliche Parameter ist die Konzentration von Aldosteron im Speichel. Alle weiteren Parameter sind,
wie beschrieben, indirekt und als Surrogat-Parameter der MR Aktivierung zu betrachten. Aus dem
oben beschriebenen Il&sst sich ableiten, dass eine erhohte Aktivitdt des MR mit spezifischen
Veranderungen einhergeht und gleichfalls Pradiktoren von Therapie-Non-Response sein sollten.
Inwieweit diese Parameter durch Glycyrrhizin modifizierbar sind wird untersucht. Diese vermuteten

Parameter von Therapie-Non-Response sind:
Diese sind:

1. Hohe Tiefschlaf- und Gesamtschlaf-Dauer
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

Relativ niedrige Kortisol Konzentration, z.B. ein hoher Aldosteron/Kortisol-Quotient.

Niedrige Herzraten-Variabilitat (HRV)

Niedriger arterieller Blutdruck

Hohes Kdorpergewicht (relativ zur KoérpergroRBe (body mass index BMI) (durch

Wassereinlagerung)

Niedrige Plasma Magnesium-Konzentration
Hohe CRP-Konzentration

Hohe Renin-Konzentration in Plasma

Hoher Salzappetit, ausgedrickt durch verminderte Sensitivitat fir salzigen Geschmack

und weniger aversives Rating

Niedrige Oxytocin-Konzentration

Hohe Vasopressin-Konzentration

Verandertes Gangbild

VergrolRerte Ventrikel und vermindertes Volumen umliegender Areale, insbesondere

des Corpus callosum und der Basalganglien

Verminderte fraktionelle Anisotropie (FA-Wert) gemessen mit Diffusion Tension MR

Imaging (DTI) in Corpus callosum und anderen Hirnarealen

Verminderte Konzentration von NAA und/oder Glutamine in relevanten Hirnarealen

Als Haupt-Zielparameter wird der Quotient von Aldosteron/Kortisol definiert. Daneben wird in

explorativer Weise gepruft, welcher der genannten Parameter, entweder einzeln oder in Kombination,

sensitiv fur den Einfluss von Glycyrrhizin sind und das Therapie-Ansprechen beeinflussen kénnten.

AuRRerdem wird getestet, inwieweit diese biologischen Parameter mit klinischen Charakteristika in

Zusammenhang stehen.

B.5.2. Glycyrrhizin Intervention



Wir benutzen zur Intervention ein weit frei verkdufliches Nahrungserganzungsmittel, namlich ein
Extrakt der SuSholzwurzel (SHW), dessen wirksamer Bestandteil, Glycyrrhizin-Saure, weit verbreitet
als SuRstoff Verwendung findet und spezifisch in Lakritz Konfekt vorzufinden ist, SHW wird
verabreicht in Kombination mit einem weiteren frei verkauflichen Nahrungsergazungsmittel, namlich

Magnesium-Brausetabletten (Altapharma, Hamburg).

SHW wird produziert von GPH-Produktions GmbH, Judenburg, Osterreich und hat einen spezifizierten
Gehalt von Glycyrrhizin von 6-8 %. Die genaue Spezifikation befindet sich anbei. Eine Kapsel enthélt
350 mg des SHW. Es werden 2x2 Kapseln pro Tag verabreicht, mithin 1400 mg. Diese enthalten 84 —
112mg Glycyrrhizin nach oben genannter Spezifikation. Magnesium-Brausetabletten (Mg) enthalten
Magnesiumcarbonat (Mg) und Zitronensaure somit Magnesiumcitrat als Form in Losung, mit einem
Anteil von 200 mg Mg?* pro Tablette. Der Gesamt-Magnesium-Dosis erreicht 400 mg téglich. In Folge

wird die Kombination als SHW/Magnesium bezeichnet.

Dosis Rationale und Rationale flr die Kombination

Die empfohlene Tagesdosis des gewahlten SHW betragt 4 Kapseln, mithin ca. 100 mg Glycyrrhizin
taglich. Der biologische Effekt und die Sicherheit und toxikologischen Eigenschaften von Glycyrrhizin
und Derivaten sind weitreichend untersucht[78]. Glycyrrhizin wird breit als Stfungsmittel verwendet
und kommt in einer Konzentration von etwa 0.2% in Lakritz-Konfekt vor. Somit enthalten 100 g Lakriz
Konfekt ca 200 mg Glycyrrhizin. Die US Food and Drug Administration (FDA) hat die aktuellste Richtlinie
im Jahre 2017 veroffentlicht. Darin werden Glycyrrhizin-haltige Lebensmittel als GRAS (generally
regarded as safe) klassifiziert, sofern Konzentrations-Limitationen eingehalten werden [79]. Dieses
Limit betragt z.B, 3.1 % Glycyrrhizin fur ,soft candy“ (Kaubonbons), d. h. der Verzehr von etwa 100
Gramm des Konfektes wiirde zu einer Aufnahme von 300 mg fuhren. Ein Bericht der Europdischen
Kommission von 2003 schlagt eine Begrenzung im chronischen Alltagsgebrauch von 100 mg vor. Die
wissenschaftliche Literatur beschreibt 200 mg Glycyrrhizin als ,,no effect dose” im Kontext von
Sicherheitsaspekten[78]. Diese Empfehlung wird z.B. unterstitzt durch Originalarbeiten, die den Effekt
von Glycyrrhizin auf Blutdruck, Elektrolyte und endokrine Verdnderungen darstellen [7; 80].
Wesentlich ist in diesem Zusammenhang festzuhalten, dass moégliche adverse Effekte einfach zu
erfassen sind und u.U. zu einer Dosis-Anpassung fihren kénnen. Diese sind insbesondere der

systolische Blutdruck sowie die Plasma Elektrolyt-Konzentrationen.

Der erwiinschte Effekt fir diese Studie ist die Reduktion von Plasma-Aldosteron, die als Folge der zu
erwartenden Hemmung der HSD2 eintritt. Insgesamt soll mit der verabreichten Dosis der Aldosteron-
/Kortisol Plasma Konzentrations-Quotient vermindert werden, ohne dabei jedoch die Aktivitat des MR
der Niere mal3geblich zu beeinflussen. Mit anderen Worten, bei der gegebenen Dosis sollte sich weder

Blutdruck noch Plasma Elektrolyte drastisch @ndern. Allerdings wird ein leichter Anstieg des
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systolischen Blutdrucks (5 — 10 mm Hg) sowie von Plasma Natrium, innerhalb des physiologischen
Bereichs, als positive betrachtet und sollte angestrebt werden [6]. Dabei besteht jedoch langfristig die
Mdglichkeit der vermehrten Ausschedung von Magnesium [5; 81]. Durch die zuséatzliche Gabe von
Magnesium soll diese mdgliche Konsequenz vermieden werden. Des Weiteren hat Magnesium einen

antagonistischen Effekt am Angiotensin Il Rezeptor [82; 83; 84; 85].

B.6. Studienablauf

Alle im Folgenden beschriebenen Visiten sind in der Tabelle 1 noch einmal Ubersichtweise aufgelistet

und auf folgendem Zeitstrahl visualisiert:

Patienteneinwilligung Screenin Baseline frihe Abschlussuntersuchung
Visite: 0 1 2 3 \ 4
| | | | | |
Studientag: 0 -14-0 Tag Tag 13(Vorabend)/14(Morgen) Tag 41 voral end)/42(M0rgen)

B.6.1. Screening (Visite 0)
Alle neu aufgenommenen Patienten der Klinik fiir Psychiatrie und Psychotherapie der Philipps-

Universitdt Marburg, die den Einschlusskriterien dieser Studie entsprechen bzw. den
Ausschlusskriterien nicht widersprechen, werden nach ausfihrlicher &rztlicher Aufkléarung gefragt, ob
sie an der Studie teilnehmen mdchten. Die Patienten erhalten wéhrend dieses Gespraches den Bogen
der Patienteninformation sowie die Einwilligungserklarung. Falls Fragen aufkommen, werden diese
ausfihrlich beantwortet. Die Patienten haben so viel Zeit wie sie winschen, einer Teilnahme

zuzustimmen bzw. zu widersprechen. Erst wenn ein Patient eingewilligt hat, folgt die Visite 1.

B.6.2. Screening (Visite 1)
Hat ein Patient eingewilligt, wird bei der nun ersten Visite als erstes Uberpruft, ob die Diagnosen noch

mit den Ein- bzw. Ausschlusskriterien vereinbar sind. In einem Gesprach werden die internistischen
Diagnosen sowie die Medikation anamnestisch erhoben. Des Weiteren werden die
soziodemographischen Daten (inkl. Alter, Geschlecht, Grél3e) mit einem Fragebogen erfasst, eine

Nikotin-, Alkohol- sowie Familienanamnese erhoben.

Sind zu diesem Zeitpunkt immer noch alle Ein- bzw. Ausschlusskriterien erfillt, findet zum

nachstmaglichen Zeitpunkt die Visite 2 statt.

B.6.3. Baseline (Visite 2)
Zwischen der Visite 2 und der Visite 1 sollten nicht mehr als 14 Tage liegen. Innerhalb dieser Zeitspanne

sollte die MRT Untersuchung stattfinden. Am Beginn des eigentlichen Studienabschnittes, dem


file:///C:/Users/lehrl/Desktop/Doktorarbeit/Ethikantrag%20SHW_final/Protokoll__glycyrryc_final.doc%23_ENREF_6
file:///C:/Users/lehrl/Desktop/Doktorarbeit/Ethikantrag%20SHW_final/Protokoll__glycyrryc_final.doc%23_ENREF_5
file:///C:/Users/lehrl/Desktop/Doktorarbeit/Ethikantrag%20SHW_final/Protokoll__glycyrryc_final.doc%23_ENREF_81
file:///C:/Users/lehrl/Desktop/Doktorarbeit/Ethikantrag%20SHW_final/Protokoll__glycyrryc_final.doc%23_ENREF_82
file:///C:/Users/lehrl/Desktop/Doktorarbeit/Ethikantrag%20SHW_final/Protokoll__glycyrryc_final.doc%23_ENREF_83
file:///C:/Users/lehrl/Desktop/Doktorarbeit/Ethikantrag%20SHW_final/Protokoll__glycyrryc_final.doc%23_ENREF_84
file:///C:/Users/lehrl/Desktop/Doktorarbeit/Ethikantrag%20SHW_final/Protokoll__glycyrryc_final.doc%23_ENREF_85

Vorabend der Baseline (Tag 1) wird der Patient visitiert. Es wird Gberprift, ob die Ein- und
Ausschlusskriterien noch fir ihn gultig sind und folgende Fremdbeurteilungsfragebégen mit dem
Patienten erhoben: HDRS-21, BPRS, CGl & GAF. Des Weiteren wird eine Anderung der Medikation
dokumentiert. Danach wird dem Patienten noch einmal erklart, wie die Schlaf-EEG-Untersuchung
durchgefihrt wird. Im Verlauf der Nacht wird das Schlaf-EEG abgeleitet, wobei der Patient in seiner
gewohnlichen Umgebung auf Station verbleibt. Dazu legt sich der Patient das Stirnband mit den EEG
Elektroden selbstandig an, ggf. auch mit Hilfe des Pflegepersonals. Dabei wird die Ableitung

automatisch aktiviert.

Am Morgen des Folgetages wird der Patient um 7 Uhr visitiert. Als erstes wird Speichel- Aldosteron, -
Kortisol, -Oxytocin und -Vasopressin mithilfe der Salivette von Sarstedt gesammelt. Im Anschluss
findet die Analyse der HRV statt. Dazu hélt der Patient in der Regel die Ableitelektroden in beiden
Handen. Das Puls-Signal wird kabellos an ein entsprechend ausgerustetes iPhone (oder aquivalent)
weitergeleitet. Eine Ableitung dauert eine Minute, wahrend der der Patient einen vorgegebenen
Atemrhythmus einhalten soll. Die Anweisung dazu wird vom Display des iPhones abgelesen. Die
Messung wird 2-fach mit einem Intervall von ca. 1 Minute wiederholt. Es werden der Puls und der
Blutdruck gemessen. Danach wird die Geschmacksprobe durchgefiihrt. Eine definierte Salzlésung
(0.9%) wird dem Patienten in den Mund gegeben. Mittels zwei Visual-Analog Skalen (Salzigkeit,
Angenehm vs. Unangenehm) wird die Wahrnehmung des Patienten erhoben / erfasst. Daraufhin folgt
die Testung des Gangbilds. Dafiir wird ein iPhone (oder Aquivalent) am Patienten angebracht und der
Patient instruiert, eine Minute lang in seinem Tempo zu laufen. Fir diese Messung wird die App
GaitAnalysisPro genutzt. Nach diesen Erhebungen wird dem Patienten zur Bestimmung von Plasma-
Renin Blut abgenommen. Zum Schluss werden dem Patienten die Selbstbeurteilungsfragebtgen QIDS
und BDI vorgelegt und der Patient fullt die Skalen gemé&f den Erlduterungen aus. Des Weiteren wird

das Gewicht noch vor dem Friihstiick gemessen. Es wird das Schlaf-EEG ausgelesen.

SHW-Magnesium-Gabe
Nach Abschluss der Baseline Untersuchung beginnt die Verabreichung der SHW-Magnesium
Kombination: Kapsel SGW sowie eine Brausetablette Magnesium (200 mg) werden sowohl morgens

als auch abends eingenommen.

Mindestens wéchentlich wird der Blutdruck und die Plasma-Elektrolyte gemessen, um den Effekt der

Kombination zu tiberwachen.

B.6.4. Visite 3 (Safety, 1 Woche nach Baseline):
Arterieller Blutdruck wird gemessen und Bestimmung von Plasma-Elektrolyten wird durchgefihrt.

Beim einem wiederholten Anstieg (mindestens 3 unabhangige Messungen) des systolischen Blutdrucks

von > 150 mm Hg oder des diastolischen Blutdrucks von > 95 mm Hg soll die Dosis des SHW auf 1



Kapsel morgens und 1 Kapsel abends reduziert werden. Das gleiche gilt bei einer klinisch signifikanten

Veranderung der Blut-Elektrolyte.

B.6.5. Frihe Folgeuntersuchung (Visite 4, 2 Wochen nach Baseline)
Am Tag 13, nach Baseline, dem Vorabend des Tages 14 nach der Visite 2 plusminus 3 Tage wird der

Patient besucht. Es werden folgende Fremdbeurteilungsfrageb6gen mit dem Patienten durchgefuhrt:
HDRS-21, BPRS, CGI & GAF. Des Weiteren wird nach einer Anderung in der Medikation gefragt bzw. im
Stationsprotokoll nachgeschlagen. Danach wird dem Patienten noch einmal erklart, wie das Schlaf-EEG

richtig verwendet wird.

Am Morgen des Folgetages wird der Patient um 7 Uhr visitiert. Als erstes wird ihm das Speichel
Aldosteron, Kortisol, Oxytocin und Vasopressin mithilfe der Salivette Cortisol von Sarstedt
abgenommen. Im Anschluss findet die Analyse der HRV statt. Es werden der Puls und der Blutdruck
gemessen. Danach wird die Geschmacksprobe durchgefuhrt. Daraufhin folgt die Untersuchung des
Gangbilds. Nach diesen Erhebungen wird dem Patienten Blut abgenommen. Zum Schluss wird der QIDS

Fragebogen vom Patienten vervollstandigt.

Das Gewicht wird noch vor dem Friihstiick gemessen. Es wird das Schlaf-EEG ausgelesen.

B.6.6. Visite 5 (Safety, 3 Wochen nach Baseline)
Arterieller Blutdruck wird gemessen und Bestimmung von Plasma-Elektrolyten wird durchgefuhrt.

Beim einem wiederholten Anstieg (mindestens 3 unabhangige Messungen) des systolischen Blutdrucks
von > 150 mm Hg oder des diastolischen Blutdrucks von > 95 mm Hg soll die Dosis des SHW auf 1
Kapsel morgens und 1 Kapsel abends reduziert werden. Das gleiche gilt bei einer klinisch signifikanten

Verénderung der Blut-Elektrolyte.

B.6.7. Visite 6 (Safety, 4 Wochen nach Baseline)
Arterieller Blutdruck wird gemessen und Bestimmung von Plasma-Elektrolyten wird durchgefiihrt.

Beim einem wiederholten Anstieg (mindestens 3 unabhangige Messungen) des systolischen Blutdrucks
von > 150 mm Hg oder des diastolischen Blutdrucks von > 95 mm Hg soll die Dosis des SHW auf 1
Kapsel morgens und 1 Kapsel abends reduziert werden. Das gleiche gilt bei einer klinisch signifikanten

Verénderung der Blut-Elektrolyte.

B.6.8. Visite 7 (Safety, 5 Wochen nach Baseline)
Arterieller Blutdruck wird gemessen und Bestimmung von Plasma-Elektrolyten wird durchgefiihrt.

Beim einem wiederholten Anstieg (mindestens 3 unabhangige Messungen) des systolischen Blutdrucks
von > 150 mm Hg oder des diastolischen Blutdrucks von > 95 mm Hg soll die Dosis des SHW auf 1
Kapsel morgens und 1 Kapsel abends reduziert werden. Das gleiche gilt bei einer klinisch signifikanten

Veranderung der Blut-Elektrolyte.



B.6.9. Abschlussuntersuchung (Visite 8, 6 Wochen nach Baseline)
Die Visite 8 stellt die letzte Visite dar. In der Regel wird er Patient am Tag 41 nach Baseline, dem

Vorabend des Tages 42 nach der Visite 2 (Baseline) plusminus 7 Tage besucht. Im Falle einer
wesentlichen Umstellung der Medikation/Behandlung oder im Falle einer friherzeitigen Entlassung

des Patienten.

Zwichen Visite 7 und 8 findet die optionale MRT Untersuchung statt. Bei der Abschlussuntersuchung

findet genau das gleiche Untersuchungsprogramm wie zum Baseline Zeitpunkt (Visite 2) statt.



Screening Screening Baseline
Visite 0 1 2 3 4 5 6 7 8
Studientag Tag-14-0 Tag 0/1 Tag7 1Tag Tagl14 3 Tag 21 Tag 28 Tag35 1 Tag42 7
Tage 1 Tage 1 Tage Tage Tage/Entlassung

Patienten-Einwilligung X

Diagnose-Bestéatigung (klinisch) X X

Relevante internistische X

Diagnosen

Medikations- X X X X

Anamnese/Erhebung

Soziodemographische Daten X

Alkohol and Nikotin-Anamnese X

Geschlecht, Alter, Gewicht, X X (Gewicht & RR) X (Gewicht & X (Gewicht & RR)

GroRe, RR RR)

Familienanamnese X

Zustandbarometer (3x taglich) X X X

Schlaf-EEG-Anlage X Vorabend (Abend Tag 0) X (Vorabend) X (Vorabend)

MRT-Untersuchung (optional) X (wenige Tage zuvor) X (wenige Tage zuvor)

Routine-Blutentnahme einschl. X X X

Mg2+ und CRP

Elektrolyte X X X X

Aufwach-Speichel Abnahme X Morgen; (Tag 1) X (Morgen) X (Morgen)

Herzraten-Varianz-Analyse X Morgen; (Tag 1) X (Morgen) X (Morgen)

Blutdruck und Herzfrequenz X Morgen; (Tag 1) X X (Morgen) X X X X (Morgen)

Skalen: HDRS-21; CGI; BPRS; X; (Tag 1) X X

GAF, BDI

QIDS-SR16 X Morgen; (Tagl) X (Morgen) X (Morgen)

Geschmack-VAS X Morgen; (Tag 1) X (Morgen) X (Morgen)

Gangbild und Kognition X Morgen; (Tag 1) X (Morgen) X (Morgen)

NNH-Grading X X X X

Tabelle 1 listet die oben beschriebenen Untersuchungen auf und zeigt zu welchen Zeitpunkten sie erhoben werden.




B.7. Neuheit

B.7.1. Geltste und ungeldste einschlagige Probleme in der Literatur
Das vorherrschende Erklarungsmodell fir die mdgliche Wirksamkeit von antidepressiver Therapie

basiert auf einer Dysfunktion monoaminerger Systeme. Dieses Model wurde zur Erklarung von
Substanzen, die vor mehr als 50 Jahren auf den Markt eingefihrt wurden, etabliert. Parallele
Erklarungsmodelle fassen depressive Stérungen als stressbedingte Erkrankungen auf und fokussierten
auf die Modifikation des Stresshormonsystems und dabei insbesondere auf den gut charakterisierten
Hyperkortisolismus bei schweren, sogenannten melancholischen depressiven Patienten [40]. In
neuerer Zeit wurde die Bedeutung von inflammatorischen Prozessen [86] und Verdnderungen der
glutamatergen Neurotransmission [87] hervorgehoben. Eine umfassende Theorie, die allgemein

anerkannt wére, besteht bislang nicht.

Ein Ubergreifendes System mit Verbindung zu monoaminerger und glutamaterger Transmission als
auch Verbindungen zu inflammatorischen sowie Stress-regulierenden Systemen ist hingegen das
Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) (zusammengefasst von Murck et al., 2012). Erst vor
wenigen Jahren wurden deutlich, dass Hyperaldosteronismus bei bestimmten Patienten mit
depressiven Storungen besteht [35; 36]. Eine erhdhte Aktivitdt des RAAS wurde bei unter Stress
stehenden Menschen [88] und im Tiermodell [89]beschrieben. So fiihrt eine subchronische
Aldosteron-Gabe zu depressionsahnlichem Verhalten [39]. Des Weiteren finden sich
Verhaltensauffalligkeiten  bei  Patienten mit durch ein  Adenom hervorgerufenem

Hyperaldosteronismus, welche sich insbesondere in einer depressiven Stimmung sowie Angst dul3ern

[37].

Somitist plausibel, dass das RAAS fiir die Pathophysiologie und Behandlung von depressiven Stérungen
bedeutsam ist. Dieser Ansatz beruht nicht auf Hypothesen, die das klassische monoaminerge Systeme
einbeziehen. Insofern besteht die Mdglichkeit, dass Patienten, die auf klassische monoaminerge
Medikamente ansprechen, sich von Non-Respondern unterscheiden. Hierbei kdnnte die
interindividuelle Reaktion des RAAS eine Rolle spielen. Dieser Sachverhalt soll in dieser Studie

untersucht werden.

Abbildung 1 zeigt die komplexe Interaktion der untersuchten Neuroendokrinen Systeme sowie deren
Zusammenhang zum vegetativen (sympathischen) Nervensystem. Aufgrund dieser Komplexitat sind
vielfaltige Parameter und deren Beziehung zueinander notwendig, um das System funktionell

beschreiben zu kdnnen.
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Abbildung 1 (Murck et al., 2012): Die Abbildung zeigt eine Ubersicht der Hauptsysteme, welche bei der
Pathophysiologie von Depression und dem Renin-Angiotensin-Aldosteron verbunden sind. Die
»drumsticks“ reprasentieren neuronale Verbindungen, wobei diese nicht unbedingt monosynaptische
Verbindungen sein mussen; Pfeile stellen endokrine Einflisse dar und gestrichelte Pfeile zeigen indirekte
Mechanismen. PVN: Nucleus Paraventricularis; NTS: Nucleus of the solitary tract; CRH: Corticotropin
Releasing Hormone; NE: Norepinephrine; AT II: Angiotensin II; ACTH: Adrenocorticotropin; BBB: Blood
Brain Barrier; LC; Locus coeruleus; SNS: Sympathic Nervous System; AVP: Arginine vasopressine; ACE:
Angiotensin Converting Enzyme; p-gp: p-glycoprotein

B.8. Welches dieser Probleme wird angegangen?

Konkret wird der neurobiologische Zusammenhang der Symptome mit dem RAAS und der Einfluss der
gangigen klinischen Therapieverfahren auf das RAAS untersucht. Dabei werden die 0.g. Parameter
gemessen und in Zusammenhang mit den klinisch-psychiatrischen Erfassungen mittels
Symptomerfassung in Selbst- und Fremdratings und Lebensqualitatsbdgen gesetzt. Als wesentliche
Neuerung wird hier eine Manipulation des RAAS mittels der Gabe einer SHW/Magnesium
Kombination, die darauf abzielt, Plasma-Aldosteron zu reduzieren und dabei mdgliche adverse Effekte

zu vermeiden. Der Zusammenhang zwischen den zu untersuchenden Biomarkern unter Einfluss der
139



SHW/Magnesium Kombination und der klinischen Charakterisierung der Patienten im Verlauf steht

hier im Vordergrund der Untersuchung.

Das dargestellte Projekt hat mehrere wesentliche innovative Charakteristika:

. Das Projekt untersucht, inwieweit Parameter, die als pradiktive fir Non-Response fur
Antidepressiva identifiziert worden sind, mittels einer Beeinflussung der HSD2

beeinflusst werden kdnnen.

. Des Weiteren wird untersucht, ob die mdglichen Veranderungen der Biomarker
Parameter einen Einfluss auf die klinischen Charakteristika haben, insbesondere die

Depressionsschwere.

. Ein Teil des Projekts kann als Fortsetzung eines z.T. analysierten Projektes angesehen
werden. Dort wurden mit einfachen technischen Mitteln biologische Parameter im
Verlauf der Behandlung depressiver Patienten dargestellt, insbesondere der Speichel
Hormonkonzentration, des Blutdruckes, der Plasma-Elektrolyte, der Herzraten-
Variabilitat, des Tiefschlafes sowie der Salz-Préferenz [6]. Die technische Einfachheit ist
ein wesentliches Charakteristikum, das ermdglicht, eine gréRere Anzahl von Patienten
im Verlauf zu untersuchen, um damit biologische und klinische Subgruppen
differenzieren zu konnen. Damit soll ein Weg ertffnet werden, dem Kliniker einfache
Parameter an die Hand zu geben, die klinisch relevant sind, und so den Weg zur

Benutzung von Biomarkern im klinischen Alltag zu ermdglichen.

. Das Projekt involviert eine Anzahl von Verfahren und Parametern, die in der
Zusammenschau deutlich aussagekréaftiger sein sollten, als einzelne Parameter. Dieser
Netzwerkaspekt fokussiert im Wesentlichen auf die Interaktion verschiedener Systeme
Im Gegensatz zur Ansicht eines ,final common pathways®. Die technische Einfachheit

der Marker ermdglicht diesen Netzwerkansatz.

® Befunden des vorangehenden Projektes folgend wurden hier neben der Manipulation
des RAAS mittels SHW/Magnesium komplexere mechanistische Untersuchungen
eingeflhrt, die der Klarung der zugrundeliegenden Pathophysiologie nachgehen. Dabei

handelt es sich um Magnetresonanz-Tomographische Verfahren, namlich der
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Charakterisierung der Volumina der Hirn-Seitenventrikel, der Plexi choroidei sowie
umliegender Regionen, insbesondere des vorderen Anteils des Corpus callosums sowie
der Basalganglien. Daneben werden DTl und MR-spectroskopische Verfahren benutzt,
um mogliche biochemisch/metabolische Verdnderungen und der Auffélligkeiten der

weilRen Substanz darzustellen.

Diese Zusammenschau von Parametern auf der Grundlage einer klar definierten Hypothese ist bislang
nicht erfolgt. Die Befunde dieser Studie kdnnten dazu beitragen, eine bislang wenig beachtete

pathophysiologische Grundlage, insbesondere von Therapie-Refraktaritat, zu bestatigen.

B.9. Versuchsplanung — biometrisches Studiendesign

Folgende spezifische Hypothese soll dabei untersucht werden:

Hypothese 1: Die funktionelle Sensitivierung peripherer MR mittels Inhibition von HSD2 und die
nachfolgende Reduzierung der Aldosteron-Freisetzung ist mit einer verminderten Aktivierung

zentralnervdser MR verbunden. Dies spiegelt sich in den genannten Biomarken wider.

Hypothese 2: Die verminderte Freisetzung von Aldosteron fiihrt zu einer Verkleinerung der
Ventrikelvolumina und der Kompression umliegender anatomischer Areale. Dieser Befund steht in
Zusammenhang mit einer Verénderung von FA-Wert, gemessen mit DTI-MRT und magnetresonaz-
spektroskopisch nachweisbaren Parametern, insbesondere Glutamine, Glutamat und N-Acetyl-

Aspartate, sowie einem erhdhten Ansprechen auf antidepressive Therapie.

B.10. Patientenzanhl

Eine formale Fallzahlberechnung wird nicht vorgenommen, da es sich hier um eine Pilotstudie
handelt. Folgend der vorangehenden Studie sind 30-40 Patienten vorgesehen. Die Befunde

dieser Studie werden genutzt, um eine randomisierte Placebo-kontrollierte Studie zu planen.

Studienkollektiv

Die Einschlusskriterien umfassen folgende Diagnosen der ICD-10:

. F 32 (Depressive Episode)
. F 33 (Rezidivierende depressive Storung)

. F 34 (Anhaltende affektive Stérungen).
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Eine dieser Diagnosen muss der primare Grund fur den aktuellen stationdren Aufenthalt in der Klinik
fur Psychiatrie und Psychotherapie des Universitatsklinikums Marburg sein. Begrindung des
stationaren Aufenthaltes durch eine andere psychiatrische Haupterkrankung mit einer der o.g.

komorbiden Erkrankungen fuhrt nicht zum Einschluss in diese Verlaufsbeobachtung.

Ausschlusskriterien sind folgende:

. ICD-10 F20 bis F23 (Schizophrene und wahnhafte Stérungen)
. Fehlende deutsche Sprachkenntnisse

. Neurologische Erkrankungen, bei denen eine Beteiligung des zentralen Nervenssystems

bekannt ist, wie z.B. Epilepsien, Speicherkrankheiten, schwere geistige Behinderung
. Nicht-Einwilligung oder Unféhigkeit zur Einwilligung in die Studie

Ausschlusskriterien fir MRT-Untersuchungen
Der Ein- und Ausschluss in die MRT-Untersuchung erfolgt unter Zuhilfenahme eines etablierten

Screenings-Bogens unserer Klinik, der insbesondere die MR-relevanten Bereiche wie Metalle im
Korper, Platzangst etc. erfasst (liegt der Aufklarung bei). Fir die Teilnahme an einer MRT Untersuchung

sind folgende Ausschlusskriterien zu beachten:

. nicht abnehmbare ferromagnetische Metalle am oder im Korper, oder biomedizinische
Implantate die ferromagnetischen Eigenschaften besitzen bzw. elektrisch oder
magnetisch aktiviert und deaktiviert werden (z.B. Spirale, Endoprothesen,
Infusionspumpen, Intraport, kinstliche Herzklappen, Implantierter Herzschrittmacher,
Gefalclips, Gelenkprothese, Metallstifte, Zahnspange, Granatsplitter, Akupunkturnadel,

etc.)
. Metallhaltiges Make-up oder grol3flachige Tatowierungen in Kopfnéhe, Piercings
. Weibliche Teilnehmer: Bestehende Schwangerschaft

B.11. Statistisches Auswertungsverfahren

B.11.1. Die Parameter und die Messzeitpunkte
Bei dem Studiendesign dieser Studie handelt es sich um eine Kohortenstudien. Es werden drei Gruppen

von Parametern zu drei Zeitpunkten bestimmt, mit Ausnahme der MRT Untersuchungen, die lediglich
am Beginn (vor Baseline) und am Ende (vor der Abschlussuntersuchung) durchgefiihrt werden.
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Klinische Parameter, die die Schwere und den Behandlungsverlauf determinieren
kdnnen und eine biologische Grundlage haben, sind: Schweregrad, Dauer der
Erkrankung und Dauer der depressiven Episode, Alter, Geschlecht, Spezifische klinische
Merkmale (Vorhandensein von vegetativen Parametern 1. der melancholischen
Depression, 2. der atypischen Depression oder 3. die Abwesenheit von vegetativen
Parametern). Dabei handelt es sich um nominal gemessene Werte. Die klinischen

Parameter dienen zur Einteilung in drei Kohortengruppen.

Biologische Parameter, die im Verlauf des Projektes als EinflussgroRen metrisch erfasst

werden sind:

Speichel-Aldosteron (bei Erwachen)

Tiefschlafdauer (SWS)

Morgendliche Herzratenvariabilitat (HRV)

Salzpraferenz (VAS)

Gangbild-Parameter und Kognition

Plasma Magnesium

Arterieller Blutdruck und Pulsfrequenz

Speichel-Kortisol (bei Erwachen)

Speichel-Oxytocin (bei Erwachen)

Speichel-Vasopressin (bei Erwachen)

Plasma-Renin, Vasopressin und Oxytocin

Inflammatorische Marker, insbes. CRP

Hirnanatomische Parameter, einschliesslich Ventrikelvolumen, Volumen von Corpus

callosum und der Basalganglien
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. FA-Wert gemessen mit DTI-MRT
. Magnetresonanz-Spektroskopische Parameter.

3. Verlaufsparameter, die im Verlauf des Projektes metrisch erfasst werden und das

Outcome bestimmen sind:

. Veranderung der Hamilton Depression Rating Scale-21 (HDRS-21) sowie dessen
Subscore HDRS-6. (Anmerkung: der HDRS-6 Subscore enthélt die zentralen Depressiven
Symptome, jedoch nicht die vegetativen Symptome. Die Differenzierung in die
vegetativen Symptomgruppen macht es notwendig, die vegetativen Symptome aus der

Verlaufsanalyse der Besserung der depressiven Symptomatik auszuschlief3en)
. Friher Response (mindestens 20 % Reduktion des HDRS-21 nach 1-2 Wochen).
. Response nach 6 Wochen (mindestens 50 % Reduktion der HDRS-21)

. In explorativer Weise und als Sensitivitatsanalyse der HauptzielgroRen (Response und
Non-Response) wird der Verlauf mit weiteren Skalen in gleicher Weise bestimmt. Diese
sind HDRS-6, HDRS-ltem 1, QIDS, Beck, GAF, CGl und die Auswertung des

Zustandsbarometers.

B.12. Geplante statistische Analysen

Korrelative Analyse

Der Einfluss von SHW/Magnesium im Verlauf der Zeit wird mittels einer Messwiederholungs-ANOVA
dargestellt, wobei Geschlecht und weiter unten zu definierende Biomarker-Subgruppen als Faktoren
getestet werden. Die Aldosteron/Kortisol Plasma Konzentration-Ratio (AKR) gilt als primarer

Zielparameter.

Subgruppen Analysen
Subgruppen werden definiert anhand der Auspragung von Biomarkern zum Baseline-Zeitpunkt. Die

Gruppen werden aufgeteilt ein eine > als der Median und < als der Median.

Des Weiteren soll mit Hilfe eines multivariaten Regressionsmodells der Einfluss von Parametern der
MR-Aktivitdt zum Baseline Zeitpunkt auf den klinischen Ausgang getestet werden. Dieser wird im

Regelfall als die Veranderung des HDRS-21-Wertes zwischen Baseline und dem Zeitpunkt 6 Wochen
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nach Baseline definiert. Ausnahmen: Falls innerhalb dieses Beobachtungszeitraumes ein wesentlicher
Wechsel des Therapieverfahrens durchgefuhrt wird, werden die Erhebungen unmittelbar zuvor
durchgeflihrt. Des Weiteren, falls die Entlassung des Patienten in den 6 Wochen Zeitraum féllt, werden

die Erhebungen unmittelbar vor Entlassung durchgefihrt.

Fir die primare Analyse werden zwei Gruppen auf Grundlage der Aldosteron/Kortisol Plasma
Konzentration-Ratio (AKR) definiert: hohe AKR vs. niedrige AKR, nach Aufspaltung am Median. Der

Einfluss dieser Gruppen-Variable auf die Veranderung der HDRS-21 wird als primare Analyse getestet.

Fur diese und alle weiteren Analysen wird Geschlecht und Depressions-Typ als co-variabler Faktor

einbezogen. Als Outcome Variabel dient die HDRS-21.

Im Folgenden werden weitere zu analysierende Einflussfaktoren aufgezéhlt, die als Surrogatparameter
die MR Aktivitat darstellen. Die Gruppen werden dazu aufgeteilt wie oben am Median. Diese werden
nach unten aufgelisteter Prioritat hierarchisch ausgewertet werden (1.=hdchste Prioritat und 15.=

niedrigste Prioritat):

1. Speichel Aldosteron
2. Arterieller Blutdruck und Pulsfrequenz: Hoch vs. Niedrig.
3. Tiefschlafdauer (SWS): Hoch vs. Niedrig.

4. Herzratenvariabilitat (HRV): Hoch vs. Niedrig.

5. Salzpraferenz: Hoch vs. Niedrig.
6. Plasma Magnesium: Hoch vs. Niedrig.
7. Inflammatorischer Marker CRP: Hoch vs. Niedrig.

8. Speichel-Kortisol: Hoch vs. Niedrig.

9. Plasma-Renin: Hoch vs. Niedrig.

10.  Speichel-Oxytocin: Hoch vs. Niedrig
11.  Speichel-Vasopressin: Hoch vs. Niedrig

12.  Gangbild: Aufféllig vs. Unauffallig
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13.  Falls vorhanden: Ventrikel- Corpus Callosum und Basalganglien-Volumen: Grof3 vs.

Klein

14. Falls vorhanden: Die Konzentration von Glutamine, Glutamate und NAA im

prafrontalen Kortex, den Basalganglien und dem Hippocampus.
15. Falls vorhanden: FA-Wert (DTI-MRT)
16.  Falls vorhanden: Elektrolyt-Konzentration im CSF: groR3 vs. klein.

17.  Falls vorhanden: Vasopression, Aldosteron und Kortisol-Konzentration in CSF: hoch vs.

niedrig.

Die Parameter 1. bis 17. werden in hierarchisch geordneter Weise ausgewertet. Die Tests gelten als
konfirmativ, solange in der Hierarchie zuvor alle Parameter eine signifikante Differenz gezeigt haben.

Im anderen Falle gelten die Tests als explorativ.

Der Einfluss von Alter, Dauer der depressiven Episode und Dauer der Erkrankung auf die einzelnen

biologischen Parameter wird korrelativ getestet und gegebenenfalls mit in die Analysen einbezogen.

Explorative Analysen

a) Veranderungen der genannten Parameter der MR-Aktivitat zum Zeitpunkt Outcome (6 Wochen
nach Baseline, bei Entlassung oder bei wesentlichem Wechsel der Therapie) werden mit denen zu
Baseline verglichen. Diese Berechnungen werden in der Gesamtgruppe, in den Aldosteron-Gruppen
und zusétzlich nach Geschlecht und nach Depressions-Subgruppe getrennt durchgefiihrt. Dafur wird
ein Wilcoxon Test fur verbundene Stichproben herangezogen. Diese Berechnungen werden in der
Gesamtgruppe, in den Aldosteron-Gruppen und zusatzlich nach Geschlecht und nach Depressions-

Subgruppe getrennt durchgefiihrt.

b) Explorativ werden die Verédnderungen der genannten Parameter mittels Pearson’s
Korrelationskoeffizient berechnet. Diese Berechnungen werden in der Gesamtgruppe, in den
Aldosteron-Gruppen und zusatzlich nach Geschlecht und nach Depressions-Subgruppe getrennt

durchgefihrt.
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C. Belastung und Risiko

C.1. Projektbedingte Handlungen am Patienten, Risiken und Komplikationen

Die Teilnahme an der Studie ist mit nahezu keinem Risiko verbunden. Die Einnahme von
SHW/Magnesium liegt mit ihrer Dosis in einem Bereich, der als nicht problematisch (generally
regarded as safe, GRAS), angesehen werden kann. Parameter, die durch SHW/Magnesium beeinflusst

werden, werden engmaschig kontrolliert (Blutdruck, Elektrolyte).

Die Blutentnahme wird nach den Regeln der arztlichen Praxis nur von ausgebildetem medizinischem
Personal durchgefihrt. Dabei kann es in seltenen Féllen zu lokalen Hamatomen (Blutergiissen)
und/oder Infektionen kommen. In sehr seltenen Féallen kann dabei ein kleiner Hautnerv getroffen
werden. Dabei wird nach Mdglichkeit versucht, die Blutentnahme zur Bestimmung der Blutelektrolyte
und der Entziindungsparameter mit den ohnehin im klinischen Alltag anfallenden Blutentnahmen zu
synchronisieren, die normalerweise auf den Stationen im 2-wdchigen Rhythmus stattfinden, sodass

fur die Studie nach Mdglichkeit nicht extra Blut entnommen werden muss.

Auch das EEG ist ein praktisch unschadliches Verfahren. Im Rahmen des EEGs werden elektrische
Potentiale iber ein Stirnband erfasst, wobei keine besondere Vorbereitung der Haut von Noten ist. Da
es sich um eine kabellose Ubertragungsform der EEG-Daten an einen Monitor am Bettrand handelt ist
es ausgeschlossen, dass die zu untersuchende Person in irgendeiner Form von elektrischen
Riickkopplungen durch das Gerat gefahrdet ist. Die verwendeten EEG-Geréte sind keine reinen
Forschungsgerate, sondern im kommerziellen Handel erwerbbar und deshalb auch als ungeféhrlich
einzustufen. Die einzige Komplikation, die auftreten kann sind Druckstellen, die durch langes Liegen
auf der Elektrode Gber Nacht zu Stande kommen kdnnten. Diese Druckstellen sind jedoch ungeféhrlich
und verschwinden kurz nach Abnahme des Elektrodenstirnbandes. Der vorschriftsmaRige Betrieb wird
dadurch gewdhrleistet, dass Personen, die flr die Untersuchung verantwortlich sind, zuvor eine
intensive Einarbeitung und auch den Patienten im nachtlichen Umgang mit dem Zeo Sleep Manager

schulen.

Die Messung des Gangbilds ist ebenso ein Verfahren mit geringem Risiko. Patienten werden
aufgefordert in eigenem Rhythmus zu gehen. Das am Kérper befestigte i-Phone wird so angebracht,

dass keine Behinderung dadurch entsteht.

Die Untersuchungen mittels MRT sind etablierte Verfahren. Patienten werden auf spezifische
Ausschlusskriterien hin untersucht (Metall im Korper, Tatowierungen, Klaustrophobie). Sofern keine
MRT-Ausschlusskriterien (siehe Kapitel 0) vorliegen, bestehen fiir Teilnehmer der Studie keine Risiken

in Verbindung mit den MR-Untersuchungen.
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Umgang mit Zufallsbefunden: Als Zufallsbefunde kdnnten pathologische Laborwerte, pathologische
EEG-Parameter, hirnstrukturelle Auffélligkeiten oder Herzrhythmusstérungen entdeckt werden. Die
Patienten werden in einer Patienteninformation darlber aufgeklart, dass es sich nicht um eine
klinische Diagnostik handelt: ,,Die hier durchgefiihrten Untersuchungen sind keine diagnostischen
Untersuchungen, das hei3t die Daten werden nicht auf das Vorliegen einer Erkrankung analysiert.” Zu
dem Zeitpunkt, zu dem Zufallsbefunde entdeckt werden, wird der Studienleiter informiert und
ubernimmt die Verantwortung dafiir, dass der Proband sofort kontaktiert wird. Um diesen Fall a priori
zu berticksichtigen, enthélt die Patienteninformation den Passus: ,,Sollten uns trotzdem Auffélligkeiten
wie z.B. Herzrhythmusstorungen in der Herzratenvariabilitditsmessung, steile Wellen in der EEG-
Ableitung oder weit tber die Norm verénderte Laborwerte auffallen, werden Sie darlber von einem

Arzt informiert.”

C.2. Abbruchkriterien

Solange die technische Sicherheit der Geréte gewahrleistet ist und sichere Verfahrensweisen bei der
Durchfuhrung der Untersuchungen eingehalten werden kénnen, kann der Versuch weitergefiihrt

werden. Abbruchkriterium ist der Riickzug der Einwilligung des Patienten.

Waéhrend der Messungen im MRT haben die Probanden jederzeit die Mdglichkeit, durch Betatigung
eines Notfallknopfes das Experiment zu beenden. Zusatzlich wird, wenn moglich (z.B. in kleinen
Messpausen), der Proband immer wieder gefragt, wie er sich flhlt, um Zwischenféllen vorzugreifen.
Falls ein Abbruch der Untersuchung aufgrund von Erschdpfung oder anderen Faktoren geschieht,
kdnnen die Untersuchungen zu einem spéateren Zeitpunkt fortgefihrt werden, sofern der Teilnehmer

dies wiinscht. Es erfolgt keine erneute Kontaktaufnahme bei Nichtteilnahme.

C.3. Datenschutz

C.3.1. Daten anonymisiert?
Die klinischen und neuropsychologischen, ebenso wie die EEG-Daten werden durch Angabe eines

Buchstabens fur die Gruppe und einer fortlaufenden dreistelligen Nummerierung kodiert
(pseudonymisiert, z.B. A123). Die arztliche Schweigepflicht bleibt strengstens gewahrt, die

Datenschutzbedingungen werden eingehalten.

C.3.2. Speicherung und Ubermittlung?
Die wie unter 21 dargestellt pseudonymisierten Daten werden in der Klinik fir Psychiatrie und

Psychotherapie des Universitatsklinikums GieRen und Marburg flr die Dauer von mindestens 10
Jahren bzw. bis zum Widerruf der Einverstandniserklarung ausschlieBlich auf geschiitzten Rechnern

gespeichert. Mitarbeiter der Klinik fur Psychiatrie und Psychotherapie des Universitatsklinikums
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Marburg werten die Daten aus. Die Datenlbermittlung erfolgt dabei ausschlieBlich Gber gesicherte

Datenleitungen.

Die Schlusselliste auf der alle Proben der Teilnehmer dieser Studie zuriickverfolgt werden kénnen, wird
von Medizinisch Technischer Assistentin der Klinik fiir Psychiatrie und Psychotherapie der Philipps-

Universitat Marburg verwaltet und 5 Jahre nach dem Ende dieser Studie vernichtet.

Dr. med. Harald Murck
Dr. med. Maxim Zavorotnyy

Cand.med. Lisa Lehr
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5.4 Patient Education and Consent

KLINIKUM

A9 der Philipps-Universitat

FACHBEREICH HUMANMEDIZIN Marburg

Universitatsklinikum Gieen und Marburg GmBH Direktor: Prof. Dr. T. Kircher
Klinik fur Psychiatrie und Psychotherapie

Projektleiter: PD Dr. H Murck

Klinik fir Psychiatrie und Psychotherapie der Philipps-Universitat Marburg
Rudolf-Bultmann-Stralle 8, 35039 Marburg

Tel: +1 201 294 1195

Informationsblatt

fur die Patientinnen und Patienten zur Studie
»,veranderungen des Renin-Angiotensin-Aldosteron Systems

im Verlauf einer stationaren Depressionsbehandlung*

Sehr geehrte Patientin, sehr geehrter Patient,

In diesem Schreiben werden Sie darliber aufgeklart, um was es in dem Projekt
»veranderungen des Renin-Angiotensin-Aldosteron Systems im Verlauf einer stationdren
Depressionsbehandlung “ geht und welche Untersuchungen im Einzelnen durchgefiihrt

werden. Wir bitten Sie um Teilnahme an diesem Projekt.

Ziel der Untersuchung

Sie werden um Teilnahme an dieser Studie gebeten, da Sie unter einem depressiven
Syndrom leiden. Ein depressives Syndrom wird durch viele Faktoren beeinflusst, u.a.

stressvolle Erfahrungen, eine Veranlagung zu erhéhter Sensibilitat auf Stress und weiteren
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korperlichen Einflussfaktoren, wie hormonelle Veranderungen, Verdnderungen des
Immunsystems sowie Stoffwechsel-Stérungen. Es sind eine Reihe wirksamer Verfahren
bekannt, Depressionen zu behandeln. Dazu gehoren psychotherapeutische Verfahren und
medikamenttse Therapien. Dennoch ist das Ansprechen auf eine gegebene Therapie fur
viele Patienten nicht befriedigend, d.h. es dauert oft zu lange, das richtige Verfahren flr
einen individuellen Patienten zu finden. Das liegt vermutlich daran, dass das Zusammenspiel
von therapeutischen Verfahren mit der Vielzahl der biologischen und personlichen Faktoren
eines einzelnen Patienten nicht gut bekannt ist. Unser Ziel ist es hier, mit einfachen
Verfahren wichtige biologische Merkmale zu untersuchen, die den Behandlungserfolg

bestimmen kdnnen.

Durch Ihre Teilnahme erzielen Sie keinen unmittelbaren Nutzen fiir sich, es wird auch keine

Aufwandsentschadigung gezahlt.

Die Teilnahme an dieser Studie ist freiwillig. Sie kbénnen jeder Zeit und ohne Angabe von Griinden

Ihre Einwilligung zurtickziehen, ohne dass Ihnen daraus Nachteile entstehen.

Beschreibung und Ablauf der Untersuchung

Um Ihren Zustand zu erfassen, werden zu verschiedenen Zeitpunkten verschiedene Aspekte
Ihrer Depression in Interviews erhoben und mit Skalen erfasst. Einige der Skalen sind
sogenannte Selbsterfassungs-Skalen, die Sie selber ausfullen sollen. Zeitpunke der
Erfassungen sind vor Beginn Ihrer neuen Behandlung (Baseline), nach ca. 2 Wochen der
Behandlung, sowie zum Studienabschluss, in der Regel also nach ca. 6 Wochen der
Behandlung, oder, alternative, bei Umstellung der Therapie oder Entlassung. Es werden nicht

immer alle Fragebdgen genutzt. Die Bearbeitung dauert ca. 60-90 min.

Daneben sollen biologische Parameter bestimmt werden, die mit einfachen Mitteln eine
bessere Beschreibung lhres korperlichen Zustandes ermdglichen. Diese erfolgen zum
Zeitpunkt vor der neuen Behandlung (Baseline), ca. 2 Wochen danach sowie in der Regel
nach ca. 6 Wochen. Im Falle einer wesentlichen Umstellung der Therapie oder Ihrer
Entlassung wird diese Untersuchung zum Zeitpunkt dieser Ereignisse erfolgen. In
besonderen Féllen kénnen mit Ihrer Zustimmung Zwischenerfassungen erhoben werden z.B.
zu Beginn oder Ende einer besonderen Therapiema3nahme.
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Die folgenden Parameter werden morgens um 7 Uhr bei lhnen erhoben, nachdem Sie

aufgewacht sind.

(0]

Dafur wird ein Schlaf-EEG abgeleitet, fiir das Sie lediglich ein Stirnband Gber Nacht
tragen, in dem Elektroden aus leitenden Fasern enthalten sind. Dabei ist in aller
Regel keine Vorbereitung der Haut notwendig. Die Elektroden haben einen
kabellosen Kontakt zu einem separaten Monitor, der neben dem Bett steht. Die
Anlage des Stirnbandes ist nicht schwierig, jedoch kann Ihnen Pflegepersonal helfen,
falls Sie dabei Fragen haben. Innerhalb von 2 Minuten kdnnen Sie einen
komfortablen Sitz davon erreichen. Am Morgen kann es nach dem Erwachen
muihelos abgenommen werden.

Die Herzraten-Variabilitdt (HRV) wird mittels einer kurzen Messung nach dem
Erwachen (je eine Minute) mehrfach gemessen. Dabei werden Sie gebeten, je eine
Elektrode in jeder Hand zu halten. Alternativ kénnen Ableitungen vom Brustkorb
oder mit einem Finger-Sensor oder Ohr-Sensor benutzt werden. Auf Anweisung, die
auf dem Gerét zu sehen ist, wird der Atem synchronisiert und so die HRV Uber einen
Zeitraum von einer Minute gemessen. Dieser Vorgang wird zweifach wiederholt und
die gesamte Messung dauert ca. 5 Minuten.

Der Blutdruck wird mittels einer elektronischen Blutdruckmanschette oder analog
gemessen. Diese Messung dauert ca. 2 Minuten.

AulRerdem sollen Speichel und Blut gesammelt werden. Speichelproben (2 ml)
werden morgens unmittelbar nach Aufwachen gewonnen, um Stresshormone zu
bestimmen. Die Blutentnahmen werden nach Maoglichkeit mit den ohnehin im
klinischen Alltag anfallenden Blutentnahmen synchronisiert, die bei uns
normalerweise im 2-wodchentlichen Rhythmus stattfinden, so dass fur die Studie
nach Maglichkeit nicht extra gestochen werden muss. Es werden dafiir etwa 20 ml
Blut entnommen, um z.B. Konzentration von Blutsalzen oder von
Entziindungsmarkern zu bestimmen.

AuRerdem soll das Genexpressionsmuster von Leukozyten bestimmt werden.
Wichtig ist hierbei zu verstehen, dass es sich nicht um eine Analyse Ihres genetischen
Kodes, also lhres Erbmusters handelt, mit dem personliche Merkmale bestimmt

werden konnten. Auch eine personliche Identifikation ist aus diesen Daten nicht
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moglich. Vielmehr soll die Veranderung der Aktivitat der weiRen Blutkdrperchen
durch lhre Depression sowie die Veranderung der Aktivitat im Verlauf der
Behandlung beobachtet werden.

Des weiteren sollen Sie ein einer Geschmacksprobe teilnehmen. Wie Sie
maoglicherweise festgestellt haben, kann der Geschmackssinn wéhrend der
Depression verandert sein. Fur die Geschmacksprobe wird eine Kochsalzlésung
verwendet. Ein Wattebausch wird mit der Lésung getrénkt und sie sollen die
Salzigkeit und Angenehmheit einschatzen und auf jeweils einer Skala markieren
(Visuelle Analog Skala). Dieser Test dauert ca.10 min.

Im Anschluss wird ein Test mittels eines Smart-Phone APP durchgefiihrt, bei dem
Ihre Konzentrationsféhigkeit und Reaktionsgeschwindigkeit ermittelt wird. Dieser
Test dauert ca. 5 min.

Daraufhin wird ein Test zur Untersuchung des Gangbilds durchgefihrt. Fiir diesen
Test wird ein Smart-Phone (iPhone) mit Hilfe eines Glirtels, Pflasters oder dhnlichem
an lhrem Ricken befestigt. Sie werden dann aufgefordert, fir eine Minute in Ihrer
normalen Geschwindigkeit zu gehen. Dieser Test dauert ca. 2 min.

Als letztes sollten Sie am Ende des Tests mittels Fragebogen zwei Fragen zu lhrer
aktuellen Befindlichkeit beantworten. Diesen Test wiederholen Sie noch zweimal an

diesem Untersuchungstag

Insgesamt sollte die Erhebung der beschriebenen Parameter nicht langer als eine halbe

Stunde nach dem Erwachen dauern. Im Anschluss wird Ihnen ein Fragebogen zu Ihren

depressiven Symptomen vorgelegt (QIDS-SR und BDI). Sie werden 10-15 min bendtigen, um

Ihn auszufillen. Im Anschluss danach kdnnen Sie Friihstlicken. Bereits am Vortag werden Sie

ein Interview zu lhren Symptomen durchfiihren. Dieses Interview umfasst die Nutzung von

klinischen Fragebdgen durch den Untersucher und dauert ca. 45 min.

Neben den Daten, die speziell fir diese Studie erhoben werden, werden wéhrend lhres stationdren

Aufenthalts moglicherweise auch bildgebende Untersuchungen

MagnetResonanzTomographie (MRT) durchgefiihrt. Wir planen, diese Daten in unsere Analyse
einzubeziehen. Des weiteren, falls aus diagnostischen Griinden eine Untersuchung des Hirnwassers

(Liquor cerebrospinalis) erfolgt, kdnnen Analysen des Liquors wichtige Hinweise auf lhren Zustand

liefern. Wir planen daher, diese Daten in die Analyse einzubeziehen.
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Umgang mit Zufallsbefunden

Die hier durchgefiihrten Untersuchungen sind keine diagnostischen Untersuchungen, das
heil’t die Daten werden nicht auf das Vorliegen einer Erkrankung analysiert. Sollten uns
trotzdem Auffalligkeiten wie z.B. Herzrhythmusstorungen in der
Herzratenvariabilitdtsmessung, steile Wellen in der EEG-Ableitung oder weit tiber die Norm

veranderte Laborwerte auffallen, werden Sie dartiber von einem Arzt informiert.

Datenschutz

Ihre personenbezogenen Daten werden maschinell gespeichert und weiterverarbeitet. Die
Weitergabe, Speicherung und Auswertung dieser studienbezogenen Daten erfolgt nach
gesetzlichen Bestimmungen ohne Namensnennung mit Codes (z.B. A123) und setzt vor
Teilnahme an der Studie Ihre freiwillige Einwilligung voraus. Einige Laboruntersuchungen
werden bei auswartigen Kooperationspartnern durchgefiihrt, denen die Zuordnung ihres

Namens zu den Untersuchungsmaterialien aber nicht mdglich ist.

Wenn weitere Fragen bestehen, werden diese gerne vom Untersuchungsleiter oder dem
Projektleiter beantwortet. Bei lhrer Bereitschaft zur Teilnahme bitten wir Sie, vor der

Untersuchung die ,,Einwilligungserklarung“ vollstandig auszufillen und zu unterschreiben.

PD Dr. med. Harald Murck
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- KLINIKUM

g der Philipps-Universitat
Marburg

FACHBEREICH HUMANMEDIZIN

Universitatsklinikum GieBen und Marburg GmBH Direktor: Prof. Dr. T. Kircher
Klinik fur Psychiatrie und Psychotherapie

Projektleiter:
PD Dr. H Murck
Klinik fiir Psychiatrie und Psychotherapie der Philipps-Universitat
Marburg
Rudolf-Bultmann-Strale 8, 35039 Marburg
Tel: +1 201 294 1195

Einwilligungserklarung

fur die Patientinnen und Patienten zur Studie

~veranderungen des Renin-Angiotensin-Aldosteron Systems im Verlauf
einer stationaren Depressionsbehandlung“

Ich bestatige hiermit, dass ich durch den Untersucher Herrn/Frau ...........cccceene.e.
mundlich Uber Wesen, Bedeutung, Risiken und Tragweite der beabsichtigten
wissenschaftlichen Untersuchung aufgeklart wurde und fiir meine Entscheidung geniigend

Bedenkzeit hatte.

Ich habe das Informationsblatt gelesen und fiihle mich ausreichend informiert und habe
verstanden, worum es geht. Der Untersucher hat mir ausreichend Gelegenheit gegeben,
Fragen zu stellen, die alle fir mich ausreichend beantwortet wurden. Ich hatte geniigend

Zeit mich zu entscheiden.

Ich habe verstanden, dass bei wissenschaftlichen Studien personliche Daten und
medizinische Befunde erhoben werden. Die Weitergabe, Speicherung und Auswertung
dieser studienbezogenen Daten erfolgt nach gesetzlichen Bestimmungen und setzt vor

Teilnahme an der Studie meine freiwillige Einwilligung voraus:
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Ich erklare mich damit einverstanden, dass im Rahmen dieser Studie erhobene
Daten/Krankheitsdaten auf Fragebdgen und elektronische Datentréager pseudonymisiert
aufgezeichnet und ohne Namensnennung an der Klinik fur Psychiatrie der Philipps-
Universitat Marburg, Rudolf-Bultmann-Stralie 8, 35039 Marburg ausgewertet oder an eine
von dieser beauftragte Stelle zum Zwecke wissenschaftlicher Auswertung weitergegeben

und im Rahmen der Studienergebnisse pseudonymisiert publiziert werden.

Ich habe eine Kopie der Patienteninformation und dieser unterschriebenen

Einwilligungserklarung erhalten.
AuRerdem erklare ich mich damit einverstanden, dass im Rahmen dieser Studie auf die Ergebnisse
von MRT- und Liquor-Untersuchungen (welche im Rahmen weiterer Studien oder der klinischen

Untersuchungen erhoben wurden bzw. werden) und diese Daten fiir Zwecke wissenschaftlicher Arbeit

nutzen dirfen.

Meine Einwilligung, an diesem Forschungsvorhaben als Patient teilzunehmen, erfolgt ganz
und gar freiwillig. Ich wurde darauf hingewiesen, dass ich meine Einwilligung jederzeit ohne

Angabe von Gruinden widerrufen kann, ochne dass mir daraus Nachteile entstehen.

Ich willige hiermit ein, als Patient / Patientin an dem Forschungsvorhaben teilzunehmen.

NaMEe: oo,

Geburtsdatum: ...,

Datum und Uhrzeit: .........cccoveevnn..

Unterschrift des Patienten: ..........cccooceeveeeviveeenn,
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Ich habe den Patienten mundlich Uber Wesen, Bedeutung, Reichweite und Risiken des
Forschungsvorhabens aufgeklart.

Name: ..o,

Datum und Uhrzeit: ........ccocoeevvviins

(O] S

Unterschrift des Untersuchers: .......cccccooevvvvievnnenn

= KLINIKUM
(=358 der Philipps-Universitat
©7 Marburg

FACHBEREICH HUMANMEDIZIN

Universitatsklinikum Gieen und Marburg GmBH Direktor: Prof. Dr. T. Kircher
Klinik fur Psychiatrie und Psychotherapie

Projektleiter: PD Dr. H Murck

Klinik fir Psychiatrie und Psychotherapie der Philipps-Universitat Marburg
Rudolf-Bultmann-Stralie 8, 35039 Marburg

Tel: +1 201 294 1195

Informationsblatt

fur die Patientinnen und Patienten zur Studie

»veranderungen des Renin-Angiotensin-Aldosteron Systems im Verlauf einer
stationdren Depressionsbehandlung bei gleichzeitiger Einnahme des 11-f3-

hydroxysteroid-dehydrogenase Typ 2 inhibierenden Pflanzenextrakts

(Stissholzwurzel, Glycyrrhiza glabra)*
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Sehr geehrte Patientin, sehr geehrter Patient,

In diesem Schreiben werden Sie darlber aufgeklart, um was es in dem Projekt
»Vverénderungen des Renin-Angiotensin-Aldosteron Systems im Verlauf einer stationdren
Depressionsbehandlung  bei  gleichzeitiger Einnahme des  11-B-hydroxysteroid-
dehydrogenase Typ 2 inhibierenden Pflanzenextrakts (Stissholzwurzel, Glycyrrhiza glabra)*
geht und welche Untersuchungen im Einzelnen durchgefiihrt werden. Wir bitten Sie um

Teilnahme an diesem Projekt.

Ziel der Untersuchung

Sie werden um Teilnahme an dieser Studie gebeten, da Sie unter einem depressiven
Syndrom leiden. Ein depressives Syndrom wird durch viele Faktoren beeinflusst, u.a.
stressvolle Erfahrungen, eine Veranlagung zu erhéhter Sensibilitat auf Stress und weiteren
korperlichen Einflussfaktoren, wie hormonelle Veranderungen, Verdnderungen des
Immunsystems sowie Stoffwechsel-Storungen. Es sind eine Reihe wirksamer Verfahren
bekannt, Depressionen zu behandeln. Dazu gehdren psychotherapeutische Verfahren und
medikamentdse Therapien. Dennoch ist das Ansprechen auf eine gegebene Therapie fur
viele Patienten nicht befriedigend, d.h. es dauert oft zu lange, das richtige Verfahren fur
einen individuellen Patienten zu finden. Das liegt vermutlich daran, dass das Zusammenspiel
von therapeutischen Verfahren mit der Vielzahl der biologischen und personlichen Faktoren
eines einzelnen Patienten nicht gut bekannt ist. In einer vorausgehenden Studie haben wir
wichtige biologische Merkmale untersucht, die den Behandlungserfolg bestimmen kénnen.
Unser jetziges Ziel ist es, herauszufinden, ob die Gabe von SuSholzwurzel und Magnesium
diese Marker beeinflussen kann. Beim SiiBholzwurzel-Extrakt (verabreicht als 2 Kapseln am
Morgen und 2 Kapseln am Abend) handelt es sich um eine Substanz die in niedriger Dosis
auch in Lakritz vorkommt. Durch Ihre Teilnahme erzielen Sie keinen unmittelbaren Nutzen

fur sich, es wird auch keine Aufwandsentschadigung gezahlt.

Die Teilnahme an dieser Studie ist freiwillig. Sie kdnnen jeder Zeit und ohne Angabe von

Grunden Ihre Einwilligung zurilickziehen, ohne dass Ihnen daraus Nachteile entstehen.
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Beschreibung und Ablauf der Untersuchung

Um Ihren Zustand zu erfassen, werden zu verschiedenen Zeitpunkten verschiedene Aspekte
Ihrer Depression in Interviews erhoben und mit Skalen erfasst. Einige der Skalen sind
sogenannte Selbsterfassungs-Skalen, die Sie selber ausfillen sollen. Zeitpunkte der
Erfassungen sind vor Beginn lhrer neuen Behandlung (Baseline), nach ca. 2 Wochen der
Behandlung, sowie zum Studienabschluss, in der Regel also nach ca. 6 Wochen der
Behandlung, oder, alternative, bei Umstellung der Therapie oder Entlassung. Es werden nicht

immer alle Fragebdgen genutzt. Die Bearbeitung dauert ca. 60-90 min.

Daneben sollen biologische Parameter bestimmt werden, die mit einfachen Mitteln eine
bessere Beschreibung lhres korperlichen Zustandes ermdglichen. Diese erfolgen zum
Zeitpunkt vor der neuen Behandlung (Baseline), ca. 2 Wochen danach sowie in der Regel
nach ca. 6 Wochen. Im Falle einer wesentlichen Umstellung der Therapie oder lhrer
Entlassung wird diese Untersuchung zum Zeitpunkt dieser Ereignisse erfolgen. In
besonderen Fallen konnen mit lhrer Zustimmung Zwischenerfassungen erhoben werden z.B.

zu Beginn oder Ende einer besonderen TherapiemaRnahme.

Die folgenden Parameter werden morgens um 7 Uhr bei lhnen erhoben, nachdem Sie

aufgewacht sind.

o Dafir wird ein Schlaf-EEG abgeleitet, fiir das Sie lediglich ein Stirnband tiber Nacht
tragen, in dem Elektroden aus leitenden Fasern enthalten sind. Dabei ist in aller
Regel keine Vorbereitung der Haut notwendig. Die Elektroden haben einen
kabellosen Kontakt zu einem separaten Monitor, der neben dem Bett steht. Die
Anlage des Stirnbandes ist nicht schwierig, jedoch kann Ihnen Pflegepersonal helfen,
falls Sie dabei Fragen haben. Innerhalb von 2 Minuten kdnnen Sie einen
komfortablen Sitz davon erreichen. Am Morgen kann es nach dem Erwachen
mihelos abgenommen werden.

o Die Herzraten-Variabilitdét (HRV) wird mittels einer kurzen Messung nach dem
Erwachen (je eine Minute) mehrfach gemessen. Dabei werden Sie gebeten, je eine
Elektrode in jeder Hand zu halten. Alternativ kénnen Ableitungen vom Brustkorb
oder mit einem Finger-Sensor oder Ohr-Sensor benutzt werden. Auf Anweisung, die

auf dem Gerat zu sehen ist, wird der Atem synchronisiert und so die HRV (ber einen
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Zeitraum von einer Minute gemessen. Dieser Vorgang wird zweifach wiederholt und
die gesamte Messung dauert ca. 5 Minuten.

Der Blutdruck wird mittels einer elektronischen Blutdruckmanschette oder analog
gemessen. Diese Messung dauert ca. 2 Minuten.

AuRRerdem sollen Speichel und Blut gesammelt werden. Speichelproben (2 ml)
werden morgens unmittelbar nach Aufwachen gewonnen, um Stresshormone zu
bestimmen. Die Blutentnahmen werden nach Mdglichkeit mit den ohnehin im
klinischen Alltag anfallenden Blutentnahmen synchronisiert, die bei uns
normalerweise im 2-wochentlichen Rhythmus stattfinden, so dass fur die Studie
nach Mdglichkeit nicht extra gestochen werden muss. Es werden dafiir etwa 20 ml
Blut entnommen, um z.B. Konzentration von Blutsalzen oder von
Entzindungsmarkern zu bestimmen. Bei der Blutentnahme kann es zur
Hamatombildung, der Verletzung von Blutgefaen und in sehr seltenen Fallen zur
dauerhaften Nervenschadigung kommen.

Des Weiteren sollen Sie ein einer Geschmacksprobe teilnehmen. Wie Sie
moglicherweise festgestellt haben, kann der Geschmackssinn wahrend der
Depression verandert sein. Fur die Geschmacksprobe wird eine Kochsalzlésung
verwendet. Ein Wattebausch wird mit der Losung getrankt und sie sollen die
Salzigkeit und Angenehmheit einschatzen und auf jeweils einer Skala markieren
(Visuelle Analog Skala). Dieser Test dauert ca.10 min.

Im Anschluss wird ein Test mittels eines Smart-Phone APP durchgefiihrt, bei dem
Ihre Konzentrationsféahigkeit und Reaktionsgeschwindigkeit ermittelt wird. Dieser
Test dauert ca. 5 min.

Daraufhin wird ein Test zur Untersuchung des Gangbilds durchgefiihrt. Fir diesen
Test wird ein Smart-Phone (iPhone) mit Hilfe eines Glrtels, Pflasters oder &hnlichem
an lhrem Ricken befestigt. Sie werden dann aufgefordert, fir eine Minute in Ihrer
normalen Geschwindigkeit zu gehen. Dieser Test dauert ca. 2 min.

Als letztes sollten Sie am Ende des Tests mittels Fragebogen zwei Fragen zu lhrer
aktuellen Befindlichkeit beantworten. Diesen Test wiederholen Sie noch zweimal an

diesem Untersuchungstag
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Insgesamt sollte die Erhebung der beschriebenen Parameter am Morgen nicht l&nger als eine
halbe Stunde nach dem Erwachen dauern. Im Anschluss wird Ihnen ein Fragebogen zu lhren
depressiven Symptomen vorgelegt (QIDS-SR und BDI). Sie werden 10-15 min bendtigen, um
Ihn auszufillen. Im Anschluss danach kénnen Sie Friihstlicken. Bereits am Vortag werden Sie
ein Interview zu lhren Symptomen durchfiihren. Dieses Interview umfasst die Nutzung von

klinischen Fragebdgen durch den Untersucher und dauert ca. 45 min.

Ab dem ersten Untersuchungstag, bekommen Sie zusatzlich zu Ihrer reguldren Medikation
morgens und abends zwei StiBholzwurzel-Kapseln und eine Magnesium-Brausetablette. Ihr
Blutdruck und Ihre Blutelektrolyte werden ab diesem Zeitpunkt wdchentlich Gberprift, um
den Effekt der Substrate zu kontrollieren und, falls notwendig, Dosisanpassungen
durchzufuhren. Mdgliche Nebenwirkungen der Siholzwurzel sind Wassereinlagerungen
und Verdnderungen im Elektrolythaushalt. Nach Dosisreduktion bzw. Absetzen des
Praparates, klingen die Nebenwirkungen wieder ab. Bei einer zu hohen Magnesium-
Einnahme, kann es zu weichem Stuhl und Durchfallen kommen. Auch diese Nebenwirkung

kann durch eine Dosisreduktion oder Absetzen des Préparates wieder beseitigt werden.

AuRerdem sollen zwei Untersuchungen im Kernspintomographen erfolgen. Im folgenden

Abschnitt erlautern wir lhnen genaueres:

Funktionsweise: Das menschliche Gehirn besteht aus einer Vielzahl von Molekiilen, die
jeweils spezifische magnetische Eigenschaften aufweisen (sog. Kernspinresonanz). Bei
Anwendung von starken Magnetfeldern kénnen diese gemessen und im Anschluss daran die
Konzentration von Molekilen im Gehirn festgestellt werden. Auf diese Weise lassen sich

Aussagen Uber die Struktur und die Durchblutung des Gehirns ermitteln.

Durchfiihrung: Sie liegen wéhrend der Untersuchung auf einem Tisch, der Sie mit dem
Oberkorper in die Offnung des MR-Tomographen hineinfahrt. Zusatzlich wird ein
Magnetspulenrahmen, ahnlich einem Helm, um lhren Kopf gelegt. Wahrend der Messung
entstehen unterschiedlich laute Gerdusche des MR-Tomographen, die von elektrischen
Umschaltvorgangen der Magnetfelder herriihren. Um die Gerdusche zu dampfen, tragen Sie
einen Kopfhdrer. Sie haben wéhrend der Untersuchung jederzeit die Moglichkeit, mit den

Untersuchern iber eine Wechselsprechanlage in Kontakt zu treten. Zusatzlich bekommen Sie
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einen gesonderten Alarmknopf fur Notfalle, so dass sie auf Ihren Wunsch hin jederzeit aus

dem MR-Tomographen herausgefahren werden kénnen.

Mogliche Gefahren: Die MRT-Technologie ist fur den Korper nach heutigem Erkenntnisstand
unschéadlich. Sie basiert auf mehr als 25 Jahren Erfahrung und wird téglich in allen groReren Kliniken
eingesetzt. Bekannte Risiken ergeben sich ausschlieRlich durch metallische Gegenstanden oder Stoffe
mit magnetischen Eigenschaften, die sich am oder im Kérper befinden. Diese kénnen sich erhitzen und
zu Verbrennungen fuhren. Lose Metallteile (z.B. Ohrringe, Minzen, Schlissel) konnen durch das
Magnetfeld beschleunigt werden und dann zu Verletzungen fuhren. Daher sind Personen von der
Teilnahme an der Untersuchung im Kernspintomographen ausgeschlossen, die elektrische Geréate (z.B.
Herzschrittmacher, Medikamentenpumpen) oder Metallteile (z.B. Schrauben nach Knochenbruch) im
oder am Kdrper haben. Personen mit Epilepsie oder mit einem Herzschrittmacher dirfen nicht an der
MRT-Untersuchung teilnehmen, auch nicht Personen mit schweren korperlichen Erkrankungen,
Zustand nach Sch&del-Hirn-Trauma oder Operation von Hirntumoren. Schwangere Patientinnen
durfen ebenfalls wahrend der Schwangerschaft an dieser Untersuchung nicht teilnehmen. Risiken

unabhéngig von den Genannten sind bislang nicht bekannt.

Die h&ufigste Nebenwirkung ist die als unangenehm empfundene lokale Muskelanspannung in der
Kopfhaut unter der Spule. Diese ist vollig harmlos, aber gewdhnungsbedurftig. Weiterhin kann das
beim Aufbau des Magnetfeldes entstehende Gerdusch stdrend sein. Sie erhalten deshalb bei Bedarf

einen Ohrenschutz.

Eine sehr seltene Komplikation ist die Auslésung eines Krampfanfalles bei Stimulationswerten, die
deutlich Gber den von uns verwendeten liegen. Das Risiko liegt jedoch lediglich bei 0,5%. Fur diesen
Fall haben wir alle Vorkehrungen getroffen. Selten kénnen Kopfschmerzen auftreten, diese sprechen

auf normale Kopfschmerzmittel an. Folgeschéden der Stimulation sind nicht beschrieben.

Sollten Sie wahrend der Stimulation unangenehme Begleiterscheinungen haben, bitten wir Sie, uns
dies mitzuteilen. Sollten nach der Stimulation Stérungen auftreten, informieren Sie uns bitte immer

auch bei scheinbar unwesentlichen Beschwerden.

Abgesehen von mdglichen Unbequemlichkeiten, die vom stillen Liegen in der engen MRT-
Rohre resultieren, und der Lautstarke des Tomographen, sollten keine Beschwerden
wéahrend der Untersuchung auftreten. Wir mdchten Sie allerdings darauf hinweisen, dass
Uber mdogliche langfristige Risiken bei wiederholten MRT-Messungen bisher keine

wissenschaftlich abgesicherten Ergebnisse vorliegen.
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Die kernspintomographischen Untersuchungen dauern jeweils ca. 60 Minuten. Vor Beginn
der neuen Behandlung (Baseline) soll die erste, in der Woche der Abschlussuntersuchung
(circa sechs Wochen spater) soll die zweite kernspintomographische Untersuchung

stattfinden.

Neben den Daten, die speziell fiir diese Studie erhoben werden, werden wahrend lhres
stationaren Aufenthalts mdoglicherweise auch bildgebende Untersuchungen mittels
Magnetresonanz Tomographie (MRT) durchgefuhrt. Wir planen, diese Daten in unsere
Analyse einzubeziehen. Des Weiteren, falls aus diagnostischen Griinden eine Untersuchung
des Hirnwassers (Liquor cerebrospinalis) erfolgt, kénnen Analysen des Liquors wichtige
Hinweise auf lhren Zustand liefern. Wir planen daher, diese Daten in die Analyse

einzubeziehen.

Umgang mit Zufallsbefunden

Bei der Studie handelt es sich um eine Forschungsstudie. Das heil3t, dass die hier
durchgefiihrten Untersuchungen keine diagnostischen Untersuchungen sind. Die Daten
werden nicht auf das Vorliegen einer Erkrankung analysiert. Es findet keine neurologische
Befundung der MR-Bilder im Sinne einer klinisch orientierten Diagnostik statt. Dennoch kann
es vorkommen, dass in den MR-Bildern Signalauffélligkeiten entdeckt werden, die eine
maogliche klinische Relevanz haben (,,Zufallsbefund®). Falls sich bei der Untersuchung
Anhaltspunkte flr einen Zufallsbefund ergeben, die eine facharztliche neuro-radiologische
Diagnostik empfehlenswert erscheinen lassen, wirde Sie der Versuchsleiter personlich
dartber informieren. AulRerdem findet keine Befundung der Herzratenvariabilitat, der EEG-
Ableitung und der Laborwerte statt. Sollten wir Auffalligkeiten entdecken, die eine mogliche
klinische Relevanz haben, wird Sie auch hiertiber der Versuchsleiter personlich informieren.
Falls Sie Uber einen Zufallsbefund nicht informiert werden wollen, stellt dies ein

Ausschlusskriterium fur die Teilnahme an der Studie dar.
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Datenschutz

Ihre personenbezogenen Daten werden maschinell gespeichert und weiterverarbeitet. Die
Weitergabe, Speicherung und Auswertung dieser studienbezogenen Daten erfolgt nach
gesetzlichen Bestimmungen ohne Namensnennung mit Codes (z.B. A123) und setzt vor
Teilnahme an der Studie Ihre freiwillige Einwilligung voraus. Einige Laboruntersuchungen
werden bei auswartigen Kooperationspartnern durchgefiihrt, denen die Zuordnung ihres

Namens zu den Untersuchungsmaterialien aber nicht mdglich ist.

Wenn weitere Fragen bestehen, werden diese gerne vom Untersuchungsleiter oder dem
Projektleiter beantwortet. Bei lhrer Bereitschaft zur Teilnahme bitten wir Sie, vor der

Untersuchung die ,,Einwilligungserklarung* vollstandig auszufillen und zu unterschreiben.

PD Dr. med. Harald Murck
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2 KLINIKUM

25! der Philipps-Universitat
7/ Marburg

FACHBEREICH HUMANMEDIZIN

Universitatsklinikum GieBen und Marburg GmBH Direktor: Prof. Dr. T. Kircher
Klinik fur Psychiatrie und Psychotherapie

Projektleiter: PD Dr. H Murck

Klinik fir Psychiatrie und Psychotherapie der Philipps-Universitat Marburg
Rudolf-Bultmann-Stralle 8, 35039 Marburg

Tel: +1 201 294 1195

Einwilligungserklarung

fur die Patientinnen und Patienten zur Studie

»veranderungen des Renin-Angiotensin-Aldosteron Systems im Verlauf einer
stationaren Depressionsbehandlung bei gleichzeitiger Einnahme des 11-3-
hydroxysteroid-dehydrogenase Typ 2 inhibierenden Pflanzenextrakts

(Sussholzwurzel, Glycyrrhiza glabra)*

Ich bestatige hiermit, dass ich durch den Untersucher Herrn/Frau ............ccoeee.e.
mundlich Uber Wesen, Bedeutung, Risiken und Tragweite der beabsichtigten
wissenschaftlichen Untersuchung aufgeklart wurde und fiir meine Entscheidung geniigend

Bedenkzeit hatte.

Ich habe das Informationsblatt gelesen und fuhle mich ausreichend informiert und habe
verstanden, worum es geht. Der Untersucher hat mir ausreichend Gelegenheit gegeben,
Fragen zu stellen, die alle fiir mich ausreichend beantwortet wurden. Ich hatte gentigend
Zeit mich zu entscheiden.

Uber mdgliche Nebenwirkungen und die Wirkungsweise wurde ich ausreichend aufgeklart.
Mir ist bekannt, dass die zusatzliche Gabe von SiRholzwurzel und Magnesium keine
Behandlung darstellt, sondern der wissenschaftlichen Erforschung der Depression dient. Die

Risiken der Nebenwirkungen, sind mir bekannt.
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Ich habe verstanden, dass bei wissenschaftlichen Studien personliche Daten und
medizinische Befunde erhoben werden. Die Weitergabe, Speicherung und Auswertung
dieser studienbezogenen Daten erfolgt nach gesetzlichen Bestimmungen und setzt vor
Teilnahme an der Studie meine freiwillige Einwilligung voraus: Ich erklare mich damit
einverstanden, dass im Rahmen dieser Studie erhobene Daten/Krankheitsdaten auf
Fragebdgen und elektronische Datentrager pseudonymisiert aufgezeichnet und ohne
Namensnennung an der Klinik fur Psychiatrie der Philipps-Universitat Marburg, Rudolf-
Bultmann-Stralle 8, 35039 Marburg ausgewertet oder an eine von dieser beauftragte Stelle
zum Zwecke wissenschaftlicher Auswertung weitergegeben und im Rahmen der
Studienergebnisse pseudonymisiert publiziert werden.

dieser unterschriebenen Einwilligungserklarung erhalten.

AuRerdem erklare ich mich damit einverstanden, dass im Rahmen dieser Studie zwei Untersuchungen
im Kernspintomographen stattfinden dirfen, solange ich keines der Ausschlusskriterien erfille. Ich
bin ausreichend Uber den Ablauf dieser Untersuchung aufgeklart worden. Auf die Ergebnisse von
MRT- und Liquor-Untersuchungen, welche im Rahmen weiterer Studien oder der Kklinischen
Untersuchungen erhoben wurden bzw. werden, darf die Forschungsgruppe dieser Studie zugreifen

und diese Daten flir Zwecke wissenschaftlicher Arbeit nutzen.

Bitte hier Initialen, wenn mit der MRT-Untersuchung einverstanden:

Ich habe eine Kopie der Patienteninformation und
Meine Einwilligung, an diesem Forschungsvorhaben als Patient teilzunehmen, erfolgt ganz
und gar freiwillig. Ich wurde darauf hingewiesen, dass ich meine Einwilligung jederzeit ohne

Angabe von Griinden widerrufen kann, ohne dass mir daraus Nachteile entstehen.

Ich willige hiermit ein, als Patient / Patientin an dem Forschungsvorhaben teilzunehmen.

NaME: ..o
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Geburtsdatum: ........ccoceevvvvieinn

Datum und Uhrzeit: ........ccceveevnn.

Unterschrift des Patienten: ..........cccoccveveeeviveeennnee

Ich habe die Patientin bzw. den Patienten mundlich und schriftlich tGber Wirkweise,
Vertraglichkeit und mdogliche Risiken der Gabe von SifZholzwurzel-Extrakt und
Magnesium aufgeklart.

Ich habe die Studienteilnehmerin bzw. den Studienteilnehmer mundlich und schriftlich
Uber Wesen, Bedeutung, Reichweite und Risiken des Forschungsvorhabens

aufgeklart.

NaMEe: .o,

Datum und Uhrzeit: ..o

Ort:

Unterschrift des Untersuchers: .......c.ocoovecevvivennnnn.
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6. Formalia

6.1 Lebenslauf
2012 Allgemeine Hochschulreife, Marienschule Minster
2012-2013 Freiwilliges soziales Jahr, St. Franziskus Hospital Munster
2013-2020 Studium der Humanmedizin, Philipps-Universitat Marburg
Seit Januar 2021 Verfassen der Doktorarbeit und Arbeit im Impfzentrum Marburg
Juli bis Dezember 2021 | Assistenzarztin in der Schon Klinik Minchen Schwabing, Neurologie
Seit Januar 2022 Assistenzérztin im Klinikum rechts der Isar, Nephrologie

6.2 Verzeichnis der akademischen Lehrenden

Meine akademischen Lehrenden waren in Marburg:
Vorklinischer Studienabschnitt:

Adamkiewicz, Basler, Baranovski, Bauer, Bette, Bertoune, Braun, Brehm, Bonaterra, Cetin, Daut,
Decher, del Rey, Eickmann, Feuser, Grundmann, Hildebrandt, Hobiger, Koolman, Lill, Loffler, Mey,
Milani, Mueller, Neumuller, Oberwinkler, Oliver, Preisig-Mdller, Reese, Rost, R6hm, Rust, Schiitz,
Schwarz, Seitz, Steiniger, Schratt, Suske, Thieme, Weihe, Wertenbruch, Westermann, Wilhelm,
Wrocklage

Klinischer Studienabschnitt;

Peter Alter, Detlef Bartsch, Erika Baum, Klaus Baumann, Anette Becker, Stephan Becker, Katja
Becker, Christoph Best, Siegfried Bien, Richard Birk, Christopher Bliemel, Stefan Bohlander, Andreas
Burchert, Frank Czubayko, Carsten Denkert, Ulrike Denzer, Norbert Donner-Banzhoff, Volker Duda,
Leopold Eberhart, Karla Eggert, Rudiger Eming, Rita Engenhart-Cabillic, Dapjne-Asimenia Eschbach,
Michael Frink, Susanne Fuchs-Winkelmann, Urban Geisthoff, Josef Geks, Geraedts, Christian Gorg,
Thomas Gress, lvica Grigic, Frank Glinther, Christian Haas, Achim Hellinger, Martin Hessmann, Michael
Hertl, Stephan Hoch, Rainer Hofmann, Katharina Holzer, Joachim Hoyer, Andreas Jerrentrup, Dennis
Josephs, Matthias Kalder, Inge Kamp-Becker, Peter Herbert Kann, Clemens Kill, Tilo Kircher, Andreas
Kirschbaum, Andreas Klemmer, Ina Kluge, Susanne Knake, Michael Knipper, Rembert Koczulla, Ulrich
Kohler, Martin Kémhoff, Arne Kénig, Johannes Kruse, Maritta Kiilhnert, Michael Lohoff, Markus Luster,
A. Mahnken, Rolf-Felix Maier, Andrea Maisner, Robert Mandic, Hans-Dieter Mennel, Katja Menzler,
Nikolas Mirow, Roland Moll, Ulrich Mdller, Harald Murck, Reiner Mutters, Igor Nenadi¢, Andreas
Neubauer, Christopher Nimsky, Ludwig Oberkircher, Wolfgang Herrmann Oertel, Egbert Opitz, Axel
Pagenstecher, Sabine Pankuweit, Mariana Parahuleva, David Pedrosa, Wolfgang Pflitzner, Irene Portig,
Timothy David Plant, Ardawan Rastan, Harald Renz, Reinald Repp, Gerd Richter, Jorge Riera-
Knorrenschild, Anja Rinke, Steffen Ruchholtz, Jirgen Schafer, Bernhard Schieffer, Bernhard Schmeck,
Ulrich Schu, Maximilian Schulze, Stephan Schulze, Johannes Schumacher, Carola Seifert, Guido Seitz,
Walter Sekundo, Frank Sommer, Boris Stuck, Bjorn Tackenberg, Lars Timmermann, Claus Franz
Vogelmeier, Sebastian Vogt, Uwe Wagner, Stefanie Weber, Jochen Alfred Werner, Thomas Wiesmann,
Till Wissniowski, Hinnerk Wulf, Maxim Zavorotny
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teilgenommen haben fir ihre Mitarbeit bedanken.
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Studie unterstitzte, motivierte und mir die Forschung néherbrachte.
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eingereichte Arbeit mit dem Titel .... in der Klinik fur Psychiatrie und Psychotherapie unter Leitung von
... mit Unterstiitzung durch ... ohne sonstige Hilfe selbst durchgefiihrt und bei der Abfassung der Arbeit
keine anderen als die in der Dissertation aufgefiihrten Hilfsmittel benutzt habe. Ich habe bisher an
keinem in- oder auslandischen Medizinischen Fachbereich ein Gesuch um Zulassung zur Promotion
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Ich versichere, dass ich sémtliche wortlichen oder sinngeméRen Ubernahmen und Zitate kenntlich
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Mineralocorticoid-receptor (MR) dysfunction as expressed by low systolic blood pressure
and a high salivary aldosterone/cortisol ratio predicts less favorable antidepressant
treatment outcome. Inhibition of peripheral 11-beta-hydroxysteroid-dehydrogenase type
2 (11betaHSD2) reverses these markers. We therefore tested the hypothesis that the
11betaHSD2 inhibitor glycyrrhizin affects treatment outcome via this mechanism. We
administered Glycyrrhiza glabra (GG) extract containing 7-8 % of glycyrrhizin at a dose
of 2 x 700 mg daily adjunct to standard antidepressants in hospitalized patients with
major depression. These subjects were compared in an open-label fashion with patients,
who did not receive GG (treatment as usual, TAU). Assessments were done at baseline
and approximately 2 weeks after. Twelve subjects were treated with GG and compared
to 55 subjects with TAU. At week 2, the Hamilton Depression Rating Scale (HAMD-
21) change from baseline as well as the CGI-S change showed a significant time
x treatment interaction (p < 0.03), indicating a possible therapeutic benefit of GG.
Clinical benefit seems to be more pronounced in subjects with lower systolic blood
pressure and significantly correlated with reduced sleep duration in the GG group. Our
preliminary data show that treatment with the 11betaHSD2 inhibitor glycyrrhizin may
possess a beneficial effect on antidepressant response, which may be specific to a
defined depression subtype.

Keywords: major depression, aldosterone, mineralocorticoid receptor, inflammation, depression subtypes, toll
like receptor 4 (TLR4), cortisol
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INTRODUCTION

Major depressive disorder (MDD) is a very common mental
condition with a lifetime prevalence of around 15%. According
to the largest prospective trial (Star*D), approximately only
one third of all subjects achieved remission within 6 weeks
of standard treatment (1). In previous reports, neuroendocrine
changes in major depressive disorder (MDD) have been
widely described, which mainly focused on the stress hormone
cortisol. Besides cortisol, the involvement of aldosterone in the
stress response became increasingly evident in recent years.
It was, however, already stated by the founder of the stress
concept Hans Selye (2). More recently, aldosterone has been
recognized as a potential biomarker of the depressive state
as supported by clinical (3-5) and preclinical data (6-10). Of
importance is that markers of increased aldosterone action
via central mineralocorticoid receptors appear to be associated
with therapy resistance to standard antidepressants (11, 12).
Proposed mechanisms include an interaction with aldosterone
specific brain areas, including the nucleus of the solitary tract
(see below) (13, 14) and of aldosterone-induced inflammation
(9, 15, 16). The increased aldosterone concentration in treatment
refractory patients is associated with a reduced systolic blood
pressure, which points to a reduced peripheral sensitivity of
the mineralocorticoid receptor (MR) to aldosterone (11). Thus,
reduced peripheral MR sensitivity may be related to treatment
refractoriness in MDD, as independently described (17, 18).

A recent study demonstrated in a placebo-controlled
randomized trial the added benefit of glycyrrhizin as an adjunct
treatment to SSRI (19). Interestingly, glycyrrhizin targets exactly
the biological pattern, which we identified in our bottom up
approach to define therapy refractory depression (TRD): it
reduces circulating aldosterone (and vasopressin) levels (20-23)
and also increases blood pressure (24) in a dose-dependent
manner. A demonstrated molecular mechanism is the inhibition
of the enzyme 11-beta hydroxysteroid-dehydrogenase type
2 (11betaHSD2) in the periphery (24, 25). The inhibition of
11betaHSD?2 allows cortisol to reach the intracellular MR (26),
which is otherwise metabolized by the enzyme. This is crucial
for aldosterone’s specificity, as aldosterone and cortisol have
a similar a nity at the MR, but cortisol has an ~500-fold
higher plasma concentration. An inhibition of this enzyme
therefore allows cortisol to act as a mineralocorticoid (27).
A feedback mechanism, via an MR-mediated inhibition of
renin release, leads consequentially to a reduced aldosterone
secretion in combination with an increased blood pressure.
Furthermore, glycyrrhizin  has anti-inflammatory e ects
not only by reducing plasma aldosterone but also by direct
antagonistic e ects at the toll-like receptor 4 (TLR4), which
is a crucial trigger for innate immunity (28-30). The fact that
polymorphisms of the 11betaHSD2 gene exist and are involved
in blood pressure regulation (27) provides a potential basis for
interindividual di erences, which might become the basis for a
future personalized treatment approach.

With regard to the central action of aldosterone, it should be
noted that aldosterone binds only to specific binding locations
within the brain, despite the wide distribution of the MR.

Most brain MRs, for example the classical intracellular MRs
in the hippocampus, are not readily accessible to aldosterone.
As stated above, this is due to the fact that cortisol and
aldosterone have a similar a nity to the MR, but cortisol is
present in an ~500-fold higher concentration in the blood stream
(31). MR-selective tissue in the brain requires the intracellular
presence of 1lbetaHSD2, similarly to the situation in the
periphery (31). This is not the case in the hippocampus. Instead,
the nucleus tractus solitarii (NTS), which expresses both the
MR and the 11betaHSD?2, is the primary anatomical target of
aldosterone in the brain (32).

Taken together, there is a growing body of evidence
demonstrating an association of peripheral MR dysfunction,
increased aldosterone levels, and TRD. Also, an inhibition
of peripheral 11betaHSD2 appears to activate peripheral MR
and reduce aldosterone release. Therefore, we hypothesize that
add-on glycyrrhizin, which is provided in the form of a
glycyrrhizin-containing extract from Glycyrrhiza glabra (GG),
inhibits peripheral 11lbetaHSD2 and as a consequence may
expand the e ectiveness of antidepressant drugs. Our current
study compared a group of patients, who received GG adjunct
to standard antidepressant treatment with a group, which only
received treatment as usual (TAU). We were further interested
in potential predictors and moderators of the response to
glycyrrhizin, based on earlier identified biomarkers and in
particular its action to increase peripheral MR activity, to reduce
aldosterone secretion and therefore central MR activation.

METHODS

The studied patients were hospitalized at the Department
for Psychiatry and Psychotherapy of the Philipps University
Marburg. Subjects were recruited for an ongoing observational
study [renin-angiotensin aldosterone system (RAAS) study],
in which patients were treated with standard antidepressant
treatment only, and a second study to examine the e ects of
GG on biomarkers and clinical characteristics of patients, who
were treated with standard antidepressants and in addition
received twice daily GG (GG study). Both studies were approved
by the ethics committee of the Philipps-University Marburg.
Participating patients, who met inclusion/exclusion criteria,
signed an informed consent.

Study Conduct

Before a new treatment regime was started (in one of the GG
subjects, this consisted of a non-pharmacological treatment),
a baseline assessment took place. Two days after the baseline
examination, the open-label treatment with GG was started
at a dose of 2 x 2 capsules of a standardized GG extract
in the form of capsules from Glycyrrhiza glabra (GG) in the
GG group. The extract contained 7-8 % of glycyrrhizin (Gall
Pharma, Austria) and was administered at a dose of 2 x 700 mg
daily adjunct to standard treatment to hospitalized patients
with major depression. In addition, 2 x 150 mg magnesium in
the form of magnesium citrate was administered in order to
overcome potential long-term tolerability issues, which could
occur due to the MR-mediated increased magnesium depletion.
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TABLE 1 | Demographic and medication characteristics.

GG TAU
N Mean Std. N Mean Std.
deviation deviation
Age (years) 12 37.3 109 55 44.6 15.7
Age of onset (years) 12 27.3 10.0 54 36.4 16.1
Number of episodes 12 7.4 8.1 51 3.4 4.0
Duration current 12 25.1 169 51 23.5 39.4
episode (weeks)
BMI kg/m? 12 29.9 7.7 51 27.8 5.5
Number/(%) Number/(%)

Gender m/f 7/5 23/32
SSRI/SNRI 12 9(75%) 55 44 (80.0%)
Tricyclic 12 1(8.3%) 55  4(7.2%)
Mirtazapin 12 0 55 12 (21.8%)
MAO inhibitors 12 1(8.3%) 55 3(5.4%)
Lithium 12 1(8.3%) 55 8 (14.5%)
Atypical neuroleptics 12 4 (25.0%) 55 24 (43.6%)
Low dose typical 12 3(25.0%) 55 16 (29.0%)
neuroleptics
None 12 1(8.3%) 55 0

Capsules were taken in the morning and evening. Clinical
and neurophysiological parameters were determined at baseline
and 2 weeks after baseline. The changes from baseline in
clinical and biomarker parameters were compared to the group
receiving TAU.

Patient Population

For inclusion, patients had to meet ICD-10 diagnostic criteria
for major unipolar depressive disorder. Patients with psychosis
or with severe personality disorders were excluded. For further
information, the criteria are described more precisely in previous
works (11). Demographic and medication use data are presented
in Table 1. Despite the di erence in the number of subjects, most
of the patient characteristics are fairly balanced. Two notable
exceptions are the numerically higher number of depressive
episodes and lower frequency of the use of atypical neuroleptics.
These di erences are not expected to favorably bias the GG
treatment group.

Collected Parameters
Three trained raters conducted all clinician ratings to reduce
interrater variability. All ratings for a given subject were
performed by the same rater. Clinician rating consisted of the
Clinical Global Impression Scale for severity (CGI-S) (33) and
Hamilton Depression Rating Scale with 21 items (HDRS-21) (34).
In addition, scores for item 1 of the HAMD-21 (depressiveness)
is reported.

Saliva for the measurement of cortisol and aldosterone
was collected immediately after awakening. Patients had to
consecutively chew on two Salivettes® Cortisol samplers

(Sartstedt, NUmbrecht, Germany) in order to gain enough
saliva. Samples were frozen at—20°C up to two weeks and
then at—80°C until shipment by mail to the Institute of
Experimental Endocrinology (Slovak Academy of Sciences,
Bratislava, Slovakia) for analysis. Saliva cortisol concentrations
were analyzed using a commercially available enzyme-linked
immunosorbent assay (IBL International, Hamburg, Germany).
Salivary aldosterone concentrations were measured by a modified
methodology (35) using a commercial radioimmunoassay kit
(Immunotech, Prague, Czech Republic). To get usable results,
saliva was concentrated three times.

e Blood pressure was measured using an automatic blood
pressure monitor (Omron M5 Professional™, Omron
Medizintechnik, Mannheim, Germany) mounted on the
patient’s upper right arm.

e Heart rate variability was determined as respiratory sinus
arrhythmia (RSA) two times with a device and corresponding
app (iThlete®, HRV Fit Ltd, Hampshire, United Kingdom)
linked to a smartphone (iPhone), as described in detail before
(11). The measurement took place 5-10 min after awakening.
Heart rate variability was measured twice for a 55-s test
interval each. Patients followed the breathing cadence of 7.5
breaths per minute displayed by a lung animation on the
smartphone screen. Calculations performed within the iThlete
app are based on the time domain HRV index, which is the
root mean square of successive R-R intervals (RMSSD). The
mean of two sequential measurements is reported here.

e Sleep monitoring was carried out by a simplified
polysomnographic system (Zeo™, Inc., Newton, MA,
USA) that used only three proprietary sensors in a headband
that transferred sleeping data wirelessly to a bedside monitor.
The electrodes of the headband were placed at the forehead
below Fpl, Fpz, and Fp2. Scoring took place in 30-s epochs
each night using four sleep stages (wake, light sleep, deep
sleep, and rapid eye movement sleep). The advantage of this
monitoring system is that assessments are carried out in
the usual sleeping environment, thus avoiding the common
problems of sleep laboratory settings. Validity, as determined
by correlation with an expert system, has been demonstrated
for SWS and sleep duration.

e Blood draws for plasma electrolytes, including sodium,
potassium, and magnesium, were conducted before noon.
Plasma Na* and K™ levels were measured using specific ionic
selective electrodes. Mg?* was measured photometrically at
520 nm after complexion with calmagite (3-hydroxy-4-[(2-
hydroxy-5-methylphenyl)azo]-1-naphthalenesulfonic acid).

Procedures at Assessment Days

The examinations were performed in the following sequence: In
the evening at approximately 7 p.m., HDRS-21 and CGI were
performed. This was followed by the adjustment of a headband
which contained electrodes for a sleep EEG device. Immediately
after awakening, saliva for the analysis of aldosterone and cortisol
was collected. The sampling occurred before patients got out of
bed. Immediately after that, the HRV assessment and a salt taste
test were performed. The morning assessments were concluded
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TABLE 2 | Comparison of changes of laboratory and clinical parameters from baseline to week 2 between treatment groups.

GG baseline GG week 2 TAU baseline TAU week 2 GG TAU Interaction

N Mean SD N Mean SD N Mean sb N Mean SD
Age, years 12 37.3 10.9 12 37.3 10.9 55 44.6 16.7 55 44.6 16.7
BMI, kg/m? 12 29.9 7.7 12 30.0 7.7 51 27.8 5.5 51 27.8 55
TST, min 12 4099 815 11 3442 968 53 3928 72.0 48  391.1 80.1 p<0.08 p < 0.05
Heart rate variability 12 70.3 120 12 69.1 111 51 67.1 141 50 64.2 15.3 p < 0.05
Systolic BP, mmHg 12 1181 140 12 119.6 143 55 127.2 20.3 53 123.8 18.5 p < 0.05
Mg?*, mmol/I 12 0.83 005 12 0.98 045 53 0.85 0.07 52 0.85 0.07 p < 0.05
Na*/K* ratio 12 37.5 3.2 12 38.2 3.4 53 37.6 3.1 51 37.1 3.3
Aldosterone, pg/ml 12 14.3 1.7 11 14.8 7.5 51 22.4 21.8 46 16.3 12.7
Cortisol, ng/ml 12 4.23 217 12 5.38 3.09 54 5.9 3.66 52 6.10 3.92
HAMD-21 12 26.5 5.4 12 20.2 8.3 55 23.2 7.0 55 18.9 8.3 p <001 p<0.01 p < 0.03
HAMD (item 1) 12 3.5 0.8 12 2.5 1.6 55 2.9 1.0 55 2.4 1.2 p <005 p<0.05 p < 0.03
CGl severity 12 4.75 075 12 3.83 127 54 4.83 0.97 53 4.32 122 p<002 p<0.01 p < 0.05

A GG and A TAU, significant difference from baseline (t-test); Interaction, significant interaction of treatment, corrected for gender and rater.
TST, total sleep time; BMI, body mass index, BR, blood pressure; HAMD, Hamilton Depression Rating Scale; CGl, clinical global impression.

by the determination of blood pressure and the self-rating scales
BDI and QIDS (not reported here). Blood samples for the
determination of electrolytes were taken on this day before noon,
after at least 10 min of bedrest.

Statistical Analysis

As a proof-of-concept analysis, we compared the change of
the HAMD-21 score from baseline to week 2 in subjects, who
took an adjunct treatment with GG to the TAU group. We
used a repeated-measurement general linear model, using SPSS,
version 25, with treatment, gender, and rater as factors. The
same approach was used for the exploratory analysis of the
biochemical, endocrine, and physiological parameters.

In order to characterize the potential relationship (1) between
baseline parameters and clinical change and further (2) the
change in biomarker parameters and clinical change, we used
correlational analysis, utilizing Spearman correlation coe cients.
For this analysis, the relative change of the HAMD-21 from
baseline (R-HAMD-21) was expressed as a ratio of the HAMD-21
at week 2 divided to the baseline HAMD-21. For example, a 20%
increase would lead to a factor of 1.2, a 20 % reduction to a
factor of 0.8. This number was then correlated with the baseline
parameters. A similar approach for the change of biomarkers
was used. The p-values of the statistical tests are provided on
the basis of a two-sided assessment. A p < 0.05 is regarded as
statistically significant.

Power Calculation

A statistical power calculation for this study, based on our
previous data (11), assumes a di erence in that study between
biomarker positive vs. negative groups of 4 points on the HAMD-
21. Given a standard deviation of 6 and the given number of
subjects, the current design has a power of ~70% to detect a
di erence between the treatment groups with a one-sided alpha
of 0.05, as appropriate for a proof-of-concept study.

RESULTS

Twelve subjects were treated with GG and compared to 55
subjects, who were treated with standard of care only (TAU
group), in an open label design. After two weeks of treatment
the primary outcome variable, the Hamilton-Depression Rating
Scale change from baseline showed a significant di erence for
all groups (p < 0.05) and demonstrated a time x treatment
interaction (p < 0.05), indicating a therapeutic benefit of GG.
This was consistent with the item 1 of the HAMD-21 scale-based
change. In addition, the CGI-S showed a significant interaction
(p < 0.05) (Table 2).

In the GG group, blood pressure increased slightly, but
not significantly, whereas it dropped in the TAU (RAAS
sample) group (p < 0.05). Furthermore, HRV declined in
the TAU group (p < 0.05), but not in the GG group.
Heart rate increased in the GG group, but not the standard
group. Total sleep time (TST) showed a significant interaction
between the groups with a trend to a reduction in the GG
group (p < 0.08). [Mg%*] showed a significant interaction
between the groups, most likely as a consequence of Mg?+
administration, in the active group. We did not find the
expected change in salivary aldosterone or cortisol concentration
(Table 2).

We calculated correlations in a descriptive way to (1)
compare the association of baseline parameters with outcome
(Figure 1) and (2) explore changes in biomarkers with that of the
HAMD-21 from baseline (R-HAMD-21), all expressed as relative
values compared to baseline, as markers of functional target
engagement. In the TAU group, but not the GG group, baseline
systolic blood pressure was inversely correlated with the relative
outcome, meaning that higher blood pressure leads to a more
favorable outcome. The correlation lines cross at ~140 mm Hg,
which indicates that GG shows descriptively a favorable clinical
improvement in comparison to standard treatment below this
value (Figure 1).
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FIGURE 1 | Qualitative patterns for the biomarker-dependent differentiation of clinical outcome between GG-treated and not GG-treated (TAU) subjects. The
treatment effect is determined by the ratio of the HAMD-21 at week 2 to that at baseline. A value of 1 refers to no change in HAMD-21; higher values to worsening;
and lower values to improvement. Lower systolic blood pressure is related to lesser improvement in the TAU group, but larger improvement in the GG, which leads to
a larger differentiation between the groups with lower systolic blood pressure. GG, Glycyrrhiza glabra add-on; TAU, treatment as usual.

2.50

2.00

1.50

1.00

GG:R=0.63* A —— GG
TAU:R=0.04 2 G) rom—."TAU

o

relative HAMD-21 change (week 2)

40 .60 .80 1.00 1.20 1.40

relative change in total sleep time

FIGURE 2 | GG-induced biomarker changes are correlated with clinical change. A clinically better outcome, as determined by the HAMD-21 ratio, is significantly
correlated with a reduced total sleep time in the GG group. GG, Glycyrrhiza glabra add-on; TAU, treatment as usual.
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Furthermore, the relative change in total sleep time was
significantly correlated with the clinical change in the GG group,
but not the TAU group, in a way that reduction in total sleep time
points to clinical improvement (Figure 2).

DISCUSSION

Alterations in autonomic and neuroendocrine control a ect
treatment response in patients with depression. Glycyrrhizin
is a compound, which was selected to reverse this biomarker
pattern and the underlying biology. We could confirm the
previously described clinical e cacy of glycyrrhizin in an open
label comparison. We could also generate more evidence for the
di erential relationship between clinical response and systolic
blood pressure, which was one prespecified predictor of outcome,
but not with the salivary aldosterone/cortisol ratio. We also
describe an association of the overall clinical benefit in the GG
group with a reduction of total sleep time. This may point
to a specific clinically defined sensitive subgroup, i.e., patients
with hypersomnia.

In detail, we have described previously that a high ratio
of salivary aldosterone/cortisol and low blood pressure may
indicate a risk for antidepressant treatment resistance, potentially
based on a low peripheral MR activity (11). In an independent
population, we found evidence that a low ratio of plasma Na*/K*
is linked to worse treatment outcome (36). Some of these markers
appear to be trait or resilience markers, as they are stable over the
treatment interval (12). A trait like reduced sensitivity of the MR
has been demonstrated with an endocrine challenge test (17, 18).
It was hypothesized that by targeting a mechanism, related to this
biomarker pattern, i.e., peripheral MR activation, as regulated
partially by 11betaHSD2, may reverse treatment refractoriness.
A reduction of plasma aldosterone via inhibition of 11betaHSD2
activity (see Introduction) is regarded as the mediator of
this action. As already mentioned in the introduction, the
antagonist of 1lbetaHSD2 and of TLR4, glycyrrhizin, was
therefore hypothesized to overcome treatment refractoriness.
Indeed, the results of a recent double-blind placebo-controlled
study are consistent with our hypothesis, as it demonstrated
a superior outcome of glycyrrhizin adjunct to citalopram in
comparison to citalopram alone (19). A preferential benefit
of patients with higher levels of inflammation, as expressed
by C-reactive protein levels > 3 mg/l, was observed in that
study. Interestingly, the anti-inflammatory e ect of glycyrrhizin
and its active metabolite glycyrrhetinic acid is mediated via
antagonism at toll-like receptor 4 (TLR4) (29), i.e., the receptor
for endotoxin (lipopolysaccharide, LPS). LPS acts synergistically
with aldosterone (16) to induce an inflammatory response and
depression-like behavior in an animal model. This points to a
pro-inflammatory action of aldosterone and, conversely, an anti-
inflammatory e ect of aldosterone reduction. However, the exact
mechanism of glycyrrhizin's anti-inflammatory action and the
involvement of aldosterone in vivo needs further clarification.

Changes in aldosterone or cortisol were unexpectedly not
directly observed in this study. As the salivary collection
was performed 12-13h after the last administration of study
medication, the direct e ect on the concentration of aldosterone
may have disappeared. The observed mentioned functional

consequences, i.e., changes in total sleep time and its correlation
with clinical improvement, are in line with a suppressed TLR4
activity in subjects with a beneficial outcome (37). Furthermore,
a wake promoting e ects of NTS stimulation, i.e., of the primary
target for aldosterone, has been observed in animal models (38).

Mechanistically, this pattern of changes induced by GG is in
line with an increase in peripheral MR activation, leading to an
increased blood pressure (relative to the nontreated subjects),
and a reduction in activity of the renin—angiotensin aldosterone
system. These findings are consistent with an inhibition of the
enzyme 1lbetaHSD2: 11betaHSD2 inhibition leads to a higher
access of cortisol to MR, which leads to a suppression of the
release of renin and aldosterone (20, 39) without reducing blood
pressure. According to our current working hypothesis, lowering
aldosterone levels act to modulate the activity of the NTS, which
is a key nucleus in autonomic and a ect regulation (40). In
addition, an increase in cortisol/cortisone ratio can be expected
with an inhibition of 11beta HSD2, which, however, appears to
be mainly due to a reduction in cortisone concentration along an
unchanged cortisol concentration (41).

Interventions, which reduce the activity of the
renin—angiotensin aldosterone system, have been demonstrated
to influence major depression. Acute treatment with the
ACE-inhibitor captopril appears to improve depression in an
open-label trial (42) and of lisinopril in a case series (43). In
addition, beneficial e ects of the angiotensin receptor blocker
candesartan have been reported (44). However, direct MR
blockade with spironolactone in a placebo-controlled trial did
not induce an e ect on clinical outcome as an adjunct treatment
in depressed patients (45). For the latter finding, it is important
to keep in mind that MR blockade is not the same as aldosterone
reduction, which is attempted here. In fact, spironolactone leads
to an increase in plasma aldosterone in the study by Otte et al.
(45). Interestingly, fludrocortisone, which is a mineralocorticoid
used to treat postural tachycardia syndrome, induced a more
rapid antidepressive response in comparison to placebo-treated
subjects in antidepressant treatment responders (45). This is in
line with our hypothesis as fludrocortisone leads to a reduction
of peripheral plasma aldosterone concentration and is expected
to cross the blood brain barrier to only a negligible extent (46).

Genetic and endocrinological findings support the RAAS
as a target for antidepressant interventions. We mentioned
in the introduction that the gene for the target enzyme
11betaHSD2 shows variability on both genetic and epigenetic
levels. Furthermore, polymorphisms within the aldosterone-
regulating system have been demonstrated including the genes
for angiotensin converting enzyme (ACE) (47), the angiotensin
Il receptor (ATII) (47, 48), and MR (49, 50), most of which
have been linked to stress response or MDD. The gene for
11betaHSD?2 itself received attention in the area of blood pressure
control, but not yet in psychiatric disorders. However, a number
of endocrinological studies, which looked at the putative activity
of the 11betaHSD2 enzyme, have been reported. In hospitalized
patients with depression, the cortisone/cortisol ratio in plasma
was utilized to determine the activity of this enzyme (51). No
di erence was observed in the population studied. However,
the absence of specificity of this test for the 11betaHSD2 vs.
11betaHSD1 limits the interpretation of mentioned results. In
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addition, the subjects in the Weber et al. study (51) did show
marked hypercortisolism, which is not a general finding in major
depression, but only observed in about one third of depressed
subjects, and mostly related to melancholic features, i.e., those
with more severe sleep disturbances. A further study reported a
urinary steroid profile in outpatients with depression in line with
a reduced activity of the 11betaHSD1 (52) in depressed patients
vs. controls. Given that 11betaHSD1 and 11betaHSD?2 catalyze
opposite reactions, the mentioned results could be regarded
as evidence of an overactivity of the 11lbetaHSD2. A higher
activity of this enzyme blocks cortisol from accessing the MR
more completely by its more rapid metabolism into the inactive
cortisone, which does not activate the MR. This is expected to
lead to lower cortisol and higher aldosterone and cortisone levels.

Regarding the specificity of the observed e ects, a large
cross-sectional study demonstrated important di erences in
clinically defined subtypes of depression, i.e., atypical depression
vs. melancholic depression (53). Atypical MDD is associated
with increased inflammation, as expressed by a higher CRP
level and an increased activation of the RAAS, as expressed
by an increase in the plasma concentration of angiotensin-
converting enzyme (ACE). This form also shows higher rates
of the metabolic syndrome and a higher BMI (54) and is
defined by hyperphagia and hypersomnia. It is interesting to
note that reduced sleep duration in our study was associated
with the clinical improvement in the GG group, but not
the TAU group. This may point to an improvement of a
specific symptom of atypical depression and therefore an
overlap between the atypical depression subtype and the one,
which we characterized on the basis of the here described
biomarker pattern.

Important limitations of the study have to be mentioned:
we describe the e ects on patients treated with GG in an
open-label design and compared it to a group of subjects
from a di erent study, but with a very similar design. No
randomization into the treatment arms occurred. Overall, the
sample of the GG groups is considerably smaller than that of the
TAU group. This makes the GG group vulnerable to variability.
The comparison of demographic and medication intake data,
however, does not indicate a bias toward less therapy resistance
in the GG group. Nevertheless, the potential imbalance of the
e ect of concomitant treatment cannot completely be ruled
out. One di erence regarding administered substances apart
from GG concerns magnesium citrate, which was administered
due to the fact that MR activation leads to an increase in
excretion of magnesium. We wanted to avoid this, as it had been
demonstrated that depletion of magnesium may lead to anxiety
and depression-like behavior (55). Clear evidence for the role
of magnesium in placebo-controlled trials, however, is missing.
Nevertheless, we cannot rule out that the administration of
magnesium contributes to the clinical e ect. Generally, we would
recommend a combination of glycyrrhizin and magnesium
compounds. Furthermore, the small sample of the GG-treated
subjects made it not meaningful to analyze the influence of
gender, which previously had been reported regarding the
influence of aldosterone on depression (56). Regarding predictive

markers, we could confirm the relationship of blood pressure to
clinical outcome in the TAU group, but not its relationship of the
saliva aldosterone/cortisol ratio. This needs further clarification.
Due to the limited sample size, additional factors, including
gender and menopausal status, could not be addressed, which
may be of relevance, as atypical depression has a high prevalence
in young women.

In conclusion, our current data support the recent
hypothesis that the activity of the RAAS and related autonomic
characteristics may serve to define a form of depression,
which can be targeted with an inhibitor of 1lbetaHSD2.
Our preliminary findings demonstrate that GG expands the
e ectiveness of antidepressant drugs to a group, which appears
to be less sensitive to TAU. However, this hypothesis needs
to be confirmed in further randomized double-blind placebo-
controlled clinical trials. As the primary action of the GG
constituent glycyrrhizin is to inhibit 11betaHSD2 and (directly
or indirectly) TLR4, this principal may emerge as a new target for
a definable subgroup of patients with depression, if confirmed in
future research. A double-blind placebo-controlled study is the
next step for further elucidating this new mechanism of action.
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Better Baseline Neurocognitive Performance is Asso-
ciated With Greater Clinical Improvement to Deep
Transcranial Magnetic Stimulation in Adolescents With
Treatment Resistant Depression

Michelle Thai, Michelle Corkrum*, Nathan Horek?,
C. Sophia Albott?>, Bonnie Klimes-Dougan®, Kelvin Lim?,
and Kathryn Cullen*

University of Minnesota, 2University of Minnesota, Min-
neapolis VA Health Care System, 3University of Minnesota,
Minneapolis VA Health Care System, Defense Veterans
Brain Injury Center

Background: Deep transcranial magnetic stimulation (dTMS)
is a treatment for treatment-resistant depression (TRD) that
can modulate cortical regions and deeper limbic structures
implicated in depression. Up to 40% of adolescents do not
respond to standard treatments. Failure to respond to initial
treatments is associated with poorer outcomes. Accordingly, it
is important to develop predictors of treatment response for
different types of treatment. In this pilot study, we evaluated
neurocognitive predictors of treatment response to dTMS in
adolescents with TRD.

Methods: 10 adolescents with TRD (Age: MY15.60,
SD¥%.1.70) completed a 6-week daily dTMS protocol targeting
the left DLPFC (10 Hz, 3.6s train duration, 20s inter-train in-
terval, 55 trains for a total of 1980 pulses per session) using the
BrainSway H1 coil. A baseline neurocognitive battery assessed
attention, executive functioning, learning, memory, and pro-
cessing speed. Clinical Assessments included CDRS-R, BDI-II,
TEPS and SHAPS.

Results: Faster number sequencing (r¥4-.66, pY%.04), faster
letter sequencing (r¥s-.65, p¥4.04), faster number-letter switching
(r¥a-.59, p¥%.10) and greater short- and long-term memory (r: .68
to .77, p: .01 to 05) were associated with greater increases in
pleasure. Fewer number-letter switching errors trended toward
being associated with a greater reduction in depression (r%.61,
p%.09) and increase in pleasure (r¥-.61, p%.08).
Conclusions: This pilot study provides preliminary evidence
of the utility of neurocognitive assessments for predicting
clinical response to dTMS. Adolescents with intact cognitive
abilities may benefit more from dTMS because dTMS can
upregulate corticolimbic connections. Poorer cognitive abilities
may indicate more pervasive neural dysfunction that TMS may
not adequately address.

Supported By: MnDRIVE Brain Innovations Grant, MnDRIVE
Fellowship

Keywords: Adolescent Depression, Treatment Resistant
Depression, Deep TMS, Neurocognitive Predictors, Treatment
Response

Biomarker Guided Treatment Optimization in Major
Depression e Focus on Mineralocorticoid Receptor
Function

Harald Murck®, Lisa Lehr?, and Maxim Zavorotny*

LUniversity of Marburg, 2Philipps-University Marburg
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Poster Abstracts

Background: Markers of mineralocorticoid (MR) function
appear to predict treatment outcome of patients with depres-
sion. These include low systolic blood pressure and high
salivary aldosterone/cortisol ratio, which may imply peripheral
MR dysfunction and a reactive increase in aldosterone secre-
tion. Aldosterone appears to act specifically on selected brain
areas, including the nucleus of the solitary tract. Reversal of
these markers may reverse therapy refractoriness.

Methods: We identified a molecular target, the 11-beta-
hydroxysteroid-dehydrogenase-type 2 (11-beta-HSD-2), and
an enzyme inhibitor, i.e. glycyrrhizic acid, with the envisioned
property. Capsules with an extract of Glycyrrhiza glabra (GG)
containing 7-8 % of glycyrrhizic acid in a dose of 2 x 700 mg
daily, was administered adjunct and open label to standard
treatment. An open label standard treatment group with 56
subjects served as control. Assessments were done at base-
line and approximately 2 weeks and 6 weeks after baseline.
Results: 12 subjects were treated with GG and compared to
56 patients, who were treated with standard of care. In the GG
group, blood pressure increased slightly, whereas it dropped in
the standard group, indication target engagement. After two
weeks of treatment the primary outcome variable, the Hamil-
ton-Depression Rating Scale (HAMD-21) change from baseline
differed significantly between the groups (p < 0.05), indicating
a therapeutic benefit of GG.

Conclusions: Alterations in autonomic and neuroendocrine
control appears to affect treatment response in patients with
depression. The combination of high aldosterone and low blood
pressure values appears to indicate such a risk. The enzyme 11-
beta-HSD-2 appears to be a target to overcome this.
Supported By: The hormone analyses were supported by
APVV-15-0388

Keywords: Mineralocorticoid Receptor, Aldosterone, Blood
Pressure, Major Depression

CRP is Not a Biomarker for Adolescent Depression

Qi Liu*, Benjamin Ely*, Sherry Simkovic*, Rachel Wolchok®,
Yael Kufert', Carmen M. Alonso?, and Vilma Gabbay?

icahn School of Medicine at Mount Sinai, 2Albert Einstein
College of Medicine

Background: C-reactive Protein (CRP), a common inflam-
matory marker has been repeatedly documented in adults with
depression. Since CRP has been associated with aging related
illness, we sought to examine whether CRP is associated with
depression in adolescents.

Methods: Subjects were 122 psychotropic medication-free
adolescents (75 females; 12-20 y.o.); 81 presented with
depression, 11 behavioral disorders and 30 healthy controls
(HC). Severity of depression, anxiety, anhedonia and suicidality
were quantified. All had CRP blood levels analyzed. As CRP
level is not normal distributed, nonparametric analysis were
performed. BMI, age and sex were included as covariates
when significantly correlated with CRP.

Results: In current sample, 21 adolescents (17.21%) pre-
sented high CRP level with a large range between 3 to 25 mg/
L. No group differences were documented in CRP levels

Biological Psychiatry May 1, 2020; 87:5S134eS462 www.sobp.org/journal
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Markers of therapy refractory depression and gait disturbance: is there a relationship to
normal pressure hydrocephalus?
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Increased aldosterone levels cause central mineralocorticoid receptor (MR) overactivity and is associated with therapy
refractoriness in patients with major depression. Heart-rate-variability, changes in slow-wave sleep and an increased salt
appetite have recently been demonstrated to be predictive biomarkers for such a condition. Those patients also show
increased volume of the cerebral ventricular system, potentially related to MR activation of cerebrospinal fluid secretion.
This resembles mild forms of idiopathic normal pressure hydrocephalus (iNPH). Therefore, the present study was conducted
to investigate possible relationships between the MR overactivity and gait disturbances, which are typical symptoms of
iNPH.

Methods:

Ten inpatients with major depression were observed for six weeks. They were examined at the baseline and, after two
weeks and 6 weeks of entering the observational study. MR-related biomarkers and clinical outcome were determined
(saliva aldosterone and cortisol, HAMD-21, GAF). Furthermore, the gait of the patients was analyzed by measuring gait
speed, cadence, step length, its coefficient of variation, with the smartphone app GaitAnalysisPro Application, which
analyzes gait after mounting the device to the subject. To explore the symptoms of normal pressure hydrocephalus the
idiopathic normal pressure hydrocephalus grading scale (iNPHGS) was used. A correlative analysis of the pooled dataset,
combining data from all visits, was performed.

Results:

High aldosterone levels correlated to a lower gait speed (p = 0.031; Pearson Corellations Coefficient R =-0.45). Also, a low
cortisol-aldosterone-ratio correlated with low gait speed (p = 0.036; R = 0.44) and a shorter step length (p = 0.022; R =
0.485). A low coefficient of variation of gait cycle correlated with higher scores in iINPHGS (p = 0.026; R =-0.453). Higher
scores in INPHGS also correlated by trend with higher scores in HAMD-21 (p = 0.062; R = 0.372) and significantly with
lower scores in GAF (p = 0.021) as well as with lower HRV (p = 0.050; R =-0.396). No relationship to sleep parameters
were detected.

Conclusion:
Low gait speed, a low coefficient of variation and a low step length seem to be marker for increased aldosterone levels,

which previously have been linked to therapy refractoriness of depression as well as increased cerebral ventricular volume.
If confirmed, gait disturbances in MDE may reflect iNPH like symptoms and point to therapy refractoriness.
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