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1 Einleitung

1.1 Schizophrenie

1.1.1  Von der Dementia praecox zur Erkrankung Schizophrenie

Krankheitssymptome der Schizophrenie werden seit mehreren Jahrhunderten in
der Literatur beschrieben. Emil Kraepelin (1856-1926) verdffentlichte 1899 mit
der sechsten Auflage seines Lehrbuches eine klassifizierende Zweiteilung der
endogenen Psychosen in Dementia praecox und manisch-depressives Irresein,
die bis heute Grundlage fir weitere Einteilungen ist (Hippius, Muller 2008). In
seiner Nosologie (Krankheitslehre) beschrieb er Entitaten ausgehend von Ursa-
chen, klinischen Symptomen, Verlauf und Ergebnis mit dem Ziel einer erfolgrei-
chen Diagnose, Therapie und Pravention (Angst 2002). Er benannte mit dem
Term Dementia praecox ein Syndrom, das seinen Beginn im Leben frihzeitig
nimmt (,praecox”) und fortschreitende und irreversible Beeintrachtigungen der
kognitiven und personlichen Fahigkeiten und Verhaltensweisen produziert
(,dementia“) (Andreasen, Carpenter, Jr. 1993; Gaebel, Zielasek 2008). Der
chronische Verlauf und die schlechte Prognose waren fur Kraepelin definieren-
de Charakteristika. Im Dialog mit Eugen Bleuler gestand er spater der Dementia
praecox in bestimmten Fallen eine Reversibilitat zu. Bleuler konzentrierte sich
Anfang des 20. Jahrhunderts mehr auf Symptome, die er in grundlegende und
akzessorische Symptome unterteilte. Zu den Grundsymptomen zahlte er Asso-
ziations- und Affektstérungen, sowie Autismus und Ambivalenz (Tabelle 1).
Aufgrund der symptomatologischen Heterogenitat schlug er 1911 die Bezeich-
nung ,Gruppe der Schizophrenien® vor. Der Begriff ,Schizophrenie®, zusam-
mengesetzt aus dem Altgriechischen (,schizein= abspalten und ,phren= Seele),
sollte die Zersplitterung des Denkens und der Personlichkeit betonen. Kurt
Schneider unterteilte 1959 die Symptome aufgrund ihrer diagnostischen Wer-
tigkeit in einen ersten und zweiten Rang, wobei die Symptome ersten Ranges
als hochst spezifisch fur die Diagnose Schizophrenie galten (Andreasen, Car-
penter, Jr. 1993; Andreasen 1995). Dabei bezog er sich auf die vorrangigen
abnormen Erlebnisse wahrend Halluzinationen, z. B. dialogisierende oder

kommentierende Stimmen sowie Gedankenlautwerden, -eingebung, -entzug, -
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ausbreitung und Wahnwahrnehmung. Diese Einteilung hatte groRen Einfluss
auf die Diagnosestellung, die Symptome ersten Ranges stellten sich aber nicht
als pathognomisch (die Krankheit kennzeichnend) heraus (Andreasen, Carpen-
ter, Jr. 1993). Karl Kleist unterteilte 1923 Schizophrenie in Subtypen wie para-
noid-halluzinatorisch, katatonisch oder hebephren (Ban 2004). Heute gilt die
Dementia praecox als eine Form der Schizophrenie mit einer langfristig

schlechteren Prognose als eine manisch- depressive Erkrankung (Gaebel, Zie-

lasek 2008).
Symptome AuBerungen
Grundsymptome o Denkzerfahrenheit (Assoziationsstérung)
e Parathymie (Affektstérung)
e Ambivalenz
e Autismus
e Storung des subjektiven Erlebens des eigenen Ichs
(Depersonalisation)
Akzessorische e Halluzinationen
Symptome o Wahn
o Katatone Symptomatik
e  Stoérungen der Schrift und der Sprache

Tabelle 1: Unterteilung schizophrener Symptomatik nach E. Bleuler. Grundsymptome
kommen immer vor, wenn ein bestimmter Auspragungsgrad der Erkrankung erreicht ist.
Akzessorische Symptome kommen nur gelegentlich bzw. auch bei anderen Erkrankun-
gen vor (Moller, Deister, Schaub, Riedel 2008)

Kraepelins Nosologie wurde im Laufe der Jahrzehnte kritisiert und angezweifelt.
Sie bezog sich vor allem auf seinen atiologischen Ansatz, starke, ursachliche
Zusammenhange zwischen klinischen Symptomen, Verlauf und Ergebnis, Hirn-
pathologie und anderen neuroanatomischen Veranderungen zu sehen
(Jablensky 1999). Seine Kategorisierung durch - meist hypothetische- Ursachen
als Grundlage der Klassifikation wurden durch Bonhoeffer 1912 erschiittert, der
unterschiedliche somatische Ursachen fur psychopathologische Veranderungen
entdeckte und umgekehrt (Moller 2008). Bonhoeffer befand eine &tiologische
Unterscheidung nur bei somatischen oder neurologischen Manifestationen und
nicht bei psychiatrischen Symptomen als sinnvoll. Alfred Hoche wollte 1912 mit
seinen Syndrom-Komplexen zeigen, dass gleiche Syndrome unterschiedliche
Ursachen haben konnen und somit eine atiologisch neutrale Beschreibung ein-
fhren (Jablensky 1999). Bis heute halt die Diskussion Uber die Klassifizierung
der Schizophrenie an- im Angesicht neuer Studienergebnisse im Bereich der

Epidemiologie, Klinik, Hirnpathologie, Neurophysiologie, Neuroendokrinologie,
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Psychoneuroimmunologie, Genetik, Bildgebung und Psychopharmakologie
(Boteva, Lieberman 2003; Muller, Schwarz 2008a).

1.1.2 Diagnose nach ICD-10 und DSM IV

Schizophrenie stellt sich als eine umfassende Beschadigung des kognitiven und
emotionalen Systems des menschlichen Gehirns dar. Zu den typischen Sym-
ptomen zahlen formale Denkstérungen, Wahrnehmungsstérungen (Halluzinati-
onen), Wahnphanomene, Ich-Stérungen und Stérungen der Affektivitat. Um die
Reliabilitdt der Diagnose Schizophrenie und der Symptombeschreibung zu
verbessern, wurden zwei Klassifikationssysteme entwickelt. Diese sind ICD-10,
International Classification of Diseases (10. Auflage) der Weltgesundheitsorga-
nisation WHO (1993), und DSM-1V, Diagnostic and Statistical Manual (4. Aufla-
ge) der American Psychiatric Association (1994) (Tabelle 2).

ICD-10 DSM-IV
Schizophrenie (F20) Schizophrenie (295.xx)
e Paranoide Schizophrenie (F20.0) e Paranoider Typus (295.30)
Hebephrene Schizophrenie (F20.1) Desorganisierter Typus (295.10)

L]
Katatone Schizophrenie (F20.2) o Katatoner Typus (295.20)
Undifferenzierte Schizophrenie (F20.3) e Undifferenzierter Typus (295.90)
Postschizophrene Schizophrenie
(F20.4) e Residualer Typus (295.60)
e Schizophrenes Residuum (F20.5)
e Schizophrenia simplex (F20.6)
e Sonstige Schizophrenie (F20.8)

Tabelle 2: Klassifikation der Schizophrenie nach ICD-10 und DSM-IV (Moller, Deister,
Schaub, Riedel 2008)

Konzept beider Systeme ist das Vorliegen von verschiedensten psychotischen
Symptomen sowie Stérungen der Affektivitat (z. B. Geflhlsarmut, depressive
Stimmung, Angst) und der sozialen Interaktion. Zum besseren Verstandnis der
Symptome wurden Subtypen entwickelt. Diese Unterteilung in ,positiv‘ und ,ne-
gativ“ oder ,Plus-“ und ,Minus-“ Symptome beziehen sich auf eine Uber- oder
Unteraktivitat bestimmter Funktionen. (Tabelle 3). Pathophysiologisch gesehen
kénnen so Positiv-Symptome Folge einer Neurotransmitter-Uberaktivitat sein
(Dopamin). Negativ-Symptome sind dagegen durch den Verlust von Neuronen
und damit Funktionen bedingt, was durch Computertomographie (CT) visuali-
siert werden konnte (Crow 1981; Andreasen 1995).
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Positiv-Symptome Negativ-Symptome
e Halluzinationen e Alogie (Sprachverarmung)
e Wahnphanome o Affektverarmung
o (Positive) formale Denkstérungen (in- o Apathie (Interessen- und Initiativ-
sbesondere Zerfahrenheit) verlust)
e Bizarres oder desorganisiertes Verhal- o Anhedonie (Verlust der Lebens-
ten freude)

o Aufmerksamkeitsstérungen

Tabelle 3: Positiv- und Negativ-Symptome schizophrener Psychosen ((Moller, Deister,
Schaub, Riedel 2008)

Insgesamt ist zu beobachten, dass meist nicht ein Positiv- oder Negativ-
Symptombild vorliegt, sondern die Symptome variieren und instabil sind, vor
allem Uber einen langeren Zeitraum der Erkrankungsdauer (Marneros, Deister,
Rohde 1992). Positiv-Symptome sind dabei oft Ausléser fiur Aufmerksamkeit
und Behandlung. Sie gelten als besser therapierbar gegenuber Negativ-
Symptomen, die zur Persistenz tendieren und starke Beeintrachtigungen in so-
zialen und beruflichen Bereichen bewirken kdnnen (Andreasen 1995). Merkma-
le beider Subtypen zahlen zu den diagnostischen Kriterien der Klassifikations-
systeme. Nach ICD-10 muss mindestens eines der folgenden Merkmale einmal

vorhanden sein:

a) Gedankenlautwerden, -eingebung, -entzug oder —ausbreitung

b) Kontroll-, Beeinflussungswahn, Gefihl des Gemachten, Wahnwahrneh-
mung

c) Kommentierende oder dialogisierende Stimmen oder andere Stimmen,
die aus bestimmten Korperteilen kommen

d) Anhaltender kulturell unangemessener Wahn.

Oder es mussen mindestens zwei der folgenden Merkmale vorhanden sein:

e) Anhaltende Halluzinationen jeder Sinnesmodalitat, begleitet von fllichti-
gen Wahngedanken oder von lang anhaltenden Uberwertigen ldeen

f) GedankenabreiRen oder Einschiebungen in den Gedankenfluss, was zu
Zerfahrenheit, Neologismen oder Danebenreden flhrt

g) Katatone Symptome (wie Erregung, Haltungsstereotypien, wachserne
Biegsamkeit, Negativismus, Mutismus, Stupor)
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h) Negativ-Symptome (wie Apathie, Sprachverarmung, verflachte oder in-
adaquate Affekte).

Ausschlusskriterien sind: Symptome, die den affektiven Stérungen (wie De-
pression oder Manie) zugeordnet werden mussen oder die Folge von Medika-
menten oder psychotropen Substanzen darstellen. Unterschiede bei den Krite-
rien zur Diagnosestellung bestehen bezuglich des Zeitraumes einer psychoti-
schen Episode: ICD-10 erfordert einen Mindestzeitraum von einem Monat,
DSM-IV 6 Monate (Mdller, Deister, Schaub, Riedel 2008). Aulerdem beschreibt
DSM-1V eine Verschlechterung der Fahigkeiten im sozialen und beruflichen Be-
reich (,funktionieren®) (Andreasen 1995). ICD-10 wird vor allem in Europa ver-
wendet, DSM-IV im angloamerikanischen Raum.

1.1.3 Epidemiologie

Um die Ursachen und Folgen einer Erkrankung fur die Betroffenen und die Ge-
meinschaft zu ermitteln, werden epidemiologische Forschungen durchgefihrt.
Die Inzidenz (Anzahl der Neuerkrankungen) der Schizophrenie liegt jahrlich bei
ca. 8-40/100.000, die Punktpravalenz (Anzahl der erkrankten Individuen zu ei-
nem bestimmten Zeitpunkt) liegt bei ca. 2-10/1000 und das Lebenszeitrisiko zu
erkranken bei ca. 0,7% (Tandon, Keshavan, Nasrallah 2008b; Tandon, Kesha-
van, Nasrallah 2008c). Frauen und Manner sind etwa gleich haufig betroffen,
wobei die Erkrankung bei Mannern friher auftritt (ca. 5 Jahre), haufiger Hirnab-
normalitaten zu finden sind und die Prognose schlechter ist (Jablensky 2000a;
Boteva, Lieberman 2003). Die drei typischen Altersgruppen, in denen die Er-
krankung beginnt, sind: 15-24 Jahre, 25-34 Jahre und 35-59 Jahre. Hier kom-
men dominierende Symptome vor, wie nicht-spezifische psychotische Sympto-
me in der Pubertat und frGthen Adoleszenz, Wahnphanomene und Stérungen
der Affektivitat im Erwachsenenalter und paranoid-halluzinatorische Wahnpha-
nomene und Negativ-Symptome in der letzten Altersgruppe (Hafner, Riecher-
Rossler, An Der, Maurer, Fatkenheuer, Loffler 1993). Uber 50% der Patienten
erkranken vor dem 25. Lebensjahr (Hafner, Maurer, Loffler, Riecher-Rossler
1991). Folgende Umweltfaktoren werden mit einem erhéhten Erkrankungsrisiko

assoziiert: pranatale und frihe Infektionen, perinatale Komplikationen, Geburten



6 Einleitung

im  Winter/Frihling, Epilepsie, Entwicklungsverzégerungen oder -
abnormalitaten im motorischen, verbalen oder koordinativen Bereich, Defizite in
sozialer Kompetenz, Cannabiskonsum, Migration und Leben in der Grof3stadt
(Mednick, Machon, Huttunen, Bonett 1988; Jablensky 2000a; Jablensky 2000b;
Boteva, Lieberman 2003; Davies, Welham, Chant, Torrey, McGrath 2003;
Semple, McIntosh, Lawrie 2005; Fearon, Kirkbride, Morgan et al. 2006; Tandon,
Keshavan, Nasrallah 2008a).

Betrachtet man die Erkrankung Schizophrenie unter sozialen und volkswirt-
schaftlichen Aspekten, ist Schizophrenie eine nachhaltige und belastende Er-
krankung, fur den Einzelnen, seine Familie und fir die Gesellschaft insgesamt.
Weltweit ist etwa 1% der Bevolkerung betroffen. Aufgrund des meist frihen Be-
ginns (15-25 Jahre) kénnen die Betroffenen oft kein altersentsprechendes Le-
ben fuhren: Schulabschluss, Studium, Berufsleben, Heirat und Kinder. ,Die Op-
fer der Schizophrenie fiihlen sich oft, als hatten sie ihre Identitat, Autonomie
und mentale Kapazitat verloren“ (Andreasen 1995). Die Mortalitat ist insgesamt
hoch (Tandon, Belmaker, Gattaz et al. 2008). 5% der Erkrankten versterben
durch Suizid (Melle, Johannesen, Friis et al. 2006). 1980 betrugen in den USA
die Kosten von Schizophrenie verursacht durch Produktionsausfall ca. 20 Billio-
nen Dollar', die Kosten der weiteren medizinischen Versorgung und der sozia-
len Unterstitzung zusatzliche 11 Billionen Dollar (Andreasen 1995). Die Kosten
fir die antipsychotische Therapie vervielfachten sich im letzten Jahrzehnt von
rund 0,5 Billionen auf mehr als 15 Billionen Dollar (Hoenberg, Goetz 2006).

1.1.4 Atiologie und weitere Theorien zur Entstehung

Die Atiologie der Schizophrenie ist multifaktoriell, die Pathophysiologie ist bis
heute nicht abschlieend und allumfassend geklart. Genetik, exogene Einflisse
und biochemische Abnormalitaten konnen zur so genannten Neuroentwick-

lungsstérung fuhren (Abbildung 1).

' Amerikanische Billionen entsprechen den deutschen Milliarden.
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Abbildung 1:Schizophrenierelevanter Regelkreis der Neurotransmitter auf Verhalten und
damit Produktion von Symptomatik. Dopamin entstammt dem ventralen Mittelhirn (Sub-
stantia nigra und ventrale tegmentale Region (VTA)), Glutamat kommt ubiquitér vor.
Quelle: The neurochemical Circuitry of Schizophrenia (Carlsson 2006b)

Den Neurotransmittern wird seit Uber 40 Jahren eine wichtige Rolle zugeschrie-
ben, vor allem dem Dopamin (lversen, lversen 2007). Die Schaltkreise des Ge-
hirns stehen im Gleichgewicht von Aktivierung und Hemmung. Durch eine U-
beraktivitat dopaminerger und eine Unterfunktion glutaminerger Strukturen im
mesolimbischen System (cortico-striatale-thalamo-corticale Bahn) wird dieses
Gleichgewicht gestort. Der Thalamus, der Filter der sensorischen Information,
ist bei Schizophrenie betroffen. Dopamin wirkt unterschiedlich; die schizophre-
nierelevanten Wirkungen sind Beeinflussungen der Emotionalitat und Gedacht-
nisfunktion (mesolimbisch) sowie der kognitiven Funktionen (mesokortikal). Ein
hyperaktives mesolimbisches dopaminerges System kann vor allem positive
Symptome verursachen, ein hypoaktives mesokortikales System vor allem ne-
gative und kognitive Symptome (Weinberger 1987; Davis, Kahn, Ko, Davidson
1991). Glutamat ist der wichtigste exzitatorisch wirksame Transmitter fur effe-
rente und afferente Informationen intrakortikal und thalamisch-kortikal. Glutami-
nerge Stérungen fluhren also zu erheblicher Desorganisation héherer Hirnfunk-
tionen (Bogerts 2008a). Die Informationsverarbeitung und —weitergabe von in-
neren und aulieren Reizen an den Kortex ist Ubersteigert und inkorrekt, was
psychotische Symptome verursacht (Carlsson 2006a; Muller, Schwarz 2008b).
Unterstutzt wird diese Theorie durch die Wirksamkeit der Neuroleptika am Do-
pamin-D2-Rezeptor, durch erniedrigte Glutamatkonzentrationen im Liquor
(Carlsson 2006d; Muller, Schwarz 2008b) und durch die Fahigkeit von Phencyc-
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lidine (PCP) oder anderen Halluzinogenen durch Blockade des Glutamat- N-
methyl-d-aspartate (NMDA)-Rezeptors psychotische Symptome auszulésen
(Carlsson 2006c; Stone, Morrison, Pilowsky 2007). Des Weiteren bestehen Ab-
normalitdten in weiteren Neurotransmittersystemen wie bei der zentralen GA-
BA-Neurotransmission und im cholinergen sowie serotinergen System (Lewis,
Hashimoto 2007; bi-Dargham 2007; Raedler, Bymaster, Tandon, Copolov,
Dean 2007).

Neuropathologische und bildgebende Untersuchungen zeigen hirnstrukturelle
Abnormalitaten. Bei 30-50 % der Schizophrenen liegen nach computerto-
mographischen Darstellungen Erweiterungen der Seitenventrikel, des 3. Ventri-
kels und der zerebralen Sulci vor. Im MRT zeigte sich eine Verminderung des
Gesamthirnvolumens (Lawrie, Abukmeil 1998). Der mediale Temporallappen,
Lokalisation des limbischen Systems mit Thalamus, ist die Konvergenzstelle
von Informationen aus dem gesamten Gehirn (h6here assoziative Kortexareale,
Frontal-, Parietal- und Temporallappen) (Bogerts 2008b). Hier fanden sich Ver-
anderungen, ebenso Unterschiede der Hemispharensymmetrie und Hippocam-
pusabnormalitaten (Harrison 1999; Heckers 2001; Iritani 2007). Strukturelle
Veranderungen fuhren zu erheblichen funktionellen Veranderungen in Bezug
auf situative Analysefahigkeiten, Reizausfilterung, Gedachtnis, Urteilsvermdgen

Uber Vergangenheit und Gegenwart sowie Assoziationsfahigkeiten.
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Abbildung 2: Multifaktorielle Atiopathogenese der psychotischen Symptomatik unter
Einbeziehung der Hirnentwicklungsstorung und Ausgang der Psychose (Remission bis
Fortschreiten). (Modifikation:(Moller H-J 2005; Moller, Deister, Schaub, Riedel 2008)

1.1.5 Infektionshypothesen- pranatal und lebenslang

Infektionen mit Viren oder Bakterien werden seit langerer Zeit als Risikofaktoren
fur den Ausbruch und die Unterhaltung der Erkrankung Schizophrenie disku-
tiert. Dabei wurden sowohl die pranatalen Infektionen des Feten durch die Mut-
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ter berlcksichtigt, als auch Infektionen wahrend der Kindheit und des Erwach-
senenlebens (Brown 2008).

Brown zeigte in einer Geburtenkohortenstudie, dass die pranatale Infektion mit
dem Rubellavirus, Influenzavirus oder dem Protozoon Toxoplasma gondii das
Erkrankungsrisiko steigern. Dabei erhohte Rubella das Erkrankungsrisiko 10-
20fach, Influenza abhangig vom Zeitpunkt der Infektion 7-fach (1. Trimenon)
und 3-fach (2. Trimenon) und T. gondii 2 Y5-fach. Rubella und T. gondii wirken
im zentralen Nervensystem teratogen, so dass die Infektionen Einflisse auf die
zentrale Gehirnentwicklung haben kénnen (Muller 2004; Brown, Schaefer, Que-
senberry, Jr., Liu, Babulas, Susser 2005). Insbesondere T. gondii stellt eine ati-
ologische Verbindung zur Schizophrenie dar; es ist neurotrop, beeinflusst Neu-
rotransmitter, ist durch antipsychotische Medikamente supprimierbar und die
Infektion ist genetisch pradisponiert (Torrey, Yolken 2007). Das fetale Gehirn ist
wahrend der Schwangerschaft besonders anfallig; gestorte neuronale Entwick-
lung kann neben Infektionen als Ursachen mit Umweltfaktoren, neuropsycholo-
gischen, genetischen und immunologischen Faktoren zusammenhangen. Virale
Infektionen kénnen durch direkte Gehirnlasion oder durch Triggerung von auto-
immunen Reaktionen wahrend der Reifung eines genetisch anfalligen Gehirns
Schaden und Einschrankungen bewirken (Fruntes, Limosin 2008). Im Tiermo-
dell wurden virale und bakterielle Infektionen simuliert, um die pranatalen Infek-
tionshypothesen zu testen. Zuckermann und Weiner bewirkten 2003 eine ver-
anderte Immunantwort in den Muttertieren nach Polyl:C-Stimulation im 2. Tri-
menon. Die Nachkommen zeigten schizophrenie-typisches Verhalten, dopami-
nerge Uberfunktion und veranderte Strukturen im limbischen System, mit Bes-
serung der Symptomatik durch Clozapin (Zuckerman, Rehavi, Nachman, Wei-
ner 2003). Dopamin-Uberfunktion und kognitive Beeintrachtigungen bei er-
wachsenen Nachkommen von (Polyl:C-) immunaktivierten Muttertieren zeigten
auch Ozawa et al (Ozawa, Hashimoto, Kishimoto, Shimizu, Ishikura, lyo 2006).
Es konnte ein Ungleichgewicht zwischen Aktivierung und Hemmung der Neu-
rotransmitter wahrend der Fetalperiode viral infizierter Rattenfeten
(LCMV=lymphozytéares Chorionmeningitis Virus) nachgewiesen werden
(Fruntes, Limosin 2008). Fourtier et al stimulierten 2004 schwangere Ratten mit
bakteriellem Lipopolysaccharid (LPS) und induzierten die mutterliche Immun-
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antwort. Die Nachkommen zeigten daraufhin erhéhte Schreckreaktionen und
erhdhte Amphetamin-induzierte Bewegungen (Fortier, Joober, Luheshi, Boksa
2004). Pro-inflammatorisch wirkende Zytokine koénnten Infektion und Schizo-
phrenie verbinden. Brown zeigte zweifach erhdhte Interleukin-8 (IL-8)-
Serumlevel bei Muattern von Kindern, die spater an Schizophrenie erkrankten.
Ashdown et al beobachteten im Tiermodell Anstiege von TNFa, IL-1 und IL-6 im
mutterlichen Plasma und Plazenta nach pranataler LPS-Stimulation. Der Fetus
zeigte dagegen nur einen IL-1-Anstieg in seinem Plasma. Es liegt die Annahme
nahe, dass eine mutterliche Exposition zum bakteriellen Antigen nicht direkt die
kindliche Gehirnentwicklung beeinflusst, sondern durch indirekte Mechanismen
auf Ebene der Zirkulation und Plazenta (Ashdown, Dumont, Ng, Poole, Boksa,
Luheshi 2006). Die Veranderung der Zytokinlevel im fetalen Entwicklungsbe-
reich aber (Fruchtwasser, Plazenta, Gehirn), kann erhebliche Einflisse auf die
Gehirnentwicklung haben (Urakubo, Jarskog, Lieberman, Gilmore 2001). Auch
pranatale Malnutrition fihrte bei unterversorgten schwangeren Ratten zu An-
stiegen von TNFa und IL-6 in der Plazenta und der fetalen Leber, hingegen zu
einem Abfall im fetalen Gehirn (Shen, Li, Sun et al. 2008).

Dalman et al veroffentlichten 2008 eine Kohortenstudie mit rund 1,2 Millionen
Kindern, die einen Zusammenhang zwischen viralen ZNS-Infektionen wahrend
der Kindheit und der spateren Ausbildung einer Schizophrenie herstellte. Den
beiden spezifischen Viren Mumps und CMV wurde dabei die Fahigkeit der di-
rekten Gehirnparenchyminvasion zugeschrieben (Dalman, Allebeck, Gunnell et
al. 2008). Die bakteriellen Infektionshypothesen wurden durch eine Assoziation
zwischen Clamydieninfektionen und Schizophrenie unterstitzt (Fellerhoff,
Laumbacher, Mueller, Gu, Wank 2007). T.gondii wird eine Verursachung von
latenten Infektionen in Neuronen und Gliazellen zugeschrieben, die Schizo-
phrenie beglnstigen kénnen (Carruthers, Suzuki 2007). Niebuhr et al fanden
eine signifikante positive Assoziation zwischen T. gondii IgG-Antikdrpern bei
schizophrenen US-Soldaten in Serumproben im Vergleich zur gesunden Kon-
trollgruppe (Niebuhr, Millikan, Cowan, Yolken, Li, Weber 2008).
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1.1.6 Genetik

Die genetische Vulnerabilitat spielt eine bedeutende Rolle in der Entwicklung
einer Schizophrenie. Das Erkrankungsrisiko steigt bei zunehmendem Ver-
wandtheitsgrad zu einem schizophrenen Familienmitglied. In Zwillingsstudien
zeigten sich Konkordanzraten von ca. 50% fur eineiige Zwillinge, allerdings nur
10-15% bei Zweieiigen (Jablensky 2000a). In Adoptionsstudien fiel auf, dass
adoptierte Kinder mit einem schizophrenen leiblichen Elternteil ihr Erkrankungs-
risiko nicht verringern- obwohl vermehrt umwelt- und psychosoziale Faktoren
Einfluss nehmen (Tienari 1991). Durch die familiengenetischen Studien geht
man von einem polygenen Erbgang aus (Propping, Nothen, Korner, Rietschel,
Maier 1994); so fanden sich durch die Molekulargenetik mehrere Genloki, die
als schizophrenierelevant gelten. Diese sind:

Dysbindin- Gen auf Chromosom 6p (DTNBP1)
Neuroregulin-1-Gen auf Chromosom 8p (NRG1)

Genlokus auf 13q (G72/G30)

Mikrodeletion auf Chromosom 22q (bei 1-3% der Schizophrenen)

Ihre Funktionen werden zunehmend bekannt. Dysbindin wirkt bei der Expressi-
on prasynaptischer Proteine und Glutamat sowie dem Untergang kortikaler Zel-
len mit (Maier, Lichtermann, Rietschel et al. 1999). Neuroregulin-1 und Genpro-
dukte von G72/G30 beeinflussen den glutaminergen NMDA-Rezeptor und
postsynaptische Proteine im glutaminergen System im Hippocampus (Bassett,
Chow 1999; Maier 2008; Fruntes, Limosin 2008). Neuroregulin kontrolliert wah-
rend der neuronalen Entwicklung Myelinisierung und Oligodendroglia und be-
einflusst Konnektivitdt und Signallibertragung (Corfas, Roy, Buxbaum 2004;
Chen, Velardez, Warot et al. 2006).

1.1.7 Therapie

Die Therapie der Schizophrenie wird in Psychopharmakotherapie und psycho-
soziale Therapie unterteilt. Die Neuroleptika (Antipsychotika) bilden die Basis
fir die pharmakologische Behandlung. Die antipsychotischen Wirkmechanis-
men der synaptischen Erregungshemmung zielen alle auf das dopaminerge

System (Dopaminrezeptorblockade (D1/D2) im limbischen System und fronta-



Einleitung 13

len Kortex). Im unterschiedlichen Ausmal} werden ebenfalls noradrenerge a1 —
und a2- sowie serotinerge 5-HT2-Rezeptoren und Histamin-H1- und muskari-
nerge Acetylcholinrezeptoren blockiert. Unterteilt werden sie in zwei Klassen:
typische (klassische, alte, Antipsychotika der 1. Generation, first generation an-
tipsychotics= FGAs) und atypische Neuroleptika (neue, Antipsychotika der 2.
Generation, second generation antipsychotics= SGAs) (Miyamoto, Duncan,
Marx, Lieberman 2005; Méller, Deister, Schaub, Riedel 2008). Zu den typischen
Neuroleptika zahlen Chlorpromazin und Reserpin, deren Entdeckung und Cha-
rakterisierung in den 40iger und 50iger Jahren die Psychiatrie revolutionierten
(Grunder, Hippius, Carlsson 2009). Insgesamt existieren 51 typische Neurolep-
tika (Tandon et al. 2008). Die Entwicklung der atypischen Neuroleptika begann
in den 70er Jahren mit Clozapin, es kamen weitere 10 hinzu wie z.B. Risperi-
don, Olanzapin, Quetiapine, Ziprasidon, Sertindol und Zotepin (Miyamoto, Dun-
can, Marx, Lieberman 2005). Die Kriterien in der Auswahl des Neuroleptikums
beziehen sich auf das Wirk- und Nebenwirkungsprofil. Die Typika sollen eher
auf die Positivsymptomatik wirken, beeinflussen weniger gut die kognitiven Sto-
rungen und fuhren zu mehr Nebenwirkungen, vor allem zu den extrapyramidal-
motorischen Begleitwirkungen (= EPS: Frihdiskinesie, Parkinson-Syndrom,
Akathsie, Spatdyskinesie). Die Atypika sollen erfolgreicher Negativsymptomatik,
kognitive Stérungen und Affektivitat beeinflussen, werden zur Ruckfallpraventi-
on eingesetzt und verbessern die Lebensqualitadt durch weniger EPS im Ver-
gleich zu den Typika. Die sedierenden und axiolytischen Effekte sind abhangig
vom Neuroleptikum und der Dosierung. Die unerwinschten Begleitwirkungen
werden durch die verschiedenen zentralnervosen Rezeptorblockaden verur-
sacht. Sie sind vor allem EPS, endokrine Stérungen durch den Prolaktinanstieg,
anticholinerge Nebenwirkungen, Gewichtszunahme, Hyperlipidamie, Sedierung
und Blutdruckabfall (Richelson, Nelson 1984; Miyamoto, Duncan, Marx, Lie-
berman 2005; Moller, Deister, Schaub, Riedel 2008; Leucht, Corves, Arbter,
Engel, Li, Davis 2009). Insgesamt wird Uber die Vor- und Nachteile der typi-
schen und atypischen Neuroleptika stetig diskutiert. Auffallig ist, dass die Posi-
tivsymptomatik weit besser therapierbar ist als die Negativsymptomatik. Hier
gelten beide Neuroleptikagruppen als etwa gleich effektiv (Carpenter, Jr. 2004;
Keefe, Bilder, Davis et al. 2007; Goldberg, Goldman, Burdick et al. 2007).
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Zusatzliche Medikamentengruppen, die aullerdem therapeutisch verwendet
werden, sind Benzodiazepine bei Agitation/Aggression, Angst oder Schlaflosig-
keit, Antidepressiva und Antikonvulsiva (Méller, Deister, Schaub, Riedel 2008;
Citrome 2009).

Die psychosoziale Therapie umfasst Psychotherapie und Soziotherapie. Zur
Psychotherapie gehdren supportive Therapiemal3inahmen, eine funktionierende
Arzt-Patient-Beziehung, Verhaltenstherapie, analytische Verfahren und andere
psychotherapeutische Verfahren. Zur Soziotherapie zahlen Milieugestaltung,
Tagesstrukturierung, Beschaftigungstherapie und Rehabilitation im beruflichen
und sozialen Bereich (Deister, Marneros 1993; Patterson, Leeuwenkamp 2008).
Ziel aller Therapieformen ist, die Gesamtbelastung durch die Erkrankung Schi-
zophrenie zu verringern und ,Recovery“ zu erreichen: Optimale Gesundheit und
Wohlbefinden individuell fir jeden Patienten. Dazu gehéren Funktionalitat im
Alltag/Arbeitsleben, selbststandige Lebensflhrung, physische Gesundheit, so-
ziale Integration und Lebensqualitat (Tandon, Targum, Nasrallah, Ross 2006;
Tandon et al. 2008)

Der Therapieerfolg hangt von vielen verschiedenen Faktoren ab wie Anspre-
chen auf die Medikation, Compliance, meist beeinflusst durch die unerwiinsch-
ten Begleitwirkungen, die soziale Umgebung, Erkrankungsbeginn und Dauer
der Symptomatik sowie vom Auspragungsgrad der psychiatrischen Symptome
(May, Goldberg SC 1978; Mdller, Deister, Schaub, Riedel 2008). Je eher die
Behandlung der ersten Episode einer Schizophrenie durchgefihrt wird, desto
besser wird die Prognose (Wyatt, Henter 2001; Perkins, Gu, Boteva, Lieberman
2005; McGlashan 2006).

Die mulitfaktorielle Athiopathogenese der Schizophrenie fiihrt zu hohen An- und
Herausforderungen, aber auch Méglichkeiten in der Therapie.

1.2 Immunologie

Das Immunsystem des menschlichen Koérpers ist eines der komplexesten Sys-
teme Uberhaupt. Das Zusammenspiel der unterschiedlichen Systeme mit ihren

Komponenten, Rezeptoren, Molekulen und Markern stellt weiterhin eine Her-
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ausforderung an die wissenschaftliche Forschung dar. Im Folgenden wird ein
fokussierter Uberblick und damit tGber die fir diese Arbeit relevantesten Aspekte

zum Immunsystem gegeben.
1.21 Monozyten/ Makrophagen und HLA-DR

Monozyten gehoren zur angeborenen Immunitat, stammen aus der myeloiden
Zellreihe des Knochenmarks und zirkulieren im Blut. Ihre proliferative Kapazitat
macht sie zu Vorlaufern von Makrophagen und dendritischen Zellen in allen
Geweben. Monozyten kénnen auRerdem in stadndige phagozytische Zellen so-
wie Histiozyten in der Niere, Leber, Lunge oder anderen Geweben differenzie-
ren. Sie und ihre Differenzierungen spielen wichtige regulative und effektive
Rollen sowohl bei der angeborenen als auch der erworbenen Immunitat. Die
drei Hauptfunktionen sind Antigenprasentation, Phagozytose und Immunmodu-
lation (Dale, Boxer, Liles 2008).

Die Zellen des Immunsystems besitzen Rezeptoren und Oberflachenmolekdle,
die es ihnen ermdglichen, auf fremdes Zellmaterial oder Signale von anderen
Zellen zu reagieren. Die Leukozyten sind durch charakteristische Differenzie-
rungscluster (CD= cluster of differentiation) auf ihrer Oberflache speziell ge-
kennzeichnet. Klassische Monozyten exprimieren CD45 (Panleukozytenmar-
ker), CD14, CD33 und HLA-DR (HLA = Human Leucocyte Antigen) (Tabelle 4).
Durch Phagozytose des Antigens kann anschlieRend dieses auf der Oberflache

der Monozyten prasentiert und somit die folgende Abwehrreaktion aktiviert wer-

den.

CD Expression auf Zelltyp Funktion

CD14  Monozyten Bindung von Lipopolysaccarid (LPS)
CD33 Monozyten, myeloische Vorlauferzellen  Unbekannt

CD45 alle hamatopoetischen Zellen Tyrosinphosphatase

Tabelle 4: Oberflichenmolekiile auf Monozyten (Auswahl)

Die Immunmodulation und damit Antwort auf infektidse Pathogene werden vor
allem durch die Produktion von proinflammatorischen Zytokinen bewirkt. Spe-
ziell von Monozyten ausgeschuttete Zytokine sind TNFa, IL-18 und IL-6, die
beide Komponenten der angeborenen Immunantwort aktivieren (siehe unten)
(Muller, Schwarz 2006; Steinke, Borish 2006).
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Humane Leukozyten Antigene (HLA) werden auf allen kernhaltigen Zellen
exprimiert und haben wichtige Funktionen in der lymphozytaren Immunantwort
(Sette, Buus, Colon, Smith, Miles, Grey 1987). Es existieren 2 HLA-Klassen:
HLA Klasse | Antigene (A, B und C) und HLA-Klasse Il Antigene (DR, DP und
DQ). Die Klasse der HLA-lI-Antigene prasentieren Antigene, die nach En-
dophagocytose von extrazellularen Proteinen prasentabel gemacht wurden. Die
entstandenen HLA-und Antigen-Komplexe stimulieren T-Helferzellen zur Zyo-
kinproduktion und —ausschittung. Je nach Eigenschaft der antigenprasentie-
renden Zelle wird entweder die antigenprasentierende Zelle selbst weiter akti-
viert, der Makrophage wird zur Antigenzerstorung angeregt oder der B-
Lymphozyt produziert Antikorper. HLA-II-Antigene kontrollieren so vor allem die
Antikorper-vermittelte Immunantwort.

HLA ist im Jahre 2009 wieder vermehrt in den Fokus der Schizophreniefor-
schung geruckt, da Genomstudien signifikante Assoziationen zwischen Schizo-
phrenie und bestimmten Markern im Bereich der Major Histocompatiblity
Complex (MHC) Region auf Chromosom 6p22.1 fanden. Diese Region beinhal-
tet verschiedene auf das Immunsystem bezogene Gencluster, so dass Immun-
komponenten und Schizophrenierisiko mit der MHC Region in Verbindung ge-
bracht wurden (Stefansson, Ophoff, Steinberg et al. 2009). Zusatzlich zeigte
das internationale Schizophrenie Konsortium eine Assoziation zwischen dem
Major Histocompatiblity Complex und Schizophrenie und bezogen madgliche
atiologische Mechanismen wie Autoimmunitat und Infektionen darauf (Purcell,
Wray, Stone et al. 2009). Am haufigsten wurde HLA-DRB1 oder seine Allele in
der Literatur beschrieben (Arinami, Otsuka, Hamaguchi et al. 1998; Akaho,
Matsushita, Narita et al. 2000). In einer gepoolten Datenanalyse von japani-
schen Genotypen berichteten Sasaki et al. von signifikant erhéhten HLA-DRB1-
Allel-Haufigkeiten bei fast 600 schizophrenen Patienten im Vergleich zu rund
900 gesunden Kontrollen (Akaho et al. 2000).

1.2.2 Angeborene Immunitat und Toll-Like Rezeptoren

Die angeborene Immunitat (,Innate Immunity*) schitzt den Organismus vor In-
fektionen mit Pathogenen. Infektionen bewirken eine sehr schnelle Aktivierung

der angeborenen und anschliel’end auch der erworbenen Immunitat. Die Ab-
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wehr der angeborenen Immunitat ist unspezifisch und wird auf zwei Ebenen
realisiert- der zellularen und humoralen. Zu den Zellen der angeborenen Immu-
nitat gehdren Monozyten, Makrophagen, neutrophile Granulozyten, natirliche
Killerzellen (NK), dendritische Zellen (DC) und y/® T-Zellen. Die humoralen Fak-
toren sind Plasmaproteine wie das Komplementsystem und akute-Phase-
Proteine (z.B. CRP). C-reaktives Protein (CRP) wird in der Leber gebildet und
ist ein unspezifischer Entziindungsmarker. Die Konzentration kann unter ver-
schiedensten Bedingungen erhoht sein, wie z.B. bei (bakteriellen) Infektionen,
akuten und chronischen Entzindungen und Stress (Rothermundt, Arolt, Bayer
2001). Es aktiviert das Komplementsystem und gilt wegen seiner kurzen Halb-
wertszeit (Stunden) als zuverldssiger klinischer Uberwachungsparameter zur
Diagnostik, Bewertung von Komplikationen und Einschatzung der Krankheitsur-
sache (Pepys MB, Baltz MC 1983). Weitere Eigenschaften und die Funktionen

der angeborenen Immunitat gibt Tabelle 5 wieder.

Angeborene Immunitat

Erkennungssystem
e Rezeptoren Entwicklung wahrend der Evolution
o Pathogenstrukturen e "pathogen-associated molecular pattern"= PAMPS

e unveranderte Strukturen

e Vorhandensein bei einer grofsen Gruppe von Pathoge-
nen, z.B. LPS in allen gram-negativen Bakterien

e unspezifische Zytokin-abhangige Immunitat der Zellen

Funktionen gegen Bakterien, Viren und Tumoren

o Zytotoxizitat von NK-Zellen, Monozyten/Makrophagen,
DCs und Komplement

e  Produktion von Zytokinen, Lymphokinen und Chemoki-
nen

¢ Phagozytose, "Oxygen burst"

e Produktion von natlrlichen IgM-Antikérpern mit unbe-
kannter Spezifitat

Tabelle 5: Eigenschaften und Funktionen der angeborenen Immunitét (Blach-Olszewska
2005)

Verschiedene Rezeptoren auf den Zellen der angeborenen Immunitat sind daftr
verantwortlich, dass korperfremde Stoffe und Zellen erkannt und die Invasion
von Mikroorganismen bekampft werden. Diese sind Mannoserezeptoren, Pha-
gozytoserezeptoren und NK-aktivierende Rezeptoren. Die wichtigsten Rezepto-
ren allerdings gehoren zur Familie der Toll-like Rezeptoren, von denen ver-
schiedene Typen existieren (TLR-2 bis TLR-9). Die Toll-like Rezeptoren kénnen
unterschiedlichste mikrobielle Pathogene und deren Produkte erkennen. Au-

Rerdem geht man davon aus, dass sie als Hauptrezeptoren zur Erkennung von
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Pathogen-assozierten molekularen Mustern (,PAMPs®) fungieren. Sie werden
vor allem auf Monozyten exprimiert (Blach-Olszewska 2005; Dale, Boxer, Liles
2008). Fur eine Ubersicht siehe Tabelle 6.

Expression auf Zelltyp Liganden Funktion
Toll-like Rezeptor Monozyten Lipoproteine antibakteriell

Makrophagen Peptidoglycane antiviral

DCs Zymosan antitumords

Epitheliale Zellen LPS

Mastzellen Flagellin

Neutrophile CpG DANN

Virale dsRNA

Virale Hullenstrukturen

Tabelle 6: Eigenschaften, Liganden und Funktion der Toll-like Rezeptoren (Akira 2003)

An die verschiedenen Typen der TLRs binden unterschiedliche Liganden. Nach
Ligandenbindung gelingt die Signalweiterleitung der TLRs Uber das Adaptorpro-
tein MyD88 (myeloid differentiation 88) vor allem bei Pseudomonasinfektionen
oder MyD88-unabhangig bei Staphylokokken- und viralen Infektionen tber die
IL-1- Rezeptor-assoziierte Kinase (IRAK), den TNF-Rezeptor-assoziierter Fak-
tor (TRAF) und die Mitogen-aktivierte Protein (MAP) Kinasen. Anschlielend
wird der Nuclear factor (NF)-kB aktiviert und die Produktion proinflammatori-

scher Zytokine durch Monozyten angeregt (Blach-Olszewska 2005).

Liganden

TLR-2 Peptidoglycan, Lipopeptide, Produkte von gram-positiven Bakterien, LPS
u.a.

TLR-3 Virale Replikate von dsRNA, synthetische dsRNA-polyl:C

TLR-4 LPS von gram-negativen Bakterien, Taxol, HSP 60, Fibronectin, F

Protein vom respiratorischen synthetischen Virus, weitere virale
Hullenstrukturen

Tabelle 7: Liganden der in dieser Arbeit verwendeten Toll-like Rezeptoren (Auswahl)
(Blach-Olszewska 2005)

FiUr die Pathogenerkennung arbeiten verschiedene Oberflachenrezeptoren mit
den spezifischen TLRs zusammen: so bindet CD14 mit LPS und interagiert
dann mit TLR-4, um die Erkennung und Abwehr von gram-negativen Bakterien

aus Blut und Gewebe zu unterstitzen (Dale, Boxer, Liles 2008).
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1.2.3 Erworbene Immunitat und Zytokine

Die erworbene Immunitat folgt der angeborenen und bekampft gezielt und an-
passungsfahig spezifische Antigene. Zu den zellularen Komponenten zahlen
neben den antigenprasentierenden Zellen (APCs) mit DCs und Makrophagen
vor allem die T- und B-Lymphozyten. Die T-Zellen werden dabei in CD4+-T-
Helfer-Zellen und zytotoxische CD8+-T-Zellen unterteilt. Die T-Helfer-Zellen
(Th) mit ihren beiden Subtypen sind die Koordinatoren der Immunantwort. Nach
Antigenerkennung Uber antigenprasentierende Zellen mit MHC-II-Molekilen
(Major Histocompatibility Complex) auf der Oberflache werden von den zwei
Th-Subtypen unterschiedliche Zytokine produziert: Th1-Zellen schitten haupt-
sachlich IL-2 und IFN (Interferon)-y aus, die die zellulare Antwort (Monozy-
ten/Makrophagen) aktivieren. Th2-Zellen produzieren vor allem IL-4, IL-10 und
IL-13, die die humorale Antwort und die B-Zell-Reifung aktivieren. Samtliche
genannten Zytokine werden ebenfalls von Monozyten ausgeschuttet. Die humo-
rale Antwort wird durch die von den B-Lymphozyten gebildeten Antikorper in
Form von Immunglobulinen gewahrleistet.

Die Polarisierung der Immunantwort durch die Zytokine hat zur der Bezeich-
nung der Typ-1-Immunantwort (zellular, gerichtet gegen intrazellulare Pathoge-
ne) und Typ-2-Immunantwort (humoral, gerichtet gegen extrazellulare Pathoge-
ne) gefuhrt. Die Zytokine beider Systeme antagonisieren einander, um die je-
weilige eigene Antwort voranzutreiben und die andere zu unterdricken (Delves,
Roitt 2000a; Delves, Roitt 2000b; Muller, Schwarz 2006). Eine zusammenfas-

sende Ubersicht der erworbenen Immunitat gibt Tabelle 8 wieder.

Erworbene Immunitat

Erkennungssystem
e Rezeptoren Erworben durch Rearrangement von Genen
o Pathogenstrukturen Bestimmte Domanen auf einem einzigen Pathogen

Funktionen e Produktion von spezifischen Antikdrpern
o Zytotoxizitat abhangig von MHC (Major Histocompatiblity
Complex) auf antigenprasentierenden Zellen
o Zytotoxizitadt durch Komplementaktivierung und Antikor-
per
e  Zytokinproduktion

Tabelle 8: Eigenschaften und Funktion der erworbenen Immunitat (Blach-Olszewska
2005)
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Zytokine sind heterogene Glykoproteine. Sie stellen als Botenstoffe des Im-
munsystems die Mediatoren zwischen dem systemischen Immunsystem und
zentralem Nervensystem (ZNS) dar und haben dadurch erhebliche Konsequen-
zen flr die klinische Psychiatrie (Steinke, Borish 2006). Sie reagieren auf Infek-
tionen, Entzindungen und Verletzungen und regulieren Zellwachstum, -
differenzierung, -tUberleben und —aktivitdt. Einen zusammenfassenden Uber-
blick gibt Tabelle 9.

Produktion Wirkung Funktion
Zytokine Peripher:
e Angeborene Im-  Autokrin,

munitat: Monozy- parakrin, e |nitiierung und Koordination der
ten/Makrophagen endokrin Immunantwort

e dendritische Zel-
len, NK-Zellen Pleiotrop e Stimulation der Immunantwort

e Erworbene Im-
munitat: T-und B-

Lymphozyten e |nhibierung der Immunantwort

o Weitere:
Fibroblasten, en-
dotheliale Zellen, e Aktivierung von T-und B-
Adipozyten Lymphozyten

Zentral: e Regulation der Blut-Hirn-Schranke

e Mikroglia, Astro-
zyten, endothelia- e Regulierung der Hormone der Hy-
le Hirnzellen, pothalamus-Hypophysen-
Neurone Nebennierenrindenachse

o Effekte (stimulativ, hemmend) auf
Neurotransmission (dopaminerg,
serotonerg, noradrenerg, choli-
nerg)

Tabelle 9: Zytokinproduktion und Funktion (Muller 1997; Drzyzga, Obuchowicz, Marci-
nowska, Herman 2006; Na, Kim 2007; Potvin, Stip, Sepehry, Gendron, Bah, Kouassi 2008)

Die in dieser Arbeit untersuchten Zytokine waren TNFa, IL-18, IL-6 und IL-10.
TNFa (Tumor necrosis factor) ist ein proinflammatorisches, zytotoxisches Zyto-
kin, das frih die proinflammatorische Signallibertragung wahrend der ersten
(innate Immunity) Immunantwort koordiniert. Es aktiviert vor allem die Typ-1-
Immunantwort, wirkt synergistisch mit anderen Zytokinen und induziert z.B. Fie-
ber Uber zentrales Wirken im Hypothalamus (Muller, Schwarz 2007a; Coelho,
Reis, Nicolato et al. 2008).

IL-1B ist eine Unterform es IL-1 (neben IL-1a), stimuliert proinflammatorisch T-
Zellen zur Proliferation und ist im Blut ubiquitar vorhanden. Es induziert eben-

falls Fieber, kann Akute-Phase-Proteine beeinflussen und triggert die Bildung
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von neutrophilen Granulozyten aus dem Knochenmark und die Sekretion von
IL-6. IL-1PB reguliert Gber hypothalamische Neurone die Hormone der Hypotha-
lamus-Hypophysen-Nebenierenrinden (HPA)-Achse. Somit beeinflusst die Héhe
des IL-1pB in Stresssituationen die glukokortikoide Reaktion (Muller 1997; Rivest,
Lacroix, Vallieres, Nadeau, Zhang, Laflamme 2000).

TNFa und IL-1B8 wird eine modulative Funktion auf die Expression des CD14-
Rezeptors auf Monozyten zugeschrieben. |hre para- und autokrinen Effekte wir-
ken sich sowohl auf periphere Zellen im Blut als auch auf Mikrogliazellen des
Parenchyms im Gehirn aus. Die Immunantwort auf LPS wird somit verstarkt
getriggert (Rivest, Lacroix, Vallieres, Nadeau, Zhang, Laflamme 2000).

IL-6 hat als proinflammatorisches Zytokin verschiedene abwehrende Funktio-
nen: Dazu gehdéren die Stimulation der Phagozytose durch Makrophagen, die
Produktion von Akute-Phase-Proteinen, die weitere Produktion von anderen
Zytokinen (mit IL-1) und die Differenzierung von zytotoxischen T-Zellen und B-
Zellen. Es aktiviert dadurch anders als das TNFa eher die Typ-2-Immunantwort
mit Forderung der Antikorperproduktion. Vor dem Hintergrund der Hypothese,
dass eine Stérung der Blut-Hirn-Schranke im ZNS zu einem erleichterten Eintritt
von Pathogenen und immunmodulatorischen Proteinen flihren kann, nimmt IL-6
Einfluss auf die Schrankenstérung und weitere proinflammatorische Prozesse
(Muller, Ackenheil 1995). Des Weiteren wirkt es ebenfalls fordernd auf die HPA
-Achse (Rothermundt, Arolt, Bayer 2001; Muller, Schwarz 2007b).

Die Synthese dieser drei proinflammatorischen Zytokine kann durch TLR-
Agonisten, vor allem Lipopolysaccharid, gezielt stimuliert werden (Rivest, Lac-
roix, Vallieres, Nadeau, Zhang, Laflamme 2000).

IL-10 ist ein antiinflammatorisches Zytokin und wirkt dadurch hemmend auf die
Produktion von Zytokinen, die der zellularen Immunantwort angehdren, also
auch auf TNFa, IL-1B8 und IL-6 (und andere). Es stimuliert eher die Th2- und
somit humorale Immunantwort und vermittelt weniger inflammatorische als zyto-
toxische Effekte, z.B. durch Anregung der Monozyten zur Differenzierung zu
Makrophagen und damit Phagozytose. IL-10 wird von verschiedensten Zellen
synthetisiert, beim Menschen hauptsachlich von Monozyten und B-Zellen
(Steinke, Borish 2006; Potvin, Stip, Sepehry, Gendron, Bah, Kouassi 2008).
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1.3 Zielsetzung

Ziel dieser prospektiven Studie war es, in einem explorativen Ansatz Ursachen,
Hinweise und Zusammenhange fir eine entzindliche Entstehung, Verstarkung
und Unterhaltung einer Schizophrenie auf der Ebene der angeborenen Immuni-
tat zu finden. Am Untersuchungskollektiv, bestehend aus 31 schizophrenen Pa-
tienten und 31 gesunden Kontrollpersonen, wurde das monozytare System mit
den Messmethoden Durchflusszytometrie und ELISA betrachtet. Dabei wurden
die intrazellular gebildeten Zytokine TNFa, IL-1B, IL-6 und IL-10 durch farb-
stoffmarkierte monoklonale Antikbrper gemessen, um die Funktionalitat der
Monozyten zu erfassen. Die extrazellulare Konzentration des IL-13 im Serum
wurde durch ELISA bestimmt, um mdgliche Unterschiede und Korrelationen
zwischen intra- und extrazellular zu entdecken. Die Briucke zwischen Monozy-
tenaktivierung und der konsekutiven Zytokinproduktion wurde durch Messung
der Toll-like Rezeptoren (TLR) 2, 3 und 4 geschlagen. lhre quantitative Menge
sollte Aufschluss Uber mdgliche Defizite im monozytaren System bei den Schi-
zophrenen geben. Der Aktivierungsmarker HLA-DR wurde auf Monozyten ge-
messen, um mdgliche Stérungen der Immunantwort bei Schizophrenie mit Hilfe
dieses Membranproteins beurteilen zu kdnnen.

Zur Beurteilung der Monozytenanzahl und weiterer Leukozyten wurden Diffe-
rential-Blutbilder angefertigt. CRP diente als Entzindungsparameter. Epidemio-
logische Daten sowie der Schweregrad der Erkrankung wurden durch Anamne-
se und die klinische Beurteilungsskala PANSS erfasst. Der Vergleich schizo-
phrener Patienten mit einer geschlechts- und altersangepassten gesunden Kon-
trollgruppe sollte eine moglichst realistische Einschatzung der immunologischen
Parameter ermoglichen. Insgesamt sollten mit der breiten Betrachtung von un-
terschiedlichsten Parametern des monozytéaren Systems ein zusammenhan-
gender Uberblick und Hinweise auf mogliche Entziindungsvorgédnge bzw. im-

munologische Defizite bei der Schizophrenie gegeben werden.
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2 Material und Methoden

21 Untersuchtes Kollektiv

2.1.1 Studienteilnehmer

An der Studie nahmen insgesamt 31 schizophrene Patienten und 31 gesunde
Kontrollpersonen teil. Im Zeitraum von Oktober 2006 bis Oktober 2007 wurden
abwechselnd beide Gruppen untersucht. Die Ethikkommission der Medizini-
schen Fakultat genehmigte die Studie, alle Teilnehmer wurden aufgeklart und
gaben freiwillig ihre Einverstandniserklarung ab. Die Patienten wurden im Rah-
men von stationaren Aufenthalten in der Klinik fir Psychiatrie und Psychothera-
pie der Ludwig-Maximilians-Universitat (LMU) Manchen, Nussbaumstralle rek-
rutiert. Die gesunden Teilnehmer fanden sich durch Aushange an der Ludwig-
Maximilians-Universitat und im Familien- und Bekanntenkreis.

Alle Studienteilnehmer erflllten spezifische Kriterien. Die Schizophrenen durf-
ten gegen die Schizophrenie seit mindestens vier Wochen nicht medikamentos
behandelt sein und wurden anhand von Anamnese, Fragebégen und Definiti-
onskriterien nach ICD-10 diagnostiziert und im Schweregrad ihrer Erkrankung
eingestuft. Die gesunden Kontrollpersonen wurden passend zu den Schizo-
phrenen nach Alter und Geschlecht ausgewahlt. Vorraussetzung zum Studien-
einschluss war das Fehlen einer psychiatrischen Erkrankung, was durch die
Anamnese und verschiedene Fragebdgen (Y-BOCS Zwangsfragebogen, Beck
Depression Inventar, CIPS) gesichert wurde.

Besonderes Augenmerk lag bei beiden Gruppen in der prazisen Anamnese von
Erkrankungen, die das Immunsystem beeinflussen koénnten. Teilnehmer mit
Autoimmunerkrankungen, Infektionskrankheiten (auch Erkaltung und Grippe)
und (akuten) Allergien (wie Heuschnupfen) wurden von der Studie ausge-
schlossen. Das Differentialblutbild, der Blutentziindungsmarker CRP und die
Anamnese dienten zum Erkennen von akuten Entziindungen. Organische Er-
krankungen wurden durch die Bestimmung von Elektrolyt-, Leber-, Nieren- und
Schilddrisenwerten ausgeschlossen.

Bekannte Vorerkrankungen und eingenommene Medikamente wurden doku-

mentiert, ebenso die Familien- und Suchtanamnese (Alkohol, Drogen, Nikotin).



24 Material und Methoden

2.1.2 Blutproben: Durchflusszytometrie, Klinische Chemie und Differen-
tialblutbild

Allen Studienteilnehmern wurde einmalig insgesamt ca. 50 ml Blut abgenom-
men. Die Blut-Monovetten stammen von Sarstedt, Material und Gerate, Ort der
Verarbeitung und die zu bestimmenden Parameter gibt Tabelle 10 wieder. Ziel
war es zwar, die Blutentnahmen zur gleichen Tageszeit durchzuflhren. Aus
organisatorischen Griinden konnte dies allerdings nicht immer realisiert werden.
Meistens erfolgte die Blutentnahme zwischen 8.00 und 12.00 Uhr. Die Weiter-
verarbeitung im Rheumalabor (vgl. Tabelle 10) fand umgehend nach der Blut-
entnahme statt, ebenso wurde mit den Proben fiir das Labor der Medizinischen
Klinik verfahren. Lagerung und Transport erfolgten bei Raumtemperatur (ca.
22° Celsius). Das Psychiatrische Labor erhielt nach Abschluss der Datensamm-
lung 61 eingefrorene (-20° Celsius), zentrifugierte Serumproben, die es zur Be-
arbeitung mit ELISA bei -80 ° Celsius lagerte und anschlieRend verarbeitete.

Art des Verwen-
Blutrohr- | Inhalt . Zu bestimmende Ort der Verarbei-
. Funktion dete Ge-
chens in ml Parameter tung "
rate
Monozyten: Intrazel-
Durch- lulare Zytokine, ext- | Rheumalabor der
1 CPDA 85 flussy- razellulare Toll-like Poliklinik der LMU FACSCa-
’ tometr>i/e Rezeptoren, Aktivie- | Mlnchen, Pettenko- | libur
rungsmarker HLA- ferstralle, Miinchen
DR
Labor der Medizini- Coulter
1EDTA | 27 | Blutbild | Differentialblutbild | Schen Klinik der LMU | 75,
Minchen, Ziems- Analvzer
senstralte, Mlinchen y
Natrium, Kalium,
Calcium, Vit. B12,
Kreatinin, Harnstoff,
. Harnsaure, IgE, Labor der Medizini-
1 Li- Klini o . Integra
thium- 45 |n|sc_he Bilirubin gesamt, sc_hen Kllnlk_ der LMU 800 Ro-
Heparin ! Chemie | ASAT, ALAT, yGT, Minchen, Ziems- che
P aP, Amylase, Lipa- senstralte, Minchen
se, LDH, CK, CRP,
Haptoglobin, Kupfer,
Coeruloplasmin
1 Serum 27 Endokri- TSH-Screening Labor der Medizini- | Coulter
nologie schen Klinik der LMU | LH 750
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Minchen, Ziems- Analyzer
senstraf’e, Miinchen
Labor der Medizini-
Endokri- . schen Klinik der LMU
1 Serum 8,5 nologie Erythropoetin (EPO) Miinchen, Ziems-
senstraf’e, Miinchen
Zytokin-
bestim- Rheumalabor der
mung Poliklinik der LMU
(Zentrifu- Miinchen, Pettenko-
gation, ferstrale, Minchen;
15 Abpipet- | Extrazellulare Zyto- | Zytokinbestimmung Siehe
erum 8,5 . T . .
tierung kine im Serum im Labor der Psychi- | unten
und Ein- atrischen Klinik der
frieren bei LMU Mdinchen,
-20°C Nussbaumstralle,
bzw. - Minchen
80°C)

Tabelle 10: Art, Funktion und Ort der Verarbeitung der Blutproben

In dieser Arbeit wurden das Differentialblutbild und CRP betrachtet. Die Refe-
renzbereiche der Medizinischen Klinik der LMU Minchen, Ziemssenstralle gibt

Tabelle 11 wieder.

Referenzwerte
Leukozyten 4,0-11,0 G/l (100%)
Segmentkernige Granulozyten | 50-70 %
Eosinophile 2-4 %
Basophile 0-2 %
Lymphozyten 25-40 %
Monozyten 4-10 %
CRP <0,5 mg/dI

Tabelle 11: Referenzwerte des Differentialblutbildes und CRP

2.2 Psychopathologie

Die Psychopathologie der Patienten und gesunden Probanden wurde durch
verschiedene Fragebogen bewertet. |hre Funktion lag in der Beurteilung des

Schweregrads der Erkrankung.

2.21 Beurteilung des Schweregrads: PANSS

Die PANSS (Positive and Negative Syndrome Scale) ist ein halbstrukturiertes

Interview flr Erwachsene zur Erfassung des Schweregrades psychotischer St6-
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rungen. Bei Bedarf kdnnen fremdanamnestische Informationen in die Bewer-
tung einflieRen. Sie ist unterteilt in drei Skalen und besteht aus insgesamt 30
items:
1. Positivskala fur produktive Symptome wie Wahnideen und Halluzinatio-
nen (7 items)

2. Negativskala zur Beurteilung defizitarer Symptome wie Affektverflachung
und soziale Passivitat (7 items)

3. Skala der Allgemeinpsychopathologie (16 items)

Die Beurteilung bezieht sich auf die Symptome der letzten Woche. Die jeweilige
Auspragungsmaoglichkeit pro item wird mit Punkten von 1 = nicht vorhanden bis
7 = extrem bewertet, wobei diese jeweils explizit beschrieben werden. Die Sum-
me aller vergebenen Punkte betragt mindestens 30 und maximal 210. Betrach-
tet man die Subskalen einzeln, so ergeben sich fir Positiv- und Negativskala
jeweils Punktwerte von mindestens 7 und maximal 49, fur die Skala der Allge-
meinpsychopathologie Punktwerte von mindesten 16 und maximal 112. Item-

werte <2 werden als normal bewertet.

Die Auswertung der PANSS fluhrt zu vier mdglichen Subtypen der Schizophre-
nie:
1. positiv: mindestens 3 Positivitems mit einem Punktewert >4
2. negativ: mindestens 3 Negativitems mit einem Punktewert >4
3. gemischt: mindestens 3 Positivitems und 3 Negativitems mit jeweils ei-
nem Punktewert >4
4. keine der vorher genannten: weniger als 3 Positiv- und weniger als 3

Negativitems mit einem Punktewert von >4

Ein Exemplar der PANSS befindet sich im Anhang.
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2.3 Durchflusszytometrie

2.3.1 Grundlagen- Definition und Funktion

Durchflusszytometrie bedeutet die Messung von Einzelzellen in einem Flissig-
keitsstrom (Suspension). FACS-Analyse (Fluorescence Activated Cell Sorting)
wird synonym verwendet. lhr ist es moglich durch optische Messprinzipien phy-
sikalische und molekulare Eigenschaften heterogener Zellsysteme zu analysie-
ren. Die in den 60iger Jahren entwickelte Technologie hat inzwischen hohen
Stellenwert sowohl in der klinischen Diagnostik als auch in der wissenschaftli-
chen Forschung. So wird die Durchflusszytometrie in der klinischen Routine zur
Primardiagnostik und Verlaufsbeurteilung in der Hamatologie, Infektiologie und
Immunologie (z.B. Leukamie, Lymphome, HIV, Rheumathoide Arthritis) genutzt.
Zu messende Zellen kénnen unter anderem Leukozyten (Lymphozyten, Mono-
zyten, Granulozyten) aus dem peripheren Blut, Zellen in Liquor und Knochen-
mark oder Tumorzellen sein. Aul’erdem kénnen mit der Durchflusszytometrie
Zellzyklusanalysen und funktionelle Untersuchungen (z.B. intrazellulare Stoff-

wechselvorgange wie Enzymaktivitaten) durchgeflhrt werden.
2.3.2 Grundlagen- Physik

Die Durchflusszytometrie erfasst optische Signale — Fluoreszenz und Licht-
streuung - von Zellen in Suspension durch einen fokussierten Lichtstrahl einer
Lichtquelle, meist durch Laser. Nach Beleuchtung jeder Zelle am Analysepunkt
des Gerates werden die Fluoreszenz- und Streulichtemissionen quantifiziert.
Das Ergebnis ist so eine Summe vieler schnell aufeinander folgender Einzel-
messungen.

Der am haufigsten verwendete Laser ist der luftgekihlte Argonlaser mit einer
Emissionslinie von 488nm Wellenlange. Das emittierte (ausgesandte) Licht des
Lasers ist dabei monochromatisch und von hoher Energiedichte.
Fluoreszierende Verbindungen (Fluorochrome) absorbieren Lichtenergie Uber
charakteristische Wellenlangenbereiche in bestimmten Anregungsspektren. Sie
sind Farbstoffe, die Zellen, deren Bestandteile oder Eigenschaften nachweisen
und darstellen kdnnen. Wichtig ist, dass der Absorptionsbereich der verwende-

ten Fluoreszenzfarbstoffe im Emissionsspektrum des verwendeten Lasers liegt.



28 Material und Methoden

Die Lichtstreuung einer Zelle wird durch ihre Querschnittsflache, Struktur der
Membran (Faltung), ihren Refraktionsindex und ihre intrazellularen Bestandteile
(Granula, Vakuolen) beeinflusst. Lichtstreuung entsteht, wenn Partikel einfal-
lendes Laserlicht beugen, und wird als Schreulicht bezeichnet. Das Vor-
wartsschreulicht, FSC (Forward Angle Light Scatter), ist proportional der Zell-
oberflache bzw. —gréRe. Das Seitwartsschreulicht, SSC (Side Scatter), entsteht
an Grenzflachen in einer Zelle mit geandertem Brechungsindex (Membran,
Kern, intrazellulare Partikel wie Granula; siehe Tabelle 12). Durch die unter-
schiedlichen Informationen der beiden Lichtparameter lassen sich die Leukozy-
tenuntergruppen, vor allem Lymphozyten, Monozyten und neutrophile Granulo-
zyten, durch ihre GroRe und Granularitat voneinander unterscheiden. Auler-

dem ist es moglich, tote Zellen (Zellschutt) abzugrenzen.

Streulicht (Winkelbereich) Sensitiv fiir Information uiber
Vorwartsschreulicht (0-10°)  Querschnittsflache ZellgroRe
Seitwartsschreulicht(90°

seitwarts zu FCS) Refraktionsindex Granularitat

Membranfaltung
aulere Form

Tabelle 12: FCS und SSC
2.3.3 Immunfluoreszenz

Immunfluoreszenz ist die Farbung mit Antikorpern, die direkt oder indirekt mit
fluoreszierenden Farbstoffen gekoppelt sind. Die fluoreszierenden monoklona-
len Antikdrper binden spezifisch an ihre Ziele (Antigene), im Falle dieser Arbeit
an Oberflachenmarker und Rezeptoren und intrazellulare Antigene (Zytokine).
Die Charakterisierung von unterschiedlichen und mehreren Antigenen wird
durch die Mehrfarbenimmunfluoreszenz mit zwei oder mehr Lasern ermoglicht.
Tabelle 13 zeigt die vier in dieser Arbeit verwendeten Immunfluoreszenzen und

die zwei genutzten Laser.

Anregungsbereich Emissionsbe- Lichtquelle mit  Anre-
Immunfluoreszenz (nm) reich (nm) gungsspektrum (nm)
Fluorescein (FITC) 495 525 Argonlaser (488)
R-Phycoerythrin (PE) 488;565 578 Argonlaser (488)
Cy5 651 674 HeliumNeon-Laser (633)
Allophycocyanin (APC) 650 660 HeliumNeon-Laser (633)

Tabelle 13: Immunfluoreszenzen mit Wellenlangen in nm
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In dieser Arbeit wurde die Vierfarbenfluoreszenzanalyse durchgefihrt, um so-
wohl die zu farbende Zellgruppe, die Monozyten, als auch die interessierenden
Eigenschaften (z.B. Zytokin, Toll-like Rezeptor oder Aktivierungsmarker) spezi-

fisch anzufarben.
2.3.4 Durchflusszytometer: Aufbau und Messung

Ein Durchflusszytometer hat drei Hauptkomponenten: Flissigkeits-, optisches
und elektronisches System. Das FlUssigkeitssystem transportiert die Zellen zum
Messpunkt, an dem der Lichtstrahl des Lasers auf die Zelle trifft. Der Laser und
weitere Bestandteile gehdren zum optischen System, ebenso wie Detektoren,
die sensibel fur Lichtstreuung und Fluoreszenzen sind. Das elektronische Sys-
tem erzeugt aus den Lichtsignalen elektrische Signale, proportional zu der In-
tensitat des einfallenden Lichtes. Die elektrischen Signale werden bei Immun-
fluoreszenzanalysen logarithmisch verstarkt. Fur die Darstellung und weitere

Analyse am Computer werden sie Uber einen Analog/Digitalwandler digitalisiert.
2.3.5 Datenauswertung: Darstellung und Gating

Alle optischen Parameter jeder Zelle in Lésung werden bei der durchflusszyto-
metrischen Messung aufgezeichnet und dargestellt. In dieser Arbeit wurde die
Zweiparameter-Punktdarstellung (Dotplot) gewahlt, bei der jede einzelne Zelle
entsprechend ihrer Parameterintensitat in ein Koordinatenkreuz beider Parame-
ter eingeordnet wird. Zwei Eigenschaften einer Zelle, z. B. Gréf3e und Granulari-
tat, stehen so in Relation zueinander. Jeder Punkt steht fir eine bestimmte Zel-
le mit ihren Eigenschaften, die Parameter kdnnen miteinander korrelieren. Die
Charakterisierung der Zellen durch die dargestellten Eigenschaften lassen die
Abgrenzung von Zelltrimmern, haufigen und seltenen Zellen und die interessie-
renden Zellarten zu. Durch die Parameterkombination Grolie gegen Granulari-
tat (FSC gegen SSC) lassen sich die Leukozytensubpopulationen von einander
unterscheiden: in dieser Arbeit die Monozyten von den Lymphozyten und
neutrophilen Granulozyten. Diese werden mit einem Fenster, Gate, manuell
eingegrenzt, also gegatet. Bei der weiteren Analyse von interessierenden Pa-
rametern in anderen Dotplots finden nur solche Ereignisse Berlcksichtung, die

innerhalb dieses eingegrenzten Bereiches (Gate) liegen (siehe Abbildung 3). So
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wird sichergestellt, dass nur die spezifisch angefarbten Produkte der Monozyten
bzw. diese selbst aus der Messung in die Datenanalyse einfliel3en.
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Abbildung 3: Dotplotdarstellung der Fluoreszenzen (FL) und Gating. Links: FSC gegen SSC,
allgemeine Darstellung zur Differenzierung und Abgrenzung der Monozyten mit Gate um diese.
Mitte: FL3 (HLA-DR) gegen SSC mit Gate. Rechts: FL1 (CD14) gegen SSC mit Gate.
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2.4 Versuchsaufbau

2.41 Stimulation

Wegen der Frage, ob bei Schizophrenen eine andere Zytokinproduktion und
Expression der Toll-like Rezeptoren vorliegt als bei Gesunden, wurden die Mo-
nozyten gezielt bakteriell und viral stimuliert. Dazu wurden bakterielles Lipopo-
lysaccharid (LPS) und das virale Antigen Polyl:C zum Vollblut hinzugeflugt (sie-
he Tabelle 14). Vor allem das LPS ist ein Monozyten-spezifischer Stimulus. Die
anschlieende, vierstindige Inkubation im Brutschrank bei 37°Celsius simulier-
te eine Infektion unter physiologischen Bedingungen (zur Diskussion der Stimu-
lationszeit siehe 4.1 Diskussion der Methodik, Seite 76). Brefeldin A (BFA) wur-
de nach zwei Stunden hinzugeflgt. BFA hemmt die Sekretion der Zytokine aus
der Zelle durch Blockade des Golgi-Apparates. Es fuhrt durch die Anreicherung
der intrazellularen Zytokine im endoplasmatischen Retikulum zu einer verbes-
serten Detektion dieser. Ziel war es, das Verhalten der Monozyten unter Stimu-

lation im Vergleich der beiden Gruppen zu beobachten.

Stimulation mit | Vorbereitung Firma Lagerung
Lipopolysaccharid . Sigma, Kihlschrank
Keine o bei
(LPS) Minchen | . .
4°Celsius

Sterile Vorver-
dinnung 10 mg

mit 10 ml NaCl Siama Eisschrank
Polyl:C (150 millimolar); gma, bei — 20°
; ; Miinchen .
Aliquotierung von Celsius
100 pl in Microtu-
bes

Tabelle 14: Verwendete Stimulantien

2.4.2 Ansitze

Das Studiendesign beinhaltete insgesamt 8 verschiedene Ansatze. Dabei wur-
den 4 Ansatze sofort fur die durchflusszytometrischen, intrazellularen Messun-
gen verwendet. 4 Ansatze wurden nach der Stimulationszeit abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde bei -20° bzw. -80° Celsius zur extrazellularen Zytokinbestim-
mung (ELISA) eingefroren. Ziel war es zum einem herauszufinden, bei welchen

Bedingungen die Monozyten Zytokine vermehrt oder vermindert ausschutten
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und inwiefern sich die Expression der Toll-like Rezeptoren verandert. Zum an-
deren sollte sowohl die extra- als auch die intrazellulare Produktion messbar
sein.

Das Blut der jeweiligen CPDA-R&hrchen wurde gut geschwenkt und anschlie-
Rend je 1 ml davon in 8 Falcon FACS- Roéhrchen gefillt und von 1-8 durch-
nummeriert und beschriftet. Ansatz 1 wurde sofort zentrifugiert (Rotina Zentrifu-
ge, 4000 Umdrehungen/Minute (rpm), 25°C, 10 Minuten), der Uberstand an-
schlieRend aufgenommen (ca. 250 ul pro Reagiergefald von Sarstedt, ca. 500 pl
Gesamtmenge) und bei -20°C bzw. spater bei -80°C eingefroren und gelagert.

Tabelle 15 gibt wieder, wie mit den restlichen sieben Ansatzen verfahren wurde.

Ansatz | Stimulation | Inkubationsdauer | Inkubationstemperatur BFA-Zugabe

1 Siehe oben

2 Keine 4 Std. Raumtemperatur 22°C Keine

3 Keine 4 Std. Brutschrank 37°C Keine

4 Keine 4 Std. Brutschrank 37°C 10 pl nach 2 Std.
5 1 ul LPS 4 Std. Brutschrank 37°C Keine

6 1 ul LPS 4 Std. Brutschrank 37°C 10 ul nach 2 Std.
7 50 pl Polyl:C 4 Std. Brutschrank 37°C Keine

8 50 pl Polyl:C 4 Std. Brutschrank 37°C 10 ul nach 2 Std.

Tabelle 15: Stimulation, Inkubationsdauer, Inkubationstemperatur und Zugabe von Bre-
feldin-A (BFA) bei den Ansétzen 2-8

Die Ansatze 3, 5 und 7 wurden wie Ansatz 1 zentrifugiert, der Uberstand wurde
zu je ca. 250 yl in zwei Reagiergefalie pipettiert und eingefroren.

Die Ansatze fur die Messung der intrazelluldren Zytokine und Toll-like Rezepto-
ren waren 2, 4, 6 und 8. Es folgten sofort die spezifischen Antikérperfarbungen
mit insgesamt funf verschiedenen Antikdrperkombinationen (siehe unten). Die
Ansatze fur die Messung des extrazellularen Zytokins waren 1, 3, 5 und 7. Die
eingefrorenen Proben (bei -20° Celsius und spater zur Haltbarkeitsverlangerung
bei -80° Celsius) wurden nach Abschluss der Patientenrekrutierung mit ELISA
weiterbearbeitet.

Das Blut des Serum-Réhrchens wurde sofort bei 4000 Umdrehungen/Min. und
25° Celsius fur 10 Minuten zentrifugiert und anschlieRend der Uberstand in 4
Reagiergefalle zu je ca. 500 ul aliquotiert. Diese Proben wurden ebenfalls bei -

20° Celsius eingefroren und spater bei -80° Celsius gelagert.
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2.5 Bestimmung der intrazellularen Zytokine TNF- a, IL-1f,
IL-6 und IL-10

251 Prinzip

Die Bestimmung von intrazellularen Zytokinen erfolgte durch Anfarbung der ge-
suchten Zytokine (Antigene) mit fluoreszenzmarkierten monoklonalen Antikor-
pern. Die Farbung erforderte die Permeabilisierung der Zellmembran und eine
langere Farbezeit. Das Farbevolumen lag bei 90 yl Blut plus ca. 26 pl hinzuge-
fiigte Antikdrper und die Zellkonzentration bei 10° bis 10”/ml; dies sind Mengen,
die in einem optimalen Bereich fir eine durchflusszytometrische Analyse liegen.
Die Antikorperkonzentrationen wurden durch Titration unter standardisierten
Bedingungen (Zellkonzentration, Volumen, Zeit, Waschschritte) mit unterschied-
lichen Konzentrationen des zu titrierenden Antikorpers ermittelt. Ziel war dabei,
die Konzentration so niedrig zu wahlen, dass nur hochaffine Antigen-Antikorper-

Reaktionen und nicht niedrigaffine Kreuzreaktionen moéglich waren.
2.5.2 Antikorper, Labormaterialien und Gerate

CD-(Cluster of differentiation) Antigene auf Zelloberflachen dienen der Klassifi-
zierung von verschiedensten Zellen. Die Expression von bestimmten CD-
Antigenen auf der Oberflache von Monozyten ermdglicht die ldentifizierung
durch Bindung von fluoreszenzmarkierten monoklonalen Antikérpern an CD-
Antigene (Immunphanotypisierung). Spezifische Monozytenmarker sind die An-
tikbrper gegen CD14 und CD33. CD45 fungierte als Panleukozytenmarker.
Tabelle 16 zeigt diese und die Antikérper flir die Messung der intrazellularen
Zytokine.
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Antikorper Fluoreszenzfarbstoff Isotyp Firma !Endkonzentratlon
gegen in Probe
Fluorescein Isothiocya- AbD Serotec, .
TNFa nate Isomer 1 (FITC) l9G1 Oxford, UK 1:10
. AbD Serotec, .
IL-10 R. Phycoerythrin (RPE) | IgG1 Oxford. UK 1:10
1aG1 Caltac Labora-
I-18 FITC g tories, San 1:50
(Mouse) Francisco, CA
. IgG1,k eBioscience, .
IL-6 Phycoerythrin (PE) (Rat) San Diego, CA 1:40
1aG2a Caltac Labora-
CD14 FITC 9 tories, San 1:20
(Mouse) Francisco, CA
1aG 1K Caltac Labora-
CD33 Cy 5,5 (ﬁﬂouse) tories, San 1:20
Francisco, CA
1aG1 Caltac Labora-
CD45 Allophycocyanin (APC) 9 tories, San 1:100
(Mouse) Francisco, CA
. IgG1,k eBioscience, .
Isotypkontrolle | Phycoerythrin (PE) (Rat) San Diego, CA 1:10

Tabelle 16: Verwendete Antikorper

Zur Ubersicht Uber die verwendeten Reagenzien, Materialien und Geréate siehe
Tabelle 17, Tabelle 18 und Tabelle 19.
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Reagenzien |Bestandteile/Eigenschaften | Verdiinnung/ Lagerung |Firma
Verdinnung 1:2 pl
(BFA:PBS), eingefroren
Brefeldin A 1000-fach konzentriert in bei -20°C zu je 40 pl in NatuTec, Frankfurt
(BFA) Methanol Microtubes am Main
100 ml, 10-fach konzentrier- | Verdinnung 1:10 ml (Lyse
te, gepufferte Losung, <15% |: destilliertes Wasser), Becton Dickinson,
FACS Lysing | Formaldehyd und <50% Lagerung im Kuhlschrank | Franklin Lakes,
Solution Diethylenglycol (4°C) New Jersey
10-fach konzentrierte, gepuf- | Verdiinnung 1:10 pl
ferte Lésung, <15% Formal- | (FACS-Perm-Solution :
BD FACS dehyd, <50% Diethylenglycol | destilliertes Wasser), La- | Becton Dickinson,
Permeabilizing | und ein Permeabilizing A- gerung bei Raumtempera- | Franklin Lakes,
Solution 2 genz tur (ca. 22°C) New Jersey
Natrium-Chlorid 8,0 g, Kali- Apotheke Innen-
umchlorid 0,2 g, di- stadt Universitat
Natriumhydrogenphosphat- Minchen, Petten-
Dihydrat 1,15 g, Wasser fir | Lagerung im Kihlschrank | koferstr. 8, 80336
PBS-Medium | Injektion zu 1000 ml (4°C) Minchen
Apotheke Innen-
Paraformaldehyd 10,0 g, stadt Universitat,
PFA-L6sung Gereinigtes Wasser zu 1000 |Lagerung im Kihischrank | Pettekoferstrale,
1% ml (4°C) Miinchen
Lagerung im Kuhlschrank |Braun Melsingen
NaCl Natrium-Chlorid (4°C) AG, Melsingen
Tabelle 17: Verwendete Reagenzien
Materialien Eigenschaften Lagerung Firma
Becton Dickinson,
Falcon 5 ml Lagerung bei Raumtempe- | Franklin Lakes,
Tube Nicht steril ratur New Jersey
Microtube 1,5 Lagerung bei Raumtempe- | Sarstedt, Nim-
ml Nicht steril ratur berg
Eppendorf 1-10 pl; 1-20 pl; 10-100 pl; Lagerung bei Raumtempe- | Eppendorf, Wes-
Pipetten 100-1000ul ratur seling-Berzdorf
Biosphere Lagerung bei Raumtempe- | Sarstedt, Nim-
Pipetten 10 pl; 100 pl, 1000 pl ratur berg
Serological Lagerung bei Raumtempe- | Greiner Bio One,
Pipette 25 ml ratur Solingen

Tabelle 18: Verwendete Materialien
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Geriéte Funktion Firma
Heinrich  Rhode
Brutschrank Memmert Typ U25 Inkubation bei 37°Celsius | GmbH, Kirchheim
Zentrifugation (Umdre- | Hettich ~ Zentrifu-
Rotina Zentrifuge hungen 1500-4000) gen, Tuttlingen
Bender&Hobein
Vortex-Genie Mischung AG, Ismaning

FACSCalibur

Durchflusszytometrie

Becton Dickinson,
Franklin Lakes,
New Jersey

Cell-Quest Software (V. 3.1)

Akquisition und Auswer-
tung

Becton Dickinson,
Franklin Lakes,
New Jersey

FACSComp Software (V. 4.1)

Gerateeinstellung und -
kalibrierung

Becton Dickinson,
Franklin Lakes,
New Jersey

Tabelle 19: Verwendete Gerate

2.5.3 Probenverarbeitung

Die Vorgange bei Blutentnahme, Transport, Stimulation und Inkubation der

Blutproben ist in Kapitel 2.4 Versuchsaufbau dargestellt. Insgesamt gab es zwei

verschiedene Antikdrperkombinationen und eine Isotypkontrolle fir die intrazel-
luldre Farbung der Zytokine (Tabelle 20 , Tabelle 21 und Tabelle 22).

Antikorper gegen Fluoreszenzfarbstoff (FL) Konzentration In
TNFa FITC (FL1) 1:10 10
IL-10 PE (FL2) 1:10 10
CD33 Cy 5,5 (FL3) 1:20 5
CD45 APC (FL4) 1:100 1
Tabelle 20: Antikorperkombination 1 (AK1)
Antikorper gegen Fluoreszenzfarbstoff (FL) Konzentration In
IL-1B FITC (FL1) 1:5 20
IL-6 PE (FL2) 1:40 2,5
CD33 Cy 5,5 (FL3) 1:20
CD45 APC (FL4) 1:100 1
Tabelle 21: Antikorperkombination 2 (AK2)
Antikorper gegen Fluoreszenzfarbstoff (FL) Konzentration In
CD14 FITC (FL1) 1:20 5
Isotypkontrolle PE (FL2) 1:10 10
HLA-DR Cy 5,5 (FL3) 1:20
CD45 APC (FL4) 1:100 1

Tabelle 22: Antikorperkombination 5 (AK5), Isotypkontrolle

Die Ansatze 2, 4, 6 und 8 wurden zur Farbung flr die durchflusszytometrischen

Messungen verwendet. Dazu wurden fir jeden Ansatz finf Réhrchen beschrif-

tet, da flnf verschiedene Antikdrperkombinationen gefarbt werden mussten. Pro
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Patient wurden also 20 Rohrchen genutzt. Die intrazellularen Antikorperkombi-
nationen waren AK1, AK2 und AKS (siehe oben).

In jedes Roéhrchen wurden 90 pl Blut geflllt. Es folgte die Zugabe aller extrazel-
luldren Antikorper in den titrierten Konzentrationen (CD14, CD33, CD45 und
HLA-DR). Nach Mischung der Réhrchen wurden sie 10-15 Minuten im Dunkeln
mit zusatzlicher Alufolienabdichtung inkubiert, um die Antigen-Antikdrper-
Bindung stattfinden zu lassen und die Farbstoffe vor Licht zu schitzen. An-
schlieBend wurden die Erythrozyten mit je 3 ml verdinnter Lysel6sung lysiert.
Dies ist ein gangiges Verfahren, um die Erythrozyten aus der Messprobe durch
osmotische Lyse zu entfernen und so die Diskriminanz zwischen seltenen Zel-
len z. B. Leukozyten gegen Erythrozyten zu verbessern. Die Rohrchen wurden
mit Vortex gut gemischt und 5 Minuten im Dunkeln inkubiert (mit zusatzlicher
Alufolienabdichtung). Nach Zentrifugation fur 5 Minuten bei 1500 Umdrehun-
gen/ Minute (25° Celsius) wurde der Uberstand abgekippt. Auf dem Boden der
zentrifugierten Réhrchen befanden sich die nun isolierten Leukozyten und rest-
liche Erythrozyten, erkennbar an der leicht roten Farbe. Diese Zellpellets wur-
den durch mehrmaliges Ziehen Uber ein weiltes Gitter (Aufratschen) resuspen-
diert. AnschlieRend wurden die Zellen mit 2 ml PBS gewaschen, um nicht ge-
bundene Antikérper zu entfernen, und zentrifugiert (5 Minuten/ 1500 Umdre-
hungen/ Min./ 25 °Celsius). Es folgte ein erneutes Abkippen des Uberstandes
und Aufratschen der Pellets.

Die Permeabilisierung der Zellen erfolgte durch Zugabe von 500 pl verdinnter
FACS-Permeabilizing-Solution und anschlielender Inkubation fir 10 Minuten.
Danach wurde erneut mit 2 ml PBS gewaschen, zentrifugiert (5 Minuten/ 1500
Umdrehungen/ Min./ 25 °Celsius), der Uberstand abgekippt und die Zellpellets
durch Aufratschen resuspendiert. Die intrazellularen Zytokine in den isolierten
Monozyten wurden nun spezifisch angefarbt (Zugabe der intrazellularen Anti-
kérper IL1B, IL6, IL10, TNFa wund Isotypkontrolle). Die Antigen-
Antikoérperbindung fand in der folgenden 30-minltigen Inkubation im Dunkeln
(mit zusatzlicher Alufolienabdichtung) statt. Es folgte ein letzter Waschschritt mit
2 ml PBS, um nicht gebundene Antikérper zu entfernen, und Zentrifugation (5
Minuten/ 1500 Umdrehungen/ Min./ 25 °Celsius). Der Uberstand wurde abge-
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kippt und resuspendiert. Zur Fixierung der Zellen und Produkte wurden 200 pl 1
% PFA hinzugefligt und sofort im FACS-Gerat gemessen.

254 Messung und Auswertung

Die Messung erfolgte mit dem Durchflusszytometer FACSCalibur™ der Firma
Becton Dickinson. Vor und nach jeder Messung wurde zur Qualitatssicherung
das FACS-Gerat mit FACS-Safe, Rinse und Flow-Flissigkeit gesplilt (siehe
Tabelle 23). Zur Gerateeinstellung und —kalibrierung wurde die FACSComp™
Software genutzt. Interne und externe Qualitatskontrollen wurden regelmafig
durchgefiihrt. Standardisierte Voreinstellungen zu Beginn der Messungen ga-
rantierten gleiche Bedingungen; so wurde zur Korrektur der spektralen Uber-
lappung die Kompensation eingestellt. Die zu messenden Zellen wurden bei
15000 festgelegt.

Flussigkeit Funktion

FACS Safe Dekontaminationslésung
FACS Rinse Spil- und Reinigungslésung
FACS Flow Tragerflissigkeit

Tabelle 23: Fliissigkeiten von Becton Dickinson zur Qualitidtssicherung der Messungen

Die digitalisierten Messdaten wurden gesichert und nach Abschluss der Patien-
tenrekrutierung in einem engen zeitlichen Rahmen ausgewertet. Dabei wurden
alle Patienten zu den jeweiligen Antikérperkombinationen (AK1-AK5) am Stick
betrachtet, um einen gelibten Blick auf die Tendenz bei der Abgrenzung der
Monozyten von den restlichen Zellgruppen zu erlangen. Die Methode des Ga-
tings erfolgte nach den gleichen Bedingungen: Aufgrund der Vierfarbfluores-
zenzanalyse entstanden drei Graphen aus den durchflusszytometrischen Mes-
sungen. Zuerst wurden die Monozyten von den Lymphozyten und neutrophilen
Granulozyten durch die Auftragung FSC gegen SSC (GréfRe gegen Granulari-
tat) mit einem Gate abgegrenzt. Danach wurde die extrazellulare, monozy-
tenspezifische Markerfluoreszenz gegen SSC (Granularitat) aufgetragen, um
nur solche Monozyten im Gate zu erfassen, die mit den monoklonalen Antiké-
pern angefarbt worden waren und somit die Monozyten spezifisch darstellen.
Die Summe der drei Gates entsprach somit CD14" -/CD33"-/ CD45"- oder HLA-
DR*-Monozyten.
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In der anschliel’enden korrelierenden Zweiparameterdarstellung wurden die
beiden interessierenden Fluoreszenzen (intrazellulare Zytokine bzw. TLRs/HLA-
DR) gegeneinander aufgetragen und mit der so genannten Quadrantenstatistik
ausgewertet. Ziel der Quadrantenanalyse war, die prozentuale Entwicklung der
Fluoreszenzen innerhalb eines Probanden quantifizieren zu kénnen. Der Ansatz
2, unstimuliertes Blut nach vierstindiger Inkubation bei Raumtemperatur ohne
BFA, eines jeden Patienten bzw. der gesunden Kontrollperson wurde als Nega-
tivkontrolle verwendet. Dabei wurde der Dotplot (Zellwolke) der Quadrantenana-
lyse, der sich als Summe der angefarbten Monozyten aus den drei vorherigen
Gates darstellt, von einem Kreuz in vier Quadranten eingeteilt. Die vier Quad-
ranten waren Lower Left (LL), Lower Right (LR), Upper Left (UL) und Upper
Right (UR). Da der Ansatz 2 als Negativkontrolle festgelegt worden war, wurde
bei diesem Ansatz jeweils die Zellwolke im doppelt negativen Bereich innerhalb
der Quadranteneinteilung positioniert. Diese Position des Kreuzes wurde fir die
restlichen Ansatze des gleichen Probanden nicht mehr verandert und als Aus-
wertemaske gespeichert (siehe Abbildung 4). Die angefarbten Monozytenpopu-
lationen der Ansatze 4, 6 und 8 des gleichen Probanden wurden durch Gating
jedes Mal exakt und erneut eingegrenzt (siehe oben). AnschlieRend konnten die
jeweiligen Datensatzen der Ansatze 4, 6 und 8 des gleichen Patienten in die
Auswertemaske der Negativkontrolle der Quadrantenanalyse kopiert werden.

Prinzipiell erfolgte die Einteilung der Zellwolken innerhalb der Negativkontrolle
(A2) in doppelt negativ (Zellwolke in LL) bei den intrazellularen Farbungen
(AK1, AK2 und AK5) und negativ/positiv (Zellwolke in UL) bei den extrazellula-
ren Farbungen (AK3 und AK4). So konnte eine prozentual veranderte Expressi-
on und Ausschuttung der gesuchten Fluoreszenzen durch Wanderung der Zell-
wolken innerhalb der Quadranten erkannt werden. Die Zellwolken lagen dann z.

B. im doppelt positiven (UR) oder im einfach positiven Bereich (LR).
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Abbildung 4: Quadrantenanalyse bei Ansatz 2, AK1, Negativkontrolle fiir diesen Proban-
den. TNFa (FL1) und IL10 (FL2) sind gegeneinander aufgetragen. Darstellung der vier
Quadranten und manuelles Setzten des Kreuzes. Positionierung der Zellwolke in LL und
somit Festlegung der TNFa™ und IL10° Monozyten (doppelt negativ).

Quadrant Statistics

File: GS-23.009 Log Data Units: Linear Values
Sample ID: GS-23 Patient ID:

Tube: Panel:

Acquisition Date: 23-May-07 Gate: Monos

Gated Events: 867 Total Events: 33736

X Parameter: FL1-H (Log) Y Parameter: FL2-H (Log)

Quad Location: 168, 178

Quad Events % Gated % Total XMean X GeoMean Y Mean Y Geo Mean

UL 34 3.92 0.10 104.65 102.57 289.09 241.12
UR 1 0.12 0.00 365.17 365.17 365.17 365.17
LL 824 95.04 2.44  88.28 86.06 103.11 99.96
LR 8 0.92 0.02 406.08 385.42 99.96 96.14

Abbildung 5: Statistische Werte der Quadrantenanalyse fiir Ansatz 2, AK1 (siehe oben).
Die Parameter (FL1 und FL2) werden logarithmiert und die Mittelwerte errechnet.

Zum Gruppenvergleich wurde die Histogrammanalyse verwendet. Die Werte
waren ebenfalls die Summe aus den zuvor gegateten Monozyten der drei
Dotplots. Es flossen so abhangig vom jeweiligen Antikérperansatz nur
CD33"CD45"Monozyten (intrazellulare Zytokinmessung) oder CD14°CD45"
bzw. CD14"HLA-DR*Monozyten (TLR- und HLA-DR-Messung) in die Analyse
ein. Die interessierende Fluoreszenz (X-Achse) mit ihrer Lichtintensitat wurde
gegen die Zellzahl (Y-Achse) aufgetragen und Mittelwert, Median und Stan-
dardabweichung der Fluoreszenzintensitat ermittelt (siehe Abbildung 6 und
Abbildung 7).
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Abbildung 6: Histogrammanalyse Ansatz 8, AK3 (nur FL2). TLR-4 (FL2) auf CD14"HLA-
DR*Monozyten ist gegen die Zellzahl aufgetragen. Der zu ermittelnde Bereich wird durch
M1 festgelegt.

Histogram Statistics

File: GS 20.007 Log Data Units: Linear Values
Sample ID: GS 20 Patient ID:

Tube: Panel:

Acquisition Date: 16-May-07 Gate: Monos

Gated Events: 2701 Total Events: 62080

X Parameter: FL2-H (Log)

Marker Left, Right Events % Gated % Total Mean GeoMean CV Median Peak Ch
All 1, 9910 2701  100.00 435 68.27 58.02 5954 63.21 63
M1 2, 6978 2701 100.00 435 6827 58.02 5954 6321 63

Abbildung 7: Statistische Werte der Histogrammanalyse fiir Ansatz 8, AK3 (nur FL2). Der
Parameter auf der X-Achse wird logarithmiert und Mittelwert, Median und Standardab-
weichung fiir M1 der Fluoreszenzintensitit ermittelt.

Die Datenauswertung erfolgte zur internen Qualitatssicherung zweifach und
unabhangig, sowohl durch mich als auch durch meine Mitdoktorandin. Es er-
folgte ein graphischer und statistischer Vergleich der Absolutdaten der Mittel-
werte. Es wurden die Mittelwerte beider Auswerterinnen auf der x- und y- Achse
aufgetragen und betrachtet, ob die Punkte dem Idealfall entsprechend auf der
Winkelhalbierenden liegen. Eine Korrelationsanalyse der jeweiligen Mittelwerte
sollte den Zusammenhang der Werte ermitteln. 1,0 bedeutete, dass die Werte
entweder gleich oder exakt linear abhangig waren; Werte nahe 0 bedeuteten
hingegen keinen Zusammenhang und damit Unabhangigkeit. Die Abbildungen
Abbildung 8 und Abbildung 9 zeigen am Beispiel des IL-13 unstimuliert und
nach Polyl:C-Stimulation den graphischen und statistischen Vergleich.

Samtliche Korrelationsberechnungen erbrachten Werte tber 0,96 bis 1,0. Die

Mittelung der Mittelwerte beider Analysen ist somit Grundlage der Ergebnisse.
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Abbildung 8: Beispiel des graphischen und statistischen Vergleiches der Mittelwerte
nach Auswertung der Histogrammanalyse. IL-1$, Ansatz 4, unstimuliert im Brutschrank
bei 37°C.
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Abbildung 9: Beispiel des graphischen und statistischen Vergleiches der Mittelwerte
nach Auswertung der Histogrammanalyse. IL-13, Ansatz 8, Polyl:C stimuliert im Brut-
schrank bei 37°C.

2.6 Bestimmung des extrazellularen Zyotokins IL-1f3

2.6.1 Prinzip des High Sensitivity Enzyme-Linked-Immunosorbent-
Assay (ELISA)

Zur Bestimmung der humoralen Immunantwort im Serum mit dem extrazellula-
ren Zytokin IL-1 im Serum wurde ein spezifischer Enzyme Linked Immunosor-
bent Assay verwendet. Hierbei handelt es sich um ein immunologisches, auf
einer enzymatischen Farbreaktion beruhendes Nachweisverfahren. Die ver-
wendeten Platten sind mit einem monoklonalen Antikérper gegen IL-13 be-
schichtet, um vorhandenes IL-1B im Plasma spezifisch zu binden. Nach Abwa-
schen und damit Entfernung aller ungebundenen Substanzen, wird ein enzyma-

tisch-gebundener, polyklonaler IL-1B-Antikdrper hinzugefligt. Nach weiteren
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Wasch- und Verdunnungsschritten und einer Inkubationszeit kann die Farbin-

tensitat proportional zur Menge des Zytokins photometrisch gemessen werden.
2.6.2 Labormaterialien und Gerite

Es wurde das Quantikine HS Human IL-1B/IL-1F2 Immunoassay- Kit der Firma
R&D Systems, Minneapolis, USA verwendet. Den Inhalt beschreibt Tabelle 24.

Inhalt

IL-1B HS Micro plate (96 well)
IL-18 HS Conjugate

IL-18 HS Standard

Assay Diluent RD1-82
Calibrator Diluent RD6-44
Wash Buffer Concentrate
Substrate

Substrate Diluent
Amplifier

Amplifier Diluent

Stop Solution

Plate Covers

Tabelle 24: Inhalt des Quantikine HS IL-1B/IL-1F2 Immunoassay-Kits

Der verwendete ELISA-Reader war der Sunrise™ der Firma Tecan, Mannedorf,

Schweiz, mit der dazugehdrigen Software Magellan™.
2.6.3 Probenverarbeitung

Vor dem Gebrauch wurden die Serum-Proben aufgetaut, dadurch auf Raum-
temperatur gebracht und samtliche Reagenzien und Standards nach den Vor-
gaben des Herstellers vorbereitet (siehe Kitbeschreibung). Der IL-13-Standard
wurde mit 1 ml destilliertem Wasser wiederhergestellt; diese Grundlésung bein-
haltete somit 80 pg/ml. Die Standardverdinnung wurde mit 900 pl Calibrator-
Diluent RD6-44 (500 ul pro Falcon-Réhrchen) und der Standardlésung herge-
stellt. 8 pg/ml war der hoéchste Standardwert, 0,0625 pg/ml der kleinste. Die
Platte wurde mit 100 pl Assaydiluent bestlckt, anschlieend wurde 150 pl Pro-
be in jede Vertiefung der Platte gegeben und 3 Stunden bei Raumtemperatur
inkubiert. Es folgten 6 Waschschritte und die Zugabe von 200 pl Konjugat mit 3-
stundiger Inkubation bei Raumtemperatur. Das nicht gebundene Konjugat wur-

de durch 4-maliges Waschen entfernt. Danach wurden 50 pl Substrate Lésung
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(Farbentwicklungslésung) in jede Vertiefung pipettiert, fir 1 Stunde bei Raum-
temperatur inkubiert und anschlieBend die Reaktion mit 50 yl Amplifier Lésung
bei 30-mindtiger Inkubation verstarkt. Mit der Zugabe von 50 ul Stop-L6sung
wurde der Assay beendet und die Extinktion bei 490 nm innerhalb von 30 Minu-

ten gemessen.
2.6.4 Messung und Auswertung

Die Messung der Proben erfolgte jeweils innerhalb von 30 Minuten bei einer
Wellenlange von 490 nm mit dem Photometer des Psychiatrischen Labors der
Klinik fir Psychiatrie und Psychotherapie der LMU Minchen. Die Wellenlange
wurde mit der Referenz 690 nm korrigiert. Anhand der jeweiligen Standardkur-
ven wurden die Messwerte in der Einheit pg/ml ermittelt.

Die Auswertung erfolgte nachtraglich zusatzlich manuell-graphisch, um fehlen-

de Werte zu ermitteln.

2.7 Bestimmung der extrazellularen Toll-like Rezeptoren
TLR-2, TLR-3 und TLR-4 und des Aktivierungsmarkers HLA-DR

2.71 Prinzip

Die Bestimmung der extrazellularen Toll-like Rezeptoren und des Aktivierungs-
markers HLA-DR erfolgte durch Anfarbung der gesuchten Rezeptoren (Antige-
ne) mit fluoreszenzmarkierten monoklonalen Antikdrpern. Da die Antigene auf
der Oberflache der Monozyten lokalisiert sind, erforderte die Anfarbung weniger
Zeit und Arbeitsschritte. Das Farbevolumen lag bei 90 pl plus 20 pl hinzugeflug-
te Antikorper; die Antikorperkonzentration wurde wie bei der intrazellularen Far-

bung durch Titration ermittelt (siehe dazu auch 2.5.1 Prinzip).
2.7.2 Antikorper, Labormaterialien und Gerate

Zur Ildentifikation der Monozyten wurde ebenfalls ein Antikdrper gegen den spe-
zifischen Monozytenmarker CD14 verwendet. CD45 fungierte als Panleukozy-

tenmarker (siehe oben Tabelle 16). Eine Ubersicht tiber die verwendeten Toll-
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like Rezeptoren-Antikorper und den Antikorper gegen den Aktivierungsmarker
HLA-DR gibt Tabelle 25.

Antikorper Fluoreszenzfarbstoff | Isotyp Firma !Endkonzentratlon
gegen in Probe
; Allophycocyanin Mouse eBioscience, San .
TLR-2 (APC) IgG2a.k | Diego, CA 1:10
. Mouse eBioscience, San .
TLR-3 Phycoerthrin (PE) IgG1 K Diego, CA 1:20
. Mouse eBioscience, San .
TLR-4 Phycoerthrin (PE) IgG1 Diego, CA 1:10
Mouse Caltac Laborato-
HLA-DR PE-Cy 5,5 ries, San Fran- 1:20
1gG2b .
cisco, CA

Tabelle 25: Verwendete Toll-like-Rezeptor-Antikorper

2.7.3 Probenverarbeitung

Die Vorgange bei Blutentnahme, Transport, Stimulation und Inkubation der

Blutproben gibt Kapitel 2.4 Versuchsaufbau wieder. Es existierten zwei Antikor-

perkombinationen (Tabelle 26 und Tabelle 27).

Antikorper gegen Fluoreszenzfarbstoff (FL) Konzentration In
CD14 FITC (FL1) 1:20 5
TLR-4 PE (FL2) 1:10 10

HLA-DR Cy 5,5 (FL3) 1:20 5
TLR-2 APC (FL4) 1:10 10
Tabelle 26: Antikorperkombination 3 (AK3)

Antikorper gegen Fluoreszenzfarbstoff (FL) Konzentration In
CD14 FITC (FL1) 1:20 5
TLR-3 PE (FL2) 1:20 5

HLA-DR Cy 5,5 (FL3) 1:20 5
CD45 APC (FL4) 1:100 1

Tabelle 27: Antikorperkombination 4 (AK4)

Von den finf verschiedenen Antikérperkombinationen (AK1-5) gehérten also

zwei zu den extrazellularen (AK3 und AK4); fir die intrazellularen Kombinatio-

nen und Beschriftung der Réhrchen siehe 2.5.3 Probenverarbeitung.

In jedes Roéhrchen wurden 90 pl Blut geflllt. Es folgte die Zugabe aller extrazel-
luldaren Antikorper in den titrierten Konzentrationen (CD14, CD45, HLA-DR,
TLR-2, TLR-3 und TLR-4). Nach Mischung der Réhrchen wurden sie 10-15 Mi-



46 Material und Methoden

nuten im Dunkeln mit zusatzlicher Alufolienabdichtung inkubiert. Anschlie3end
wurden die Erythrozyten mit je 3 ml verdunnter LyselOosung lysiert. Die Rohr-
chen wurden mit Vortex gut gemischt und 5 Minuten im Dunkeln inkubiert (mit
zusatzlicher Alufolienabdichtung). Nach Zentrifugation fir 5 Minuten bei 1500
Umdrehungen/ Minute (25° Celsius) wurde der Uberstand abgekippt. Auf dem
Boden der zentrifugierten R6hrchen befanden sich die nun isolierten Leukozy-
ten und restliche Erythrozyten, erkennbar an der leicht roten Farbe. Diese Zell-
pellets wurden durch mehrmaliges Ziehen Uber ein weildes Gitter (Aufratschen)
resuspendiert. AnschlieRend wurden die Zellen mit 2 ml PBS gewaschen, um
nicht gebundene Antikérper zu entfernen, und zentrifugiert (5 Minuten/ 1500
Umdrehungen/ Min./ 25 ° Celsius). Es folgte ein erneutes Abkippen des Uber-
standes und Aufratschen der Pellets. Zur Fixierung der Zellen wurden 200 pl 1
% PFA hinzu gegeben und sofort gemessen.

2.7.4 Messung und Auswertung

Siehe hierfur Kapitel 2.5.4, Messung und Auswertung.

2.8  Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Statistikprogramm SPSS 17.0. Die
Anamnesedaten wurden mit dem Chi-Quadrat-Test ausgewertet. Nach graphi-
scher Betrachtung der Messwerte in Diagrammform und Anwendung des Kol-
mogorov-Smirnov-Tests wurde beurteilt, ob die Daten normalverteilt oder nicht
normalverteilt vorlagen. Bei Teilen des Differentialblutbildes und beim CRP war
von einer Normalverteilung auszugehen, weswegen als Testverfahren der t-
Test angewendet wurde. Der t-Test gehort zu der Gruppe der parametrischen
Testverfahren und untersucht, ob sich die Mittelwerte zweier unabhangiger
Gruppen systematisch unterscheiden oder ob die Unterschiede zufallig ent-
standen sind und kein echter Unterschied zwischen den beiden untersuchten
Gruppen besteht. Der Stichprobenkennwert des t-Tests ist dabei die Differenz
der Mittelwerte. Die Nullhypothese nimmt an, dass die Mittelwertdifferenz zufal-
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lig entstanden ist. Die Nullhypothese lautet also: ,Es bestehen keine Unter-
schiede zwischen Schizophrenen und gesunden Kontrollen.®

Bei samtlichen anderen Messdaten wurde keine Normalverteilung angenom-
men, weswegen der Mann-Whitney-U-Test als nicht parametrisches Testverfah-
ren angewendet wurde. Der Mann-Whitney-U-Test ist ebenfalls ein Verfahren
zum Vergleich zweier unabhangiger Gruppen und Uberprift die Nullhypothese,
dass die beiden untersuchten Gruppen aus der gleichen Verteilung stammen.
Die Nullhypothese ist somit die Gleiche wie die des t-Tests. Im Unterschied zum
t-Test analysiert der Mann-Whitney-U-Test die Messwerte nicht direkt, sondern
die ihnen zugeordneten Rangplatze. Der Vorteil ist, dass die Signifikanzprifung
unabhangig von der Form der Verteilung der Messwerte in der Population er-
folgt, d.h. auch fir nicht normalverteilte Daten liefert der Test zuverlassige Er-
gebnisse. Aullerdem ist er bei Analysen mit vielen Ausreil’ern zuverlassiger.
Zum Nachweis der Stimulierbarkeit der Monozyten wurde der verbundene Wil-
coxon-Test angewendet, ein nicht parametrischer Test aquivalent zum Mann-
Whitney-U-Test, bei dem der Median beider Gruppen verglichen wird. An-
schlieBend wurde die Veranderung der Mittelwerte, die durch die Stimulation
hervorgerufen wurde, mit folgender Formel und Mann-Whitney-U-Test be-
stimmt: (Stimuliert-unstimuliert) / urspringliche Variable (unstimuliert). Dadurch
wurde die Ausgangsexpression bericksichtigt und auf den Ausgangswert nor-
miert.

Die deskriptive Quadrantenanalyse zeigt, wie sich nach Stimulation die Vertei-
lung in den Quadranten verandert. Sie bezieht sich hauptsachlich auf die ma-
nuelle Auswertung wahrend des Gatings bzw. der Quadrantenanalyse.

Die lineare Regressionsanalyse sollte beantworten, ob die Krankheit Schizo-
phrenie ein Pradiktor fir Unterschiede bei der Zytokinproduktion und TLR- Ex-
pression im Vergleich zu Gesunden ist. Die Regressionsanalyse, die Zusam-
menhange zwischen Merkmalen beschreibt, zeigt somit die Variableneinflisse.
Die stimulierten Ansatze 6 und 8 dienten als Response, der Wert aus der un-
stimulierten Messung (Ansatz 4) wurde als Pradiktor in das Modell aufgenom-
men. Somit modelliert man den Mittelwert nach Stimulation, wobei man auf den
unstimulierten Wert adjustiert. Dies ist eine Ubliche Vorgehensweise bei Mess-

wiederholungen und im Allgemeinen einer reinen Differenzbildung vorzuziehen.
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Die jeweiligen Mittelwerte wurden nach Bedarf logarithmiert, um das Gewicht
der Ausreilder zu mindern. Zur Interpretation des Effekts bzw. des Einflusses
der Krankheit Schizophrenie (Referenzkategorie gesunde Kontrollen) wird der
Koeffizient (Estimate) betrachtet. Ist er <0, erkennt man einen negativen Effekt,
ist er >0 einen positiven. Ist der Koeffizient nahe 0 und nicht signifikant, kann
kein Effekt der Krankheit Schizophrenie nachgewiesen werden.

Die Korrelationsberechnungen der klinischen Parameter der Schizophrenen
(Alter, Erkrankungsbeginn, -dauer und klinischer Schweregrad der Erkrankung
mit PANSS) erfolgten fir die signifikanten Messwerte aus den FACS- und ELI-
SA-Analysen. Fur bivariante und zweiseitige Berechnungen wurde ein Korrela-
tionskoeffizient nach Spearman zugrunde gelegt, da von keiner Normalvertei-
lung auszugehen war. Das gleiche galt fur die Korrelationsanalysen zwischen
dem Alter der Gesunden und den signifikanten Messwerten.

Da es sich in dieser Arbeit um eine explorativ angelegte Studie handelt auf der
Suche nach Zusammenhangen, wurde auf eine Korrektur fur multiples Testen
initial verzichtet. Vor dem Hintergrund der Vielzahl an gemessenen Variablen
und damit statistischen Analysen und der zahlreichen gewonnenen, als signifi-
kant zu bewertenden Ergebnisse, wurde zusatzlich eine Korrektur fir multiples
Testen mit der Benjamini-Hochberg-Prozedur durchgefihrt. Dabei geschieht die
Fehlerkontrolle mit der ,false discovery rate“ (FDR). Sie gilt zwar als weniger
strikt (im Vergleich zur Bonferroni-Holm-Korrektur), ist aber ein gangiges Ver-
fahren bei explorativen Studien, die oftmals der Hypothesengenerierung dienen.
Die FDR kontrolliert den erwarteten Anteil der falschlich abgelehnten von allen
abgelehnten Nullhypothesen mit groRerer Power. Dieses Verfahren wurde ge-
wahlt, da es sich bei dieser Studie um eine explorative Studie mit zahlreichen
untersuchten Variablen und Parametern in neuartigen Zusammenhangen han-
delt, die zu Nachfolgeuntersuchungen fihren sollte.

In der Ergebnisdarstellung wird ein Signifikanzniveau von 95% zugrunde gelegt.
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3 Ergebnisse

3.1 Anamnese

Die in die Studie eingeschlossenen 31 Patienten erfillten die Diagnosekriterien
nach ICD-10 und DSM-IV. In der Gruppe der Schizophrenen waren 13 Teil-
nehmer weiblich (41,9%), das Durchschnittsalter lag bei 36,7t4,9 Jahren
(Schwankungsbreite 17-63 Jahre). 18 Teilnehmer waren mannlich (58,1%), bei
ihnen lag der Mittelwert bei 37,2+13,2 Jahren (20-65 Jahre). Das Alter des mitt-
leren Erkrankungsbeginns lag bei 31,8+12,1 Jahren. Uber die Halfte der Patien-
ten (18) gab regelmaRigen Nikotinkonsum an (58%), 8 regelmaligen Alkohol-
konsum (26%) und 2 Patienten konsumierten aktuell Cannabis (7%). Nur ein
Patient hatte einen Infekt (3%), die Infektanamnese beziglich gehaufter frihe-
rer Infekte war bei 8 Patienten (26%) positiv.

In der gesunden Kontrollgruppe waren ebenfalls 13 Teilnehmer weiblich
(41,9%), das Durchschnittalter lag bei 36,9£15,0 Jahren (Schwankungsbreite
17-65 Jahre). 18 Teilnehmer waren mannlich (58,1%), ihr Durchschnittsalter lag
bei 34,0+16,1 Jahren (8-66). 6 Teilnehmer gaben regelmafligen Nikotinkonsum
an (19%), 4 regelmalligen Alkoholkonsum (12%) und 2 Teilnehmer konsumier-
ten regelmaRig Cannabis bzw. Cannabis und Speed (6%). Einen Uberblick tiber

diese und weitere Anamnesedaten gibt Tabelle 28.
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Anzahl (n) | Schizophrene Anzahl (n) | Gesunde

Alter (Jahre), weibliches |13 36,7 + 49 (17 - |13 36,9 £ 15,0 (17 -

Geschlecht, MW+SD 63) 65)

(Schwankungsbreite)

Alter (Jahre), mannliches |18 37,2 £ 13,2 (20-|18 34,0 + 16,1 (8-66)

Geschlecht, MW+SD 65)

(Schwankungsbreite)

Erkrankungsbeginn (Jah- | 31 31,8 +121(16 -|0 0

re)) MWiSD (Schwan- 62)

kungsbreite)

Aktueller Nikotinabusus, n| 18 58% 6 19%

(%)

RegelmaRiger Alkohol- | 8 26% 4 13%

konsum, n (%)

Drogenabusus (aktueller |2 6,5% 2 6,5%

Cannabiskonsum) n (%)

Familienanamnese fir|5 (fehlend|19% 2 6,5%

psychiatrische Erkran- | 5)

kungen, n (%)

Geburtskomplikationen, n |2 (fehlend|8% 2 6,5%

(%) 6)

Geburtskomplikation spe-|jeweils 1|4% 2x  Frih-|6,5%

zifiziert: Frihgeburt wu.|(fehlend 6) geburt

perinatale Hypoxie, n (%)

Allergie ,n (%) 7 23% 11 35,5%

Atopie, n (%) 8 26% 11 35,5%

Infektanamnese, n (%) 8 26% 1 3%

Infekt, n (%) 1 3% 2 6,5%

Korperliche Erkrankung, n |5 16% 5 16%

(%)

Aktuelle  psychiatrische | 1 3% 0 0%

Medikamente (Neurolepti-

ka)

Aktuelle  psychiatrische | 11 35,5% 0 %

Medikamente (andere)

Friihere psychiatrische | 16 52% 0 0%

Medikamente (Neurolepti-

ka)

MW= Mittelwert, SD= Standardabweichung, n= Anzahl

Tabelle 28: Anamnesedaten

Beim Vergleich der Gruppen mit dem Qui-Quadrat-Test ergaben sich signifikan-

te Unterschiede bei der Verteilung von Nikotin-, Alkohol- und Drogenkonsum

sowie in der aktuellen und friheren psychiatrischen Medikation. Die anderen

anamnestischen Daten zeigten keine signifikanten Unterschiede (Tabelle 29).
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Chi-Quadrat
nach Pearson
(asymptomati-
sche  Signifi-
Schizophrene | Gesunde | kanz)
Alter Jahre 17-63 15-65 , 799
Geschlecht Weiblich 13 13 1,000
Mannlich 18 18
Nikotin Nie 8 25 ,000
Nein, friher 5 0
Aktuell 18 6
Alkohol Nie 11 3 ,000
Selten 9 4
Manchmal 2 20
RegelmaRig 8 4
Nicht  aktuell,
frher  regel- 1 0
malig
Drogen Nie 17 27 ,006
Nein, friher 12 1
Cannabis  ak- 2 2
tuell
Cannabis u.
Speed 0 1
Familienanamne- Positiv ,143
se fiir psychiatri- 5 2
sche Erkrankun-
gen
Negativ 21 29
Geburtskomplika- Ja 2 2 ,823
tionen
Nein 23 29
Geburtskomplika- a) Friihgeburt 1 2 ,497
tionen spezifiziert
b) Perinatale 1 0
Hypoxie
Infektanamnese Ja 8 1 ,012
Nein 23 30
Infekt Ja 1 2 554
Nein 30 29
Allergie Ja 7 11 ,263
Nein 24 20
Atopie Ja 8 11 ,409
Nein 23 20
Korperliche Er- Ja 1,000
5 5
krankung
Nein 26 26
Aktuelle psychiat- Ja 313
rische Medika- 1 0
mente (Neurolep-
tika)
Nein 30 31
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Aktuelle psychiat- Ja ,000
rische Medika- 11 0
mente (andere)

Nein 20 31
Frithere psychiat- Ja ,000
rische Medika-

16 0

mente (Neurolep-
tika)

Nein 15 31

Tabelle 29: Statistik der Anamnesedaten mit der asymptomatischen Signifikanz (Chi-
Quadrat nach Pearson)

3.2 PANSS

Die PANSS (Positive and Negative Syndrome Scale) wurde bei allen 31 schi-
zophrenen Patienten erhoben. Die Werte lagen zwischen 53 und 128 Punkten
(Mittelwert 92,61+£20,34) im Gesamt-PANSS. Dabei lagen die Punktwerte wie
folgt:

53- 65 Punkte: 4 Patienten
67 -77 Punkte: 4 Patienten
78- 89 Punkte: 6 Patienten
90 -102 Punkte: 7 Patienten
106 -118 Punkte: 6 Patienten
122 -128 Punkte: 4 Patienten

Die erreichten Werte der Positivskala lagen zwischen 10 und 35 Punkten (Mit-
telwert 23,71+6,88). Die Verteilung der Punktwerte lautete wie folgt:

e 10-20 Punkte: 11 Patienten
e 22-30 Punkte: 16 Patienten
e 31-35 Punkte: 4 Patienten

Die erreichten Werte der Negativskala lagen zwischen 7 und 39 Punkten (Mit-
telwert 23,90+7,60). Die Verteilung der Punktwerte lautete wie folgt:

e 7-20 Punkte: 9 Patienten
e 21-30 Punkte: 15 Patienten
e 31-39 Punkte: 7 Patienten
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Die Skala der Allgemeinpsychopathologie erbrachte in der Auswertung Punkte
zwischen 27 und 63 (Mittelwert 45,00£9,89). Die Verteilung der Punktwerte lau-

tete wie folgt:

e 27-37 Punkte: 8 Patienten
e 39-49 Punkte: 13 Patienten
e 50-63 Punkte: 10 Patienten

3.3 CRP und Differentialblutbild

Der Kolmogorov-Smirnov-Test auf Normalverteilung zeigte, dass die Leukozy-
ten, segmentierten neutrophilen Granulozyten und die Lymphozyten nicht nor-
malverteilt waren, das CRP und das restliche Differentialblutbild hingegen
schon.

Im Vergleich der beiden Gruppen (Schizophrene vs. Gesunde) zeigten sich die
Leukozyten (p=0,017) und die Segmentierten der Schizophrenen (p=0,002) sig-
nifikant hoher als die der Gesunden. Signifikant mehr Lymphozyten (p=0,002)
hatten hingegen die Gesunden. Die statistische Signifikanz blieb nach der Ben-
jamini-Hochberg-Prozedur fur die Segmentierten (p=0,019*) und Lymphozyten
(p=0,019%) erhalten. Im Gruppenvergleich fur die Leukozyten bestand nach der
Korrektur fiir multiples Testen kein Unterschied mehr. Einen Uberblick Uber die
Statistik und die Mittelwerte gibt Tabelle 30.

Mann-

Whitney-U-

Test Studienkollektiv | N MW SD Min. / Max. Z Rang | p-Werte
Leukozyten Schizophrene 31 6,59 1,70 3,7/11,7 | -2,388 | 36,97 ,017
G/l Gesunde 31 5,72 1,37 3,30/9,80 26,03 ,085*
Segmen- Schizophrene 31 62,65 9,00 37/81| -3,130 | 38,66 ,002
Tierte (%)  Gesunde 31| 5574 8,38 43177 24,34 ,019*
Lymphozy-  Schizophrene 31 27,35 8,16 13/53 | -3,117 | 24,37 ,002
ten (%) Gesunde 31 33,84 7,79 18/46 38,63 ,019*

Tabelle 30: Mann-Whitney-U-Test der Leukozyten, segmentierten neutrophilen Granulo-

zyten und Lymphozyten.
p-Werte: Keine Markierung = Mann-Whitney-U-Test ohne Korrektur fir multiples Testen.
* = Mann-Whitney-U-Test mit Korrektur fir multiples Testen nach der Benjamini-Hochberg-Prozedur.

Die Basophilen in % konnten bei jeweils 30 Schizophrenen und 30 Gesunden

bestimmt werden, bei den Eosinophilen fehlte eine Angabe eines Schizophre-
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nen. Aufgrund der Normalverteilung wurden die Gruppen Schizophrene und
Gesunde mit dem t-Test (Varianzgleichheit nicht gegeben) miteinander vergli-
chen. Die Schizophrenen hatten niedrigere Konzentrationen von Eosinophilen
und Basophilen im Mittelwertvergleich zu den Gesunden. Diese zeigten niedri-
gere Monozytenkonzentrationen im Vergleich zu den Schizophrenen. Es erga-
ben sich keine signifikanten Unterschiede im t-Test. Einen Uberblick gibt
Tabelle 31.

Standard-

fehler des
t-Test Studienkollektiv | N MW SD Min. / Max. | MW p-Werte
Eosinophi-  Schizophrene 31 2,42 1,50 0/6 279 225
le (%) Gesunde 30 2,90 1,56 0/7 ,285 ,382*
Basophile Schizophrene 30 ,60 724 0/3 ,132 ,545
(%) Gesunde 30 70 ,535 0/2 ,053 ,625*
Monozyten  Schizophrene 31 7,35 1,92 4/12 ,346 513
(%) Gesunde 31 7,06 1,53 5/12 274 .614*

Tabelle 31: T-Test des restlichen Differentialblutbildes.
p-Werte: Keine Markierung = Mann-Whitney-U-Test ohne Korrektur fir multiples Testen.
* = T-Test mit Korrektur fur multiples Testen nach der Benjamini-Hochberg-Prozedur.

Das CRP lag bei den Schizophrenen im Durchschnitt etwas héher (Mittelwert
0,19610,19) im Vergleich zu den Gesunden (MW 0,18910,19). Aufgrund von
einigen Ausreillern wurde zur besseren Stabilitat des Testes der Mann-
Whitney-U-Test verwendet. Signifikante Unterschiede ergaben sich allerdings
nicht (Tabelle 32).

Mann-

Whitney-U-

Test Studienkollektiv | N MW SD Min. / Max. Z Rang | p-Werte
CRP Schizophrene 30 ,196 19 ,10/,84 | -1,074 | 3313 ,223
(mg/dl) Gesunde 31 ,189 24 ,10/1,18 28,94 ,382*

Tabelle 32: Statistik und Mittelwerte des CRP.
p-Werte: Keine Markierung = Mann-Whitney-U-Test ohne Korrektur fir multiples Testen.
* = Mann-Whitney-U-Test mit Korrektur fir multiples Testen nach der Benjamini-Hochberg-Prozedur.

3.4 Gruppenvergleich ohne Stimulation

3.4.1 Intrazellulare Zytokine TNFa, IL-18, IL-6 und IL-10

Im Gruppenvergleich Schizophrene zu Gesunden fiel auf, dass die Produktion

samtlicher Zytokine des Ansatz 2 (unstimuliert, bei Raumtemperatur) bei den
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Schizophrenen geringer war. Die IL-1B Konzentration der Schizophrenen war
(p-Wert= 0,000) hoch signifikant niedriger im Vergleich zu den gesunden Kon-
trollen. Die Benjamini-Hochberg-Prozedur bestatigte diesen signifikanten Unter-
schied der IL-13 Konzentration (p=0,004*). Die restliche Zytokinproduktion zeig-
te sich nicht signifikant verandert. Die Mittelwerte stellen die mittlere Fluores-
zenzintensitat der intrazellularen Zytokine innerhalb der
CD33"CD45"Monozyten dar. Einen Uberblick Uber die Statistik und Mittelwerte
gibt Tabelle 33.

ANSATZ 2 :

Unstimuliert,

bei Raum-

temperatur Studienkollektiv | N MW SD Min. / Max. Z Rang | p-Werte

TNFa Schizophrene 31 38,45| 36,81 | 4,17/153,94 | -1,302 | 28,52 193
Gesunde 31 4573 | 33,79 | 5,23/136,20 34,48 ,362*

IL-1B8 Schizophrene 31 8,99 8,61 | 2,42/52,50 | -3,822 | 22,74 ,000
Gesunde 31 12,45 7,79 | 6,88/51,08 40,26 ,004*

IL-6 Schizophrene 31| 113,64 | 32,41 58,18/204,0 | -922 | 29,39 ,356
Gesunde 31| 122,31 31,57 | 74,95/192,0 33,61 ,503*

IL-10 Schizophrene 31| 112,98 | 47,50 | 47,98/238,4 | -725| 29,84 ,468
Gesunde 31| 114,41 39,21 | 53,89/201,3 33,16 ,585*

Tabelle 33: Statistik der intrazelluldaren Zytokine. Ansatz 2, unstimuliert bei Raumtempe-
ratur.

p-Werte: Keine Markierung = Mann-Whitney-U-Test ohne Korrektur fir multiples Testen.

* = Mann-Whitney-U-Test mit Korrektur fir multiples Testen nach der Benjamini-Hochberg-Prozedur.

Im Ansatz 4 (unstimuliert, im Brutschrank bei 37°C) fiel die Zytokinproduktion
der Schizophrenen im Vergleich ebenfalls geringer aus, mit Ausnahme des IL-
10. Hier lag die Konzentration der Schizophrenen im Mittelwertvergleich zu den
gesunden Kontrollen in einem hoéheren Bereich. Die IL-1B Konzentration der
Schizophrenen war (p-Wert= 0,000) ebenfalls hoch signifikant niedriger im Ver-
gleich zu den Gesunden, auch nach Korrektur fur multiples Testen (p=0,004%).
AuRerdem lagen die IL-6-Werte der Schizophrenen grenzwertig signifikant nied-
riger (p=0,050) vor, was sich nach Korrektur mit der Benjamini-Hochberg-
Prozedur nicht bestatigen liel. TNFa und IL-10 zeigten keine signifikanten Un-
terschiede. Einen Uberblick gibt Tabelle 34.
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ANSATZ 4:

Unstimuliert,

Brutschrank

bei 37°C Studienkollektiv | N MW SD Min. / Max. Z Rang | p-Werte

TNFa Schizophrene 31 46,45 | 49,14 | 3,88/234,77 | -838 | 29,58 ,402
Gesunde 31 4787 | 3549 | 3,95/140,52 33,42 ,538*

IL-1B8 Schizophrene 31 9,66 9,23 | 2,32/54,91 | -3,696 | 23,03 ,000
Gesunde 31 12,60 | 10,33 | 7,56/66,15 39,97 ,004*

IL-6 Schizophrene 31 98,98 | 30,53 | 60,13/205,5 | -1,964 | 27,00 ,050
Gesunde 31| 110,82 | 29,81 | 75,79/220,0 36,00 ,165*

IL-10 Schizophrene 31| 116,76 | 46,96 | 60,92/238,8| -0,92| 31,71 ,927
Gesunde 31| 111,72 | 36,83 | 49,73/207,5 31,29 ,927*

Tabelle 34: Statistik der intrazelluldren Zytokine. Ansatz 4, unstimuliert im Brutschrank
bei 37°C.

p-Werte: Keine Markierung = Mann-Whitney-U-Test ohne Korrektur fir multiples Testen.

* = Mann-Whitney-U-Test mit Korrektur fir multiples Testen nach der Benjamini-Hochberg-Prozedur.

3.4.2 Extrazellulares Interleukin IL-1$

Es lagen eingefrorene Serumproben von insgesamt 58 Teilnehmern (93,5%)
vor. Von 3 schizophrenen Patienten und einer Kontrolle waren keine Proben
vorhanden (6,5%). Im Kolmogorov-Smirnov-Test auf Normalverteilung fiel auf,
dass die Werte beider unstimulierten Ansatze 1 und 3 normalverteilt waren.
Deswegen wurde der t-Test verwendet, bei dem Ansatz 1 (unstimuliert, bei
Raumtemperatur, sofortige Zentrifugation) varianzhomogen war und Ansatz 3
(unstimuliert 4 h im Brutschrank bei 37°C) varianzinhomogen (Levene-Test der
Varianzgleichheit: p=0,006). Die Gesunden hatten im Ansatz 1 erhéhte Durch-
schnittskonzentrationen des IL-1B im Serum im Vergleich zu den Schizophre-
nen. Im Ansatz 3 hingegen lagen die Schizophrenen im Mittelwertvergleich ho-
her. Signifikante Unterschiede ergaben sich nicht. Einen Uberblick Uber die Sta-
tistik und die Mittelwerte gibt Tabelle 35.
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ELISA:

Unstimuliert

zentrifugiert/

im Brut- Standard-

schrank bei MW fehler des

37°C (4h) Studienkollektiv | N | (pg/ml) SD Min. / Max. | MW p-Werte

IL-1B Schizophrene 28 ,1075 | ,18985 | <Min/0,91 ,036 ,241
Ansatz 1 Gesunde 30| ,2530| ,62353 | <Min/3,44 114 389"
IL-1B Schizophrene 28 ,7904 | 1,65767 | <Min/7,01 ,313 172
Ansatz 3 Gesunde 30 ,3400 | ,41320| <Min/2,15 ,075 ,341*

Tabelle 35: Statistik des extrazellularen Zytokins IL-1 im Serum: Messung mit ELISA.
Ansatz 1, unstimuliert bei Raumtemperatur und Ansatz 3, unstimuliert im Brutschrank bei
37°C.

p-Werte: Keine Markierung = Mann-Whitney-U-Test ohne Korrektur fir multiples Testen.

* = Mann-Whitney-U-Test mit Korrektur fir multiples Testen nach der Benjamini-Hochberg-Prozedur.

3.4.3 Extrazellulare Toll-like Rezeptoren TLR-2, TLR-3 und TLR-4 und
Aktivierungsmarker HLA-DR

Im Mittelwertvergleich der Schizophrenen zu den gesunden Kontrollen zeigte
sich, dass samtliche Toll-like Rezeptoren und HLA-DR in beiden Ansatzen von
den Schizophrenen vermehrt exprimiert wurden. Sowohl TLR-3 als auch TLR-4
wurden hoch signifikant (p=0,005 und p=0,003) starker exprimiert. Dieser signi-
fikante Unterschied zwischen den Schizophrenen und gesunden Kontrollen be-
stand nach der Korrektur fur multiples Testen fort (TLR-3 p=0,031* und TRL-4
p=0,025%). TLR-2 und HLA-DR wiesen keine Unterschiede im Gruppenvergleich
auf. Die Mittelwerte stellen die mittlere Fluoreszenzintensitat der extrazellularen
TLRs und des Aktivierungsmarkers HLA-DR auf den CD14"HLA-DR*Monozyten
bzw. CD14"CD45"Monozyten dar. Eine Ubersicht gibt Tabelle 36.

ANSATZ 2:

Unstimuliert,

bei Raum-

temperatur Studienkollektiv | N MW SD Min. / Max. Z Rang | p-Werte

TLR-2 Schizophrene 31| 190,18 | 98,12 | 4,68/421,16 | -1,429 | 34,77 ,153
Gesunde 31| 159,20 | 83,01 4,78/363,53 28,23 ,312%

TLR-3 Schizophrene 31 55,86 | 32,23 | 26,27/149,7 | -2,823 | 37,97 ,005
Gesunde 31 39,34 | 24,64 | 11,94/142,6 25,03 ,031*

TLR-4 Schizophrene 31 4535 | 30,186 | 14,25/147,9 | -2,921 | 38,19 ,003
Gesunde 31 33,86 | 40,82 | 10,58/225,3 24,81 ,025*

HLA-DR Schizophrene 31 93,80 | 80,81 | 4,13/464,67 | -1,246 | 34,35 213
Gesunde 31 80,59 | 67,50 | 28,44/396,4 28,65 ,380%

Tabelle 36: Statistik der extrazellularen Toll-like Rezeptoren und des Aktivierungsmar-
kers HLA-DR. Ansatz 2, unstimuliert bei Raumtemperatur.

p-Werte: Keine Markierung = Mann-Whitney-U-Test ohne Korrektur fir multiples Testen.

* = Mann-Whitney-U-Test mit Korrektur fir multiples Testen nach der Benjamini-Hochberg-Prozedur.



58 Ergebnisse

Im Gruppenvergleich des Ansatz 4 (unstimuliert, im Brutschrank bei 37°C) zeig-
ten sich drei signifikante Unterschiede: TLR-3 (p=0,002) und TLR-4 (p=0,001)
wurden hoch signifikant starker von den Schizophrenen exprimiert. Die Benja-
mini-Hochberg-Prozedur belegte die signifikant hdéhere Expression bei den
Schizophrenen (TLR-3 p=0,019* und TLR-4 0,019*). Die HLA-DR-Werte
(p=0,045) lagen ebenfalls héher bei den Schizophrenen im Vergleich zu den
Gesunden, dieser tendenziell signifikante Unterschied konnte nach Korrektur flr
multiples Testen allerdings nicht bestatigt werden. TLR-2 zeigte sich nicht signi-
fikant verandert. Einen Uberblick gibt Tabelle 37.

ANSATZ 4:

Unstimuliert,

Brutschrank

bei 37°C Studienkollektiv | N MW SD Min. / Max. Z Rang | p-Werte

TLR-2 Schizophrene 31| 157,67 | 76,56| 5,36/281,0| -993 | 33,77 ,321
Gesunde 31| 142,48 | 72,30 | 5,02/336,53 29,23 ,463*

TLR-3 Schizophrene 31 46,42 | 24,44 | 23,52/118,4 | -3,076 | 38,55 ,002
Gesunde 31 31,87 | 15,64 | 15,57/91,89 24,45 ,019*

TLR-4 Schizophrene 31 38,14 | 23,58 | 13,83/115,3 | -3,252 | 38,95 ,001
Gesunde 31 26,80 | 28,41 | 8,66/157,98 24,05 ,019*

HLA-DR Schizophrene 31 81,25 | 70,85 | 4,05/409,85 | -2,006 | 36,10 ,045
Gesunde 31 61,32 | 54,91 | 22,31/333,7 16,50 ,161*

Tabelle 37: Statistik der extrazellularen Toll-like Rezeptoren und des Aktivierungsmar-
kers HLA-DR. Ansatz 4, unstimuliert, im Brutschrank bei 37°C.

p-Werte: Keine Markierung = Mann-Whitney-U-Test ohne Korrektur fir multiples Testen.

* = Mann-Whitney-U-Test mit Korrektur fir multiples Testen nach der Benjamini-Hochberg-Prozedur.

3.5 Gruppenvergleich nach Stimulation

Um zu testen, ob die in-vitro-Stimulation insgesamt funktioniert hat, wurde der
verbundene Wilcoxon-Test angewendet. Dieser ist ein eindimensionaler Ver-
gleich der Entwicklung der Fluoreszenzen innerhalb einer Antikorperkombinati-
on zwischen verschiedenen Ansatzen einer Gruppe (Schizophrene oder Ge-
sunde). Dabei wurde Ansatz 4 (unstimuliert, im Brutschrank bei 37°C) als
Grundansatz festgelegt. Zum einen, weil die stimulierten Ansatze ebenfalls im
Brutschrank bei 37°C inkubierten und zum anderen, weil 37°C eher der physio-
logischen Korpertemperatur des Menschen entsprechen. Der verbundene Wil-
coxon-Test zeigte Uberall sehr deutliche Veranderungen (p=0,0000). Einziger

Ausreiler war TNFa im Vergleich der Ansatze 4 und 8 (Polyl:C-stimuliert, im
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Brutschrank bei 37°C), der keine signifikante eindimensionale Veranderung
zeigte (p=0,3777 bei den Schizophrenen, p=0,2990 bei den Gesunden).

3.5.1 Bakterielles Lipopolysaccharid: Intrazelluldre Zytokine

Im deskriptiven Gruppenvergleich schizophrene Patienten gegen Gesunde soll-
te gezeigt werden, wie sich nach Stimulation die Verteilung innerhalb der Quad-
ranten verandert. Urspringlich individuell fir jeden Patienten gegatet, wurden
die Werte fir die beiden Gruppen zusammengefasst und graphisch betrachtet.
Dabei wurden die vier Quadranten nachgebildet und mit Prozentzahlen verse-
hen, sowie die ,Wanderung“ vom Ausgangsquadranten in die Nachbarregionen
mithilfe unterschiedlich dicker Pfeile dargestellt. Die grof3e Prozentzahl in jeder
Abbildung ist der Anteil in dem Ausgangsquadranten bei Ansatz 4, unstimuliert
im Brutschrank bei 37°C. Von dort gehen proportional dicke Pfeile zu den jewei-
ligen Anteilswerten, hier zu denen des Ansatzes 6, LPS-stimuliert im Brut-
schrank bei 37°C. Die kleinen Prozentzahlen in Klammern stehen fir die Werte

in Ansatz 4.
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Gesunde Schizophrene
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Abbildung 10: Deskriptiver Gruppenvergleich der Verdnderung der Fluoreszenzen (%)
innerhalb der Quadranten (Quadrantenanalyse). AK1, TNFa und IL-10. Ansatz 6, LPS-
stimuliert im Brutschrank bei 37°C.

Schizophrene Gesunde

10 OA)Q%) /‘1 9 OA)(D%) 8 OA) (2% /17 OA)“%)
3 % 9 %
__Q8 OA)(Q%) %26 Oﬁ)(g%)

96 % 94 %

IL-1 IL-1

Abbildung 11: Deskriptiver Gruppenvergleich der Verdnderung der Fluoreszenzen (%)
innerhalb der Quadranten (Quadrantenanalyse. AK1, IL-1 und IL-6. Ansatz 6, LPS-
stimuliert im Brutschrank bei 37°C.

Im Mittelwertvergleich schizophrene Patienten zu gesunden Kontrollen fiel auf,
dass die Zytokine von den Erkrankten ebenfalls vermindert produziert wurden.
Es ergaben sich zwei Tendenzen: Die TNFa (p=0,060) und IL-13 Konzentratio-
nen (p=0,053) der Schizophrenen waren tendenziell signifikant niedriger als die

Konzentrationen der Gesunden. Die Korrektur fir multiples Testen nach der
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Benjamini-Hochberg-Prozedur konnte diese Tendenzen nicht bestatigen, so
dass die LPS-stimulierten intrazellularen Zytokinkonzentrationen der beiden
Gruppen nicht verschieden sind. Einen Uberblick (iber die Statistik und Mittel-
werte gibt Tabelle 38.

ANSATZ 6:

Stimuliert,

Brutschrank

bei 37°C Studienkollektiv | N MW SD Min. / Max. Z Rang | p-Werte

TNFa Schizophrene 31 51,16 | 40,99 | 5,08177,91| -1,879 | 27,19 ,060
Gesunde 31 75,37 | 54,27 | 7,8/196,93 35,81 ,169*

IL-1B8 Schizophrene 31 18,26 | 10,11| 5,78/58,18 | -1,936 | 27,06 ,053
Gesunde 31 22,85 | 12,11 | 11,20/74,91 35,94 ,165*

IL-6 Schizophrene 31| 171,58 | 45,75 98,14/335,2 | -0,359 | 30,68 720
Gesunde 31| 178,70 60,17 | 82,30/351,1 32,32 ,761*

IL-10 Schizophrene 31| 191,10 75,95 96/410 | -,401 | 30,58 ,688
Gesunde 31| 194,30 75,87 89/451 32,42 , 748"

Tabelle 38: Statistik der intrazelluldren Zytokine. Ansatz 6, LPS-stimuliert, im Brutschrank
bei 37°C.

p-Werte: Keine Markierung = Mann-Whitney-U-Test ohne Korrektur fir multiples Testen.

* = Mann-Whitney-U-Test mit Korrektur fir multiples Testen nach der Benjamini-Hochberg-Prozedur.

Der Vergleich stimuliert vs. unstimuliert (Ansatz 6 zu 4, beide im Brutschrank
bei 37°C) sollte die Veranderung der Zytokinproduktion hervorgerufen durch die
Stimulation zeigen. Im Gruppenvergleich ergab sich nur eine grenzwertige Sig-
nifikanz in Bezug auf die Veranderung und Stimulierbarkeit der IL-6 Konzentra-
tion bei den Schizophrenen (p=0,051). Sie sprachen besser als die Gesunden
auf die Stimulation an. Diesen von vorne herein grenzwertig signifikanten Un-
terschied konnte die Benjamini-Hochberg-Prozedur nicht hervorbringen. Die
restliche Zytokinproduktion der Schizophrenen liel3 sich durch die Stimulation
nicht signifikant im Vergleich zu den Gesunden beeinflussen, so dass die Grup-
pen bezuglich der Veranderung und Stimulierbarkeit nicht verschieden sind.
Einen Uberblick gibt Tabelle 39.
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ANSATZ 6

vs. ANSATZ

4: Stimuliert

vs. unstimu-

liert Studienkollektiv | N MW SD Min. / Max. Z Rang | p-Werte

TNFa Schizophrene 31 ,36 51 -,49/1,93 | -1,570 | 27,90 116
Gesunde 31 74 79 -,10/2,79 35,10 ,264*

IL-1B Schizophrene 31 1,12 ,46 ,02/2,03 | -1,542 | 35,03 ,123
Gesunde 31 ,95 ,56 -,10/2,44 27,97 ,266*

IL-6 Schizophrene 31 ,78 ,35 ,26/1,96 | -1,950 | 35,97 ,051
Gesunde 31 ,62 ,40 ,03/1,72 27,03 ,165*

IL-10 Schizophrene 31 ,67 ,34 ,08/1,65| -,500 | 30,35 ,617
Gesunde 31 75 ,38 ,26/1,95 32,65 ,691*

Tabelle 39: Statistik der Veranderung und Stimulierbarkeit der intrazelluldren Zytokinpro-
duktion. Ansatz 6 zu Ansatz 4, LPS-stimuliert zu unstimuliert, im Brutschrank bei 37°C.
p-Werte: Keine Markierung = Mann-Whitney-U-Test ohne Korrektur fir multiples Testen.

* = Mann-Whitney-U-Test mit Korrektur fir multiples Testen nach der Benjamini-Hochberg-Prozedur.

Die lineare Regressionsanalyse zeigte, dass die Krankheit Schizophrenie ein
Pradiktor fir Unterschiede unter LPS-Stimulation im Vergleich zu den Gesun-
den beim Zytokin TNFa (p=0,011) ist. Schizophrenie hatte einen negativen sti-
mulativen Effekt auf die monozytare Produktion von TNFa. Tendenziell konnte
nach Korrektur fir multiples Testen die gleiche Beobachtung gemacht werden
(p=0,062*). Die Krankheit Schizophrenie hatte bei samtlichen anderen Zytoki-
nen keinen signifikanten Effekt auf die Unterschiede zwischen den Gruppen.
Einen Uberblick der linearen Regressionsanalyse mit Estimate (Schatzung),
Std. Error (Standardfehler), t-value (t-Wert) und Pr(>|t|) (p-Wert) gibt Tabelle 40.

ANSATZ 6 Estimate Std. Error t -value Pr(>|t]) B-HP
TNFa (Intercept) 0.95 0.16 5.81 ,00000
R*=0,8751  gruppeS -0.24 0.09 -2.63 ,0110 | ,062*
IL-1B8 (Intercept) 1.18 0.15 8.02 ,00000
R*=0,7667  gruppeS 0.01 0.06 0.14 ,892 | ,904*
IL-6 (Intercept) 1.39 0.48 2.88 ,00553
R*=0,5057  gruppeS 0.08 0.05 1.44 154 | 312*
IL-10 (Intercept) 1.13 0.35 3.26 ,00187
R*=0,7047  gruppeS -0.03 0.05 -0.77 446 | 577"

Tabelle 40: Lineare Regressionsanalyse fiir die Schizophrenen des Ansatz 6, intrazellula-
re Zytokine. Referenzkategorie ist Ansatz 4 der Gesunden.
p-Werte: Keine Markierung = Mann-Whitney-U-Test ohne Korrektur fir multiples Testen.

* = Mann-Whitney-U-Test mit Korrektur fir multiples Testen nach der Benjamini-Hochberg-Prozedur (B-
HP).
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3.5.2 Bakterielles Lipopolysaccharid: Extrazellulares Zytokin IL-18

Das in-vitro stimulierte Vollblut (LPS-stimuliert, im Brutschrank bei 37°C) wurde
nach der abgeschlossenen vierstiindigen Stimulationszeit zentrifugiert und das
Serum eingefroren. So lagen von insgesamt 58 Teilnehmern (93,5%) eingefro-
rene Serumproben vor. Von 3 schizophrenen Patienten und einer Kontrolle wa-
ren keine Proben vorhanden (6,5%). Der Kolmogorov-Smirnov-Test auf Nor-
malverteilung erbrachte keine Normalverteilung des Ansatzes 5 (LPS-stimuliert,
im Brutschrank bei 37°C). Im Mittelwertvergleich der beiden Gruppen lag die
Konzentration des extrazellularen IL-1B im Serum bei den Gesunden hdher
(Mittelwert 6,48+,314). Der Mann-Whitney-U-Test zeigte, dass die Gesunden
signifikant mehr IL-1B ausschutteten (p=0,004) als die Schizophrenen, ebenso
nach der Benjamini-Hochberg-Prozedur (p=0,027*). Einen Uberblick tber die
Statistik gibt Tabelle 41.

ELISA: A5

Stimuliert im

Brutschrank MW

bei 37°C Studienkollektiv | N | (pg/ml) SD Min. / Max. Z Rang | p-Werte

IL-1B Schizophrene 28| 6,1325| ,51317 5,25/7,22 | -2,849 | 22 96 ,004
Gesunde 30| 6,4820 | ,31398 5,83/7,18 35,60 ,027*

Tabelle 41: Statistik des extrazellularen Zytokins IL-1 im Serum. Messung mit ELISA.
Ansatz 5, LPS-stimuliert, im Brutschrank bei 37°C.

p-Werte: Keine Markierung = Mann-Whitney-U-Test ohne Korrektur fir multiples Testen.

* = Mann-Whitney-U-Test mit Korrektur fir multiples Testen nach der Benjamini-Hochberg-Prozedur.
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3.5.3 Bakterielles Lipopolysaccharid: Extrazelluldre Toll-like Rezeptoren
und Aktivierungsmarker HLA-DR

Schizophrene Gesunde
84 % 81 %
336 % —350 Yo
2% 1%
6 OA)(H%) 7 OA) (1% 5 OA)(H%) 5 OA) 1 %)
TRL4 TRL4

Abbildung 12: Deskriptiver Gruppenvergleich der Verdnderung der Fluoreszenzen (%)
innerhalb der Quadranten (Quadrantenanalyse). AK3, TLR-4 und TLR-2. Ansatz 6, LPS-
stimuliert im Brutschrank bei 37°C.

Schizophrene Gesunde
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Abbildung 13: Deskriptiver Gruppenvergleich der Verdanderung der Fluoreszenzen (%)
innerhalb der Quadranten (Quadrantenanalyse). AK4, TLR-3 und HLA-DR. Ansatz 6, LPS-
stimuliert im Brutschrank bei 37°C.

Die Toll-like Rezeptoren wurden von den Schizophrenen im Vergleich zu den

Gesunden vermehrt exprimiert. Es zeigten sich keine signifikanten Unterschie-
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de zwischen den Gruppen. Die TLR-4 Expression war bei den Schizophrenen
tendenziell hoher (p=0,092). Einen Uberblick gibt Tabelle 42.

ANSATZ 6:

Stimuliert,

Brutschrank

bei 37°C Studienkollektiv | N MW SD Min. / Max. Z Rang | p-Werte

TLR-2 Schizophrene 31| 276,96 | 139,56 | 524/512,44 | -373| 32,35 ,709
Gesunde 31| 267,08 131,19 | 6,3/487,51 30,65 ,760*

TLR-3 Schizophrene 31 96,01 56,67 | 39,38/251,8 | -1,147 | 32,12 251
Gesunde 31 80,34 | 43,58 | 29,50/229,7 28,87 ,392%

TLR-4 Schizophrene 31 87,52 | 44,423 | 32,88/192,0 | -1,682| 35,35 ,092
Gesunde 31 73,74 | 55,71 | 21,94/284,3 27,65 ,230%

HLA-DR Schizophrene 31| 249,60 | 254,80 | 10,34/1348, | -589 | 32,87 ,550
Gesunde 31| 216,22 | 246,68 | 50,34/1390, 30,13 ,625*

Tabelle 42: Statistik der extrazellularen Toll-like Rezeptoren und des Aktivierungsmar-
kers HLA-DR. Ansatz 6, LPS-stimuliert, im Brutschrank bei 37°C.

p-Werte: Keine Markierung = Mann-Whitney-U-Test ohne Korrektur fir multiples Testen.

* = Mann-Whitney-U-Test mit Korrektur fir multiples Testen nach der Benjamini-Hochberg-Prozedur.

Der Gruppenvergleich stimuliert vs. nicht stimuliert erbrachte zwei signifikante
Unterschiede: TLR-3 wurde von den Gesunden im Vergleich zu den Schizo-
phrenen signifikant vermehrt exprimiert (p=0,021), d.h., dass die Gesunden
besser auf die Stimulation ansprachen. Nach Korrektur fir multiples Testen
konnte dieser signifikante Unterschied nicht weiter beobachtet werden. Die
TLR-4 Werte der Gesunden veranderten sich im Vergleich zu den Schizophre-
nen ebenfalls hoch signifikant mehr (p=0,004). Die Benjamini-Hochberg-
Prozedur erbrachte ebenfalls eine signifikant starkere Veranderung bei den Ge-
sunden (p=0,027*). HLA-DR zeigte einen tendenziellen Unterschied (héhere
Expression bei den Gesunden) mit dem p-Wert 0,098, der nach Korrektur fir
multiples Testen nicht gehalten werden konnte. Weitere Signifikanzen bestan-
den nicht. Einen Uberblick gibt Tabelle 43.
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ANSATZ 6
vs. ANSATZ
4: Stimuliert
vs. unstimu-
liert Studienkollektiv | N MW SD Min. / Max. Z Rang | p-Werte
TLR-2 Schizophrene 31 1,06 2,02 -16/11,69 | -1,302 | 28,52 ,193
Gesunde 31 ,90 ,53 -,40/2,05 34,48 ,362*
TLR-3 Schizophrene 31 1,13 67 ,09/3,20 | -2,316 | 26,19 ,021
Gesunde 31 1,57 74 ,53/3,55 36,81 ,098*
TLR-4 Schizophrene 31 1,47 76 44/413 | -2,89 | 24,87 ,004
Gesunde 31 2,10 1,03 ,52/5,39 38,13 ,027*
HLA-DR Schizophrene 31 1,88 ,83 ,59/3,76 | -1,65| 27,71 ,098
Gesunde 31 2,33 1,08 ,87/5,93 35,29 233"

Tabelle 43: Statistik der Veranderung und Stimulierbarkeit der Toll-like Rezeptoren- und
HLA-DR-Expression. Ansatz 6 zu Ansatz 4, LPS-stimuliert zu unstimuliert, im Brut-

schrank bei 37°C.

p-Werte: Keine Markierung = Mann-Whitney-U-Test ohne Korrektur fir multiples Testen.
* = Mann-Whitney-U-Test mit Korrektur fir multiples Testen nach der Benjamini-Hochberg-Prozedur.

Die lineare Regressionsanalyse zeigte, dass die Krankheit Schizophrenie ein

negativer Pradiktor fir Unterschiede unter LPS-Stimulation im Vergleich zu den

Gesunden beim Aktivierungsmarker HLA-DR (p=0,036) ist. Schizophrenie be-

einflusst die monozytare Expression des HLA-DR nach Stimulation signifikant

negativ. Dieser signifikante Unterschied konnte nach der Korrektur fir multiples

Testen nicht bestatigt werden. Die Krankheit Schizophrenie hatte bei samtlichen

Toll-like Rezeptoren keinen signifikanten Effekt auf die Unterschiede zwischen

den Gruppen. Fur TLR-3 und -4 lieRen sich allerdings tendenzielle negative Ef-

fekte auf die Expression durch die Schizophrenie beobachten. Einen Uberblick

der linearen Regressionsanalyse mit Estimate (geschatzter Koeffizient), Std.

Error (Standardfehler), t-value (t-Wert) und Pr(>|t|) (p-Wert) gibt Tabelle 44.

ANSATZ 6

Estimate Std. Error t -value Pr(>|t)) B-HP

TLR-2 (Intercept) 0.80 0.25 3.20 ,002

R?=0,8555 Schizophrene -0.03 0.10 -0.26 792 | ,835*

TLR-3 (Intercept) 1.43 0.31 4.69 ,0000169

R?=0,6144  schizophrene -0.14 0.08 -1.79 0787 | ,209*

TLR-4 (Intercept) 1.68 0.19 8.90 ,0000000

R?=0,7647  Schizophrene -0.13 0.07 -1.67 ,0996 | ,233*
HLA-DR  (Intercept) 0.77 0.22 3.44 ,00108

R?=0,8686 schizophrene -0.16 0.07 -2.15 ,0360 | ,142*
Tabelle 44: Lineare Regressionsanalyse fiir die Schizophrenen des Ansatz 6, extrazellula-

re Toll-like Rezeptoren und Aktivierungsmarker HLA-DR. Referenzkategorie ist Ansatz 4

der Gesunden.

p-Werte: Keine Markierung = Mann-Whitney-U-Test ohne Korrektur fir multiples Testen.
* = Mann-Whitney-U-Test mit Korrektur fir multiples Testen nach der Benjamini-Hochberg-Prozedur (B-

HP).
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3.5.4 \Virales Polyl:C: Intrazelluldre Zytokine
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Abbildung 14: Deskriptiver Gruppenvergleich der Veranderung der Fluoreszenzen (%)
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innerhalb der Quadranten (Quadrantenanalyse). AK1, TNFa und IL-10. Ansatz 8, Polyl:C-

stimuliert im Brutschrank bei 37°C.
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Abbildung 15: Deskriptiver Gruppenvergleich der Verdnderung der Fluoreszenzen (%)
innerhalb der Quadranten (Quadrantenanalyse). AK2, IL-1f und IL-6. Ansatz 8, Polyl:C-

stimuliert im Brutschrank bei 37°C.
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Der Mittelwertvergleich der Schizophrenen zu den gesunden Kontrollen ergab

ebenfalls eine hdhere Grundproduktion der Zytokine bei den Gesunden. Die IL-

18 Konzentration war bei den Schizophrenen hoch signifikant niedriger

(p=0,002) als die der Gesunden. Nach Korrektur fir multiples Testen bestand

die signifikant niedrigere IL-13 Konzentration bei den Schizophrenen (p=0,019%)
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weiterhin. Die restlichen Zytokine zeigten keine signifikanten Unterschiede. Ei-
nen Uberblick tber die Statistik und Mittelwerte gibt Tabelle 45.

ANSATZ 8:

Stimuliert,

Brutschrank

bei 37°C Studienkollektiv | N MW SD Min. / Max. Z Rang | p-Werte

TNFa Schizophrene 31 41,63 | 33,82 | 4,09/143,12 | -1,274 | 28,58 ,203
Gesunde 31 54,28 | 43,42 | 6,51/205,0 34,42 ,371*

IL-1B8 Schizophrene 31 13,08 9,93 | 2,91/56,66 | -3,062 | 24,48 ,002
Gesunde 31 16,93 9,96 | 9,27/66,68 38,52 ,019*

IL-6 Schizophrene 31| 149,42 | 41,42 88,35/293,9 | -,993 | 29,23 ,321
Gesunde 31| 161,05 | 47,16 | 82,52/300,9 33,77 ,463*

IL-10 Schizophrene 31| 170,07 | 5844 | 986/3549| -669| 29,97 ,504
Gesunde 31| 176,48 | 59,78 | 79,5/327,7 33,03 ,614*

Tabelle 45: Statistik der intrazelluldren Zytokine. Ansatz 8, Polyl:C stimuliert, im Brut-
schrank bei 37°C.

p-Werte: Keine Markierung = Mann-Whitney-U-Test ohne Korrektur fir multiples Testen.

* = Mann-Whitney-U-Test mit Korrektur fir multiples Testen nach der Benjamini-Hochberg-Prozedur.

Der Gruppenvergleich bezlglich der Veranderung der Zytokinproduktion durch
die Polyl:C-Stimulation zeigte keine signifikanten Unterschiede. Einen Uberblick
gibt Tabelle 46.

ANSATZ 8

vs. ANSATZ

4: Stimuliert

vs. unstimu-

liert Studienkollektiv | N MW SD Min. / Max. Z Rang | p-Werte

TNFa Schizophrene 31 ,07 ,35 -64/,93 | -795| 29,68 426
Gesunde 31 26 71 -,42/3,55 33,32 ,561*

IL-1B8 Schizophrene 31 43 ,38 -17/1,36 | -,190 | 31,06 ,849
Gesunde 31 45 40 -,30/1,63 31,94 ,872%

IL-6 Schizophrene 31 .54 26 ,09/1,31 | -993 | 33,77 ,321
Gesunde 31 47 ,31 -,06/1,29 29,23 463"

IL-10 Schizophrene 31 ,50 22 -,03/,84 | -852 | 29,55 ,394
Gesunde 31 61 ,37 ,04/1,63 33,45 ,537*

Tabelle 46: Statistik der Veranderung und Stimulierbarkeit der intrazelluldren Zytokinpro-
duktion. Ansatz 8 zu Ansatz 4, Polyl:C-stimuliert zu unstimuliert, im Brutschrank bei
37°C.

p-Werte: Keine Markierung = Mann-Whitney-U-Test ohne Korrektur fir multiples Testen.

* = Mann-Whitney-U-Test mit Korrektur fir multiples Testen nach der Benjamini-Hochberg-Prozedur.

Die lineare Regressionsanalyse zeigte, dass die Krankheit Schizophrenie kei-
nen signifikanten Effekt auf Unterschiede unter Polyl:C-Stimulation zwischen
den Gruppen hatte. Fur IL-6 lie} sich ein tendenzieller negativer Effekt auf die
Zytokinproduktion erkennen, der nach Korrektur fir multiples Testen nicht mehr
bestand. Einen Uberblick gibt Tabelle 47.



Ergebnisse

ANSATZ 8

Estimate Std. Error t -value Pr(>|t)) B-HP
TNFa (Intercept) 0.60 0.17 3.57 ,000708
R?=0,8713  Schizophrene -0.15 0.09 -1.56 124 | ,266*
IL-1 (Intercept) 0.68 0.18 4.05 ,000151
R?=0,7699  Schizophrene -0.06 0.07 -0.89 377 | ,524*
IL-6 (Intercept) 1.26 0.43 2.96 ,004390
R?=0,5788  gchizophrene 0.03 0.047 0.59 ,0555 | ,165*
IL-10 (Intercept) 1.33 0.31 4.26 ,000075
R?=0,7161  Schizophrene -0.05 0.05 -1.18 244 | ,389*

Tabelle 47: Lineare Regressionsanalyse fiir die Schizophrenen des Ansatz 8, intrazellula-
re Zytokine. Referenzkategorie ist Ansatz 4 der Gesunden.

p-Werte: Keine Markierung = Mann-Whitney-U-Test ohne Korrektur fir multiples Testen.

* = Mann-Whitney-U-Test mit Korrektur fir multiples Testen nach der Benjamini-Hochberg-Prozedur (B-
HP).

3.5.5 \Virales Polyl:C: Extrazellulares Zytokin IL-18

Es lagen von insgesamt 58 Teilnehmern (93,5%) eingefrorene Serumproben
des Polyl:C-stimulierten und anschlie3end zentrifugierten Vollblutes vor. Von 3
schizophrenen Patienten und einer Kontrolle waren keine Proben vorhanden
(6,5%). Die IL-1B Werte des Ansatzes 7 (Polyl:C-stimuliert, im Brutschrank bei
37°C) waren im Kolmogorov-Smirnov-Test normalverteilt. Im Mittelwertvergleich
der beiden Gruppen zeigte sich, dass die Gesunden eine hdhere IL-13 Aus-
schittung im Serum hatten als die Schizophrenen (MW 6,34+0,56). Ein signifi-
kanter Unterschied bestand im t-Test allerdings nicht (Tabelle 48).

ELISA: A7

Stimuliert im Standard-

Brutschrank MW fehler des

bei 37°C Studienkollektiv | N | (pg/ml) SD Min. / Max. | MW p-Werte

IL-18 Schizophrene 28 | 6,1611 | 1,18748 ,78/7,43 ,224 462
Gesunde 30| 6,3397 | ,55757 5,34/7,50 ,102 ,585*

Tabelle 48: Statistik des extrazellularen Zytokins IL-1B. Messung mit ELISA. Ansatz 7,
Polyl:C-stimuliert, im Brutschrank bei 37°.

p-Werte: Keine Markierung = Mann-Whitney-U-Test ohne Korrektur fir multiples Testen.

* = Mann-Whitney-U-Test mit Korrektur fir multiples Testen nach der Benjamini-Hochberg-Prozedur.
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3.5.6 Virales Polyl:C: Extrazellulare Toll-like Rezeptoren und Aktivie-
rungsmarker HLA-DR

Schizophrene Gesunde
84 % 81 %
—387 %o —363 %%
3 % 9 %
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Abbildung 16: Deskriptiver Gruppenvergleich der Verdnderung der Fluoreszenzen (%)
innerhalb der Quadranten (Quadrantenanalyse). AK3, TLR-4 und TLR-2. Ansatz 8, Po-
lyl:C-stimuliert im Brutschrank bei 37°C.
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Abbildung 17: Deskriptiver Gruppenvergleich der Verdnderung der Fluoreszenzen (%)
innerhalb der Quadranten (Quadrantenanalyse). AK4, TLR-3 und HLA-DR. Ansatz 8, Po-
lyl:C-stimuliert im Brutschrank bei 37°C.

Die Grundexpression der Toll-like Rezeptoren war bei den Schizophrenen im
Mittelwertvergleich héher als die der Gesunden. Es zeigten sich zwei signifikan-
te Unterschiede: TLR-3 wurde von den Schizophrenen im Vergleich zu den ge-

sunden Kontrollen signifikant héher exprimiert (p=0,032), ebenso TLR-4
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(p=0,061). Beide signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen konnten
durch die Benjamini-Hochberg-Prozedur nicht bestatigt werden. Somit unter-
scheiden sich Schizophrene und Gesunde bei der Expression ihrer TLRs und
des HLA-DR nicht. Eine Ubersicht gibt Tabelle 49.

ANSATZ 8:

Stimuliert,

Brutschrank

bei 37°C Studienkollektiv | N MW SD Min. / Max. Z Rang | p-Werte

TLR-2 Schizophrene 31| 271,57 | 144,77 | 4,79/522,54 | -458 | 32,55 ,647
Gesunde 31| 260,04 | 124,76 | 4,8/496,08 30,45 ,714*

TLR-3 Schizophrene 31| 100,61 49,64 | 48,9/214,61 | -2,147 | 36,42 ,032
Gesunde 31 81,96 | 45,19 | 22,06/252,8 25,58 141*

TLR-4 Schizophrene 31 86,32 40,47 | 32,91/163,0 | -1,872 | 35,79 ,061
Gesunde 31 74,06 56,09 | 27,12/306,2 27,21 ,169*

HLA-DR Schizophrene 31| 214,87 | 269,36 | 5,06/1525,0 | -,589 | 32,87 ,550
Gesunde 31| 176,54 | 199,70 | 45,53/1126, 30,13 ,625*

Tabelle 49: Statistik der extrazellularen Toll-like Rezeptoren und des Aktivierungsmar-
kers HLA-DR. Ansatz 8, Polyl:C-stimuliert, im Brutschrank bei 37°C.

p-Werte: Keine Markierung = Mann-Whitney-U-Test ohne Korrektur fir multiples Testen.

* = Mann-Whitney-U-Test mit Korrektur fir multiples Testen nach der Benjamini-Hochberg-Prozedur.

Im Gruppenvergleich stimuliert vs. unstimuliert ergab sich der hoch signifikante
Unterschied der Expressionsveranderung von TLR-4 (p=0,001) bei den Gesun-
den. Sie sprachen hoch signifikant besser auf die Stimulation an, ein Effekt, der
auch nach der Korrektur flur multiples Testen beobachtet werden konnte
(p=0,019%). Die HLA-DR Expression der Gesunden konnte durch die Stimulati-
on im Vergleich zu den Schizophrenen signifikant nach oben verandert werden
(p=0,038). Dieser signifikante Unterschied konnte nach der Benjamini-
Hochberg-Prozedur nicht bestatigt werden. Die beiden weiteren Toll-like Rezep-
toren lieRen sich in ihrer Expression nicht signifikant beeinflussen. Einen Uber-
blick gibt Tabelle 50.
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ANSATZ 8

vs. ANSATZ

4: Stimuliert

vs. unstimu-

liert Studienkollektiv | N MW SD Min. / Max. Z Rang | p-Werte

TLR-2 Schizophrene 31 ,89 1,44 -,23/8,25 | -1,204 | 28,74 ,229
Gesunde 31 ,86 .54 -,15/1,96 34,26 ,382*

TLR-3 Schizophrene 31 1,27 ,62 ,16/2,47 | -1,711 | 27,58 ,087
Gesunde 31 1,61 78 42/4,25 35,42 ,225%

TLR-4 Schizophrene 31 1,45 ,69 ,38/3,25 | -3,287 | 23,97 ,001
Gesunde 31 2,12 ,85 ,51/4,15 39,03 ,019*

HLA-DR Schizophrene 31 1,33 ,64 ,25/2,72 | -2,077 | 26,74 ,038
Gesunde 31 1,73 ,82 ,10/4,32 36,26 ,143*

Tabelle 50: Statistik der Veranderung und Stimulierbarkeit der Toll-like Rezeptoren- und
HLA-DR-Expression. Ansatz 8 zu Ansatz 4, Polyl:C-stimuliert zu unstimuliert, im Brut-

schrank bei 37°C.
p-Werte: Keine Markierung = Mann-Whitney-U-Test ohne Korrektur fir multiples Testen.
* = Mann-Whitney-U-Test mit Korrektur fir multiples Testen nach der Benjamini-Hochberg-Prozedur.

Die lineare Regressionsanalyse zeigte, dass die Krankheit Schizophrenie ein

negativer Pradiktor fur Unterschiede unter Polyl:C-Stimulation im Vergleich zu
den Gesunden beim TLR- 4 (p=0,0347) und HLA-DR (p=0,0116) ist. Die Kor-
rektur fir multiples Testen erbrachte dieses Ergebnis lediglich tendenziell fir
HLA-DR (p=0,062*). Schizophrenie hatte bei den beiden verbleibenden Toll-like

Rezeptoren keinen signifikanten Effekt auf die Unterschiede zwischen den

Gruppen. Einen Uberblick der linearen Regressionsanalyse mit Estimate (ge-
schatzter Koeffizient), Std. Error (Standardfehler), t-value (t-Wert) und Pr(>|t|)
(p-Wert) gibt Tabelle 51.

ANSATZ 8

Estimate Std. Error t -value Pr(>|t)) B-HP
TLR-2 (Intercept) 0.57 0.24 2.37 ,0212
R?=0,8747 Schizophrene -0.06 0.10 -0.65 516 | ,614*
TLR-3 (Intercept) 1.48 0.28 5.19 ,0000027
R*=0,6528 schizophrene -0.08 0.08 -1.06 292 | 447"
TLR-4 (Intercept) 1.76 0.17 10.49 ,0000000
R*=0,7933  schizophrene -0.14 0.07 -2.16 ,0347 | 142*
HLA-DR  (Intercept) 0.30 0.22 1.40 ,168
R*=0,8908 schizophrene -0.18 0.07 -2.60 ,0116 | ,062*

Tabelle 51: Lineare Regressionsanalyse fiir die Schizophrenen des Ansatz 8, extrazellula-
re Toll-like Rezeptoren und Aktivierungsmarker HLA-DR. Referenzkategorie ist Ansatz 4

der Gesunden.
p-Werte: Keine Markierung = Mann-Whitney-U-Test ohne Korrektur fir multiples Testen.
* = Mann-Whitney-U-Test mit Korrektur fir multiples Testen nach der Benjamini-Hochberg-Prozedur (B-

HP).
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3.6 Korrelationsanalyse der Schizophrenen: klinische Para-

meter und signifikante Messwerte

Es wurde eine Korrelationsanalyse zwischen den erhobenen klinischen Para-
metern der Schizophrenen und den signifikanten Ergebnissen aus den Zytokin-,
Toll-like Rezeptoren- und HLA-DR-Messungen durchgefuhrt. Die Zahl dieser
signifikanten Ergebnisse verringerte sich nach der Benjamini-Hochberg-
Prozedur fur multiples Testen, so dass vor der Korrektur auf multiples Testen
mehr Ergebnisse in die Korrelationsanalyse einflossen. Die betrachteten Para-
meter waren:

1. Alter der schizophrenen Patienten in Jahren

2. Erkrankungsbeginn in Jahren

3. Erkrankungsdauer in Jahren und

4. klinischer Schweregrad der Erkrankung (PANSS allgemein, Positiv- und

Negativscala und Gesamt-PANSS).

Dabei wurden insgesamt wenig signifikante positive oder negative Korrelationen
zwischen den klinischen Parametern und den signifikanten Messwerten gefun-
den. Die nachfolgend aufgefihrten Korrelationskoeffizienten und p-Werte ohne
Korrektur fur multiples Testen werden nur fur die signifikanten Ergebnisse dar-
gestellt. Diese Signifikanzen blieben allesamt auch nach der Korrektur fur mul-
tiples Testen mit der Benjamini-Hochberg-Prozedur (B-HP) innerhalb der Korre-
lationsanalyse bestehen, so dass eine Ubersicht (iber die korrigierten p-Werte
die nachfolgenden Tabellen geben.
Es bestand kein Zusammenhang zwischen dem klinischen Schweregrad der
Patienten (PANSS) und den signifikanten Messwerten der Zytokine, TLRs oder
des HLA-DR.
Die Korrelationen der intrazellularen Zytokine der Monozyten mit den klinischen
Parametern waren alle positiv, was bedeutet: je junger die Patienten waren, je
frGher die Erkrankung begann und je kirzer die Erkrankungsdauer war, desto
niedriger lagen die Messwerte und umgekehrt. Das Alter der schizophrenen
Patienten korrelierte positiv mit den LPS-stimulierten Zytokin TNFa (r=0,399,
p=0,020) und dem intrazellularen IL-1B der Monozyten im unstimulierten Zu-
stand und nach LPS-Stimulation. Eine Ubersicht gibt Tabelle 52.
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Korrelation des Alters der Schizophrenen Korrelationskoeffi- p-Wert Korrigierter
mit intrazellularen signifikant veranderten zient (r) nach Spear- | (zweiseitige | p-Wert mit
Zytokinkonzentrationen N man Signifikanz) der B-HP
LPS-stimuliert (A6) TNFa 31 ,416* ,020 ,037
Unstimuliert (A2) IL-18 31 ,397* ,027 ,037
Unstimuliert (A4) IL-18 31 ,489* ,005 ,030
LPS-stimuliert (A6) IL-18 31 ,404* ,024 ,037

Tabelle 52: Korrelationen zwischen dem Alter der Schizophrenen und den intrazellularen
Zytokinen TNFa und IL-1B. Ein * steht fiir einen p<0,05. Samtliche Korrelationen sind po-
sitiv.

Der Erkrankungsbeginn der Schizophrenie korrelierte lediglich positiv mit dem

LPS-stimulierten IL-1B (r=0,391, p=0,030; Tabelle 53).

Korrelation des Erkrankungsbeginnes der Korrelationskoeffi- p-Wert Korrigierter
Schizophrenie mit intrazellularen signifi- zient (r) nach Spear- | (zweiseitige | p-Wert mit
kant veranderten Zytokinkonzentrationen N man Signifikanz) der B-HP

LPS-stimuliert (A6) IL-1B 31 ,391* ,030 ,039

Tabelle 53: Korrelation zwischen dem Erkrankungsbeginn der Schizophrenie und dem
LPS-stimulierten intrazelluldren Zytokin IL-1f. Ein * steht fiir einen p<0,05.

Fur die Erkrankungsdauer konnte ein positiver Zusammenhang mit dem intra-
zellularen IL-6 der Monozyten und ein negativer Zusammenhang mit dem ext-

razellularen IL-1B (LPS-stimuliert) im Serum festgestellt werden (Tabelle 54).

Korrelation der Erkrankungsdauer der

Schizophrenen mit intra- und extrazellula- Korrelationskoeffi- p-Wert Korrigierter
ren signifikant veranderten Zytokinkon- zient (r) nach Spear- | (zweiseitige | p-Wert mit
zentrationen N man Signifikanz) der B-HP

Unstimuliert (A4) IL-6 31 ,369* ,041 ,041
LPS-stimuliert (A5) IL-1B (pg/ml) 28 -,388* ,041 ,041

Tabelle 54: Korrelation zwischen der Erkrankungsdauer der Schizophrenen und dem
intrazellularen unstimulierten IL-6 und dem extrazellularen LPS-stimulierten IL-1p im Se-
rum. Ein * steht fiir einen p<0,05.

Fur die extrazellularen TLR-3 und TLR-4 und den Aktivierungsmarker HLA-DR
bestanden nur negative Zusammenhange. Einen Uberblick gibt Tabelle 55. Ein

negativer Zusammenhang zwischen Alter und Messwert bedeutet also: je jun-

ger die Patienten waren, desto hoher lagen die Messungen.

Korrelation des Alters der Schizophrenen Korrelationskoeffi- p-Wert Korrigierter
mit signifikant veranderten extrazellularen zient (r) nach Spear- | (zweiseitige | p-Wert mit

TLR- und HLA-DR-Oberflachenrezeptoren | N man Signifikanz) der B-HP

Unstimuliert (A2) TLR-3 31 -,412 * ,021 ,037
Unstimuliert (A2) TLR-4 31 -,493** ,005 ,030
Unstimuliert (A4) TLR-3 31 =371 ,040 ,041
Unstimuliert (A4) TLR-4 31 -,449** ,011 ,031
Unstimuliert (A4) HLA-DR 31 -,382* ,034 ,041
Polyl:C-stimuliert (A8) TLR-4 31 -, 463** ,009 ,031
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Tabelle 55: Korrelation zwischen dem Alter der Schizophrenen und den signifikant ver-
anderten extrazelluldren TLR-3-/TLR-4- und HLA-DR-Oberflachenrezeptoren. Ein * steht
fiir einen p<0,05, ** steht fiir p<0,01. Samtliche Korrelationen sind negativ.

Der Erkrankungsbeginn der Schizophrenie stand in einem negativen Zusam-
menhang mit den extrazellularen Messwerten (TLR-3/TLR-4, HLA-DR): Je eher
also die Erkrankung auftrat, desto héher lagen die Messungen und umgekehrt.
Einen zusammenfassenden Uberblick gibt Tabelle 56.

Korrelation des Erkrankungsbeginns der

Schizophrenie mit signifikant veranderten Korrelationskoeffi- p-Wert Korrigierter
extrazellularen TLR- und HLA-DR- zient (r) nach Spear- | (zweiseitige | p-Wert mit
Oberflachenrezeptoren N man Signifikanz) der B-HP
Unstimuliert (A2) TLR-3 31 -, 464** ,009 ,031
Unstimuliert (A4) TLR-3 31 -,506** ,004 ,030
Unstimuliert (A4) TLR-4 31 -,444** ,012 ,031
Unstimuliert (A4) HLA-DR 31 -,425* ,017 ,037
Polyl:C-stimuliert (A8) TLR-4 31 -,402** ,025 ,037

Tabelle 56: Korrelation zwischen dem Erkrankungsbeginn der Schizophrenie und den
signifikant veranderten extrazelluldren TLR-3-/TLR-4- und HLA-DR-
Oberflachenrezeptoren. Ein * steht fiir einen p<0,05, ** steht fiir p<0,01. Samtliche Korre-
lationen sind negativ.

TLR-4 zeigte in seiner verringerten Stimulierbarkeit nach LPS-Stimulation (A6
zu A4) einen positiven Zusammenhang zwischen Erkrankungsbeginn und sei-
ner quantitativen Menge (r= 0,379*, p=0,035).

3.7 Korrelationsanalyse der Gesunden: Alter und signifikante

Messwerte

Fir die Gesunden wurde eine Korrelationsanalyse zwischen ihrem Alter in Jah-
ren und den signifikanten Messwerten aus den Zytokin-, TLR- und HLA-DR-
Bestimmungen analog zu den Schizophrenen durchgefuhrt. Nur das extrazellu-
lare LPS-stimulierte IL-1B8 (Ansatz 5) im Serum (pg/ml) zeigte einen positiven
Zusammenhang mit dem Alter der Gesunden (r=0,462*, p=0,010).

Es fanden sich keine weiteren Zusammenhange zwischen dem Alter der Ge-

sunden und den restlichen signifikanten Messwerten.
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4 Diskussion

Die Rolle des Immunsystems und seine moglichen Stérungen bei der Entste-
hung, Verstarkung und Unterhaltung einer Schizophrenie werden seit Jahrzei-
ten in der Literatur beschrieben. Die Psychoneuroimmunologie geht davon aus,
dass das Immunsystem mit seinen Wirkungen peripher und zentral mit dem
zentralen Nervensystem (ZNS) interagiert. Psychiatrische Symptome und
Krankheiten werden so in einen grof3en, Ubergreifenden Zusammenhang ge-
stellt. Die Komplexitat jedes einzelnen Systems tragt zur Komplexitat einer psy-
chiatrischen Erkrankung wie der Schizophrenie bei.

In dieser explorativen Fall-Kontroll-Studie sollten mdégliche Zusammenhange
zwischen Immunsystem, evtl. gestoérter Immunantwort vor allem auf der Seite
der angeborenen Immunitat und bakteriellen und viralen Infektionen als Auslo6-
ser oder Trigger der Erkrankung aufgezeigt werden. Dazu wurde das monozyta-
re System mit drei proinflammatorischen Zytokinen und einem antiinflammatori-
schen Zytokin untersucht. Bakterielle und virale Infektionen wurden durch ge-
zielte in-vitro-Stimulation simuliert. Als Verbindungspunkt zwischen Infektion
und Zytokinproduktion wurden auferdem Toll-like Rezeptoren gemessen, eben
die Rezeptoren, die fir die inflammatorische Signallbertragung in die immuno-
logische Zelle (hier Monozyten) verantwortlich sind. HLA-DR wurde als Monozy-

ten-spezifischer Aktivierungsmarker des Immunsystems betrachtet.

4.1 Diskussion der Methodik

Untersuchungskollektiv

Es handelte sich um eine explorative Querschnittsuntersuchung mit 31 Schizo-
phrenen und 31 gesunden Kontrollen. Die Tatsache, dass die Schizophrenen
nicht medikamentés behandelt waren, unterscheidet diese Studie von den
meisten anderen in der Literatur beschriebenen. Dies bietet einerseits Vorteile,
da die Ergebnisse als weniger durch Medikamenteneinnahmen beeinflusst an-
gesehen werden kdnnen. Andererseits |asst sich die Studie dadurch schlechter
methodisch und inhaltlich mit anderen Studien vergleichen. Mogliche Einfluss-

faktoren auf das Immunsystem wie Alter und Geschlecht waren bei beiden
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Gruppen ausgeglichen. Der Alkohol-, Drogen- und Nikotinkonsum zeigte aller-
dings starkere Unterschiede. Vor allem die Unterschiede beim Nikotinkonsum

bedurfen einer genaueren Betrachtung.

Blutproben und Messmethodik

Abnahmezeitpunkt und Verarbeitung der Blutproben erfolgten meist morgens
mit umgehender Bearbeitung am selben Tag. Durch das verwendete Vollblut
konnte so am ehesten ein in-vivo-Zustand erfasst werden. Die Einhaltung samt-
licher Zeitangaben des Studienprotokolls gewahrleistete standardisierte Bedin-
gungen.

Die Analyse des Blutes erfolgte mit Durchflusszytometrie (FACS). Diese gut
etablierte Methode wird seit langer Zeit verlasslich zur klinischen Diagnostik und
wissenschaftlichen Forschung eingesetzt. Die Stimulation mit LPS und Polyl:C
Uber 4 Stunden im Brutschrank bei 37°C simulierte eine bakterielle und virale
Infektion unter physiologischen Bedingungen. Die Stimulationszeit von 4 Stun-
den wurde nach Testung unterschiedlich langer Stimulationszeiten und in Uber-
einstimmung mit aktueller Literatur bestimmt. Demnach haben intrazellulare
Zytokine in Monozyten und Makrophagen ihren Hohepunkt wahrend der Aus-
schittung nach vierstindiger Inkubation (Himmelfarb, Le, Klenzak, Freedman,
McMenamin, Ikizler 2004; Shimotakahara, Metzelder, Vieten, Ure, Kuebler
2010). Durch die Zugabe von Brefeldin A (BFA) nach 2 Stunden sollte die De-
tektion der Zytokine in der Zelle durch Anreicherung im endoplasmatischen Re-
tikulum verbessert werden. Die intrazellulare Anfarbung der Zytokine TNFa, IL-
1B, IL-6 und IL-10 in Monozyten von Schizophrenen und Gesunden mit mo-
noklonalen, farbstoffmarkierten Antikdrpern stellt unseres Wissens eine neue
Methodik fir die Betrachtung und Bewertung von Zytokinkonzentrationen im
Zusammenhang mit einer Schizophrenie dar. Bisher wurde nur die Zytoki-
nausschittung im Plasma, Serum oder Liquor von Schizophrenen gemessen.
Diese somit allesamt extrazelluldren Zytokinmessungen stellen einen grofl3en
Unterschied zu unserer Studie dar. Die Analyse der intrazellularen Zytokine er-
moglicht eine genauere und physiologischere Beurteilung. Insgesamt muss

wahrend der folgenden Diskussion und Interpretation der Ergebnisse stets be-
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dacht werden, dass die Untersuchung von reinen Monozyten nicht vergleichbar
mit den anderen Ergebnissen sind.

Mikrobielle Pathogene gelten lange als Risikofaktoren fiir eine Schizophrenie.
Die meisten Studien fokussierten sich allerdings auf die Familie der Viren wie
auf Herpesviren (Niebuhr, Millikan, Yolken, Li, Weber 2008) und den Bornavirus
(Nunes, Itano, Amarante et al. 2008), auf das intrazellulare Bakterium Clamydia
(Fellerhoff, Laumbacher, Mueller, Gu, Wank 2007) und auf das Protozoon To-
xoplasma gondii (Yolken, Bachmann, Ruslanova et al. 2001). Unsere bakterielle
und virale Stimulation hingegen kann weitere Hinweise auf die pathophysiologi-
schen Mechanismen der Schizophrenie geben.

Toll-like Rezeptoren wurden unseres Wissens im Zusammenhang mit Schizo-
phrenie und Zytokinproduktion bisher nicht wissenschaftlich untersucht. (Ni,
Acevedo, Muralidharan, Padala, To, Jonakait 2007). Nur Ni et al. bezogen sich
auf die pra- und perinatale Infektionshypothese, dass maternale Entziindungs-
reaktionen Einfluss auf eine neuronale Entwicklungsstérung haben kénnten und
somit eine Schizophrenie oder einen Autismus triggern (Patterson 2002; Zu-
ckerman, Rehavi, Nachman, Weiner 2003). Sie setzten Toll-like Rezeptor-
Agonisten ein, darunter auch LPS und Polyl:C, und beobachteten eine inflam-
matorische Stimulation von Mikrogliazellen in Rattenembryonen zur Produktion
von Faktoren, die eine cholinerge Differenzierung anregen (Ni, Acevedo, Mura-
lidharan, Padala, To, Jonakait 2007). Die in dieser Studie gemessenen Toll-like
Rezeptoren waren monozytaren und damit peripheren Ursprungs. Vor dem Hin-
tergrund, dass Uber sie die Briicke zwischen inflammatorischer Signaltransduk-
tion und intrazellularer Reaktion geschlagen werden kann, ist dies ein Vorteil
dieser Studie. Die Betrachtung zentraler Toll-like Rezeptoren, z.B. auf Mikrogli-
azellen oder Astrozyten, kann eine Erweiterung fur das Verstehen der Pa-
thophysiologie der Schizophrenie darstellen.

Die Messung der extrazellularen, auf der Oberflache der Monozyten lokalisier-
ten HLA-DR-Rezeptoren diente dazu, den Beginn der Immunantwort durch Er-
kennung und Bindung durch das HLA-DR-Antigen zu beurteilen.

Die IL-1B-Konzentrationen wurden mit dem High Sensitivity Enzyme-Linked-
Immunosorbent-Assay (ELISA) gemessen, ein ebenfalls sehr etabliertes Nach-

weisverfahren von Zytokinen im Plasma oder Serum. Das sofortige Einfrieren
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bei erst -20°C und spater -80°C und die anschlieRende langere Lagerungszeit
kénnten die Zytokinkonzentrationen beeinflusst oder sogar verringert haben.
AuRerdem lagen einige Werte bei der photometrischen Messung unter der
Nachweisgrenze (<Min), so dass eine manuelle Nachbearbeitung per Grapher-
stellung erfolgte. Dadurch sind die Werte als weniger aussagekraftig und valide
anzusehen.

Es wurde darauf geachtet, dass Uber den gesamten Studienzeitraum hinweg
immer abwechselnd Schizophrene und gesunde Kontrollen untersucht wurden,
um zum einen den Einfluss jahreszeitlicher Schwankungen und zum anderen
messtechnisch bedingte Varianzen des Testsystems zu minimieren.

Limitierend kann der Zeitpunkt der Blutentnahme angesehen werden. Es han-
delt sich um nicht medikamentdés behandelte Patienten und um Einmal-
Messungen. Es ist bekannt, dass Antipsychotika die Zytokinproduktion beein-
flussen (O'Brien, Scully, Dinan 2008). Haloperidol und Clozapine reduzieren die
TNFa-Ausschittung im prafrontalen Kortex bei Ratten (Pae, Yoon, Kim et al.
2006) und zeigten keinen Effekt auf IL-6 (Song, Lin, Kenis, Bosmans, Maes
2000). Vor dem Hintergrund dieses unkontrollierbaren Medikamenteneinflusses
lassen sich unsere Ergebnisse ,reiner” interpretieren. Die somit angefertigten
Momentanaufnahmen implizieren Nachfolgemessungen in Serie, zu verschie-

denen Messzeitpunkten und unter evtl. anschlieRender Medikation.

Statistik

Bei der Darstellung der Ergebnisse wurde auf eine Korrektur fir multiples Tes-
ten initial verzichtet, da es sich um eine explorative Studie handelt und lediglich
Zusammenhange untersucht werden (siehe Kapitel 2.8). Vor diesem Hinter-
grund sind die Ergebnisse ohne Korrektur fir multiples Testen als Tendenzen
aufzufassen und kritisch zu betrachten.

Ziele einer explorativen Studie sind unter anderem, weitere Hypothesen zum
beobachteten Themengebiet zu generieren und Ergebnisse bzw. Erkenntnisse
zu erlangen, die zu weiterfihrenden und moglichst konfirmatorischen Studien
fuhren. Der Verzicht auf eine Korrektur fir multiples Testen stellt eine Quelle
sowohl flir Chancen als auch fir Fehler dar. Die in dieser Studie erlangten Er-

gebnisse konnen zum Anlass genommen werden, die intrazellularen Zytokine
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und Toll-like Rezeptoren im Zusammenhang mit Schizophrenie genauer und
praziser zu untersuchen. Ergebnisse ohne statistische Signifikanz kénnen auf-
grund vieler Einflussfaktoren erlangt werden, z.B. aufgrund einer zu geringen
Fallzahl oder nicht sehr stark ausgepragten Unterschieden zwischen den Grup-
pen. In diesem Falle sind die nicht signifikanten Ergebnisse unabhangig von
einer Korrektur fur multiples Testen. Ohne eine Korrektur fur multiples Testen
wird allerdings riskiert, dass teilweise falschpositive Ergebnisse erbracht und
interpretiert werden.

Aufgrund des explorativen Charakters der Studie wurden sehr viele unter-
schiedliche Variablen gemessen, die in diesem Zusammenhang zuvor noch
nicht untersucht worden waren. Wegen der Vielzahl der untersuchten Parame-
ter wurde neben der explorativen Auswertung die zusatzliche Korrektur fir mul-
tiples Testen nach der Benjamini-Hochberg-Prozedur durchgefiihrt. Die Ergeb-
nisse aus dieser Analyse konnten viele erlangte Signifikanzen bestatigen.
Einige Ergebnisse konnten den strengen Kriterien der Korrektur hingegen nicht
standhalten, erscheinen aber dennoch interessant und weiter verfolgenswert.
Die Ergebnisse nach der explorativen Auswertung behalten somit ihre tenden-
zielle Aussagekraft fir nachfolgende Beobachtungen und bleiben bei der Dis-
kussion und Interpretation ebenso Gegenstand der Betrachtung. Es wird aller-
dings darauf hingewiesen, dass die als signifikant bewerteten Ergebnisse aus
den Analysen ohne Korrektur flir multiples Testen zufallig entstanden sein

konnten, da die Irrtumswahrscheinlichkeit nicht begrenzt bzw. kontrolliert wurde.

4.2 Diskussion der Ergebnisse

Differentialblutbild

Die Leukozyten (G/lI) waren bei den Schizophrenen signifikant héher (p=0,017)
und befanden sich mit Mittelwerten um 6,59+1,70 G/l im absoluten Normalbe-
reich. Nach der Korrektur fir multiples Testen bestand diese Signifikanz nicht
mehr. Die Messung deckte sich mit der erhéhten Monozytenanzahl (%) der
Schizophrenen, die allerdings ebenfalls nicht signifikant war. Erhdhte Monozy-

tenzahlen bei Schizophrenen wurden mehrfach in der Literatur beschrieben, so
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dass unsere Messung tendenziell tGbereinstimmt (Dameshek 1930; Wilke, Arolt,
Rothermundt, Weitzsch, Hornberg, Kirchner 1996; Muller, Riedel, Ackenheil,
Schwarz 1999). Allerdings ist dies als blof3e, grobe Beobachtung aufzufassen,
da das Differenzialblutbild ein anderes Messverfahren ist als meistens zur Er-
fassung von Monozytenpopulationen angewendet wird. Durchflusszytometrisch
wurden keine Monozytenpopulationen bestimmt, was in weiteren Studien zu-

sammenhangend mit ihrer Zytokinproduktion 0.a. untersucht werden konnte.

CRP

Das C-reaktive Protein (mg/dl) der Schizophrenen, ein sensitiver diagnostischer
und therapeutischer Marker, war nicht signifikant erhéht (Mittelwert 0,196+0,19
mg/dl). Da CRP nicht nur bei Infektionen und Entziindungen ansteigen kann,
die durch Anamnese und klinische Chemie ausgeschlossen wurden, sondern
auch in Stresssituationen (Rothermundt, Arolt, Bayer 2001), kann dieser erhdh-
te Wert fur ein erhdhtes Stresslevel bei den Schizophrenen stehen. Aufgrund
der Erstdiagnose oder des akuten psychotischen Schubes, weswegen die Pati-
enten vorstellig, stationar behandelt und in die Studie eingeschlossen wurden,
waren die Patienten groRem, evtl. schon langer andauerndem Stress ausge-
setzt. Stress bezieht sich sowohl auf die physiologischen, endokrinen Bedin-
gungen des Patienten als auch auf die duReren Umstande wie Veranderung der
Lebenssituation und Stigmatisierung. Das CRP stellt so einen kleinen Teil des
Immunsystems dar. Der Faktor Stress sollte aber in Hinblick auf samtliche In-
terpretationen der Ergebnisse beachtet werden.

CRP kann bei der Schizophrenie pathophysiologisch und klinisch beteiligt sein.
Fan et al fanden Hinweise, dass bei schizophrenen Patienten héhere CRP-
Werte zu einer schwerwiegenderen Psychopathologie fuhren kdnnten (Fan,
Pristach, Liu, Freudenreich, Henderson, Goff 2007). Andere Studien kamen zu
dem Ergebnis, dass erhéhtes CRP vor allem zu Einschrankungen im kognitiven
Bereich fuhrt, sowohl bei schizophrenen Patienten (Dickerson, Stallings, Origo-
ni, Boronow, Yolken 2007) als auch bei Gesunden (Yaffe, Lindquist, Penninx et
al. 2003). Ein erhdéhtes CRP bei Schizophrenen kénnte fur einen chronischen
Entziindungsprozess oder Infekt stehen. Aufgrund seiner endothelbeeinflus-

senden Wirkung (Schalkwijk, Poland, van et al. 1999), ware es moglich, dass
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eine chronische Entzindung in bestimmten Gehirnregionen mikrovaskulare

Veranderungen hervorrufen kénnte, die zu psychotischen Symptomen fuhren.
4.21 Keine Stimulation

Zytokine: TNFa, IL-1B, IL-6 und IL-10

Rein deskriptiv betrachtet und ausgedruckt, lagen samtliche gemessenen intra-
zellularen Zytokine der Schizophrenen in niedrigeren intrazellularen Konzentra-
tionen vor als bei den Gesunden. Ausnahme bildete das IL-10, das beim Ansatz
4, also zu physiologischen Bedingungen, erhoht war.

Den Zytokinen wird schon langer eine wichtige Rolle in der immunologischen
Schizophrenieforschung eingeraumt. Dabei ist die Studienlage zu den Konzent-
rationen der in dieser Arbeit untersuchten vier Zytokine nicht eindeutig bzw. in-
konstant. Eine groRe Meta-Analyse aus 2008 untersuchte die Zytokinverande-
rungen aus 62 Studien mit Gber 3000 Schizophrenen, darunter waren auch IL-
1B, IL-6 und IL-10 (neben IL-1-Rezeptor-Antagonisten, IL-2 u.a.). Die periphe-
ren Zytokinlevel von IL-6 (und anderen) waren signifikant erhéht, fir die restli-
chen ergaben sich keine signifikanten Effekte (Potvin, Stip, Sepehry, Gendron,
Bah, Kouassi 2008). Die erhohten IL-6-Werte im Plasma, Serum und Liquor
werden am konstantesten in der Literatur beschrieben (Muller, Riedel, Acken-
heil, Schwarz 1999; Rothermundt, Arolt, Bayer 2001; Garver, Tamas, Holcomb
2003; Schmitt, Bertsch, Tost et al. 2005). Die Bedeutung des IL-6 muss sowohl
in Bezug auf das periphere als auch auf das zentrale Immunsystem gesehen
werden. Denn die Zytokine kommunizieren wahrend pathologischer Zustande
Uber verschiedene Mechanismen wie aktiver und passiver Transport, Second-
Messenger und afferente Verbindungen mit dem ZNS (Watkins, Maier, Goehler
1995; Kronfol, Remick 2000). Die Zytokine werden allerdings auch direkt im
Gehirn gebildet, wie z.B. in Mikrogliazellen, Astrozyten oder Neuronen, so dass
die Wirkung verstarkt und schneller eintreten kann. Dem IL-6 wird eine triggern-
de Funktion fir das Ausbrechen von Autoimmunkrankheiten im ZNS zuge-
schrieben (Dunn 1992), da es die B-Zelldifferenzierung, die lokale, zentrale IgG-
Synthese und eine Blut-Hirn-Schrankenstérung fordert (Frei, Malipiero, Leist,
Zinkernagel, Schwab, Fontana 1989). Dabei sind eine Blut-Hirn-

Schrankenstérung und eine erhdhte IgG-Synthese im Liquor bei Schizophrenie
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mit einem hoéheren Risiko verbunden, Negativ-Symptome zu entwickeln (Muller,
Ackenheil 1995). IL-6 soll sowohl neurotrophe als auch neurotoxische Effekte
auf verschiedene Neuronentypen des Gehirns haben (Garver, Tamas, Holcomb
2003) und kann somit je nach Zeitpunkt die Gehirnentwicklung oder den —
umbau beeinflussen. Des Weiteren wirkt IL-6 endokrin auf das katecholaminer-
ge Neurotransmittersystem (Muller, Riedel, Ackenheil, Schwarz 1999). Im Zu-
sammenhang mit klinischen Symptomen werden hohe IL-6-Level mit der Dauer
der Erkrankung (Ganguli, Yang, Shurin et al. 1994) und Therapieansprechen
(Lin, Kenis, Bignotti et al. 1998) assoziiert. Dass in dieser Arbeit die IL-6-
Konzentrationen unstimuliert zu physiologischen Bedingungen (37°C)
grenzwertig signifikant niedriger (p=0,050) im Vergleich zu den Gesunden wa-
ren, steht zwar im Gegensatz zu fast allen anderen Studien und muss kritisch
gesehen werden, da diese Tendenz nach der Korrektur fir multiples Testen
nicht bestehen blieb. Allerdings ist es sehr schwierig diese Unterschiede wirk-
lich zu beurteilen, da die Methodik sehr stark variiert. 2009 beschrieben Singh
et al. erstmals ebenfalls signifikant erniedrigte Serum-IL-6-Level bei nicht- und
medikamentds behandelten Schizophrenen (Singh, Bera, Nayak, Chaudhuri
2009). Aufgrund der Heterogenitat der Schizophrenie mit der groRen Breite an
psychiatrischen Symptomen bleibt die Beurteilung der IL-6-Rolle schwierig. Me-
thodische Unterschiede stellen ein Hindernis bezuglich des direkten Verglei-
ches der Ergebnisse dar, da unsere Zytokinmessungen intrazellular stattfanden
und somit nicht vergleichbar sind. Der Weg der Zytokine aus der Zelle konnte
somit die Endkonzentration beeinflussen. Des Weiteren ist die Beurteilung peri-
pherer Zytokinlevel in Bezug auf die Lokalisation und Auswirkung von zentralen
Hirnstdérungen eine Herausforderung. Die Rezeptorlokalisationen und damit der
Ort der Zytokinwirkung in bestimmten Gehirnregionen spielen eine Schlisselrol-
le bei der Entstehung von psychiatrischen Symptomen. IL-18 und IL-6 scheinen
besonders am Hypothalamus sehr wirksam zu sein (Spangelo, Judd, Isakson,
MacLeod 1991; Shintani, Kanba, Nakaki et al. 1993; Muller 1997). In dieser Ar-
beit waren akute und chronische Infektionen ausgeschlossen worden, so dass
ein normales Zytokinlevel zu erwarten war. Die verringerte Ausschuttung kann
fir ein mdgliches monozytares Defizit der Schizophrenen und somit fir eine

gestorte Immunantwort stehen.
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Die bisher angenommene These, dass es bei Schizophrenen zu einem Un-
gleichgewicht zwischen der Typ-1- und Typ-2-Immunantwort mit Verlagerung
zur Typ-2-Immunantwort kommt (Muller 1997), wird partiell bestatigt. IL-6 muss-
te demnach erhéht sein, ebenso wie IL-10. Das in dieser Studie erniedrigte IL-6
ist allerdings nur bedingt aussagekraftig, da IL-6 auch von anderen immunolo-
gischen Zellen (z.B. T-Zellen) produziert wird, die nicht betrachtet wurden. Au-
Rerdem wird IL-6 von Osteoblasten und Muskelzellen gebildet und entspricht in
etwa der Konzentration an Muskelmasse (Febbraio, Pedersen 2005). Das —
wenn auch nicht signifikant - erhdht gemessene IL-10 dieser Arbeit passt zu
den niedrigeren Messungen der proinflammatorischen Zytokine, so dass die
Funktion des antiinflammatorischen Zytokins I[L-10 mit Hemmung der
proinflammatorischen Immunantwort deutlich wird. Die Metaanalyse von Potvin
et al. zeigte keine signifikanten Veranderungen des IL-10 (Potvin, Stip, Sepeh-
ry, Gendron, Bah, Kouassi 2008), Cazzullo et al beobachteten héhere Spiegel
des IL-10 (Cazzullo, Scarone, Grassi et al. 1998). IL-10-Spiegel im Liquor ste-
hen in Beziehung zur Schwere der schizophrenen Symptomatik (Muller,
Schwarz 2007b). Insofern stimmen die Messungen des IL-10 mit der Literatur
uberein — immer mit dem Hintergrund der unvergleichbaren Methodik - so dass
die Werte teilweise zur Th1-Th2-Shift- Hypothese passen. Die Ergebnisse zu
den IL-6-Leveln mussen im Hinblick auf diese Hypothese sehr kritisch gesehen
werden.

Das IL-1B lag sowohl bei Raumtemperatur in-vitro als auch zu physiologischen
Bedingungen (37°C) vor der Korrektur auf multiples Testen hoch signifikant und
danach signifikant niedriger vor. Dieses Ergebnis ist kontrar zu allen anderen in
der Literatur beschriebenen, in denen IL-13 entweder in erhdhten oder norma-
len Levels vorzufinden war (Schmitt et al. 2005; Drzyzga, Obuchowicz, Marci-
nowska, Herman 2006). Theodoropoulou et al. fanden sowohl signifikant erhdh-
tes IL-1B als auch TNFa (Theodoropoulou, Spanakos, Baxevanis et al. 2001).
Das TNFa zeigte in dieser Arbeit hingegen keine signifikanten Veranderungen.
O’Brien et al. beobachtete erhdhte TNFa-Konzentrationen bei Patienten mit ei-
nem akuten psychotischen Schub, Schmitt et al hingegen keine TNFo-
Veranderungen bei antipsychotisch behandelten Schizophrenen (Schmitt et al.
2005; O'Brien, Scully, Dinan 2008). Die Ungleichheiten der Studiendesigns stel-
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len weiterhin ein Problem flr die Interpretation der Ergebnisse dar. Insbesonde-
re bleibt die Methodik nicht vergleichbar. Antipsychotika, verschiedene klinische
Stadien der eingeschlossenen Patienten, weitere Einflussfaktoren wie Stress
und Umweltfaktoren oder Messmethodik (Blut oder Liquor) variieren zu unserer
Studie. Vor allem der Zusammenhang mit den gemessenen und kontrar zu den

Zyotkinleveln erscheinenden Toll-like Rezeptoren muss diskutiert werden.

Toll-like Rezeptoren: TLR-2, TLR-3 und TLR-4

Samtliche Toll-like Rezeptoren wurden auf den Monozyten der Schizophrenen
vermehrt exprimiert. Die TLR-3 und TLR-4 sogar zu beiden Bedingungen
(Raumtemperatur/ physiologische Temperatur) signifikant, auch nach der Kor-
rektur fur multiples Testen. Die Messung und Beurteilung von Toll-like Rezepto-
ren in Bezug auf Schizophrenie stellt eine neuartige Betrachtungsweise der
immunologischen und klinischen Zusammenhange dar. Im Hinblick auf die ver-
minderte bzw. normale Zytokinausschuttung der Schizophrenen mit der beo-
bachteten signifikant erhéhten Toll-like Rezeptor-Expression stellt sich die Fra-
ge, wieso die Rezeptoren der Signaltransduktion zwar quantitativ ausreichend
vorhanden sind, effektiv aber nicht die Produktion von Zytokinen und damit die
Immunreaktion der Schizophrenen bewirken, die zu erwarten ware. Die Anzahl
der Monozyten und der TLRs wuirde fir eine adaquate Immunantwort auf
mikrobielle Antigene ausreichen, unsere Ergebnisse widersprechen allerdings
dieser Annahme. Es wird die Frage impliziert, warum die Immunantwort nicht
ausreicht bzw. welche Kompensationsmechanismen aktiviert werden. Auler-
dem ist unklar, warum die Expression erhdht ist. Es gilt herauszufinden, an wel-
cher Stelle der Signaltransduktion, ob auf Ebene der Effektorproteine, auf Ebe-
ne der Genexpression oder an anderer Stelle, die Kette der Weiterleitung ge-
stort ist. AuRerdem sollte die TLR-Expression, die in dieser Studie im periphe-
ren Blut untersucht wurde, auch im ZNS betrachtet werden. TLR-3 und TLR-4
werden auf Astrozyten und Mikrogliazellen exprimiert (Krasowska-Zoladek, Ba-
naszewska, Kraszpulski, Konat 2007). Da Mikroglia eingewanderte Monozyten/
Makrophagen darstellen, verfigen sie Uber deren Rezeptorausstattung.
Mikroglia machen 12% aller ZNS-Zellen aus und stellen durch ihre unterschied-

lichen Funktionen den gréten Teil des zentralen Immunsystems dar (Block,
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Zecca, Hong 2007; Bernstein, Steiner, Bogerts 2009). So kann eine Fehlfunkti-
on der Immunantwort, hier im ZNS die Antwort der angeborenen, Auswirkungen

auf die Neurotransmission haben.

Aktivierungsmarker HLA-DR

Der Monozyten-spezifische Aktivierungsmarker HLA-DR wurde auf den Mono-
zyten der Schizophrenen vermehrt exprimiert, zu physiologischen Bedingungen
(37°) signifikant (p=0,045). Nach der Korrektur fur multiples Testen bestand der
Unterschied allerdings nicht mehr. Diese Grunderhéhung des Aktivierungsmar-
kers auf der Monozytenoberflache kann im Zusammenhang mit den Vorbefun-
den zu erhohten Monozytenkonzentrationen und vermehrter —aktivierung bei
Schizophrenen stehen (Widner, Laich, Sperner-Unterweger, Ledochowski,
Fuchs 2002). Die quantitative Monozytenvermehrung kénnte eine Kompensati-
on der defizitdren Funktion darstellen. Trotz der erhéhten monozytaren Aktivie-
rung, ausgedruckt durch die HLA-DR-Expression, produzieren die Monozyten
keine grolReren Mengen an Zytokinen. Die aktuellen Genomstudien zur Bedeu-
tung des HLA fir die Schizophrenieatiologie zeigen, dass die Betrachtung der
HLA-Molekile auf den Zellen des Organismus bedeutsamer im Verstandnis von
immunologischen Zusammenhangen werden kénnte. Zwar sind Chromosomlo-
kalisationen und Oberflachenexpressionen auf Monozyten von HLA-DR bei wei-
tem nicht vergleichbar. Es konnten sich allerdings neue Ansatzmaoglichkeiten
eroéffnen, so wie in dieser Studie geschehen. Am haufigsten wurde HLA-DRB1
oder seine Allele in der Literatur beschrieben (Arinami et al. 1998; Akaho et al.
2000). In einer gepoolten Datenanalyse von japanischen Genotypen berichteten
Sasaki et al. von signifikant erhdhten HLA-DRB1-Allel-Haufigkeiten bei fast 600
schizophrenen Patienten im Vergleich zu rund 900 gesunden Kontrollen (Akaho
et al. 2000). Diverse andere japanische Studien fanden gleiche Tendenzen.
Allerdings muss man die ethnischen Unterschiede der Studienpopulationen be-
achten, da unsere Studie mit Kaukasiern durchgefiihrt wurde. Eine schottische
Studie zeigte ebenso erhohte Frequenzen von HLA-DR1 (Blackwood, Muir,
Stephenson et al. 1996), so dass diese und unsere Studie zeigen kdnnten, dass

Ergebnisse aus anderen ethnischen Gruppen prinzipiell Gbertragbar sind.
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4.2.2 Stimulation

Bakteriell (LPS-) stimulierte Zytokine: TNFa, IL-18, IL-6 und IL-10

Nach Stimulation zeigten sich die intrazellularen Zytokine weiterhin in geringe-
ren Konzentrationen im Vergleich zu den Gesunden, TNFa (p=0,060) und IL-13
(p=0,053) mit tendenziellen Signifikanzen ohne Korrektur fur multiples Testen.
LPS gilt als monozyten-spezifischer Stimulus, so dass sichergestellt werden
konnte, dass die Zytokinsynthese gezielt angeregt wird. Die Stimulation diente
der Verifizierung von den verschiedenen Infektionshypothesen, wobei einige
davon pra- und perinatal einzuordnen sind. Aul3erdem sollte die Stimulierbarkeit
der Monozyten, verdeutlicht durch die Berechnung der Zyotkinausschuttungsve-
randerung nach Stimulation, gezeigt werden. Hierbei lie3en sich die Monozyten
zur Produktion von IL-18 und IL-6 (p=0,051) starker stimulieren. Die TNFa- und
IL-10-Synthese hingegen war weiterhin niedriger und somit schlechter stimu-
lierbar im Vergleich zu den Gesunden. In der Literatur werden selten Studien-
designs mit gezielten Stimulationen verwendet. Na et al malRen die Mitogen-
induzierte Produktion von TNFa, IL-6, IL-4, INF-y und IL-2 im Blut von nicht be-
handelten Schizophrenen, wobei die TNFa- und IL-6-Konzentrationen signifi-
kant hoher waren als in der Kontrollgruppe. Nach 6 Wochen antipsychotischer
Behandlung waren beide Konzentrationen signifikant abgesenkt (Na, Kim
2007). Also zeigt sich auch nach Stimulation die Tendenz, dass die Zytokinpro-
duktion der Schizophrenen weiterhin gestort bleibt. Die Stimulierbarkeit gerade
des IL-6 kann daflir sprechen, dass die bisher in anderen Studien beobachteten
erhohten IL-6-Werte auch bei unseren Patienten mdglich waren, aufgrund der
unterschiedliche Methodik aber nicht detektierbar waren. Dies fuhrt zu dem
Schluss, dass die Monozyten trotz ihrer ausreichenden und vor allem erhdhten
Menge im Vergleich zu den Gesunden, nicht in der Lage sind, ausreichend zu
produzieren. Verschiedene Studien zeigten, dass Schizophrenie mit erhéhten
Monozytenzahlen verglichen zu gesunden Kontrollen assoziiert ist (Dameshek
1930; Wilke, Arolt, Rothermundt, Weitzsch, Hornberg, Kirchner 1996; Muller,
Riedel, Ackenheil, Schwarz 1999). Die Monozyten und ihre Funktionalitat ru-
cken somit in den Fokus der Betrachtung. 2008 fanden Padmos et al inflamma-
torische Genexpressionsmuster in Monozyten von bipolaren Patienten und de-

ren Nachkommen (Padmos, Hillegers, Knijff et al. 2008). Drexhage et al be-
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schrieben 2010 einen genetischen monozytaren ,Fingerabdruck® bei Schizo-
phrenie, bei dem die Expressionen inflammatorischer und chemotaktischer,
monozytarer Gene erhdht waren (Drexhage, Knijff, Padmos et al. 2010). Auf
Ebene der systemischen peripheren Immunantwort konnte bei nicht medika-
mentds behandelten, erstmalig psychotischen Patienten unter Stressausset-
zung eine verminderte Aktivitdt und Anzahl natirlicher Killerzellen (NK) beo-
bachtet werden (van Venrooij, Fluitman, Lijmer et al. 2010). Eine andere Studie
zeigte die Verringerung beider Komponenten der angeborenen Immunitat bei
nicht medikamentds behandelten Schizophrenen: die Aktivitat der monozytaren
Phagozytose und der NK-Zellen (Koliaskina, Sekirina, Androsova et al. 2007).
Insgesamt wird also deutlich, dass die von uns beobachteten funktionellen Defi-
zite des Monozyten bei Schizophrenie keine Ausnahme darstellen.

Ebenso gilt es zu erfassen, wie die Theorien der maternalen bakteriellen Infek-
tionen und ihr Einfluss auf den Fetus, im Zusammenhang mit den Immunabbe-
rationen der erwachsenen Schizophrenen stehen. Die von Ashdown et al. beo-
bachteten Anstiege von TNFa, IL-1 und IL-6 im mutterlichen Plasma und in der
Plazenta nach pranataler LPS-Stimulation (Tiermodell) standen im Gegensatz
zu dem lediglich fetalen Anstieg von IL-1 in seinem Plasma (Ashdown, Dumont,
Ng, Poole, Boksa, Luheshi 2006). Kdnnte es sein, dass diese sehr friihe, emb-
ryonale Immunreaktion die Monozyten des jeweiligen Menschen so sehr stimu-
liert und damit unanfalliger fir weitere Stimuli macht, dass die Zytokinproduktion
wahrend der Schizophrenie herabgesetzt bleibt? Oder kdnnte es sein, dass die
Patienten einer dauerhaften Immunstimulation unterliegen aufgrund von einer
Rezeptorhochregulation und —sensitivitat, die in dieser friihen Entwicklungsstufe
begunstigt wurde? Des Weiteren ware es moglich, dass die Schizophrenen ins-
gesamt anfalliger fir Infektionen und Entziindungen sind, da sie durch die frihe
Neuroentwicklungsstérung erleichterte Eintrittspforten (z.B. durch Stérung der
Blut-Hirn-Schranke) oder starkere Krankheitsverldufe haben. Die mdglichen
haufigeren Infektionen kdnnten das Immunsystem starker und o6fter beanspru-
chen, weswegen die Monozyten vielleicht bei Bedarf keine weitere Steigerung
der Immunantwort (in Form von Zytokinproduktion) mehr schaffen. Diese in-

adaquate Immunreaktion wirde somit auf einer Erschépfungsreaktion beruhen.
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Das TNFa spielt aufgrund der Ergebnisse in unserer Studie eine eher unterge-
ordnete Rolle. In der linearen Regressionsanalyse stellte das TNFa allerdings
einen Pradiktor, also einen Vorhersagewert (p=0,0110) fur Unterschiede zwi-
schen Gesunden und Schizophrenen dar, was die Korrektur fir multiples Tes-
ten bestatigte. Die Messung des intrazellularen TNFa nach LPS-Stimulation
kann die gestorte Reaktion der Monozyten auf bakterielle Infektionen zeigen.
Die erhdhte Pravalenz des intrazellularen Bakteriums Chlamydia bei Schizo-
phrenen (Fellerhoff, Laumbacher, Mueller, Gu, Wank 2007) und die in dieser
Studie gezeigte verringerte Stimulierbarkeit der Monozyten weisen auf eine
mangelnde Fahigkeit der Monozyten hin, auf eine bakterielle Infektion mit Pro-
duktionsanstieg des TNFa zu reagieren. Dies konnte teilweise die erhohte In-
fektionsanfalligkeit der Schizophrenen erklaren. Es ist bekannt, dass Antipsy-
chotika immunmodulatorisch wirken und auch TNFa-Konzentrationen reduzie-
ren kdnnen (Kowalski, Blada, Kucia, Madej, Herman 2001; Kowalski, Labuzek,
Herman 2003). Die evtl. vor Jahren eingenommenen Neuroleptika der Patienten
dieser Studie kénnten das Immunsystem mit der TNFa-Produktion méglicher-

weise langerfristig beeinflusst haben.

Bakteriell stimuliertes extrazellulares Zytokin IL-1$

Das extrazellulare Zytokin IL-1 war sowohl vor der Korrektur fir multiples Tes-
ten (p=0,004) als auch danach signifikant reduziert. Dies steht im Gegensatz zu
den meisten anderen in der Literatur beschriebenen Daten (siehe 4.2.1). Barak
et al. zeigten ebenfalls verringerte IL-1B3-Konzentrationen, allerdings im Liquor
und ohne Stimulation (Barak, Barak, Levine, Nisman, Roisman 1995). Im Hin-
blick auf die intrazellulare IL-1B-Produktion passt die extrazellular gemessene

mit dieser zusammen — auch nach Stimulation.

Bakteriell (LPS-) stimulierte Toll-like Rezeptoren: TLR-2, TLR-3 und TLR-4

Die TLRs blieben nach Stimulation vermehrt exprimiert. Jedoch zeigten sich in
der Stimulierbarkeit fir TLR-3 (p=0,021) und TLR-4 (p=0,004) signifikant niedri-
gere Rezeptorexpressionen im Vergleich zu den Gesunden. Nach der Korrektur
fir multiples Testen bestand kein signifikanter Unterschied mehr fur den TLR-3,
der TLR-4 hingegen behielt seine statistische Signifikanz beztiglich der Expres-
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sion. Obwohl die Rezeptoren vermehrt (siehe 4.2.1) vorlagen, lielen sie sich
nicht zu einer Hochregulierung der Rezeptoranzahl anregen. Die verminderte
Stimulierbarkeit passt zu den von uns gemessenen niedrigeren Zytokinwerten.
Die Aktivierung des TLR-3 und TLR-4 ist somit gestort, die erhohte Aus-
gangsexpression im Ruhezustand der TLRs spiegelt wahrscheinlich eine ver-
minderte Funktion wider und weist auf ein funktionelles Defizit der Uber diese
Rezeptorgruppe vermittelten Aktivierungsfunktion hin. Die Toll-like Rezeptoren
aktivieren uber die Monozyten, Bestandteil der angeborenen Immunitat, die er-
worbene Immunantwort und stellen somit ein mogliches Ausgangsproblem fur
immunologische Stérungen bei Schizophrenie dar. Es stellt sich die Frage, ob
aufgrund der oben beschriebenen Erschépfungsreaktion die Stimulierbarkeit
herabgesetzt ist oder ob die monozytare Aktivierung uber TLR-3 und TLR-4 per

se nicht moglich ist.

Bakteriell (LPS-) stimulierter Aktivierungsmarker HLA-DR

Nach Stimulation wurde HLA-DR weiterhin vermehrt exprimiert, im Vergleich
zum unstimulierten Ansatz zeigte sich allerdings, dass die Expression von HLA-
DR durch die Stimulation nicht weiter heraufreguliert werden konnte und unter
der Steigerung der Gesunden lag. Insgesamt ist unklar, wie die erhdhte Fre-
quenz von HLA-DR mit Schizophrenie zusammenhangt. Der Einfluss von pra-
natalen Infektionen wurde von Narita et al. postuliert, nachdem sie signifikant
erhodhte Inzidenzen von Geburten im Februar und Marz bei schizophrenen Pati-
enten mit HLA-DR1 fanden (Narita, Sasaki, Akaho et al. 2000). Vor dem Hinter-
grund der Aktivierungsfunktion des Immunsystems des HLA-DR kdnnte es sein,
dass HLA und pranatale Infektionen mit Schizophrenie assoziiert sein kénnten.
Die geringere Fahigkeit der Schizophrenen, die HLA-DR-Expression bei Kon-
frontation mit einem infektidsen Pathogen zu steigern, kénnte ein weiteres Mal
die gestdrte Immunantwort bei Schizophrenie demonstrieren. Aulderdem passt

dieses Ergebnis zu den verringerten Zytokinwerten.
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Viral (Polyl:C-) stimulierte intrazellulare Zytokine: TNFa, IL-18, IL-6 und IL-
10

Die viral stimulierten Zytokine zeigten keine signifikanten Auffalligkeiten, aul3er,
dass sie ebenfalls in niedrigeren Konzentrationen vorlagen als die der Gesun-
den. Nach unserem Wissen sind weitere Studien zu viral stimulierten Monozy-
ten bei Schizophrenen nicht vorhanden. Da keine signifikanten Effekte beo-
bachtet wurden, kdnnte eine virale Beeinflussung in der Pathogenese bei er-

wachsenen Schizophrenen eher eine untergeordnete Rolle spielen.

Viral (Polyl:C)-stimuliertes extrazellulares Zytokin IL-13
Das im Serum gemessene viral stimulierte IL-1 war niedriger im Vergleich zu
den Gesunden. Es entspricht somit in der Tendenz den Ergebnissen aus den

unstimulierten und bakteriell stimulierten Messungen.

Viral (Polyl:C-) stimulierte Toll-like Rezeptoren: TLR-2, TLR-3 und TLR-4
Die Toll-like Rezeptoren wurden nach viraler Stimulation weiterhin erhdht ex-
primiert. TLR-3 (p=0,031) der Schizophrenen war signifikant in seiner Anzahl im
Vergleich zu den Gesunden erhéht, die TLR-4-Expression zeigte einen Trend
zur Signifikanz (p=0,061). Beide Expressionsunterschiede bestanden nach der
Korrektur fir multiples Testen nicht weiter fort. Die Stimulierbarkeit blieb aller-
dings beim TLR-4 signifikant herabgesetzt (auch nach Korrektur fir multiples
Testen), ebenso wie es nach der bakteriellen Stimulation zu beobachten war.
Da der TLR-3 vor allem durch virale Antigene stimuliert wird (Blach-Olszewska
2005), ist die verminderte Stimulierbarkeit bemerkenswert trotz ihrer nicht vor-
handenen Signifikanz. Es kdnnte moglich sein, dass die Schizophrenen wegen
haufigeren friGher durchgemachten viralen Infektionen weniger anfallig fur die
Rezeptorerkennung und —bindung sind.

Es ist sehr interessant, dass sowohl TLR-3 als Rezeptor fir virale Pathogene
als auch TLR-4 als Rezeptor fur bakterielle Pathogene nach beiden Stimulatio-
nen reagierten - unabhangig vom spezifischen Aktivator. Co-stimulative Effekte
durch einen potenten Aktivator auf verschiedene TLRs (Roelofs, Joosten, bdol-
lahi-Roodsaz et al. 2005) sind genauso beschrieben worden wie co-
inhibierende Effekte (Zhu, Kodvawala, Hui 2010). Die Signallbertragung von
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TLR-3 und TLR-4 verlauft Gber den gemeinsamen TRIF-abhangigen Weg. TRIF
steht fur toll/IL-1 receptor-containing adaptor inducing Interferon (IFN) —B
(Buchanan, Hutchinson, Watkins, Yin 2010). Der gemeinsame Aktivierungsweg
der TLRs kdénnte also eine Rolle bei der Co-Aktivierung spielen. In dieser Studie
waren die intrazellularen Zytokinkonzentrationen, auch das IL-1p3, bei den Schi-
zophrenen herabgesetzt, was im Zusammenhang mit der IFN-B-Synthese nach
TLR-Aktivierung stehen koénnte. IFN-B reguliert die zellulare Entziindungsant-
wort und wirkt dabei antiinflammatorisch sowie kontrollierend auf das angebo-
rene Immunsystem (Buchanan, Hutchinson, Watkins, Yin 2010). Vor dem Hin-
tergrund der besonderen Relevanz und den weiterhin noch unbekannten Funk-
tionen der Toll-like Rezeptoren im Allgemeinen ware es sinnvoll, die Ergebnisse

anhand genauerer molekularer und chemischer Fragestellungen zu betrachten.

Viral (Polyl:C-) stimulierter Aktivierungsmarker HLA-DR

In dieser Studie konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass die Heraufregulie-
rung von HLA-DR auf Monozyten von Schizophrenen nach viraler Stimulation
signifikant (p=0,038) verringert und somit defizitar ist. Da die Schizophrenen im
unstimulierten Zustand bereits hohe HLA-DR-Werte aufwiesen, kdnnte es mog-
lich sein, dass die Monozyten der Schizophrenen ihr Potential auf infektidse
Stimuli adaquat zu reagieren, ausgeschopft und dadurch die Grenze erreicht
haben. Als Konsequenz wirde die Fahigkeit sinken, sich gegen Infektionen zu
schitzen und die Infektionsrate der Schizophrenen wirde steigen, was in diver-
sen Studien nachgewiesen wurde. Mit diesem Ergebnis kénnte ein weiteres Mal
die Hypothese der gestdrten und inadaquaten (monozytaren) Immunantwort bei
Schizophrenie untermauert werden. Es bleibt unklar, ob das erhdhte Aktivie-
rungslevel des HLA-DR (verdeutlicht durch die erhdhten Konzentrationen) auf-
grund einer chronischen Infektion oder insgesamt wegen einer allgemeinen
immunologischen Stérung besteht. Dieses erstmalig erhobene, interessante
Ergebnis ohne Korrektur fir multiples Testen kann die Mdglichkeiten verdeutli-
chen, die eine explorative Studie bietet. Nach Kontrolle der Irrtumswahrschein-
lich konnte der signifikante Unterschied nicht beobachtet werden, das Ergebnis
kann allerdings Anlass geben, trotzdem den HLA-DR-Rezeptor bei Schizophre-

nie umfassender zu betrachten.
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4.2.3 Korrelationsanalyse der Schizophrenen: klinische Parameter und

signifikante Messwerte

Es bestanden sowohl positive als auch negative signifikante Zusammenhange
zwischen dem Alter der Schizophrenen, Erkrankungsbeginn und Erkrankungs-
dauer und den signifikanten Messwerten. Korrelationen zwischen dem Klini-
schen Schweregrad der Erkrankung (PANSS) und den signifikanten Messwer-
ten gab es keine. Alter, Erkrankungsbeginn und -dauer kdnnen als zusammen-
hangende Parameter verstanden werden, schliellich definiert das Alter den
Erkrankungsbeginn und damit auch die Dauer. Die Betrachtung der somit zeitli-
chen Zusammenhange der Messwerte leitet zu der These, dass die immunolo-
gischen Vorgange zu einem bestimmten Zeitpunkt wahrend der Erkrankung
erstmalig und verstarkt auftreten kdnnten. Bei den negativen Korrelationen be-
deutet dies: Je jlinger die Patienten waren, je friher also der Erkrankungsbe-
ginn stattfand, desto hoher lagen die Messwerte. Dieser friihe Zeitpunkt kénnte
zeigen, dass die immunologischen Mechanismen grundlegend an der Erkran-
kung teilhaben und so die Entstehung und das Ausbrechen der Erkrankung
mafgeblich beeinflussen.

Das intrazellular gemessene Zytokin TNFa nach LPS-Stimulation und das intra-
zellulare IL-1B im unstimulierten und LPS-stimulierten Zustand zeigten einen
positiven Zusammenhang zum Alter. In der Literatur beschriebene Daten zu
solchen Korrelationsanalysen gibt es wenige. Es wurde eine positive Korrelation
zwischen IL-2-Produktion im Serum bei nie medikamentés behandelten schizo-
phrenen Patienten und deren Erkrankungsbeginn gefunden (Ganguli R 1995).
Fir den TNFa-Polymorphismus wurde im Zusammenhang mit dessen Ge-
nexpression und Zytokinen eine Beteiligung am Zeitpunkt des Erkrankungsbe-
ginns postuliert (Kampman, Anttila, llli et al. 2005). Diese beschriebenen positi-
ven Zusammenhange zwischen Zytokinen und Erkrankungsbeginn der Schizo-
phrenie passen tendenziell zur positiven Korrelation unserer Studie zwischen
Erkrankungsbeginn und LPS-stimulierten IL-13 (r=0,391, p=0,030). Das IL-6
(r=0,369, p=0,041) kdnnte wegen seines Zusammenhanges zur Erkrankungs-
dauer wieder an Bedeutung erlangen. Allerdings ist zu bedenken, dass IL-6 mit
dem Alter nicht korrelierte, so dass dieses Ergebnis kritisch gesehen werden

muss. Die beiden intrazellularen, pro-inflammatorisch wirkenden Zytokine TNFa
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und IL-1B korrelierten nach LPS-Stimulation positiv mit dem Alter der schizo-
phrenen Patienten. Sie waren also bei den jlingeren Patienten erniedrigt. Es
koénnte bekraftigen, dass die adaquate Immunantwort auf Pathogene nicht aus-
reichend moglich ist, zumal eine positive Korrelation im Umkehrschluss bedeu-
tet, dass die alteren Patienten héhere TNFa und IL-18 Konzentrationen nach
LPS-Stimulation aufwiesen. Sie kénnten sich also einerseits in ihrer Immunant-
wort im Laufe der Erkrankung und Zeit verbessert bzw. an die Zustande der
Gesunden angepasst haben, andererseits konnte eine Uberstimulierte Immun-
antwort resultieren.

Die unstimulierten extrazellularen Toll-like Rezeptoren 3 und 4 sowie das HLA-
DR und der TLR-4 nach Polyl:C-Stimulation korrelierten negativ mit dem Alter
und dem Erkrankungsbeginn. Fur die Toll-like Rezeptoren und den extrazellula-
ren Aktivierungsmarker HLA-DR der Monozyten wurden bisher keine Korrelati-
onen zu klinischen Parametern beschrieben. In dieser Studie zeigte sich: Je
junger die Patienten waren, desto mehr wurden TLR-3 und TLR-4 sowie HLA-
DR exprimiert. Je eher die Erkrankung ausbrach, desto hoher lagen ebenso die
Rezeptorwerte. Fur die Stimulierbarkeit nach LPS-Zugabe des TLR-4 fand sich
dagegen eine positive Korrelation, d.h. je eher der Erkrankungsbeginn stattfand,
desto niedriger war auch die Stimulierbarkeit. Der Stimulationsdefekt zu einem
solchen frihen Zeitpunkt der Erkrankung kénnte die These untermauern, dass
die immunologischen Stérungen frihzeitig und damit grundlegend fir die weite-
re Beeinflussung der Krankheit und des Immunsystems ablaufen. Vor dem Hin-
tergrund der fehlenden Korrelationen der Erkrankungsschwere und den Mess-
werten gewinnt der TLR-4 weiterhin an Bedeutung. Er ist dadurch zwar mit der
Diagnose verknlpft, da Alter und Erkrankungsbeginn mit ihm korrelieren, er ist
allerdings unabhangig vom Zustand des Patienten (im klinischen Sinne). In An-
betracht der angenommenen immunologischen Rolle des TLR-4 bei der Schi-
zophrenie und den dargestellten Ergebnissen und Zusammenhangen konnte
dies den Vorschlag bestatigen, den TLR-4 genauer und umfassender zu be-
trachten.

Insgesamt kann also der Zeitpunkt einer mdglichen Infektion oder die Dauer
einer leichten, chronischen Entziindung Einfluss auf die Anfalligkeit fur die Ent-

wicklung einer Schizophrenie nehmen — unabhangig vom Schweregrad der Er-
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krankung. Die gefundenen Korrelationen koénnten aul’erdem Subtypen der

Schizophrenie mit spezifischen immunologischen Vorgangen kennzeichnen.

4.2.4 Korrelationsanalyse der Gesunden: Alter und signifikante Mess-

werte

Das Alter der Gesunden Kkorrelierte positiv nur mit dem LPS-stimulierten IL-13
im Serum. Vor dem Hintergrund der kritisch zu betrachtenden ELISA-Messung
(siehe 4.1) hat diese Korrelation wenig Bedeutung. Da keine weiteren Zusam-
menhange zwischen dem Alter der Gesunden und den restlichen signifikanten
Messwerten bestanden, wird die These Uber die Rolle des Einflussfaktors Zeit
bei der Schizophrenie gefestigt.

4.3 Zusammenfassende Interpretation und Ausblick

Die Ergebnisse dieser Arbeit in Bezug auf Zytokinsekretion und Toll-like Rezep-
torexpression sind neuartig und stellen eine Herausforderung an die Interpreta-
tion der Daten im Zusammenhang mit der Pathophysiologie der Schizophrenie
dar. Vor allem die Methodik der direkten Monozytenbetrachtung ist einmalig in
der Literatur und dadurch sehr schwer vergleichbar. Die Monozyten und ihre
Produkte und Rezeptoren stellen nur einen kleinen, singularen Teil des komple-
xen Immunsystems dar. Die intrazellular gemessenen Zytokine der Monozyten
gehoren zu samtlichen restlichen extrazellularen, von anderen immunologi-
schen Zellpopulationen gebildeten Zytokine. Die Menge an extrazellularen Zy-
tokinen hangt mit der Anzahl der immunkompetenten Zellen und deren Produk-
tionsfahigkeit zusammen. Es gibt Hinweise, dass die Monozyten bei Schizo-
phrenen im Vergleich zu Gesunden erhdht sind (Bonartsev 1973). Man sollte
somit bedenken, dass trotz gestorter intrazellularer Zytokinproduktion, die ext-
razellularen Zytokinlevel gemaf der Studien erhdht sein kénnten - durch quanti-
tative Erhohung der anderen oder aller Zytokinproduzierender Zellen.

Es gilt in nachfolgenden Studien die Daten evtl. mit grol3eren, reprasentativeren
Kollektiven zu replizieren und sie damit gultiger und verlasslicher zu machen.
Aufgrund des explorativen Studiendesigns dieser Arbeit sind samtliche Signifi-

kanzen kritisch zu sehen, zumal initial auf eine Korrektur fir multiples Testen
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verzichtet wurde. Die zahlreichen, durch die Kontrolle der Irrtumswahrschein-
lichkeit bestatigten, signifikanten Ergebnisse belegen die Relevanz der gewon-
nenen Daten. Die Diskussion und Interpretation der (tendenziell) signifikanten
Unterschiede ohne Korrektur fur multiples Testen kénnen in der Zusammen-
schau eine ahnlich hohe Bedeutung wie die statistischen Signifikanzen nach
Korrektur erlangen. Denn diese ,Signifikanzen® ohne Kontrolle der Irrtumswahr-
scheinlichkeit kdnnten dann Motivation und Anlass geben, nachfolgende kon-
firmatorische Studien zu planen. Die erneute Betrachtung bestimmter immun-
kompetenter Zellen sollte die wichtige Rolle des Transkriptionsfaktors Nuclear
factor (NF)-kB beachten. Die Aktivierung von NF- kB spielt laut Song et al eine
besondere Bedeutung bei Schizophrenie, da die Regulation der Zytokinproduk-
tion wahrend einer proinflammatorischen Reaktion von ihm abhangt (Song, Lv,
Li, Hao, Zhao 2009).

Die Ergebnisse konnten allerdings auch neue, diagnostische und therapeuti-
sche Moglichkeiten zulassen. Geht man von den zusammenhangenden Fakto-
ren Entziindung, Immun(un-)gleichgewicht und Schizophrenie aus, missen die
Entzindungsmediatoren Prostaglandin E2 (PGE2) und Cyclooxygenase (COX)-
2 berucksichtigt werden. Die COX-2 wird in fur die Schizophrenie bedeutenden
Zentren (z.B. Hippocampus) exprimiert und steigt bei Entzindungen im ZNS
stark an. Eine Hemmung von COX-2 flhrt zu einer Hemmung von PGE2, das
wiederum Typ-2-Zytokine in ihrer Produktion stimuliert (Muller, Schwarz 2007b).
Muller et al. zeigten 2002, dass die additive Gabe des Cyclooxygenase-(COX)-
2-Hemmers Celecoxib zu Risperidon bei akut schizophrenen Patienten thera-
peutische Effekte durch die antiinflammatorischen Therapie aufwiesen (Muller,
Riedel, Scheppach et al. 2002). Insbesondere die Kognition der Patienten wur-
de verbessert (Muller, Riedel, Schwarz, Engel 2005). In Bezug auf unsere Stu-
die wirde diese Therapie nicht sinnvoll sein, da die Immunantwort der Schizo-
phrenen eher herabgesetzt war. Die Ergebnisse der Toll-like Rezeptoren kdnn-
ten allerdings den TLR-4 zu einem Betrachtungs- und Angriffspunkt in der Dia-
gnostik und Therapie der Schizophrenie machen. Die Kombination aus erhohter
Expression und verminderter Stimulierbarkeit kdnnte einen diagnostischen Mar-
ker darstellen. Die verminderte Stimulierbarkeit von TLR-4 bei Schizophrenie,

was als funktionelles Defizit der Monozyten und TLRs gewertet werden kann,
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kénnte neue therapeutische Optionen erdffnen. Eine gezielte Monozytenstimu-
lierung kénnte die Typ-1-spezifischen Zytokine verstarkt generieren, so dass
der Th1-Th2-Shift verringert und die Immunantwort verstarkt werden kdnnten.
Die Entdeckung einer neuen T-Helferzell-Effektorreihe, der so genannten Th17-
Zellen, er6ffnet neue und viel versprechende Mdglichkeiten das Immunsystem
in Bezug auf Infektionsabwehr (Bakterien, Pilze), Autoimmunerkrankungen,
Tumore und evtl. psychiatrische Erkrankungen differenzierter zu betrachten. Die
bisherige Vorstellung Gber die T-Helferzellen mit den beiden Aufteilungen in die
Th1- und Th2- Immunantwort wird erschuttert. Die Aktivierung und Differenzie-
rung der Th-17-Zellen erfolgt u.a. durch IL-18, maRgeblich aber durch IL-6 und
TNFB (Dong 2008). In dieser Studie wurden somit Zytokine untersucht, die
mehr denn je Gegenstand hochaktueller wissenschaftlicher Forschungen sind.
Somit ware es sinnvoll, die Th17-Zellen mit ihren Stimulatoren in nachfolgenden
immunologischen Schizophreniestudien zu betrachten. Die gezielte und diffizile-
re Untersuchung konnte neue und konkretere Erkenntnisse erbringen.
Einflussfaktoren wie Stress, Rauchen, Infektionen und weitere Umweltfaktoren
mussten starker betrachtet werden. Die von Ni et al. eingesetzten Toll-like-
Rezeptor-Stimulanzien LPS und Polyl:C erbrachten schlieRlich eine inflammato-
rische Stimulation von Mikrogliazellen in Rattenembryonen zur Produktion von
Faktoren, die eine cholinerge Differenzierung anregen (Ni, Acevedo, Muralidha-
ran, Padala, To, Jonakait 2007). In unserer Studie gaben 58% der Schizophre-
nen aktuellen Nikotinkonsum an (Gesunde 19%), 26% von ihnen rauchten re-
gelmaRig (Gesunde 13%), was einen signifikanten Unterschied (p=0,000) dar-
stellte. Es hat sich gezeigt, dass Zigarettenrauchen mit dem Immunsystem as-
soziiert ist und vor allem auf pro-inflammatorische Zytokine supprimierend wirkt
(Phaybouth, Wang, Hutt, McDonald, Harrod, Barrett 2006). Vor diesem Hinter-
grund kénnten die erniedrigten Zytokinwerte der in dieser Studie eingeschlos-
senen schizophrenen Patienten im Zusammenhang mit dem verstarkten Niko-
tinkonsum stehen. Das Rauchen kénnte die Konzentrationen mehr beeinflusst
haben als angenommen. Dies und andere Einflussfaktoren sollten in nachfol-

genden, randomisierten Studien erneut verifiziert werden.
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Es bleibt die Herausforderung, die Relevanz der peripheren Immunantwort fr
das immunologische Milieu im ZNS zu beurteilen. Die Psychoneuroimmunolo-

gie hat weiterhin grof3e Aufgaben vor sich.
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5 Zusammenfassung

Die Atiologie der Schizophrenie ist weiterhin unklar. Es hdufen sich Hinweise,
dass ein gestortes Immunsystem zusammen mit pra- oder perinatalen Infektio-
nen und weiteren Umweltfaktoren das Erkrankungsrisiko fir Schizophrenie
steigern. Aus Vorbefunden ist bekannt, dass die Monozytenanzahl bei Schizo-
phrenie erhdht ist, so dass in dieser Studie die Rolle des Immunsystems mit
Schwerpunkt auf den Monozyten betrachtet wurde. Dazu wurden in dieser
explorativen Fall-Kontroll-Studie 31 nicht medikamentés behandelte schizo-
phrene Patienten und 31 geschlechts- und altersangepasste gesunden Kontrol-
len eingeschlossen. Vergleichend wurden bei ihnen mittels Durchflusszyto-
metrie und monoklonaler Antikorper die als Entzindungsmediatoren wirkenden
Zytokine TNFa, IL-18, IL-6 und IL-10 der Monozyten, die Toll-like Rezeptoren 2,
3 und 4 sowie der Monozyten-spezifische Aktivierungsmarker HLA-DR auf der
Monozytenoberflache gemessen. IL-13 wurde zusatzlich durch ELISA im Serum
quantifiziert. Um den Einfluss von Infektionen zu testen, wurde Vollblut gezielt
bakteriell mit Lipopolysaccharid (LPS) und viral mit Polyl:C in-vitro stimuliert und
zu physiologischen Bedingungen (37°C) im Brutschrank inkubiert. Bei der Aus-
wertung wurden sowohl die unstimulierten und stimulierten Konzentrationen der
Immunparameter betrachtet, als auch die Fahigkeit der Monozyten ihre Zyto-
kinproduktion und Rezeptorexpression stimulationsangepasst zu verandern
(Stimulierbarkeit). Durch eine Korrelationsanalyse sollten Zusammenhange
zwischen klinischen Parametern wie Erkrankungsschwere (PANSS) oder Alter
bzw. Erkrankungsbeginn sowie Erkrankungsdauer und den signifikanten Mess-
werten beurteilt werden.

Dabei zeigten sich niedrigere Zytokinkonzentrationen im unstimulierten und sti-
mulierten Zustand bei den Schizophrenen im Vergleich zu den gesunden Kon-
trollen, allerdings hohere Toll-like Rezeptor- und HLA-DR- Expressionen eben-
falls im unstimulierten und stimulierten Zustand. Die Stimulierbarkeit der TLR-3
(p=0,021 ohne Korrektur fir multiples Testen) und TLR-4 (p=0,004, p=0,027*
nach Korrektur fir multiples Testen) der Schizophrenen verglichen zu den ge-
sunden Kontrollen war nach LPS-Stimulation signifikant herabgesetzt, ebenso
die Stimulierbarkeit des TLR-4 (p=0,001, p=0,019*) nach Polyl:C- Zugabe. Die
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gleichen Beobachtungen konnten fir die Stimulierbarkeit des HLA-DR gemacht
werden. Die Synthese von IL-1B und IL-6 (p=0,051) der Schizophrenen konnte
durch die bakterielle Stimulation starker angeregt werden als die der Gesunden.
Die hauptsachlich negativen Korrelationen zwischen den Oberflachenrezepto-
ren (TLRs, HLA-DR) und die positiven Korrelationen von TNFa und IL-1f mit
dem Alter bzw. dem Erkrankungsbeginn zeigten, dass der Faktor Zeit bei der
Atiopathogenese der Schizophrenie eine Rolle spielen kann.

Die Ergebnisse dieser Studie unterstiitzen die Annahme, dass bei der Schizo-
phrenie eine gestorte Immunantwort pathophysiologisch beteiligt ist. Es ist mog-
lich, dass schizophrene Patienten Defizite im monozytaren System aufweisen
und dadurch nur inadaquat auf infektidse Stimuli reagieren kénnen. Die somit
erhdhte Anfalligkeit fur Infektionen kdnnte zusammen mit weiteren Einflissen

und Umweltfaktoren wie Stress oder Rauchen die Erkrankung triggern.
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7 Anhang

7.1.1 Positive and Negative Syndrome Scale (PANSS)

PANSS
Bitte beurteilen Sie den Patienten nach folgender Skala (PANSS: "Positive And Negative Syndrome Scale")
Die sieben Bewertungsstufen entsprechen zunenmenden Schweregraden des psychopathologischen
Zustandes:
Positiv-Skala
P1. Wahnideen O. 0. 0. 0«0 O« 0>
P2. Formale Denkstérungen O. 0. O 0O« 0O0s Os O~
P3. Halluzinationen O. 0. O 0O« 0O0s Qs O~
P4. Erregung 0. O. 0. 0« 0s O 3>
P5. GréRenwahn O. O. 0 0« 05 O O~
P6. MiRtrauen/Verfolgungswahn O. 0. O 0« Os O O+
P7. Feindseligkeit O. O. O 0« 0s O O~
Negativ-Skala
N1. Affektverflachung O, O. O.- 0+ 0s Os O+
N2. Emotionaler Riickzug O. O. 0 O« Os O O+
N3. mangelnder affektiver Rapport O, O. 0O- 0« 0s O- O+
N4. soziale Passivitat und Apathie O. O. O. 0« 3s O« O+
N5. Schwierigkeiten beim abstrakten Denken O. 0. 0. 0« 0s Os O+
N6. Mangel an Spontanitat und O. 0. O 0+ 0s 0. 0O~
Flussigkeit in der Sprache
N7. stereotype Gedanken O. 0. 0O 0+ 0s 0s 3-
Gesamtscore Positiv-Skala I | I
Gesamtscore Negativ-Skala | l |
Fortsetzung auf der nidchsten Seite
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PANSS

Die sieben Bewertungsstufen entsprechen zunehmenden Schweregraden des psychopathologischen
Zustandes:
Allgemeine Psychopathologie-Skala
G1. Sorge um die Gesundheit O, 0. O: O« Os Os Q-
G2. Angst 0. 0. 0. 0.0 0 0>
G3. Schuldgefiihle O, O. O O« Ods Qs 3O+
G4. Anspannung O 0. 0.0« 0O0s Qs 3~
G5. Manierismen und unnatiirliche Kérperhaltung O 0. 0.0« 0s O Q-
G6. Depressive Verstimmung O. O. Os O« Os Os O~
G7. Motorische Verlangsamung O. 0.0 0:0s 0 3d-
G8. unkooperatives Verhalten O. 0. O: 0. 0s Os O+
G9. ungewshnliche Denkinhalte O. 0. 0.0« 0s 0 0
G10. Desorientiertheit O, 0. 0. 0« 030s O O+
G11. Mangelnde Aufmerksamkeit O, O. O. 0« 0s O0s O+
G12. Mangel an Urteilsfahigkeit und Einsicht O. 0. 0.0« 0s 0. O3
G13. Willensschwiche O. 0. 0.0« 0s O« O+
G14. mangelnde Impulskontrolle O. 0. 0: 0« 0s O« O+
G15. Selbstbezogenheit O. O. Os 0« 030s 0s O+
G16. aktives soziales Vermeidungsverhalten O, O. Os O« O0s O« O3+

Gesamtscore Allgemeine Psychopathologie-Skala l | I

Gesamtscore der 3 Skalen l | |
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