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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Schizophrene Psychosen

Die schizophrenen Psychosen werden den endogenen Psychosen zugeordnet.
Sie sind sehr vielgestaltig in ihrem Erscheinungsbild. Es kann zum Auftreten
einer Vielzahl von Symptomen wie Wahn, Halluzinationen, formalen
Denkstorungen, Ich-Stérungen, Affektstérungen und psychomotorischen
Stérungen kommen (Mdller et al., 1996).

Das durchschnittliche Erkrankungsrisiko in der Bevolkerung liegt bei etwa bei
1% (Wyatt et al., 1988). Die Verteilung auf die beiden Geschlechter ist
anndhernd gleich, der Erkrankungsbeginn liegt bei Frauen tendenziell spater.
Mehr als die Halfte aller Schizophrenien beginnen zwischen der Pubertat und
dem 30. Lebensjahr, wobei die verschiedenen Subtypen der Erkrankung
Unterschiede bezlglich des Erstmanifestationsalter machen.

Die Diagnose der Schizophrenie wird aufgrund der Symptomatik, der Dauer des
Auftretens der Symptome und dem Ausschluld einer organischen Erkrankung
gestellt (siehe DSM-IV und ICD-10).

Man kann bei der Schizophrenie von einer multifaktoriellen Entstehung
ausgehen. Pathogenese und Atiologie sind bis dato ungeklart, was Raum fir

eine Vielzahl von Hypothesen schafft (Tsuang und Faraone, 1995).

1.1.1 Immunologische Aufféalligkeiten bei Schizophrenen

Endogene Psychosen haben einen schub- bzw. phasenhaften Verlauf, oft einen
frihen Krankheitsbeginn und eine genetische Vulnerabilitdt, dhnlich wie bei
vielen Autoimmunerkrankungen (Noy et al, 1994). Die Hypothese,
Immunprozesse seien an der Pathogenese psychiatrischer Erkrankungen
beteiligt, wird deshalb seit langem immer wieder diskutiert (Yolken und Torrey,
1995; Kirch, 1993; Ganguli et al., 1993).

Auffalligkeiten des Immunsystems bei Schizophrenen wurden schon Anfang
dieses Jahrhunderts beschrieben. Bei einem Drittel der Schizophrenen, speziell
bei katatonen Schizophrenen, wurde eine Lymphozytose und Eosinophilie
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beobachtet (Dameshok, 1930). Auch von anderen Autoren (Lehmann-Facius,
1939; Bruce und Peebles, 1903) wurden Befunde vero6ffentlicht, die auf einen

Autoimmunprozel3 bei Katatonen hinwiesen.

Es wurden immer wieder Befunde Uber Veranderungen des Immunsystems von
Schizophrenen, @hnlich denen, wie sie bei Autoimmunerkrankungen auftreten
beschrieben: Antikorper gegen ZNS-Strukturen (Heath, 1969; Pandey et al.,
1981; Fessel, 1963; DelLisi et al., 1985), erhOohte Serumkonzentrationen
|6slicher Interleukin-2-Rezeptoren (Rapaport et al., 1994; Maes et al., 1995a;
Hornberg et al., 1995), erhdhte Interleukin-6-Spiegel im Serum (Shintani et al.,
1991) und erhohte Antikorpertiter gegen humanes 60kD heat-shock Protein
(Kilidireas et al., 1992; Schwarz et al., 1999).

Beim Aufkommen der Dopamin—Hypothese (Carlsson und Linquist, 1963)
wurden die Ergebnisse der immunologischen Untersuchungen in den
Hintergrund gedrangt. Knight suchte eine Verbindung zwischen den Theorien
und glaubte, dal’3 stimulierende Autoantikbrper gegen Dopaminrezeptoren fur
die Uberaktivitat der dopaminergen Neurotransmissionen verantwortlich sind
(Knight, 1982).

Auf der anderen Seite wurden schizophrenie-dhnliche Symptome bei
Autoimmunerkrankungen mit ZNS-Beteiligung beobachtet: Lupus
erythematodes (Kruger, 1984), Sklerodermie (Miller et al., 1993b), Sjorgren
syndrom (Raps et al., 1986) und Antiphospholipidsyndrom (Kurtz und Mdller,
1994).

Die Entwicklung neuer immunologischer Methoden ermdéglichte mit Hilfe von
monoklonalen Antikoérpern die Untersuchung verschiedener
Lymphozytensubpopulationen. Eine Erhdéhung der CD5+ B-Zellen, die bei
Autoimmunerkrankungen oft beobachtet wird, wurde im Blut schizophrener
Patienten festgestellt (McAllister et al., 1989). In einer anderen Studie konnte
sie jedoch nicht bestatigt werden (Ganguli und Rabin, 1993). Auch bei weiteren
Untersuchungen wurden z. T. eine erhdhte Anzahl der CD3+, CD4+ und CD8+

T-Zellen im Blut von Schizophrenen festgestellt (Henneberg et al., 1990; Muller
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et al., 1991), aber auch eine erniedrigte oder unverdnderte Zahl der T-Zellen
wurden beobachtet (Villemain et al., 1989; Nyland et al., 1980).

All dieser Ergebnisse geben Anlal3, weitere Untersuchungen in dieser Richtung
zu unternehmen, um so vielleicht neue Ansatze bei der Diagnostik und

Therapie der Schizophrenie zu finden.

1.2 Das Immunsystem

Den menschlichen Organismus bedrohen téaglich eine Vielzahl von mikrobiellen
Erregern (Bakterien, Viren, Protozoen und Pilzen). Eine Aufgabe des
Immunsystems ist es den Korper gegen diese grof3e Anzahl von eindringenden
Keimen zu schiitzen, eine andere Aufgabe besteht darin, kdrpereigene Zellen
zu Uberwachen, um so eine Entartung schnell zu erkennen und die Entstehung
von entarteten Zellen zu verhindern.

Man unterscheidet die angeborene, natirliche Immunitat, die durch
Makrophagen, Granulozyten, natdrliche Killerzellen und das
Komplementsystem gewahrleistet wird. Sie ist unabhéngig von einem
vorherigem Kontakt mit dem Erreger. Wird diese Abwehr durchbrochen, so ist
die erworbene Abwehr gefordert.

Die erworbene Immunitat beruht auf den Lymphozyten. Sie wird durch den

Kontakt mit fremden Substanzen (Antigenen) stimuliert.

1.2.1 Lymphozyten

Die Lymphozyten befinden sich im Knochenmark, im Thymus, in den
peripheren lymphatischen Organen, in den Schleimhauten, im Blut und der
Lymphflissigkeit.

Alle Lymphozyten leiten sich von Stammzellen des Knochenmark ab und
kénnen anhand ihres Differenzierungsortes und ihrer Funktion in zwei Typen
von antigenspezifischen Lymphozyten unterschieden werden. Die B-
Lymphozyten entwickeln sich im Knochenmark und differenzieren dann in den
Follikeln der Lymphknoten zu antikdrperproduzierenden Plasmazellen oder
Gedachtniszellen. Die von den Plasmazellen produzierten Antikérper sind

Bestandteil der humoralen Immunantwort der spezifischen Immunitat.
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T-Lymphozyten reifen im Thymus heran und bilden dort ihre Antigenspezifitat
aus. Sie werden zu Effektorzellen, die als zytotoxische T-Zellen (CTL) infizierte
Zellen abt6ten oder als Helferzellen (TH) andere Zellen des Immunsystems wie
Makrophagen und B-Lymphozyten aktivieren. Man unterscheidet TH-1-Zellen,
die Interferon vy, Interleukin-2 (IL-2) und Tumornekrosefaktor a sezernieren und
Makrophagen aktivieren, von TH-2-Zellen, die B-Zellen aktivieren, indem sie IL-
4, IL-5, IL-10 und IL-13 produzieren. Die T-Lymphozyten sind fir die
zellvermittelte Immunantwort der erworbenen Immunitat verantwortlich.

Mit Hilfe Differenzierungscluster (clusters of differentiation, CD), Gruppen
monoklonaler Antikorper, die gegen dasselbe Zelloberflachenmolekil gerichtet
sind, lassen sich heute eine Vielzahl von Lymphozytensubpopulationen
definieren.

Eine Ubersicht der in der Arbeit beschriebenen CD-Antigene und der Zellen,

die das Antigen exprimieren, gibt Tabelle 1.
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CD-Antigen Expression auf Funktion

CD 3 allen T-Zellen assoziiert mit dem
Antigenrezeptor von T-Zellen
(TCR); notwendig fur die
Signalubertragung des TCR

CDh4 T-Helferzellen Corezeptor fur MHC-Klasse-II-
Molekile

CD 8 zytotoxische T-Zellen |Corezeptor fir MHC-Klasse-I-
Molekule

CD 11a Leukozyten a-Kette des LFA-1; bindet an CD
54 (ICAM-1), ICAM-2 und ICAM-3

CD 49d T-Zellen, Monozyten, |a*~Integrin (VLA-4); bindet an

B-Zellen VCAM-1 und Fibronektin

Tabelle 1: Auflistung der in der Arbeit beschrieben CD-Antigene und der Zellen, die das Antigen

exprimieren

1.3 Adhasionsmolekile

Die Wanderung, Aktivierung und Effektorfunktion der Lymphozyten sind u.a.

von Adhéasionsmolekilen abhangig. Auf der Oberflache des T-Lymphozyten

befindet sich ein variierendes Aufgebot von Adh&asionsmolekilen, das eine

komplementare Anordnung auf der Oberflache der Zellen erkennt, mit denen

die T-Zelle interagiert.

Die wichtigsten Klassen, von denen bekannt ist, daf’3 sie eine Rolle bei der

Lymphozyteninteraktion spielen, sind die Integrine, die Selektine, Mitglieder der

Immunglobulin-Superfamilie sowie einige Mucin ahnliche Molekiile.

Auf die Integrine soll im folgendem naher eingegangen werden.
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1.3.1 Integrine

Die Integrine umfassen eine grofRe Familie von Zelloberflachenproteinen, die
die Adhasion zwischen Zellen, sowie zwischen Zellen und der extrazellularen
Matrix bei der Immunantwort und der inflammatorischen Antwort erméglichen.
Diese Adhéasion ist eine Grundvoraussetzung fur die Zellwanderung und —
erkennung.

Es gibt verschiedene Untergruppen der Integrine unterteilt durch ihre -Kette.
Die Adhasionsmolekilrezeptoren LFA-1 und VLA-4 gehéren zu den Integrinen,
eine Familie heterodimerer Glykoproteine bestehend aus je einer a- und einer

B-Kette (Abb.1). LFA-1 und VLA-4 werden konstitutiv auf T-Zellen exprimiert.

T-Zelle

Abbildung 1 : T-Zell-Integrine LFA-1 und VLA-4 schematisch dargestellt. Man erkennt die
groRere a-Kette und die B-Kette. LFA-1 und VLA-4 werden stark auf T-Zellen exprimiert und
sind fiir die Wanderung und Aktivierung dieser Zellen von Bedeutung.

1.3.1.1 LFA-1(CD11a)

LFA-1  (lymphocyte function-associated antigen—-1) gehdrt zu den
Leukozytenintegrinen, die eine gemeinsame [3,-Kette mit unterschiedlichen a-
Ketten besitzen. Alle T-Zellen exprimieren LFA-1. Es spielt bei T-Lymphozyten
eine Rolle bei der Adhasion an antigenprasentierende Zellen, an abzutétende
Zielzellen und an Endothelzellen. Man nimmt an, dal3 es das wichtigste
Adhasionsmolekul fur die Lymphozytenaktivierung ist, da Antikérper gegen
LFA-1 die Aktivierung der naiven als auch der bewaffneten T-Effektorzellen
effektiv hemmen (Hynes, 1992; Hogg und Landis, 1993).
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Es existieren mehrere Liganden fur LFA-1: bedeutsam sind ICAM-1
(intercellular adhesion molecule) und -2, die zur Immunglobulin-Superfamilie

gehdren und u. a. von Endothelzellen exprimiert werden.

1.3.1.2 VLA-4 (CD49d)

VLA-4 (very late activation antigen-4) gehoért zu den [;-Integrinen. Die
Expression der [;-Integrine steigt wahrend der spaten Phase der T-Zell-
Aktivierung deutlich an.

VLA-4 vermittelt die Bindung der Lymphozyten an Entziindungsstellen an das
Endothel. Das geschieht durch die Anlagerung an VCAM-1 (vascular cell
adhesion molecule-1), das auf dem aktivierten Endothel exprimiert wird.
Aul3erdem bindet VLA-4 an Fibronektin (Hynes, 1992; Hogg und Landis, 1993).
Eine Bindung an diese Molekile ermdglicht es so den Lymphozyten, durch

Blutgefalie zu wandern.

1.3.2 Bedeutung von LFA-1 und VLA-4 fir die Schizophrenieforschung

Die Expression von Adhasionsmolekilen wird durch Zytokine reguliert (de Vries
et al., 1994), Verdnderungen am Zytokinsystem bei Schizophrenen, nicht nur im
Blut auch im Liquor, wurden immer wieder beschrieben, eine Ubersicht gibt
Muller und Ackenheil (Mualler und Ackenheil, 1998). So liegt es nahe, die
Expression von LFA-1 und VLA-4 bei Schizophrenen und besonders bei
Schizophrenen mit gestorter Blut-Liquorschranke zu untersuchen.

Die Liganden von LFA-1 und VLA-4, ICAM-1 und VCAM-1 werden auch im
Gehirn auch auf Astrozyten, Mikrogliazellen und Neuronen exprimiert (Hery et
al., 1995; Fabry et al., 1992).

Es gibt einige Untersuchungen zu ICAM-1, dem Liganden von LFA-1, es wurde
z.B. eine Verbindung von l6slichem ICAM-1 mit der gestdrten Blut—Liquor—
Schranke bei Schizophrenen beobachtet (Schwarz et al., 1998). ICAM-1 ist als
l6sliches Adhasionsmolekil im Serum nachweisbar (van de Stolpe und van der
Saag, 1996), wenn es von der Zelloberflache abgeschert wird. Man weil} ferner,
dall die Serumkonzentration von Ioslichem ICAM-1 bei einigen
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Autoimmunerkrankungen, z.B. Multiples Sklerose (Dore-Duffy et al., 1995;
Tsukada et al., 1993; Hartung et al., 1993) oder dem systemischen Lupus
erythematodes (Tulek et al., 1996) erhdht ist.

Fur die Schizophrenie wurden bisher keine Daten vertffentlicht, was die
Expression von LFA-1 und VLA-4 auf peripheren Lymphozyten betrifft, doch
bieten sie sich fur eine nahere Untersuchung an, da sie eine zentrale Rolle im

Immunsystem spielen.

1.4 T-Zellrezeptor (TCR)

Der T-Zellrezeptor (TCR) ist die zentrale Struktur des T-Zellsystems. T-Zellen
erkennen den Komplex aus Antigenpeptid und MHC (major histocompatibility
complex) -Molekul Uber den T-Zellrezeptor. Er aktiviert die T-Zell-vermittelte
Immunitat nach Antigenkontakt.

Uber 90% der T-Zellen tragen einen Rezeptor bestehend aus einem
Heterodimer einer a- und einer -Kette, weniger als 10% verwenden als TCR
ein Heterodimer bestehend aus einer y- und einer d-Kette. Die genaue Funktion

der ydt+ T-Zellen ist noch nicht geklart.

1.4.1 Der ydT-Zellrezeptor

In der frihen Ontogenese dominieren die yd+ T-Zellen. Von der Geburt an
exprimieren jedoch Uber 90% der T-Zellen af3-Rezeptoren.

Eine der auffallendsten Eigenschaften ist die geringe Vielfalt ihrer Rezeptoren.
yot+ T-Zellen sind besonders haufig in der Haut lokalisiert (Bergstresser et al.,
1993; Bos et al., 1990), man vermutet, dal3 sie dort, als eine unspezifische erste
Immunantwort, die Aufgabe haben eindringende Keime abzuwehren. Der
yOTCR benotigt keine Antigenprozessierung und erkennt die Proteine direkt,
ohne dal3 diese an MHC gebunden sind (Chien et al., 1996).

1.4.2 Bedeutung von y&+ T-Zellen fir die Schizophrenieforschung

Es wurde gezeigt, dal’ der ydTCR in menschlichem Hirngewebe von gesunden

Kontrollpersonen und Schizophrenen exprimiert wird (Frenzel et al., 1995). Man
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vermutet, dal3 yd+ T-Zellen bei ZNS-Erkrankungen eine Rolle spielen, es
wurden yot T-Zellen beschrieben, die Oligodendrozyten, die aus menschlichen
Hirngewebe kultiviert wurden, lysierten (Freedman et al., 1991).

Der ydITCR wurde in den letzten Jahren immer wieder mit
Autoimmunerkrankungen in Zusammenhang gebracht (Hayday und Geng,
1997). Bei Patienten mit akuter Multiples Sklerose wurde z. B. eine Ausbreitung
von yo+ T-Zellen beschrieben, nachdem sie aus dem Liquor cerebrospinalis
isoliert, in Kultur genommen und mit T-Zell-Wachstumsfaktor stimuliert wurden
(Shimonkevitz et al., 1993). Stinissen et al. fand eine erhéhte Anzahl von yot+ T-
Zellen im Blut und Liquor cerebrospinalis von Patienten mit Multiples Sklerose
(Stinissen et al., 1995). Auch bei anderen Autoimmunerkrankungen, wie z. B.
der rheumathoiden Arthritis (Keystone et al., 1991), der primar sklerosierenden
Cholangitis (Martins et al., 1996) oder der autoimmunen chronischen
Lebererkrankung (Wen et al., 1992) wurden erhdhte Zahlen von y&+ T-Zellen
gemessen.

Es zeigte sich, dalR besonders die CD8+/yd+ Zellen gut das Endothel
durchwandern (Galea et al., 1994). In das ZNS einwandernde Lymphozyten
werden als Zeichen eines Immunprozel3es bei ZNS-Erkrankungen gedeutet.
Die Untersuchung einer Untergruppen von Lymphozyten, die eine hohe
Durchwanderungskapazitat besitzen, ist bei der Schizophrenie interessant, die
oft mit einer gestorten Blut-Liquorschranke assoziiert ist (Kirch et al., 1992;
Miller und Ackenheil, 1995).
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2 Zielsetzung der Arbeit

Das Ziel der Arbeit war, mit Hilfe der Durchflul3zytometrie Verdnderungen am
zellularen Immunsystem von Schizophrenen zu bestimmen und die Ergebnisse
mit gesunden Kontrollpersonen zu vergleichen. Um Behandlungseffekte
aufzuzeigen bzw. auszuschlieBen sollten sowohl Blutproben vor der
medikamentdsen Behandlung als auch wahrend der Behandlung untersucht
werden. AulRerdem sollten auch Liquorproben der schizophrenen Patienten,
soweit vorhanden, untersucht werden, um Veranderungen an der Blut-
Liguorschranke festzustellen, um so eventuell bei Patienten mit Blut-
Liguorschrankenstérungen Veranderungen am zellularen Immunsystem
feststellen zu kdnnen.

Die verschiedenen Lymphozytensubpopulationen sollten mittels FACS-
Analysen anhand der verschiedenen Oberflachenantigene bestimmt werden,
um so eine Aussage uber den Funktionszustand des Immunsystems zu treffen.
Im einzelnen sollte eine Auswahl von Oberflachenantigenen gemessen werden,
die mit der Aktivierung des Immunsystems bzw. mit Autoimmunprozessen in
Zusammenhang gebracht werden. Dies waren die T-Helferzellen (CD4+/CD3+),
die T-Suppressorzellen (CD8+/CD3+) und die T-Zellrezeptor-ydt+-Zellen, sowie
die Expression von den Adhasionsmolekulrezeptoren LFA-1+ (CD11a), VLA-4+
(CD49d) auf CD4+ und CD8+ Zellen.

10
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3 Material

3.1 Chemikalien

Chemikalien

Paraformaldehyd (CH.0),
Natriumazid (N3Na)

PBS Dulbecco

Milchpulver

RPMI 1640

Ficoll

Fetal Calf Serum

Dimethyl Sulfoxide (C,Hg0S)

3.2 Gerate

Schiittler Vortex Genie 2
Zentrifuge Mikro Rapid\K
Zentrifuge Omnifuge 2.0RS
Zellzahler Coulter Counter
Waage Mettler P 203 N
DurchfluRzytometer Facscan
Facscan Software Version B

Mikropipetten

200-1000ul

50- 250ul
10- 100l
0,5- 10yl

3.3 Antikorper

Antikorper Fluoreszenz

Hersteller\Vertrieb

Fluka Chemie
Fluka Chemie
Biochrom KG
Bio-Rad Laboratories
Biochrom KG
Biochrom KG
Boehringer Mannheim

Sigma Chemikal co.

Bender&Hobein AG
Hettich

Heraeus Sepatech
Coulter Electronics Ltd.
Mettler Waagen GmbH
Becton&Dickinson

Becton&Dickinson

Eppendorf

Hersteller
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CD 3 FITC Coulter

CDh4 PE Becton&Dickinson
CD4 TC Caltag Laboratories
CD 8 TC Caltag Laboratories
CD 11a (LFA-1) FITC Caltag Laboratories
CD 49d (VLA-4) PE Labgen
yor-Zellrezeptor FITC Becton&Dickinson

Isotypkontrollen:

19G1 FITC Becton&Dickinson
lgG2 PE DAKO

3.4 Einwegartikel\Sonstiges

Latexhandschuhe Peha-safe Hartmann
Reagiergefalle: 1,5ml Eppendorf
13 ml Sarstedt

Pipettenspitzen:  blau
gelb
durchsichtig Sarstedt

3.5 Patienten und Kontrollpersonen

Unter sterilen Bedingungen wurde von 45 Patienten mit Erkrankungen aus dem
schizophrenen Formenkreis vor der medikamentésen Behandlung und von 20
Patienten nach der Behandlung mit Neuroleptika und von 41 gesunden
Kontrollpersonen jeweils zwischen 20-50 ml Blut abgenommen. Als
Antikoagulans wurde 5000 IE Heparin Novo pro 100ml Blut hinzugefiigt. Die
Blutabnahmen erfolgten zwischen 9 und 11 Uhr morgens.

Die Patienten waren zur stationaren Behandlung in die Psychiatrische Klinik der
Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen aufgenommen worden.

Die Untersuchung fand im Rahmen einer von der Ethikkommisson der

medizinischen  Fakultdét der  Ludwig-Maximilians-Universitdt  Minchen
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genehmigten Studie statt. Die Patienten und Probanden wurden entsprechend
der dort festgelegten Richtlinien aufgeklart. Sie wurden in die Studie

aufgenommen, nachdem sie ihr Einverstandnis gegeben hatten.

Die Patienten wurden mit dem strukturiertem klinischem Interview diagnostiziert
(American Psychiatric Association(APA), 1990) gemald den diagnostischen
Kriterien nach DMS-IIl R (American Psychiatric Association(APA), 1987). Sie
wurden korperlich sowie neurologisch untersucht, eine routinemafiige
Blutuntersuchung wurde vorgenommen. Patienten mit Alkohol- (erhdhte
Leberwerte und einer positiven Anamnese) oder Drogenabusus (Urinscreening
Test) wurden ausgeschlossen. Weitere Ausschlul3kriterien waren eine akute
oder chronische Infektionskrankheit, sowie eine bekannte
Autoimmunerkrankung. Es wurden Alter und Geschlecht der Patienten erfaf3t.
Das Alter der 45 (13 Frauen, 32 Manner) Patienten lag zwischen 18 und 63
Jahren, das Durchschnittsalter war 30,44 + 9,34 Jahre.

16 der Patienten hatten eine erste Episode der Schizophrenie und waren noch
nie mit Neuroleptika behandelt worden. Die Mehrheit der Patienten wurde in
den letzten Monaten nicht mit Neuroleptika behandelt, mindestens jedoch zwei
Wochen vor Aufnahme mulfiten die Patienten medikamentenfrei sein.

Die Krankheitsdauer vor Einschluf3 in die Studie betragt zwischen sechs und

300 Monaten, die mittlere Krankheitsdauer betragt 54,5 £ 77,9 Monate (Tab.2).
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Nr. [Alter [Geschl. Diagnose Stat. | Erkr. |Episode|Erstm.
(DSM 1l R) Dauer | gesamt
s001 44 1 katatoner Typ (295.22) 4 240 1 1
s003 26 1 paranoider Typ (295.31) 1 12 1 1
s005 18 2 desorganisierter Typ (295.12) 3 36 4 2
s006 30 2 katatoner Typ (295.20) 2 48 6 2
s007 26 1 desorganisierter Typ (295.13) | 0,03 3 1 1
s008 22 1 schizophreniforme St. (295.40) 1 1 1 1
s009 19 1 paranoider Typ (295.13) 0,5 5 2 2
s010 29 2 paranoider Typ (295.34) 3 60 4 2
s011 22 1 desorganisierter Typ (295.14) | 0,03 24 2 2
s013 20 2 paranoider Typ (295.33) 4 24 1 1
s014 28 1 paranoider Typ (295.34) 1 48 2 2
s015 21 1 schizophreniforme St. (295.40)| 0,5 1 1 1
s016 30 1 desorganisierter Typ (295.14) 1 24 4 2
s017 31 1 paranoider Typ (295.34) 7 132 8 2
s018 31 2 paranoider Typ (295.34) 15 48 1 1
s019 30 1 paranoider Typ (295.34) 0,2 48 3 2
s021 38 1 paranoider Typ (295.32) 3 96 1 1
s023 28 1 residualer Typ (295.62) 1 17 1 1
s024 33 1 paranoider Typ (295.34) 3 87 3 2
s026 29 1 paranoider Typ (295.34) 3 36 4 2
s028 24 1 paranoider Typ (295.34) 1 7 2 2
s029 63 2 paranoider Typ (295.34) 1 288 2 2
s032 32 1 paranoider Typ (295.32) 0,5 36 2 2
s033 25 1 desorganisierter Typ (295.14) 2 24 2 2
s034 19 1 wahnhafte Stérung (297.10) 1 15 1 1
s038 19 1 desorganisierter Typ (295.12) 1 18 1 1
s039 34 2 paranoider Typ (295.32) 0,16 12 1 1
s041 27 1 desorganisierter Typ (295.14) 4 28 2 2
s042 19 1 desorganisierter Typ (295.14) 4 6 1 1
s044 24 1 paranoider Typ (295.34) 1 48 1 1
s045 21 1 katatoner Typ (295.24) 2 12 2 2
s046 35 1 desorganisierter Typ (295.14) 3 12 2 2
s049 39 1 schizophreniforme St. (295.40) 1 10 1 1
s051 a7 1 paranoider Typ (295.34) 1 300 3 2
s053 24 1 desorganisierter Typ (295.12) 1 36 7 2
s056 49 2 paranoider Typ (295.33) 1 12 1 1
s057 22 2 paranoider Typ (295.33) 3 3 1 1
s059 44 2 paranoider Typ (295.34) 3 240 5 2
s060 36 2 paranoider Typ (295.34) 3 12 1 1
s061 31 1 paranoider Typ (295.34) 1 6 2 2
s062 30 1 paranoider Typ (295.34) 25 2,5 2 2
s063 40 2 paranoider Typ (295.34) 2 4 5 2
s071 35 1 paranoider Typ (295.34) 1 12 1 1
s073 33 2 paranoider Typ (295.34) 2 120 5 2
s074 43 1 paranoider Typ (295.34) 2 212 3 2

Tabelle 2 : Ubersicht tiber die 45 unbehandelten schizophrenen Patienten; aufgelistet sind die
laufende Nummer der Patienten, Alter, Geschlecht (1=méannlich, 2=weiblich), Diagnose, Dauer
des stationdren Aufenthaltes (in Monaten), Gesamtdauer der Erkrankung (in Monaten), Anzahl
der Episoden und ob es sich um eine Erstmanifestation handelte oder nicht (1=ja, 2=nein).
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Nach Aufnahme in die Klinik und vor der Blutabnahme erhielten 16 der
Patienten fUr ca. ein bis drei Tage Benzodiazepine, wenn es klinisch indiziert
war (z. B. bei Schlafstérungen); 29 erhielten keine Medikamente.

Da die Patienten zum Teil ein bis maximal drei Tage vor Beginn der
antipsychotischen Behandlung mit Benzodiazepinen anbehandelt waren,
wurden die Patienten in zwei Gruppen geteilt (Patienten, die Benzodiazepine
genommen haben (n=15) und Patienten, die keine Benzodiazepine genommen
haben (n=29) ), um so auszuschliel3en, das die Benzodiazepineinnahme einen
Einflul3 auf die immunologischen Parameter hatte. Es liel3 sich kein Unterschied
zwischen den beiden Gruppen feststellen.

Ferner wurde untersucht, ob die Art des eingenommen Neuroleptikums Einflul3
auf die Immunparameter hatte. Die Patienten wurden in vier Gruppen geteilt
(Butyrophenonderivate, Phenothiazinderivate, Clozapin, andere atypische

Neuroleptika).

20 (8 Frauen, 12 Manner) der Patienten wurden nach mindestens einem Monat
Behandlung noch einmal untersucht. Es wurde ein Behandlungszeitraum von
einem Monat gewahlt, da immunologische Effekte von Neuroleptika bei einer
kirzeren Behandlungsdauer nicht wahrscheinlich waren (Rapaport et al.,
1991a; Rapaport et al., 1991b). Deshalb konnten nicht alle der 45 Patienten
nachuntersucht werden, da die Patienten zum Teil vorzeitig entlassen oder
verlegt wurden.

Das Alter der Patienten lag zwischen 20 und 63 Jahren, das Durchschnittsalter
war 32,75 £ 9,08 Jahre. lhre Behandlungsdauer lag zwischen einem und vier
Monaten (2,6 * 1,8 Monaten). Die Patienten wurden  mit
Butyrophenonderivaten, Phenothiazinderivaten, Clozapin oder anderen
atypischen Neuroleptika behandelt. Wer mit welchem Neuroleptika behandelt

wurde, wurde nach medizinischen Gesichtspunkten bestimmt (Tab.3).
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Nr. Alter |[Geschl. Diagnose Stat. | Erkr. |Episode|Erstm.
(DSM 11l R) Dauer | gesamt
sb001 44 1 katatoner Typ (295.22) 4 240 1 1
sb006 30 2 katatoner Typ (295.20) 2 48 6 2
sb010 29 2 paranoider Typ (295.34) 3 60 4 2
sb013 20 2 paranoider Typ (295.33) 4 24 1 1
sb014 28 1 paranoider Typ (295.34) 1 48 2 2
sb016 30 1 desorganisierter Typ (295.14) 1 24 4 2
sb017 31 1 paranoider Typ (295.34) 7 132 8 2
sb018 31 2 paranoider Typ (295.34) 15 48 1 1
sb021 38 1 paranoider Typ (295.32) 3 96 1 1
sb023 28 1 residualer Typ (295.62) 1 17 1 1
sb026 29 1 paranoider Typ (295.34) 3 36 4 2
sb029 63 2 paranoider Typ (295.34) 1 288 2 2
sb033 25 1 desorganisierter Typ (295.14) 2 24 2 2
sb041 27 1 desorganisierter Typ (295.14) 4 28 2 2
sb046 35 1 desorganisierter Typ (295.14) 3 12 2 2
sb049 39 1 schizophreniforme St. (295.40) 1 10 1 1
sb057 22 2 paranoider Typ (295.33) 3 3 1 1
sb060 36 2 paranoider Typ (295.34) 3 12 1 1
sb062 30 1 paranoider Typ (295.34) 2,5 25 2 2
sb063 40 2 paranoider Typ (295.34) 2 4 5 2
Tabelle 3 : Ubersicht iiber die 20 behandelten schizophrenen Patienten; aufgelistet sind die

laufende Nummer der Patienten, Alter, Geschlecht (1=mé&nnlich, 2=weiblich), Diagnose, Dauer
des stationdren Aufenthaltes (in Monaten), Gesamtdauer der Erkrankung (in Monaten), Anzahl
der Episoden und ob es sich um eine Erstmanifestation handelte oder nicht (1=ja, 2=nein). Die
Dauer des stationdaren Aufenthaltes entspricht dem Zeitraum zwischen den beiden
Blutabnahmen.

41 (18 Frauen, 23 Manner) gesunde Kontrollpersonen wurden untersucht. Das

Alter der Freiwilligen lag zwischen 20 und 53 Jahren, das Durchschnittsalter
betrug 29,27 + 7,56 Jahre (Tab.4).

Die Kontrollpersonen durften weder an einer akuten oder chronischen

Infektionskrankheit, noch an einer Autoimmunerkrankung leiden.
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Nr. Alter Geschlecht
(Jahre) (1=m)
ko001 26 1
ko002 24 2
ko003 28 1
ko004 44 2
ko005 50 2
ko006 44 1
ko007 27 2
ko008 26 1
ko009 20 2
ko010 21 2
ko011 25 1
ko012 26 1
ko013 25 2
ko014 23 2
ko017 37 2
ko018 40 1
ko019 32 1
ko020 32 1
ko021 27 1
ko022 25 1
ko023 29 2
ko024 26 1
ko025 27 1
ko026 30 1
ko027 32 1
ko028 53 2
ko029 22 2
ko030 27 1
ko031 26 1
ko032 21 2
ko033 23 2
ko035 24 2
ko036 24 1
ko037 34 1
ko038 25 2
ko039 26 2
ko040 27 1
ko041 28 1
ko043 35 1
ko044 31 2
ko045 28 1

Tabelle 4 : Ubersicht iber die 41 Kontrollpersonen; aufgelistet sind die laufende Nummer der
freiwilligen Probanden, Alter und Geschlecht (1=méannlich, 2=weiblich).
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Bei 32 (12 Frauen, 20 Manner) der 45 schizophrenen Patienten wurde eine

Entnahme von Liquor cerebrospinalis vorgenommen. Das Durchschnittsalter lag
bei 30,09 + 9,85 Jahren.

Eine Liquorpunktion wurde nur bei klinischer Indikation vorgenommen, d. h. bei

Patienten, die erstmals eine schizophrene Episode hatten und bei Patienten,

bei denen noch nie Liquor untersucht wurde, um eine organische Ursache der

Erkrankung, speziell einen entziindlichen Prozel3 auszuschliel3en.

Nr. [Alter | Geschl. Diagnose Stat. | Erkr. |Episode|Erstm.
(DSM 1l R) Dauer | gesamt
s001 44 1 katatoner Typ (295.22) 4 240 1 1
s003 26 1 paranoider Typ (295.31) 1 12 1 1
s005 18 2 desorganisierter Typ (295.12) 3 36 4 2
s007 26 1 desorganisierter Typ (295.13) 0,03 3 1 1
s009 19 1 paranoider Typ (295.13) 0,5 5 2 2
s010 29 2 paranoider Typ (295.34) 3 60 4 2
s011 22 1 desorganisierter Typ (295.14) 0,03 24 2 2
s013 20 2 paranoider Typ (295.33) 4 24 1 1
s014 28 1 paranoider Typ (295.34) 1 48 2 2
s015 21 1 schizophreniforme Stérung (295.40)| 0,5 1 1 1
s016 30 1 desorganisierter Typ (295.14) 1 24 4 2
s017 31 1 paranoider Typ (295.34) 7 132 8 2
s019 30 1 paranoider Typ (295.34) 0,2 48 3 2
s023 28 1 residualer Typ (295.62) 1 17 1 1
s026 29 1 paranoider Typ (295.34) 3 36 4 2
s028 24 1 paranoider Typ (295.34) 1 7 2 2
s029 63 2 paranoider Typ (295.34) 1 288 2 2
s039 34 2 paranoider Typ (295.32) 0,16 12 1 1
s041 27 1 desorganisierter Typ (295.14) 4 28 2 2
s042 19 1 desorganisierter Typ (295.14) 4 6 1 1
s044 24 1 paranoider Typ (295.34) 1 48 1 1
s045 21 1 katatoner Typ (295.24) 2 12 2 2
s049 39 1 schizophreniforme St. (295.40) 1 10 1 1
s051 47 1 paranoider Typ (295.34) 1 300 3 2
s053 24 1 desorganisierter Typ (295.12) 1 36 7 2
s056 49 2 paranoider Typ (295.33) 1 12 1 1
s057 22 2 paranoider Typ (295.33) 3 3 1 1
s061 31 1 paranoider Typ (295.34) 1 6 2 2
s062 30 1 paranoider Typ (295.34) 2,5 2,5 2 2
s063 40 2 paranoider Typ (295.34) 2 4 5 2
s071 35 1 paranoider Typ (295.34) 1 12 1 1
s073 33 2 paranoider Typ (295.34) 2 120 5 2

Tabelle 5 : Ubersicht iber die 32 schizophrenen Patienten bei denen eine Liquorpunktion
vorgenommen wurde; aufgelistet sind die laufende Nummer der Patienten, Alter, Geschlecht
(1=méannlich, 2=weiblich), Diagnose, Dauer des stationdren Aufenthaltes (in Monaten),
Gesamtdauer der Erkrankung (in Monaten), Anzahl der Episoden und ob es sich um eine
Erstmanifestation handelte oder nicht (1=ja, 2=nein).
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4 Methoden

4.1 Isolierung von Lymphozyten aus Vollblut

Die Lymphozyten wurden nach einem von Boyum (Boyum, 1984)
beschriebenem Verfahren isoliert.

Die Auftrennung der mononukleédren Zellen von Granulo- und Erythrozyten
erfolgte mittels einem Dichtegradienten.

Ficoll dient dabei aufgrund seiner Dichte und Viskositat als Trennmedium.

Man Uberschichtet vorsichtig Ficoll mit Vollblut. Wéahrend der Zentrifugation
erfolgt dann die Auftrennung, so dafld sich die mononukleédren Zellen, d. h.
Lymphozyten und Monozyten, in der Phase zwischen Plasma und Ficoll
befinden. Die Erythro- und Granulozyten wandern durch das Trennmedium und

setzen sich am Grunde des Gefalles ab.

Protokoll zur Lymphozytenabtrennung unter sterilen Bedingungen:

40 ml Vollblut wurde mit 400ul Heparin versetzt, gemischt und anschlief3end 10
min bei 2000 U zentrifugiert. Daraufhin wurde das Plasma abgenommen und
der Ruckstand im Verhaltnis 1:2 mit RPMI verdinnt.

13 ml Ficoll wurden vorgelegt und mit dem Blut\Medium-Gemisch tberschichtet,
nach 20 min Zentrifugation bei 2000 U, die Lymphozytenringe abgenommen
und immer zwei in einem neuem Rohrchen vereinigt.

Die Rohrchen wurden mit RPMI aufgeflllt, kurz gemischt und erneut
zentrifugiert, 12 min bei 1800 U, danach der Uberstand abgekippt, die Pellets
mit 10 ml Medium resuspendiert und in einem Rohrchen vereinigt, die leeren
Rohrchen noch einmal mit wiederum 10 ml RPMI nachgespdlt und vereinigt.

50 pl der Zellsuspension wurden entnommen und mit 50 pl Trypanblau

gemischt, um in der Neubauerkammer die Zellzahlung vorzunehmen.
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4.2 Einfrieren und Auftauen der Zellen

Die einzufrierenden Zellen werden in dem erforderlichem Volumen
Einfriermedium, bestehend aus 20% DMSO und 50% FCS in RPMI langsam
resuspendiert und auf Eis in Einfrierrdhrchen pipettiert.

Uber eine Gefrierkette von beginnend mit -20°C uber -70°C bis zum
Stickstofftank (-196°C) werden die Zellen langsam eingefroren, wo sie bis zur
Analyse verbleiben.

Das Auftauen erfolgt moglichst schnell durch Schwenken im 37°C-Wasserbad.
Die Zellsuspension wird in ein Zentrifugenrbhrchen dberfihrt und mit
Auftaumedium, bestehend aus 30% FCS in RPMI aufgefillt und zentrifugiert.
Nach nochmaligem Waschen mit RPMI erfolgt die Zellzdhlung mit Coulter,
sowie eine Trypanblaufarbung und Zahlung in der Neubauerkammer zur

Bestimmung der Anzahl der toten Zellen.

4.3 Immunfluoreszenz

4.3.1 Farben

4.3.1.1 Konzentration der Zellen

Um reproduzierbare Ergebnisse zu erhalten, mufite eine Standardisierung der
Zell- sowie der Antikorperkonzentration vorgenommen werden. Leitgedanke
war dabei, die Konzentration so zu wahlen, dal3 nur hochaffine Antigen-
Antikdrper-Reaktionen und nicht niedrigaffine Kreuzreaktionen mdglich sind.
Andererseits sollte die Farbung moglichst intensiv sein.

Das Farbevolumen wurde auf 40 pl mit einer Zellkonzentration von 2,5 x 10°

eingestellt.

4.3.1.2 Konzentration der Farbereagentien

Zur Optimierung der Farbung wurden die Antikdrper einzeln austitriert, da zu
niedrige Konzentrationen zu schlechter Diskriminanz zwischen positiven und
negativen Zellpopulationen, bis hin zu Uberlappenden Verteilungen fuhren

kénnen und so die statistische Auswertung sehr erschweren oder unmdglich
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machen. Zu hohe Konzentrationen flihren zu unspezifischer Anfarbung
negativer Zellen, aufgrund niedrigaffiner Kreuzreaktionen, was wiederum zu
Fehlinterpretationen fuhrt.

Die Titration erfolgte durch Farbung unter standardisierten Bedingungen, d. h.
die Zellkonzentration, das Farbevolumen, die Farbezeit, die Temperatur und die
Waschschritte blieben gleich, der einzige Parameter, der verdndert wurde war
die Konzentration des auszutitrierenden Antikorpers.

So wurden folgende Konzentrationen ermittelt:

Endverdinnung:

CD3 FITC 1: 500
CD4 PE 1: 25
Ch4 TC 1: 50
CD 8 TC 1: 100
CD 1l1a FITC 1: 10
CD 49d PE 1: 10
yor-Zellrezeptor FITC 1: 10
Isotypkontrollen:

IgG1 FITC 1:

1gG2 PE 1: 5

4.3.1.3 Farbezeit und Farbetemperatur

Die Zeit und die Temperatur, bei der die Farbung vorgenommen wird ist wichtig,
um gute Farbungen zu erhalten. Die Farbezeit sollte nicht zu lang sein, da sonst
unspezifische Nebenreaktionen, wie z.B. Kreuzreaktionen oder Absorptionen
auftreten kdnnen. Die Farbetemperatur bei lebenden Zellen sollte nicht mehr als
12°C betragen, um stoffwechselbedingte Beeinflussung zu verhindern.
Lymphozyten kdnnen durch "Capping” kreuzvernetzte Rezeptoren mit den
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farbenden Antikorper abwerfen und erscheinen dann als negative Zellen im
DurchfluRzytometer.
Deshalb wurde festgelegt, die Zellen mit den Antikdrpern 30 min auf Eis zu

inkubieren, um so eine optimale Farbung zu erzielen.

4.3.1.4 Waschen

Das Waschen, das Entfernen ungebundener Antikdrper durch Abzentrifugieren
und Aufnahme der Zellen in frisches Medium, fihrt fast immer zu Verlusten und
sollte deshalb auf das unbedingt nétige Mal3 beschrankt werden.

So wurde bei dieser direkten Farbung einmal gewaschen.

4.3.1.5 Fixierung

Die Zellen wurden mit 1% Paraformaldehyd fixiert. Die Fixierung soll
Infektionrisiken minimieren und erlaubt, die Zellen mehrere Tage ohne

Beeinflussung der Ergebnisse aufzubewahren (Lifson et al., 1986)

4.3.2 Messung mit DurchfluRBzytometer

4.3.2.1 Durchflulizytometer

Das DurchflulRzytometer ist ein optisches Melsystem das Streulicht- und
Fluoreszenzsignale einzelner in einem FliUssigkeitsstrom fokussierter Partikel
analysiert.

Die Durchflu3zytometrie ist eine relativ junge Technologie. In den 60er und 70er
Jahren entwickelten mehrere Arbeitsgruppen unabhangig voneinander Gerate
zur Messung von Tumorzellen, Lymphozyten und Bakterien mit Hilfe von
Protein-, Nukleinsaurefarbstoffen und fluoreszenzmarkierten Antikdrpern.
DurchfluRzytometer arbeiten Uberwiegend mit optischen MeR3prinzipien. Zellen
werden Uber Mehrfarbenfluoreszenzmessungen differenziert. Der Schwerpunkt
dieser Messung liegt nicht bei der Zahlung von Zellen, sondern bei der
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analytischen Charakterisierung heterogener Zellsysteme unterschiedlicher
Herkunft.

Die zu messenden Zellen werden in einer Tragerflissigkeit zum Analysepunkt
geleitet, an dem sie vom fokussierten Lichtstrahl einer Lichtquelle beleuchtet
werden. Als Lichtquelle wird ein Argonlaser mit einer Wellenlange von 488nm
verwendet.

Die Fluoreszenz- und Streulichtemissionen jeder einzelnen Zelle werden vom
optischem Detektionssystem (Abb.2) und der Elektronik quantifiziert. Somit

besteht eine Analyse aus der Summe vieler Einzelmessungen.
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Abbildung 2 : Schematische Darstellung des optischen Systems eines DurchfluRzytometers;
1=Laserstrahl, 2=Quarzglaskuvette, 3=Blockerstreifen, 4=Sammellinse, 5=Teilerspiegel,
6=Photodiode, 7=Lichtfilter, 8=Photomultiplier.

Die Streulichtemissionen koénnen in Vorwartsstreulicht (0-10°) und in
Seitswartsstreulicht (90°) unterteilt werden, wobei das Vorwartsstreulicht
sensitiv fir die Querschnittsflache ist und somit Informationen Uber die
ZellgroRe gibt. Das Seitswartsstreulicht hingegen gibt Auskunft tber die
Granularitat, Membranfaltung und &auf3ere Form. Mittels dieser beiden
Lichtstreuparameter lassen sich die wichtigsten Leukozytengruppen, wie
Lymphozyten, Monozyten und neutrophile Granulozyten unterscheiden (Abb.3).

Mit diesen Voraussetzungen lassen sich die Lymphozyten unter den
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verschiedenen Leukozytenuntergruppen bei der Immunfluoreszenzanalyse

eingrenzen in einem Fenster, dal3 sogenannte "Gating”.

Granulozyten
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Erythrozyten : Lt
- r Fo l-'_;':'_;..
und Zell- e

trtimmer
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Abbildung 3 : Dotplot, auf dem die verschiedenen Zellen aufgrund ihrer Gré3e (x-Achse) und
Granularitéat (y-Achse) in einem bestimmten Bereich erscheinen.

Sind die Zellen mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert kénnen zuséatzliche
Parameter dieser Zelle gemessen werden. Als Fluoreszenzfarbstoffe dienten
Fluorescein (FITC), Phycoerythrin (PE) und Tricolor (TC), die mit 488nm
angeregt werden kdnnen. Die Farbstoffe emittieren verschiedene Wellenlangen,
so kann man eine Zelle mit mehren Farbstoffen markieren und durch bestimmte

Filter die Signale getrennt verarbeiten.

4.3.3 Datenauswertung

Die Proben wurden am selben oder néachsten Tag am Durchflul3zytometer

ausgewertet.
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Fur die Datenaufnahme und spatere Verarbeitung wurde das Programm
Facscan Software Version B von Becton&Dickinson verwendet.

Zur Uberprifung der Reproduzierbarkeit der Ergebnisse, wurde bei den ersten
funf Messungen immer, dann Dbei jeder flnften Messung eine
Interessaykontrolle mitgefuhrt.

Es werden zwischen 5000 und 10000 Zellen fur jede Probe aufgezeichnet.
Dabei werden durch ein entsprechendes Aufnahmefenster die Zellen so
eingegrenzt, dal3 moglichst nur Lymphozyten aufgenommen werden.

Bei der weiteren Auswertung werden die aufgenommen Zellen durch ein
sogenanntes Analysefenster noch einmal eingegrenzt, um so andere
Zellpopulationen wie Monozyten und Zelltrimmer nicht in die Berechnung mit
einzubeziehen (Abb.4).
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Abbildung 4 : Dotplot, auf dem die Lymphozyten nochmals eingegrenzt wurden, um
Monozyten und Zelltrimmer nicht in die Berechnung mit einzubeziehen.

Die Berechnung der Verteilung der verschiedenen
Lymphozytensubpopulationen erfolgte zum einem mittels der
Quadrantenanalyse (Abb.5), zum anderen bei Populationen, die sich nicht gut
voneinander abgrenzen lieRen, erfolgt die Auswertung mit Hilfe eines

Histogrammes (Abb.7).
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Abbildung 5 : Dotplot, auf dem zwei Fluoreszenzen gegeneinander aufgetragen werden; hier
wurden CD 8 positive — Lymphozyten gegen yd+ - Lymphozyten aufgetragen und mittels eines
Analysekreuzes in vier Quadranten unterteilt.

Abbildung 6 : Dotplot, auf dem die CD8 positiven —Zellen mittels eines "Gates" eingegrenzt
wurden; hier sind zwei Fluoreszenzen gegeneinander aufgetragen, auf der x — bzw. y — Achse
wird die Fluoreszenzintensitat dargestellt.
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Abbildung 7 : Histogramm, bei dem die Fluoreszenzintensitat (x-Achse) dargestellt wird; in der
y-Achse ist die Anzahl der Ereignisse dargestellt; mit dem "Cursor" (gestrichelte Linie) lassen
sich die schwach fluoreszierenden von den stark fluoreszierenden Zellen trennen, links davon
befinden sich hier die CD11a schwach positiven Zellen und rechts die stark positiven.

Mit Hilfe der Dotplotanalyse wurden die CD3+/CD4+ und der CD3+/CD8+
Zellen, sowie die yd+-Lymphozyten ausgewertet. Fur die statische Auswertung
wurde ein Kreuz in das jeweilige Analysefenster (Abb. 5) eingefligt, das positive
und negative Zellpopulationen trennt, und so eine prozentuale Bestimmung der
einzelnen Populationen ermdglicht.

LFA-1 (CD11a) positive - und VLA-4 (CD49d) positive — Lymphozyten wurden
mit Hilfe eines Histogramms ausgewertet (Abb. 7). Es wurde zuerst unter
Zuhilfenahme eines Dotplots (Abb. 6) die CD4 bzw. CD8 positiven Zellen
eingegrenzt und dann im Histogramm alle CD4 bzw. CD8 positiven Zellen, die
LFA-1 (CD11a) positiv bzw. und VLA-4 (CD49d) positiv sind dargestellt (Abb.
7). Mit Hilfe eines Cursors lieRen sich die positiven von den negativen Zellen
trennen und so ein Prozentwert ermitteln.

Die erhaltenen Prozentwerte wurden in Exceltabellen eingegeben und so

Mittelwerte und Standardabweichung berechnet.

4.4 Untersuchung des Liquor cerebrospinalis

Der Liguor wurde mit Hinblick auf den Gesamteiweil3gehalt, Albumin, IgG und
Serum/Liquor- Quotient von IgG und Albumin. Albumin und Immunglobulin
wurden mit der immunonephelometrischen Methode, mittels einem Beckmann

Nephelometer bestimmt (Beckmann, Minchen, Deutschland).
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Bei der Immunonephelometrie handelt es sich um eine fotometrische Methode:
Die Antigen — haltige Probe und korrespondierendes Antiserum werden in eine
Melklvette gegeben, es bilden sich Antigen — Antikérper — Komplexe aus.
Durch diese Kuvette geschickte Strahlen eines Lasers werden an den
Immunkomplexen gestreut und das Streulicht Gber ein Linsensystem auf einen
Fotodetektor fokussiert. Das vom Streulicht erzeugte elektrische Signal des
Fotodetektors ist proportional der Immunkomplexkonzentration.

Die Referenzwerte des Liquoralbumins und der Liquorschrankenfunktion
wurden bestimmt mit Hilfe von Werten von 396 Personen mit einer normalen
Blut-Liquorschrankenfunktion oder einer reinen Schrankenstérung ohne eine

humorale Immunantwort innerhalb des ZNS (Reiber und Felgenhauer, 1987).

45 Statistische Methoden

Bei dieser Arbeit handelt es sich um eine explorative Untersuchung.

Als statistischer Test zum Vergleich der Schizophrenen mit der Kontrollgruppe,
sowie zum Vergleich der Gruppe der Schizophrenen unter der Therapie mit
Neuroleptika mit der Kontrollgruppe wurde der zweiseitige Student’'s t-Test fur
unverbundene Stichproben eingesetzt, da es sich um kleine Umfange mit
normalverteilten Daten mit gleichen Varianzen handelt.

Mit dem t-Test fur verbundene Stichproben wurden die Daten der
schizophrenen Patienten ausgewertet, die zweimal, also vor der und unter
Behandlung mit Neuroleptika, untersucht wurden.

Beim Vergleich der Daten der Patienten mit Blut-Liquorschrankenstérung mit
denen ohne Blut-Liquorschrankenstérung wurde der Mann-Whitney-U-Test
verwendet, da die Daten nicht normalverteilt waren und unterschiedliche

Varianzen hatten.
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5 Ergebnisse

Um Auffalligkeiten am Immunsystem von Schizophrenen zu untersuchen,
wurde die Expression von verschiedenen Oberflachenmolekilen auf
Lymphozyten mittels Durchflu@zytometrie von 45 Schizophrenen vor der
medikamentdsen Behandlung und 41 gesunden Kontrollpersonen gemessen.
Bei 20 der 45 schizophrenen Patienten wurde nach der Behandlung mit
Neuroleptika erneut die Expression der verschiedenen Oberflachenmolekile
bestimmt, mittels dem t-test fir verbundene Stichproben konnte so der Einflul3

der Neuroleptika untersucht werden.

Bei 32 der Schizophrenen wurden Liquorproben enthnommen und untersucht um
u. a. etwaige Blut-Liguorschrankenstdérungen aufzudecken.

Die Mittelwerte, der bei der Liquoruntersuchung bestimmten Parameter wie
Gesamteiweil3, Albumin, IgG und Serum/Liquor- Quotient von IgG und Albumin
lagen im Normbereich.

Bei drei (9%) von 32 Patienten fand sich eine Gesamteiwei3erhéhung, ein 1gG-
Anstieg im Liquor zeigte sich bei zwei Patienten (6%).

Eine Blut-Liquorschrankenstorung zeigte sich bei 6 der Patienten (19%).

Die 32 Patienten wurden in zwei Gruppen unterteilt: Patienten mit Blut—
Liguorschrankenstérung (n=6; 19%) gegenuber Patienten ohne Blut—

Liguorschrankenstdrung (n=26; 81%).

5.1 Adhasionsmolekilrezeptoren: LFA-1 (CD11a), VLA-4 (CD49d)

Um mogliche Veranderungen der Population von LFA-1 (CD11a)- und VLA-4
(CD49d) positiven Lymphozyten bei Schizophrenen gegeniber gesunden
Kontrollpersonen festzustellen, wurden die mit fluoreszierenden Antikérpern
markierten Lymphozyten mittels DurchfluRzytometrie analysiert.

Die Auswertung der LFA-1 (CD11a)- positiven Lymphozyten und der VLA-4
(CD49d)- positiven Lymphozyten erfolgte anhand eines Histogramms, wobei fur
CD4-positive bzw. CD8-positive Lymphozyten ein Gate gesetzt (siehe Kapitel

4.3.3), und dann die Fluoreszenzstarke fur diese Zellen gemessen wurde. Mit
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Hilfe einer Unterteilung wurde nur der Anteil, der stark fluoreszierenden (LFA-1

bzw. VLA-4 stark expremiert) CD4+ bzw. CD8+ Zellen gemessen.

5.1.1 Adhéasionsmolekulrezeptoren: LFA-1 (CD11a), VLA-4 (CD49d) bei
Kontrollen, unbehandelten und behandelten Patienten

Bei der Expression von LFA-1 auf CD4+ Zellen fand sich kein Unterschied,
weder zwischen den Kontrollpersonen und den unbehandelten Patienten noch
den behandelten Patienten (Tab.6).

Die Expression von LFA-1 auf CD8+ Zellen zeigte auch keinen signifikanten
Unterschied beim Vergleich der Kontrollgruppe, der unbehandelten
Schizophrenen und der behandelten Schizophrenen.

Es liel3 sich jedoch eine starkere Expression von LFA-1 auf CD8+ - Zellen, beim
Vergleich der schizophrenen Patienten vor der medikamentésen Behandlung
und danach (unbehandelt: Mittelwert 46,7 + 14,7; behandelt: Mittelwert 52,2 +
8,9; p £0,04) (Tab.6) feststellen.

Lymphozytenpopulationen: LFA-1+/CD4+ LFA-1+/CD8+

Kontrollen (ko; n =41) 351+7,.2 49,1 + 10,0

schizophrene Patienten 35,7+8,9 49,6 + 12,7

(s; n =45)
Vor der

behandelte | Behandlung 349+96 46,7 + 14,7*
Patienten (su)

(n=20): Nach der 38,1+8,1 52,2+8,9

Behandlung
(sb)

Tabelle 6 : Aufgelistet sind die Anteile der LFA-1/CD4-positiven und LFA-1/CD8-positiven
Zellen von vier Gruppen mit Mittelwert und Standardabweichung in Prozent. Insgesamt wurden
45 Patienten untersucht, 20 Patienten wurden unter medikamentéser Behandlung erneut
untersucht. *Unterschied zu behandelten Patienten signifikant mit p< 0,04.
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Diagramm 1: Dargestellt sind die Anteile der LFA-1-positiven Lymphozyten von a) CD4-
positiven und b) CD8-positiven Zellen von vier verschiedenen Gruppen mit Mittelwert und
Standardabweichung in Prozent. Insgesamt wurden 45 Patienten untersucht, von denen 20
medikamentds behandelt wurden.

Es lie3 sich kein Unterschied bei der Expression von VLA-4 auf CD4+ und
CD8+ Zellen zwischen unbehandelten schizophrenen Patienten und gesunden

Kontrollpersonen feststellen.

Jedoch zeigte sich bei den medikamentés behandelten schizophrenen
Patienten eine signifikant starkere Expression sowohl von VLA-4 auf CD4+ -
Zellen (p < 0,0001) als auch von VLA-4 auf CD8+ - Zellen (p < 0,0008) im

Vergleich mit den Kontrollpersonen (Tab.7).

Des Weiteren wurde die Expression von VLA-4 auf CD4+ und CD8+ Zellen der
unbehandelten und medikamentds behandelten schizophrenen Patienten
miteinander verglichen. Dabei ergab sich ein signifikant hoherer Wert sowohl
bei den VLA-4+/CD4+ Zellen (unbehandelt: Mittelwert 34,7 + 9,7; behandelt:
Mittelwert 46,0 = 6,2; p < 0,0004) als auch bei den VLA-4+/CD8+ Zellen
(unbehandelt: Mittelwert 34,5 + 10,7; behandelt: Mittelwert 42,4 + 6,1; p <
0,007) der behandelten Patienten mit Hilfe des gepaarten t — Tests (Tab.7).
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Lymphozytenpopulationen: VLA-4+/CD4+ VLA-4+/CD8+
Kontrollen (ko; n = 41) 36,3 +9,1* 32,0 + 12,3***
schizophrene Patienten 37,9+9,0 34,0+ 10,5
(s; n=45)
Vor der
behandelte Behandlung 34,7 £9,7** 34,5 £ 10,7****
Patienten (su)
(n=20): Nach der 46,0+ 6.2 42,4 +6,1
Behandlung
(sb)

Tabelle 7 : Aufgelistet sind die Anteile der VLA-4/CD4-positiven und VLA-4/CD8-positiven
Zellen von vier verschiedenen Gruppen mit Mittelwert und Standardabweichung in Prozent.
Insgesamt wurden 45 Patienten untersucht, 20 Patienten wurden unter medikamentéser
Behandlung erneut untersucht. *Unterschied zu behandelten Patienten signifikant mit p<
0,0001. **Unterschied zu behandelten Patienten signifikant mit p< 0,0004. ***Unterschied zu
behandelten Patienten signifikant mit p< 0,0008. ****Unterschied zu behandelten Patienten
signifikant mit p< 0,007.
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Diagramm 2: Dargestellt sind die Anteile der VLA-4-positiven Lymphozyten von a) CD4-
positiven und b) CDB8-positiven Zellen von vier verschiedenen Gruppen mit Mittelwert und
Standardabweichung in Prozent. Insgesamt wurden 45 Patienten untersucht, von denen 20
medikamentds behandelt wurden.

Um AuszuschlieR3en, daf’3 Unterschiede in der Expression von VLA-4 und LFA-1

auf CD4+ bzw. auf CD8+ Zellen, auf Grund von Unterschieden in der
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Gesamtzahl der CD4+ bzw. der CD8+ Zellen verursacht wurden, wurde die
Zellzahl der CD3+/CD4+ und der CD3+/CD8+ Zellen in den verschiedenen
Gruppen bestimmt. Es lie sich kein signifikanter Unterschied feststellen
(Tab.8).

Lymphozytenpopulationen: CD3+/CD4+ CD3+/CD8+
Kontrollen (ko; n = 41) 52,2 +10,3 12,3+5,0
schizophrene Patienten 50,1+11,0 12,4+6,5
(s; n =45)
Vor der
behandelte Behandlung 49,8+ 12,8 12,6 +5,9
Patienten (su)
(n=20): Nach der 50,0 £ 6,8 12,7 + 4,4
Behandlung
(sb)
Tabelle 8 : Aufgelistet sind die CD4-positiven- und CD8-positiven T-Zellen von vier

verschiedenen Gruppen mit Mittelwert und Standardabweichung in Prozent. Insgesamt wurden
45 Patienten untersucht, 20 Patienten wurden unter medikamentéser Behandlung erneut
untersucht.
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Diagramm 3: Dargestellt sind in a) die Anteile der CD3+\CD4+ Lymphozyten und in b) der
CD3+\CD8+ Lymphozyten von vier verschiedenen Gruppen mit Mittelwert und
Standardabweichung in Prozent. Insgesamt wurden 45 Patienten untersucht, von denen 20
medikamentds behandelt wurden.
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5.1.2 Adhéasionsmolekulrezeptoren: LFA-1 (CD11a), VLA-4 (CD49d) bei
Patienten mit gestorter Blut—Liquorschranke

Bei 32 der 45 unbehandelten Schizophrenen wurden, da eine medizinische
Indikation vorlag, Liquorproben entnommen und untersucht, um einen
entzindlichen Prozel} auszuschliel3en und etwaige Blut-
Liguorschrankenstérungen. So war es mdoglich Auswirkungen einer Blut-
Liguorschrankenstdrung in Bezug auf die Expression von LFA-1 und VLA-4 auf
T-Zellen zu untersuchen.

Die 32 Patienten wurden in zwei Gruppen unterteilt: Patienten mit Blut—
Liguorschrankenstérung (n=6; 19%) gegenuber Patienten ohne Blut—
Liguorschrankenstdrung (n=26; 81%).

Es fand sich kein Unterschied bei der Expression von VLA-4 und LFA-1 auf den
CD8+ Zellen (Tab.9).

Im Gegensatz dazu gab es eine signifikant starkere Expression von VLA-4 (p <
0,015) und LFA-1 (p < 0,003) auf den CD4+ Zellen bei den Patienten mit
gestorter Blut-Liquorschranke gegenuber den Patienten mit intakter Blut—
Liquorschranke (Tab.9).

Lymphozytenpopulation | Patienten mit intakter | Patienten mit gestorter
Blut-Liquorschranke Blut-Liquorschranke
(n=26) (n=6)
LFA-1+/CD4+ 32,65 +£9,18* 45,32 £ 4,57
LFA-1+/CD8+ 47,19 £ 13,75 55,00 £ 12,01
VLA-4+/CD4+ 36,14 +£ 9,24 ** 46,63 £ 5,00
VLA-4+/CD8+ 32,93+11,44 37,04 £ 6,33

Tabelle 9 : Dargestellt sind die Anteile der LFA-1-positiven und VLA-4-positiven T-Zellen bei
Patienten mit intakter bzw. gestorter Blut-Liquorschranke mit  Mittelwert und
Standardabweichung in Prozent; *Unterschied zu Patienten mit gestorter Blut-Liquorschranke
signifikant mit p< 0,003. **Unterschied zu Patienten mit gestérter Blut-Liquorschranke signifikant
mit p< 0,015.
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Diagramm 4: Dargestellt sind die Anteile der LFA-1 und VLA-4-positiven Lymphozyten von
CD4-positiven und CD8-positiven Zellen der zwei Gruppen (Patienten mit intakter Blut-
Liquorschranke und Patienten mit gestorter Blut-Liquorschranke) mit Mittelwert und
Standardabweichung in Prozent.

5.2 Der ydT-Zellrezeptor

Um mogliche Veradnderungen der Population der ydr-Zellrezeptor+
Lymphozyten bei Schizophrenen (unbehandelt und mit Neuroleptika behandelt)
gegeniber gesunden Kontrollpersonen festzustellen, wurden die mit
fluoreszierenden Antikorpern markierten Lymphozyten mittels
DurchfluRzytometrie analysiert.

Die Auswertung der yd+-Lymphozyten erfolgte anhand eines Dotplots mit Hilfe
der Quadrantenanalyse (siehe Kapitel 4.3.3). Die ydrI-Zellrezeptor+
Lymphozyten konnten so gut identifiziert und ihr Anteil an der

Gesamtpopulation der Lymphozyten bestimmt werden.

5.2.1 Der ydT-Zellrezeptor bei Kontrollen, unbehandelten und behandelten
Patienten

Die Untersuchung der Gesamtzahl der ydt+-Lymphozyten ergab keinen
signifikanten Unterschied zwischen unbehandelten Patienten (4,3% *= 3,3%)
und Kontrollen (3,4% + 2,8%), sowie zwischen behandelten Patienten (3,3% *

2,3%) und Kontrollpersonen. Die Differenz zwischen unbehandelten Patienten
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und Kontrollen (p < 0,19), sowie zwischen behandelten Patienten und
Kontrollpersonen (p < 0,77) lag unter dem Signifikanzniveau von p < 0,05.

Beim Vergleich der unbehandelten mit den behandelten Schizophrenen liel3
sich mit dem gepaarten t-Test eine signifikant niedrigere Zahl der yot-
Lymphozyten nach der medikamentdsen Behandlung zeigen (p < 0,04)
(Tab.10).

Bei den CD8+/yd+-Zellen zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen den
unbehandelten Schizophrenen und den gesunden Kontrollpersonen; 0,51% *
0,63% der Lymphozyten der unbehandelten Patienten waren CD8+/yd+, bei den
Kontrollen lediglich 0,26% + 0,26% (p < 0,02). Auch beim Vergleich der
behandelten Patienten (0,43% + 0,36%) und der Kontrollen (0,26% + 0,26%)
zeigte sich ein signifikant niedrigerer Wert bei den Kontrollen (p < 0,04)
(Tab.10).

Wurden unbehandelte und behandelten Patienten mit Hilfe des gepaarten t—
Test verglichen liel3 sich kein signifikanter Unterschied feststellen (p < 0,5)
(Tab.10). Ein Behandlungseffekt liel3 sich nicht zeigen.

Lymphozytenpopulationen: Yo+ CD8+/yd+
gesamt
Kontrollen (ko; n =41) 34+28 0,26 £ 0,26
schizophrene Patienten 43+33 0,51 +£0,63**
(s; n =45)
Vor der
Behandlung
behandelte 4,0 + 3,4% 0,48 + 0,44
Patienten (su)
(n=20): Nach der 33+23 0,43 + 0,36***
Behandlung
(sb)

Tabelle 10 : Aufgelistet sind die Daten der yd-positiven Lymphozyten und der CD8/yd-positiven
Zellen von vier verschiedenen Gruppen mit Mittelwert und Standardabweichung in Prozent.
Insgesamt wurden 45 Patienten untersucht, 20 Patienten wurden unter medikamentéser
Behandlung erneut untersucht. *Unterschied zu behandelten Patienten signifikant mit p< 0,04.
**Unterschied zu Kontrollen signifikant mit p< 0,02. ***Unterschied zu Kontrollen signifikant mit
p< 0,04.
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Diagramm 5: Dargestellt sind in a) die Anteile aller yd-positiven Lymphozyten und in b) der
CD8/ydpositiven  Zellen von vier verschiedenen Gruppen mit Mittelwert und
Standardabweichung in Prozent. Insgesamt wurden 45 Patienten untersucht, von denen 20
medikamentds behandelt wurden.

5.2.2 Der ydT-Zellrezeptor bei Patienten mit gestorter Blut-
Liquorschranke

Es konnten mdgliche Auswirkungen einer Blut-Liquorschrankenstérung in
Bezug auf die Zahl der yd+-Lymphozyten zu untersuchen werden, da bei 32 der
45 unbehandelten Schizophrenen Liquorproben entnommen und untersucht
wurden, um entzindliche Erkrankungen auszuschliel3en.

6 der 32 Patienten wiesen eine Blut—Liquor-Schrankenstérung (19%) auf,
gegenuber 26 Patienten, denen keine Blut-Liquor-Schrankenstérung (81%)
nachgewiesen werden konnte.

Bei der Untersuchung der Gesamtzahl der yd+-Lymphozyten (CD8+/yd+-Zellen
und CD8-/ydt+-Zellen) zeigte sich, dal3 Patienten mit intakter Blut—
Liguorschranke (Mittelwert: 5,24% =+ 2,93%) Uber doppelt soviel yot+-
Lymphozyten haben wie Patienten mit gestorter Blut-Liquorschranke
(Mittelwert: 2,44% + 1,03%). Da die Zahl der Patienten mit gestorter Blut—
Liguorschranke jedoch so klein ist, lait sich nur ein Trend hin zur Signifikanz
zeigen (Tab.11).

Bei der Analyse der CD8+/ydt+-Zellen fand sich bei den Patienten mit gestorter

Blut—Liquorschranke (0,25% + 0,19%) eine signifikant niedrigere Prozentzahl
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als bei Patienten mit intakter Blut-Liquorschranke (0,64% + 0,73%; Mann-

Whitney-U Test: p < 0,045) (Tab.11).

Lymphozytenpopulation: Yo+ CD8+/ydt+
gesamt
Patienten mit gestorter 2,44 + 1,03 0,25+0,19
Blut-Liquorschranke
(n=6)
Patienten mit intakter 5,24 + 2,93 0,64 +0,73 *
Blut-Liquorschranke
(n=26)

Tabelle 11: Dargestellt ist die Gesamtzahl der yd+-Zellen und der CD8+/yd+-Zellen bei
Patienten mit intakter bzw. gestorter Blut-Liquorschranke mit Mittelwerte und
Standardabweichung in Prozent; *Unterschied zu Patienten mit gestorter Blut-Liquorschranke
signifikant mit p<0,045.
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Diagramm 6: Dargestellt sind die Anteile der yd-positiven Lymphozyten und der CD8/y&
positiven Lymphozyten der zwei Gruppen (Patienten mit intakter Blut-Liquorschranke und
Patienten mit gestorter Blut-Liquorschranke) mit Mittelwert und Standardabweichung in Prozent.

In den folgenden Tabellen sind die Einzelwerte der untersuchten Personen
aufgelistet.
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Nr. LFA-1+\ |VLA-4+\|LFA-1+\|VLA-4+\|CD3+\|CD3+\ [CD8+\| CD8-\ | y&+
CD4+ CD4+ | CD8+ | CD8+ |CD4+| CD8+ | yd+ yo+ |gesamt
s001 29,51 33,63 | 43,65 | 39,98 |65,98| 7,29 0,2 1,23 1,43
s003 41,16 45,67 | 55,78 | 42,93 |4758| 9,72 | 0,76 | 7,81 8,57
s005 47,3 52,02 | 37,34 | 25,81 |42,33| 22,3 | 0,07 | 3,35 3,42
s006 44,92 41,16 | 54,52 | 52,24 14191 7,88 | 0,26 | 1,71 1,97
s007 46,91 41,79 | 63,08 | 32,45 |48,31| 8,32 | 0,02 | 1,07 1,09
s008 40,06 38,89 | 42,08 | 31,27 |62,13| 6,54 | 0,04 | 1,37 1,41
s009 36,74 48,93 60,8 45,21 [46,25| 9,8 0,64 57 6,34
s010 22,77 25,76 | 19,81 | 20,64 |45,59]| 20,37 | 0,26 | 2,49 2,75
s011 34,57 45,97 | 53,01 | 1945 |37,52| 1509 | 124 [10,26| 115
s013 15,96 18,93 | 19,54 9,81 [3355( 2322 | 0,27 | 1,68 1,95
s014 29 33,21 | 38,66 | 3491 | 235 | 2331 | 0,37 | 7,11 7,48
s015 31,71 26,61 | 43,12 | 16,17 |24,48] 34,38 | 1,09 | 7,24 8,33
s016 31,05 24,89 | 38,51 | 28,48 |52,21| 17,54 | 0,66 | 5,72 6,38
s017 32,47 29,13 | 54,12 | 28,92 |35,77| 15,26 | 0,68 | 5,76 6,44
s018 31,22 33,59 | 62,47 | 20,63 |28,58| 16,75 | 0,79 | 4,53 5,32
s019 47,53 51,55 | 60,86 | 44,52 | 62,8 | 9,53 | 0,59 [ 1,29 1,88
s021 28,02 17,18 52,7 28,25 | 66,9 | 2,97 | 0,15 | 0,56 0,71
s023 33,37 35,98 | 28,05 31,1 |[51,76| 11,12 | 0,22 | 2,85 3,07
s024 36,93 41,94 38 38,12 |41,58| 13,05 | 0,29 | 2,86 3,15
s026 51,61 39,57 63,6 37,23 |61,85| 9,76 | 0,22 19 2,12
s028 38,41 44,09 39 39,72 |51,92| 12,68 | 0,29 | 3,87 4,16
s029 47,75 48,51 | 57,74 56,5 [44,36| 16,52 | 0,52 | 3,95 4,47
s032 36,78 40,85 57,9 43,06 [66,43| 9,64 | 0,11 | 0,35 0,46
s033 38,66 43,63 67 37,61 |56,08| 7,52 | 1,75 | 14,15 | 159
s034 46,7 28,19 46 15,54 [49,72] 19,28 | 0,39 | 154 1,93
s038 41,86 37,52 | 60,95 | 25,97 |46,79| 12,87 | 0,78 | 3,42 4,2
s039 20,66 36,51 | 53,89 | 21,42 |60,66| 7,64 | 057 [ 7,43 8
s041 30,91 26,89 | 34,84 351 |6585| 8,23 | 0,02 | 0,57 0,59
s042 34,91 26,64 | 36,67 | 27,05 [47,99| 9,95 | 0,31 | 11,14 | 11,45
s044 18,77 33,6 35,22 | 25,71 |50,94| 19,41 | 0,51 | 2,97 3,48
s045 22,62 40,88 | 53,13 | 24,26 |42,93| 1524 | 0,79 | 6,43 7,22
s046 33,26 36,79 36 39,44 | 56,9 | 9,06 | 0,07 | 1,64 1,71
s049 22,13 21,25 | 29,62 | 2498 | 465 | 396 | 045 | 1,71 2,16
s051 24,73 27,47 | 69,84 | 20,29 |59,43| 7,92 | 3,86 | 2,28 6,14
s053 29,77 37,94 | 52,84 | 46,96 |54,58| 7,42 0,2 5,24 5,44
s056 46,57 47,44 | 6596 | 44,82 |54,75| 3,81 | 0,07 | 0,66 0,73
s057 37,18 44,09 | 58,97 | 37,77 |51,38| 16,52 | 0,33 | 6,57 6,9
s059 36,7 37,6 54,49 37,7 149,81 6,75 | 0,02 0,4 0,42
s060 42,26 47,4 53,38 | 38,73 |65,93| 852 | 0,35 | 1,36 1,71
s061 40,17 50,73 | 66,14 | 42,52 |42,88| 23,89 | 0,3 1,65 1,95
s062 42,25 45,1 62,65 46,9 [39,68] 16,97 | 1,55 | 2,97 4,52
s063 53,64 47,41 | 58,11 | 41,04 | 60,9 8,5 0,42 | 2,81 3,23
s071 40,88 46,24 | 60,83 | 45,18 |47,02| 6,22 | 0,27 | 4,08 4,35
s073 37,79 41,07 | 41,46 40,7 [64,97| 12,34 | 0,32 | 2,98 3,3
s074 27,24 41,83 | 50,16 | 44,08 |53,47| 4,66 | 0,05 | 3,16 3,21
Mittelwerte | 35,68 37,91 | 49,61 | 34,03 |50,05| 12,44 | 0,51 | 3,77 4,29
Standardab-| 8,93 8,97 12,68 | 10,50 [10,98| 6,48 | 0,63 | 3,02 3,29
weichung

Tabelle 11 : Daten der 45 unbehandelten Patienten mit Mittelwert und Standardabweichung
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Nr. LFA-1+\| VLA-44\ | LFA-1+\ | VLA-4+\|CD3+\ |CD3+\ |CD8+\|CD8-\| vyd+
CD4+ | CD4+ CD8+ | CD8+ | CD4+ | CD8+ | v+ | yd+ |gesamt
su001 29,51 33,63 43,65 | 39,98 [ 65,98 | 7,29 0,2 | 1,23 | 1,43
su006 44,92 41,16 5452 | 5224 | 4191 | 788 | 0,26 | 1,71 | 1,97
su010 22,77 25,76 19,81 [ 20,64 | 4559 | 20,37 | 0,26 | 2,49 | 2,75
su013 15,96 18,93 19,54 9,81 [ 3355|2322 | 0,27 | 1,68 | 1,95
su014 29 33,21 38,66 | 34,91 235 | 2331|037 | 711 | 7,48
su016 31,05 24,89 38,51 | 28,48 | 52,21 | 17,54 | 0,66 | 5,72 | 6,38
su017 32,47 29,13 54,12 | 28,92 | 35,77 | 1526 | 0,68 | 5,76 | 6,44
su018 31,22 33,59 62,47 | 20,63 | 28,58 | 16,75 | 0,79 | 453 | 5,32
su021 28,02 17,18 52,7 28,25 66,9 | 297 | 0,15 ] 056 | 0,71
su023 33,37 35,98 28,05 31,1 [ 51,76 | 11,12 | 0,22 | 2,85 | 3,07
su026 51,61 39,57 63,6 37,23 [ 6185 | 9,76 [ 022 | 1,9 2,12
su029 47,75 48,51 57,74 56,5 | 44,36 | 16,52 | 0,52 | 3,95 | 4,47
su033 38,66 43,63 67 37,61 | 56,08 | 7,52 | 1,75 |14,15| 159
su041 30,91 26,89 34,84 351 [6585] 823 [ 002|057 ]| 059
su046 33,26 36,79 36 39,44 | 56,9 | 9,06 [ 0,07 | 164 | 1,71
su049 22,13 21,25 29,62 | 2498 | 465 | 396 | 045 | 1,71 | 2,16
su057 37,18 44,09 58,97 | 37,77 | 51,38 | 16,52 | 0,33 | 6,57 6,9
su060 42,26 47,4 53,38 | 38,73 | 6593 | 852 | 035|136 | 1,71
su062 42,25 45,1 62,65 46,9 | 39,68 | 16,97 | 1,55 | 2,97 | 4,52
su063 53,64 47,41 58,11 | 41,04 | 60,9 8,5 042 | 281 | 3,23
Mittelwerte | 34,90 34,71 46,70 | 34,51 | 49,76 | 12,56 | 0,48 | 3,56 | 4,04
Standardab | 9,64 9,67 14,66 10,72 | 12,78 | 594 | 0,44 | 3,10 | 3,42
-weichung
Nr. LFA-1+\| VLA-4+\ | LFA-1+\ | VLA-4+\|CD3+\ |CD3+\ |CD8+\|CD8-\| y&+
CD4+ | CD4+ CD8+ | CD8+ | CD4+ | CD8+ | yd+ | yd+ |gesamt
sb001 30,53 43,95 47,89 | 44,16 | 55,97 | 8,331 01 | 117 | 1,27
sb006 42,31 52,17 54,61 | 37,33 | 58,03 | 11,03 | 0,11 | 1,32 | 1,43
sb010 20,64 32,81 34,67 | 38,21 57,2 | 1561 | 0,16 | 1,3 1,46
sb013 33,41 43,4 50,13 | 43,64 | 52,15 | 11,76 | 0,13 | 1,28 | 1,41
sh014 20,19 35,98 47,52 | 36,33 [ 43,23 | 123 02 [391 ] 411
sb016 40,46 51,47 54,43 | 38,03 | 43,25 | 15,02 | 0,98 | 5,2 6,18
sb017 34,62 42,82 57,23 | 34,22 | 31,35 | 19,01 | 0,66 | 5,26 | 5,92
sb018 38,6 41,57 66,72 | 41,41 554 | 945 | 1,21 | 367 | 488
sbh021 44,23 49,76 69,28 | 51,42 | 56,13 [ 546 | 0,25 | 0,58 | 0,83
sb023 33,93 37,6 52,71 | 36,04 | 45,16 | 1441 | 0,45 | 3,17 | 3,62
sb026 43,67 51,16 61,5 54,68 | 59,42 | 11,22 | 0,16 | 0,85 | 1,01
sb029 47,52 50,77 49,89 | 48,79 | 43,32 | 845 | 0,36 | 4,21 | 4,57
sb033 39,64 43,81 54,93 | 41,88 | 46,41 | 1504 | 0,75 | 8,5 9,25
sb041 46,99 54,42 39,34 | 45,08 | 4892 | 6,13 | 0,22 | 0,9 1,02
sb046 37,44 43,39 41,5 35,67 | 48,19 | 13,59 | 0,24 | 3,03 | 3,17
sb049 43 54,59 58,92 | 42,38 | 50,72 | 6,6 0,19 | 1,17 | 1,36
sb057 41,36 47 61,73 | 51,49 | 50,38 [ 19,09 | 0,59 | 557 | 6,16
sh060 30,52 41,15 42,17 | 33,66 | 58,46 | 12,05 | 0,32 | 0,61 | 0,93
sh062 39,88 46,41 54,53 | 49,59 | 49,26 | 20,49 | 1,24 | 254 | 3,78
sbh063 53 53,8 44,26 | 43,15 | 46,9 | 18,84 | 054 | 2,02 | 2,56
Mittelwerte | 38,10 45,90 52,20 | 42,36 | 49,99 | 1269 | 0,43 | 2,81 | 3,25
Standardab | 8,11 6,16 8,87 6,12 6,78 | 4,41 | 0,36 | 2,07 | 2,29
-weichung

Tabelle 12 : Daten der 20 behandelten Patienten vor (su) und nach (sb) der medikamentdsen
Behandlung mit Mittelwert und Standardabweichung
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NR. LFA-1+\|VLA-4+\|LFA-1+\| VLA-4+\| CD3+\| CD3+\ | CD8+\ | CD8-\ | y&+
CD4+ | CD4+ | CD8+ | CD8+ | CD4+ | CD8+ | y&+ yo+ |gesamt

ko001 33,15 | 40,11 | 51,46 | 45,35 | 70,13 | 7,86 0,21 2,7 2,91

ko002 26,19 | 41,35 | 45,22 | 34,51 | 7543 | 6,05 0,09 0,98 1,07

ko003 43,31 | 29,14 54 10,48 | 60,66 | 6,76 0,11 2,53 2,64

ko004 27,1 27,1 27,26 9,59 [60,02) 1794 | 0,51 2,25 2,76

ko005 52,73 | 47,51 | 57,76 | 49,38 | 41,06 | 941 0,25 2,98 3,23

ko006 40,12 | 37,99 | 42,13 | 25,46 | 57,83 | 4,93 0,1 3,45 3,55

ko007 31,39 | 32,49 [ 54,31 | 30,92 |56,88 | 10,74 | 0,23 2,6 2,83

ko008 39,94 | 25,94 [ 45,27 | 17,01 | 48,86 12 0,42 7,23 7,65

ko009 42,9 37,41 | 5354 | 29,89 [ 50,5 | 11,19 | 0,04 5,35 5,39

ko010 37,22 | 31,22 | 33,17 244 (50,12 ] 13,38 0 6,88 6,88

ko011 30,7 19,61 | 52,74 | 12,99 [53,95| 11,21 [ 0,09 1,62 1,71

ko012 27,48 | 16,52 | 29,93 | 24,01 | 6568 | 9,21 0,19 151 1,7

ko013 26,34 | 28,41 | 27,02 21,2 |5897| 641 0 11 11

ko014 47,18 | 44,45 | 35,08 | 41,91 [54,22 | 1369 [ 0,17 4,15 4,32

ko017 32,54 | 45,37 | 42,86 | 26,23 | 71,25| 12,04 | 0,13 1 1,13

ko018 41,66 | 28,76 | 38,02 249 149,75| 12,64 | 0,09 3,19 3,28

ko019 30,4 27,64 | 48,42 | 23,72 | 46,14 | 16,64 | 0,17 2,49 2,66

ko020 19,13 | 25,61 | 38,26 | 26,07 | 54,99 | 10,3 0,04 1,33 1,37

ko021 44,91 | 48,13 55,5 48,49 | 50,67 | 13,02 | 0,27 3,08 3,35

ko022 36,33 | 46,12 | 61,03 | 49,24 | 52,2 | 9,54 0,09 0,84 0,93

ko023 4196 | 33,92 | 50,79 | 45,79 [4765| 11,35 [ 0,33 5,17 55

ko024 42,32 | 32,57 | 41,53 349 149,96 | 105 0,08 1,52 1,6

ko025 34,08 | 33,37 | 60,02 | 33,52 | 4504 | 7,28 0,31 0,66 0,97

ko026 38,99 | 41,21 70,4 36,62 [35,21) 21,21 | 1,15 9,17 | 10,32

ko027 43,95 | 53,35 | 64,26 | 55,57 | 46,3 | 11,63 0,2 0,97 1,17

ko028 34,26 | 45,76 58 37,67 [53,39| 6,12 0 0,2 0,2

ko029 28,02 | 33,21 50,8 32,46 [53,15| 13,54 | 0,35 3,38 3,73

ko030 22,55 | 47,06 43,1 29,37 [30,78 | 22,27 | 0,14 3,93 4,07

ko031 40,71 | 30,16 | 57,59 | 38,33 | 50,6 | 11,73 | 0,42 1,89 2,31

ko032 31,72 | 41,31 | 41,86 | 45,14 | 62,17 | 15,86 0,1 0,82 0,92

ko033 29,31 | 27,98 | 46,84 | 25,73 | 49,88 | 8,64 0,22 5,58 5,8

ko035 33,59 | 21,05 44,6 15,82 166,35 95 0,02 1,14 1,16

ko036 23,69 | 35,87 | 59,65 253 (29,48 | 31,78 0,9 4,84 5,74

ko037 26,03 | 24,51 53,7 9,38 36,3 | 11,76 | 0,24 2,23 2,47

ko038 38,72 34,1 49,97 | 15,18 [ 47,91 | 1591 | 041 3,77 4,18

ko039 4192 | 4544 | 49,01 | 42,69 | 67,83 | 7,98 0,16 1,3 1,46

ko040 34,35 | 44,27 | 49,37 | 35,89 |41,86| 18,64 | 0,62 2,89 3,51

ko041 33,64 | 46,16 61 42,86 | 38,7 10 0,71 | 13,67 | 14,38

ko043 34,69 | 48,37 | 59,35 | 48,54 [51,49| 13,04 | 0,84 6,59 7,43

ko044 36,75 | 44,88 | 48,28 | 48,84 | 53,94 | 18,25 | 0,02 0,71 0,73

ko045 37,88 | 44,34 | 58,27 | 35,26 | 52,82 | 12,9 0,11 1,16 1,27

Mittelwerte | 35,12 | 36,34 | 49,06 | 31,97 | 52,20 | 12,31 | 0,26 3,14 3,40

Standardab | 7,23 9,12 9,98 12,26 | 10,28 | 5,04 0,26 2,64 2,81
-weichung

Tabelle 13 : Daten der 41 Kontrollpersonen mit Mittelwert und Standardabweichung
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Nr. LFA-1+\ | VLA-44\ | LFA-1+\ | VLA-4+\ | CD8+\y3+ | CD8-\yd+ | yd+gesamt
(Pat. ohne CD4+ CD4+ CD8+ CD8+
Schranken-
storung)
s001 29,51 33,63 43,65 39,98 0,2 1,23 1,43
s003 41,16 45,67 55,78 42,93 0,76 7,81 8,57
s009 36,74 48,93 60,8 45,21 0,64 57 6,34
s010 22,77 25,76 19,81 20,64 0,26 2,49 2,75
s011 34,57 45,97 53,01 19,45 1,24 10,26 11,5
s013 15,96 18,93 19,54 9,81 0,27 1,68 1,95
s014 29 33,21 38,66 34,91 0,37 7,11 7,48
s015 31,71 26,61 43,12 16,17 1,09 7,24 8,33
s016 31,05 24,89 38,51 28,48 0,66 5,72 6,38
s017 32,47 29,13 54,12 28,92 0,68 5,76 6,44
s023 33,37 35,98 28,05 31,1 0,22 2,85 3,07
s029 47,75 48,51 57,74 56,5 0,52 3,95 4,47
s039 20,66 36,51 53,89 21,42 0,57 7,43 8
s041 30,91 26,89 34,84 35,1 0,02 0,57 0,59
s042 34,91 26,64 36,67 27,05 0,31 11,14 11,45
s044 18,77 33,6 35,22 25,71 0,51 2,97 3,48
s045 22,62 40,88 53,13 24,26 0,79 6,43 7,22
s049 22,13 21,25 29,62 24,98 0,45 1,71 2,16
s051 24,73 27,47 69,84 20,29 3,86 2,28 6,14
s053 29,77 37,94 52,84 46,96 0,2 5,24 5,44
s056 46,57 47,44 65,96 44,82 0,07 0,66 0,73
s057 37,18 44,09 58,97 37,77 0,33 6,57 6,9
s062 42,25 45,1 62,65 46,9 1,55 2,97 4,52
s063 53,64 47,41 58,11 41,04 0,42 2,81 3,23
s071 40,88 46,24 60,83 45,18 0,27 4,08 4,35
s073 37,79 41,07 41,46 40,7 0,32 2,98 3,3
Mittelwerte 32,65 36,14 47,19 32,93 0,64 4,60 5,24
Standard- 9,18 9,24 13,75 11,44 0,73 2,79 2,93
abweichung
Nr. LFA-1/ | VLA-4+\ | LFA-1+\ | VLA-4+\ | CD8+\y8+ | CD8-\yd+ |yd+gesamt
(Pat. mit CD4+ CD4+ CD8+ CD8+
Schranken-
stdorung)
s005 47,3 52,02 37,34 25,81 0,07 3,35 3,42
s007 46,91 41,79 63,08 32,45 0,02 1,07 1,09
s019 47,53 51,55 60,86 44,52 0,59 1,29 1,88
s026 51,61 39,57 63,6 37,23 0,22 1,9 2,12
s028 38,41 44,09 39 39,72 0,29 3,87 4,16
s061 40,17 50,73 66,14 42,52 0,3 1,65 1,95
Mittelwerte 45,32 46,63 55,00 37,04 0,25 2,19 2,44
Standard- 4,57 5,00 12,01 6,33 0,19 1,05 1,03
abweichung

Tabelle 14 : Daten der 32 Patienten, bei denen eine Liquorpunktion vorgenommen wurde mit
Mittelwert und Standardabweichung. Zuerst werden die Patienten ohne eine Blut-
Liquorschrankenstorung (n=26) aufgelistet, dann die Patienten mit einer Blut-
Liquorschrankenstérung (n=6).
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6 Diskussion

Verschiedene Hypothesen (ber die Ursachen und die Entstehung der
Schizophrenie werden seit vielen Jahren diskutiert, zum einen die
Virusinfektionen (Torrey und Peterson, 1976; Yolken und Torrey, 1995), die
maoglicherweise interuterin Schaden am Gehirn des Fo6tus verusacht haben
(Wright et al., 1993), zum anderen die Autoimmunhypothese (Kirch, 1993), der
aber auch eine Virusinfektion als Ausléser zugrunde liegen konnte (Wright und
Murray, 1993).

Veranderungen am Immunsystem von Schizophrenen wurden in den letzten
Jahren immer wieder beschrieben.

Es wurden z. T. sehr unterschiedliche Ergebnisse veréffentlicht, doch bei der
Mehrzahl der Studien wurde Auffalligkeiten am Immunsystem von
Schizophrenen beschrieben, wie z.B. Veranderungen am Zytokinsystem (Katila
et al., 1994; Barak et al.,, 1995; Bessler et al.,, 1995; Sirota et al., 1995),
Auffalligkeiten bei Betrachtung der peripheren Immunzellen (Printz et al., 1999;
Sperner-Unterweger et al., 1999; Yovel et al., 2000) und Antikérper gegen
hirneigene Strukturen (Shinitzky et al., 1991; Henneberg et al., 1994).

Ein Vergleich der verschiedenen Studienergebnisse ist sehr schwierig, was zum
einem an den verschiedenen Methoden, z.B bei der Bestimmung der
Oberfachenmolekiile, zum anderen an der unterschiedlichen oder fehlenden

klinischen Charakterisierung der schizophrenen Patienten liegt.

In der vorliegenden Untersuchung wurden die Lymphozytensubpopulationen
Uber fluoreszenzmarkierte Antikérper mittels Durchflul3zytometrie bestimmt. In
alteren Studien wurden die fluoreszenzmarkierten Zellen z. T. mit der
Fluoreszenzmikroskopie ausgezahlt oder der Rosetten-Formations-Technik
bestimmt. Mit der DurchfluRzytometrie kdnnen Lymphozytensubpopulationen
genauer voneinander getrennt und wesentlich valider ausgezahlt werden.

Die monozytaren Zellen wurden aus Vollblut Gber einen Ficoll-Dichtegradienten
isoliert und eingefroren. Durch diese etablierte Methode wurde die
Untersuchung einer grof3en Gruppe von Patienten und Kontrollpersonen unter

konstanten Bedingungen maglich.
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Den schizophrenen Patienten wurden sowohl medikamentés unbehandelt als
auch unter einer Neuroleptikatherapie Blut abgenommen, dies ermdglichte den
Einflul3 von Neuroleptika auf die untersuchten Parametern festzustellen.

Bei einem Teil der Patienten, bei denen eine medizinische Indikation vorlag
wurde zudem noch Liguor cerebrospinalis entnommen und untersucht. Die
Ergebnisse der Untersuchung des Liquor cerebrospinalis erméglichten es, die
Patienten in Gruppen zu unterteilen, um den Einflu3 von einer gestérten Blut-

Liguorschranke auf das Immunsystem zu untersuchen.

6.1 Adhasionsmolekilrezeptoren

Studien Uber die Bestimmung von LFA-1 und VLA-4 auf CD4 und CD8 positiven
Lymphozyten bei Schizophrenen liegen bisher nicht vor. Es wurden aber Daten
veroffentlicht von l6slichem ICAM-1 dem Liganden von LFA-1. So war die
Serumkonzentration von |6slichem ICAM-1 bei einigen
Autoimmunerkrankungen, z.B. Multiples Sklerose (Dore-Duffy et al., 1995;
Tsukada et al., 1993; Hartung et al., 1993) oder dem systemischen Lupus
erythematodes (Tulek et al., 1996) erhoht. Schwarz et. al. fand jedoch bei
Schizophrenen erniedrigte Werte von I6slichem ICAM-1 (Schwarz et al., 2000).

6.1.1 Zunahme der Expression von VLA-4 und LFA-1 auf CD8+ Zellen,
sowie VLA-4 auf CD4+ Zellen unter Neuroleptikabehandlung

Es zeigte sich eine signifikante Zunahme der Expression von VLA-4 auf CD8+
und CD4+ Zellen und von LFA-1 auf CD8+ Zellen wahrend der Behandlung mit
Neuroleptika.

Es fand sich jedoch kein Unterschied in den drei Gruppen (Kontrollpersonen,
unbehandelte Schizophrene, behandelte Schizophrene) zwischen den
CD3+/CD4+ und CD3+/CD8+ Zellen, was daflr sprich, dal3 die Zunahme von
VLA-4 auf CD4+ und CD8+ Zellen und LFA-1 auf CD8+ Zellen, wahrend der
Behandlung mit Neuroleptika, nicht auf einem Anstieg der CD4+ oder CD8+
Zellen zurtickzufuhren ist.

Untersuchungen zeigen, dal3 atypische Neuroleptika andere Effekte als
typische Neuroleptika auf die Zytokinproduktion haben (Maes et al., 1994;
Pollmacher et al.,, 1995). Bei unserer Untersuchung zeigten sich keine
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Unterschiede in der Expression der Adhasionsmolekilrezeptoren, was die Art
der Neuroleptika betrifft. Das kann zum einem daran liegen, dal} die Effekte auf
die Zytokinproduktion sich so auswirken, dal3 die Veranderungen bei der
Expression der Adhasionsmolektlrezeptoren mit der Durchflul3zytometrie nicht
mel3bar sind, zum anderen ist zu bedenken, dal3 die Gruppen der untersuchten

Personen klein ist. Untersuchungen an gréf3eren Gruppen waren notig.

So scheint es, dal’3 die Behandlung mit Neuroleptika generell mit einem Anstieg
von VLA-4 auf T-Lymphozyten verbunden ist.

In Hinblick auf den Einflu? von Neuroleptika auf das Immunsystem wurden, z.B.
erhohte Blutspiegel von loslichem Interleukin-2 (Mdller et al., 1997; Pollmacher
et al., 1995), jedoch erniedrigte Blutspiegel von loslichem Interleukin-6 (Maes et
al., 1995b; Mduller et al., 1997) bei Schizophrenen unter Neuroleptikatherapie
beschrieben.

Ob dieser Behandlungseffekt, der auf die Neuroleptika zurtickzufuhren ist, auch
im ursachlichen Zusammenhang mit einer klinischen Besserung der
schizophrenen Symthomatik steht, kann man nur spekulieren.

So gibt es Anzeichen fir eine defekte Antigenerkennung bzw.
Antigenprasentation bei Schizophrenen (Mdller et al., 1991), z. B. war die
Immunantwort auf eine Hepatitis B Impfung bei schizophrenen Patienten im
Vergleich zu den Kontrollpersonen abgeschwéacht (Russo et al., 1994).

VCAM-1 und VLA-4 vermitteln als Adh&sionsmolekiile den Zellkontakt, der zur
Antigenerkennung Uber den TCR notigt ist (Burkly et al., 1991).

Der Anstieg der VLA-4+ Zellen flhrt mdglicherweise zu einer Verbesserung der
Antigenerkennung, so dal’3 bestimmte Zellen befahigt werden Antigene besser
zu prasentieren oder dafd Lymphozyten besser die Antigene erkennen.

6.1.2 Starkere Expression von VLA-4 und LFA-1 auf CD4+ Zellen bei
Patienten mit gestorter Blut—Liquorschranke

Bei 32 der 45 unbehandelten Schizophrenen wurden, da eine medizinische
Indikation vorlag, Liquorproben entnommen und untersucht um u. a. etwaige

Blut—Liquorschrankenstérungen aufzudecken.
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So war es moglich Auswirkungen einer Blut-Liquorschrankenstérung in Bezug
auf die Expression von LFA-1 und VLA-4 auf T-Zellen zu untersuchen.

Bei dem Vergleich der Expression von VLA-4 (p< 0,01) und LFA-1 (p < 0,003)
auf CD4+ Zellen von Patienten mit gestorter Blut—Liquorschranke mit Patienten
mit intakter Blut-Liquorschranke ergab sich eine signifikant starkere Expression
bei den Patienten mit gestorter Blut—Liquorschranke. Dies |a3t vermuten, dal3
ein  Zusammenhang zwischen Verdnderungen dieser Lymphozyten-
subpopulation und Veranderungen an der Blut-Liguorschranke besteht.

Das ICAM-1/LFA-1- und VCAM-1/VLA-4—-Liganden-System ist an der Adhasion
von Lymphozyten, an der Durchlassigkeit der Blut-Liquorschranke und an der
Wanderung der Zellen in das Gewebe beteiligt (de Vries et al., 1994; Fabry et
al., 1994). Es scheint, dal’ bei der Schizophrenie die CD4+ Zellen, sowohl die
LFA-1 positiven als auch die VLA-4 positiven, an der Durchlassigkeit der Blut—
Liguorschranke beteiligt sind. Bei z. B. der Multiple Sklerose sind auch
besonders die CD4+ Zellen an der gesteigerten Durchlassigkeit der Blut—
Liguorschranke beteiligt (Chen et al., 1994).

Man weil3, dal3 bei viralen ZNS Infektionen eine Immunaktivierung im ZNS und
eine gesteigerte Kommunikation zwischen ZNS und peripheren Immunsystem
einen gunstigeren Krankheitsverlauf zeigen (Lewandowski et al., 1994). Vor
diesem Hintergrund kann man die gestorte Blut-Liquorschranke und die
starkere Expression von VLA-4 und LFA-1 auf CD4+ Zellen mdglicherweise als

therapeutischen Effekt ansehen.

6.2 Der ydT-Zellrezeptor

6.2.1 Erhohte Zahl der CD8+/yd+-Zellen bei unbehandelten Schizophrenen

Eine signifikante hohere Zahl der CD8+/yd+-Zellen zeigte sich bei den
unbehandelten schizophrenen Patienten (0,51%) im Vergleich zu den
Kontrollpersonen (0,26%). Da es sich, um so eine niedrige Anzahl von
CD8+/ydt+-Zellen handelt, sind die Ergebnisse kritisch zu bewerten. Die niedrige
Anzahl von CD8+/yd+-Zellen in allen untersuchten Gruppen, stimmt jedoch mit

denen in der Literatur beschrieben Daten Uberein (Groh et al., 1989). Zudem
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gibt es einige Grunde, die dafur sprechen, dal3 es sich trotz der niedrigen Zahl
der CD8+/yd+-Zellen um tatséachliche Unterschiede handelt:

Die yot-Zellen kdnnen gut mittels FACS Analysen von den anderen Zellgruppen
getrennt werden. Der Unterschied zwischen den Patienten und den Kontrollen
ist groRer als 100% des Mittelwertes. Und auch bei Betrachtung der
Gesamtzahl der yot+-Zellen zeigte sich eine hohere Anzahl bei den
unbehandelten Patienten im Vergleich zu den Kontrollen, die sich nicht allein
auf die hohere Zahl der CD8+/yd+-Zellen zurickflihren la3t, da diese nur ca.
10% der Gesamtzahl der yd+-Zellen ausmachen. Nichts desto trotz ist es von
No6ten, die Ergebnisse an einer groReren Gruppe von Patienten zu Uberprifen.
Eine erhohte Anzahl von allen yd+-Zellen wurde auch bei unbehandelten
Schizophrenen gegeniiber den Kontrollen gefunden, der Unterschied war
jedoch nicht signifikant. Die erh6hte Zahl von CD8+/ydt+-Zellen und die erhdhte
Zahl von allen yd+-Zellen bei unbehandelten Schizophrenen koénnte darauf
hindeuten, dal} die yd+-Zellen, unabhéngig davon, ob sie CD8 positiv sind oder
nicht, ahnliche Eigenschaften haben. Ahnliches wurde fur die
Wanderungsfahigkeit der yd+-Zellen beschrieben, sie ist bei allen yd+-Zellen

erhoht, bei den CD8+/ydt-Zellen aber noch ausgepragter (Galea et al., 1994).

Obgleich die Funktion der yd+-Lymphozyten noch nicht endgtiltig geklart ist, gibt
es Vermutungen, dald sie Teil eines frih wirksamen Abwehrsystems sind, die
eindringende Keime wie Mykobakterien oder Viren abwehren, bevor die
spezifische Immunantwort einsetzt (Raulet, 1989; Young and Elliott, 1989). Das
konnte auch erklaren, warum es im Laufe der Behandlung (die Erkrankung
befindet sich in einem fortgeschrittenen Stadium) der schizophrenen Patienten
zu einem Absinken der yot-Zellen kommt (Gesamtzahl der yd+-Lymphozyten ist
bei den Patienten vor der Behandlung signifikant erhoht gegentber der Zahl
nach der Behandlung).

Auch die defekte Antigenerkennung und —prasentation, die bei Schizophrenen
beschrieben wurde (Mdiller et al., 1991; Russo et al., 1994), kdnnte erklaren,
warum es zu der hoheren Zahl der CD8+/yd+-Lymphozyten bei den

unbehandelten Patienten kommt.
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Im Falle eines entziindlichen Prozesses im ZNS sind es so die ydt+-Zellen, die
zuerst die Keime abwehren. Wie in in-vitro Studien gezeigt wurde, kbnnen y&+-
Zellen auch ohne MHC-Antigenprasentation aktiviert werden (Schild et al.,
1994), also bei einer defekten Antigenprasentation konnten sie trotzdem Keime
abwehren.

Die Zahl der y&t-Zellen ist bei den behandelten Patienten niedriger, das kdnnte
so interpretiert werden, dal3 andere Zellen des Immunsystems, die eine intakte
Antigenprasentation bendtigen die Abwehr Ubernehmen.

Eine Verbesserung der Antigenerkennung und —prasentation konnte
maoglicherweise in Zusammenhang mit einer klinischen Verbesserung der

schizophrenen Patienten unter Neuroleptikatherapie stehen.

Eine andere Erklarung fur die hohere Zahl der CD8+/ydt-Zellen bei den
unbehandelten Schizophrenen ware, dal CD8+/ydt-Zellen ZNS-Strukturen von
Schizophrenen angreifen. Bei verschiedenen Krankheiten, auch ZNS-
Erkrankungen wie MS wurde CD8+/yd+-Zellen beschrieben, die zytotoxisch
wirken (Freedman et al., 1991; Hohlfeld und Engel, 1992); yd+-Zellen wurden
auch in Hirngewebe von Schizophrenen gefunden (Frenzel et al., 1995).
Speziell bei Multiple Sklerose im akuten Stadium der Erkrankung wurden
erhohte yot+-Zellen im Liquor gefunden (Shimonkevitz et al., 1993). Auch hier
wurde die erhohte Zahl der CD8+/yd+-Zellen bei den unbehandelten
Schizophrenen, also im akuten Stadium beobachtet.

Es wurde eine spezielle Affinitdt von yd+-Zellen zu 70 kD Hitzeschock-Proteine
in ZNS-Lasionen bei Multiple Sklerose beschrieben (Battistini et al., 1995).
Auch bei Schizophrenen wurde ein erhohter Antikorpertiter gegen 70 kD
Hitzeschock-Proteine beobachtet, besonders bei Patienten, die frih nach
Einsetzen der Krankheit untersucht wurden (Schwarz et al., 1999).

Das Absinken der CD8+/ydt-Zellen wahrend der Behandlung kdnnte demnach

Zeichen der Besserung sein.
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6.2.2 Erniedrigte CD8+/ydt+-Zellen bei Patienten mit Blut-
Liquorschrankenstdrung

Bei 32 der 45 unbehandelten Schizophrenen wurden, da eine medizinische
Indikation vorlag, Liquorproben enthommen und untersucht um u. a. etwaige
Blut—Liquorschrankenstérungen aufzudecken. So war es moglich Auswirkungen
einer Blut-Liquorschrankenstorung in Bezug auf die Zahl der ydt+-Lymphozyten
zu untersuchen.

Bei der Untersuchung der schizophrenen Patienten mit gestorter Blut-
Liguorschranke zeigte sich, dal3 sich dort weniger CD8+/yd+-Zellen im Blut
befanden.

yo+-Lymphozyten kénnen aus dem Blut ins Hirngewebe einwandern. Es zeigte
sich auch, daR CD8+ Zellen im Gegensatz zu den CD4+ Zellen eine groRRere
Durchwanderungskapazitat haben (Pietschmann et al.,, 1992) und das yot+-
Lymphozyten besser das Endothel durchwandern als T-Lymphozyten die den
oB-Rezeptor tragen (Galea et al., 1994). Die Ansammlung von yot-
Lymphozyten im Gewebe kénnte somit Folge der Lymphozytenwanderung sein.
Und so konnte im Falle einer Blut-Liquorschrankenstérung das Einwandern
anderer immunkompetenter Zellen erleichtert sein, weshalb moglicherweise
weniger CD8+/yd+-Zellen gebildet werden. Zudem unter der Annahme, dal3 die
yo+-Lymphozyten Teil einer frihen Abwehr gegen eindringende Keime sind,
ware es plausibel, dal3 sie in dem Stadium, indem eine Schrankenstdrung
vorliegt, d.h. die Krankheit befindet sich im fortgeschrittenem Stadium, von
Zellen abgeltst werden, die einer spezifischeren Immunantwort fahig sind.
Diese Vermutung wirde auch zu dem Befund passen, dal3 bei unbehandelten
Schizophrenen eine hohere Zahl von CD8+/ydt+-Zellen im Blut gemessen

wurden, hier befand sich die Erkrankung noch am Anfang.

49



Diskussion

6.3 Ausblick

All diese Ergebnisse unterstitzen die Hypothese, dal3 Veréanderungen im
Immunsystem, sei sie durch einen Virus oder andere Erreger bedingt oder
durch einen autoimmunen Prozel3 ausgelost, bei Schizophrenen bei der
Entstehung bzw. dem Krankheitsverlauf eine Rolle spielen.

Die signifikante Zunahme der Expression von VLA-4 auf CD8+ und CDA4+
Zellen und von LFA-1 auf CD8+ Zellen wahrend der Behandlung mit
Neuroleptika, die erhdhte Zahl der CD8+/yd+-Zellen bei unbehandelten
Schizophrenen, die erniedrigte Zahl der CD8+/yd+-Zellen bei Patienten mit Blut-
Liguorschrankenstdrung und die starkere Expression von VLA-4 und LFA-1 auf
CD4+ Zellen bei Patienten mit gestorter Blut—Liquorschranke spiegeln
Verdnderungen im  Immunsystem  Schizophrener  wider, die auf
Behandlungseffekte, moglicherweise aber auch auf Krankheitseffekte
zurlickzufihren sind.

So werden auch neue Erkenntnisse auf dem Gebiet der Immunologie speziell
der Psychoneuroimmunologie helfen kdénnen, Zusammenhdnge besser zu
verstehen.

Um noch spezifischere Aussagen treffen zu kénnen, mifRten Untersuchungen
an groRBeren Gruppen vorgenommen werden, damit die wahrscheinlich
heterogene Gruppe der Schizophrenen in Untergruppen aufgeteilt werden kann,
um statistisch relevante grof3e Gruppen zu erhalten.

Sollten sich auch in den grél3eren Gruppen die in dieser Arbeit gezeigten
Tendenzen bestatigen, konnte man in Zukunft neue Wege bei der Diagnostik

und der Therapie von Schizophrenen gehen.
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7 Zusammenfassung

Verschiedene Studien haben bei etwa einem Drittel der Schizophrenen, oft in
chronischen Fallen oder in Fallen, wo die Therapie keinen guten Erfolg zeigte,
Zeichen eines AutoimmunprozelRes am peripheren Immunsystem beschrieben.
So kénnen z. B. CD8+ Zellen, die ins ZNS einwandern und dort méglicherweise
mit  ZNS-Zellen reagieren, die Entstehung von Hitzeschock Proteinen
induzieren als ein Zeichen eines Zellstresses, was oft bei Autoimmunprozel3en
der Fall ist. Autoantikérper gegen Hitzeschock Proteine wurden bei einen Drittel
der Schizophrenen gefunden . Das laf3t vermuten, dald auf der einen Seite die
Kommunikation zwischen ZNS und peripheren Immunsystem gestort ist, auf der
anderen Seite ein Regulationmechanismus zwischen ZNS und peripheren
Immunsystem fehlt.

Um mogliche Veréanderungen am Immunsystem von Schizophrenen zu finden
wurde in der vorliegenden Untersuchung die Lymphozyten von schizophrenen
Patienten und Kontrollpersonen untersucht. Es wurde die Expression von VLA-
4 (CD49d) und LFA-1 (CD11a) auf CD4+ und CD8+ Lymphozyten gemessen
und die Anzahl der ydTCR+ T-Lymphozyten bestimmt.

VLA-4 (CD49d) und LFA-1 (CD11a) sind Adhasionsmolekiilrezeptoren, die bei
der Adhéasion an antigenprasentierende Zellen, an abzutdtende Zielzellen und
an Endothelzellen eine Rolle spielen. Somit sind sie interessant fur die
Schizophrenieforschung, da bei Schizophrenen eine gestorte Immunabwehr
diskutiert wird.

Auch eine Autoimmunerkrankung oder Virusinfektion werden als Ursache fir
eine Schizophrenie diskutiert, deshalb ist der ydTCR, der in den letzten Jahren
mit Autoimmunerkrankungen und Virusinfektionen in Zusammenhang gebracht
wurde, untersucht worden.

Die verschiedenen Lymphozytensubpopulationen wurden Uber
fluoreszenzmarkierte Antikorper mittels Durchflul3zytometrie analysiert.

Die Lymphozyten wurden sowohl bei zundchst medikamentés unbehandelten
schizophrenen Patienten als auch bei behandelten untersucht und mit denen
von gesunden Kontrollpersonen verglichen. Bei einem Teil der Patienten, bei

denen eine medizinische Indikation vorlag, wurden Liquoruntersuchungen
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vorgenommen, so konnten Veranderungen an der Blut-Liquorschranke
festgestellt werden.

Es zeigte sich eine signifikante Zunahme der Expression von VLA-4 auf CD8+
und CD4+ Zellen und von LFA-1 auf CD8+ Zellen wahrend der Behandlung mit
Neuroleptika.

Bei dem Vergleich der Expression von VLA-4 und LFA-1 auf CD4+ Zellen von
Patienten mit gestorter Blut—Liquorschranke mit Patienten mit intakter Blut—
Liguorschranke ergab sich eine signifikant hthere Expression bei den Patienten
mit gestorter Blut—Liquorschranke.

Eine signifikant hoéhere Zahl der CD8+/ydt+-Zellen zeigte sich bei den
unbehandelten schizophrenen Patienten im Vergleich mit den Kontrollpersonen.
Bei der Untersuchung der schizophrenen Patienten mit gestorter Blut-
Liguorschranke zeigte sich, dal3 sich dort weniger CD8+/ydt-Zellen im Blut
befanden.

All diese Ergebnisse deuten darauf hin, da? sowohl immunregulatorische
Mechanismen als auch Interaktion zwischen ZNS und peripheren Immunsystem

bei der Schizophrenie bzw. einem Teil der Schizophrenen eine Rolle spielen.
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