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I. Einfiihrung

1. Atiologie der Schizophrenie

Die Schizophrenie wird zu den endogenen Psychosen gezdhlt, mit den typischen Symptomen
der Storung von Wahrnehmung, Denken und Empfinden und des Ich-Erlebens. Erstmals
beschrieben wurde die Schizophrenie 1896 von Kraepelin, der Sie als ,Dementia praccox‘
bezeichnete (Kraepelin, 1896). Den Begriff ,,Schizophrenie* fiihrte 1911 Eugen Bleuler
(Bleuler, 1911) ein. Obwohl die Schizophrenie eine Verdnderung der Emotionen und auch in
manchen Fillen eine Beeintrichtigung der kognitiven Fihigkeiten mit sich bringt, wird sie
von Gemiitsstorungen und Demenzen klar unterschieden, beides Erkrankungen, die oben
genannte Symptome als primédre Storung zeigen. Die Schizophrenie ist eine relativ héufige
Erkrankung mit einem Erkrankungsrisiko im Laufe des Lebens von ca. 1% (,Lifetime-
Privalenz®). Das Alter der Erstmanifestation liegt in 50% der Fille zwischen dem 20. und 30.
Lebensjahr, wobei Miénner im Durchschnitt 5 Jahre frither als Frauen erkranken (Lieb und
Brunnhuber, 1993). Weltweit tritt die Schizophrenie etwa gleich hédufig auf, unabhingig von
kulturellem, sozialem oder klimatischem Umfeld (Crow, 1994b).

Bis heute ist die Atiologie der Erkrankung ungeklirt. Eine Vielzahl von Faktoren wurden und
werden noch diskutiert, die mit der Atiopathogenese der Schizophrenie in Zusammenhang
gebracht werden. Es hat sich herausgestellt, dass nicht nach einer einzigen Ursache fiir die
Krankheitsentstehung gesucht werden kann, sondern dass zum Verstindnis dieser Erkrankung
eine Reihe von Faktoren betrachtet werden miissen. Auf die wichtigsten Ansitze zur Klirung

der Pathogenese der Schizophrenie soll im Folgenden kurz eingegangen werden.

(siehe auch Reviews: Crow, 1994b; Tsuang und Faraone, 1995; McGuffin et al., 1987; Cardno
und Farmer, 1995; Wyatt, 1996; Kirch, 1993; Yolken und Torrey, 1995).

1.1. Hirnforschung
1.1.1. Neuropathologie

Von morphologisch-anatomischer Seite konnten bislang keine fiir die Schizophrenie
pathognomonischen neuropathologischen Befunde erhoben werden. Bildgebende Verfahren
zur Darstellung des Gehirns schizophrener Patienten in vivo, wie Computertomographie,
Magnetresonanz- und Positronen-Emissions-Tomographie (MRT und PET) stellten

verschiedene, allerdings unspezifische Veridnderungen der Hirnstruktur fest. Die am



hiufigsten beschriebene und immer wieder reproduzierte Verinderung ist eine Erweiterung
der Seitenventrikel, die unabhingig von psychiatrischer Behandlung und Chronizitdt der
Erkrankung auftritt. Der Ort der strukturelle Lidsion, aufgrund derer es zu dieser
Ventrikelerweiterung kommt, konnte jedoch bisher nicht identifiziert werden (Hyde und
Weinberger, 1990). In weiteren neuroradiologischen Verfahren und postmortem Histologien
wurden relative Gewebsdefizite im Bereich des limbischen Systems, v. a. im Hippocampus
gefunden (DeLisi et al.,1988). Histopathologische Untersuchungen haben keine fiir
Schizophrene spezifischen Merkmale erbracht, wie dies z. B. die Neurofibrillen bei der
Alzheimerschen Demenz sind. Mittels PET zeigten Ingvar und Franzen (1974) erstmals eine
verminderte Durchblutung des frontalen Cortex und damit Hinweise fiir ein funktionelles
Defizit. Auch neuropsychologische Studien konnten eine niedrigere Durchblutung des
frontalen Cortex bei Schizophrenen feststellen, so dass sich nun die Frage nach dem
Pathomechanismus dieser Funktionsminderung stellt. Die Befunde stiitzen die Hypothese
eines Defizits in der Frithentwicklung des Gehirns als Ursache fiir das spétere Auftreten einer
Schizophrenie, moglicherweise verbunden mit einer weiterbestehenden Reifungs- und
Funktionsstorung des zentralen Nervensystems (ZNS). Neuere Techniken werden helfen, die
neuropathologischen und -physiologischen Grundlagen aufzudecken (Hyde und Weinberger,

1990).

1.1.2. Neurotransmitter

Die Hypothese, die eine Storung des Gleichgewichts von Neurotransmittern bzw. eine
biochemische Fehlregulation des Gehirns als Ursache fiir die schizophrene Symptomatik
sieht, beruht hauptsidchlich auf deren Behandlungserfolg mit Neuroleptika. Bei den
Neuroleptika handelt es sich um eine Substanzklasse von Dopaminantagonisten, deren
biochemische Wirkung vor allem iiber dopaminerge Rezeptoren vom Typ D, erfolgt, wobei
Clozapin, eine relativ neu entwickelte Substanz, an dopaminergen und serotonergen
Rezeptoren ansetzt. Auch eine Rolle des glutaminergen Systems im Gehirn wird in diesem
Zusammenhang diskutiert. Jedoch spricht vieles dafiir, dass es zu dieser Funktionsstdrung der
Neurotransmission als Folge eines anderen Primérdefektes kommt (Mukherjee und Mahadik,

1994).



1.2. Genetische Faktoren

Es ist bekannt, dass es sich bei der Schizophrenie um eine Erkrankung mit genetischer
Pradisposition handelt. Erste Hinweise auf eine Erblichkeit der Schizophrenie ergaben sich,
als man Anfang des Jahrhunderts erkannte, dass diese Erkrankung familiir gehiuft auftritt.
Genauere Untersuchungen zum Einfluss von erblichen und Umweltfaktoren wurden anhand
von Adoptions- und Zwillingsstudien durchgefiihrt (Gottesmann und Shields, 1976). Die
bekannteste Studie aus den 60er Jahren von Kety et al. (1968) untersuchte schizophrene
Patienten, die im Kindesalter adoptiert wurden und fand, dass genetisch Verwandte ein
erhohtes Erkrankungsrisiko tragen. Die Prédvalenz der Schizophrenie ist hoher bei den
biologischen Verwandten als in der Adoptivfamilie (Gottesman, 1991). Auch
Zwillingsstudien fiihrten zu dem Ergebnis, dass das Risiko fiir einen eineiigen Zwilling, wenn
der andere Zwilling an Schizophrenie erkrankt ist, ebenfalls zu erkranken wesentlich hher ist
als bei zweieiigen Zwillingen. In einer Ubersichtsarbeit von Moldin (1998), die Familien- und
Zwillingsstudien der Jahre 1920 bis 1987 zusammenfasst, wird das Risiko fiir das Auftreten
einer Schizophrenie unter monozygoten Zwillingen gegeniiber der Normalbevolkerung als
48-fach erhoht angegeben, 11-fach erhoht fiir erstgradig Verwandte, 4,25-fach fiir Verwandte
zweiten und doppelt so hoch fiir Verwandte dritten Grades. Die Konkordanz bei monozygoten
Zwillingen betrug durchschnittlich 46%, auch wenn sie in unterschiedlichen Familien
aufgewachsen sind, wohingegen die Konkordanzrate dizygoter Zwillinge nur durchschnittlich
14% betrug. Diese Ergebnisse bedeuten, dass das Erkrankungsrisiko mit dem Grad der
Verwandtschaft steigt, jedoch auch, dass genetisch identische Individuen nicht gleich hiufig
erkranken, was fiir ein Zusammenwirken von erblicher Veranlagung und duBleren Faktoren
spricht. Die Suche nach verantwortlichen Genen gestaltet sich allerdings sehr schwierig.
Bislang wurden bis zu zehn unterschiedliche Genorte und chromosomale Anomalien
diskutiert, die mit der Erkrankung in Verbindung gebracht werden. Allerdings sind die
Ergebnisse oft widerspriichlich und nicht reproduzierbar bzw. wiirden nur einen sehr kleinen
Anteil der Schizophrenien betreffen. (Tsuang und Faraone, 1995; McKusick et al., 1986).
Verschiedene Autoren haben gezeigt, unter anderem Murray et al. (1985) in einer Analyse
genetischer Studien, dass es sich nicht um eine monogenetische Erkrankung handeln kann,
das heiflt, dass die Erkrankung nicht durch ein einziges dominant oder rezessiv vererbtes Gen
weitergegeben wird, sondern von Heterogenie oder einem Zusammenwirken mehrerer Gene
unterschiedlicher chromosomaler Lokalisation ausgegangen werden muss. Die Vererbung
erfolgt also eher nach dem Muster von Diabetes mellitus oder Koronarer Herzkrankheit,

indem viele Gene einen additiven Effekt auf die Krankheitsentstehung haben (Gottesmann,



1991). Je nach Anzahl der beteiligten Gene spricht man von oligogener (20-30 Gene) oder
polygener Vererbung (>100 Gene). Entsprechend unterscheidet sich der Beitrag der einzelnen
Gene zur Krankheitsentstehung. Der Ansatz der Genetiker geht nun weg von der einfachen
Kopplungsanalyse hin zu Assoziationsstudien und zieht unterschiedliche genetische
Mechanismen, die die Genexpression beeinflussen konnen, in Betracht (McGuffin et al,
1994). Dariiber, dass genetische Faktoren eine unerldssliche Rolle als préddisponierende
Faktoren spielen, sind sich alle Autoren einig. Umweltfaktoren tragen zusitzlich mehr oder
weniger zur Krankheitsentstehung bei. Von einigen Untersuchern wird zwischen
»sporadischer und ,,familidrer Form der Schizophrenie unterschieden, wobei erstere mehr,

letztere weniger durch Umweltfaktoren bedingt sein soll.

1.3. Peristatische Faktoren

Unter den peristastische Faktoren, die dazu fiihren, dass bei genetischer Préadisposition die
Schwelle zur Erkrankung iiberschritten wird, stehen auch Faktoren zur Diskussion, die die

neuronale Entwicklung und Reifung des Gehirns bereits embryonal beeinflussen konnten.

Die oben genannten strukturellen Veridnderungen des Gehirns sind mit einer Pathologie in der
Gehirnentwicklung vereinbar. In Zwillingsstudien wurde festgestellt, dass der erkrankte
monozygote Zwilling groBere hirnmorphologische Abweichungen als der gesunde Zwilling
aufweist., wie z. B. groflere Seitenventrikel (Reveley et al.,, 1982), MRT-Verinderungen
(Casanova et al., 1990) oder Durchblutungsminderung im Frontalhirn (Berman et al., 1992).
Auch haben Patienten mit nicht-familidrer Schizophrenie eher Strukturverdnderungen als
familidr schizophrene Patienten (Lyons et al., 1989; Vita et al., 1994). Somit sind diese
Veridnderungen auf den Einfluss von duBleren Faktoren zuriickzufiihren. Epidemiologische
Untersuchungen haben niedriges Gewicht der Mutter bei Konzeption und Nahrungsmangel
wihrend des ersten Trimesters (Susser et al.,, 1996), sowie Influenza-Virusinfektionen
wihrend des zweiten Trimesters (Mednick et al., 1988; O’Callaghan et al., 1991; Sham et al.,
1992) mit einem erhohten Risiko fiir Schizophrenie assoziiert. Bemerkenswert ist dabei, dass
vor allem das zweite Trimester in der Entwicklung des ZNS eine groBe Rolle spielt,
gekennzeichnet durch kortikale neuronale Migration. O’Callaghan et al. (1992) und DeLisi et
al. (1988) fanden hiufiger Geburtskomplikationen bei Patienten mit familidrer Schizophrenie,
Hollister et al. (1996) konnte ein dreifach hoheres Risiko fiir Geburten mit Rhesus D
Inkompatibilitdt nachweisen: Faktoren, die ebenfalls eine Schadigung des Gehirns zur Folge

haben konnten.Weiterhin wurde ein Zusammenhang mit dem Aufwachsen in der Stadt, mit
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dlteren Geschwistern und in groen Haushalten auf kleinem Raum gefunden (Yolken und
Torrey, 1995). Zahlreiche Studien zeigen einen um 5-8 % hoheren Anteil von in Winter-/
Fihlingsmonaten Geborenen unter Schizophrenen, sowohl auf der nordlichen als der
siidlichen Hemisphidre (Torrey et al, 1997). Dies konnte auf Infektionen, perinatalen
Gehirnschaden aufgrund von Frithgeburtlichkeit oder Erndhrungsmangel zuriickzufiihren sein
- alles Ereignisse, deren Auftretenshiufigkeit sich mit der Jahreszeit dndert und die Einfluss

auf die Entwicklung des zentralen Nervensystems haben konnten.

1.4. Immunologische Faktoren
1.4.1. Virushypothese

Zur Erklirung der eben aufgefiihrten epidemiologischen Beobachtungen sind (prinatale)
Virusinfektionen mehrfach diskutiert worden (Mednick et al., 1988; Torrey und Kaufmann,
1986, Crow, 1994a, Murray et al., 1992; Yolken und Torrey, 1995; DeLisi, 1996; Stober et
al., 1997). Virusinfektionen der Mutter wihrend der Schwangerschaft und deren
Immunreaktion bzw. die Reaktionen des Feten werden als Ursache fiir eine prénatale
Gehirnschadigung angesehen, die fiir die Entwicklung einer Schizophrenie préadisponieren
soll. Allerdings fiihrten verschiedene Studien, die anhand von Grippe-Epidemien den
Zusammenhang zwischen Influenza der Schwangeren und Schizophrenie der Nachkommen

untersuchten, zu unterschiedlichen Ergebnissen (Crow, 1994a).

Virusinfektionen bieten sich als Ursache aller chronischer Erkrankungen des zentralen
Nervensystems unbekannter Atiologie an. Zum einen sind Viren bekannt fiir Neurotropie und
ithre Fihigkeit, in einen latenten Status mit periodischer Reaktivierung zu treten (z. B. DNA-
Viren der Herpesvirus-Familie), zum anderen konnen sich virale Enzephalitiden mit
Symptomen einer Schizophrenie présentieren. So wird bet HIV (Human Immunodeficieny
Virus) -Infektionen tiber initiale ZNS-Storungen berichtet, die einer Psychose dhneln (Jones et
al., 1987). Schon Bleuler (1911) vermutete eine Verbindung zwischen infektidosen Prozessen
und Schizophrenie, was durch das Auftreten von psychotischen Symptomen bei
Enzephalitiden wie Neurosyphilis und der Encephalitis lethargica in den 1920er Jahren
unterstiitzt wurde. Folglich konnten Virusinfektionen auch als unmittelbare Ausloser einer
Schizophrenie eine Rolle spielen. Diese Hypothese wird gestiitzt von Beobachtungen
wihrend einer Influenza-Pandemie 1918 in Boston Mass (Menninger, 1926). Ein Drittel der
an Influenza erkrankten Patienten, die wihrend dieser Zeit in das Boston Psychopathic

Hospital eingewiesen wurden, erhielten die Diagnose einer Schizophrenie, alle davon im
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Alter von 18-30 Jahren. Die Psychose manifestierte sich mit Abklingen des Fiebers, bei

einigen brachte die Virusinfektion eine latent vorbestehende Psychose zum Ausbruch.

Denkbar ist auch, dass die Aktivierung latenter Virusinfektionen fiir die Manifestation
einer Schizophrenie verantwortlich gemacht werden kann (Waltrip et al., 1990). Viren aus der
Gruppe der Herpesviren haben die Fihigkeit, im ZNS zu persistieren, ebenso wie das
Masernvirus und auch das HI-Virus, ein Retrovirus, das sich zudem durch den Einbau ins
Genom auszeichnet und so iiber Jahre inaktiv vorliegen kann. Die Aktivierung einer latenten
Herpes Simplex Virusinfektion fithrt beispielsweise zu einer Enzephalitis, die im
Anfangsstadium einer akuten Schizophrenie dhneln kann (Raskin und Frank, 1974). Die ZNS-
Schéadigung durch eine virale Infektion muss nicht unbedingt iiber zytopathische Effekte
erfolgen, sondern auch eine subtilere Beeintrdchtigung von Zellfunktionen, Storung von
Neurotransmittern und Zytokinproduktion durch Viren ist denkbar (Oldstone, 1989). So
konnten Virusproteine endogene Neurotransmitter nachahmen oder ZNS-Rezeptoren
blockieren und dadurch zu einer Storung der ZNS-Funktion fithren (Pert et al., 1988). Wie
Yolken und Torrey (1995) in ihrer Ubersichtsarbeit schreiben, beeinflussen einige Viren den
Dopaminmetabolismus und zeigen verschiedene Neuroleptika antivirale Wirkungen in vitro
und in vivo. Waltrip et al. (1990) vertreten die Theorie, dass eine Reaktivierung latenter ZNS-
Viren, beispielsweise durch Stress, zu immunologischen Verdnderungen, insbesondere zu
einer gestorten Interferon (IFN) -oo Regulation fithrt. Ein Exzess an IFN o soll je nach
Ausmal}, Zeitpunkt und anatomischer Lokalisation die individuell unterschiedlichen
Manifestationen der Schizophrenie verursachen. Interessant erscheint dabei, dass IFN o
bekannt ist fiir ZNS-Exzitation und bei therapeutischer Gabe, z. B. zur Behandlung einer
chronischen Virushepatitis oder von malignen Melanomen, als unerwiinschte Wirkung
psychotische Episoden und Personlichkeitsverdnderungen bis hin zum Suizid beobachtet
werden (Schifer et al., 1999; Heeringa et al., 1998). Fiir IFN a sind auch Opioid- und ACTH-
dhnliche Wirkungen beschrieben (Blalock und Smith, 1980 und 1981). Beides sind
Substanzen, die mit dem Dopaminsystem interagieren, was wiederum mit dem Dopamin-
Modell der Schizophrenie in Einklang gebracht werden konnte (Schmauss und Emrich, 1985;
Waltrip et al, 1990). Die (Re-)aktivierung einer Virusinfektion im ZNS konnte also
ursédchlich iiber eine erhohte IFN o- Produktion das Neurotransmitter- und Hormonsystem des

Gehirns beeinflussen.

Die Suche nach Hinweisen fiir stattgefundene Virusinfektionen erbrachte u. a. erhohte Titer
fir Antikorper gegen die Herpesviren HSV-1 und Cytomegalievirus (CMV) im Liquor
Betroffener (Libikova et al., 1979; Torrey et al., 1982; Kaufmann et al., 1983; Van Kammen
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et al., 1984). Die Interpretation dieser Ergebnisse ist erschwert durch die Tatsache, dass
Seropositivitdt fiir die untersuchten Viren beim Erwachsenen nicht Ausnahme, sondern die
Regel ist. Auch Transmissionexperimente, d. h. Inokulation von Zellkulturen und Tieren mit -
potentiell infektiosem - Liquor und Hirngewebe Schizophrener fiihrte nicht zu konsistenten
Ergebnissen, wenngleich Schwartz und Stevens (1988) in mehreren Passagen zellfreien
Mediums auf einer neuronalen Zell-Linie denselben iibertragbaren Effekt auf das Wachstum

der Zellen beobachten konnten.

Ein direkter, sehr sensitiver Virusnachweis von Herpesviren, mehreren RNA-Viren und
anderen neurotropen Viren in Hirngewebe und Liquor Schizophrener mittels PCR
(Polymerase Chain Reaction) -Technik wurde von Alexander et al. (1992), Sierra-Honigmann
et al. (1995) und umfangreich zuletzt von Taller et al. (1996) versucht, fiihrte jedoch jeweils

zu negativem Ergebnis.

Es gibt zahlreiche weitere Untersuchungen beziiglich Verdnderungen immunologischer
Parameter bei Schizophrenen (Dahmen und Hiemke, 1997; De Beaurepaire et al., 1994). Der
anfanglichen Beobachtung einer immunologischen Hyporeaktivitit im Sinne einer geringeren
kutanen Reaktion auf intradermal injizierte Antigene, wie Pertussis-Impfstoff (Vaughan et al.,
1949) oder Histamin (Ermala und Autio, 1951) bei unbehandelten Schizophrenen folgten eine
Fille weiterer immunologischer Untersuchungen und Befunde. So wurde iiber atypische
Lymphozyten berichtet, wie sie z. B. bei der Mononukleose und anderen Viruserkrankung
gefunden werden (Fessel und Hirata-Hibi, 1963; Hirata-Hibi et al., 1982; Kokai et al., 1993)
und iiber Verédnderungen von Lymphozyten-Subpopulationen, reduzierter T-Zellzahl (Coffey
et al., 1983), erhohter Anzahl von B-Zellen und CDS5-positiven B-Zellen (McAllister et al.,
1989b), wobei die Ergebnisse nicht immer replizierbar waren (Ganguli und Rabin, 1993a).
Hirata-Hibi et al. (1993) beschreiben den sogenannten ,P-Lymphozyt“ als eine
Lymphozytenform, die bei Schizophrenen und deren Angehorigen bis zu 60% der Population

ausmachen soll.

Liquoruntersuchungen zeigten ein erhohtes Gesamtprotein als Hinweis auf eine Blut-Hirn-
Schrankenstorung, sowie unterschiedliche Befunde bzgl. Immunglobulinen im Liquor
(Bruetsch et al., 1942; Kirch et al., 1985 und 1992; Hoechtlen-Vollmar und Miiller, 1992).
Mittels Elektrophorese wurden auch abnorme Proteinbanden gefunden, vergleichbar denen
bei HSV-Enzephalitis, Multipler Sklerose und der Parkinsonschen Erkrankung (Ahokas et al.,
1985; Harrington et al., 1985).
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Zytokine spielen als Mediatoren der Immunantwort eine grofe Rolle bei Infektionen und
immunologischen Vorgédngen. Veridnderte Konzentrationen von Interleukinen und
Interferonen weisen auf ein infektiologisches oder immunologisches Geschehen hin und sind
aus diesem Grund bei psychiatrischen Patienten extensiv untersucht worden. Fiir o-Interferon,
Interleukin-2 (IL-2) und Interleukin 2-Rezeptoren existieren zahlreiche Studien (Villemain et
al., 1989; Yolken und Torrey, 1995; Kirch, 1993). Wihrend fiir ersteres die Befunde sehr
auseinanderweichen, finden mehrere Gruppen eine erniedrigte IL-2 Produktion von
Lymphozyten Schizophrener, manche im Zusammenhang mit dem Auftreten von
Autoantikorpern (Libikova et al., 1979; Preble und Torrey, 1985; Villemain et al., 1989;
Ganguli et al., 1992), sowie eine erhohte Streubreite bzw. Erhohung des IL-6 Spiegels
(Shintani et al., 1991; Ganguli et al., 1994, Xu et al., 1994; Maes et al., 1995b). Daneben wird
von einer Erhohung 16slicher IL-2 Rezeptoren (sIL-2R) im Serum berichtet (Rapaport et al.,
1989 und 1993; Maes et al., 1995a; O’Donnell et al., 1996; Miiller et al., 1997a). Im Liquor
Schizophrener wurden von Kirch et al. (1985) verschiedene auffillige Parameter beschrieben,
sowie erhohte Werte fiir IL-2, die mit der Riickfall-Wahrscheinlichkeit positiv korrelieren
(Licinio et al., 1993; McAllister et al., 1995). Alle diese erhobenen Befunde legen eine
Beteiligung des Immunsystems in der Pathophysiologie der Schizophrenie nahe, ohne eine
definitive Erkldrung iiber den Zusammenhang zwischen Infektion und psychiatrischer

Erkrankung geben zu konnen.

Ebenso wie die immunologischen Befunde, ldsst sich auch die genetische Komponente der
Schizophrenie mit der Virushypothese vereinbaren, da Virusinfektionen des ZNS ebenfalls
durch genetische Faktoren ermoglicht bzw. erleichtert werden konnen. Als mogliche
Mechanismen konnen genetische Determinanten von Rezeptoren, Immunantwort und
zugrundeliegender Gewebspathologie in Betracht gezogen werden (Yolken und Torrey,
1995). Griinde fiir den ausbleibenden direkten Nachweis von Virusmaterial bzw.

Infektionserregern konnten sein:

* FEine Infektion in utero oder perinatal, wobei der Erreger ca. 20 Jahre spiter bei
Manifestation der Schizophrenie nicht mehr nachweisbar ist. Die Infektion konnte die

Entwicklung beeinflussen oder auch einen Autoimmunprozess in Gang setzen.

e Die Infektion geschieht durch ein ubiquitir vorhandenes Virus oder durch
unterschiedliche Viren, die jeweils bei entsprechender Disposition oder dem
Vorhandensein kritischer Faktoren eine ungewOhnliche (immunologische) Reaktion des

ZNS induzieren (Vgl.: Subakute Sclerosierende Panenzephalitis durch Masernvirus).
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e Alternativ ist auch an synergistische Wirkung zweier Erreger zu denken bzw. an ein
bislang noch unbekanntes und mit gingigen Methoden nicht erfassbares infektioses

Agens, wobei es sich z. B. um ein Retrovirus handeln konnte.

¢ Fin direkter Virusnachweis ist natiirlich auch erschwert bei sehr geringer Konzentration

bzw. ungleicher Verteilung im Gehirn.

1.4.2. Autoimmunhypothese

Die Vermutung, dass die Schizophrenie letztlich eine Ursache in einem Autoimmun-
geschehen haben konnte, welchem seinerseits Virusinfektionen als Ausloser zugrunde liegen
konnten, wird seit langem diskutiert (Wright et al., 1993; Kirch, 1993). DeLisi et al. (1985)
unterstreichen die Rolle der Immunreaktion auf eine initiale Infektion, die letztlich in ein
autoreaktives Geschehen gegen ZNS-Gewebe miinden kann. Oben genannte immunologische
Auffilligkeiten unterstiitzen die Annahme eines Autoimmungeschehens, ebenso wie die
Tatsache, dass es viele Parallelen zwischen der Schizophrenie und Erkrankungen aus dem
Formenkreis der Autoimmunerkrankungen gibt. Dazu gehoren die Erstmanifestation im
jungen Erwachsenenalter, eine genetische Komponente und auch der chronisch-rezidivierende
Verlauf ist beiden Erkrankungsformen gemeinsam. Einige Studien haben auch eine
Assoziation des HLA (Human Leukocyte Antigen)-Systems mit dem Auftreten von
Schizophrenie beschrieben (Miiller et al., 1993a), unter anderem Goldin et al. (1987) fiir den
HLA-A9 Locus und Wright et al. (1996) fiir HLA-DRBI1. Fiir einige hdufige Erkrankungen
sind Assoziationen mit dem HLA-System bekannt, wie z. B. Diabetes mellitus, Multiple
Sklerose und Ankylosierende Spondylitis. Diese Erkrankungen haben — &hnlich der
Schizophrenie - die Tendenz familidar gehduft aufzutreten ohne klassische Mendelsche
Vererbung. Stevens (1988) fithrt die Parallelen von Epidemiologie und klinischem Verlauf
von Schizophrenie und Multipler Sklerose auf, einer Erkrankung, die mit Infektionen und
Autoimmunmechanismen in  Verbindung gebracht wird. Dariiberhinaus  konnen
Autoimmunerkrankungen selbst zu psychotischen Symptomen fithren, womit gezeigt ist, dass
Immunprozesse sehr wohl einen Einfluss auf ZNS-Funktionen haben. Fiir den Lupus
erythematodes, die Sklerodermie, das Sjogren-Syndrom und das Antiphospholipidsyndrom
wurden ZNS-Immunprozesse nachgewiesen (Kriiger, 1984; Miiller, 1997b; Raps et al., 1986;
Kurtz und Miiller, 1994).

Von Knight (1982) wurde versucht, die Autoimmunhypothese mit den Storungen des

Neurotransmittersystems bei Schizophrenen in Einvernehmen zu bringen, indem er Auto-
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Antikorper postulierte, die mit endogenen ZNS-Rezeptoren, z. B. Dopaminrezeptoren,
interagieren. Es gibt mehrere Berichte iiber den Nachweis von antinukledren Antikdrpern
(ANA), Anticardiolipin-Antikorpern und insbesondere von Antikdrpern gegen Hirngewebe
bei Schizophrenen (DeLisi et al., 1985; Legros et al., 1985; Ganguli et al., 1987; Canoso et
al., 1990). Heath et al. (1989) identifizierten emnen IgG-Antikorper bei schizophrenen
Patienten, der in der Septumregion des Gehirns bindet. Auch Antikoper gegen ein 60kDa
Heat-Shock Protein wurden beschrieben (Kilidireas et al., 1992; Schwarz et al., 1998a).

Die Beobachtung, dass rheumatoide Arthritis, eine Autoimmunerkrankung, signifikant
seltener bei Schizophrenen auftritt wurde von Eaton et al. (1992) gemacht und in
verschiedenen Studien reproduziert. Inwieweit dies im Zusammenhang mit einer verdnderten
Immunsituation oder anderen peristatischen Faktoren zu sehen ist, sei dahingestellt. Zieht
man eine Autoimmunpathogenese der Schizophrenie in Betracht, so muss das Vorliegen einer
Immunaktivierung gefordert werden. Die zwei Haupt-Komponenten des Immunsystems sind

dabei von Interesse, namlich

¢ die zellulare Komponente,
¢ die humorale Komponente in Form von Antikorpern und Zytokinen als Mediatoren der

Immunantwort.

Uber Antikorper und Zytokinbefunde, die auf eine Aktivierung des Immunsystems hinweisen,
wurde bereits oben und im Rahmen der Virushypothese kurz gesprochen. Hier soll nochmals

auf Verianderungen des zelluliren Immunsystems eingegangen werden.

Bereits Anfang des 20. Jh. berichten Bruce und Peebles (1904) iiber erhohte
Leukozytenzahlen wéhrend der Akutphase der Erkrankung, ein Befund, der sich auch durch
Stress oder Dehydratation erkldren lieBe. Hirata-Hibi et al. (1982 und 1993) finden aktivierte
und morphologisch atypische Lymphozyten bei schizophrenen Patienten. Mit funktionellen
Veridnderungen befassten sich Studien von DeLisi et al. (1983) und Sasaki et al. (1994), die
eine erniedrigte Aktivitdt von Natural Killer (NK) -Zellen bei akuter Exazerbation feststellen,
wobei letzterer zudem eine Erhohung des CD25-Antigens beschreibt, welches einem IL-2
Rezeptor entspricht und auf aktivierten T-Lymphozyten exprimiert wird. Verdnderungen der
Aktivitdit von NK-Zellen werden kontrovers diskutiert (McDaniel et al., 1992b; Ghosh und
Chattopadhyay, 1993).

Weitere Studien beurteilen Lymphozyten-Subpopulationen und finden unter anderem eine
Erhohung der T-Zellzahl (Coffey et al., 1983) und der CD4-positiven T-Zellen (Miiller et al.,
1993a und b), eine Erniedrigung der B-Zellzahl (DeLisi et al., 1982) und eine verinderte
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Ratio von Helfer-/ Suppressorzellen (Nyland et al., 1980; DeLisi et al., 1983; Miiller et al.,
1991). Besonders interessant sind die CDS5-positiven B-Lymphozyten. Vor allem diese
Subgruppe von B-Zellen wird mit Autoimmunitét in Verbindung gebracht und ist fihig Auto-
Antikorper zu bilden. Bei Schizophrenen wurde unabhingig von Neuroleptika-Medikation
eine Vermehrung dieser Zellen beschrieben (McAllister et al., 1989a und b), die jedoch von
anderen Autoren nicht bestitigt werden konnte (Villemain et al., 1989). Weiter wurde eine
erniedrigte IL-2 Produktion stimulierter T-Lymphozyten, vergleichbar auch fiir den Lupus
erythematodes beschrieben (Villemain et al., 1989). Von Sperner-Unterweger et al. (1989 und
1992) wurde die Neopterin-Exkretion als Parameter der T-Zellaktivitdt untersucht und eine
Erhohung unter medikamentdser Therapie gefunden. Auch kommt es unter Therapie zum

Anstieg der Zahl der T-Helferzellen (Miiller et al., 1993b).

Mit der Frage, wie man sich die Interaktionen zwischen Immunsystem und (zentralem)
Nervensystem vorstellt, beschiftigt sich das Feld der Psychoneuroimmunologie. Am Beispiel
der Stressreaktion soll darauf spéter ndher eingegangen werden. Modelle der Fehlregulation
im Stress-System lassen sich auf viele psychische Erkrankungen anwenden, eine urséchliche
Beziechung zu erkennen ist Gegenstand von Grundlagenforschung und klinischen

Untersuchungen.

1.5. Phénotypischer Ansatz

Obwohl die Diagnose der Schizophrenie klinisch anhand standardisierter Klassifikationen
zuverlidssig gestellt werden kann, handelt es sich doch um ein Krankheitsbild
unterschiedlicher Ausprigung, das mehr oder weniger breit gefasst wird. Es wurden
verschiedene Versuche einer differenzierten Einteilung anhand des Phinotyps unternommen,
in der Hoffnung, dass diese den Riickschluss auf &tiologische Subgruppen ermoglichen

(Cardno und Farmer, 1995).
Vor allem drei Einteilungen in Subtypen erscheinen interessant:

® positiv / negativ
® paranoid / nicht-paranoid

e familidr / sporadisch.

Die Subtypisierung anhand Crow’s Typ I und II (1980 und 1985) orientiert sich am Auftreten
positiver und negativer Symptomatik, wobei Typ I mit positiven Symptomen wie Wahn,

Halluzinationen und Denkstorungen einhergeht. Das gute Ansprechen auf Neuroleptika weist
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bei diesem Typ auf eine Storung im dopaminergen System hin. Typ II hingegen zeigt als
negative  Symptome  Affektverflachung, Sprachverarmung, eventuell intellektuelle
Beeintrichtigung und eine Assoziation mit strukturellen Verdnderungen. Allerdings konnte
diese Einteilung nicht aufrechterhalten werden, weshalb Crow (1985) einen , mixed type*,
also ein Vorkommen beider Typen in einer Person postulierte, gleichwohl aber von derselben
Atiologie ausgehend. Eine feinere Abstufung der Typen unternahmen Andreasen und Olsen
(1982), die fiir Positiv- und Negativsymptomatik je eine Punkteskala entwickelten (SAPS und
SANS). Die positiven und negativen Syndrome stellen darin jeweils die Endpunkte der
Skalen dar. Individuen, die auf beiden Skalen Punkte machen, werden als ,,gemischt*
betrachtet. Diese phédnotypische Einteilung konnte von mehreren Untersuchern nachvollzogen

werden.

Die klassische Subtypisierung in paranoide und nicht-paranoide Formen wurde bereits von
Kraepelin (1896) durchgefiihrt. Hier soll erwéhnt werden, dass es sich beim paranoiden Typ
wohl um den stabilsten Typ der Schizophrenie handelt, charakterisiert durch ein
Erkrankungsalter >25 Jahre, organisierte Wahnvorstellungen und Halluzinationen und ohne
Affektverdnderungen mit der besseren Prognose. Farmer et al. (1983) definierte in Cluster-
Analysen chronisch Schizophrener einen hebephrenen ,,H“-Typ und paranoiden ,,P“-Typ,
Subtypen, die ebenfalls an anderen Populationen bestétigt wurden. Durchgehend wird
berichtet, dass Verwandte eines Patienten mit paranoider Schizophrenie ein niedrigeres
Erkrankungsrisiko fiir alle Typen der Schizophrenie haben als Verwandte von nicht-
paranoiden oder von hebephrenen Schizophrenen (McGulffin et al., 1987).

Die Unterscheidung von sporadischer und famililirer Form wurde bereits erwihnt und
schldgt bei den familidren Féllen eine mehr genetische, bei den sporadischen Fillen eine mehr
umweltbedingte Atiologie vor (Murray et al., 1985). Auch hier konnten die Untergruppen in
statistischen Multivariant-Analysen verschiedener Untersucher bestitigt werden, so finden
z.B. Castle et al. (1994) einen ,,neurodevelopmental“ Typ A, einen ,,paranoiden® Typ B und

einen ,,schizoiden®, weniger gut definierten Typ C.

Trotz aller Anstrengungen klinische Subtypen zu definieren, bleibt weiterhin zu kldren, ob
diese wirklich qualitativ durch unterschiedliche itiologische Faktoren bedingt sind, oder ob es
sich vielmehr um Unterschiede allein auf klinisch-syndromaler Ebene handelt. Laut Cardno
und Farmer (1995) sind die Unterschiede der Phéanotypen quantitativ und mit homogener
Atiologie vereinbar im Rahmen eines ,, Liability-Treshold*“ Modells, das auch von anderen

Autoren vorgeschlagen wurde (Falconer, 1965; Reich et al., 1972). Dieses Modell postuliert,
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dass die Schizophrenie aus multiplen genetischen und (unbekannten) Umweltfaktoren
resultiert, die in der Bevolkerung gleichmiBig verteilt sind und der Liability (= dt.
Empfinglichkeit, Neigung) entsprechen, wobei sich individuelle Einzelfaktoren addieren, bis
eine gewisse Grenze (= Treshold) zur Manifestation der Erkrankung iiberschritten wird. Die
Autoren schlagen eine groBere Liability fir nicht-paranoide Schizophrene mit vorwiegend
negativen Symptomen und / oder familidrer Form und eine geringere Liability fir paranoide
Schizophrene mit positiver Symptomatik und / oder sporadischem Auftreten vor. In diesem
Modell stellen demnach oben genannte phénotypischen Einteilungen in Wirklichkeit
Subtypen eines Kontinuums dar (McGuffin et al., 1987; Abb.1).

,» Treshold*

Farmer P-Typ
Positivsymptomatik
Crow Typ I
sporadisch

Hiufiokeit

Farmer H-Typ
Negativsymptomatik
Crow Typ II
familidr

,,Liability“

Liabilit
Erkrankung 1abrity

Abb. 1: | Liability-Treshold“ Modell der Schizophrenie (modifiziert aus McGuffin et al.,
1987): Verteilung von genetisch und umweltbedingter Empféanglichkeit (=Liability)
fir die Schizophrenie in der Bevolkerung. Die verantwortlichen Faktoren addieren
sich fiir jedes Individuum, bis eine bestimmte Grenze (=Treshold) tiberschritten wird
und es zur Manifestation der Erkrankung kommt. Eingetragen sind phinotypischer
Untergruppen, die mehr oder weniger hohe Positionen der ,Liability — Skala fiir

Schizophrenie einnehmen sollen.

Der Versuch, verschiedene Ansidtze und Modelle zusammenzufithren, konnte zu einer
,natiirlichen Klassifizierung fiihren, die zur Klirung der Atiologie der Schizophrenie
beitragen wiirde und fiir die zukiinftige Behandlung und Prognose dieser Erkrankung

Bedeutung hiitte.
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2. Psychoneuroimmunologie (PNI)
2.1. Hintergrund der PNI

Es ist allgemein bekannt, dass sich Korper und Psyche gegenseitig beeinflussen und nicht
unabhiéngig voneinander betrachtet werden konnen. Viele korperliche Erkrankungen haben
psychische Ursache, womit sich die Psychosomatik beschiftigt, und umgekehrt wirkt sich
auch das korperliche Wohlbefinden auf den psychischen Zustand aus. Das Gebiet der
Psychoneuroimmunologie erforscht das Zusammenspiel von Korper und Psyche, wobei das
(neuro-)endokrine System und das Immunsystem als Kommunikationspartner beider Seiten
betrachtet werden (Henning, 1998). Bis vor wenigen Jahren war iiber die biochemischen
Voraussetzungen dieser Interaktionen noch wenig bekannt. Dem Immunsystem stehen
zellulire und humorale Einheiten zur Verfiigung, die als Abwehrsystem mit dem Pathogen
interagieren. Dabei wird die Immunreaktion selbst durch eine Reihe von Feedback-
Mechanismen reguliert, kann aber auch durch endokrine und zentralnervose Vorginge
moduliert werden (Schedlowski, 1994). Allen drei Systemen gemeinsam ist die Fahigkeit zur
Kommunikation iiber weite Distanzen, wobei iiber chemische Botenstoffe Signale tibermittelt
werden. Es bestehen auch anatomische Verbindungen zwischen Nerven- und Immunsystem.
Ein Beispiel hierfiir ist die afferente sympathische Innervation der meisten lymphatischen
Organe. Auch auf zellulirer Ebene findet eine Interaktion der Systeme statt. So tragen
Lymphozyten beispielsweise Bindungsstellen fiir Adrenocorticotropes Hormon (ACTH),
Monoamine und Neuropeptide, darunter vor allem fiir Opiate. Diese Rezeptoren weisen auf
einen Einfluss des Hormon-und Nervensystems auf die Immunfunktion hin (Abb. 2). Auf der
anderen Seite konnen Immunmodulatoren wie IL-1 die Hypothalamus-Hypophysenachse
beeinflussen und den zentralen Metabolismus von Noradrenalin und Serotonin stimulieren

(Galinowski et al., 1992).
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Abb. 2: Schematische Darstellung der Interaktion zwischen Neuroendokrinem- und Immunsystem.
(aus Schedlowski, 1996)

ACTH = Adrenocorticotropes Hormon, CRH = Corticotropin-Releasing Hormon, VIP = Vasoaktives
Intestinales Peptid, GH = Growth Hormone, TSH = Thyroidea-Stimulierendes Hormon (Thyreotropin),
FSH = Follikel-Stimulierendes Hormon, LH = Luteinisierendes Hormon.

Im Hinblick auf die Vorstellung, dass fiir die Pathogenese psychischer Erkrankungen — hier
insbesondere der Schizophrenie — Fehlregulationen des Immunsystems im Sinne einer
Autoimmunreaktion von Bedeutung sein koOnnten, ist es besonders interessant, die
Verkniipfung von Immunsystem und ZNS zu untersuchen. Im Folgenden wird die
Stressreaktion als klassisches Beispiel fiir neuroendokrine Wirkungen auf das Immunsystem
und das Zytokin-Netzwerk des Gehirns mit seinen neuro-immunologischen Implikationen
genauer beschrieben. Zuvor soll ein kurzer Uberblick iiber Aufbau, Reifung und Funktion des

zelluldiren Immunsystems gegeben werden.
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2.3. Das zelluldire Immunsystem

Triger des zelluliren Immunsystemes sind Zellen der lymphatischen Reihe, die in ihrer
Entwicklung verschiedene Reifungsprozesse durchlaufen und fiir die spezifische
Immunantwort verantwortlich sind. Daneben finden sich phagozytierende Granulozyten und
Monozyten / Makrophagen als primédres Abwehrsystem, die der myeloischen Reihe
entstammen. Beide erfiillen ihre Aufgabe in der Abwehr von Krankheitserregern und
potentiell schéddlichen Stoffen im Zusammenspiel mit dem Komplementsystem, Zytokinen

und Interleukinen.

Lymphozyten erhalten in den primidren immunologischen Organen ihre Pragung, wodurch
sie befdhigt sind, ,.fremd* von ,,selbst* zu unterscheiden und eine Toleranz gegeniiber eigenen
Antigenen entwickeln. Fiir die T-Lymphozyten geschieht dies im Thymus und fiir die B-
Lymphozyten bereits im Knochenmark (,,Bursa“-Aquivalent bei Vogeln). Alle Lymphozyten
besitzen spezifische Rezeptoren an ihrer Oberfliche, um Antigene zu erkennen. T-Zellen
entwickeln sich im Thymus in mehreren Phasen in denen die Expression von T-Zell Rezeptor
und Korezeptoren modifiziert wird. Nach erfolgter Selektion wird am Ende eine reife
Lymphozytenpopulation in die Peripherie entlassen, die selbstrestringiert spezifisch auf
fremde Antigene reagieren kann. Die reifen T-lymphozytdren Subpopulationen sind unter
anderem T-Helfer und zytotoxische T-Zellen, die eine regulatorische Wirkung auf die
Immunantwort haben indem sie Zytokine wie IL-2 und Interferon 7y freisetzen. Zytotoxische
T-Zellen sind fiir die Elimination von Tumorzellen und virusinfizierten Zellen zustindig

(siehe unten).

Von Bedeutung fiir die Prozessierung und Prédsentation von Antigenen ist der Major
Histocompatibility Complex (MHC), dessen Molekiile sich auf der Oberfliche jeder
Korperzelle befinden. Der kodierende Genkomplex auf Chromosom 6 ist hochpolymorph und
wird beim Menschen als HLA (human leucocyte antigen)-System bezeichnet. Dabei gibt es
getrennte Regionen fir MHC-Klasse-I und -II Molekiile, die jeweils drei Hauptgene
kodieren. Dies sind HLA-A, -B und -C fir MHC-I und HLA-DP, -DQ und -DR fiir MHC-II.
Molekiile der MHC-Klasse I werden Peptidfragmente aus dem Zytosol der infizierten Zellen
gezeigt (z. B. Viruspartikel) und iiber MHC-II Molekiile Peptide fremder Mikroorganismen
nach komplexer intrazelluldrer Prozessierung, das heilt Schneiden und Transport an die
Zelloberfliche. MHC-II wird nur auf professionell antigenpréasentierenden Zellen (=APC) wie
Makrophagen und B-Lymphozyten exprimiert. Es besteht die Vermutung, dass die genetische

Préadisposition fiir Autoimmunerkrankungen mit der Art und Weise der Antigenbearbeitung
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und -prédsentation zusammenhéngt. Schon vor 25 Jahren wurde entdeckt, dass die Spondylitis
ankylosans mit HLLA-B27 assoziiert ist. Mittlerweile hat man festgestellt, dass fast alle
Autoimmunerkrankungen mit bestimmten HLA-Typen assoziiert sind, wobei unterschiedliche
Typen eine Rolle spielen. Dieser Zusammenhang erscheint sinnvoll, da an allen
Autoimmunerkrankungen T-Zellen beteiligt sind und deren Fihigkeit, auf ein bestimmtes

Antigen zu reagieren vom MHC-Typ abhingt.

B-Lymphozyten internalisieren die an ihre Oberflichenrezeptoren gebundenen Antigene und
produzieren dann spezifisch gegen diese gerichtete Antikorper. Dabei stellt ein B-Lymphozyt
jeweils Antikorper einer der fiinf moglichen Immunglobulin (Ig)-Klassen her. Primir sind
dies IgM-Antikorper, die Antigen-Antikorper-Komplexe bilden und die Elimination des so
gebundenen Antigens erleichtern. Spidter werden IgG-Antikorper hergestellt, welche iiber
einen langen Zeitraum zur Abwehr des spezifischen Antigens dienen konnen. Die
Infektionsabwehr fiihrt iiber die Bindung der Antikérper an das jeweilige Pathogen zur
Neutralisierung, Opsonierung mit folgender Phagozytose oder Aktivierung des
Komplementsystems mit Bakteriolyse. Ist die akute Auseinandersetzung mit dem Pathogen
voriiber, werden einige B-Lymphozyten zu Gedachtniszellen (memory-cells), die bei
erneutem Kontakt mit demselben Antigen innerhalb kiirzester Zeit die entsprechenden IgG-
AntikOrper ausschiitten konnen. T-Lymphozyten steuern die B-Zell Differenzierung, den
Wechsel der Produktion von einem Ig-Isotyp zum anderen und das Entstehen von B-

Gedachtniszellen tiber selektive Aktivierung und Zytokinabgabe.

Die unterschiedlichen Lymphozyten-Subpopulationen lassen sich in der Durchflusszytometrie
durch monoklonale Antikorper gegen ihre jeweiligen Oberflichenantigene bestimmen.
Diese ,,Cluster of Differentiation* (CD)-Molekiile sind charakteristisch fiir die jeweiligen
Subtypen und deren Funktionen. Die unterschiedlichen Stadien, die Lymphozyten wihrend
ithrer Reifung durchlaufen, spiegeln sich in der Expression bestimmter CD-Molekiile wider.
Fir die T-Zelle sind dies die Molekiile CD3, CD4, CD8 und T-Zell Rezeptoren. Die
Vorlduferzellen aus dem Knochenmark exprimieren keines dieser Molekiile bis zu ihrer
Aktivierung im Thymus. Dort treten sie in verschiedene Reifungsphasen ein mit
Koexpression von CD4 und CD8 bis schlieBlich ,einfach positive* CD4- oder CD8-tragende
Zellen in die Peripherie exportiert werden. Gleichzeitig erfolgen Umordnungen des T-Zell
Rezeptors (TCR). Eine geringe Anzahl von ,,doppelt negativen T-Zellen bildet den y/6-TCR.
In der Regel tragen reife T-Lymphozyten allerdings den o/B-TCR.
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Eine Ubersicht iiber wichtige Oberflichenmolekiile, die hiufig auch in psychoneuro-

immunologischen Untersuchungen eingesetzt werden, und deren Tréger gibt Tabelle 1.

CD-Antigen Expression auf Funktion

CD2 T- und NK-Zellen Adhisionsmolekiil, vermittelt Aktivierung

CD3 Alle T-Zellen Assoziiert mit T-Zellrezeptor,
Signalvermittlung

CD4 T-Helferzellen Korezeptor fiir MHC-II

CD8 Zytotoxische / T-Suppressorzellen, | Korezeptor fiir MHC-I

gering auf NK-Zellen

CD16 NK-Zellen, Neutrophile, Monozyten | Fc-Rezeptor, vermittelt Phagozytose
CD19 Alle B-Zellen Korezeptor fiir B-Zellen

CD20 B-Zellen ab dem Pra-B-Stadium Regulation der Aktivierung

CD25 T- und B-Zellen, Monozyten IL-2 Rezeptor (a-Kette), Zellaktivierung
CD40 B-Zellen, Monozyten Interaktion mit T-Zellen

CD45RA Untergruppen von T- und B-Zellen, | Naive T-Zellen

Granulozyten, Monozyten

CD45RO Aktivierte T-Gedédchtniszellen, Erleichterte T-Zellbindung, erhohte Sensibilitét

B-Zellen, Granulozyten, Monozyten

CD56 NK-Zellen Adhisionsmolekiil (NCAM-Isoform)
CD58 himatopoetische und nicht-hdmato- | = leukocyte function-associated antigen-3

poetische Zellen (LFA-3), Adhisionsmolekiil, bindet CD2
HLA-DR B-Zellen, aktivierte T-Z., MHC-II Antigen

Monozyten, Makrophagen

Tab. 1: ,, Cluster of differentiation* (CD)-Molekiile und ihre jeweilige Expression auf lymphatischen Zellen.

Die T-Zellantwort erfolgt streng MHC-restringiert, wobei CD8-positive Zellen nur mit
MHC-I und CD4-positive Zellen mit MHC-II interagieren. Entscheidend fiir emne T-Zell
Aktivierung ist die Interaktion zwischen dem T-Zellrezeptor und dem Peptid auf dem MHC-
Molekiil einer APC. Zusitzlich miissen weitere kostimulierende Oberflichenmolekiile, wie z.

B. CD28 der T-Zelle und der B7-Rezeptor der APC interagieren. Fehlt diese kostimulierende
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Bindung, fiihrt dies zu Anergie oder Apoptose der T-Zelle, wie dies der Fall wire beim

Kontakt mit einer nicht professionell antigenprisentierenden Zelle (Abb. 3).

. MHC
TCR Peptid

‘-

— =

CD28 B7

Abb. 3: Aktivierung einer T-Zelle: Die Antigen-prisentierende Zelle (APC) zeigt auf ihrem MHC-Rezeptor das
prozessierte Antigen und geht eine Bindung mit dem T-Zell Rezeptor (TCR) ein. Die Aktivierung
erfolgt nur bei gleichzeitiger Bindung von B7 und CD28 als zweites Signal.

Bei erfolgreicher Bindung wird eine naive T-Zelle aktiviert. Sie produziert IL-2, das dann die
Proliferation und Differenzierung zur T-Effektorzelle steuert. Alle Effektorzellen konnen
nunmehr auf das entsprechende Antigen in Verbindung mit MHC reagieren, ohne dass eine
Kostimulation vorliegen muss. Das bedeutet, dass nun alle infizierten Zellen unmittelbar
bekdmpft werden konnen. Im Falle der Aktivierung eines CD8-positiven Lymphozyten iiber
MHC-I wird dieser zur cytotoxischen T-Zelle, die gezielt virusinfizierte Zellen abtoten kann.
Die Funktion der CD4-positiven T-Helferzellen (Th) liegt in der Regulation und
Unterstiitzung der Immunreaktion durch Zytokine. Wichtig ist die Unterscheidung zwischen
Thl und Th2-Zellen, wobei erstere vor allem Interferon vy, IL-2 und Tumornekrosefaktor
(TNF)-B ausschiitten und proinflammatorische Wirkung haben (inflammatorische CD4-T-
Zellen). Diese Zellen leiten eine zellulire Immunantwort ein und aktivieren Makrophagen.
Die eigentlichen CD4-Helferzellen Th2 hingegen produzieren vor allem IL-4, -5 und -10 und
triggern die humorale Immunantwort indem sie B-Zellen zur Antikdrperproduktion anregen.
Die Differenzierung zu einem der beiden Phinotypen hingt unter anderem von der Dichte der
Liganden, die bei der ersten Stimulation prédsentiert werden, ab. Eine geringe Antigen-
prisentation reicht aus, dass die Entwicklung zu Th2-Zellen erfolgt und es zur raschen
Antikorperproduktion und Abwehr extrazellulidrer Erreger kommt. Zur Stimulation von Thl-

Zellen fiir die Abwehr intrazelluldrer Erreger, die sich relativ langsam vermehren, muss eine
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hohere Antigenschwelle iiberschritten werden. Die beiden Zellarten regulieren sich und damit

die Immunantwort gegenseitig iiber Feedback-Mechanismen (Abb. 4).

CD8-T-Zelle: CD4-T-Zelle:

Peptid + MHCI Peptid + MHCII

Zytotoxische Inflammatorische T-Helferzelle

T-Zellen T-Zelle (Th1) (Th2)

Interaktion mit Interaktion mit Interaktion mit
virusinfizierten Makrophagen: B-Zellen:
Zellen: Aktivierung + Proliferation +
Zytolyse iiber Abtoten Produktion von
Enzyme, intrazellulédrer Antikorpern gegen
Apoptose Bakterien Bakterientoxin

Abb. 4: Die drei Arten von Effektorzellen werden von Peptid / MHC-Komplexen aktiviert und fiithren letztlich

zu unterschiedlichen Abwehrmechanismen (nach Janeway und Travers, 1995).

Um die Reaktivitdit von Lymphozyten zu bestimmen werden in Studien oft Mitogene
verwendet, die die Teilung dieser Zellen aktivieren. Dies sind z. B. Phytohdmagglutinin
(PHA) fiir T-Zellen und Pokeweed Mitogen (PWM) fiir B-Zellen. Auch die Menge der
produzierten Zytokine, insbesondere IL-1, IL-2 und Interferon 7y, wird zur Beurteilung der

Immunaktivitédt herangezogen.

Autoimmunreaktionen werden durch Fehlregulationen im spezifischen, v. a. zelluliren
Immunsystem hervorgerufen. Immunkompetente Zellen sind normalerweise in der Lage
»selbst® zu erkennen. Wihrend der Ontogenese setzt sich das Immunsystem mit den eigenen
Strukturen auseinander, wobei jedoch einige isoliert bleiben und nicht direkt in Kontakt mit
dem Immunsystem treten konnen. Dies sind z. B. Auge, Gehirn, Gonaden und der schwangere
Uterus / Placenta. Potentiell autoaggressive Lymphozyten werden meist im Thymus
ausgefiltert und durch die Auslosung von programmiertem Zelltod (=Apoptose) eliminiert.
Einige wenige dieser Lymphozyten gelangen in das periphere lymphatische Gewebe, wo sie
in der Regel stumm bleiben. Kommt es jedoch zum Kontakt mit einem Selbst-Antigen, das

von einer APC prisentiert wird, wird eine Immunreaktion ausgelost. Eine Aktivierung dieser
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Zellen fithrt zu deren Proliferation und Differenzierung mit folgender Inflammation des
betroffenen Gewebes. Auch Antigene, die den eigenen strukturell dhnlich sind, konnen eine
entsprechende Reaktion verursachen, da sie zu verschieden sind, um toleriert zu werden und
doch nicht verschieden genug, um eine wirkliche Immunitdt zu induzieren. So gibt es
beispielsweise ein Maus-Modell fiir eine Autoimmun-Keratitis, die durch einen
Hiillproteinanteil des Herpes simplex Virus hervorgerufen wird, der einem Epitop des

Keratinmolekiils dhnlich ist (Zhao et al., 1998).

CD4-T-Zellen spielen auch eine Rolle bei Autoimmunerkrankungen und sind dort oft
pridominant. Die hohe Produktion von Autoantikdrpern, die bei den meisten
Autoimmunerkrankungen gesehen wird, benotigt die Stimulation durch T-Helferzellen. So
sind beispielsweise beim systemischen Lupus erythematodes chronisch stimulierte B-Zellen
vorhanden. Dies weist darauf hin, dass spezifische autoreaktive T-Helferzellen
Peptidstrukturen in Autoantigenen erkennen und folglich die Produktion von Autoantikdrper
unterhalten. Bei der rheumatoiden Arthritis erkennen inflammatorische CD4-T-Zellen
Gelenk-Antigene und fithren zur destruktiven Entziindungsreaktion. Um derartige
Immunreaktionen zu stoppen werden therapeutische Versuche mit monoklonalen Antikdrpern
gegen T-Helferzellen unternommen (Tyndall, 2000). Interessant ist auch die Beobachtung,
dass Autoimmunerkrankungen oft durch unspezifische Infektionen, beispielsweise grippale
Infekte, ausgelost werden. Erkldrbar wire dies durch die erhohte Dichte von Peptid-beladenen
MHC-Molekiilen, so dass die Aktivierung von T-Zellen durch eine groflere Anzahl von

. Ireffern auf den TCR erleichtert wird.

Die Differenzierung und Proliferation der Effektorzellen geschieht im lymphatischen
Gewebe, das diese anschliefend verlassen und iiber die Blutbahn an den Ort der Infektion
wandern. Hierbei spielt die zusdtzliche Expression von Adhésionsmolekiilen eine Rolle.
Ruhende, naive T-Zellen exprimieren den Rezeptor L-Selektin, der sie in den Lymphknoten
leitet (sogenannter homing-Rezeptor) und relativ wenig Adhédsionsmolekiille CD2, LFA-1
(Ilymphocyte function-associated antigen-1 oder CDI11a) und CD45RA. Nach Aktivierung
wird vermehrt CD2 und LFA-1 exprimiert, welches die Bindungsfihigkeit der T-
Lymphozyten an die infizierten Zielzellen erhoht. Die Expression von L-Selektin stoppt und
es kommt zur Bildung des Integrins VLA-4 (very late antigen-4) als homing-Rezeptor fiir
vaskulidres Endothel am Entziindungsort. AuBerdem wandelt sich die hochmolekulare Isoform
des CD45-Molekiils CD45RA, das sich auf naiven T-Zellen findet, durch alternatives
SpleiBen in die CD45RO-Isoform, die sich mit dem TCR und CD4 an der Zelloberfliche
verbindet. Dadurch wird die Stimulierung der T-Zelle durch geringe Mengen von Peptid /
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MHC-Komplexen erleichtert. Einige dieser so entstandenen Zellen verhalten sich nicht wie
Effektorzellen, sondern produzieren IL-2, reagieren auf Antigenkontakt mit klonaler
Expansion und zeigen erst dann die Eigenschaften einer Th1/2-Zelle. Diese Zellen werden als
CD4-T-Gedidchtniszellen bezeichnet. Sie haben ein verdndertes Muster an exprimierten
Oberflichenmolekiilen - dhnlich den aktivierten T-Effektorzellen - darunter eine 30x hohere

CD45RO- und 10x hohere CD58 (= LFA-3)-Expression als naive T-Zellen.

Wie oben bereits erwiéhnt, erfolgt die Reifung der B-Zellen im Knochenmark, von wo aus sie
noch als ,naive” B-Zellen mit selbsttoleranten Rezeptoren ausgestattet in der Peripherie
zirkulieren. Erfolgt kein Kontakt mit einem Antigen, sind B-Zellen kurzlebig und werden
rasch durch neue B-Zellen aus dem Knochenmark ausgetauscht. Etwa die Hilfte des
zirkulierenden B-Zell Pools besteht aus langlebigen B-Zellen, die die Gedéchtniszellen
umfassen. Eine Gruppe von B-Zellen mit sehr speziellen Eigenschaften sind die CDS-
positiven B-Zellen. Diese entstehen in einer frilhen Phase der Ontogenese, vermutlich
prinatal aus einer unreifen Stammzelle und haben die Fihigkeit zur Selbsterneuerung. Neben
dem CDS5-Molekiil exprimieren diese Zellen IgM an ihrer Oberflache. CDS kann CD72, ein
weiteres B-Zell Molekiil, binden und begiinstigt eine B-Zell Interaktion, iiber deren nihere
Bedeutung noch wenig bekannt ist. Die CD5-B-Zellen bilden die grofte Population in der
Bauchhohle und produzieren einen Grof3teil der Immunglobuline im Normalserum, sind
jedoch kaum an der adaptiven Immunantwort beteiligt. Die Rezeptoren und damit die
Antikorper dieser Zellen sind wesentlich weniger vielfiltig als die der konventionellen B-
Zellen und zeichnen sich durch Polyspezifitit aus, das heifit, sie konnen mehrere Liganden
binden, bevorzugt bakterielle Polysaccharide. Die Antikorperantwort erfolgt T-Zell
unabhingig. Thre Eigenschaft der Selbstreplikation macht sie zur Quelle von Tumorzellen bei

der chronisch lymphatischen Leukémie.

Es besteht eine groBe Ahnlichkeit zwischen diesen und den y/8-T-Zellen. Auch deren genaue
Funktion ist noch unklar. Sie haben ebenfalls eine geringe Rezeptorvielfalt und nicht die
Fihigkeit eines immunologisches Gedichtnisses. T-Zellen mit y/8-TCR befinden sich an
Epithelien von Korperoberflichen, wo sie infizierte Zellen erkennen und abtoten. Vermutlich
reagieren sie dabei auf Verdnderungen der infizierten Zelle selbst oder auf ausgeschiittete
Stress- oder Hitzeschockproteine. Die Reaktion beider Zelltypen ist also von geringer
Spezifitdat und dient am ehesten der ersten Abwehr bis die adaptative Antwort greift.
Zusitzlich scheinen sie bei bestimmten Krankheitserregern, z. B. Mykobakterien, eine
besondere Rolle zu spielen. Moglicherweise handelt es sich um eine evolutionire

Ubergangsform in der Entwicklung der adaptiven Immunreaktion.
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Eine weitere Zellart des Immunsystems, die relativ selbstindig Funktionen in der Abwehr
tibernimmt, sind die Natiirlichen Killer (NK)-Zellen, die aus der lymphoiden Reihe
kommen, ca. 12-15% der peripheren Lymphozyten ausmachen und iiber deren Entwicklung
wenig bekannt ist. Sie haben ihre Bedeutung in der frilhen Phase einer Infektion durch
intrazellulare Krankheitserreger, insbesondere Herpesviren und Listerien. NK-Zellen
erkennen infizierte Zellen vermutlich an einer Konformationsinderung oder geringeren
Expression von MHC-I Molekiilen, wie dies bei virusinfizierten Zellen der Fall ist, und
vernichten diese. Thre Aktivitit erhoht sich bei Anwesenheit von verschiedenen Zytokinen,

wobei I1-12 und TNF-o die Produktion gro3er Mengen an Interferon y auslosen.

(siehe auch: Janeway und Travers, 1995; Abbas et al., 2000)

2.3. Die Stressreaktion

Schon Anfang dieses Jahrhunderts erkannte man den Zusammenhang zwischen
Adrenalininjektionen und einer Erhohung der Lymphozytenzahl im peripheren Blut, die
damals iiber die sympathische Innervation und Kontraktion der Milz mit mechanischer
Lymphozytenausschiittung erkldart wurde (Frey und Tonietti, 1925). Es folgten verschiedene
Untersuchungen, die einen Anstieg von Lympho- und Leukozytenzahlen in
unterschiedlichsten Stress-Situationen fanden. Stress resultiert aus der Konfrontation des
Organismus mit psychischen und physischen Belastungen. Ausgangspunkt der Uberlegungen
ist die ,,Cannonsche Notfallreaktion® (Cannon, 1932): Der Korper reagiert bei akuter
Bedrohung mit der Erregung des sympathischen Nervensystems und Hemmung des
parasympathischen Systems. Dieses Reaktionsmuster wird vor allem durch die
Katecholamine Adrenalin und auch Noradrenalin als Neurotransmitter in Gang gesetzt. Das
urspriingliche Ziel der Reaktion ist die Einstellung des Korpers auf Kampf oder Flucht, also
wfight or flight, in Sekundenschnelle. Nach einigen Minuten erst erfolgt die Aktivierung der
klassischen Kaskade mit der Ausschiittung von neuroendokrinen Hormonen. Angeregt von
Noradrenalin aus Nervenzellen des hinteren Stammhirns (blauer Kern: Locus coeruleus)
schiitten hypothalamische Zentren (v.a. paraventrikulirer Kern) CRH aus, dieses regt die
Produktion von Corticotropin (ACTH) in der Hypophyse an, welches seinerseits iiber den
Blutkreislauf in der Nebennierenrinde zur Ausschiittung von Cortisol fithrt. Daneben werden
auch in unterschiedlichem Ausmal3 andere (Hypophysen-) Hormone sezerniert, die eine noch
unklare Rolle im Stressgeschehen spielen. Cortisol ist fiir eine Vielzahl physiologischer

Verdnderungen verantwortlich (z. B. Glucosebereitstellung) und nimmt Einfluss auf
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immunologische Prozesse im Sinne einer Immunsuppression. Ein GroBteil der Effekte ist

dabei auf die Hemmung der Zytokinproduktion zuriickzufiihren.

Fir die langerfristige Adaptation des Organismus an Dauerstress beschreibt Selye (1956) das
»Allgemeine Adaptationssyndrom®, das iiber drei Phasen verlduft und durch die Trias der
Nebennierenrindenhypertrophie, Atrophie lymphatischer Organe und Entwicklung von
Magenulcera gekennzeichnet ist. Die anfingliche Alarmphase wird von der Widerstandsphase
gefolgt, in der sich der Organismus and die Anforderung adaptiert und endet schlielich in der
irreversiblen  Erschopfungsphase. Das biochemische Stressmodell auf der Ebene von
sympathiko-adrenalem System und HPA-Achse (Hypothalamus-Pituitary gland (dt.
Hypophyse)-Adrenal gland (dt. Nebenniere); Abb. 5) steht vereinfachend fiir eine weit
komplexere Interaktion und die Reaktion einer groBen Zahl neuroendokriner
Transmittersubstanzen und deren modulierende Wirkung auf immunologische Funktionen

(Brown, 1994; Calabrese et al., 1987).

ZNS
Stressor Hypothalamus

autonomes Nervensystem
CRH
Releasing Hormone

Hypophyse
ACTH l
\ 4
Rinde Mark
Nebenniere

oo

Cortisol Adrenalin

Abb. 5: Endokrine Stressreaktion: Gesteigerte Sympathikusaktivitdt und Ausschiittung von Adrenalin durch das
Nebennierenmark als schnelle Stressantwort. Nach ca. 10min fiihrt die Aktivierung der HPA-Achse zur
Freisetzung von Cortisol.

Beriicksichtung finden miissen ebenso psychologische Abldufe, der kognitive Umgang mit

Stress und die Mechanismen des Einzelnen zur Verarbeitung und Stress-Bewiltigung. Bel

erfolgreicher Bewiltigung wird die generelle Aktivierung reduziert, im anderen Fall kommt

es eventuell zu tonischer Aktivierung mit Konsequenzen fiir die Gesundheit und dem

Entstehen psychosomatischer Erkrankungen (Levine und Ursin, 1991). Der Sinn des ganzen
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Prozesses liegt demnach in der Anpassung der psychophysischen Ressourcen des
Individuums an Umweltanforderungen. Bei der Depression beispielsweise wird eine
chronische Aktivierung des Stress-Systems im Gehirn postuliert mit nachfolgender Kaskade
tiber CRH, ACTH und sténdiger Cortisolfreisetzung aus der Nebennierenrinde (Chrousos und
Gold, 1992). Normalerweise erfolgt ein negatives Feedback liber Glukokortikoid-Rezeptoren
im Gehirn. Diese Drosselung soll bei Depressiven gestort sein. Zentrale Schaltstelle sind
CRH-produzierende und noradrenerge Nervenzellen, die sich gegenseitig beeinflussen und
auf verschiedene Neurotransmitter und Peptidmodulatoren reagieren. Man stellt sich vor, dass
antidepressive Medikamente iiber die Neurotransmitter die Steuerung des Stress-Systems
beeinflussen. Aufgaben des Stress-Systems im Gehirn sind unter anderem die Bestimmung
des allgemeinen Erregungsniveaus und die emotionale Farbung des Erlebten. Anatomisch
bestehen Verbindungen von Hypothalamus und Stammhirn zum GroBhirn, auch iiber
dopaminerge Neuronen, die Fasern ins mesolimbische System entsenden, welches wiederum
Motivation-Belohnungs-Verstirkungsverhalten steuert. Die Verbindungen zwischen CRH-
Neuronen und Hippocampus mit Amygdala sind wichtig fiir das Erinnern und die emotionale
Analyse von Informationen, die sich auf die stressauslosenden Umweltereignisse beziehen.
Eine Fehlregulation im Stress-System liee sich auch auf andere psychische Erkrankungen
anwenden, wobei die ursidchliche Beziehung zwischen Psychose und gestorter Stressreaktion

noch ergriindet werden muss (Gershon und Rieder, 1993).

Die Auswirkungen von Stress auf die Immunfunktion sind komplex und erstrecken sich vor
allem auf die zellulire Komponente des Immunsytems. Ursédchlich sind vor allem neuro-
endokrine Parameter fiir diese Verdnderungen verantwortlich. So berichtet Schedlowski
(1994) in einer Studie, die Probanden nach Fallschirmabsprung als akutem Stressor
untersucht, von einem signifikanten Anstieg der T-Zellen und der Expression von
Aktivitdtsmarkern, der Erhohung der NK-Zellzahl und deren Aktivitit, sowie dem Abfall
unter die Ausgangswerte zwel Stunden nach Exposition. Es wurde festgestellt, dass
insbesondere Katecholamine die zellulire Immunfunktion beeinflussen, speziell die NK-
Zellen und deren Aktivitdt. Auch andere Studien finden nach belastenden Lebensereignissen,
chronischer Stressexposition oder depressiver Symptomatik immer wieder niedrige CD4-,

CD8- und NK-Zellzahlen bzw. eine reduzierte Zellproliferation (Schedlowski, 1994).

Eine noch weitgehend unbekannte Rolle in der Stressantwort tragen die Neuropeptide. Es
wurde gefunden, dass Neuropeptide, die in Gehirn und Hypophyse als Signaliibertriger
fungieren, stressassoziiert auch von Lymphozyten gebildet werden konnen. Gleichzeitig

tragen Lymphozyten Rezeptoren fiir Neurotransmitter und Hormone, die darauf hinweisen,
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dass diese Peptide neben der Regulation von neuro-endokrinem System auch
immunmodulatorisch in der Korperperipherie wirken. Diese Hormone konnen sowohl auto-,
para-, sowie vermutlich endokrin wirken und schlieBen somit die Moglichkeit eines
bidirektionalen Informationflusses zwischen neuroendokrinem und Immunsystem ein
(Blalock, 1994). Mittlerweile wurden iiber 20 Neuropeptide in Zellen des Immunsystems
identifiziert, darunter sind besonders das Proopiomelanocortin (POMC) als Vorldufer von
ACTH, Endorphinen, Enkephalinen und der hypothalamischen Peptide, das Vasoaktive
Intestinale Peptid (VIP), Prolaktin und die Substanz P von Interesse. Diese werden bei akutem
Stress sezerniert und konnen direkt oder indirekt (z.B. iiber Zytokinausschiittung) die

Lymphozytenfunktion und —migration beeinflussen.

Diskutiert man den Einfluss psychischer Vorginge auf das Immunsystem, so ist es auch
interessant zu sehen, dass umgekehrt auch das Immunsystem mit dem zentralen
Nervensystem interagiert und dort zu Verdnderungen fiihrt. Eine Rolle spielen dabei vor
allem die Zytokine, Interleukine und Interferone, die teils iiber die Blut-Hirn-Schranke ihren
Weg in das ZNS nehmen und direkt an zentralnervose Zellen binden. Es ist bekannt, dass das
Immunsystem des Gehirns, welches von Astrozyten und Mikroglia gebildet wird, ebenfalls

diese Substanzen als Signalvermittler benutzt.

(siehe auch: Schedlowski, 1994; Schedlowski, 1996)

2.4. Das Zytokin-Netzwerk des Gehirns

Das ZNS galt lange als immunologisch isoliertes System, das durch die Blut-Hirnschranke
von Blutzirkulation und Lymphsystem abgegrenzt ist. Inzwischen weil man, dass es sehr
wohl ein Immunsystem des Gehirns gibt, das auch in Kontakt mit dem peripheren System
treten kann. So konnen beispielsweise aktivierte T-Zellen ins ZNS wandern und iiber
ansdssige Gliazellen an zentralnervosen Immunreaktionen teilnehmen. Ein Modell hierfiir ist
die experimentelle allergische Enzephalitis, bei der autoreaktive aktivierte T-Zellen in das
ZNS einwandern, die Blut-Hirnschranke storen und iiber Zytokin- und Chemokinproduktion
Makrophagen anlocken. Es wird vermutet, dass gliale Zellen selbst, darunter vor allem
Mikroglia, als APC fungieren konnen, da sie entsprechende Oberflichenmolekiile (MHC-II,
B7 und Adhdsionsmolekiile) in vitro und in vivo exprimieren konnen (Shrikant und
Benveniste, 1996). Zudem besitzen sie die Fahigkeit der Migration und Phagozytose, sowie
der Produktion von Zytokinen. Das bedeutet, dass sie Entziindungsreaktionen veranlassen

konnen, die unter Umstdnden wichtig sind um einen Infektionsherd oder Tumor zu
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bekdmpfen. Gleichzeitig bedeutet es, dass mikrogliale Reaktionen im ZNS unter strengster
Kontrolle stehen miissen, da eine iibermiBige Aktivitit fatale Folgen hitte, wie dies
beispielsweise bei der AIDS-Demenz oder auch bei Alzheimerschen Demenz der Fall ist
(Streit und Kincaid-Colton, 1996). Morgan und Gasque (1996) beschreiben die Funktion der
Astrozyten als Tridger eines unabhingigen, voll funktionsfihigen Komplementsystems des
ZNS, das von Zytokinen getriggert wird und der Abwehr von Viren dient. Eine Aktivierung
kann allerdings ebenso Neuronen und Oligodendrozyten angreifen und so eine Rolle bei

Neurodegeneration oder Demyelinisierung spielen.

Die Wirkung von Zytokinen im Organismus ist vielfiltig. Sie reicht von der Induktion von
Akute-Phase Proteinen in der Leber, der Modulation und Verstirkung der Immunantwort (IL-
1, IL-6), dem Unterhalten von Entziindungsreaktionen mit Erhohung der Permeabilitit von
BlutgefiBen und dem Anlocken von Immunzellen (TNF-o, IL8) bis zur Erhohung der
Korpertemperatur und psychischer Alteration. Dass Zytokine neben der peripheren Funktion
auch eine zentralnervose Wirkung haben, wurde zuerst fiir Interferon entdeckt. Spater fand
man, dass IL-1 und IL-6 zur Ausschiittung von ACTH und Endorphinen fiihren, vergleichbar
mit hypothalamischen Releasingfaktoren (Blalock, 1994).

Interleukine werden einerseits endogen von aktivierten Astrozyten und Mikroglia gebildet
(Merill, 1992; Miiller und Ackenheil, 1998a), andererseits erhalten zirkulierende Zytokine
exogen Zugang zum ZNS. Sie gelangen teils aktiv (Banks und Kastin, 1991), teils mittels
erleichtertem Transport durch die Blut-Hirnschranke oder nehmen den Weg iiber
zirkumventrikuldre Organe (Hashimoto et al., 1991). Eine weitere Vorstellung ist, dass IL-1
mit endothelialen IL-1R des zerebralen GefdBBsystems interagiert und sekundédre Molekiile
stimuliert, die ihrerseits lokal Neuronen beeinflussen konnen (Blalock, 1994). Auch so
konnten Interleukine zwischen Immunsystem und ZNS vermitteln. Die Lage von IL-1R auf
Gliazellen um Arteriolen und im Plexus chorioideus deutet eine enge Kommunikation an
(Wong und Licinio, 1994). Interleukin-Rezeptoren werden im Gehirn in Hippocampus,
Plexus chorioideus, Meningen und Hypophysenvorderlappen, auf neuronalen und glialen
Zellen exprimiert (Ban, 1994). Das Muster der Rezeptorverteilung spiegelt vermutlich die
Rolle der Zytokine in der neuronalen Transmission wider und kann durch Zytokine ausgeloste

Verhaltenseffekte, ihre Regulation von Appetit und Schmerz erkléren.

Fir die wichtigsten aktivierenden Zytokine IL-1, IL-2, IL-6 und TNF-o sind verschiedene
Funktionen im Gehirn bekannt (Miiller, 1997b; Miiller und Ackenheil 1998a). Bei

entziindlichen Erkrankungen setzen sie Immunprozesse im ZNS in Gang, sie sind beteiligt
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an der Regulation der Blut-Hirnschranke und beeinflussen die HPA-Achse. Dies geschieht
vor allem tiber IL-1, das direkt eine CRH-Freisetzung aus der Hypophyse bewirkt und zur
Sensitivierung durch Hochregulation der Expression von IL-1R fiihrt. Auch CRH fiihrt zur
vermehrten Expression von IL-1R auf hypophysidren Zellen, d. h. bei Stress spricht die
Hypophyse vermehrt auf das inflammatorische Zytokin IL-1 an, was in vivo in einer erhohten
Glukokortikoidantwort und Immunsuppression resultieren kann (Besedovsky et al., 1986;
Blalock, 1994). Ahnlich stimuliert IL-6 die Freisetzung hypothalamischer und hypophysirer
Hormone, wie Prolaktin, GH und LH (Spangelo et al., 1989). AuBerdem scheinen Zytokine
relevant fiir die physiologische ZNS-Entwicklung zu sein, indem sie Gliawachstum und
neurale Differenzierung bestimmen (Merill, 1992). Miiller beschreibt in Ubersichtsarbeiten
(1997b; Miiller und Ackenheil 1998a) stimulierende und hemmende Effekte von Zytokinen
auf dopaminerge, serotonerge, noradrenerge und cholinerge Neurotransmission, die zudem
verschiedenen Gehirnregionen zugeordnet werden konnen. Eine periphere IL-1 Gabe fiihrt zu
Noradrenalin- und Serotoninsekretion, eine intrazerebrale Applikation zeigt eine
Beeinflussung des Dopaminstoffwechsels, der ansonsten hauptsidchlich von IL-2 moduliert
wird (Shintani et al., 1993). Auch IL-6 fiihrt im Tierversuch zu einem erhéhten Umsatz von
Dopamin und Serotonin (Zalcman et al., 1994). Interessant ist auch die Tatsache, dass
Noradrenalin seinerseits dosisabhéngig die Produktion von IL-6 in Astrozyten stimuliert und
somit als Neurotransmitter die Zytokinkaskade auslosen kann (Dunn, 1992). Daneben ist 1L-6
Mediator bei der Exazerbation von Autoimmunerkrankungen im ZNS (Norris und

Benveniste, 1993).

Immun- und neuroendokrines System verfiigen also beide iiber ein Zytokin-Netzwerk und
benutzen dieselben Transmitter, sprechen damit eine gemeinsame chemische Sprache. Es
erscheint sinnvoll, dass die Produktion von Neuropeptiden durch Immunzellen fiir beide, das
Immun— und Nervensystem relevant ist, ebenso konnen Zytokine neuronalen Ursprungs als
Neurotransmitter fungieren und im Gehirn auto-und parakrine Aufgaben iibernehmen.
Manche Autoren sehen das Immunsystem als sensorische Kapazitidt nicht-kognitiver Stimuli,
die in biochemische Information umgewandelt werden und so vom neuroendokrinen System

wahrgenommen werden konnen (Blalock, 1994).

Fiir psychiatrische Erkrankungen ist dieses Netzwerk von Bedeutung, wenn man eine
Immunaktivierung im ZNS als pathogenetischen Faktor annimmt. Gerade bei der
Schizophrenie kommt den Zytokinen, und darunter vor allem dem IL-2, eine Schliisselrolle
zu. Neben dem klinischen Befund, dass die Gabe von IL-2 dosisabhédngig zu psychotischen
Symptomen fiihrt (Denicoff et al., 1987) gibt es auch Untersuchungen iiber Veridnderungen
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der Liquorkonzentration von IL-2 bei Schizophrenen als Préadiktor fiir die Riickfall-
Wabhrscheinlichkeit (McAllister et al., 1995). Ebenfalls in diese Richtung weisen die Befunde,
dass IL-2 die dopaminerge Neurotransmission fordert, bei Autoimmunprozessen erhoht ist -
was die Autoimmunhypothese der Schizophrenie stiitzen wiirde - (Licinio et al., 1993) und
dass IL-2 Rezeptoren im Hippocampus zu finden sind (Alonso et al.,, 1993). Fiir eine
Interaktion zwischen ZNS und peripherem Immunsystem spricht auch eine Storung der Blut-
Hirnschranke, die bei einem Teil schizophrener Patienten nachgewiesen werden konnte

(Kirch et al., 1985; Miiller und Ackenheil, 1995; Schwarz et al., 1998b).

Das Problem aller erhobenen immunologischen Befunde stellen die zum Teil fehlende
Replizierbarkeit der Daten und die relativ geringgradigen Abweichungen dar. Beispielsweise
ist die von Preble und Torrey (1985) beobachtete Interferon-Erhohung weit unter der, die in
akuten Infektionen gesehen wird. Dies bedeutet, dass die immunologischen Befunde kein
hochaktives infektioses oder Autoimmungeschehen reflektieren. AuBerdem muss laut Kirch
(1993) beriicksichtigt werden, dass in den meisten Studien langjdhrig kranke Patienten unter
nicht unerheblicher Neuroleptika-Medikation eingeschlossen waren, welche ihrerseits
immunologische Parameter beeinflussen kann. Ebenso bringt ein langjdhriger chronischer
Verlauf Unsicherheiten in der Beurteilung der Parameter mit sich. Deshalb erscheint es vor
allem wichtig, Medikationseffekte von einer zugrundeliegenden primédren Storung des
Immunsystems zu unterscheiden. In vorliegender Arbeit sollen weitere Subpopulationen von
Lymphozyten bei Neuroleptika-naiven bzw. iiber einen lidngeren Zeitraum unbehandelten

Schizophrenen bestimmt und im Verlauf der Erkrankung unter Medikation betrachtet werden.

3. Problemstellung

Beziiglich der Pathogenese der Schizophrenie gibt es verschiedene Erkldrungsmodelle, die
genetische, peristatische und immunologische Faktoren fiir die Entstehung der Erkrankung
geltend machen. Zahlreiche Studien haben Verdnderungen des Immunsystems bel
Schizophrenen gefunden, die zum einen im Zusammenhang mit Virusinfektionen gesehen
werden und zum anderen Ahnlichkeiten zu Autoimmunerkrankungen aufweisen, so z.B.
Veridnderungen des Zytokinsystems in peripherem Blut und Liquor, des zelluliren

Immunsystems und Nachweis verschiedener Antikorper.

Vor dem Hintergrund der Hypothese der (Auto-)immunpathogenese der Schizophrenie hat

diese Arbeit die Untersuchung des zelluldren Immunsystems bei Schizophrenen zum Thema.
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Im Bezug auf das zellulire Immunsystem wurden in verschiedenen Studien unter anderem
aktivierte und atypische Lymphozyten beschrieben, eine erhohte T- und CD4+-Zellzahl, eine
Verschiebung der Ratio von Helfer-/Suppressorzellen, erniedrigte B-Lymphozyten, vermehrte
CDS5-Expression, sowie verschiedene funktionelle Verdnderungen. Diese Befunde werden
z.T. kontrovers diskutiert, vor allem die FErgebnisse der Zytokinstudien sind oft nicht
reproduzierbar (vgl. Kap. 1.1.4. und 1.2.4.). Wie oben beschrieben besteht eine enge
Kommunikation zwischen peripherem Immunsystem und ZNS, vor allem tiber das Zytokin-
Netzwerk mit Bedeutung fiir die Funktion und Entwicklung des ZNS. Der Einfluss der Psyche
auf Immunfunktionen ist Thema der Psychoneuroimmunologie und wurde beispielhaft
anhand des Stress-Systems dargestellt. Bei wechselseitiger Beinflussung stellt die
Unterscheidung von ursdchlichen und sekundédren Verdnderungen ein Problem dar. Ein
wichtiger Faktor, der in der Untersuchung schizophrener Patienten beriicksichtigt werden
muss, ist die Medikation mit Neuroleptika, da diese mit dem Neurotransmitter- und

Immunsystem interagieren.

Um Medikationseffekte herausfinden zu konnen, wird in vorliegender Arbeit ein Kollektiv
von zunidchst Neuroleptika-freien  schizophrenen  Patienten der  Psychiatrischen
Universitatsklinkk der LMU Miinchen untersucht. Mittels Durchflusszytometrie wird die
Expression einer Auswahl von Oberflichenantigenen bestimmt, die insbesondere mit der
Aktivierung des Immunsystems oder Autoimmunprozessen in Zusammenhang gebracht
werden und auch eine Ergdnzung zu den bereits verdffentlichten Daten darstellen. Dies sind,
neben den Subpopulationen der CD4- und CD8-positiven T-Zellen, die Expression von
Aktivierungsmarkern und Adhédsionsmolekiilen wie CD45RA, CD45RO, CD58, CD60, HLA-
DR, die Interleukinrezeptoren CD25, CD126 und die Population der NK-Zellen und CDS5-
exprimierender B-Zellen (vgl. Kap. 1.2.3.). Dabei werden sowohl Verdnderungen im
Vergleich zu Kontrollen wie auch im klinischen Verlauf unter Therapie betrachtet, um eine
Korrelation von immunologischen Parametern zu psychopathologischem Befund bzw. eine
Wirkung von Neuroleptika auf das Immunsystem zu erfassen. Es werden Subgruppen gebildet
beziiglich psychopathologischem Befund, Erstmanifestation und Therapieansprechen, mit

dem Ziel gegebenenfalls immunologische Veridnderungen zuordnen zu konnen.
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I1. Material und Methoden

1. Material
1.1. Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Paraformaldehyd

Natriumacid

PBS Dulbecco

Milchpulver

RPMI 1640

Ficoll

Fetal Calf Serum

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Trypanblau

Reagenzgefille 1,5 ml
12 ml

Pipettenspitzen

Latexhandschuhe Peha-Safe

1.2. Gerite

Zentrifugen:
Omnifuge 2.0RS
Mikro Rapid/K

Pipetten 10-1000u1
Mikroskop

Neubauer-Zihlkammer

Durchflusszytometer (FACScan)

Software

Fluka Chemie
Fluka Chemie
Biochrom KG

BioRad-Laboratories

Biochrom KG
Biochrom KG

Boehringer Mannheim

Sigma

Eppendorff
Sarstedt
Sarstedt

Hartmann

Heraeus Sepatech

Haettich

Eppendorf

Leitz

Becton&Dickinson

CellQuest
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1.3. Antikorper

Verwendet wurden monoklonale Antikorper vom Typ IgGl bzw. IgG2a, die mit drei

unterschiedlichen Fluoreszenzen markiert waren:

CD3 FITC Immunotech

CD3 Tricolor® Caltag Laboratories
CD4 FITC Caltag Laboratories
CD4 PE Becton&Dickinson
CD4 Tricolor® Caltag Laboratories
CD5 PE Becton&Dickinson
CD8 Tricolor® Caltag Laboratories
CDlla FITC Caltag Laboratories
CDl16 PE Becton&Dickinson
CD19 Tricolor® Caltag Laboratories
CD25 PE Becton&Dickinson
CD45RA PE Coulter

CD45R0 FITC Dako

CD49d PE Labgen

CD56 PE Becton&Dickinson
CD58 PE Immunotech

CD621 FITC Pharmingen

CD126 PE Labgen

HLA-DR PE Becton&Dickinson
T-Zell-Rezeptor-y/d FITC Becton&Dickinson

indirekte Firbung:

CD60 — Uberstand von 3B2-Zellen,
freundliche Uberlassung durch
Prof. Rieber (Dresden)

anti-Maus-u PE Dianova

Isotyp-Kontrolle:

MslgGl1 FITC/PE Becton&Dickinson
IgG2a FITC/PE DAKO
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1.4. Untersuchungsmaterial
1.4.1. Patienten und Kontrollpersonen

Die Untersuchung wurde von der Ethikkomission der Medizinischen Fakultdt genehmigt. Die
Probanden wurden gemidf den dort festgelegten Bestimmungen aufgekldrt und gaben ihr
freiwilliges Einverstdndnis zur Teilnahme. Die Auswahl und Diagnosestellung der Patienten
erfolgten mittels ,,strukturiertem klinischen Interview* (SCID) nach der DSM-III-R (Spitzer et
al., 1990). Die Diagnosen waren 24 x paranoider Typ (295.3), 6 x desorganisierter Typ
(295.1) und 1 x schizophreniforme Storung (295.4) Diese wurden durch mindestens zwei
Untersucher gesichert. Weitere psychische oder somatische Erkrankungen, insbesondere
aktive inflammatorische oder immunologische Prozesse wurden durch Anamnese, korperliche
Untersuchung und Routine-Labortests ausgeschlossen. Nikotinkonsum war bei 9 Patienten
bekannt und wurde von weiteren 9 Patienten verneint. Fiir 13 Patienten lagen diesbeziiglich
keine Angaben vor. 6 Patienten hatten einen nahen Verwandten mit psychiatrischer

Erkrankung.

Es wurden Blutproben von insgesamt 31 akut erkrankten schizophrenen Patienten untersucht.
Die Blutentnahme von je 20-50 ml fand vormittags zwischen 9°° und 11°°Uhr statt. Pro 20 ml
Blut wurden 1000 IE Heparin Novo zur Antikoagulation zugefiigt.

Alle Patienten waren mindestens 3 Monate ohne neuroleptische Behandlung, darunter waren
12 Patienten Neuroleptika-naiv, d. h. es handelte sich um die Erstmanifestation der
Erkrankung. Unter den Patienten mit mehreren Manifestationen war es 9 x die zweite, 3 x die
dritte, 5 x die vierte und 2 x die fiinfte Krankheitsepisode. Wihrend des stationédren

Aufenthaltes, noch vor Beginn der Studie, erhielten 11 Patienten Benzodiazepine.

Der psychopathologische Befund wurde anhand der PANSS-Skala (= Positive and Negative
Syndrome Scale; Kay et al., 1986) erfasst. Diese besteht aus drei Kategorien: Einer Plus-Skala
und einer Negativ-Skala mit je 7 Bewertungseinheiten, die die Auspridgung von positiven
bzw. negativen Symptomen beurteilen, und einer Globalskala, die 16 Untereinheiten enthélt.
Fiir jede Untereinheit werden je nach Auspridgung 1-7 Punkte gegeben. Daraus errechnen sich
der Gesamt- und der Globalscore (Messinstrument siche Kap. VII). Bei Aufnahme hatten die
Patienten einen durchschnittlichen Globalscore von 41,6+8,3 Punkten (von 28 bis 62) und
einen Positiv-Wert von 19,6%5,6 Punkten (von 9 bis 33). Der Negativ-Score lag im Mittel bei
21,4%8,0 (von 7 bis 40) und der Gesamtscore betrug 82,1+15,6 Pkt. (von 48 bis 114).
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Von 16 Patienten , die sich unter Neuroleptikatherapie klinisch remittiert zeigten oder in
einem Residualzustand befanden, konnte ein zweites Mal vor Entlassung Blut gewonnen
werden. Damit konnten die Werte dieser Patienten vor und nach Behandlung verglichen
werden.. Die Neuroleptikatherapie entsprach allgemein iiblichen Kriterien mit dem Ziel einer
moglichst niedrigen neuroleptischen Erhaltungsdosis. Verwendet wurden Butyrophenone,
Phenothiazine, Clozapin und andere atypische Neuroleptika. Ein Grofteil der Patienten erhielt
hochpotente Neuroleptika. 12 Patienten wurden mit Leponex® oder Zyprexa® behandelt, 3

Patienten mit Risperdal® und 4 Patienten mit niederpotenten Neuroleptika.

Bei der klinischen Nachuntersuchung lag der PANSS-Globalscore bei 214+2,6 (Range 18-27),
der Positiv-Score bei 8,8+1,5 (Range 7-12), der Negativ-Score bei 10,8+4,2 (Range 7-21) und
der Gesamtscore bei 40,617,4 (Range 32-58). Die Differenz der Scores vor und nach
Behandlung sind: Globalscore 19,3+6,1 (Range 10-33), Positiv-Score 12,016,4 (Range 4-26),
Negativ-Score 8,1+4,4 (Range 2-16) und Gesamtscore 39,5£12,9 (Range 20-69). Demnach
hatte kein Teilnehmer im Verlauf eine Verschlechterung des psychopathologischen Status.
Der Therapieerfolg wurde in einer Punkteskala von 0-4 Pkt. bewertet. Der Erfolg war bei 5
Patienten miBig mit geringer Besserung und Entlassung in eine therapeutische
Wohngemeinschaft (1 Pkt.). 20 Patienten wurden arbeitsfdhig mit méBiger bis guter
Besserung entlassen (2-4 Pkt.), davon 8 teilweise arbeitsfahig in die Familie integriert (2
Pkt.), 6 gut gebessert und arbeitsfahig (3 Pkt.) und weitere 6 in Remission mit voller
Arbeitsfahigkeit (4 Pkt.). Ein Patient zeigte keine klinische Besserung (0 Pkt.). Von 5
Patienten lagen diesbeziiglich keine Angaben vor. Der stationidre Aufenthalt erstreckte sich im
Mittel auf 2,1£1,4 Monate (Range 0,5-7). Die gesamte Erkrankungsdauer betrug 48,3+55,3
Monate (Range 0,5-228).

Als Kontrollen fanden sich 19 gesunde Probanden in &dhnlicher Alters- und
Geschlechtsverteilung: Das Durchschnittsalter der Patienten lag bei 32,7£8.9 Jahren, der
Kontrollen bei 28+5 Jahren. Das Verhiltnis minnlich:weiblich betrug in der Gruppe der
Schizophrenen 1:1,2, in der Gruppe der Behandelten war die Verteilung vergleichbar (1:1,14).
Die Kontrollgruppe bestand aus etwas mehr Minnern im Verhéltnis 1,4:1. Auch die
Kontrollpersonen stimmten der Teilnahme an der Studie nach Aufkldrung zu. Es gab keine
Hinweise auf das Vorliegen von akuten Erkrankungen oder psychiatrischen Storungen, sowie

eine leere Familienanamnese im Bezug auf psychiatrische Erkrankungen.
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1.4.2. Definition von Subgruppen

Um den Zusammenhang immunologischer Verdanderungen mit psychopathologischem Befund
und Ansprechen auf Neuroleptikatherapie abzuschitzen wurden die Patienten diesbeziiglich in
phénotypische Untergruppen eingeteilt, die miteinander verglichen wurden. Als Kriterium fiir
einen ausgeprigten psychopathologischen Befund wurde ein PANSS-Score von >80 gesamt
und >40 global bei Aufnahme gewihlt. Diese Werte trennten deutlich zwei Gruppen
voneinander, d. h. 15 von 16 Patienten mit einem Gesamtscore von >80 erreichten zugleich

einen Globalscore von >40.

Zur Beurteilung des Zusammenhangs zwischen Ansprechen und immunologischem Befund
wurden die 14 Patienten mit nur miigem Therapieerfolg (0-2 Pkt.) denjenigen mit guter
Besserung bzw. Remission und anschlieBender Arbeitsfahigkeit (12 Patienten, 3-4 Pkt.)

gegeniibergestellt (jeweils vor und nach Behandlung) und mit der Kontrollgruppe verglichen.

Auch wurden Neuroleptika-naive Patienten mit Erstmanifestation der Schizophrenie
getrennt betrachtet (10 Patienten unbehandelt, 6 Patienten auch nach Behandlung), um einen
Einfluss einer zuriickliegenden Vorbehandlung auszumachen bzw. die immunologische

Situation bei Erstmanifestation im Vergleich zu spiteren Manifestationen festzustellen.

Da bekannterweise Alter und Geschlecht einen Einfluss auf immunologische Variablen
haben, wurden auch diesbeziiglich Untergruppen gebildet und miteinander verglichen, d. h.
Patienten, die idlter als 35 Jahre waren mit jiingeren und Minner mit Frauen. Aufgrund
fehlender Angaben konnte das Rauchen als intervenierender Faktor nicht ausreichend

beurteilt werden.

1.4.3. Zusitzliche Patientengruppe

Fir die Berechnung der Parameter der Expression von CD45RO und HLA-DR konnten Daten
von weiteren 41 Patienten - Teilnehmer derselben Studie - einbezogen werden. Diese Daten
wurden im Rahmen einer vorangehenden Arbeit nach den gleichen Kriterien erhoben. Auch
bei diesen Patienten wurde die Expression von mehreren lymphozytiren Oberflichen-
molekiilen mittels Durchflusszytometer gemessen. Die Messung wurde protokollgemil am
gleichen Gerit durchgefiihrt. AnschlieBend wurden fiir die Parameter CD45RO und HLA-DR,
die in beiden Untersuchungen gemessen wurden, die Rohdaten aller Patienten durch
denselben Untersucher (neu) ausgewertet. So konnten diese Parameter an einer grofleren

Population untersucht werden, was die statistische Aussagekraft der Ergebnisse erhoht.
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Die Zusammensetzung dieser Population ergibt sich wie folgt: Sie umfasst insgesamt 72
Patienten, von denen 36 auch nach Behandlung untersucht wurden. Der Altersdurchschnitt
der Patienten betrug 31,249,4 Jahre (Range 18-63) mit einem Verhiltnis von
méannlich:weiblich = 1,6:1. Die Kontrollgruppe war im Schnitt 29,2177 Jahre alt (Range 20-
53) mit etwas mehr Ménnern (m:w=1,2:1). Von den Patienten waren 29 Neuroleptika-naiv bei
Erstmanifestation. 22 Patienten waren zum zweiten Mal erkrankt, 6 zum dritten Mal, 8 zum
vierten Mal und 7 Patienten das fiinfte Mal oder mehr. Vor Untersuchung hatten 27 Patienten
Benzodiazepine erhalten. 27 Patienten waren Raucher, 19 konsumierten kein Nikotin. Die
Diagnosen nach DSM-III-R teilten sich auf in 46 x 295.3, 18 x 295.1, 4 x 295.4, 3 x 295.2
(katatoner Typ) und 1 x 295.6 (residualer Typ). Die Gesamtdauer der Erkrankung betrug
48+70,3 Monate (Range 0.5-300). Durchschnittlich waren die Patienten 1,9+1.4 Monate
stationdr (von wenigen Tagen bis 7 Monate). Bei Entlassung hatten sich 23 Patienten gut
gebessert und waren arbeitsfihig (3-4 Pkt.). 26 Patienten zeigten méBige klinische Besserung
und konnten teilweise Arbeit aufnehmen (2 Pkt.). 16 Patienten waren nicht arbeitsfihig,
wovon 11 in therapeutische Wohngemeinschaften aufgenommen werden konnten (1 Pkt.).
Der psychopathologische Befund anhand der PANSS-Skala vor und nach Behandlung ist in
Tabelle 3 dargestellt.

PANSS-Score bei Aufnahme nach Behandlung Differenz

global 44.9+10.1 (16-69) 31.2£12.6 (18-62) 13.3112.3 (-16-49)
positiv 21.216.6 (7-34) 11.945.6 (7-30) 9.6+7.8 (-7-27)
negativ 24.019.7 (4-45) 18.148.9 (7-37) 5.815.3 (-6-16)
gesamt 89.91+20.7 (46-137) |61.1+24.7 (32-119) |28.71£22.9 (-24-87)

Tabelle 2: PANSS-Score zur Bewertung des psychopathologischen Befundes der Patienten bei Aufnahme,
sowie nach Behandlung. Angabe der Differenz vor / nach Behandlung als Mass des

Therapieansprechens.

Damit liegt insgesamt eine relativ homogene Population von schizophrenen Probanden (und
Kontrollen) vor, die sich in der Zusammensetzung hinsichtlich Alter, Geschlecht,
Manifestationsereignissen, psychopathologischer Scores, Therapieverlauf und Outcome nur

wenig von der primédr untersuchten Patientengruppe unterscheidet. Somit konnen alle
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Patienten zu einem Kollektiv zusammengefasst werden und die erhobenen Daten fiir beide

Gruppen gemeinsam ausgewertet werden.

2. Methoden
2.1. Probenverarbeitung
2.1.1. Isolierung von Lymphozyten aus Vollblut

Die Auftrennung der peripheren mononukledren Zellen (PBMCs) aus den Blutproben der
Patienten erfolgte unter sterilen Bedingungen iiber einen Dichte-Gradienten (Boyum, 1968).
Dazu wird das heparinisierte Patientenblut 1:2 mit physiologischer Kochsalzlosung (0,9%
NaCl) verdiinnt . In 50 ml-Zentrifugenrohrchen wird je 15 ml Ficoll-Hypaque vorgelegt, das
vorsichtig mit der gleichen Menge der Blutprobe iiberschichtet wird. Die Probe wird 30 min
lang bei 800 g ohne Bremse zentrifugiert. Durch die Dichte des Ficolls (1,077 g/ml) lagern
sich die PBMCs in einer diinnen Schicht auf dem Ficoll ab, wihrend die Erythrozyten und
auch die Granulozyten aufgrund hoherer Dichte durchtreten konnen und auf den Boden des

Rohrchens abzentrifugiert werden. (Abb. 6)

Plasma
Blutprobe Zentrifugation
Lympho- und
> Monozytenring
Ficoll-Paque
Ficoll-Paque

Granulo- und
Erythrozyten

Abb. 6: Darstellung der Isolierung von PBMCs aus Vollblut iiber einen Ficoll-Gradienten:
Nach Uberschichtung von Ficoll mit der Blutprobe und Zentrifugation kann der weiBlich

erscheinende Ring (Interphase) aus Lymphozyten / Monozyten abpipettiert werden.

Der weiBlich erscheinende Ring mit den PBMCs wird nun sorgfiltig mit der Pipette
abgenommen und in ein neues 50 ml-Rohrchen iberfiihrt. AnschlieBend erfolgt ein

Waschschritt, bei dem man das Rohrchen mit 0,9% NaCl auf ca. 40 ml auffiillt, mischt und
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5 min bei 800 g zentrifugiert. Der Uberstand wird abgekippt, das Pellet in 1 ml 0,9% NaCl

resuspendiert.

Vor dem Einfrieren wird die Gesamtzahl der gewonnenen Zellen mit Hilfe der Neubauer-
Zahlkammer bestimmt. Dazu werden der Zellsuspension jeweils 10 pl entnommen und in
einer Mikrotiterplatte mit 90 pl Trypanblau verdiinnt (1:10). Nach entsprechender
Vorbereitung der Neubauer Zellkammer (Reinigung mit 70% Ethanol und Aufbringen des
Deckgldschens) werden 9 ul dieser Verdiinnung in die Kammer gefiillt. Unter dem Mikroskop
werden nur die vitalen Lymphozyten gezihlt, die sich als gleichformige runde Zellen mit
hellem Hof darstellen. Bereits tote Zellen nehmen den Farbstoff Trypanblau auf und
erscheinen als blaue, meist unformige Zellen bzw. Zellschrott. Es werden mindestens drei

Eckquadrate ausgezihlt. Der Durchschnitt der Zellen in einem Quadrat ergibt die Gesamtzahl:

Anzahl Zellen / Eckquadrat x 10 (Verdiinnungsfaktor) x 10* = Gesamtzahl / ml

Pro Kryorohrchen werden 3-5 Mio Zellen eingefroren.

2.1.2. Einfrieren und Auftauen von Zellen

Vor dem Aufteilen der Zellen in die oben festgelegte Anzahl von Kryordhrchen erfolgt ein
zweiter Waschschritt mit 0,9% NaCl. Die Rohrchen werden mit der jeweiligen

Einfriernummer beschriftet und bei -20° vorgekiihlt.

Nun resuspendiert man das Pellet in 0,5 ml Einfriermedium (RPMI1640 + 50% FCS) je
Kryorohrchen und stellt es auf Eis. Unter tropfenweiser Zugabe der gleichen Menge DMSO-
Losung (RPMI1640 + 20% DMSO) als Gefrierschutz wird das Rohrchen leicht geschiittelt
und je 1 ml der Suspension in die vorgekiihlten Kryorohrchen pipettiert. Das Arbeiten auf Eis
ist sehr wichtig, da DMSO fiir die Zellen schédlich ist. Der Einfriervorgang erfolgt iiber eine
Gefrierkette. Zunichst werden die Proben bei -80°C eingelagert, dann aber nach frithestens
zwel Stunden in den Stickstofftank (ca. -180°C) iiberfiihrt, wo sie iiber einen lingeren

Zeitraum aufbewahrt werden konnen.

Die Zellen miissen rasch aufgetaut werden. Dazu legt man jeweils etwa 10 ml Vollmedium
(RPMI1640 + 10%FCS) in ein 15 ml-Rohrchen vor. Die Kryorohrchen werden aus dem
Stickstofftank entnommen (der Transport erfolgt auf Eis bzw. Trockeneis) und im Wasserbad
bei 37°C solange geschwenkt, bis ein erbsgrofles Eisstiick verbleibt. Nun kippt man den Inhalt
des Rohrchens in das vorgelegte Medium und taut den Rest durch Mischen auf. Es erfolgt
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eine Zentrifugation fiir 10 min bei 400 g (1260 rpm) und Raumtemperatur. Der Uberstand
wird verworfen und das Pellet in 5 ml Medium resuspendiert, erneut 10 min zentrifugiert und

in 5 ml Medium aufgenommen.

Von dieser Suspension verwendet man nun wiederum 10 pl fiir die Zellzdhlung und die

Bestimmung der Zellkonzentration bzw. des Anteils an toten Zellen (s. 0.).

Fiir die FACS-Analyse soll die Zellzahl je Probe 2,5x10° Zellen betragen.

2.2. Durchflusszytometrie
2.2.1. Grundlagen der Durchflusszytometrie

Bei der Durchflusszytometrie handelt es sich um eine elegante Technik zur Fluoreszenz-
abhédngigen multiparametrischen Analyse von Zellen in Suspension. Mit Hilfe markierter
monoklonaler Antikorper erlaubt diese Technik, in kurzer Zeit die Lymphozyten-
subpopulationen einer Blutprobe zu bestimmen. Die Durchflusszytometrie hat in den letzten
10-15 Jahren zunehmend Einzug auch in die klinische Zelldiagnostik gehalten, so z. B. zur
Immunphinotypisierung  lymphatischer Zellen im Rahmen der Diagnostik von

Immundefekten oder HIV.

Voraussetzung fiir eine durchflusszytometrische Analyse sind Zellen in Suspension und
spezielle Fluoreszenzfarbstoffe, die mit einem Argonlaser mit 480 nm Wellenlidnge angeregt

werden und deren Emissionslicht gemessen werden kann.
Das Gerit besteht aus drei Hauptanteilen, nimlich

¢ Fliissigkeitssystem,
e optischem System

® und Signalverarbeitung.

Die Probe wird mittels Uberdruck durch eine Stahlkapillare transportiert, die auf das Zentrum
der Messkiivette gerichtet ist. Dort wird die Probe von der Hiillstromfliissigkeit erfasst und
auf bis zu 7 m/sec beschleunigt. Durch diesen Vorgang der hydrodynamischen Fokussierung
gelingt es, die Zellen wie im Génsemarsch den Analysepunkt passieren zu lassen, wo der

fokussierte Lichtstrahl auf die einzelne Zelle trifft. (Abb. 7)
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Abb. 7: Hydrodynamische Fokussierung: Die Zellen der Probensuspension werden mit Uberdruck
beschleunigt und gelangen so hintereinander aufgereiht in die Analysezelle des Zytometers, wo sie

einzeln vom Laserstrahl getroffen werden.

Gemessen werden optische Signale (Lichtstreuung und Fluoreszenz) die von den einzelnen
fokussierten Partikeln ausgehen. Als Lichtquelle dient ein Argonlaser, dessen Emissions-
spektrum m Absorptionsbereich verschiedener kommerziell erhéltlicher
Fluoreszenzfarbstoffe liegt. Laserlicht zeichnet sich durch konstante Strahlungsleistung, hohe

Strahlungsintensitéit und gerichtete und kohérente Lichtwellen aus. (Abb. 8)
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Abb. 8: Emissionsspektrum eines Argonlasers

Beim Argonlaser macht man sich die Emissionslinie bei 488 nm zunutze, um die
Fluorochrome anzuregen. Die absorbierte Lichtenergie hebt die Elektronen auf ein hoheres

Energieniveau. Beim Riicksprung kommt es zur Emission eines Photons, der Fluoreszenz. Da
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aber auch Energie in Form von Wirme verloren geht, ist das Emissionsspektrum

energiedrmer und damit langwelliger als das Anregungsspektrum. (Abb. 9)
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Abb. 9: Emissionsspektrum der Fluoreszenzfarbstoffe FITC, PE und PerCP bei Anregung mit dem Argonlaser
(Wellenldnge: 488nm).

Verwendet wurden hier drei Fluorochrome, die innerhalb des Absorptionsbereichs von 488
nm angeregt werden. Die benutzten monoklonalen Antikorper sind mit je einem dieser
Fluorochrome konjugiert. Aufgrund der unterschiedlichen Emissionswellenlingen konnen die
drei Farben gleichzeitig gemessen werden (Tabelle 3). Bei Tricolor® handelt es sich um einen

Tandem-Farbstoff aus PE und Cyan5.

Fluorochrom Max. Exzitation = Max. Emission  Farbe
Fluorescein (FITC) 488nm 520nm griin
Phycoerythrin (PE) |[488nm 575nm rot-orange
Tricolor® (TC) 488nm 667nm dunkelrot

Tabelle 3: Angabe der Wellenldngen der Fluorochrome FITC, PE und TC

Neben der Fluoreszenz wird als weiterer Parameter das Streulicht gemessen. Abhingig von
verschiedenen physikalischen Zelleigenschaften, wie Querschnittsfliche, Membranstruktur,
Refraktionsindex und intrazelluliren Bestandteilen, wird das Licht, das auf die Zelle trifft,
unterschiedlich stark gestreut. Am grof3ten ist die Streuung im Kleinwinkelbereich von 0-10°.
Dieses Vorwirtsstreulicht, engl. ,, Forward Angle Light Scatter” (FSC), korreliert mit dem
Querschnitt der Zelle und ldsst Riickschliisse auf deren Grofe zu. Den kleineren Teil, der im
90°-Winkel abgestrahlt wird, bezeichnet man als Seitwértsstreulicht oder ,,Side Angle Light
Scatter” (SSC). Er entspricht dem Refraktionsindex und gibt Information tiber Granularitét,
Membranfaltung und &duBere Form der Zelle. So lassen sich die wichtigsten Leukozyten-

gruppen voneinander unterscheiden (Abb. 10) und eine getrennte Betrachtung z. B. von
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Lymphozyten durch Eingrenzung (=Gating) ist ermoglicht. Dadurch kann man bei der

Auswertung eine Vorauswahl der zu analysierenden Zellen treffen.
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Abb. 10: Lymphozytengate: Anhand von Grofle (x-Achse) und Granularitit (y-Achse) lassen sich die einzelnen
Zellpopulation eingrenzen (Gating). Die Region ,,R1* umfasst die Lymphozyten; links davon befindet

sich Zellschrott; die Population dariiber besteht aus Monozyten.

Das optische System des Durchflusszytometers besteht aus einer Anregungs- und einer
Detektionseinheit. Letztere ist axial fiir Vorwirtsstreulicht und orthogonal fiir Seitwiérts-
streulicht und Fluoreszenz angeordnet. Verschiedene Optiken, Blenden und Filter zerlegen die

Fluoreszenz in verschiedene Farbbereiche und trennen sie vom SSC. (Abb. 11)

. 8 Fluoreszenz
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Abb. 11.: Aufbau eines Durchflusszytometers: Der Laserstrahl (1), der auf die Zelle in der Messkiivette (2)
trifft wird nach vorne und zur Seite gestreut. Ein System aus Spiegeln und Filtern leitet das Licht
Photodetektoren zu, die die Signale in elektrische Impulse umwandeln. (3=Blockerstreifen,

4=Sammellinse, S=Teilerspiegel, 6=Photodiode, 7= Lichtfilter, 8= Photomultiplier)
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Die Umwandlung der optischen Signale geschieht iiber Photomultiplier und Photodioden in
elektrische Pulse, die wiederum verstidrkt werden. Die Elektronik muss nun die empfangenen
Signale zeitlich der entsprechenden Zelle zuordnen und die echten Signale, die einen
Schwellenwert (=Treshold) uberschreiten, registrieren. Die Festlegung der elektronischen
Schwelle bezieht sich auf einen bestimmten Ausloseparameter (=Trigger). Uber einen
Analog-Digitalwandler wird die Intensitit der gemessenen Eigenschaften jeweils einer von
1024 Klassen zugeordnet und in Form einer Listendatei gespeichert. Das bedeutet, dass jeder
Zelle eine Liste von unabhidngigen Werten zugeordnet ist, die wihrend des Messvorgangs
gleichzeitig erfasst wurden. Dadurch ist es moglich, die Daten auch zu einem spéteren
Zeitpunkt erneut nach verschiedenen Kriterien auszuwerten und zu korrelieren. Pro Messung

werden fiir gewohnlich 10.000 Zellen aufgenommen (ca. 100-500 Zellen/sec).

(siehe auch: Schmitz und Rothe, 1994; Janeway und Travers, 1995)

2.2.2.Fluoreszenzfirbung

Um reproduzierbare Ergebnisse zu erhalten muss die Priparation und Firbung der Zellen
nach einem standardisierten Protokoll erfolgen. Die Zellzahl wird auf 2,5x10° eingestellt, da
mindestens 10° Zellen pro Analyse benotigt werden und durch den Wasch-und Firbevorgang
mit Verlusten gerechnet werden muss. Die Farbung erfolgte direkt mit Fluoreszenz-
gekoppelten Antikorpern, in einem Fall (Anti-CD60) wurde eine indirekte Féarbung iiber einen

Fluoreszenz-markierten Anti-p-Antikorper im zweiten Schritt verwendet (Abb. 12).

)

direkt markierter Antikdrper sekundarer Antikérper

Farbstoff

primarer Antikdrper

Abb. 12: Immunfluoreszenzfirbung: Bei einer Inkubation mit direkt markierten Antikorpern erfolgt die
FACS- Analyse nach einmaligem Waschvorgang (links). In der indirekten Firbung werden die
spezifisch bindenden Antikorper in einem zweiten Schritt von fluoreszenzmarkierten Antikorpern

detektiert, die gegen die p-Kette der Immunglobuline gerichtet sind (rechts).
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Bei der indirekten Firbung wird der spezifisch bindende monoklonale Antikdrper vom
fluorochromierten  polyklonalen  Sekunddrantikdrper  detektiert, was eine  hdohere
Empfindlichkeit, aber auch eine Verstarkung des Hintergrunds zur Folge hat, da die Spezifitit

der Fiarbung abnimmt.

Der Vorteil einer direkten Firbung ist vor allem, dass in einem Ansatz verschiedene
Antikorper gleichzeitig zugegeben werden konnen. Wichtig ist dabei, die Antikorper-
konzentrationen so zu wihlen, dass nur hochaffine Antigen-Antikorperreaktionen moglich
sind und moglichst wenig unspezifische Kreuzreaktionen stattfinden. Gleichzeitig soll die
Farbung aber auch intensiv genug sein, um positive und negative Zellen gut voneinander
unterscheiden zu konnen.

Um die optimale Farbekonzentration zu erhalten wurde jeder Antikdrper austitriert. Das heif3t
eine Probe wurde unter gleichen Bedingungen mit verschiedenen Antikdrperkonzentrationen
gefdarbt, im Durchflusszytometer gemessen und so die beste Konzentration zur
Diskriminierung zwischen Antigen-positiven und -negativen Lymphozyten ermittelt.

(Beispiel: Abb. 13)

= =abine. AKtest 001 o Sabine Aktest 002 o Sabine Aktest 004
u ] L e
2] 1:25 = 1:50 = 1:200
25 L8 £8
=Ty = =
gsd = S8 M1 SH M1
= = =
nw, el = 2
PR T L LI 1 L T T TRl LT/ R TI E AT
FLZH FL3-H FL3H

Abb. 13: Titration des Antikorpers CD3-Tri: Lymphozyten wurden mit Verdiinnungen von 1:25 bis 1:200 des
Tricolor®-markierten Antikorpers gefirbt. Die optimale Konzentration liegt bei 1:50 mit gutem Signal

und Diskriminierung vom Hintergrund. ,,M1* entspricht den CD3-positiven Lymphozyten.

Jede Probe wurde mit einem Panel von 14 unterschiedlichen Antikdrperkombinationen in

bestimmten Konzentrationen gefédrbt und analysiert (Tab. 4).

Fir die Untersuchung schwach exprimierter Antigene, wie z. B. der Aktivierungs-Antigene

HLA-DR und CD25, wurden die sensitiveren PE-konjugierten AntikOrper gewahlt.
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Tabelle 4: Antikorperpanel

Probenummer AK-Kombination Fluoreszenz Isotyp Endverdiinnung
Standardmarker:
A CD3 FITC IgGl1 1:50
CD4 PE IgGl1 1:25
CD8 TC IgG2a 1:100
B TCR-Y/d FITC IgG1 1:20
CD16 PE IgGl1 1:8
CD56 PE IgG1 1:15
CD3 TC IgG2a 1:50
C CDs5 PE IgG2a 1:5
CD19 TC IgGl1 1:30
Aktivierungsmarker:
D CD621 FITC IgG2a 1:40
CD45RA PE IgGl1 1:30
CD4 TC IgG2a 1:100
E CD621 FITC IgG2a 1:40
CD45RA PE IgGl1 1:30
CD8 TC IgG2a 1:100
F CD45R0 FITC IgG2a 1:15
CD4 PE IgGl1 1:25
CD8 TC IgG2a 1:100
G CDl1a FITC IgGl1 1:10
CD4 PE IgGl1 1:25
CD8 TC IgG2a 1:100
H CD4 FITC IgGl1 1:50
CD49d PE IgGl1 1:10
CD8 TC IgG2a 1:100
I CD4 FITC IgG2a 1:50
HLA-DR PE IgG2a 1:20
CD8 TC IgG2a 1:100
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Probenummer AK-Kombination Fluoreszenz Isotyp Endverdiinnung
CD60 1. 3B2-Uberstand IgM
2.CD4 FITC IgG1 1:50
u-Maus PE rabbit 1:500
polyclonal
CDS8 TC IgG2a 1:100
K CD4 FITC IgG2a 1:50
CD126 PE IgG1 1:10
CDS8 TC IgG2a 1:100
L CD4 FITC IgG2a 1:50
CD58 PE IgG2a 1:15
CDS8 TC IgG2a 1:100
M CD4 FITC IgG2a 1:50
CD25 PE IgG1 1:20
CDS8 TC IgG2a 1:100
Isotyp-Kontrolle IgG1 FITC IgGl1 1:10
IgG2a PE IgG2a 1:10

Die Antikorperkombinationen wurden vorverdiinnt in PBS / 1% Milchpulver + 0,1% Na-acid
und im Dunkeln bei 4°C aufbewahrt.

Die Farbereaktion erfolgte in einem Volumen von 40 pl tiber 30 min auf Eis. Die Firbung
lebender Zellen soll deswegen auf Eis (d. h. bei Temperaturen zwischen 4-12°) stattfinden,
um stoffwechselbedingte Vorginge zu verhindern, die eine Verdnderung der Oberflichen-
antigene zur Folge hitten. Gerade wenn Zellantigene durch AntikOrper quervernetzt sind
(,,Capping®), kann es bei Raumtemperatur zum Abwerfen der vernetzten Rezeptoren
kommen, was zur Verfilschung der Ergebnisse fiihren wiirde. Auch die Féarbezeit von 30 min
wurde streng eingehalten, da kiirzere oder lingere Zeiten zu einer unzureichenden Firbung
bzw. einer Begiinstigung unspezifischer Reaktionen fithren. Das Waschen mit PBS konnte auf
einmal bzw. zweimal beim indirekten Firben reduziert werden. Eine abschlieBende Fixierung
der Zellen erfolgte mit 1% Paraformaldehyd / PBS, um ein potentielles Infektionsrisiko zu

minimieren und die Messbedingungen auch iiber einen lingeren Zeitraum stabil zu halten.
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Es wurde also nach folgendem Protokoll vorgegangen:

e Vorlegen von 2,5x10° Zellen in jeweils 14 beschriftete Eppendorf-Réhrchen

¢ 10 min bei 6000 rpm zentrifugieren

e Uberstand bis auf 20 pl abnehmen, Pellet resuspendieren (,,aufratschen®)

¢ Antikdrpermischungen vortexen, entsprechend je 20 pl zugeben und erneut mischen
¢ Inkubation 30 min auf Eis

¢ je 1 ml PBS zugeben

¢ 10 min bei 6000 rpm zentrifugieren

e Uberstand abkippen und in 200 ul PBS / 1% Paraformaldehyd aufnehmen

Die gefirbten Proben wurden innerhalb weniger Stunden analysiert und bis dahin im

Kiihlschrank aufbewahrt.

2.2.3. Messung mit dem Durchflusszytometer (FACScan™,B&D)

Bevor mit der Messung der Proben begonnen werden kann, muss die Geriteeinstellung

(=Instrument Settings) festgelegt und eine Aufnahmemaske kreiert werden.

Zur Einstellung wurde eine mit Anti-CD3-FITC/4-PE/8-TC gefirbte Probe verwendet. Die
lineare elektronische Verstiarkung der Signale fir FSC und SSC und die logarithmische fiir
die Fluoreszenzen wurde so gewihlt, dass die Zellgruppen gut voneinander abgrenzbar waren.

Die Treshold wurde anhand des FSC bestimmt und liefl noch Teile des Zellschrotts erkennen.

Um die spektrale Uberlappung der Fluoreszenzfarbstoffe zu korrigieren, ist eine Einstellung
der Kompensation zwischen den drei verwendeten Farbstoffen FITC, PE und TC notwendig.
Dabei wird der jeweils in das andere Spektrum reichende Anteil der Farbe subtrahiert. Als
Beispiel sei hier die Korrektur mit Hilfe der Anti-CD3-FITC/CD4-PE/CD8-TC gefdrbten
Zellen angefiihrt: Die Farbungen CD4+ und CD8+ schliefen sich gegenseitig (nahezu) aus.
Das bedeutet, dass die PE-gefirbte Zellwolke nicht weiter in den TC-Kanal reichen darf, als
ungefirbte Zellen und umgekehrt (Abb. 14). Es ist zu beachten, dass bei Anderungen der
Fluoreszenzsignalverstirkung auch die Kompensationseinstellung neu angepasst werden muss

(Raffael et al. in: Schmitz und Rothe, 1994: S. 30).
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Abb 14: Zweifarbenkompensation: Fiarbung von Lymphozyten mit CD4-PE und CD8-TC als zwei distinkte
Zellpopulationen. Bei korrekter Kompensation reicht die Fluoreszenz der PE-positiven Zellpopulation
(orange) nicht iiber ungefiarbte Zellen (grau) hinaus in den TC-Kanal und umgekehrt. (1=ohne

Kompensation, 2=korrekte Kompensation, 3=Uberkompensation)

Fir die Datenaufnahme- und spétere Verarbeitung wurde das Programm CellQuest
verwendet. Dem erstellten Aufnahmefenster wurde ein Lymphozyten-Gate eingefiigt, so
dass wihrend der Akquirierung der Daten 10.000 Ereignisse innerhalb des Gates gezihlt
wurden. Alle gewonnenen Daten wurden in entsprechenden Files gespeichert und auf

magnetooptische Disketten geladen.

Zur Uberpriifung der Reproduzierbarkeit der Ergebnisse und dem Ausschluss eines
systematischen Fehlers zwischen den einzelnen Messungen, wurde bei den ersten fiinf
Messungen immer, dann in jeder fiinften Messung eine Interassay-Kontrolle mitgefiihrt.
Dabei handelte es sich um dieselbe Blutprobe einer Kontrollperson, die jeweils fiir drei
Antikorperkombinationen mitgefdarbt und analysiert wurde. Es ergaben sich gut iiberein-
stimmende Werte, deren Standardabweichungen im akzeptablen Bereich lagen. So war
beispielsweise der Mittelwert der T-Zellen 67,2127 %. Die Werte fiir die CD3+/4+- Zellen
lagen bei 41,2+1,3 % und fir CD3+/8+- Zellen bei 22,6122 %. Auch folgende
Kombinationen hatten gut replizierbare Ergebnisse: CD4+/45RA+ mit 12,9424 %,
CD4+/621+ mit 22,412,1 % und CD4+/49d+ mit 7£1,3 %. (Abbildung 15)
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2.2.4. Auswertung der Daten

Zur Auswertung der erhaltenen Daten stehen verschiedene Darstellungsformen zu Verfligung.
Zum einen die Histogrammdarstellung, welche die Hiufigkeitsverteilung eines Parameters
wiedergibt, zum anderen das Punktehistogramm (=Dot Plot), das zwei Parameter zueinander

in Beziehung setzt. (Abb. 16a)
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Abb. 16a: Histogrammdarstellung: Dot Plot:
Jedes Signal wird logarithmisch verstirkt Die Klassenwerte zweier Parameter werden
und einer von 1024 Klassen zugeordnet. gegeneinander aufgetragen

Beim Dot Plot kann oft die visuelle Abschitzung der Zellpopulationen in den Punktwolken
Schwierigkeiten bereiten, insbesondere bei hoher Zelldichte. In solchen Fillen wurden
weitere Zweiparameterdarstellungen zur Auswertung herangezogen, die einen rdumlichen
Eindruck entstehen lassen, ndmlich Konturlinien- und Gebirgsdarstellung. Diese
beriicksichtigen die Anzahl der Zellen an einem bestimmten Punkt der Darstellung: In Form
von Isoamplituden bei ersterer bzw. als dreidimensionale Prisentation (Z-Achse = Zahl der

Ereignisse) bei letzterer Darstellungsform. (Abb. 16b)
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Abb. 16b: Konturlinien und Gebirgsdarstellung. Gleiche Zellpopulation wie im Dot Plot (Abb. 16a)
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Die Auswertung wurde nur fiir Lymphozyten durchgefiihrt, das hei3t, in die Berechnungen
wurde nur die Lymphozytenpopulation einbezogen, die vorausgehend im Gate eingegrenzt

wurde (erkennbar an bestimmter GroB3e und Granularitit im FSC/SSC-Histogramm, s. S. 48).

Fir weitere Bestimmungen wurden auch Gates fir CD3+/4+ und CD3+/8+ Lymphozyten
festgelegt und die Verteilung von interessierenden CD-Molekiilen gesondert auf diesen Zellen

betrachtet .

Die Dot Plot-Analyse wurde statistisch mittels Quadrantenanalyse ausgewertet. Dazu wurde
in das jeweilige Analysefenster ein Kreuz eingefiigt, das positive von negativen
Zellpopulationen trennt, und daraufhin die Prozentzahl von Lymphozyten im entsprechenden
Quadranten ermittelt. Auch im Histogramm wurden positive von negativen Zellen durch das
Einfiigen einer Marke getrennt. Die Festlegung der Grenze orientierte sich in unklaren Fillen
an einer Negativkontrolle, in diesem Fall der Isotyp-Kontrolle des entsprechenden
Immunglobulins. Alle Klassenwerte, in deren Bereich die Signale der Isotypkontrolle lagen,
wurden im Rahmen von Autofluoreszens und unspezifischer Antikorperbindung gesehen und
als negativ betrachtet. Der so ermittelte begrenzende Wert wurde fiir die folgenden
Messungen iibernommen. (Abb.17)
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Abb. 17:

Setzen der Grenze zwischen CD126-
positiven und negativen Zellen anhand
der Isotyp-Kontrolle (oben).
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Gerade fir die Auswertung von schwach exprimierten Antigenen und Antigenen, die im
Ubergang einer ruhenden zur aktivierten Zelle zunehmend exprimiert werden, ist das korrekte
Setzen der Marke von grof3er Bedeutung und oft problematisch. In diesen Fiéllen wurde neben
der Prozentwertangabe auch die mittlere Fluoreszenzintensitit (=Mean) der Proben

beriicksichtigt und verglichen. (Abb. 17)
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Nach eben genannten Kriterien wurde eine standardisierte Auswertemaske fiir jede der 13
Antikorperkombinationen optimiert, so dass jede Probe nach denselben Kriterien bearbeitet

werden konnte (siehe Anhang).

Als rechnerische Qualitidtskontrolle der erhaltenen Ergebnisse wurden verschiedene Werte

tiberpriift:

¢ [ymphozytensumme: %T (CD3+) + %B (CD19+) + %NK (CD16+/56+/3-) =
100+/-5%

e T-Zellen / Gate: Gleiche Prozentzahl von T-Zellen / Zellen im Gate in den
verschiedenen Ansitzen beim gleichen Patienten

o CD4+/CD8+: %(CD3+/4+) + %(CD3+/8+) = %(CD3+) +/-5

Die erhaltenen Prozent- und Meanwerte wurden fiir die unbehandelte und behandelte
Patientengruppe und die Kontrollgruppe in Excel-Tabellen eingegeben und Mittelwerte und

Standardabweichungen berechnet.

2.3. Statistik

Vorliegende Studie wurde als explorative Studie angelegt. Als statistischer Test, also um die
Signifikanz der Unterschiede zwischen den errechneten Werten von Patienten und Kontrollen
zu erhalten, wurde der zweiseitige Student’s t-Test fiir unverbundene Stichproben verwendet.
Die Daten der Patienten, die vor und unter Neuroleptikatherapie untersucht wurden, wurden
zusitzlich mit dem t-Test fiir verbundene Stichproben ausgewertet.

Fiir die Berechnung wurden auch Untergruppen der Patienten anhand des Phénotyps gebildet
und versucht, Zusammenhinge von immunologischen Parametern mit psychopathologischem
Befund und Verlauf der Erkrankung aufzudecken. Getrennt betrachtet und verglichen wurden
folgende Gruppen (vgl. Kap. II: 1.4.2.):

¢ Neuroleptika-naive Patienten

® hoher PANSS-Score bei Aufnahme (gesamt>80 und global>40)

® Patienten mit gutem Therapieerfolg/Remission, sowie méiigem/keinem Erfolg

Auch der Einfluss von Alter und Geschlecht auf die gemessenen Parameter wurde betrachtet.
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III. Ergebnisse

1. T-Zellen (CD3)
1.1. Subpopulationen CD4 und CD8

Die Auswertung der Messung von CD3-positiven Lymphozyten (= T-Lymphozyten) und der
Subpopulationen CD4 und CD8 erfolgte als Quadrantenanalyse, wobei fiir CD3+/CD8+ -
Lymphozyten ein Gate gesetzt wurde (Abb. 18). Die Ergebnisse sind in Abbildung 19 und
Tabelle 5 aufgefiihrt. Es wurden insgesamt mehr Patienten vor Behandlung (=*“Unbehandelt
gesamt®) untersucht, als nach Behandlung. Die Patienten, die nochmals untersucht werden
konnten, wurden im Paartest vor und nach Behandlung gegeniibergestellt (=,,Gruppe der

Behandelten®).

Es fand sich eine signifikante Erhohung von CD4-positiven T-Zellen bei behandelten
Schizophrenen im Vergleich zur Kontrollgruppe (p<0,05). Dies spiegelt sich in der
Gesamtzahl der T-Zellen wieder, die bei Schizophrenen nach Behandlung ebenfalls
tendenziell hoher war. Auch bei unbehandelten Schizophrenen waren die T-Zellen und die
CD4+ -Zellen erhoht, jedoch unter dem Signifikanzniveau. Der Anteil an CD8+- T-
Lymphozyten zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen. Es

ist kein Behandlungseffekt zu beobachten.
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Abb. 18: Auswertung der CD3+/CD4+ (links) und CD3+/CD8+-Lymphozyten (rechts) mittels Quadranten-
analyse. Die doppelt positiven Lymphozyten finden sich jeweils im rechten oberen Quadranten. ,,R2*

entspricht dem Gate fiir die CD3+/CD8+-Zellen
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Lymphozytenpopulation: CD3+ gesamt CD3+/4+ CD3+/8+
(% peripherer Lymphozyten; Stabw)

Schizophrene Patienten:
Unbehandelt gesamt 67.2t7.5 45.148.8 17.345.9

Gruppe der Behandelten:

Unbehandelt 68.4+7.6 47.719.2 16.4£3.6
Behandelt 69.719.9 48.9+10.6* 16.5£3.5
Kontrollen 62.819.8 40.819.9 17.814.1

Tabelle 5: Ergebnis der Messung der CD3+-Lymphozyten und der Subpopulationen mit CD3/4- und CD3/8-
Expression bei unbehandelten und behandelten Schizophrenen und Kontrollpersonen. Da nicht alle
Patienten behandelt wurden, Vergleich der Gruppe der Therapierten im gepaarten t-Test vor
Behandlung (="“Unbehandelt*) und nach Behandlung (="“Behandelt*). Prozentangaben von Mittelwert
und Standardabweichung. * Unterschied zu Kontrollen signifikant mit p<0.05
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Abb. 19: Diagrammdarstellung der Ergebnisse aus Tabelle 5. Behandelte Patienten zeigen signifikant mehr
CD3+/CD4+-Lymphozyten als gesunde Kontrollen.

1.2. ,Naive* T-Zellen (CD45RA)

Die Ergebnisse fiir die ,,naiven T-Zellen mit Expression von CD45RA sind in Abbildung 21
und Tabelle 6 dargestellt. Das Oberflichenmolekiil CD45RA wurde in Kombination mit
CD4+ und CD8+ gemessen. Die Auswertung erfolgte gemass Abbildung 20. Bei schwieriger
Abgrenzung von CD45RA-positiven Lymphozyten wurde zusitzlich die
Histogrammdarstellung benutzt und die Mean-Werte der Expression auf CD4+ und CD8+ -
Zellen erhoben. Betrachtet wurde die Expression bezogen auf CD4- und CD8-Zell
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Abb. 20: Auswertung der CD45RA-positiven Lymphozytenpopulation. Dargestellt ist die Zweifarbenanalyse
mit CD4/CD45RA. Zur zusitzlichen Auswertung der z.T. schwierigen Abgrenzung von CD45RA-
positiven zu negativen Zellen in der Dot-Plot-Analyse erfolgte die Auswertung der Gesamtfluoreszenz
erginzend im Histogramm. Dazu wurden die CD4+-Lymphozyten im Gate R2 eingegrenzt.
(Entsprechend fiir die CD8+-Lymphozyten)

Unbehandelte schizophrene Patienten hatten signifikant niedrigere Gesamtwerte von
CD45RA+- Zellen als Kontrollen (p<0,05); behandelte Patienten zeigten die gleiche Tendenz.
Bei unbehandelten Schizophrenen fand sich eine verringerte Expression von CD45RA auf
den CD4+- Lymphozyten (p<0,05). Eine Erh6hung der Expression von CD45RA auf CD8-
positiven Zellen unter Behandlung war nicht signifikant; in diese Richtung weist allenfalls der
hohe Mean-Wert der CD45RA-Expression auf CD8+- Zellen Behandelter. Auffallend ist die
grofle Streubreite der Expression von CD45RA vor allem bei den Patienten (vgl
Standardabweichungen). Die mitgefiihrte Interassay-Kontrolle dieser Markerkombination
hatte fiir dieselbe Person geringere Standardabweichungen von +4,6 fir CD45RA+- gesamt,

13,5 fiir CD4-/45RA+, 6,5 fiir CD45RA+ auf CD4+ und *5,2 fiir den Mean auf CD4+.

Expression von CD45RA: | gesamt auf CD4+: | Mean auf auf CD8+: | Mean auf
(% Lymphoz.; Stabw.) CD45RA+ |CD4+ CD45RA+ |CD8+
Schizophrene Patienten:
Unbehandelt gesamt | 55.0+10.5* |32.8+13.1* |9.4+3.6 54.8+14.1 18.745.7
Gruppe der
Behandelten: 54.8+101 |34.3+11.3 |9.2435 525+13.8 |17.245.2
Unbehandelt
Behandelt 55.7+12.4 |36.7+13.6 |10.2+3.8 56.9+14.5 |22.0+8.9
Kontrollen 61.845.5 40.4+8.6 11.546.2 56.0+11 17.7+3.7

Tabelle 6: Ergebnis der Expression von CD45RA auf CD4+- und CD8+-Lymphozyten. Angabe von
Prozentualem Anteil der CD45-Expression sowie Mean der Fluoreszenzintensitit der jeweiligen
Subpopulation. Einteilung vgl. Tabelle 5. * Unterschied zu Kontrollen signifikant mit p<0.05
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Abb. 21: Diagrammdarstellung der Ergebnisse aus Tabelle 6. Signifikant tiefere Expression von CD45RA auf
Lymphozyten Schizophrener im Vergleich zur Kontrollgruppe, dabei signifikant tiefere Expression auf
CD4+-Lymphozyten.

1.3. T-,,Gedé4chtnis*“-Zellen
1.3.1. Expression von CD45RO

Die Messung des Oberflaichenmolekiils CD45RO, das nach Aktivierung an Stelle von
CD45RA prisentiert wird und fiir die T-Gedéchtniszelle kennzeichnend ist, wurde zusitzlich
an einem groBeren Panel schizophrener Patienten durchgefiihrt. Insgesamt konnten dazu
Daten von 72 unbehandelten und 36 behandelten Individuen ausgewertet werden. Tabelle 7

und Abbildung 22 veranschaulichen die Ergebnisse.

Expression von CD45R0O: |gesamt CD4+/ auf CD4+: |CD84+/ auf CD8+:
(% Lymphoz.; Stabw.) 45R0+ 45RO+ 45RO+ 45RO+

Schizophrene Patienten:

Unbehandelt gesamt 27.1+8.7* 15.845.3 38.8£10.9 |4.0%£1.9 25.0£7.9

Gruppe der Behandelten:

Unbehandelt 27.7£7.7 16.0£5.3 38.8£10.2 |4.1+1.8 26.0£7.6
Behandelt 30.6+10**** | 18.2£6.1* 41.3+13.7* |5.0+3.6* 29.7+11.0*
Kontrollen 23.1£8.1 14.0£5.8 35.2+11.5 |3.7+1.8 22.418.7

Tabelle 7: Ergebnis der Expression von CD45RO auf Lymphozyten, Anteil von CD4+/CD45RO+- und
CD8+/CD45RO+-Zellen sowie Anteil der CD45RO-positiven Zellen der jeweiligen Subpopulation.
Einteilung vgl. Tabelle 5. **** Unterschied zu Kontrollen signifikant mit p<0.001; * p<0.05
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Abb. 22: Diagrammaarsteniung aer £rgeonisse aus 1aoelie /. dignirikant nonere cxpression von CD45RO auf
Lymphozyten behandelter Patienten im Vergleich zu Kontrollen, sowohl auf CD4- als auch auf CD8-
positiven Lymphozyten.

Auffallend ist hier, dass wihrend der Behandlung die Expression von CD45RO auf
Lymphozyten deutlich zunimmt: von 23% bei Kontrollen auf 31% bei Schizophrenen nach
Neuroleptikabehandlung (p<0,001). Man sieht sowohl vermehrt CD4-, als auch CD8-positive
T-Gedéchtniszellen. Neben der Zahl von CD4+/ CD45RO+ -Zellen (p<0,05) ist auch die
Expression von CD45RO bezogen auf die CD4+-Zellen erhoht (p<0,05). Die Prozentzahl
CD45RO-tragender CD8+- Lymphozyten ist mit 3,7% bei Kontrollpersonen viel geringer.
Gleichwohl zeigt sich auch hier ein Behandlungseffekt mit einem signifikanten Anstieg dieser
Population (p<0,05), ebenso erkennbar die hohere CD45RO-Expression auf CD8+-
Lymphozyten (p<0,05). Aber auch vor Behandlung beobachtet man bei Schizophrenen eine
Erhohung des Anteils CD45RO- positiver Zellen (p<0,05).

1.3.2. Expression von CD58 und CD60

CD58 (=LFA-3) ist ein Adhidsionsmolekiil, das an CD2 bindet und auf T-Gedéchtniszellen
stark exprimiert wird. Auch CD60 kommt auf einer Subpopulation von T-Gedéchtniszellen
vor (Wada et al., 1998). Beide Oberflichenmolekiile wurden in Kombination mit CD4 und
CD8 bestimmt und ausgewertet. In der CD58-Auswertung wurde ein Gate (R4) fiir die NK-
Zellen eingefiigt (vgl. Abb. 23). Die Grenzsetzung zwischen ,,positiv* und ,,negativ erfolgte
mit Hilfe der Isotyp-Kontrolle und der Histogrammdarstellung. Die Expression von CDS58
und CD60 auf CD4+- Lymphozyten ist jeweils in den ersten Spalten von Abbildung 24 und
Tabelle 8 zu finden.



Abb. 23: Auswertung der CD58- und CDS-
Expression auf Lymphozyten. Dabei
stellen sich die NK-Zellen als
Population mit mittlerer Expression
von CD8 und hoher Expression von
CD58 dar, die im Gate R4 getrennt
betrachtet werden.
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Tabelle 8: Ergebnis der Messungen der Expression von CD58 und CD60 jeweils auf CD4- und CD8-positiven
Lymphozyten. Auswertung auch des Mean-Wertes der Fluoreszenz zur Beurteilung der
Expressionsstirke der gesamten Population. Einteilung vgl. Tabelle 5. **** Unterschied zu Kontrollen
signifikant mit p<0.001; *** p<0.005; ** p<0.01; * p<0.05
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Abb. 24: Diagrammdarstellung der Ergebnisse aus Tabelle 8. Signifikante Erhohung der Expression von CD58
auf CD4+-Lymphozyten bei Schizophrenen, insbesonders nach Behandlung. Erhohte mittlere
Expression von CD58 auch auf Natiirlichen Killerzellen nachweisbar. CD60 wird signifikant mehr auf
CD4+-Lymphozyten Schizophrener exprimiert.
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Schizophrene (unbehandelt und behandelt) hatten einen signifikant hoheren Anteil an
CD4+/58+- Zellen als Kontrollen (p<0,05 und p<0,01). Die Mean-Werte der Expression von
CD58 auf CD4+ waren nach Behandlung entsprechend erhoht (p<0,005). Zusitzlich deutlich
erhoht waren die Mean-Werte fir CD58 auf NK-Zellen nach Behandlung (p<0,001). Auch
der Anteil an CD4+/60+- Zellen war bei unbehandelten und behandelten Schizophrenen
signifikant hoher (p<0,01 und p<0,05) als bei Kontrollen. CD60 ist auf CD8+- Zellen nur
schwach exprimiert. Die Mean-Werte der Expression auf CD8+ und CD4+- Zellen

unterschieden sich nicht signifikant (hohe Standardabweichung, Daten nicht gezeigt).

1.4. Expression von HLA-DR

HLA-DR wurde als spiter Aktivierungsmarker fiir T-Zellen in Kombination mit CD4 und
CD8 bestimmt und unter Verwendung der Histogrammdarstellung ausgewertet. Die
Lymphozyten der untersuchten Schizophrenen exprimierten héaufiger das HLA-DR-Molekiil
als Kontrollen (p<0,05), wobei bei behandelten Personen tendenziell hidufiger HLA-DR auf
CD8+- T-Lymphozyten gefunden wurde (Abb. 25 und Tabelle 9). Bei Einbeziehen einer
Untersuchung von weiteren 41 Patienten, von denen 20 auch nach Behandlung getestet

wurden, bestétigte sich der Trend der Erhohung von HLA-DR-positiven T-Zellen. Hier war
bei Unbehandelten und Behandelten die Expression auf CD4-Zellen erhoht.

Expression von HLA-DR: gesamt auf CD8+ auf CD4+
(% Lymphozyten; Stabw)
Schizophrene Patienten:
Unbehandelt gesamt 29.3+£8.7* 6.81+2.7 8.1£2.7
Gruppe der Behandelten:
Unbehandelt 28.319.3 6.913.0 7.712.6
Behandelt 26.4+11.1 7.613.4 8.512.6
Kontrollen 23.316.1 5.712.5 7.512.4

Tabelle 9: Ergebnis der Messung der Expression von HLA-DR auf Lymphozyten, sowie getrennt fiir CD4- und
CDS8-positive Lymphozyten. Einteilung vgl. Tabelle 5. * Unterschied zu Kontrollen signifikant mit
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2. Natiirliche Killerzellen (NK-Zellen, CD16/56)

Die Messung von CD16 und CD56 wurde in Kombination mit CD3 und dem TCR-Y/d
durchgefiihrt. Die Darstellung beschridnkt sich auf die Befunde fiir die CD16/56-Expression.
In der Abbildung 26 sind beispielhaft die Ergebnisse fiir einen schizophrenen Patienten und
eine Kontrollperson dargestellt. Wie auch der Tabelle 10 zu entnehmen ist haben Patienten,
die akut an Schizophrenie erkranken deutlich weniger natiirliche Killerzellen als gesunde
Individuen (p<0,001); ein Befund, der unter Behandlung kaum Anderung zeigt (Vgl.
behandelt / Kontrollen: p<0,05). Eine geringe Zahl von T-Lymphozyten exprimiert
unveriandert CD16/56. Wie oben beschrieben, wurde auf NK-Zellen von Betroffenen eine

stiarkere Expression von CD58 gefunden (p<0,001).
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Abb. 26: Auswertung der Zwei-Farbenanalyse mit Antikdrpern CD16/56-PE und CD3-Tricolor®. Die
Kontrollperson (links) hat deutlich mehr CD3-/CD16/56+- NK-Zellen (= Gate R3) als der unbehandelte

Patient.

Population CD16+/56+: gesamt CD3+/16+/56+ | NK-Zellen:
(% Lymphozyten; Stabw) CD3-/16+/56+
Schizophrene Patienten:
Unbehandelt gesamt 12.725.7**** 5.6%1.1 10.1£5.6****
Gruppe der Behandelten:
Unbehandelt 13.615.2 3.0+0.9 10.65.4
Behandelt 14.6+4.5* 3.2+0.8 11.424.7*
Kontrollen 20.919.2 3.311.9 17.748.3

Tabelle 10: Anteil der Expression von CD16/56 auf Lymphozyten Schizophrener, Auswertung bzgl. CD3-
negativer Zellen (=Natiirliche Killerzellen). Einteilung vgl. Tabelle 5. **** Unterschied zu Kontrollen

signifikant mit p<0.001; * p<0.05
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Abb. 26: Darstellung der Expression von CD16/56 auf Lymphozyten Schizophrener. Signifikant tieferer Anteil

an Natiirlichen Killerzellen bei Schizophrenen vor und nach Behandlung im Vergleich zu Kontrollen..

3. B-Zellen (CD19) und Expression von CD5

Die Expression von CDS5 auf B-Zellen, die das Oberflichenmolekiil CD19 tragen, wurde
gemiss Abbildung 27 ausgewertet. Zwar hatten Patienten etwas mehr B-Lymphozyten als
Kontrollen, diese zeigten aber eine signifikant geringere Expression von CDS5, insbesondere
vor Behandlung (p<0,001), aber auch danach (p<0,05). Um diesen Effekt besser beurteilen zu
konnen, wurde die kleine Population stark positiver CD5- B-Zellen gesondert betrachtet. Es
zeigte sich eine — jedoch nicht signifikante - Erniedrigung vor allem bei behandelten
Schizophrenen. Allerdings féllt in der Gruppe der Patienten mit hoher CD5-Expression auf,
dass man bei fast allen auch eine Erhdhung des lymphozytdren Anteils an B-Zellen auf >20%
feststellen kann. Im Gegensatz dazu liegt bei Kontrollpersonen mit hoher CD5-Expression nur
selten ein hoher B-Zellanteil vor (1 Person von 6). Auch CDI19-negative T-Zellen
exprimierten unterschiedlich CD5. Hier hatte die unbehandelte schizophrene Gruppe deutlich
hohere Werte als Kontrollen (p<0,05; sieche Abb. 27 und Tabelle 11).
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Expression von CD5/CD19: CD19+ ges. |auf CD19+: |CD19+/5++ |CD19-/5+
(% Lymphozyten; Stabw) CD5+

Schizophrene Patienten:

Unbehandelt 13.415.9 27.3£7.3**** | 1.4+1 1 71.316.1*
Gruppe der Behandelten:
Unbehandelt 12.314.7 27.016.8 1.0+0.4 72.415.8
Behandelt 12.315.9 29.618.6* 1.31£0.8 71.818.5
Kontrollen 10.613.2 39.2+13.2 1.9+1.2 65.3111.6

Tabelle 11: Ergebnis der CD5-Expression auf CD19-positiven Zellen. Angabe des Anteils der CD19+-B-Zellen,
die CD5 exprimieren und des Anteils an Zellen mit starker Expression von CD5 (++). Einteilung vgl.
Tabelle 5. **** Unterschied zu Kontrollen signifikant mit p<0.001; * p<0.05.
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Abb. 28: Darstellung der Ergebnisse aus Tabelle 11. Der Anteil CD19+-Lymphozyten mit Expression von CDS5
ist bei unbehandelten und behandelten Schizophrenen signifikant erniedrigt. Verdnderungen im Mean
(und in starker Expression) von CD5 liegen unter dem Signifikanzniveau.

4. Interleukinrezeptoren

Es wurde eine Messung von weiteren Oberflaichenmolekiilen auf CD4+4 und CD8+- Zellen
durchgefiihrt, die Interleukinrezeptoren von Lymphozyten reprisentieren: von CD2S5, der -
Kette des IL-2 Rezeptors, sowie von CD126, einer Untereinheit des IL-6-Rezeptors, die auf
aktivierten B- und Plasmazellen stark exprimiert wird. Dabei stellte sich heraus, dass die
Expression dieser Molekiile auf Lymphozyten zu gering ist, um positive von negativen
zuverldssig abgrenzen zu konnen. Dies bedingt, dass ein Setzen des Cursors schwierig ist, da
die Fluoreszenzstirke kaum iiber die der Isotyp-Kontrolle hinausreicht. Unterschiede sind vor

allem anhand der Mean-Werte festzustellen.
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Gleichwohl erreichten die gemessenen Werte fiir den IL-2 Rezeptor Signifikanzniveau. So
hatte die Gruppe der Schizophrenen nach Behandlung 4,4+1,9% CD4+/25+- Lymphozyten;
damit im Vergleich zu Kontrollen (1,8%1,0%) hochsignifikant mehr (p<0,0001). Gleichzeitig
lag der Mean mit 4,7+0,6 hoher als bei Kontrollen (3,710,5; p=0,0001). Im Vergleich
vor/nach Behandlung waren die Unterschiede ebenfalls signifikant. Dieselben Patienten
hatten mit 3,112,7% CD4+/25+- Zellen und einer mittleren Expression von CD25 von

4,2140,8 vor Medikation niedrigere Werte als danach (p<0,05; Abb. 29 und Tabelle 12).

Die Auswertung der Messung von CD126 auf T-Lymphozyten ergab keine signifikanten

Verinderungen.

Expression von CD25: CD4+/25+ Mean von CD8+/25+
(% Lymphozyten; Stabw) CD25
Schizophrene Patienten:
Unbehandelt gesamt 2.4+2.2 4.2+0.9 0.6x2.1
Gruppe der Behandelten:
Unbehandelt 3.1+x2.7 4.2+0.8* 1.1+2.8
Behandelt 4.4+1.9"*** | 4,7+0.6"*** |0.4%£0.9
Kontrollen 1.8+1.0 3.8£0.5 0.2+0.4

Tabelle 12: Messergebnis der Expression von CD25 auf CD4- und CDS8-positiven Zellen. Einteilung vgl.
Tabelle 5. ***** Unterschied zu Kontrollen signifikant mit p<0.0001; * Unterschied zu Behandelten

signifikant mit p<0.05

Expression von CD25 (%)

p<0.0001

Abb. 28: Darstellung der Ergebnisse aus Tabelle 12. Signifikant hoherer Anteil CD4+/25+-Lymphozyten bei

CD4+/25+

Schizophrenen nach Behandlung.
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Auf die Analyse der Expression von Adhdsionsmolekiilen (CD621, 49d, 11a) und des TCR-Y/d
soll hier nicht nédher eingegangen werden. Diese Parameter sind Gegenstand einer anderen

Arbeit (vgl. Miiller et al., 1998b und 1999a).

5. Vergleich mit Phinotypen

Zur ldentifizierung moglicher Subgruppen der schizophrenen Patienten und zur Evaluation
des Einflusses von Neuroleptikabehandlung und des Zusammenhanges der immunologischen
Verdnderungen mit psychopathologischem Befund und Therapieansprechen wurden
Untergruppen anhand dieser Parameter gebildet und gesondert betrachtet. Eine Gruppe
bestand aus Patienten mit Erstmanifestation der Schizophrenie, also Neuroleptika-naiven
Patienten (10 Patienten). Als zweite Gruppe wurden Patienten mit hohem PANSS-Wert
(Gesamtscore >80, Globalscore >40) als Ausdruck einer ausgeprigten psychopathologischen
Symptomatik (16 Patienten) mit anderen Patienten und Kontrollen verglichen. Im dritten
Vergleich wurden die Patienten in solche mit gutem und schlechtem Therapieerfolg eingeteilt

(12 vs 14 Patienten; vgl. Kapitel II: 1.4.2. und 2.3.).

Patienten mit Erstmanifestation zeigten keine signifikanten Unterschiede der beschriebenen
lymphozytdren Subpopulationen zu Patienten, die bereits Neuroleptika erhalten hatten. Als
signifikant unterschiedlich zur Kontrollgruppe fanden sich folgende Werte (vgl. Tabelle 13):
Eine signifikante Erniedrigung von CD16+/56+- Zellen bei unbehandelten Schizophrenen
(p<0,05) ohne signifikante Verdnderung der NK-Zellpopulation selbst. Ebenso zeigte sich
eine verminderte Expression von CD5 auf CD19+- Zellen bei Patienten mit Erstmanifestation
vor und nach Behandlung (p<0,01; p<0,05). Der Mean der Expression von CD58 auf CD4+
und auf NK-Zellen lag bei behandelten Schizophrenen iiber dem Wert bei Kontrollen
(p<0,05). Auch hatten Neuroleptika-naive Patienten eine signifikante Erhohung von
CD4+4/25+- Lymphozyten nach Behandlung (p<0,001) mit einer Erhohung des Mean von
CD25 auf diesen Zellen (p<0,005). Diese Befunde und auch die Werte nicht signifikant
verdnderter Parameter sind insgesamt in etwa vergleichbar mit der untersuchten

Gesamtpopulation der Schizophrenen.

Auch in der Gruppe der Patienten mit hohem PANSS-Score bei Aufnahme konnten keine
signifikanten Unterschiede im Vergleich zu den ibrigen Patienten gefunden werden. Im
Vergleich zu gesunden Kontrollen unterschiedliche Befunde sind in Tabelle 13 aufgefiihrt.
Die Patienten hatten erwartungsgemifl signifikant weniger CD16+/56+ und NK-Zellen
(p<0,001). Ebenso bestand eine geringere CDS-Expression auf CD19+- Zellen (p<0,005).
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Signifikant erhoht war der Mean der Expression von CD45RO auf CD8+- Zellen (p<0,05),
jedoch nicht die Population CD8+4/45RO+. Eine Erhohung von CD4+/58+ und CD4+/60+-
Lymphozyten wurde in dieser Gruppe signifikant bestétigt (p<0,05). Es fand sich vermehrt
HLA-DR auf Lymphozyten (p<0,05), doch wie in der Gesamtgruppe keine signifikanten

Veridnderungen bezogen auf T-Zellpopulationen.

Die beiden Gruppen mit gutem und schlechtem Therapieerfolg hatten vor Behandlung zwar
im gegenseitigen Vergleich keine signifikant unterschiedlichen Veridnderungen, jedoch
erreichten beide unterschiedliche Signifikanzniveaus im Bezug auf Kontrollpersonen. In
beiden Gruppen waren wiederum CD16+4/56+ und NK-Zellen erniedrigt: In der Gruppe mit
gutem Outcome mit p<0,005 und p<0,001; in der kaum klinisch gebesserten Gruppe weniger
ausgepragt mit p<0,05. In der Messung CD5/19 zeigten beide Gruppen eine erniedrigte
Expression von CD5+ auf CDI9+- Lymphozyten, wobei die Patienten mit gutem
Ansprechen auf Therapie ein Signifikanzniveau von p<0,005 erreichten und eine deutlich
niedrigere Expression zeigten als die Gesamtgruppe. Auch lag einzig bei dieser Gruppe eine
signifikante Erniedrigung der stark CD5-exprimierenden Zellen vor (p<0,05). Gleichzeitig
hatte die ,erfolgreiche Gruppe einen sehr hohen Anteil CDS5-negativer CD19+-Zellen
(p<0,005). Sehr hohe Werte erreichte der Anteill von CD4+/60+- Lymphozyten mit
13,5t4,2% m dieser Gruppe (p<0,0005) - im Vergleich dazu hatten die Schizophrenen
insgesamt 11,6+4,4%.

In der Gruppe der schlecht ansprechenden Patienten fielen vor allem Veridnderungen von
CD45RA, CD45RO und HLA-DR auf, die in der Gruppe mit gutem Erfolg nicht signifikant
nachweisbar waren. Neben einer ausgepréagten Verringerung der Expression von CD45RA auf
allen Lymphozyten - noch unter die Werte des Gesamtdurchschnitts bei Schizophrenen -
(p<0,001), sieht man eine signifikant reduzierte Expression auf CD4+- Zellen mit
28,5£10,2% (p<0,005). Umgekehrt war die CD4+/45RO+- Population stark erhoht mit
17,416,3% (p<0,05). Im Vergleich dazu hatte die Gesamtpopulation der Patienten eine
Expression von CD45RA auf 32,8+13,1% der CD4+-Lymphozyten und einen Anteil von
15,813% CD4+/45RO- Zellen. Ebenfalls signifikant erhoht war die HLA-DR Expression
(p<0,05) und der Mean von CD25 auf CD4+ (p< 0,05), sowie in beiden Gruppen — den gut
und schlecht Ansprechenden — der Anteil von CD44/58+- Lymphozyten (p<0,05 und p<0,01).

Die Unterschiede in der Auswirkung antipsychotischer Therapie wurden deutlicher beim
Vergleich der Lymphozyten-Subpopulationen beider (obwohl kleiner) Gruppen nach

neuroleptischer Therapie. Hier konnten in der Gruppe der gut ansprechenden Patienten 7
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Proben untersucht und mit 6 Proben von schlecht ansprechenden Patienten verglichen werden.
Diese Ergebnisse sind unten in Tabelle 13 aufgefiihrt. Nach Behandlung hatten Patienten mit
geringem Therapieerfolg deutlich weniger CD44/45RA+- Zellen und eine signifikant
niedrigere Expression von CD45RA auf CD4+ (p<0,05), sowie umgekehrt einen iiber 1,5-
fach hoheren CD4+/45RO+- Zellanteil (21,314,8% vs 13,514,2%) mit signifikant hoherer
Expression von CD45RO auf CD4+ (50,619,3 vs 27,0£7,0; p<0,01; p<0,001). Auch die
Expression von CD45RO auf Lymphozyten insgesamt war mit 30,5+7,0% im Unterschied zu
22,11£5,9% bei Patienten mit gutem Therapieerfolg signifikant erhoht (p<0,05). Gleichzeitig
wurde eine erhohte mittlere Expression von CDS58 auf CD4+-Zellen und ein hoherer
Prozentsatz CD4+/58+- Lymphozyten gefunden (p<0,01; p<0,05). Die Zunahme des Mean
von CD25 auf CD4+ war ebenso bei schlecht therapierbaren Patienten signifikant (p<0,05).
Auffallend ist der Befund einer Erniedrigung der CD8+- T-Zellpopulation auf 13,7£3,4%

signifikant unter das Niveau bei Patienten mit gutem Therapieerfolg (18,4%2,1%, p<0,01).

Zur Abschitzung des Alterseinflusses auf die Lymphozytensubpopulationen wurden
Patienten iiber 35 Jahre mit jiingeren Patienten verglichen. Die dlteren Patienten hatten
signifikant weniger CD8+/58+- Lymphozyten als die jiingeren (7,243,4% vs 12,5+5,7%;
p<0,05) und mehr CD4+/25+- Lymphozyten (4,4%3,6% vs 1,8+1,0%; p<0,01). Dabei ist zu
bemerken, dass die Population der schizophrenen Patienten insgesamt etwas élter als die der
Kontrollen war, ndmlich 32,7+8,9 Jahre zu 28%5 Jahre. Allerdings konnten im Vergleich
Schizophrene / Kontrollen keine Unterschiede bzgl. der CD8+/58+- Zellen ausgemacht
werden. Es lag hingegen eine eher hohere Expression von CDS58 auf Lymphozyten
Schizophrener im Vergleich zu Kontrollen vor, die durch eine Erhohung von CD4+/CD58+
deutlich wurde, so dass moglicherweise dieser Befund durch das hohere Alter der Patienten
maskiert wird. Die signifikante Erhohung von CD4+/25+ in hoherem Alter entspricht den
Befunden bei Schizophrenen, konnte also zum Teil altersbedingt sein. Betrachtet man
allerdings die Gruppen von gut und schlecht therapierbaren Patienten, so zeigen beide
Gruppen jeweils einen vergleichbaren Anteil an élteren Patienten mit 6/14 der gut und 4/12
der schlecht ansprechenden Patienten iiber 35 Jahre. Die erhohte CD25- Expression, die sich
dort im Vergleich bei den schlecht therapierbaren Patienten zeigt, kann also nicht durch den

Alterseinfluss erkliart werden.

Beziiglich Geschlechtsunterschieden hatten Frauen mehr CD8+/60+- Lymphozyten als
Miénner (3,332,1% vs 1,610,8%; p<0,05) und signifikant niedrigere Mean-Werte der
CD45RA-Expression auf CD4+ und CD8+- Zellen, sowie weniger CD4-/45RA+- Zellen
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(39,516,7% vs 45,8%8,4%; p<0,05). Die Gruppe der untersuchten Schizophrenen enthielt
etwas mehr Frauen als Ménner (1,2:1), die Kontrollgruppe verhielt sich umgekehrt mit mehr
Minnern im Verhiltnis w:m = 1:1,4. Kein Einfluss ist dadurch auf die CD8+/60+- Zellen
auszumachen, da sich diesbeziiglich keine signifikanten Verdnderungen bei Schizophrenen
nachweisen lieBen. Allenfalls konnte im Sinne einer hoheren allgemeinen CD60-Expression
bei Frauen die Erhohung von CD4+4/60+- Lymphozyten bei Schizophrenen durch den
erhohten Frauenanteil mitbedingt sein. Auch dass das Oberflichenmolekiil CD45RA bei
Frauen weniger exprimiert wird, kann teilweise das Ergebnis der erniedrigten Expression der
Schizophrenen-Gruppe beeinflusst haben. Betrachtet man allerdings die Untergruppe der
schlecht ansprechenden Patienten, bei denen die Expression von CD45RA am deutlichsten
reduziert ist, kann man eine ausgeglichene Geschlechtsverteilung feststellen. Im Vergleich
dazu hat die Gruppe der gut Ansprechenden, in der ein Fraueniiberschuss (8/12 Pat.) vorliegt,
trotzdem eine hohere Expression von CD45RA. Auch ist zu beachten, dass eine CD45RA-
Verminderung mit einer Erhohung von CD45RO einhergeht, die ebenfalls in der ,,grossen‘
Population der Schizophrenen beobachtet wurde. Dies kann bei einer Geschlechtsverteilung
von w:m = 1:1,6 keineswegs durch den Frauenanteil erkldrt werden, sondern wiirde ein

gegenteiliges Verhiltnis erwarten lassen.
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IV. Diskussion

Seit langem wurden Verdnderungen des Immunsystems bei Schizophrenen beschrieben. Es
gibt neben dem klinischen Bild, das sich wie Autoimmunkrankheiten mit Krankheitsbeginn
im Erwachsenenalter und einem chronisch progredienten und rezidivierenden Verlauf
prisentiert, auch eine Reihe immunologischer Befunde, die stark auf die Involvierung des
Immunsystems in der Pathogenese der Schizophrenie hinweisen. So liegen Berichte vor iiber
Verdnderungen 1im zelluliren Immunsystem mit Unterschieden in Lymphozyten-
Subpopulationen, Verdnderungen im Zytokinsystem, die Produktion von Auto-Antikdrpern
und Storungen der Blut-Hirnschranke (vgl. Kapitel I: 1.1.4.). Moderne Techniken und neue
Einsichten in immunologische Vorginge erlauben es, die Rolle des Immunsystems in der
Pathogenese psychiatrischer Erkrankungen differenzierter zu betrachten und zu einem
Gesamtbild zusammenzufiigen. In dieser Arbeit wurden mit der modernen Technik der
Dreifarben-Durchflusszytometrie ~ verschiedene  Subpopulationen  von  Lymphozyten
untersucht, die mit der Aktivierung des Immunsystems und autoimmunologischen Prozessen

in Zusammenhang stehen.

Die Bestimmung der B-Zellen und der beiden T-Lymphozytenpopulationen CD4+ und CD8+
hat in verschiedenen Studien zu unterschiedlichen Ergebnissen gefiihrt. Es wurde sowohl von
einer Erhohung, als auch einer Erniedrigung dieser Populationen bei Schizophrenen berichtet
(Fessel und Hirata-Hibi, 1963; DeLisi et al., 1982; Coffey et al., 1983; McAllister et al.,
1989a und b; Masserini et al., 1990, Hirata-Hibi und Hayashi, 1993; Ganguli et al., 1993b,
Sperner-Unterweger et al.,, 1999). Keinerlei Verdnderungen fanden Kaufmann et al. (1987)
und Villemain et al. (1987 und 1989). Der Grund hierfir mag in der Anwendung anderer
Techniken, wie dem Rosettenformations-Assay, der Fluoreszenzmikroskopie oder der
Zweifarbenzytometrie liegen, die fiir die Diskriminierung distinkter Subpopulationen der
Lymphozyten nicht ausreichend sind. Daneben wurden in verschiedenen Untersuchungen
Patienten mit langer Krankheitsgeschichte ohne Beriicksichtigung des Medikationsstatus
eingeschlossen. In der hier untersuchten Population von Schizophrenen konnte eine
signifikante Erhohung von CD4-positiven T-Zellen nach Behandlung gegeniiber gesunden
Kontrollen festgestellt werden. Damit konnten diesbeziigliche Befunde von mehreren Autoren
(DeLisi et al.,, 1982; Ganguli et al., 1987; Masserini et al., 1990; Henneberg et al.,1990;
Miiller et al., 1991 und 1993b) reproduziert werden. Dieser Befund unterstiitzt einerseits die

Autoimmunhypothese der Schizophrenie, da CD4+-Zellen auch bei Autoimmunkrankheiten
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erhoht sind und fiir die chronische Stimulation von B-Zellen verantwortlich gemacht werden.
Andererseits entspricht die Vermehrung von CD4+-Lymphozyten unter Therapie
moglicherweise einer Vermehrung von Thl-Zellen, zumal verschiedene Hinweise dafiir
vorliegen, dass wihrend der Neuroleptikatherapie ein Shift zur Immunantwort iiber Thl-
Zellen stattfindet (Miiller et al., 1999b). Interessanterweise bestand ein Zusammenhang mit
dem Ansprechen auf antipsychotische Therapie und der CD8+-T-Zellpopulation. Patienten,
die schlecht auf die Therapie ansprachen hatten signifikant weniger CD3+/8+-Zellen als die
Gruppe, die sich klinisch gut besserte und teilweise vollstindige Remission zeigte. In die
gleiche Richtung weist der Befund von Kolyaskina et al. (1987), der bei Patienten mit einer
malignen Form der Schizophrenie (nach ICD9) eine Verminderung von CD8+-Lymphozyten
beschreibt. Von Miiller et al. (1987) wurde von einer reduzierten Aktivitit von T-
Suppressorzellen berichtet. Im Vergleich dazu finden Masserini et al. (1990) eine Erhohung
von T-Suppressorzellen bei Neuroleptika-naiven Schizophrenen, die sich unter Therapie
normalisiert. Auch in anderen Studien wird von einer Erhohung der CD8+-T-Zellen berichtet
(DeLisi et al., 1982; Ganguli et al., 1987). Es kann spekuliert werden, dass dies einer initialen
Erhohung der CD8+-T-Lymphozyten aufgrund von &dusseren Faktoren (z. B. Virusinfektion)
oder genetischen Faktoren entspricht, die dann von einer globalen Aktivierung von
lymphozytdren Subpopulationen abgelost wird und letztlich in einer Aktivierung von CD4+-
T-Helferzellen miindet. Dadurch lieBen sich auch die z. T. widerspriichlichen fritheren
Berichte iiber diese Lymphozyten-Subpopulationen erkldren. Auch kann die Wirkung von
Neuroleptika auf das Immunsystem - direkt oder iiber Transmittermodulation - fiir
Veridnderungen bei behandelten Patienten verantwortlich gemacht werden und das
immunologische Bild vor Behandlung maskieren, so beispielsweise eine CD8+-Erhthung.
Andererseits kann eine Erhohung der CD8+-Zellzahl durchaus in Einklang mit einer

insgesamt reduzierten Aktivitit dieser Zellen gebracht werden.

Es muss darauf hingewiesen werden, dass sdmtliche gefundenen Immunalterationen keine
Aussage iiber ein dtiologisch zugrundeliegendes Geschehen treffen lassen, sondern durchaus
sekunddre Phénomene aufgrund verschiedener Faktoren, wie Erkrankungsaktivitét, Stress,
Hospitalisation, Therapie, etc. darstellen konnen. Um feststellen zu konnen, welche Effekte
auf die akute Erkrankung und welche auf die neuroleptische Therapie zuriickzufiihren sind,
wurde hier insbesondere auf den Einfluss von Medikation und psychopathologischem Befund

auf immunologische Veridnderungen geachtet.

Innerhalb der Subpopulation der CD4+- und CD8+- Lymphozyten markieren Isoformen des
CD45-Molekiiles ,,naive‘ T-Zellen und T-Gedichtniszellen. Wihrend die hochmolekulare
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Isoform CD45RA - frither auch als 2H4 bezeichnet - auf ,naiven” Lymphozyten exprimiert
wird, kommt es nach Aktivierung der T-Zellen zur Expression von CD45RO und gleichzeitig
zum Verlust von CD45RA. CD45RA- positive CD4+-Zellen wurden Suppressor-Inducer
benannt, positive CD8+-Zellen Suppressor-Effector. Das 4B4-Antigen entspricht dem CD29-
Molekiil, das gemeinsam mit CD45RO (=UCHL1) die CD4+-Helper-Inducer-Zellen
charakterisiert, die die Differenzierung von B-Zellen, damit die Produktion von
Immunglobulinen, und die Antigen-spezifische Immunantwort ankurbeln. CD45RO+- T-
Zellen produzieren grole Mengen Interferon Yy und IL-4, wihrend CD45RA+-T-Zellen
vorwiegend IL-2 produzieren (Hamann et al., 1996). Es ist bekannt, dass CD4+/CD45RA+-
Lymphozyten die CD8+- Zellen induzieren, welche ihrerseits die B-zellulire Immunglobulin-
produktion unterdriicken (Morimoto et al., 1988). Die Ergebnisse vorliegender Arbeit zeigen,
dass bei schizophrenen Patienten die Expression von CD45RA reduziert ist, insbesondere auf
CD4+-Zellen und parallel dazu eine Zunahme des CD45R0O-Molekiils zu beobachten ist. Die
Zunahme ist vor allem bei behandelten Patienten zu beobachten; dort fiir CD4+- und CD8+-
T-Zellpopulationen. Es konnte kein Zusammenhang mit dem akuten psychopathologischen
Befund festgestellt werden, doch fanden sich nach Behandlung grof3e Unterschiede zwischen
Patienten mit gutem Therapieansprechen und solchen mit schlechtem Outcome im Sinne einer
ausgepragteren CD45RA-Erniedrigung und CD45RO-Erh6hung auf CD4-Lymphozyten bei
letzteren. Das konnte bedeuten, dass CD4-Gedichtniszellen parallel mit antipsychotischer
Therapie zunehmen, jedoch nicht bei psychopathologischer Besserung. Hohe CD4+/45R0O+-
Zahlen scheinen also mit schlechter Prognose assoziiert. Diese Ergebnisse entsprechen
Studien, die eine signifikante Erniedrigung von Subgruppen naiver T-Zellen zeigen, ndmlich
den CD4+CD45RA+-Suppressor-Inducer- und CD8+CD45RA+-Suppressor-Effector- Zellen
(Achiron et al.,, 1994). Wilke et al. (1996) konnte allerdings keine Unterschiede zwischen
CD4+-Gedéchtniszellen bei Schizophrenen und Kontrollen feststellen.

Charakteristisch fiir die CD45RO+-Gedichtniszellen ist die Expression von weiteren
Aktivierungsmarkern und Adhésionsmolekiilen, wie CDS8 (=LFA-3) und CD60. Wihrend
ICAM-1(=CD54) und VCAM-1 eine Rolle in der Stimulation naiver T-Zellen spielen,
scheinen B7 und CD58 fiir die Erhaltung der Proliferation bereits aktivierter T-Zellen wichtig
zu sein (Damle et al., 1992). Die Costimulation von CD4+- T-Gedichtniszellen iiber das
Adhisionsmolekiill CD58 fiihrt zur Sekretion von IL-5 und IFN 7y und zur differentiellen
Expression von CD60 (Semnani et al., 1994). Die Verdnderungen der CD58-Expression bei
Schizophrenen verlaufen parallel zur CD45RO-Expression; i. e. eine erhohte Expression auf

CD4+-Zellen nach Behandlung und bei schlechten Respondern im Vergleich zu Patienten mit
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gutem Therapieerfolg. Interessant ist in diesem Zusammenhang auch, dass CD8+/45RO+-
Zellen, deren Zunahme tendenziell bei behandelten Schizophrenen zu beobachten war, eine
hohe transepitheliale Migrationsfahigkeit besitzen (Berman et al., 1995) und fiir starke
zytotoxische Effekte verantwortlich sind (Renner et al., 1995). CD45RO-positive
Lymphozyten mit der Expression des Adhidsionsmolekiils CD58 stellen folglich
Subpopulationen dar, denen eine Migration durch die Blut-Hirnschranke moglich sein konnte.
Interessant ist auch die erhohte Expression von CDS58 auf NK-Zellen Schizophrener unter

Therapie.

CD60 wird auf CD45RO+-Lymphozyten exprimiert und darunter vor allem auf CD4+- T-
Zellen. Es fehlt auf naiven T-Zellen. Die Expression dieses Markers nimmt nach Geburt rasch
zu. CD4+4/60+- Gedichtniszellen zeigen starke Proliferation auf PPD und produzieren IL-4
und IL-10. Aufgrund ihrer Fahigkeit zur Aktivierung der Immunglobulinproduktion von B-
Zellen werden sie funktionell als Memory-Effector-Zellen bezeichnet (Wada et al., 1998). Die
in der hier untersuchten Population von Schizophrenen vorliegende Erhohung von CD60-
positiven CD4+- T-Lymphozyten weist also auf eine Stimulation der T-Gedéchtniszellen iiber

das Adhéasionsmolekiil CD58 hin.

Eine Stimulation von T-Zellen geschieht in erster Linie iiber den T-Zellrezeptor/CD3-
Komplex. Die hier beobachtete signifikante Erhohung von CD2S (= IL-2 Rezeptor-a. Kette)
unter antipsychotischer Therapie auf CD4+- T-Zellen weist auf einer derartigen priméren
Stimulation hin und zeigt frithe Aktivierung an. Gleichermaflen wurde von Sasaki et al.
(1994) iiber einen CD25-Anstieg bei akut Schizophrenen berichtet. Die Expression von HLA-
DR auf T-Lymphozyten zeigt ebenfalls Zellaktivierung an. Die in vorliegender Arbeit
untersuchten Schizophrenen hatten hdufiger HLA-DR- positive Lymphozyten als Kontrollen;
sowohl bei starker psychopathologischer Symptomatik, als auch bei schlechtem
Therapieansprechen. Bereits Ganguli at al. (1987) berichten von einer erhohten Prozentzahl
von CD4+4/HLA-DR +- Lymphozyten bei Schizophrenen und schlieBen in Zusammenhang
mit weiteren Befunden auf autoimmunologische Vorginge. In einer anderen Studie wurde bei
Schizophrenen im Vergleich zu Kontrollen eine erhdhte Zahl von aktivierten ,,blast-type
atypical“ Lymphozyten gefunden, die stark HLA-DR exprimieren (Kokai et al., 1998).
CD45R0O+ und HLA-DR+-T-Zellen sind bei verschiedenen Erkrankungen erhoht, so z. B. bei
Epstein-Barr Virusinfektion, Varizellen und Autoimmunerkrankungen wie der rheumatoiden
Arthritis, dem systemischen Lupus erythematodes oder dem Sjogren-Syndrom (Emery et al.,
1987; Sato et al., 1987). Hier wird eine geringe Zahl von CD4+/CD45RA+-Lymphozyten

(=Suppressor-Inducer) als Grund fir die fehlende Herunterregulierung der ablaufenden
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Autoimmunreaktion gesehen (Emery et al., 1987). Auch bei der Multiplen Sklerose konnte
ein Verlust funktioneller Suppression beobachtet werden, die einhergeht mit einer
verminderten Prozentzahl und Funktion von CD4+4/45RA+-Lymphozyten (Chofflon et al.,
1988).

Bei schizophrenen Patienten wird in bis zu >50% von einer Storung der Blut-Hirnschranke
berichtet (Torrey, 1985 et al.; Kirch et al, 1985; Kornhuber und Bauer, 1986) und ein
Zusammenhang zwischen dem Albumin- und IgG-Gehalt von Liquor und der Expression von
Adhisionsmolekiilen auf peripheren CD4+-T-Zellen beobachtet (Miiller et al., 1999a). Auch
wurde eine Erhohung von 7/6+/CD8+-Zellen, die eine hohe Fihigkeit zur transendothelialen
Migration haben (Galéa et al, 1994; Pietschmann et al, 1992) bei unmedizierten
Schizophrenen beschrieben (Miiller et al., 1998b). Dies ldsst die Vermutung zu, dass bei
schizophrenen Patienten zentralnervose inflammatorische Prozesse vorliegen und eine
Migration von aktivierten T-Zellen in das ZNS moglich ist. Radewicz et al. (2000) gelang der
Nachweis einer erhohten Expression von HLA-DR auf Mikroglia-Zellen des temporalen und
frontalen Kortex chronisch Schizophrener, damit auf Zellen des gehirneigenen

Immunsystems.

Es wird ausserdem diskutiert, dass bei Schizophrenen die Présentation oder Erkennung von
Antigenen durch T-Lymphozyten gestort ist (Miiller et al., 1991). Eine erhohte Expression
von Adhidsionsmolekiilen konnte zu besserer Stimulierbarkeit der Antigen-spezifischen
CD45RO+-T-Zellen fithren. Moglicherweise reflektiert die Erhohung von HLA-DR-, CD58-
und CD60-positiven T-Gedéchtniszellen eine Verbesserung dieser Funktionen, bedingt durch
neuroleptische Therapie. Es ist auch denkbar, dass der ausbleibende Therapieerfolg bei
Patienten mit hohen CD4+/CD45R0O+- Werten auf eine unterhaltene Immunreaktion im Sinne
eines inflammatorischen ZNS-Prozesses zuriickzufiihren ist. Zum gleichen Schluss kommen
Miiller et al. (1993b) bei der Beurteilung des Zusammenhangs von hohen CD3+/4+-Zahlen
und psychopathologischem Befund: Patienten mit ausgeprigten immunologischen
Veridnderungen und starker negativer Sympomatik zeigen ein schlechteres Ansprechen auf

Neuroleptikatherapie.

Die Aktivierung des CD45RO-Pools geht einher mit erhohten IL-2- Spiegeln im Serum,
welches Wachstumsfaktor und Anti-apoptotischer Faktor fiir CD45RO+- Zellen ist und auch
von diesen ausgeschiittet wird. Von Akbar et al. (1993) wird beschrieben , dass die Persistenz
von CD45RO-Gedichtniszellen, die normalerweise nach iiberstandener Virusinfektion

zugrundegehen, von einem IL-2 haltigen Milieu abhédngig ist. Die Anwesenheit von IL-2
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reduziert demnach iiber eine Hochregulation von bcl-2 die Apoptose dieser Zellen; ein
Mechanismus, der auch bei der Schizophrenie eine Rolle spielen konnte. Auch eine
Wanderung in das ZNS ist denkbar, wobei die CD45RO-positiven Zellen dort in
entsprechenden Umgebungsbedingungen im Ruhezustand bleiben konnten. Die Reaktivierung
konnte dann aufgrund der Expression des IL-2 Rezeptors erleichtert erfolgen. Im Liquor
unmedizierter Schizophrener wurde eine IL-2 Erhdhung gefunden (Licinio et al., 1993) und
als Priadiktor fiir Riickfélle bei Schizophrenen identifiziert (McAllister et al., 1995). Auch
Smith (1991 und 1992) vertritt die Hypothese, dass aktivierende Zytokine wie IL-2 und IL-6
bei schizophrenen Psychosen eine Rolle spielen. Neben der Beteiligung an der Regulation der
Immunantwort und der Interaktion des peripheren Immunsystems mit dem ZNS konnen sie
bei intravendser Applikation Schizophrenie-dhnliche Symptome auslosen (Denicoff et al.,
1987). Wiahrend Neuroleptikabehandlung wurde ein signifikanter Anstieg von 16slichem IL-2
Rezeptor (=sIL-2R) beobachtet und eine Abnahme von sIL-6R (Rapaport et al., 1989;
Ganguli und Rabin, 1989). Die Funktion von sIL-2R ist die Bindung und Inaktivierung von
IL-2. Folglich kann dessen Anstieg als Versuch der Herunterregulierung der aktivierenden
Zytokine bzw. als immunmodulatorischer Effekt antipsychotischer Therapie interpretiert
werden (Miiller et al., 1997a). Eine andere Interpretation der sIL-2R-Erhohung ist, dass IL-2
Rezeptoren von aktivierten Zellen abgeworfen werden und deshalb eine Erhohung aktivierter
IL-2-tragender T-Zellen widerspiegelt. (Maes et al.,, 1994; Miiller et al., 1997a). Von
Villemain et al. (1987) und Rabin et al. (1988) wird eine Reduzierung von IL-2 bei
Schizophrenen berichtet. Entsprechende Befunde wurden bei Autoimmunerkrankungen
beschrieben: Eine Reduzierung von IL-2 zusammen mit einer Erhohung von sIL-2R (Alcocer-

Varela und Alarcon-Segovia, 1982; Huang et al., 1988; Caruso et al., 1993).

Beziiglich des IL-6R konnten in vorliegender Arbeit keine Unterschiede in der Expression
festgestellt werden. Gleichwohl spielt IL-6 eine interessante Rolle in der Immunaktivierung
bei Schizophrenie. Interleukin-6 aktiviert vor allem das B-Zellsystem und wird von
Makrophagen und Monozyten produziert, sowie von Th2-Zellen. Passend dazu finden Wilke
et al. (1996) eine Monozyten-Erhohung bei Schizophrenen. Hohe IL-6-Level sind assoziiert
mit Krankheitsdauer (Ganguli et al., 1994) und Therapieresistenz (Lin et al., 1998). Ein
schlechter Krankheitsverlauf scheint allgemein mit Alterationen des IL-6-Systems verbunden
zu sein (Miiller et al., 1997a). Unter Therapie kommt es zur funktionellen Abnahme des IL-6-
Systems und verringerter Expression des IL-6 Rezeptors (Maes et al., 1995b; Miiller et al.,
1997a); es ist demnach ein hemmender Einfluss von Neuroleptika nachweisbar (Lin et al.,

1998). GleichermaBBen ist IL-10 bei Schizophrenen im Zusammenhang mit negativer
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Symptomatik und parallel zu Schwere der Erkrankung erhoht (Cazzullo et al., 1998a; Van
Kammen et al., 1997). Ebenso wie IL-6 und IL-10 ist auch IL-4 ein charakteristisches Produkt
von Th2-Zellen. Es ist im Liquor junger Patienten erhoht (Mittleman et al., 1997), d.h. es
handelt sich bei den beobachteten Zytokinverdnderungen wahrscheinlich nicht nur um
Phinomene des peripheren Immunsystems, sondern es ist von einer zentralen Beteiligung
auszugehen. Miiller et al. (1999b) kommen daher zu dem Schluss, dass das Th2-System bei

akuter Schizophrenie aktiviert ist, moglicherweise auch bei stark ausgeprigter Negativ-

Symptomatik (Sperner-Unterweger et al., 1999). Hier fiigen sich vorliegende Ergebnisse
beziiglich der CD60-positiven CD4+-T-Gedéchtniszellen ein, die mit einem Th2-
Zytokinprofil in Zusammenhang gebracht werden (Semnani et al., 1994): Eine signifikante
Erhohung dieser Zellpopulation wurde vor allem bei unbehandelten, akut schizophrenen

Patienten gefunden.

Im Gegensatz dazu produzieren Thl-Zellen IL-2 und IFN y (Mosmann und Sad, 1996). Eine
in vitro erniedrigte Produktion von IL-2 durch Lymphozyten Schizophrener (Villemain et al.,
1989, Ganguli et al., 1995) wurde als Erschopfung interpretiert, ist aber moglicherweise auf
eine verringerte Bildungskapazitit zuriickzufiihren, was besser zu den Befunden erniedrigter
IFN vy Produktion passen wiirde (Wilke et al.,, 1996). Dies kann eine Abnahme der
Aktivierung des Th-1-Systems bei Schizophrenen bedeuten (Miiller et al., 1999b; Sperner-
Unterweger et al., 1999). Beispielsweise ist neben anderen Hauttests auch die Tuberkulin-

reaktion beeintrdchtigt (Miiller et al., 1991), die tiber Th1-Zellen vermittelt wird.

Ausgehend von dem Modell von Miiller et al. (1999b) kommt es unter Neuroleptikatherapie

zu einer Gegenregulation, indem eine Aktivierung der Immunantwort iiber das Th1-System
stattfindet. Gleichzeitig wird das B-Zellsystem aktiviert und die Produktion von Antikdrpern
nimmt zu, was primér nicht mit Thl assoziiert wird. Dieser Befund ist insoweit vereinbar mit
der Hypothese einer Thl-Antwort, als dies einem Switch der Immunglobulinproduktion von
B-Zellen entsprechen konnte. Das Th2-Profil mit IL-4, -5, -6, -10 und -13 Sekretion wird
typischerweise mit humoraler Immunantwort, Stimulation der Antikorperproduktion und
allergischen Reaktionen in Zusammenhang gebracht. Hier findet man vor allem
Immunglobuline der Klassen IgG1, IgG4 und IgE (Mosmann und Sad, 1996; Jenmalm et al.,
1999; Lucey et al., 1996). Abhiéngig von der Antigendosis kann es zu einem Umschalten der
Immunantwort auf das Thl-System kommen, wobei hohe und niedrige Antigendosen die
Th2-System stimulieren und gemaBigte Antigenexposition zur Thl-Aktivierung fihrt.
Charakteristisch fiir Thl ist die Beteiligung an der zellvermittelten Immunitét, an allergischen

Reaktionen vom verzogerten Typ und ein Zytokinmilieu mit IFN vy, IL-2 und Lymphotoxin.
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An Immunglobulin-Subklassen findet man vorwiegend IgG2a und IgG3. Es ist bekannt, dass
die Differenzierung in Thl oder Th2-Zellen durch die Gegenwart entsprechender Zytokine
bestimmt wird, die vorwiegend von Antigenpridsentierenden Zellen — Makrophagen,
dendritischen Zellen, B-Zellen, aber auch NK-Zellen — ausgeschiittet werden. Lin und Chen
(1993) haben im Mausmodell gezeigt, dass B-Zellen bei Aktivierung durch Thl fast
ausschlieBlich IgG2a produziert und sich die Isotyp-Produktion bei Aktivierung von Th2 in
IgG1 4ndert. Dieser Vorgang ist auch umgekehrt zu beobachten.

Passend zur Aktivierung von Thl normalisiert sich der anfangs erniedrigte Serumspiegel von
IFN vy unter Neuroleptikatherapie (Wilke et al., 1996). Zudem produzieren CD4+/45R0O+-
Zellen, von denen auch hier ein Ansteigen unter Therapie beobachtet wurde, IFN y und
konnten zu dessen Erhohung beitragen (Cazzullo et al., 1998b). Es wurde auBBerdem gezeigt,
dass nicht CD4+/CD45RA+- , sondern CD4+4/45RO+- Lymphozyten eine B-Zell-
Differenzierung auslosen (Sleasman et al., 1990). In diesem Sinne ist die erhohte Expression
von CD45RO sehr gut mit der Theorie einer vorwiegenden Thl-Immunantwort und B-Zell-

Stimulation unter Neuroleptikatherapie vereinbar.

Bei den CDS-positiven B-Zellen handelt es sich um eine Population von B-Zellen, die mit
autoimmunologischen Prozessen in Verbindung gebracht wird und beispielsweise bei der
rheumatoiden Arthritis erhoht ist, sowie Auto-Antikdrper produzieren kann (Dauphineé et al.,
1988; Hardy et al., 1987 und 1988). Aktivierte B-Zellen fithren zu erhohter Antikorper-
produktion, und sind daher fiir die Autoimmunhypothese relevant (Ganguli et al., 1987). Auch
gelten sie als Vorlidufer von Makrophagen-dhnlichen B-Zellen, die sich durch Adhérenz und
phagozytotische Aktivitit auszeichnen und bei Autoimmunerkrankungen, sowie bei malignen
Erkrankungen gefunden werden (Borrello und Phipps, 1996). Es ist wiederholt gezeigt
worden, dass in 20-35% der Schizophrenen Hinweise auf Autoimmunprozesse vorliegen
(Miiller und Ackenheil, 1998a). So zum Beispiel der Nachweis von IgG-Antikdrpern bei
negativen Symptomen (Miller und Ackenheil, 1995), oder 60kD-Heatshock-Protein
Antikorper als Verlust von Neuroprotektion (Kilidireas et al., 1992; Schwarz et al., 1999). Bei
Schizophrenen wurde eine erhohte Anzahl von B-Zellen und eine Erhohung aktivierter B-
Zellen unter Neuroleptikatherapie gefunden (Masserini et al.,, 1990; De Lisi et al., 1982).
Diese Befunde sind vereinbar mit dem hier gezeigten Anstieg von aktivierten T-Zellen, die zu

einer B-Zellstimulation fithren.

McAllister et al. (1989a) haben morphologisch unterschiedliche B-Zellen bei schizophrenen

Patienten festgestellt und vermuten, dass es sich dabei um den von Hirata-Hibi et al. (1982)
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beschriebenen P-Lymphozyten handeln konnte, der bei schizophrenen Patienten vermehrt
vorkommen soll. Bisher konnte keine Arbeitsgruppe prozentuale Unterschiede der CD5+-B-
Zellen im Vergleich mit Kontrollen finden (Ganguli und Rabin, 1993a; McAllister et al.,
1989a). Allerdings identifizierten McAllister et al. (1989a) eine Gruppe von Schizophrenen
mit hoher Expression von CD5+ auf B-Zellen (Anteil von >50%) und stellten fest, dass diese
stabil einen ,hohen* Phinotyp hatten, assoziiert mit erhohter Gesamt-B-Zellzahl. Diese
Gruppe umfasste 30% der Patienten und soll die Patienten mit pathogenetisch
immunologischer Komponente enthalten. In Ubereinstimmung damit beobachteten Printz et
al. (1999), dass Schizophrene hiufiger als Kontrollen eine erhohte CD5+-Expression zeigen
(27,6% vs 6,7%). Diese Befunde konnten in vorliegender Arbeit teilweise nachvollzogen
werden, insofern als schizophrene Patienten mit einem Anteil von >2% stark CDS5-positiven
B-Zellen auch einen hohen Prozentsatz CD19+-Zellen (>20%) hatten, was bei den Kontrollen
nicht regelmiBig der Fall war. Andererseits zeigte sich bei Berechnung von Mittelwerten fiir
alle Schizophrenen im Gegenteil eine signifikante Erniedrigung der CDS5-Expression auf
CD19+- Zellen bei behandelten und unbehandelten Schizophrenen. Patienten mit gutem
Therapieansprechen hatten zudem eine signifikant verminderten Anteil hochpositiver CD5+-
Zellen im Vergleich zu Kontrollen. Nach den hier erhobenen Befunden dieser Zellpopulation
des ,unreifen” Immunsystems reflektieren die Verdnderungen eher die Aktivitit des
Krankheitsprozesses im Sinne eines erniedrigten prozentualen Anteils an der
Gesamtpopulation der peripheren Lymphozyten. Parallel dazu sind Verdnderungen fiir die
NK-Zellen, ebenfalls Zellen des ,unreifen” Immunsystems, zu beobachten. Diese werden im

Folgenden dargestellt.

Es liegen mehrere Studien vor, die sich mit Zahl und Aktivitit von NK-Zellen bei
Schizophrenen befassen. Dieser Zelltyp spielt eine Rolle bei der Zerstdrung von Tumorzellen
und der ersten Virusabwehr und ist im Rahmen von Stressexposition reduziert (McDaniel,
1992a; McDaniel et al., 1992b; Schedlowski, 1994 und 1996). Es wird von einer reduzierten
Aktivitdt der NK-Zellen berichtet, insbesondere bei akuter Psychose, aber auch von fehlenden
Veridnderungen bei Neuroleptika-naiven Patienten und letztlich einem starken Einfluss
neuroleptischer Medikation (DeLisi et al., 1983; Sasaki et al., 1994; Abdeljaber et al., 1994;
McDaniel et al., 1992b). Sperner-Unterweger et al. (1999) fanden eine Erniedrigung dieser
Zellpopulation bei allen schizophrenen Patienten, wobei sich die Verédnderungen unter
Behandlung normalisierten. Ahnlich ist der Befund der hier untersuchten Patienten mit einer
signifikanten Reduktion von NK-Zellen bei unbehandelten Schizophrenen, die im Laufe der

Behandlung zwar ansteigen, aber dennoch signifikant unter dem Normwert liegen. Die
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Patienten mit erster Episode hatten keine signifikanten Verdnderungen beziiglich der
Haufigkeit von NK-Zellen im peripheren Blut; sie zeigten allein eine erniedrigte
lymphozytdre CD16/56-Expression. Bei erfolgreich therapierten Patienten war die
Verminderung von NK-Zellen signifikant, die Verminderung bei schlecht therapierbaren
Patienten war nicht signifikant. Gleichsinnig dazu verhilt sich die NK-Zellpopulation bei
Multipler ~ Sklerose. Auch hier ist eme Erniedrigung assoziiert mit akuter
Erkrankungsaktivitdt. Als Ursachen kommen entweder Sequestration von NK-Zellen, ein
Defekt der Vermehrungs oder mangelnde Zytokinantwort bei Riickfillen in Frage
(Munschauer et al., 1995). Die Veridnderungen der NK-Zellen lassen also zum einen auf
immunologische Vorgéinge bei akuter Exazerbation (bei Rezidiven) der Schizophrenie
schlieBen, zum anderen ist auch ein Einfluss von Neuroleptika zu erkennen, zumal Patienten
mit Erstmanifestation - also Neuroleptika-Naive - auch bei akuter psychotischer Symptomatik
keine NK-Zellverinderungen aufweisen (Sperner-Unterweger et al., 1999) und nach

Medikation ein Trend zur Normalisierung nachweisbar ist (Sasaki et al., 1994).

Insgesamt wurden in dieser Arbeit signifikante Immunverdnderungen bei unbehandelten und
behandelten Schizophrenen im Vergleich zu Kontrollen gesehen. Bei behandelten Patienten
fanden sich deutliche Verdnderungen im Sinne einer Immunaktivierung mit erhohter
CD45RO, CD58 und CD25-Expression. Diese konnen Ausdruck einer direkten Wirkung der
Neuroleptika auf das Immunsystem sein, wenn auch deren Bedeutung fiir den Therapieerfolg
nicht geklart ist. So beurteilt DeLisi (1996) immunologische Verdnderungen lediglich als
sekundires Phidnomen, denen eine abnormale Interaktion von Neurotransmittern mit
Rezeptoren auf Immunzellen zugrunde liegt. Auch Kirch (1993) schreibt, dass unspezifische
Immunalterationen vermutlich einen Faktor von vielen in der Pathogenese der Schizophrenie
darstellen und gibt zu bedenken, dass in den meisten Untersuchungen Patienten mit
chronifiziertem Krankheitsverlauf untersucht wurden, so dass Epiphdnomene aus Chronizitit,
Hospitalisation, u.a. beobachtet werden. Die Uberexpression von Aktivierungsmarkern bei
den hier untersuchten Patienten mit schlechtem Ansprechen auf Therapie konnte daher durch
sekunddre  Krankheitsphdnomene erklirt werden. Die unterschiedlichen Befunde
verschiedener Arbeitsgruppen verdeutlichen die Komplexitdt des Krankheitsbildes. Die
Tatsache der klinischen Heterogenitidt der Schizophrenie ldsst auch an die Moglichkeit einer
atiologischen Heterogenitédt denken, worin die Rolle des Immunsystems unterschiedlich zum

Tragen kommt.
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V. Zusammenfassung

Bei schizophrenen Patienten sind immunologische Verdnderungen nachweisbar, die auf eine
Aktivierung des Immunsystems hinweisen und die seit langem diskutierte Hypothese stiitzen,
dass das Immunsystem in der Pathogenese der Schizophrenie involviert ist. Es gibt
Anhaltspunkte, die die Annahme eines inflammatorischen - sei es infektids oder auto-
immunologisch getriggerten - Prozesses im Gehirn schizophrener Patienten stiitzen, der zu
einer erhohten Permeabilitit der Blut-Hirnschranke fiihrt und fiir die psychopathologische

Symptomatik verantwortlich gemacht wird.

In dieser Arbeit wurden mittels Dreifarben-Durchflusszytometrie (FACS-Analyse)
Lymphozyten-Subpopulationen von 31 schizophrenen Patienten bestimmt und sowohl mit
Befunden gesunder Kontrollpersonen, als auch desselben Patienten vor und nach
Neuroleptikabehandlung verglichen. Gemessen wurde die Expression einer Auswahl von
Oberflichenantigenen, die den Aktivierungszustand des Immunsystems anzeigen bzw. mit
autoimmunologischen Prozessen in Verbindung gebracht werden. Dadurch war es moglich
allgemeine immunologische Verdnderungen des peripheren Immunsystems schizophrener
Patienten zu erfassen und diese auch im Verlauf der Therapie mit Neuroleptika, sowie in

Korrelation mit psychopathologischem Befund und Prognose zu betrachten.

Die in dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse stiitzen die Hypothese, dass bei schizophrenen
Patienten eine Aktivierung des Immunsystems vorliegt. So fand sich bei Schizophrenen nach
Behandlung im Vergleich zu Kontrollen eine Erhohung der CD4-positiven T-Zellen — ein
Befund, der auch bei Autoimmunerkrankungen gesehen wird und dort fiir die chronische
Stimulation von B-Lymphozyten verantwortlich gemacht wird. Zusitzlich wurden
Patientengruppen anhand des psychopathologischen Verlaufes und des Therapieerfolgs
gebildet. Ein Zusammenhang bestand zwischen dem Ansprechen auf Therapie und CDS8-
positiven T-Lymphozyten: Die Patientengruppe mit niedrigerem Anteil von CD8+- Zellen,
also weniger Suppressorzellen, zeigte ein schlechteres Ansprechen. Ein weiteres
Aktivierungszeichen des zelluldren Immunsystems ist die Expression des CD45RO-Molekiils
anstelle von CD45RA auf CD4-positiven Lymphozyten. Auch hier konnte bei schizophrenen
Patienten ein erhdhter Anteil von CD4+/CD45RO+- (Gedichtnis-) Zellen, insbesondere nach
Behandlung, beobachtet werden, wobei wiederum Patienten mit schlechterem Ansprechen auf
Therapie stdrkere Verdnderungen zeigen. Unterstrichen wird dieser Befund durch die parallele

Zunahme der Expression des Adhésionsmolekiils CD58 und CD60 bei Schizophrenen unter
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Behandlung, sowie zusitzlich bei schlechter Therapieantwort. Eine Expression dieser
Molekiile weist auf die Fihigkeit zur transepithelialen Migration der Zellen, auf eine weitere
Immunaktivierung und Stimulation von B-Zellen hin. Ebenfalls &hnlich wie bei
Autoimmunerkrankungen wurde in der hier untersuchten Patientengruppe eine erhohte
Expression von HLA-DR gefunden. Dies, wie auch eine geringe Zahl von CD4+/45RA+-
Lymphozyten, die als Suppressor-Inducer-Zellen bekannt sind, kann als fehlende Suppression
von Autoimmunreaktionen interpretiert werden. Dariiberhinaus scheint ein schlechtes
Outcome der Patienten mit insgesamt erhohter immunologischer Aktivitdt assoziiert zu sein.
Die Ergebnisse im Bezug auf CD5+/19+- Zellen und NK-Zellen runden das Bild einer
Modulation immunologischer Mechanismen im Verlauf einer schizophrenen Stérung und

durch neuroleptische Therapie ab.

In der Literatur beschriebene Storungen der Blut-Hirnschranke und Reaktionen des
hirneigenen Immunsystems weisen auf eine Interaktion von peripherem und zentralem
Immunsystem im Rahmen der Erkrankung hin. In der akuten Phase der Schizophrenie scheint
dabei die Aktivierung des Th2-Systems im Vordergrund zu stehen. Im Verlauf der
neuroleptischen Behandlung findet dann ein Wechsel zum Thl-System statt. Verdnderungen
im Zytokinsystem sind von besonderem Interesse, da diesen Botenstoffen eine Vermittlerrolle
zwischen Immunsystem und Nervensystem zukommt und so ein Einfluss auf
neurometabolische Vorginge erklirbar ist. Die in dieser Arbeit beobachteten Verdnderungen
unter Neuroleptikatherapie sprechen fiir einen immunmodulatorischen Wirkmechanismus

dieser Substanzen. Fiir die Substanz Clozapin sind beispielsweise derartige Effekte bekannt.

Bei der Schizophrenie handelt es sich um eine heterogene Krankheitsentitidt, fiir die es
zahlreiche Erkldrungsmodelle gibt. Die hier erhobenen Befunde stehen in Einklang mit
Ergebnissen anderer Studien und konnen diese zum Teil bestédtigen und ergénzen. Allerdings
finden sich in der Literatur diskrepante und umstrittene Befunde beziiglich der zelluldren und
humoralen Veridnderungen des Immunsystems, die die Komplexitit des Krankheitsbildes
deutlich machen und vielleicht als Ausdruck &tiologischer Unterschiede angesehen werden

konnen.
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VII. PANSS-Manual: Bewertungsbogen

Positive and Negative Syndrome Scale (PAKSS)

BEVERTUNGSBOGEN
Stanley R. Kay, Ph.D.
Lewis A. Opler, M.D., Ph. D.
Abraham Fiszbein, M.D.

Patient: Untersucher:

Beobachtungszeitraum: ; Datum:

Bei der Durchfiihrung des klinischen Interviews zutreffende Punktzahl fir
jede Dimension einkreisen. Dabei die im Bewertungsleitfaden angegebenen
Definitionen der Items, Beschreibungen der Bewertungsgrundlagen und
Hinweise fiir die Punktevergabe beachten.

nicht mittel -
vorh. min. leicht mittel stark stark exir.

PLUS-SKALA

P1. Vahnvorstellungen 1 2 3 4 5 6 7
P2. Formale Denkstérungen 1 2 3 4 5 6 7
P3. Halluzinationen 1 2 - 3 4 5 6 7
P4. Erregung 1 2 3 4 5 6 7
P5. Grd8enwahn 1 2 3 4 5 6 7
P6. Argwohn/Verfolgungs- 1 2 3 4 5 6 7

wahn

P7. Feindseligkeit 1 2 3 4 5 6 7
MINUS-SKALA

F1. Affektverarmung 1 2 3 4 5 6 7
§2. Emotionale Isolation 1 2 3 4 5 6 7
§3. Kontaktmangel 1 z 3 4 5 6 7
F4. Passiv-apathische 1 2 3 4 5 6 7

Isolation
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nicht mittel -
vorh., min. leicht mittel stark stark extr,

KS. Vermindertes abstraktes 1 2 3 4 5 6 7
Denkvermégen
N6. Mangelnde Spontaneitat 1 2 3 4 S 6 7

und Gesprachsfahigkeit

N7. Stereotypes Denken 1 2 3 4 5 6 7

PSYCHOPATHOLOGISCHE GLOBALSKALA

Gl. Leibliche Befind- 1 2 3 4 5 6 7
lichkeitsstérungen i
G2. Angst 1 2 3 4 5 6 7
G3. Schuldgefiihle 1 2 3 4 5 6 7
G4. Gespanntheit 1 2 3 4 5 6 7
G5. Manieriertheit/Posieren 1 2 3 4 5 6 7
G6. Depression 1 2 - 3 4 5 6 7
G7. Verlangsamte Motorik 1 2 3 4 5 6 7
G8. Unkooperativitat 1 2 3 4 5 6 7
G9. Ungewohnliche Denk- 1 2 3 4 5 6 7
inhalte
G10. Desorientierung 1 2 3 4 5 6 7
G11. Aufmerksamkeitsschwache 1 2 3 4 5 6 7
G12. Verminderte Urteils- 1 2 3 4 5 6 7
und Einsichtsfdhigkeit
G13. Gestorte Willensbildung 1 2 3 4 5 6 7
G14. Mangelnde Impuls- 1 2 3 4 5 6 7
kontrolle
G15. Selbstbezogenheit 1 2 3 4 5 6 7

G16. Aktive soziale Meidung 1 2 3 4 5 6 7
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Skala Gesamt Perzentil Spannweite

Plus-Symptomatik

Minus-Symptomatik

Gesamt

Globalpsychopathol.

Anzahl der Bewertungszahlen > 3 auf der Plus-Skala

Anzahl der Bewertungszahlen > 3 auf der Minus-Skala

Vorliegender SyndromTyp
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Provisorische Normwerte der PANSS
(ermittelt fir eine Stichprobe von 138 Schizophrenen)

Umrechnungstabelle Rohwerte In Perzentil-Rangzahlen

Rohwerte auf den PANSS-Bewertungsskalen

Perzentil- psychopathol.
Rangzahl Plus-Skala Minus-Skala Gesamtskala Globalskala
99,9 37 Lo 22 69
99 33 36 17 62
98 31 34 15 59
95 28 31 11 55
90 26 29 8 51
85 25 28 6 kg
80 24 27 L L7
75 23 26 3 L5
70 22 25 2 L3
65 21 24 1 42
60 20 _ 23 0 41
55 - 22 -1 39
50 19 21 -2 38
45 18 20 -4 37
Lo 17 19 -5 36
35 16 18 -6 3
30 15 17 -7 33
25 14 16 -8 31
20 13 15 -9 29
15 12 14 -11 P 27
10 11 13 -13 25
5 9 11 -15 21
2 7 8 =19 17
1 s 7 -21 -
0.1 — — -26 -
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