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1 Einleitung

1.1 Schizophrenie

Etwa an Prozent der Bevolkerung entwickelt im Laufe des Lebens eine Storung, die man
als Schizophrenie bezeichnet. Dabel sind die Erscheinungsbilder, die sich unter den
Diagnosekriterien der Schizophrenie integrieren lassen aul3erst vielgestaltig. Die typischen
Symptome wie Ich-Stérungen, formale und inhaltliche Denkstérungen, Halluzinationen,
Affektstorungen oder psychomotorische Stoérungen konnen in vollig unterschiedlicher
Gewichtung und Ausprdgung auftreten. Uneinheitlich zeigt sich auch der
Krankheitsverlauf. Die Schizophrenie kann schleichend oder akut beginnen, sich
episodisch oder kontinuierlich entwickeln und zu vollstdndiger Remisson oder zu
Residualzusténden fuhren. Diese Vielfalt legt nahe, dass es sich bei der Diagnose
Schizophrenie nicht um eine einheitliche Krankheitsentitét handelt. Entsprediend offen ist
bis heute die Ursache der Stoérung. Zur Diskusgon stehen neben zahlreichen anderen
Ansdtzen auch immunologische Mechanismen, denn bei schizophrenen Patienten
beobachtet man eine Vielzahl von Aufféligkeiten des Abwehrsystems (Ubersicht:
Gaughran, 20@2; Rapaport und Muller, 2001). Wie sich diese Veranderungen im Rahmen
der Erkrankung integrieren lassen ist allerdings noch unklar. Eine pathogenetische oder
sogar &tiologische Bedeutung, etwa fur eine Untergruppe schizophrener Patienten, ist
mehrfach diskutiert worden (Ganguli et al, 1994, Muller und Ackenheil, 1998.

1.2 Immunsystem

Das Immunsystem sorgt fur die Erhaltung von Individualitét und Integritdt des Organismus
durch die Abwehr korperfremder oder als korperfremd empfundener Strukturen. Diese
Aufgabe wird von entwicklungsgeschichtlich und funktionell unterschiedlichen
Mechanismen bewerkstelligt: Man unterscheidet das unspezifische oder angeborene vom
spezifischen oder erworbenen | mmunsystem und jeweil s humorale von zelluléren Anteilen.
Charakteristisch fur unspezifische Mechanismen ist, dass sie keinen vorangegangenen
Kontakt mit einer fremden Substanz bendtigen. Auf beliebige Fremdoberflachen folgt eine
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in Ablauf und Intensitét stets ahnliche Abwehrreaktion. Von Bedeutung ist dieser Teil des
Immunsystems beispielsveise bel der ersten und frihen Abwehr gegenliber
Eindringlingen. Daneben dient die unspezifische Abwehr haufig als Eff ektormedanismus
spezifischer Antelle.

Im Mittelpunkt dieser Arbeit steht der spezifische Arm des Immunsystems. Dieser Teil ist
auf wiederholten Kontakt mit einer Fremdsubstanz, dann als Antigen (AG) bezeichnet,
angewiesen. Zunachst bildet sich dabei ein so genanntes immunologisches Gedéachtnis
gegenuber der Substanz. Kommt es zum erneuten Kontakt mit dem AG, setzt ene
hocheffiziente Abwehrregktion gegen genau dieses AG ein. Koordiniert und reguliert wird
die spezifische Immunitét von bestimmten Lymphozyten, den T-Helferzellen (Ty). Sie
wirken je nach Bedarf aktivierend oder hemmend, zum einen auf humorale Komponenten
wie B-Lymphozyten und Antikorperproduktion, zum anderen auf zelluldre Anteile
beispielsweise Makrophagen.

Genetische Faktoren und die Lernfahigkeit bei der Auseinandersetzung mit der Umwelt
beeinflussen das Immunsystem jedes Einzelnen. Dadurch entsteht eine ganz individuelle
Immunitédt und bei der Auseinandersetzung mit der Umwelt ein individueller
Gleichgewichtszustand, der Krankheit und Gesundheit generieren kann. Gleichzeitig ist
das Immunsystem bei seiner Arbeit auf vielen Ebenen im Gesamtorganismus integriert,
steht also auch in Wedhselbeziehung mit Nervensystem und Psyche. |mmunologische
Veranderungen sind dadurch in der Lage, einen Einfluss auf die Psyche a1 nehmen
(Kaschka 1996 Kronfol und Remick, 200Q Mller und Ackenheil, 1998.

Es besteht also die Moglichkeit, dass die bei Schizophrenie gefundenen immunologischen
Auffélligkeiten mit der Psychopathologie der Erkrankung verkntpft sind. Entsprechend
konnte die Beeinflusaung des mmunsystems, etwa mit einem Medikament, einen Einfluss
auf die schizophrene Symptomatik haben. Diese Annahme bildete die Grundiiberlegung
einer Studie ar Behandlung der  Schizophrenie mit dem  selektiven
Cyclooxygenase(COX)-2-Hemmer  Celecoxib. Einen Teilaspekt stellten dabei
Veranderungen der T-Helferzellen und der spezifisch zelluldren Abwehr dar. Sie sind
zentrales Thema dieser Arbeit.



1.3 Spezifisch zellulares Immunsystem und

Schizophrenie

Unter den vielen Befunden zu immunologischen Veranderungen bei Schizophrenie finden
sich wiederholt Auffalligkeiten der spezifisch zellularen Abwehr. So wurde bereits vor
Uber 60 Jahren eine Hyposensibilitdt gegentber intrakutan verabreichtem
Measchweinchenserum beschrieben (Molholm, 1942). Heute weil3 man, dass eine solche
Injektion von Fremdantigenen eine Reaktion der spezifisch zelluldren Abwehr hervorruft,
die man delayed-type hypersensitivity (DTH) oder Uberempfindlichkeit vom verzogerten
Typ nennt. Molholm fand also damals bereits einen Hinweis auf eine reduzierte spezifisch
zellulére Abwehr bei schizophrenen Patienten.

DTH

Die DTH ist ein zentrales Re&ktionsmuster der spezifisch zelluldren Immunitdt. DTH
resultiert aus einer Sensibilisierung von Ty-Zellen mit ganz bestimmten Antigenen, zum
Beigpiel intrazellularen Keimen, bestimmten Bakterienprodukten wie Tuberkulin, |6slichen
Fremdproteinen oder Fremdgewebe. Bel wiederholtem Kontakt kommt es gegentber

diesen Antigenen zu einer typischen zellulé&ren Reaktion (Abb. 1):

CR @
‘ -, <
IL-2 ge
APC
AG IFNy @

Abb. 1: Delayed-type-hypersensitivity (DTH) oder Uberempfindlichkeitsreaktion vom verzégerten
Typ (nach Keller 1994)

Antigenpréasentierende Zellen (APC), zum Beispiel Makrophagen oder Endothelzellen,
indwieren die DTH durch Prasentation eines AGs in Verbindung mit dem mgjor
histocompatibility complex (MHC)-Klasse-1I-Molekil. Ty-Zellen modulieren die DTH
Uber Zytokine, zum Beispiel Interleukin (IL)-2 undinterferon (IFN)y, die sie nach T-Zell-
Rezeotor (TCR) vermittelter Aktivierung vermehrt freisetzen. Makrophagen sind



Effektorzdlen der DTH und konnen unter dem Einfluss von IFNy das AG zum Beispiel
durch Phagozytose eliminieren.

Ein einfacher Test um die DTH in vivo auszuldsen ist der Intrakutantest. Die intrakutane
Applikation von Fremdantigen |6st nach vorangegangener Sensibilisierung eine DTH aus.
Morphologisches Korrelat ist eine Induration der Haut aus T-Lymphozyten, Makrophagen
und Fibrin, anhand derer die Reagibilité quantifiziert werden kann. Molholms
Untersuchung beruhte auf diesem Prinzip. Heute sind standardisierte Tests wie der
Multitest Mérieux zur Testung der DTH erhdtlich.

DTH bei Schizophrenie

In einer aktuellen Untersuchung lief3en sich Molholms Befunde bestétigen. Schizophrene
Patienten zeigen eine abgeschwadite Reaktion im Multitest Mérieux im Vergleich zu
gesunden Kontrollpersonen (Riedel et al., 2004 in Vorbereitung). Schizophrene weisen
demnach eine Schwéche der DTH auf. Als mégliche Ursache kommt die Stérung einer der
beteiligten Zellen, deren Kommunikation oder eine Kombination dieser Faktoren in
Bertadht. Die Ty-Zellen, die Modulatoren der DTH, werden im Folgenden néher

charakterisiert.

Subpopulationen der Ty-Zellen

Tu-Zellen sind die regulierenden Zellen der spezifischen Immunitdt. Sie sind
Lymphozyten, die CD4 exprimieren. CD4 ist ein Glykoprotein von 55kD und hindet
gemeinsam mit dem TCR an das MHC-Klasse-I1-Molekil auf APC. Dadurch kommt ein
spezifischer Kontakt von APC und Ty-Zelle austande, der die Ty-Zelle &tivieren kann.
Diese Aktivierung fuhrt unter anderem zur Sekretion von Zytokinen, Uber die Ty-Zellen
ihre regulierenden Funktionen austiben.

Unterschiede im  Zytokinsekretionsmuster haben zur Differenzierung zweier
Subpopulationen, den Tyi-Zellen und den Tyo-Zellen gefthrt (Tab. 1). Tyi-Zellen
sezenieren IL-2 und IFNy und aktivieren dadurch zellvermittelte Reaktionen, unter
anderem die DTH. Ty,-Zellen fordern dagegen die spezifisch humorale Immunitét
beispielsweise durch Stimulation von B-Lymphozyten zur Produktion von Antikérpern
(AK). Wichtige Tyo-Zytokine sind IL-4, IL-5 und IL-10.

10



Tab. 1: TH1- / TH2-Zytokine

Zytokin Zielzelle

Hauptwirkung

TH1 IFNy Makrophagen Aktivierung
APC Expression von MHC -I1
alle Zellen Expression von MHC -I zellulére
Aktivierung
IL-2 T-Zelle Proliferation
Zytokinproduktion
TH2 IL-4 T-Zelle Differenzierung zur Ty, Subpopulation
B-Zelle IgE-Produktion
IL-5 Eosinophile Proliferation
o humorale
Aktivierung Aktivierung
IL-10 Makrophagen Hemmung
Tyi-Zellen Hemmung der Zytokinproduktion
B-Zelle Aktivierung

Von Bedeutung fir die vorliegende Arbeit sind die zur zdluldren Aktivierung beitragenden
Tha-Zytokine:

IFNy wird vor allem von aktivierten Tyi-Zellen sezerniert. Esinduziert die MHC-Klasse-11
Expression auf APC und wirkt stark stimulierend auf Makrophagen. Damit fordert IFNy
sowohl die Erkennungs- als auch die Effektorphase der spezifisch zellul&ren Immunitét.
IL-2 ist wichtigster Wachstumsfaktor fir T-Lymphozyten und regt diese zur Produktion
von Zytokinen, insbesondere IFNy an. 1L-2 fungiert damit als positiver

Verstarkermechanismus fur das Thi-System.

IL-2 Rezeptor

Die Wirkung von IL-2 ist rezgotorvermittelt. Dabei gibt es zwei IL-2 Rezetoren (IL-2R).
Ruhende Lymphozyten exprimieren vor allem den IL-2Rp, der IL-2 mit maRiger Affinitéat
bindet. Nadch Aktivierung produzieren die Zellen zusétzlich den IL-2Ra. Der 1L-2Ra. ist ein
Protein mit einem Molekulargewicht von 55kD, bestehend aus einer externen [L-2
bindenden Region, einer Transmembranregion und einem sehr kurzen (13 Aminosauren)
intrazelluldren Abschnitt. Zur Signaltransduktion ist der IL-2Ro. auf die intrazellulare
Domane des IL-2Rp angewiesen. Zusammen bilden sie einen als hochaffiner Rezeptor
bezeichneten Komplex.

Wichtig im Rahmen dieser Arbeit ist, dasssich nach chronischer T-Zell-Stimulation der
IL-2Ra vermehrt im Serum als 16slicher oder sIL-2R nachweisen lasg. Der sIL-2R ist ein
abgescherter, 45kD schwerer Teil des IL-2Ra. Seine Funktion ist nicht genau bekannt.
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Seine Konzentration im peripheren Blut ist jedoch ein Marker, um den

Aktivierungszustand von Lymphozyten in vivo zu messen (Waldmann, 1991).

Subpopulationen der Ty-Zellen bei Schizophrenie

Eine Vielzahl an Studien beschéftigt sich mit Auffaligkeiten von Zytokinen bei
Schizophrenie (Ubersicht: Gaughran, 2002 Rapaport und Miiller, 2001), unter anderem
mit den Tyi-Zytokinen IL-2 und IFNy:

Dabei ist die erniedrigte IL-2-Produktion nech In-vitro-Stimulation von Lymphozyten ein
haufiger Befund (Arolt et al., 200Q Besder et al., 1995 Ganguli et al., 1989 1992 1995
Hornberg et al., 1995 Kim et al., 1998 Rothermundt et al., 1996 1998 Villemain et al.,
1989 Yang et a., 1994. Dagegen sind die Bestimmungen von IL-2 im Serum
uneinheitlich. Neben unverdnderten Werten (Gattaz & a., 1992 Xu et a., 1994 fanden
sich einmal erhohte (Kim et al., 2000 und einmal erniedrigte (Theodoropoulou et al.,
200)) IL-2 Konzentrationen im Serum Schizophrener.

Ahnliches gilt fir IFNy. Auch IFNy ist nach In-vitro-Stimulation von Lymphozyten bei
schizophrenen Patienten in geringera Menge nachweisbar (Arolt et al., 2000 Moises et al,
1985 Rothermundt et al., 1996 1998 Wilke @ al., 1996. Im Serum dagegen sind die
IFNy Werte bei Schizophrenen nicht anders als bei gesunden Kontrollen (Becker et al.,
199Q Gattazet a., 1992.

Ein stabiler Befund ist demnach die herabgesetzte Stimulierbarkeit von Lymphozyten zur
Produktion von IL-2 und IFNy, was als Schwéche des Tyi-Systems interpretiert wurde
(Mller et al., 2000. Fur die abgeschwéachte DTH bei schizophrenen Patienten findet sich
damit eine Entsprechung auf Zytokinebene. Dem Mangel an Ty;- steht vermutlich ein
Uberwiegen des Th2-Systems gegeniiber. Mehrfach ist diese als Tw-To-Shift bezeichnete
Imbalance bei Schizophrenen beschrieben worden (Muller et al., 200Q Schwarz & al.,
2001).

sIL-2R bei Schizophrenie

Um die Tyi-Aktivitdt mit einer einfachen Methode mdglichst aus dem Patientenserum
bestimmen zu kénnen, scheint die direkte Messung von Zytokinen nicht geeignet, dasie au
den genannten uneinheitlichen Ergebnissen fuhrt. Eine mogliche Erklarung dafir ist die
lokal begrenzte, parakrine Wirkungsweise von Zytokinen. Der sIL-2R reprasentiert

dagegen mit seiner Konzentration im peripheren Blut auch Immunaktivierung anderer
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Kompartimente und Organe (Rubin und Nelson, 1990) und wird unter anderem als ein im
Serum messbarer Marker zur Bestimmung der Tyi-Aktivitét bel Multiple Sklerose genutzt
(Sivieri et a., 1998.

Bei abgeschwaditer Tyi-Redktion wirde man demnach erniedrigte siIL-2R Werte im
Serum erwarten. Uberraschenderweise fanden sich bei schizophrenen Patienten wiederholt
erhohte slL-2R Konzentrationen (Ganguli und Rabin, 1989; Gaughran et al., 1998
Hornberg et a., 1995 Maesetd., 1994,1995 Rapagort et d. 1989.

Bei Einordnung dieses Befundes muss allerdings eine entscheidende Stor- und
Einflussgrofe berticksichtigt werden, die immunologische Potenz von Neuroleptika, ein
Problem auf das auch spéter noch genauer eingegangen wird. Fir den sIL-2R ist neben
anderen Storfaktoren vor allem eine antipsychotische Vorbehandlung von Bedeutung
(Haak et al., 1999 Pollméadcer und Hinze-Selch 1998, denn einige Neuroleptika sind in
der Lage den sIL-2R zu erhdhen (Maes et al., 1994 Mdller et a., 1997 Polimader et al.,
1995. Alle aufgefihrten Studien, die ehdhte sIL-2R Konzentrationen bei Schizophrenen
ergaben, fanden jedoch an vorbehandelten Patienten statt (Ganguli und Rabin, 1989;
Gaughran et al., 1998; Hornberg et al., 1995 Rapaport et a. 1989 oder nach einer
maximalen Auswaschperiode von einer Woche (Maes et a., 1994 1995. Die ehdhten
Werte fUr den slL-2R sind also moglicherweise ein Behandlungseff ekt.

Eine neuere Studie stitzt diese Annahme. Schizophrene Patienten, die aivor mindestens
drei Wochen unbehandelt waren, haben im Vergleich zu gesunden Kontrollen erniedrigte
slL-2R Werte nadch In-vitro-Lymphozytenstimulation. Unter anschlief3ender Therapie mit
Neuroleptika steigen dann die sIL-2R Konzentrationen an (Kowalski et al., 2000. Bei
unbehandelten schizophrenen Patienten findet sich also ein erniedrigter sIL-2R, ein Befund

der gut mit einer verminderten Tyi1-Aktivitét vereinbar ist.

CD45-Isoformen

Voraussetzung fir eine relevante Sekretion von Zytokinen durch CD4" oder Ty-Zellen ist
zunachst deren Aktivierung: Die Bindung eines Antigens an den TCR fihrt zu einer
Stimulation der Gentranskription. Dadurch werden neben gesteigerter Sekretion von
Zytokinen auch andere Oberflachenmolekile auf Ty-Zellen exprimiert.

Ein Beispiel fur den Wechsel von Oberflachenmerkmalen ist die Anderung der CD45
Isoform. CD45 ist ein Glykoprotein aus einer zytoplasmatischen Komponente mit
Tyrosinkinase&ktivitét, einer Transmembranregion und einer variablen externen Domane.

Diese externe Domane gibt Aufschluss Uber den Aktivierungszustand der Zelle: T-Zellen
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die noch mit keinem Antigen in Berihrung gekommen sind, exprimieren die externe
Region mit einem Segment, das von Exon A kodiert wird. Man nennt diese Isoform
CD45RA und Zellen, die CD45RA tragen, naive Zellen. Der erse AG-Kontakt fuhrt zur
Zellaktivierung und duch Herausschneiden von Exon A aus der CD45-mRNA zur
Expression der Null-lsoform CD45R0 (Lynch und Weiss, 2000. Ty-Gedadtnis-Zellen
sind beispielsweise CD4'45R0". Zusitzlich hat das CD45-Glykoprotein (ber die
zytoplasmatische Tyrosinkinasesktivitét regulierende Funktion bei der T-Zellaktivierung
(Sasaki et al., 2001). CD45R0" Ty-Zellen reagieren dabei am effektivsten auf ein AG
(Novak et al., 1994 und konnen im Gegensatz zu CD45RA™ Tp-Zellen ein breites
Spektrum an Zytokinen, beispielsweise IFNy produzieren (Beverley, 1992).

Die Messung der CD45 Isoform kann somit als ein Marker fur Reifungs-, Aktivierungs-
und Funktionszustand von CD4" Lymphozyten verwendet werden und diente in dieser
Arbeit neben dem sIL-2R zur Charakterisierung von Ty-Zellen und speafisch zellularer

| mMmunitét.

Bei Auswertung der CD45-1soformen muss eine Besonderheit beriicksichtigt werden. Es
gibt Individuen, die aufgrund einer angeborenen Variante nicht in der Lage sind, das Exon
A aus der CD45-mRNA herauszuschneiden. Menschen mit diesem Splice-Defekt, der bei
etwa adit Prozent phanotypisch Gesunder auftritt, exprimieren auf allen Ty-Zellen die
CD45RA-Isoform (Schwinzer et al., 1992 Thude ¢ al., 199%). Zur Differenzierung von
naiven und aktivierten Ty-Zellen ist CD45 bei diesen Patienten daher ungeeignet.

CD45-Isoformen bei Schizophrenie

Zwel Studien haben CDA45Isoformen wvon schizophrenen Patienten mit gesunden
Kontrollen verglichen. In der Friheren findet sich kein Unterschied der beiden Gruppen
hinsichtlich der CD4"45R0" also Ty-Gedaditnis-Zellen (Wilke € al., 1996. Allerdings
waren die Patienten nicht unbehandelt. Bei einer spateren Untersuchung an Patienten, die
vorher fir drei Monate unbehandelt waren, ergibt sich eine ehthte Anzahl an
CD4"45RA", also naiven Ty-Zellen, in Prozent der Lymphozyten gemessen. Umgekehrt
finden sich weniger CD4"45RA™ Zellen, die vom Autor der Studie als Ty-Gedachtnis-
Zellen bezeichnet werden (Cazaillo et al., 1999. Die CD4745R0" Zellen entsprechen, von
den wenig doppelt positiven CD4"45RA™45R0" Zellen abgesehen, den CD4"45RA™ Zellen
und werden daher Ublicherweise beide als Ty-Gedaditnis-Zellen oder aktivierte Ty-Zellen
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bezeichnet. Bei unbehandelten schizophrenen Patienten findet sich also eine geringere
Anzahl aktivierter und eine erhthte Anzahl naiver Ty-Zellen.

Aus den aufgefihrten Untersuchungen zum sIL-2R und zur CDA45Isoform bei
schizophrenen Patienten geht hervor, dass bel der Bewertung und Einordnung
immunologischer Befunde die Wirkung von Neuroleptika eine problematische Storgrofie
ist. Neuroleptika nehmen Einfluss auf viele immunologische Parameter und die
Verbessrung der spezifisch zdluléaren Abwehr wurde sogar als therapeutischer Effekt
diskutiert (Muller et a., 1998.

Um Behandlungs- und Krankheitseffekte a1 differenzieren ist die eingangs beschriebene
Entded<ung von Molholm ein entscheidender Hinweis, denn sie stammt aus einer Zeit vor
Einflihrung der asten Neuroleptikain den 50er Jahren. VVon den spateren Befunden weisen
jene, die an unbehandelten Patienten erhoben wurden ebenfalls in Richtung einer
supprimierten spezifisch zellul&ren Immunitét bei Schizophrenie.

In der Zusammenschau kann man daher davon ausgehen, dass bei unbehandelten
schizophrenen Patienten die spezifisch zellulare Abwehr durch einen Mangel an Ty;-
Zytokinen und durch unzureichende Reifung und Aktivierung der Ty-Zellen beeintrachtigt
ist (Tab. 2).

Tab. 2: Veranderungen des spezifisch zelluldaren Immunsystems bei unbehandelen schizophrenen
Patienten

Aktivierung der Ty-Zellen | Thi-Zytokine |
aktivierte T,-Zellen (CD4*45R0™) | IFNy |
naive T,-Zellen (CD4745RA™) 1 IL-2 |

SIL-2R |

1.4 COX-Hemmer

COX-Hemmer sind Medikamente mit analgetischer, antipyretischer und antiphlogistischer
Komponente. Dabei nehmen sie Einfluss auf verschiedene Teile des Immunsystems.

Im Rahmen dieser Arbeit wird auf die Wirkung beziglich spezfisch zelluléarer
Komponenten und auf mogliche Effekte im Rahmen der Schizophrenie genauer

eingegangen.
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COX-Isoenzyme

Das Enzym Cyclooxygenase (COX), auch als Progtaglandin-H-Synthase (PGHS)
bezeichnet, katalysiert den limitierenden Schritt der Prostaglandin(PG)-Synthese aus
Arachidonsaure. Das Enzym existiert in zwei |soformen, COX-1 und COX-2, die beide die
gleiche Reé&ktion katalysieren, dabel aber unterschiedliche Aufgaben im Organismus
erfillen. COX-1 wird von vielen Geweben in relativ konstanter Menge exprimiert und
produziert Prostaglandine, die vor allem physiologische Aufgaben zum Beispiel in der
Niere oder in Thrombozyten erflillen. COX-2 ist die indwzierbare Form des Enzyms. Im
Rahmen einer Entziindungsre&ktion wird COX-2 vor allem von Makrophagen aber auch
von Endothelzellen oder Fibroblasten und einigen anderen gebildet (Smith et al., 1999.
Eine Sonderstellung nehmen bestimmte Nervenzellen im Gehirn ein. Hier ist die COX-2
auch unter physiologischen Bedingungen nechweisbar (Kaufmann et d, 1997).

Prostaglandine und spezifisch zellulares Immunsystem

Die von der COX-2 gebildeten Prostaglandine vermitteln eine Vielzahl von Wirkungen im
Rahmen einer Entziindungsre&ktion. Proinflammatorische Effekte wie Vasodilatation und
Permeabil itétsgeigerung erzeugen die Kardinalsymptome einer Entztindung.

Daneben regulieren Prostaglandine das Entziindungsgeschehen nicht nur durch pro-,
sondern auch durch antiinflammatorische Eigenschaften, mit dem Ziel, das Verhéltnis aus
Schaden und Nutzen des Prozesses fir den Organismus zu optimieren (Tilley et al., 2007).
Besonders PGE; ist dabei in der Lage, die spezifisch zellulare Immunitét zu supprimieren:
PGE; ist das von aktivierten Makrophagen im Zeitfenster der verzogerten |mmunregktion
bevorzugt synthetisierte Prostaglandin (Naraba d al., 1998. Durch direkten Kontakt im
Rahmen dieser Abwehrre&tion nehmen Makrophagen tber die gebil deten Prostaglandine
unmittelbar Einfluss auf T-Zellen. PGE, hemmt dabei Aktivierung und Proliferation von
T-Zellen (Baker et al., 1981 Minakuchi et a., 1990. Bei den Ty-Zellen ist der
antiproliferative Effekt auf die etivierten CD4'45R0" Zellen starker als auf naive
CD4"45RA™ (Sunder-PlaBmann et al., 1991). Moglicherweise folgt daraus ein
Ungleichgewicht aus mehr naiven CD4*45RA™ und weniger aktivierten CD4745R0" Zellen
unter PGE,. Auch auf Differenzierung und Funktion von Tyi-Tho-System nimmt PGE,
Einfluss. PGE, supprimiert die Tyi-Zytokine IFNy und IL-2 und generiert einen Shift zum
Tho-System (Betz und Fox, 1991 Demeure ¢ al., 1997 Katamura & al., 1995. Der sIL-
2R as gut messbarer Indikator der Tp;-Aktivitéat ist unter PGE, Einfluss erniedrigt
(Anastassiou et al., 1992.
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Zusammenfassend generiert PGE; einen Mangel der spezifisch zelluldren Abwehr, dhnlich
dem bei Schizophrenie.

COX-Hemmer und spezifisch zellulares Immunsystem

COX-Hemmer reduzieren die Synthese von Prostaglandinen und verringern in der Folge
deren Einflussauf die Korperabwehr. So erklart sich die aktivierende Wirkung von COX-
Hemmern auf das spezifisch zellulare Immunsystem.

COX-Hemmer erhohen nach oraler Gabe die Stimulierbarkeit von Lymphozyten zur
Sekretion der Tyi-Zytokine IL-2 und IFNy (Hsia et al., 1989). Im peripheren Blut steigt der
SIL-2R unter Therapie mit einem COX-Hemmer als Ausdruck einer verbesserten
spezifisch zelluléren Abwehr an (Josten et a., 1991). Der direkte Einfluss von COX-
Hemmern auf die Ausprégung der CD45Isoform ist meines Wissens bisher nicht
untersucht worden. Die durch Prostaglandine verursadite Verschiebung von aktivierten
CD45R0" Zellen zu naiven CD45RA™ Zellen miisste durch einen COX-Hemmer reversibel
sein. Daneben beglinstigt I1L-2, das wie ewahnt unter Therapie mit einem COX-Hemmer
ansteigt (Hsia @ al., 1989, die Bildung aktivierter CD45R0" aus naiven CD45RA”
Lymphozyten (Roth, 1994).

COX-Hemmer sind also in der Lage, eine insuffiziente spezifisch zelluldre Abwehr zu
aktivieren (Tab. 3).

Tab. 3: Wirkung von COX-Hemmern auf das spezifisch zelluldre Immunsystem

Aktivierung der Ty-Zellen 1 Thi-Zytokine 1
aktivierte T,-Zellen (CD4%45R0™) 1 (?) IFNy 1
naive Ty-Zellen (CD4*45RAY) | (?) IL-2 1
SIL-2R 1
Celecoxib

Celexib ist ein moderner COX-Hemmer mit in vitro ungleich stéarkerem Eff ekt auf COX-
2 als auf COX-1 und gilt damit als slektiver COX-2-Hemmer (Penning et al., 1997). Bei
gleicher klinischer Wirksamkeit treten die Uber COX-1-Hemmung vermittelten,
beispielsweise gastrointestinalen Nebenwirkungen, erheblich seltener auf as bei
herkbmmlichen, nicht-selektiven COX-Hemmern (Deeks et al., 2002. Celecoxib zeigt
dartiber hinaus gute Wirksamkeit auch im ZNS. Es hemmt im Tierversuch effektiv die
COX-2 und erhoht die Konzentration von Ty;-Zytokinen im Gehirn (Chen et al., 20(2;
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Ciceri et al., 2002. Damit erscheint Celecoxib aus pharmakokinetischer Sicht geeignet fir

einen Behandlungsversuch von schizophrenen Patienten.

1.5 Modell zur Pathog enese der Schizophrenie

Welche Bedeutung die immunologischen Auffélligkeiten bei Schizophrenie haben, ist noch
vollig unklar. Ein Beleg ob Ursache, Begleitphdnomen oder Behandlungseffekt 1&sd sich
bisher nicht erbringen. Mehrfach ist die pathogenetische Bedeutung der Veranderungen
diskutiert worden (Ganguli et al, 19945, Miuller und Ackenheil, 1998. Ein aktuelles
Modell zur Schizophrenie postuliert einen Immundefekt, der die Anfalligkeit flr
bestimmte Infektionen erhoht oder deren Uberwindung erschwert und dadurch einen
chronisch entziindlichen oder autoimmunen Prozess generiert (Miller et al., 2004 in
Vorbereitung). Die supprimierte spezifisch zelluldre Immunitdt koénnte einen solchen

I mmundefekt darstellen und zu einer chronischen Entziindung fihren.

Modell einer chronischen Entziindung

Ausgangspunkt des im Folgenden entwickelten Modells zur Entstehung einer chronisch
persistierenden Entziindung hildet eine Schwéache der spezifisch zellularen Abwehr (Abb.
2):

{» PGE,

IFNy

Abb. 2: Erregerpersistenz in Makrophagen und Ausbildung einer chronischen Entziindungsreaktion
bei Ty;-Schwache

Im Falle einer Infektion kdnnen die insuffizienten Twi-Lymphozyten mangels IFNy
befallene Makrophagen nicht ausreichend zur Erregerelimination stimulieren. IFNy ist bei
bestimmten Infektionen zur Keimabtétung unerlasdich, da es in Makrophagen Enzyme zur
Bildung von Sauerstoffradikalen induziert (Abbas et al., 1996. Der Mangel an IFNy fuhrt
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also moglicherweise a1 einer Erregerpersistenz, die befallene Makrophagen zur COX-
Expression und PG-Synthese stimuliert (Matte @ a., 2001 Stee et a., 2003.
Prostaglandine supprimieren ihrerseits, wie bereits ausfuhrlich behandelt, die Tui-
Lymphozyten einschlief3lich deren Produktion von IFNy. Dadurch entsteht ein Circulus
vitiosus, der eine Chronifizierung des Prozesses zur Folge hat. Vergleichbare
Mechanismen zur Entstehung einer chronisch-persistierenden Entziindung sind zum
Beigpiel fur Infektionen mit Mykobakterien (Edwards et al., 1986, Leishmania (Perez
Santos und Talamas-Rohana, 2001) oder Herpesviren (Khyatti und Menezes, 1990
beschrieben.

Die schwache T-Zell-Re&tion kann in diesem Szenario priméar, zum Beispiel genetisch
und damit ursichlich, oder sekundéar PG vermittelt diesen Circulus vitiosus unterhalten.
Die Gabe eines COX-Hemmers, der die PG-Entstehung verhindert und damit den Kreislauf

unterbricht, verbessert in allen oben aufgeftihrten Untersuchungen die Erregerelimination.

Die Vorausstzungen zur Entstehung einer chronischen Entzindung bei Tyi-Schwéache
sind auch im ZNS gegeben: T-Lymphozyten patrouillieren bereits unter physiologischen
Bedingungen standig im Gehirn (Hickey et al., 1991). Zur Expression des MHC Klasse-l|
Molekils und damit zur Ty-Zell spezifischen Présentation eines Antigens sind zum
Beispiel Mikrogliazellen, die eigentlichen Gewebsmakrophagen des Gehirns, oder
Astrozyten in der Lage (Sedgwick et al., 1991 Hirayama d al., 1986. Beide Zelltypen
kénren nach Stimulation COX-2 exprimieren und Prostaglandine bilden (Bauer et al.,
1997 Kamar et al., 200]). Der Kontakt von Gliazllen mit Ty-Zellen wird, wie im
peripheren Immunsystem auch, durch Zytokine, unter anderem IFNy, und durch
Prostaglandine reguliert (Aloisi et al., 2000. Die PGE,-vermittelte Chronifizierung einer
Entzindung des Gehirns findet sich zum Beispiel nach Infektion von Mausen mit Theiler's

murine encephd omyelitis virus (Molina-Holgado et al., 2002.

Chronische Entziindung bei Schizophrenie

Die Idee aner erregerbedingten Entziindung des Gehirns bel Schizophrenie ist nicht neu
(Kirch, 199; Taieb et al., 2001; Torrey, 1991; Yolken et a., 2000. Die insuffiziente
zellulére Immunitét bei Schizophrenen konnte die Vorausstzung fur die Persistenz einer
Infektion sein. Die resultierende chronische Entziindung wird dann im weiteren Verlauf
durch erniedrigte IFNy- und erhdhte PG-Konzentrationen unterhalten. Bei schizophrenen
Patienten finden sich erhohte PG-Spiegel im Liquor (Mathé d al., 1980 und bei einer
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Untersuchung Schizophrener mit Krankheitsbeginn in der Kindheit sind erniedrigte IFNy-
Werte im Liquor beschrieben (Mittleman et al., 1997). Es gibt also Hinweise auf einen
chronischen Entziindungsprozessim Sinne des entwickelten Modells.

Eine Entzindung im Gehirn beeinflusd in der Folge ein Netzwerk aus Zellen und
Botenstoffen nicht nur des Immun-, sondern auch des Nervensystems (Mduller und
Ackenheil, 1998. Daher ist denkbar, dass die posulierte Entzindung usachlich far
psychopathologische Verénderungen bel Schizophrenie ist.

1.6 Hypothese

Dieses Modell zur Pathogenese der Schizophrenie ist natlrlich spekulativ. So ist die
eigentliche Ursache fur die Veraderungen des Immunsystems nicht bekannt. Unter den
vielen diskutierten genetischen Faktoren (Ubersicht: Prasad et al., 2002 finden sich auch
Auffélligkeiten bei Genen der spezifischen Immunitét. Deren Bedeutung ist jedoch vollig
unklar. Ahnliches gilt fir einen mdglichen Erreger. Diverse Befunde, zum Beispiel erhohte
Antikorpertiter, geben einen indirekten Hinweis auf ein infektioses Geschehen (Hart et al.,
1999 Lillehoj et al., 200Q Yolken et al., 200]). Ein bestimmter Erreger konnte bisher
alerdings nicht isoliert werden.

Sollte jedoch der spezfisch zellularen Immunitét eine pathogenetische Bedeutung fir die
Schizophrenie aikommen, so misste die Stérkung dieser Abwehr mit einer Veranderung
auch der Psychopathologie einhergehen

Die Hypothese der Arbeit lautet daher:

Der Einsatz dnes COX-Hemmers nimmt Uber die Aktivierung der spezifisch zelluléren
Immunitét Einfluss auf die Symptome der Schizophrenie. Konkret steigt der Anteil der
CD45R0" an den Ty-Zellen und der sIL-2R im peripheren Blut der Patienten an, der Anile
der CD45RA™ an den Ty-Zellen geht zuriick. Diese Veranderungen Korrelieren mit einer

Veranderung der Psychopathologie.

1.7 Studiendesign

Im Rahmen einer prospektiven, doppelblinden, randomisierten Studie im
Parall elgruppendesign, die von Dezember 1999 hs Februar 2001 an der Psychiatrischen

Klinik der Ludwig-Maximilians-Universitdét Minchen durchgeftinrt wurde, konnte die
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formulierte Hypothese Uberprift werden. Die Wirksamkeit des selektiven COX-2-
Hemmers Celeaxib bei Schizophrenie stand im Mittelpunkt der Studie. Celecoxib kam
dabei als Zusatztherapie zu dem bewahrten atypischen Neuroleptikum Risperidon zum
Einsatz. Eine Vergleichsgruppe ehielt Risperidon und Placebo. Durch das add-on Design
war sichergestellt, dass alle Patienten mit einer erwiesenermal3en wirksamen Therapie
behandelt wurden. Im Verlauf von funf Wochen wurden die Psychopathologie mittels
PANSS und die spezfisch zelluldre Immunité durch Bestimmung des 4L-2R und der
CDA45-Isoform der Ty-Zellen erfasd.

Daneben wurden weitere immunologische Parameter gemessen, die nicht unmittelbar die

Tu-vermittelte spezifisch zellulare Immunitét betreffen. Sie sind nicht Gegenstand dieser
Arbeit.
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2 Material und Method en

2.1 Patienten

Insgesamt 50 Patienten, 25 Frauen und 25 Méanner im Alter zwischen 18 und 65 Jahren
(Mittelwert (M) 36 Jahre) wurden in die Studie asfgenommen. Die Patienten befanden sich
wegen akuter Exazebation einer schizophrenen Psychose in stationar-psychiatrischer
Behandlung. Die Diagnose nach DSM-IV wurde von jeweils zwei Arzten unabhdngig
voneinander bestatigt. Nach schriftlicher Einwilligung zur Teilnahme an der Studie folgte
die randomisierte Aufteilung in zwei Gruppen, 25 Patienten (11 Frauen und 14 Méanner,
mittleres Alter 36 Jahre) in die Behandlungs- oder Celecxibgruppe, die anderen 25
Patienten (14 Frauen und 11 Manner, mittleres Alter 36 Jahre) in die Kontroll- oder

Placebogruppe.

2.2 Prozedere

Von den 50 Patienten waren 26 (Celecoxibgruppe 10; Placebogruppe 16) unmittelbar vor
Studienbeginn mit einem Neuroleptikum vorbehandelt. Diese Patienten mussten zunachst
eine Auswaschphase von mindestens 48h fur orale Neuroleptika oder einem
Applikationsintervall fir Depotmedikation durchlaufen.

Die Behandlungsphase estredte sich Uber einen Zeitraum von funf Wochen. Die
Patienten erhielten zweimal taglich, morgens und abends, je 200mg Celexib oder eine
identische Placebokapsel. Risperidon wurde nach klinischen Erfordernissen zwischen zwei
und sechs mg pro Tag dosiert. Vor Studienbeginn und in wdchentlichen Absténden
erfolgte neben Erhebung der Psychopathologie die immunologische Diagnostik.
Gleichzatig wurden extrapyramidalmotorische und allgemeine Nebenwirkungen erfasg

und der Risperidonspiegd im Blut kontrolli ert.
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2.3 PANSS

Die Psychopathologie wurde mit der Positiv- und Negativ-Syndrom Skala (PANSS
erhoben. Die PANSSist eine standardisierte Skala aur Erfassung und Quantifizierung der
Symptome bei Schizophrenie. Sie gliedert sich in insgesamt 30 Items, die, je nach
Schweregrad, mit einem (nicht vorhanden) bis sieben (extrem) Punkten bewertet werden.
Fur die exakte Bewertung ist jeder Punktwert eines Items detailliert definiert. Die Summe
aller Bewertungen ergibt den Gesamtscore (PANSS gesamt) mit theoretischem Minimum
von 30 und theoretischem Maximum von 210 Punkten. Die Gesamtskala setzt sich ausdrei
Unterskalen zusammen, der Postivskala (PANSS positiv), der Negativskala (PANSS
negativ) und der Skala der Allgemeinpsychopathologie (PANSS global) (Tab. 4). Die
Erfassung erfolgt im Rahmen eines I nterviews und aus Beobachtungen und Berichten des
Betreuungspersonals. Die PANSSist eine in Studien bewdahrte Skala mit hoher Reliabilitat
und Validitdt, insbesondere ach zur Differenzierung von Positiv- und
Negativsymptomatik (Kay et al., 1987). Gangiges Kriterium fir einen Therapieafolg ist

die Verbesserung des Gesamtscores um mindestens 20%.

Tab. 4: Die 30 Items der PANSS
Positiv- und Negativ-Syndrom Skala (PANSS)

Positivskala Skala der Alilgemeinpsychopathologie
P1  Wahnideen G1 Sorge um die Gesundheit
P2  Formale Denkstdrungen G2 Angst
P3  Halluzinationen G3 Schuldgefiihle
P4  Erregung G4 Anspannung
P5  Grossenideen G5 Manierismen und unnatirliche Kérperhaltungen
P6  Misstrauen, Verfolgungsideen G6 Depression
P7  Feindseligkeit G7 Motorische Verlangsamung
G8 Unkooperatives Verhalten
Negativskala G9 Ungewdhnliche Denkinhalte
N1  Affektverflachung G10 Desorientiertheit
N2  Emotionaler Rickzug G11 Mangelnde Aufmerksamkeit
N3  Mangelnder affektiver Rapport G12 Mangel an Urteilsfahigkeit und Einsicht
N4  Soziale Passivitat und Apathie G13 Willensschwdache
N5  Schwierigkeiten beim abstrakten Denken G14 Mangelnde Impuslkontrolle
N6 Mangel an Spontanitat und Fllssigkeit der Sprache G15 Selbstbezogenheit
N7  Stereotype Gedanken G16 Aktives soziales Vermeidungsverhalten

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die PANSSvon insgesamt drei speziell geschulten Ratern
erhoben. Die Inter-Rater-Reliabilitdt lag im Mittel bel 0.92. Bei der satistischen
Auswertung der PANSSDaten wurden sowohl die Gesamtskala als auch die drei
Unterskalen analysiert.
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2.4 ELISA

Mit einem k&uflichen ELISA-Kit von R&D Systems wurde der sIL-2R im Serum der

Patienten gemessen.

Grundlagen

EL1SA(enzyme-linked immunsorbant assay) ist eine etablierte und bewéhrte Methode, mit
der sich viele Serumbestandteile auch in niedriger Konzentration nachweisen lassen. Beim
hier verwendeten Sandwichtest binden zunéchst spezifische AK, die in den Vertiefungen
einer Mikrotiterplatte fixiert sind, den nechzuweisenden Stoff. Nach Auswaschen der
Uberschissigen Probe werden in einem zweiten Schritt spezifische AK in 16slicher Form
zugegeben. Diese AK sind an ein Enzym gebunden, das einen Farbumschlag katalysiert.
Die entstehende Farbintensitdt, gemessen als optische Dichte bei charakteristischer
Wellenlange, ist ein Mal3 fur die entstandenen AK-AG-AK-Komplexe respektive @n Mal3
fur den rechzuweisenden Stoff. Steht ein Standard mit bekannter Konzentration dieses
Stoffes zur Verfigung, kann mit Hilfe einer Verdimungsreihe aus der optischen Dichte

einer Probe deren Konzentration ermittelt werden.

Material

ELISA-Kit

Quantikine IL-2sRa Immunoassay von R&D Systems

Verbrauchsmaterial

Serumblutentnahmer6hrchen von Sarstedt
Probengeféide 1.5ml von Eppendorf
Pipettenspitzen von Sarstedt

Peha-Safe L atexhandschuhe von Hartmann
Aquadestillata
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Gerate

Zentrifuge J2-21 Zentrifuge von Bedkmann Instruments
Plattenrittler Delfia Plateshake von Wallac

Waschgerdt 812 SW1 von SLT-Labinstruments
Photometer Rainbow von SLT-Labinstruments

Pipetten Reference 10-100und 103 1000von Eppendorf

Software

Prism 4.0 ftr Windows von GraphPad

Methode

Probenvorbereitung

Blut aus einer peripheren Vene wurde in einem Serumrdhrchen gesammelt, zur Ausbildung
eines Uberstandes fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur aufbewahrt, zehn Minuten bei
4000y zentrifugiert, in Portionen zu 25Qul aliquotiert und bei -80°C gelagert. Vor der
Messung wurden die Proben aus der Kihlung genommen und nach Erreichen von
Raumtemperatur unmittelbar verarbeitet.

Messung

Die Bestimmung des 4L-2R erfolgte genau nach Herstellerangaben des ELISA-Kits. Auf
die mit sIL-2R-AK beschichteten Mikrotiterplatten wurden schrittweise Serumproben,
peroxidasekonjugierte slL-2R-AK und Farbereagenz aufgebracht. Zum Waschen diente ein
automatisches Mikrotiterplatten-Waschgerdt. Bei Messung der optischen Dichte wurden
ein Mesdilter von 490nm und ein Referenzfilter von 570nm verwendet. Die
Referenzmesaung wird vom eigentlichen Messwvert subtrahiert und dient der Korrektur
unspezifischer optischer Effekte, die am Beispiel durch Verschmutzung der
Mikrotiterplatte austande kommen. Aus einem im Kit enthaltenen Standard mit bekannter

Konzentration wurde auf jeder Mikrotiterplatte eine Verdimungsreihe angel egt.

Messauswertung

Die Umredhnung der gemessenen optischen Dichte in eine Serumkonzentration erfolgte
mit der Software Prism 4.0 fur Windows von GraphPad. Zunachst wurden die bekannten

Konzentrationen der VerdiUmungsreihe des Standards gegen die jeweils gemessene
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optische Dichte aufgetragen. Die Software eamittelte ais diesen Werten eine
Standardkurve (Abb. 3).

optische Dichte

0.01

L LJ
10 100 1000

slL-2R [pg/ml]

Abb. 3: Standardkurve zur Bestimmung der sIL-2R Serumkonzentration

Anhand diessr Kurve konnte die optische Dichte der Patientenproben in eine
Serumkonzentration umgerechnet werden. Die durchschnittliche sIL-2R Konzentration

aler gemessnen Proben lag mit 682 pgml am unteren Rand der vom Hersteller
angegebenen Streuung zwischen 676 und 2132pg/ml.

Qualitatskontrolle

Nad Angaben des Herstellers ist der sIL-2R ELISA spezifisch fur den retirlichen und
rekombinanten slL2-Ra des Menschen. Der Test hat eine Sensitivitét von unter 10pgml.
Fur seine Intra- und Inter-Test-Prazsion wird ein Variationskoeffizient zwischen 4.6 und
7.0% angegeben.

Zur Qualitatssicherung wurde fur alle Proben eine Doppelbestimmung duchgefihrt. In die

welitere Auswertung ging jeweils der Mittelwerte der beiden Messungen ein.
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2.5 Durchflusszytometrie

Zur Bestimmung der Oberfladchenantigene CD4, CD45R0 und CD45RA auf Lymphozyten

wurde eine Durchflusszytometrie durchgefihrt.

Grundlagen

Die Durchflusszytometrie ist ein Verfahren zur Bestimmung und Differenzierung von
Zellen und Zellbestandteilen. Das Prinzip der Analyse berunt auf Streulicht- und
Fluoreszenzphé&nomenen, die entstehen, wenn ein Lichtstrahl auf eine fluoreszenzmarkierte
Zelle trifft. Ein typisches Einsatzgebiet der Methode ist die Bestimmung von CD-

Antigenen auf Leukozyten.

Durchflusszytometer

Ein Durchflusszytometer ermdglicht die automatisierte optische Analyse vieler einzener
Zellen oder Partikel. Das Gerdt bestent aus zwei wesentlichen Elementen, einem
Flisggkeitssystem und einem optischen System. Im Flissigkeitssystem werden die Zellen
oder Partikel in die kontinuierliche Stromung einer Tragerfllissigkeit eingebracht. Vor der
Messgelle verengt und beschleunigt der Probestrom, so dass die Zellen oder Partikel
einzeln einen Lichtstrahl passieren. Dieser Vorgang, den man als hydrodynamische
Fokussierung bezeichnet, e'mdglicht die Analyse @nzelner Zellen. Das optische System
(Abb. 4) besteht aus einem Laser und mehreren Phatodetektoren.

A
\\

11>

=

Abb. 4: Optisches System des Durchflusszytometers: Laser
(1), Messkammer mit Zelle (2), Sammellinse (3),
Teilerspiegel (4), und Photodetektoren (5) fiir
Vorwartsstreulicht  (FSC),  Seitwartsstrulicht  (SSC),
Fluoreszenz (FL) (nach Raffael et al.,1994)
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Trifft das Licht des Lasers auf die Zelle in der Meskammer, erfassen die Detektoren
Lichtstreuung und Fluoreszenz. Aufgrund dieser beiden Phanomene kann eine Zelle

charakterisiert werden.

Lichtstreuung

Vom Streulicht werden zwei Komponenten registriert, das Vorwértsstreulicht (FSC) hinter
der Messstelle, und das Seitwértsdreulicht (SSC) neben der Messdelle. Das
Vorwaértsstreulicht gibt Informationen Uber die GroRRe, das Seitwdrtsdreulicht Uber
Granularitét und aul3ere Form der Zelle.

Fluoreszenz

Fluoreszenz ist die Eigenschaft bestimmter Stoffe, absorbierte Strahlung rasch erneut in
Form einer Strahlung, zum Beispiel Licht, wieder abzugeben. Diese Eigenschaft macht
sich die Durchflusszytometrie zunutze Eine mit einem Fluoreszenzfarbstoff markierte
Zelle wird mittels Laserstrahl angeregt und ein Photodetektor erfasst die durch den
Farbstoff emittierte Strahlung. Dadurch kann jeder beliebige Zellbestandtell, bei dem eine
spezifische Markierung mit einem Fluoreszenzfarbstoff gelingt, mit Hilfe der
Durchflusszytometrie gezielt analysieren werden.

Fur die Markierung stehen unterschiedliche Fluoreszenzfarbstoffe aur Verfigung (Abb. 5),
die ar Analyse an monoklonale AK gegen Zellbestandteile gekoppelt werden. Die
Farbstoffe unterscheiden sich hinsichtlich ihres Exzitationsspektrums, das heifdt der
Wellenldngen, durch die sie angeregt werden, und hnsichtlich des Emisgonsspektrums,
der Wellenlangen, die sie abstrahlen. Fur die Anregung der FHuoreszenzfarbstoffe mussder
verwendete Laser Licht mit einer Wellenlange im Bereich des Exzitationsgektrums
abgeben. Ublich ist ein Argonlaser mit 488rm.

Mehrfarbenanalyse

Die gleichzeitige Erfassung mehrerer Fluoreszenzfarbsoffe nennt man Mehrfarbenanalyse.
Dadurch kann eine Zelle durch eine Kombination von Eigenschaften charakterisiert
werden. Bei der Mehrfarbenanalyse nutzt man die Tatsade, dass manche
Fluoreszenzfarbstoffe ein dhnliches Exzitationsgpektrum haben, sich aber bei der Emisgon
unterscheiden. Typisches Beispiel ist eine Kombination der Farbstoffe Fluorescein (FITC),
Phycoerythrin (PE) und Peridinin Chlorophyll Protein (PerCP). Alle kdnnen durch den
Argonlaser bel 488nm angeregt werden. Fir die gleichzatige Mesaung hat jeder Farbstoff
einen eigenen Detektor. Optische Filter sorgen daflr, dassein Photodetektor spezfisch die
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Wellenlange nur eines Farbstoffes misst. Falls sich Emisgonsspektren  direkt

Uberschneiden kann diese Uberschneidung durch elektronische  Kompensation

ausgeblendet werden.

Eine weitere Erganzung der Mehrfarbenanalyse ist durch den Einsatz eines zusétzlichen
Lasers mdglich. Gebrauchlich sind zum Beispiel Helium-Neon Laser oder Diodenlaser, die
Licht mit einer Wellenlange um 635nm abgeben. Dadurch konren auch

Fluoreszenzfarbstoffe mit Exzitationsspektrum in desem Bereich, etwa Allophycocyanin

(APC), eingesetzt werden.

Exzitationsspektrum

500 600 700 800 [nm]

=

500 600 700 800 [nm]

-

500 600 700 800 [nm]

.

500 600 700 800 [nm]

Abb. 5: Absorptions- und Emissionsspektren gebrduchlicher Fluoreszenzfarbstoffe (nach Becton

Dickinson, wissenschaftliche Information)
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Auswertung

Fur jede Zelle werden alle gleichzeitig erfassten Streu- und Fluoreszenzereignisse
quantitativ, als Wert zwischen 0 und 1@3, registriert. Bei einer Vierfarbenanalyse sind
dies ds Werte, der FSC-Wert, der SSC-Wert und die vier Fluoreszenzwerte. Bei der
Auswertung werden Ublicherweise jeweils zwel der gemessenen Eigenschaften in einem
Zweiparameter-Punkt(Dot-Plot)-Histogramm grafisch dargestellt. Tragt man zum Beispiel
Vorwartsstreulicht (FSC) und Seitwaértsgreulicht (SSC) gegeneinander auf, erh&lt man das
Lichtstreuungsdiagramm (Abb. 6).
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Abb. 6: Lichtstreuungsdiagramm mit Granulozyten (1), Monozyten (2), Lymphozyten (3) und
Zelltrimmern (4)

Jeder Punkt représentiert eine Zelle und anhand der Koordinaten lasst sich deren Grol3e
und Granularitédt ablesen. Punktwolken entsprechen Zellpopulationen mit &hnlichen
Eigenschaften. So ist es moglich, Granulozyten, Monozyten und Lymphozyten zu
differenzieren. Abhangig von der Fragestellung kann man alle denkbaren
Parameterkombinationen als Dot-Plot-Histogramm darstell en.

Um die Auswertung auf eine bestimmte Zellpopulation zu begrenzen, wird die aigehérige
Punktwolke mit einem Auswertefenster, einem Gate, versehen. In die weitere Auswertung
gehen dann nur die Zellen ein, die innerhalb des Gates liegen. Durch diesen Vorgang
konnen Informationen aus verschiedenen Dot-Plot-Histogrammen kombiniert werden.

Zur Quantifizierung von Zellpopulationen wird das Histogramm optisch aufgeteilt. Durch
Einfligen wvon Trennlinien oder Quadranten ist die Angabe prozentualer Verhdtnisse

innerhalb der analysierten Zellen moglich.
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Material

Reagenzien

Anti-CD4 PerCP von Bedon Dickinson (BD)

Anti-CD8 APC von Pharmingen

Anti-CD45R0 FITC von Pharmingen

Anti-CD45RA PE von Pharmingen

MultiTEST CD3 FITC/CD8 PE/CD45 PerCP/CD4 APC von BD
CaliBRITE-Dreifarben-Set von BD

CaliBRITE-APC-Beads von BD

Uti-Lyse von DAKO

Verbrauchsmaterial

EDTA Blutentnahmerdhrchen von Sarstedt
Falcon Polystyrolréhrchen 12 x 75mm von BD
FACSFlow von BD

FACSafe von BD

FACSRIinse von BD

Pipettenspitzen von Sarstedt

Peha-Safe L atexhandschuhe von Hartmann

Gerate

FACSCalibur Durchflusszytometer von BD
Vortexmischer Genie 2 von Bender & Hobein
Pipetten Reference 0.5-10, 10-100und 1061000 von Eppendorf

Software

CellQuest von BD
MultiSET von BD
FACSComp von BD
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Methode

Zur Bestimmung der CD45Isoformen auf Ty-Zellen wurde eine Vierfarben-
FACS(Fluorescence-adivated cell  sorter)-Analyse  durchgefihrt. Neben  den
Oberfladchenantigenen CD4, CD45R0 und CD45RA, wurde ds vierter Parameter CD8
gemessen. Da der Schwerpunkt der Arbeit bei CD4 Zellen lag, wird auf die Bestimmung

von CD8 nicht weiter eingegangen.

Probenvorbereitung

Fur die Analyse wurde Vollblut aus einer peripheren Vene in handelsiiblichen EDTA-
Rohrchen gesammelt, bei Raumtemperatur gelagert und am selben Tag verarbeitet.

Zur Farbung der Zellen wurden 90ul des EDTA-Blutes in Einmal-Testréhrchen vorgelegt
und 1Qul einer Antikdrpermischung zugegeben, die sich wie folgt zusammensetzte: 1pl
Anti-CD4 PerCP, 1ul Anti-CD8 APC, 1ul Anti-CD45RA PE, 2.5ul Anti-CD45R0 FITC
und 4.5ul FACS-Flow Trégeflissgkeit. Nach Mischen auf dem Vortexmischer folgte eine
Inkubationszeit von zehn Minuten bel Dunkelheit und Raumtemperatur.

Bei der folgenden Lyse der Erythrozyten wurde DAKO-Lyseldsung nach Angaben des
Herstellers verwendet.

Die so vorbereiteten Proben wurden unmittelbar anschliefend mit dem
Durchflusszytometer analysiert.

Das exakte Protokoll der Probenvob ereitung ist das Ergebnis eines Optimierungsprozesses
vor Studienbeginn. Bei der Farbung der Zellen mochte man vor allem hochaffine Antigen-
Antikorper-Redtionen erzeugen und unspezifische, niedrigaffine Kreuzreationen
vermeiden, um keine falsch positiven Ergebnisse a1 erzielen. Gleichzeitig muss die
Farbung kréftig genug sein, damit keine falsch negative Werte aiftreten. Wesentliche
Parameter, die die Fabung beanflusen, sind die Zellkonzentration, die
Antikorperkonzentration, die Farbezeit und die Farbetemperatur. Die Zellkonzentration ist
durch Verwendung von unverdiimtem Vollblut in einem giinstigen Bereich von 10°
Leukozyten pro ml stabil. Bei der Farbezeit gelten zehn Minuten als Standard, da hier das
Verhdltnis aus rasch entstehenden hochaffinen zu langsam entstehenden niedrigaffinen
Komplexen ginstig ist. Das Farben bei Raumtemperatur ist praktikabel und wenig
storanfallig. Unter Konstanthaltung der genannten Parameter wurden run die
Antikorperkonzentrationen variiert, um optimale Ergebnisse zu erzielen. Jeder Antikorper
wurde einzeln in Konzentrationen von 1:10, 1:40 wnd 1100 cetestet. Anhand oer
Auswertung wurde die Konzentration ausgewahlt, die die beste Unterscheidung von

positiven und negativen Zellpopulationen des Parameters zulief3. Fir CD4, CD8 und
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CD45RA hat sich eine Konzentration von 1:100 kewahrt, fir CD45R0 eine Konzentration
von 1:40. Schliefflich wurden die Konzentrationen bel gleichzeitiger Mesaung als
Vierfarbenanalyse nochmals tberprft und fir gut befunden.

Um stdrende EinflUsse der Erythrozyten zu minimieren, ist neben der aleinigen Lyse aich
die Lyse mit anschlief3ender Waschprozedur gebrauchlich. Da der Waschvorgang keinen
sichtbaren Vorteil brachte und zusétzliche Manipulationen die Stéranfalligkeit erhdhen,

wurde eine Lyse ohne Waschen bevorzugt.

Messung

Die Proben wurden mit einem FACSCalibur-Durchflusszytometer der Firma BD
analysiert. Das Gerdt ist mit zwei Lasern, einem Argonlaser und einem Diodenlaser, sowie
einer Messeinheit zur Vierfarbenanalyse aisgestattet. Dadurch war die gleichzeitige
Messung der Oberfladchenantigene CD4, CD8, CD45R0 und CD45RA mdglich. Aus jeder

Probe wurden jeweils 5000Zellen aufgezeichnet.

Messauswertung

Die aifgezeichneten Daten wurden mit der Software Cell Quest von BD ausgewertet. Ziel
dieser Auswertung war, die Rohdaten so darzustellen, dass sich daraus der Anteil der
CD45R0" und CD45RA™ ermitteln lieR. Zundchst wurde im Lichtstreuungsdiagramm ein
Gate aif die Lymphozytenpopulation gesetzt (Abb. 7) und in die weitere Auswertung
gingen dadurch rur die Lymphozyten ein.
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Abb. 7: Lichtstreuungsdiagramm mit Lymphozytengate
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In einer weiteren Darstellung wurde ein Gate auf CD4" gelegt, so dass die folgenden
Diagramme ausschliefdich CD4-Zellen enthalten. Diese Zellen wurden nun gegen CD45R0
und CD45RA aufgetragen (Abb. 9).
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Abb 9: CD45R0 / CD4 (a) und CD45RA / CD4 Dot-Plot-Histogramm (b)

Nad optischen Gesichtspunkten konnte in beiden Darstellungen eine Grenze zwischen der
positiven und negativen Zellenpopulation hinsichtlich der CD45-1soform gezogen werden.
Die Software emittelte atomatisch die prozentualen Anteile rechts und links dieser
Trennlinie. Der jeweils rechte Anteil entspricht dem gesuchten Anteil der CD45R0" oder
CD45RA" an CD4" Lymphozyten, respektive dem Anteil aktivierter oder naiver Zellen an
den Ty-Zellen.

In einigen Arbeiten, etwa den zitierten Untersuchungen zu CD45 bei Schizophrenie
(Cazalllo et al., 1998 Wilkeet d., 1996, wird die CD45-1soform der Ty-Zellen als Anteil
an den Gesamtlymphozyten angegeben. Um die Gesamtzahl der Ty-Zellen zu kontrolli eren
und um die Vergleichbarkeit mit den genannten Studien zu Uberprtfen, wurden zusétzlich
die CD4" Zellen in Prozent der Gesamtlymphozyten bestimmt. Daraus lieRen sich dann die
CD45 Isoformen in Prozent der Gesamtlymphozyten berechnen und mit den direkt
gemessenen Werten in Prozent der Ty-Zellen vergleichen.

Fur die CD4-Mesaung wurden eingangs wieder die Lymphozyten mit Hilfe des
Lichtstreuungsdiagramms isoliert (Abb. 7) und anschlief3end CD4 und CD8 gegeneinander
aufgetragen (Abb.10). Nad optischer Aufteilung des Histogramms in vier Quadranten
konnte der prozentuale Anteil der Ty-Zellen, genauer der CD4'CD8  Zellen an den

Gesamtlymphozyten aus dem rechten unteren Quadranten abgelesen werden.
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Abb.10: CD4 / CD8 Dot-Plot-Histogramm

Aus den direkt gemessenen Prozentangaben fir die CD45 und CD4 wurde nun der Antell
der CD45-1soform an den Gesamtlymphozyten beredhnet (Abb.11).

CD4+CD45RX* von Lymphozyten [%] = CD45RX* von CD4+ [%] X CD4+ von Lymphozyten [%]

Abb.11: Umrechnungsformel zur Bestimmung der CD45-Isoformen in Prozent der
Gesamtlymphozyten

Qualitatskontrolle

Das Flisdgkeitssystem des Zytometers wurde vor und nach jeder Benutzung mit FACSafe,
FACSRinse und FACSFlow gespult und gereinigt.

Zur Wartung des optischen Systems diente eine @nmal wdchentlich duchgefihrte
standardisierte Testprozedur. Anhand der Analyse von CaliBRITE-Beals, die gefarbte
oder ungeférbte Partikel in definierter Zusammensetzung enthalten, wurde mit FACSComp
Software die Empfindlichkeit und Kompensation des Gerates Uberprift und automatisch
optimiert.

Zur weiteren Qualitdtskontrolle wurde die Mesaung von CD4 mit einer zweiten Methode,
dem MultiTest von BD kontrolliert. Der MultiTest ist ein weitgehend standardisiertes
Analyseverfahren und vom Hersteller auf gute Inter-Test-Prézision und Reproduzierbarkeit
geprift. Das verwendete Farbereagenz enthélt fluoreszenzmarkierte AK gegen CD3, CD4,
CD8 und CD45 in definierter Zusammensetzung. CD45wird in diesem Zusammenrhang als
leukocyte-common-antigen verwendet um Leukozyten zu isolieren. Eine Differenzierung
von CD45RA und CD45R0 ist dabei nicht moglich. Bei der Probenvorbereitung des
MultiTests wurde genau nach Angaben des Herstellers vorgegangen. Die Aufzeichnung
und Auswertung erfolgte mittels zugehtriger MultiSET Software. Dabel ermittelt die
Software aitomatisch die Leukozyten- und Lymphozytensubpopulationen tber das CD45
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und CD3 Antigen. Ein optisches Setzen von Auswertefenstern oder Trennlinien ist also
nicht notwendig. In der Ausgabe des Programms erscheinen direkt die Prozentzahlen der
Th-Zellen, genauer der CD4'CD3"CD45" Zellen. Von diesem Wert musgen die doppelt
positiven T-Zellen, CD4"'CD8'CD3'CD45" abgezogen werden, um sie direkt mit den
konventionell als CD4"CD8" bestimmten Ty-Zellen vergleichen zu kénnen.

Die Korrelation der Messwerte der konventionellen und der MultiTest Messungen lag bei
r=0.92 (p=0.00).

2.6 Statistische Auswertung

Die Daten wurden mit SPSS11.5 fur Windows statistisch ausgewertet.

Als globaler Test zur Analyse von Unterschieden zwischen Behandlungs- und
Kontrollgruppe wurde eine multivariate Varianzanalyse mit Messwiederholung und
Kovariate gerednet, mit den funf Behandlungszeitpunkten des jeweiligen Parameters als
Innersubjektfaktor , Zeit”, Celecoxib versus Placebo als Zwischensubjektfaktor , Gruppe”
und dem Ausgangswert des Parameters als Kovariate. Diese Kovariate diente dem
Auggleich von Mittelwertsunterschieden der Gruppen zu Studienbeginn, die, obwohl sie
nicht signifikant waren, bei allen Parametern die Behandlungsgruppe im Sinne der
Hypothese bevorzugten.

Zur Spezifizierung signifikanter Effekte wurden Behandlungs- und Kontrollgruppe
getrennt  mittels Varianzanalyse mit Messwiederholung untersucht, wobei hier
Ausgangswert und die funf Behandlungswerte als abhéangige Variable den Innersubjekt-
oder Messviederholungsfaktor ,Zeit“ bildeten. Im Fale ener Verletzung der
Sphérizitdtsannahme wurden die Freiheitsgrade durch Greenhouse-Geisser-Korrektur
modifiziert. Daneben kamen einfache T-Tests zum Einsatz, um relevante Effekte au
verdeutlichen, bei Gruppenunterschieden der T-Test fur unabhéangige Stichproben, bei
Anderungen im Therapieverlauf der T-Test fir gepaarte Stichproben.

Lag keine Normalvertellung der Daten wvor, wurden nichtparametrische Verfahren
eingesetzt. Da en globaler nichtparametrischer Test im Sinne der Fragestellung nicht zur
Verfligung steht, konnten Gruppen- und Zeiteffekte nur getrennt untersucht werden. Fur
die Berechnung von Gruppenunterschieden wurde der Mann-Whitney-U-Test, fir den
Verlauf in den Gruppen der Friedmann- und im Signifikanzfall der Wilcoxon-Test
geredhnet.
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Um einen Zusammenhang von Immunologie und Psychopathologie au testen, wurde der
Korrelationskoeffizient nach Peason und im Falle nicht normal verteilter Daten der
Rangkorrelationskoeffizient nach Speaman berechnet.

Als Signifikanzniveau wurde p < 0,05 festgelegt.
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3 Ergebnisse

3.1 Studienabbrecher

Sieben Patienten, vier aus der Celecoxibgruppe, drei aus der Placebogruppe, schieden
vorzeitig aus der Studie aus. In der Celemxibgruppe waren EKG-Verédnderungen,
Unterschenkel6deme, mangelnde Besserung und der unerwartete Umzug in eine andere
Stadt die Grinde fur den Abbruch nach 5,9,17 und 18 Tagen. Die drel Patienten in der
Placsbogruppe musgen wegen akuter Bauchschmerzen, Verschlechterung der Psychose
und schwerer Akathisie die Studie beenden. Sie hatten zuvor 7,15 und 17 Tage
tellgenommen.

Bei der statistischen Auswertung der PANSSkam im Falle der Studienabbrecher das ,, last
observation caried forward“-Design zum Eisatz, das heil%t der jeweils letzte ehobene
Wert wurde auf die fehlenden Wochen Ubertragen. Diese Methode verhindert den Effekt
einer falsch hohen Besserung, der durch erhthte Abbruchrate bei therapieresistenten
Patienten zustande kommt.

Die Immunologiedaten wurden ohne Studienabbrecher, im Sinne eines listenweisen

Fallausschlusses ausgewertet.

3.2 PANSS

Zu Beginn cer Studie betrugen die Mittelwerte in der PANSS von Celeaxib- und
Placebogruppe fur die Positivskala 19.0 (SD=6.0) und 17.2 (SD=4.6), fir die Negativskala
18.7 (SD=6.3) und 211 (SD=5.5), fur die Skala der Allgemeinenpsychopathologie 34.0
(SD=8.5) und 372 (SD=7.1) und fiur die Gesamtskda 718 (SD=17.1) und 755 (SD=12.8).
Die Daten waren normal verteilt (Kolmogorov-Smirnov mit Signifikanzkorrektur nach
Lilliefors, Positivskalas df=50, p=0.07; Negativskala df=50, p=0.20; Skala der
Allgemeinpsychopathologie: df=50, p=0.20; Gesamtskalaz df=50, p=0.20) und die
Unterschiede von Behandlungs- und Kontrollgruppe in keiner der Skalen signifikant (T-
Test bei unabhéngigen Stichproben; Positivskala: t=1.22, df=48, p=0.23; Negativskala:
t=1.44, df=48., p=0.16;, Skala der Allgemeinpsychopathologie: t=1.42, df=48, p=0.16;
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Gesamtskala: t=0.87, df=48, p=0.39). Im funfwoéchigen Verlauf (Tab. 5) erfllten die
Mittelwerte der Gesamtskala aller Patienten mit einem Rickgang von 23.0% das Kriteriu
far einen Therapieafolg. Diese Verbesserung der Psychopathologie, die unterschiedlich

stark auch in alen Unterskalen der PANSS nachweisbar war (Positivskala 26.3%;

Negativskala 14.5% und Skala der Allgemeinpsychopathologie 17.6%), ist primér ein

Effekt der Risperidontherapie und daher nicht zentrder Punkt dieser Arbeit.

Tab. 5: PANSS

Woche 0 Woche 1 Woche 2 Woche 3 Woche 4 Woche 5

M SD M SD M SD M SD M SD M SD

Celecoxib 19.0 6.0 16.7 5.5 144 50 14.0 4.7 12.8 4.4 13.4 56
Placebo 17.2 4.6 16.2 4.6 15.0 45 15.2 55 14.2 44 13.3 4.4

Positivskala

Celecoxib 18.7 6.3 17.2 56 15.9 4.9 16.0 4.5 15.7 4.4 15.9 4.9

Negativskala
Placebo 21.1 55 19.3 5.2 19.2 5.1 19.6 4.2 18.6 4.4 18.1 5.6

Celecoxib 34.0 8.5 32.2 7.7 28.8 7.9 27.6 6.4 27.2 6.4 27.4 6.6

Allgemeinskala
Placebo 37.2 7.1 34.8 8.0 33.6 8.0 33.3 8.2 321 7.2 31.3 8.2

Celecoxib 71.8 17.1 66.0 16.0 59.1 15.2 57.6 135 55.6 12.7 56.8 14.8
Placebo 75.5 12.8 70.2 14.6 67.7 14.3 68.0 145 65.0 13.4 62.7 16.1

Gesamtskala

Unterschiede awischen Behandlungss und Kontrollgruppe, also Auswirkungen der
Celemxibtherapie, wurden mittels multivariater Varianzanalyse berechnet. Bei den drei
Unterskalen der PANSS unterschieden sich die beiden Gruppen nicht (Kovarianzanalyse
mit Messwiederholung, Zwischensubjekteffekt Gruppe; Positivskalas F=1.74, df=1, 47,
p=0.19; Negativskalas F=2.82, df=1, 47, p=0.10; Skala der Allgemeinpsychopathologie:
F=3.19, df=1, 47, p=0,08). Dagegen fanden sich signifikante Effekte bei der Gesamtskala
der PANSS mit Unterschied von Behandlungs- und Kontrollgruppe (Kovarianzanalyse mit
Messwiederholung, Zwischensubjekteffekt Gruppe: F=3.80, df=1, 47, p=0.05 und
Gruppe-Zeit-Interaktion (Kovarianzanalyse mit Messwiederholung, multivariate Tests,
Pillai-Spur  Zeit*Gruppe: F=3.91, df=4, 44, p=0,01) be quadratischem
Innersubjektkontrast  (Kovarianzanalyse mit  Messwiederholung,  quadratischer
I nnersubjektkontrast Zeit* Gruppe: F=12.50, df=1, 47, p=0.00).

Bei post-hoc Analysen dieser Ergebnisse ergab die nach Gruppen getrennte Varianzanalyse
wie zu erwarten einen signifikanten Rickgang im Behandlungszeitraum fir beide Gruppen
(einfaktorielle Varianzanalyse mit Messwiederholung, Innersubjekteffekt Zeit,
Greenhouse-Gelsser korrigiert; Celeaoxib: F=13.2, df=1.8, 44; p=0.00; Placbo: F=8.94,
df=2.3, 56, p=0.00). Hier Uberwog der fur die Fragestellung unerhebliche Effekt von

Rigperidon. Erst anhand von wochenweise durchgefiinrten T-Tests lief3 sich der
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Unterschied beider Gruppen weiter verdeutlichen: Die Celecoxibgruppe wies signifikant
niedrigere Werte der PANSSGesamtskala in Woche avei bis vier auf (T-Test bei
unabhangigen Stichproben; Woche awvei: t=2.06, df=48, p=0,05, Woche drei: t=2.64,
df=48, p=0,01; Woche vier: t=2.54, df=48, p=0,01) (Abb.12).
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Abb. 12: Statistik der PANSS-Gesamtskala

Die ad on Behandlung mit Celecoxib bewirkte demnach vor allem eine schnellere

Verbesserung der Psychopathologie.

Das add-on Design der Studie birgt allerdings die Gefahr einer Interaktion der beiden
verabreichten Medikamente. Um eine Bednflusaung des Risperidonmetabolismus durch
Celemxib auszuschlief3en, wurden die Plasmaspiegel von Risperidon und dem aktiven
Metaboliten 9-Hydroxy-Risperidon der Behandlungs- und Kontrollgruppe verglichen.
Dabei zeigten sich zu keinem Zeitpunkt signifikante Gruppenunterschiede hinsichtlich
dieser Plasmaspiegel (T-Test bei unabhangigen Stichproben; Woche eins. t=0.42, df=48,
p=0.66 (Risperidon) und t=1.04, df=48, p=0.30 (9-Hydroxy-Risperidon); Woche avei:
t=1.06, df=45, p=0.29 und t=1.81, df=45, p=0.07, Woche drei t=0.92, df=41, p=0.36 ud
t=0.54, df=41, p=0.59; Woche vier: t=0.18, df=41, p=0.68 und t=0.43, df=41, p=0.64;
Woche funf: t=0.41, df=41, p=0.68 und t=1.06, df=41, p=0.28).

40



3.3 slL-2R

Die Ausgangswerte fir den sSIL-2R betrugen 707pdml (SD=395pgml) in der
Celeaxibgruppe und 613pdml (SD=280pdml) in der Placebogruppe. Diese Daten waren
nicht normal verteilt (Kolmogorov-Smirnov mit Signifikanzkorrektur nach Lilliefors:
df=43, p=0.00) und zur weiteren Berechnung kamen daher nichtparametrische Verfahren
zum Einsatz. Der Unterschied zwischen den Behandlungsgruppen zu Beginn der Studie
war nicht signifikant (Mann-Whitney-U-Test: z=0.96, p=0.33). Um den Einfluss der
wichtigen StorgrofRe einer vorausgegangenen Neuroleptikabehandlung zu kontrollieren,
wurden die sIL2-R-Ausgangswerte von unmittelbar vorbehandelten Patienten mit
Unbehandelten verglichen. Die Vorbehandelten hatten im Mittel etwas hohere Werte
(M=716pdml, SD=405pdml) als die Unbehandelten (M=625pdml, SD=212pdml), der
Unterschied war jedoch statistisch nicht signifikant (Mann-Whitney-U-Test: z=0.63,
p=0.53).

Tab. 6: sIL2-R

Woche 0 Woche 1 Woche 2 Woche 3 Woche 4 Woche 5

M SD M SD M SD M SD M SD M SD

Celecoxib 707 395 697 358 727 391 729 392 778 376 794 437
Placebo 613 280 629 290 619 262 652 314 634 283 616 253

sIL-2R [pg/ml]
Auch im Studienverlauf (Tab. 6) zeigte die Behandlung der Patienten mit Risperidon allein
keine Auswirkung auf den sIL-2R, wie die Analyse der Placebogruppe z=igte (Friedman-
Test: Chi-Quadrat=3.9, df=5, p=0.56). Risperidon war damit zumindest fir einen
Behandlungszeitraum von fiinf Wochen reutra hinsichtlich einer Beeinflussung des dL-
2R. Dagegen wies die Celecoxibgruppe eine Veranderung im Therapieverlauf auf
(Friedman-Test: Chi-Quadrat=15.4, df=5, p=0.01). Im Vergleich zum Ausgangswert stieg
der sIL-2R unter Celecoxibtherapie bis zur Woche vier (Wilcoxon-Test z=2.1, p=0.04) und
fanf (Wilcoxon-Test z=1.8, p(einseitig)=0.04) und erreichte signifikant hthere Wete ds
unter Therapie mit Placebo (Mann-Whitney-U-Test; Woche vier: z=1.9, p(einseitig)=0.03;
Woche funf: z=2.28; p=0.02) (Abb.13).
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Abb.13: Statistik des sIL-2R

Celexib bewirkte also einen Anstieg des sIL-2R im Therapieverlauf.

3.4 CD45

Insgesamt acht Patienten mussten aus der Analyse der CD45-1soformen ausgeschlossen
werden, vier (Celecoxibgruppe drei; Placebogruppe einer) wegen eines tedinischen
Defekts bei Mesaung des Ausgangswertes und weitere vier (Celecoxibgruppe einer;
Placebogruppe drei) aufgrund der einleitend beschriebena Variante der CD45-Expresson.
Der auffallende Phanotyp mit einer CD45RA *-Expression auf nahezu 1006 der Ty-Zellen
lieR de eindeutige ldentifizierung dieser Patienten zu. Die Anzahl von vier aus 50
Patienten im Rahmen dieser Arbeit entspricht genau der erwarteten Haufigkeit von acht
Prozent bei gesunden Individuen. Ein Patient mit der genetischen Variante fiel gleichzeitig
in die Gruppe der Studienabbrecher. Der Datensatz zur Berechnung der CD45-1soformen
umfasste damit insgesamt 36 Patienten (17 in der Celemxibgruppe, 19 in der
Placebogruppe).

CD45R0" in Prozent der CD4"

Der Anteil der aktivierten oder CD45R0" an den CD4" Lymphozyten betrug zu
Studienbeginn fur die Celecoxibgruppe im Mittd 584% (SD=9.5%), fir die
Placsbogruppe 56.1% (SD=15.9%). Es lag eine Normalverteilung vor (Kolmogorov-
Smirnov mit Signifikanzkorrektur nach Lilliefors. df=36, p=0.20) und zwischen
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Behandlungs- und Kontrollgruppe bestand zu Studienbeginn kein Mittelwertunterschied
(T-Test bei unabhéngigen Stichproben: t=53, df=30.0, p=0.60).

Tab 7: CD45R0" in Prozent der CD4"

Woche 0 Woche 1 Woche 2 Woche 3 Woche 4 Woche 5

M SD M SD M SD M SD M SD M SD

CD45R0* Celecoxib 58.3 9.5 57.1 8.6 58.6 9.4 59.2 10.3 59.4 112 61.9 11.0
von CD4+ [%]  Placebo 54.1 159 55.4 143 53.5 12.1 55.8 144 55.6 147 54.9 12.0

Im Therapieverlauf (Tab. 7) fand sich kein relevanter Unterschied von Celexib- und
Placebogruppe (Kovarianzanalyse mit Messwiederholung, Zwischensubjekteffekt Gruppe:
F=1.56, df=1, 33, p=0.22), dlerdings zeigte die Analyse mittels T-Test zumindest einen
Effekt in Woche funf (T-Test bel unabhéngigen Stichproben: t=1.81, df=34,
p(einseitig)=0.04) (Abb.14). Auffallend war dartiber hinaus eine signifikante Gruppe-Zeit-
Interaktion (Kovarianzanalyse mit Messwiederholung, multivariate Tests, Pillai-Spur
Zeit* Gruppe: F=2.60, df=4, 30, p=0.05) und ein lineaer Trend (Kovarianzanalyse mit
Messwiederholung, linearer Innersubjektkontrast Zeit* Gruppe: F=3.22, df=1, 33, p=0.08).
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Abb14: Statistik CD45R0*

Die Betradhtung der einzelnen Gruppen ergab dann eine signifikante Anderung im
Behandlungsverlauf fir die Celemxibgruppe (einfaktorielle Varianzanalyse mit
Messwiederholung, Innersubjekteffekt Zeit, Sphérizitdt angenommen: F=2.82, df=5, 80,
p=0.02). In nachgeschalteten T-Tests war der Wert am Ende der Behandlung signifikant
hoher als zu Beginn (T-Test bei gepaaten Stichproben: t=1.9, df=16, p(einseitig)=0.04)
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(Abb.14). Die Kontrollgruppe zigte statistisch einen konstanten Verlauf (einfaktorielle
Varianzanalyse mit Messwiederholung, Innersubjekteffekt Zeit, Greenhouse-Geisser
korrigiert: F=0.45, df=2.7, 48, p=0.70).

Der Anteil aktivierter Ty-Zellen stieg also nur unter Celecoxib an, dennoch lief3 sich im
Behandlungszeitraum von funf Wochen kein stabiler Unterschied zur Placebogruppe
detektieren.

CD45RA" in Prozent der CD4"

Die CD45RA™ oder naiven von den CD4" Lymphozyten hatten einen Ausgangswert von
48.9% (SD=9.3%) in der Celecoxibgruppe und 52.3% (SD=16.0%) in der Placsbogruppe.
Die Daten waren normal verteilt (Kolmogorov-Smirnov mit Signifikanzkorrektur nach
Lilliefors. df=36, p=0.20). Bei den Ausgangswerten bestand kein signifikanter
Gruppenunterschied (T-Test bei unabhangigen Stichproben: t=0.77, df=29.4, p=0.44).

Tab. 8: CD45RA" in Prozent der CD4*

Woche 0 Woche 1 Woche 2 Woche 3 Woche 4 Woche 5

M SD M SD M SD M SD M SD M SD

CD45RA* Celecoxib 48.9 9.3 49.3 8.3 48.6 9.3 47.5 8.8 46.6 9.9 45.5 9.9
von CD4* [%] Placebo 52.3 16.0 55.4 13.8 53.5 12.7 53.8 13.9 53.8 14.4 54.2 12.8

Im Behandlungsverlauf (Tab. 8) ergab sich ein Unterschied zwischen Celecoxib- und
Placebogruppe (Kovarianzanalyse mit Messwiederholung, Zwischensubjekteffekt Gruppe:
F=5.09, df=1, 33, p=0.03).
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Abb. 15: Statistik CD45RA™
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Pogt-hoc T-Tests zeigten dann signifikant niedrigere CD45RA-Werte nach vier- (T-Test
bei unabhangigen Stichproben: t=1.72, df=34, p(einseitig)=0.05) und nach funfwdchiger
(T-Test bei unabhangigen Stichproben: t=2.28, df=34, p=0.03) Therapie mit Celecoxib
(Abb.15). Obwonhl sich im Laufe der Studie also ein Gruppenunterschied ergab, war eine
signifikante  Gruppe-Zeit-Interaktion nicht nachweisbar (Kovarianzanalyse mit
Messwiederholung, multivariate Tests, PFillai-Spur Zeit*Gruppe: F=0.72, df=4, 30,
p=0.59).

Als Ergebnis lasst sich festhalten, dass der Anteill naiver Ty-Zellen nach funfwdchiger
Celemxibtherapie signifikant niedriger war als unter Therapie mit Placebo. In der
Zusammenschau mit dem Befund der aktivierten Ty-Zellen, die nur in der
Behandlungsgruppe anstiegen, hat die Therapie mit Celecxib den Aktivierungszustand
von Ty-Zellen insgesamt verbessert (Abb.16).
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Abb.16: Zusammensetzung der Ty-Zellen in der Behandlungsgruppe, vor und nach fiinfwochiger
Celecoxibtherapie

CD4"

Die Mittelwerte der CD4" oder Ty-Lymphozyten in Prozent der Gesamtlymphozyten sind
in Tabelle 9 aufgeftihrt.

Tab. 9: CD4+ in Prozent der Gesamtlymphozyten

Woche 0 Woche 1 Woche 2 Woche 3 Woche 4 Woche 5
M sD M sD M SD M SD M SD M SD
cbat Celecoxib 40.7 6.9 41.6 6.3 41.7 7.3 42.1 6.5 41.5 64 40.2 6.9

von Lymphozyten [%] P|acebo 42.0 83 455 8.3 44.7 8.1 44.6 8.9 43.4 838 44.7 10.4
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Die Daten waren normal verteilt (Kolmogorov-Smirnov mit Signifikanzkorrektur nach
Lilliefors: df=36, p=0.20). Es bestand kein Gruppenunterschied zu Behandlungsbeginn (T -
Test bel unabhangigen Stichproben: t=0.50, df=34, p=0.62). Die multivariate
Varianzanalyse =zigte keinen signifikanten Gruppenunterschied (Kovarianzanalyse mit
Messwiederholung, Zwischensubjekteffekt Gruppe: F=2.97, df=1, 33, p=0.09) und keine
Gruppe-Zeit-Interaktion (Kovarianzanalyse mit Messwiederholung, multivariate Tests,
Pill ai-Spur Zeit* Gruppe: F=1.03, df=4, 30, p=0.41).

CD45-Isoformen in Prozent der Gesamtlymphozyten

Die Bestimmung der CD4" in Prozent der Gesamtlymphozyten ermdglichte die
Berechnung der CDA45Isoform in Prozent der Gesamtlymphozyten. Bei statistischer
Betradhtung der umgerechneten Werte, lieferte der Vergleich von Celecxib- und
Placebogruppe dhnliche Ergebnisse wie fur die direkt gemessenen CD45-Isoformen: Im
Behandlungsverlauf zeigte sich ein signifikanter Gruppenunterschied bei den CD45RA”
(Kovarianzanalyse mit Messwiederholung, Zwischensubjekteffekt Gruppe: F=6.33, df=1,
33, p=0.02) und kein Effekt bei den CD45R0" (Kovarianzanalyse mit Messwiederholung,
Zwischensubjekteffekt Gruppe: F=0.01, df=1, 33, p=0.91).

Innerhalb der Celemxibgruppe blieb ein Anstieg der CD45R0" und ein Riickgang der
CD45RA" bei Betraditung der reinen Mittelwerte bestehen (Abb. 18).
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Abb.18: Zusammensetzung der Ty-Zellen in der Celecoxibgruppe, dargestellt in Prozent der
Gesamtlymphozyten.

Beide Effekte waren allerdings bei statistischer Auswertung nicht signifikant. (CD45R0":

einfaktorielle Varianzanalyse mit Messwiederholung, I nnersubjekteffekt Zeit, Greenhouse-
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Geissr korrigiert: F=0.85, df=3.2, 50, p=0.48, CD45RA": einfaktorielle Varianzanalyse
mit Messwiederholung, Innersubjekteffekt Zeit, Sphérizitdt angenommen: F=1.15, df=5,
80, p=0.34).

Die unterschiedlichen Darstellungen der CD45-1soform sind also nur bedingt vergleichbar.
Grundlage der weiteren Auswertung dieser Arbeit waren die direkt gemessenen Werte der
CD45-Isoform in Prozent der CD4".

3.5 Korrelation Psychopathologie-Immunologie

Um festzustellen, ob bei Patienten unter Celecoxibtherapie ausgeprégte immunologische
Veranderungen mit besonders guter Besserung der Psychopathologie einhergingen, wurden
Differenzen — Ausgangswert minus Behandlungswert — der immunologischen Parameter
mit Differenzen der PANSS gesamt kadliert

Tab.10: Wochenweise Korrelation von Veranderungen der Immunologie und Psychopathologie
A PANSS gesamt

Woche 1 Woche 2 Woche 3 Woche 4 Woche 5

r p r p r p r p r p
A sIL-2R 0.03 0.89 -0.17 0.46 -0.35 0.12 -0.39 0.08 -0.34 0.13
A CD45R0* -0.02 0.99 -0.65 0.00* -0.29 0.27 0.05 0.85 -0.05 0.85
A CD45RA* 0.00 0.99 0.67 0.00%* 0.26 0.31 0.04 0.89 0.08 0.77

Wochenweise Korrelation dieser Differenzen (Tab.10) ergab einen signifikanten
Zusammenhang von Veranderungen der Gesamtskala und der CD45-1soformen in Woche
zwei. Der Rickgang in der PANSSgesamt war zu diesem Zeitpunkt mit einem Anstieg der
CD45R0"-Zellen und einem Riickgang der CD45RA*-Zellen assoziiert. Fir alle anderen
Zeitpunkte verfehlten die Korrelationen signifikantes Niveau.

Schliefdlich wurden noch die Differenzen zum Zeitpunkt des jeweils gérksten
Celexibeff ekts eines Parameters korreliert. Fur die Psychopathologie war das die Woche
drei, fur die Immunologie die Woche finf. Ziel war, ganz allgemein zu kléren, ob
Patienten, die immunologisch besonders gut auf Celecoxib respondierten, auch
psychopathologisch starkere Veranderungen zeigten. Die Berechnung ergab allerdings
keine signifikanten Effekte (Tab.11).
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Tab.11: Korrelation der jeweils starksten Veranderung von Immunologie und Psychopathologie

A PANSS gesamt

Woche 3

r P
A sIL-2R -0.19 0.40
A CD45R0* Woche 5 013 0.2
A CD45RA" 0.29 0.26
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4 Diskussion

4.1 Psychopathologie

Der Effekt einer add-on Therapie mit Celeaxib bei Schizophrenie zigte sich in einer
schnelleren Verbesserung der Psychopathologie im Vergleich zu einer Behandlung mit
Risperidon allein. Entscheidend fir den Nachwels der Wirksamkeit von Celecoxib war,
eine pharmakokinetische Interaktion mit Risperidon auszuschlief3en. Risperidon wird
hepatisch Uber CYP 2D6 und CY P 3A4 metabolisiert (DeVane und Nemeroff, 2001). Der
Abbau von Celexib erfolgt vorwiegend tbher CYP 2C9 (Tang et al., 2000, aber auch
Interaktionen mit Substraten von CY P 2D6 sind beschrieben worden (Werner et al., 2003.
Die Kontrolle von Risperidon und dem aktiven Metaboliten 9-Hydroxy-Risperidon in
Behandlungs- und Placebogruppe e@gab zu keinem Zeitpunkt einen signifikanten
Gruppenunterschied. So scheidet eine pharmakokinetische Beeinflussung von Risperidon
zur Erklarung der ginstigen Celecoxibeffekte aus.

Celemxib hat also eine eigenstandige antipsychotische Wirkung, die messar war
zusétzlich zu einer Therapie mit dem bewédhrten und sehr breit auf alle PANSS alen
wirksamen Neuroleptikum Risperidon (Glick et al., 2001). Da bei einer Kombination von
Medikamenten die gemeinsame Wirkung in aller Regel nicht einer Addition der
Einzelwirkungen entspricht, lasg sich auch die Celecxibwirkung wohl nicht auf die
einfache Differenz von Behandlungs- und Kontrollgruppe reduzieren. Obwohl ein
Gruppenunterschied nur in der Gesamtskala der PANSSsignifikant war, kénnten sich auch
in den Unterskalen relevante Celecoxibeffekte verbergen. Gemessen am
Zwischensubjekteffekt Gruppe der PANSSUnterskalen zeigte die Skala der
Allgemeinpsychopathologie den ausgeprégtesten Gruppenunterschied. In der Positivskala
war der Effekt am geringsten. Mdglicherweise ist in dieser Skala die Uberschneidung mit
dem Wirkungsprofil von Risperidon besonders deutlich, ist doch die akute Behandlungvon
produktiven Symptomen klasssche Zielsymptomatik der D,-Rezeptor blockierenden
Neuroleptika. Risperidon hat zusédtzlich antiserotonerge Eigenschaften und zegt gute
Wirksamkeit auch auf die Negativsymptomatik (Carman et al., 1995. Damit ist fur die
Negativskala eine  Wirkungskonkurrenz ebenfalls denkbar. Aus der patentiellen
Uberschneidung der Wirkungspektren beider Medikamente geht hervor, dasseine exakte
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Quantifizierung der antipsychotischen Celecxibwirkung im Rahmen des add-on
Studiendesigns nicht moglich ist.

Eine Celecoxibmonotherapie wéare aus wissenschaftlichen Erwagungen wiinschenswert.
Schizophrenen Patienten eine @wiesenermalden wirksame Therapie mit Neuroleptika
vorzuenthalten, lasg sich allerdings auch mit den Ergebnissen dieser Untersuchung nicht
redtfertigen. Neben der Frage nach der eigenstandigen Potenz von Celexib fehlen etwa
Erfahrungen Uber einen langeren Behandlungszeitraum. Zugunsten engmaschiger und
umfangreicher Diagnostik war die Studie mit einer Dauer von funf Wochen auf die
Beurtellung akuter Effekte beschrankt. Offen blieb, ob sich die Wirkung auf dem Niveau
von Woche vier erschopft, oder ob Celewxib, wie die meisten Neuroleptika, eine
Bedeutung bei der Rezidivprophylaxe oder Verhinderung von Residualzusténden het.
Ebenfalls unklar ist die Frage nach der optimalen Dosierung. Fur rheumatoide Arthritis
und Osteoarthritis snd Dosen von zweimd téglich 100mg bis 400mg erprobt (Deekset al.,
2002. Fur den Einsatz bei Erkrankungen des ZNS liegen keine breiten klinischen
Erfahrungen vor und eine direkte Ubertragbarkeit der genannten Dosierungen bleibt
fraglich. Im Tierexperiment lag die Dosierung von Celecxib zur Beeinflussung der
zarebralen COX-2 unter der bei Arthritis bendtigten Menge (Ciceri et al., 2002. Daneben
scheint eine hohere Dosis nicht zwangslaufig mit einer besseren Wirkung einherzugehen,
es gibt sogar Hinweise, dass bei hoher Dosierung duch Induktion proinflammeatorischer
Gentranskription ein Wirkungsverlust von Celexib eintritt (Niederberger, et a., 2007).
Die gunstigen Effekte von Celecxib bei der Behandlung der Schizophrenie lassen sich

also durch Anderungen im Therapieregime mdglicherweise noch optimieren.

4.2 Immunologie

Die Hypothese der Arbeit geht von einer Aktivierung der spezifisch zelluldren Abwehr im
Therapieverlauf aus. Die Auswertung ergab einen Anstieg des sIL-2R unter Celecoxib.
Zusitzlich war eine Anderung der Zusammensetzung der T-Zellen hinsichtlich der CD45-
Isoform nachweisbar. Der Anteil naiver, CD45RA™-Zellen war nach fiinf Wochen in der
Celeaxibgruppe signifikant niedriger als unter Placebo. Der Anteil aktivierter, CD45R0"-
Zellen stieg nur in der Celecoxibgruppe sgnifikant an. Obwohl der zuletz genannte Effekt
aus statistischer Schtnur bedingt verwertbar ist, dasch im globalen Test kein Unterschied
zur Placebogruppe egab, war in der Zusammenschau der Ergebnisse eine Aktivierung des
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Ty-Systems und der spezifisch zelluldaren Abwehr unter Celeoxibtherapie deutlich
nachweisbar.

Die Gesamtzahl der Ty-Zellen bieb dabel statistisch konstant. Nach Umrechnung der
CD451soform in Prozent der Gesamtlymphozyten war die Aktivierung des Ty-Systems
jedoch weniger ausgepragt. Allerdings erscheint fur den Funktionszustand der Ty-Zellen
das Verhdltnis aus CD45RA zu CD45R0 aussagekréftiger als die Angabe in Prozent der
Gesamtlymphozyten, da mit einer Erweiterung des Beaugssystems auch die Anzahl an
Stor- und Einflusgrofen wadst. Die weitere Diskussion bezieht sich daher auf die in
Prozent der Ty-Zellen gemessenen CD45-1soformen.

Im Behandlungsverlauf war die Verbesserung der spezifisch zellul&ren Abwehr ein
kontinuierlicher Prozess der dlerdings erst nach vier bis funf Wochen signifikante
Veranderungen brachte. Ein vergleichsweise langer Zeitraum, denn in anderer Indikation
erreicht Celeaoxib maximale klinische Wirksamkeit bereits nach zwel Wochen (Simon et
al., 1999 und der sIL2-R war bel Therapie einer peripheren Entztindung mit einem COX-
Hemmer bereits nach vier Tagen signifikant erhoht (Josten, et a., 1991). Mdgliche
Erklarung fir die relativ langsame Veranderung ist, dass sch der mutmallliche
Entzindungsprozess bel  Schizophrenie im ZNS abspielt, also durch die Blut-Hirn-
Schranke von der Messgelle, dem peripheren Blut, getrennt. Bei einer anderen Erkrankung
des ZNS, der Multiplen Sklerose, die auch mit Veranderungen des 4L-2R und der CD45"
Ty-Zellen im peripheren Blut einhergeht (Sivieri et al., 1998 Zaffaroni et al. 1990 fiel
auf, dass der gleichzeitig im Liquor bestimmte sIL-2R nicht zwangslaufig mit Werten aus
dem peripheren Blut korreliert (Gallo et al., 1991 Sivieri et al., 1998. Man muss daher
davon ausgehen, dass die im peripheren Blut gemessnen Ereignisse nicht exakt das
zentrale Geschehen abhbilden. Denkbar ist eine zdtliche Verzogerung der Effekte, was die
relativ lange Zeit bis zur signifikanten Response der immunologischen Daten unter
Celemxib erklaren konnte. Das alerdings ist spekulativ und die Messung im peripheren
Blut stellt einen methodischen Kompromiss zugunsten einer einfach und regelmallig
durchfiihrbaren Diagnostik dar. Eine Liquoruntersuchung aus wissenschaftlichem Interesse
ist sicherlich erst nach weiterer Bestdtigung und Optimierung der Celeoxibtherapie
gerechtfertigt.

Nicht klaren lief3 sich die Frage, ob die spezifisch zellulare Abwehr der Patienten zu
Therapiebeginn tatsadlich supprimiert war. Dazu fehlte der Vergleich mit gesunden
Kontrollen. Wie einleitend ausgiebig dargestellt, spricht die Zusammenschau vieler
Einzelbefunde anderer Studien fir ein geschwadites zelluldres Immunsystem bei

Schizophrenie.
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Fur die Bestimmung des dL-2R, der einer deutlichen Beeinflusaung durch
antipsychotische Vorbehandlung unterliegt, wére eine langere Auswaschperiode
vorbehandelter Patienten winschenswert. In Anbetradit der Therapienotwendigkeit einer
akuten Psychose ist eine mehrwdchige Behandlungspause allerdings nicht realisierbar.
Statistisch war ein relevanter Einflusseiner vorangegangenen Neuroleptikatherapie auf den
Ausgangswert desslL-2R nicht nachweisbar.

Sollten einzelne Patienten dennoch bereits zu Studienbeginn eine Aktivierung der
spezifisch zelluldren Immunité aufweisen, so ist der anschlief3ende Anstieg umso
bemerkenswerter und unterstreicht die &tivierende Wirkung von Celecoxib. Hier zeigt
sich, dass das reine Ausgangsniveau zur Beurtellung der Celecoxibwirkung auf das

I mmunsystem nur von untergeordneter Bedeutung ist.

4.3 Zusammenspiel Psychopathologie-Immunologie

Zwei wesentliche Effekte der Celeaxibtherapie, Verbesserung der Psychopathologie und
Starkung der speafisch zelluléren Immunitét, snd die bisher diskutierten Ergebnisse dieser
Arbeit. Die zntrale Frage allerdings war, ob zwischen diesen Befunden ein
Zusammenhang besteht. Um dieser Frage nachzugehen, wurden in der Behandlungsgruppe
die immunologischen Daten mit der PANSS Gesamtskala korreliert. Die dabei
verwendeten Differenzen stehen fir die Verdnderung eines Parameters zu einem
bestimmten Zeitpunkt. Eine signifikante Korrelation, so die Uberlegung, miisste sich
eingtellen, falls die Patienten, die unter Celemxibtherapie eine ausgeprégte
I mmunaktivierung zeigten, auch besonders gute antipsychotische Responder waren.
Allerdings offenbaren sich auch bei dieser Auswertung die Schwaden des add-on
Studiendesigns, denn die Differenzen der PANSS sind, wie weiter oben bereits diskutiert,
nicht gleichzusetzen mit der reinen Celeaxibwirkung. Fir die Immunologie, die von der
Risperidontherapie statistisch weitgehend unbeeinflusg blieb, beschreiben die Differenzen
den Celemxibeffekt. Die berechneten Korrelationen wergleichen demnacdh reine
Celemxibeffekte der Immunologie mit kombinierten Celecoxib- und Risperidoneffekten
der Psychopathologiee. Da jedoch die ald-on Celecoxibtherapie signifikante
antipsychotische Wirkung hatte, misste sich diese auch in den Differenzen und weiter in
den Korrelationen zumindest in diskreter Form wieder finden.

Bel den berechneten Werten bestand in Woche zawel fur die CD45-Isoform eine

Korrelation wvon Verbeserung der Ty-Aktivierung mit dem Rickgang der
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Psychopathologie. Alle weiteren Zeitpunkte verfehlten allerdings weit ein signifikantes
Niveau. Dasisolierte Auftreten dieser Korrelation macht den Effekt schwer interpretierbar,
zumal die Wirkungen der Celecoxibbehandlung bei der Immunologie est in Woche vier
und funf signifikant wurden. Von einem relevanten Eff ekt wiirde man erwarten, dasser zu
diesem Zeitpunkt zumindest in Ansdtzen noch nachweisbar ist.

Um schlief3lich der Erkenntnis Rechnung zu tragen, dass immunologische Veranderungen
im peripheren Blut moglicherweise ast mit einer Verzdgerung messar werden, wurden
die Zeitpunkte mit den jeweils stérksten Veranderungen korreliert. Fir die PANSS var das
die Woche drei, for die Immunologie die Woche finf. Dabei fanden sich keine
signifikanten Eff ekte.

Das bedeutet, dass Patienten, die immunologisch gut auf Celewxib respondierten,
offensichtlich nicht die Patienten waren, die aich besonders ausgepragte Verbesserungen
bei der Psychopathologie aufwiesen. Ein Zusammenhang von Behandlung, mmunologie
und Psychopathologie im Sinne der Hypothese lasst sich daher nicht herstellen. Die
Auswertung der Korrelationen spricht eher dafiir, dasses sich bei den Veranderungen der
spezifisch zelluldren Immunitdt um ein Epiphanomen neben der antipsychotischen
Celeoxibwirkung handelt. Mit absoluter Sicherheit verwerfen lasd sich die
Ausgangshypothese allerdings nicht, da mit dem add-on Therapieregime und der
peripheren Mesaung der Immunologie methodische Schwadhen bestanden, deren Einfluss
sich nicht vollstandig kontrollieren liel3. Dennoch gibt dieses Ergebnis Anlass nach

Alternativen zu suchen, um die antipsychotische Wirkung von Celecoxib zu erklaren.

4.4 Alternative Wirkmechanismen

In der einleitend entwickelten Hypothese wurde die supprimierte zlluldre Immunitét als
Ausgangspunkt und Ursache dner chronischen Entzindung diskutiert, die dann

schizophrene Symptome verursacht (Abb.19).

zellulare Immunitétl ﬂ chron. Entziindung ﬂ ﬂ schizophrene Symptome

Abb.19: Kausalkette im Sinne der Ausgangshypothese

Moglicherweise ist die Kausalkette eine andere. Eine chronische Entztindung fuhrt zu

schizophrenen Symptomen und unterdriickt prostaglandinvermittelt die zlluldre
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Immunitét (Abb.20). Damit wére die bei Schizophrenen beobadhtete insuffiziente zllulédre
Immunitét und deren Beeinflussung durch Celecoxib ein Epiphdnomen, so wie es die

Auswertung der Stude nahe legt.

? EE) chron. Entziindung BE) BE) schizophrene Symptome

S

Abb.20: Kausalkette mit Psychopathologie und zelluldrer Immunitat als unabhangige Faktoren

zelluldare Immunitét

Weiter stellt sich die Frage, wie Celecoxib in einem solchen Modell Einfluss auf die
Psychopathologie nehmen kann.

Celecoxib hemmt selektiv die COX-2. Im Gehirn wird die COX-2 unter anderem von
Mikroglia (Bauer et al., 1997, aber auch von Neuronen (Kaufmann et al., 1997
exprimiert. Daraus werden im Folgenden zwei unterschiedliche Modelle entwickelt, wie
die Celecoxibwirkung vermittelt sein kdnnte, ein antiinflammatorisches Modell durch
Hemmung der mikroglialen COX-2 und ein neuroprotektives Modell durch Hemmung der
neuronalen COX-2.

Antiinflammatorisches Modell

Ohne hier ndher auf mogliche Ursachen einzugehen, gibt es Anzeichen fir einen
Entzindungsprozess im ZNS schizophrener Patienten. Einleitend wurden bereits die
erhdhten PG-Konzentrationen im Liquor erwahnt (Mathé d a., 1980. Daneben fand sich
aktivierte Mikroglia im Gehirn verstorbener Schizophrener (Bayer et al., 1999 Radewicz
et a., 2000. Da diese Zellen nach Stimulation COX-2 exprimieren (Bauer et al., 1997,
sind sie moglicher Ursprung des im Liquor gefundenen PG. PGE, ist dabei das von
Mikroglia nach Aktivierung bevorzugt produzierte PG (Slepko et al., 1997). Uber die
Beeinflusaung der Zytokinsekretion angrenzender Zellen moduliert es die Abwehrregtion
mittels anti- und proinflammatorischer Effekte: PGE, suppimiert, wie einleitend
beschrieben, den spezifischen Arm des Immunsystems auch im ZNS (Aloisi et al., 2000.
Andererseits hat PGE, stark aktivierende Wirkung auf die unspezifische Abwehrreaktion.
Dieser Tell des Immunsystems und insbesondere IL-6, ein wichtiges Zytokin dieser
Abwehr, stehen im Zentrum des antiinflammatorischen Modells zur Celecoxibwirkung.
PGE, deigert die Sekretion von IL-6 in Makrophagen (Williams et al., 2000, im Gehirn
bilden zusétzlich Astrozyten |L-6 unter dem Einflussvon PGE; (Fiebich et a., 2001). Eine
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Entzindung kann also im ZNS Uber Mikrogliagktivierung, COX-2-Expression und PGE;
schliefdlich zum Anstieg der IL-6-Produktion fuhren. IL-6 ist nach peripherer Gabe bei
Mausen in der Lage, die Dopaminaktivitdt im Hippokampus und prafrontalen Cortex zu
erhohen (Zalcman et al., 1994). Damit ergibt sich eine Verbindung zum derzeit géngigsten
Modell zur Erklarung schizophrener Symptome, der Dopaminhypothese. Uber diese
Verbindung lief3e sich auch die Wirkung von Celecoxib erkléren. Selektive Hemmung der
COX-2 vermindert die PGE, und die IL-6-Konzentration im entziindeten ZNS (Kyrkanides
et a., 2002, was moglicherweise a1 einer Verringerung der Dopaminaktivitét fahrt.
Antiinflammatorische Mechanismen konnten auf diese Weise eine antipsychotische
Wirkung entfalten (Abb.21).

Celecoxib
Entziindung EE) COX-2 BB IL-6 Tﬂ schizophrene Symptome
(Gliazelle) unspez. Immunitat

zelluldare Immunitét

Abb.21: Antiinflammatorisches Modell zur Celecoxibwirkung

Interessant ist, dass sich bel schizophrenen Patienten erhthte IL-6 Konzentrationen im
peripheren Blut (Ganguli et a., 1994h Kaminska et a, 2001, van Kammen et al., 1999
Maes et al., 1994 Naudin et a., 1996 1997 und bei einer Untergruppe von Patienten im
Liquor (Garver et al.,, 2003 fanden. Im Gegensatz zur supprimierten speafischen
Immunitét, scheint das unspezifische | mmunsystem schizophrener Patienten Zeichen einer
Aktivierung aufzuweisen. Um zu Uberprifen, ob das hier entwickelte Modell bei der
antipsychotischen Celemxibwirkung eine Rolle spielt, wéare die Korrelation wvon
Psychopathologie und unspezifischen Abwehrprozessen, etwader Liquorkonzentration von

IL-6, von Bedeutung.

Neuroprotektives Modell

Bisher standen Telle des Immunsystems und eine vermutete Entziindung im Mittelpunkt
aler Uberlegungen. Denkbar ist allerdings auch ein primar nicht immunologisch-
entziindlicher Mechanismus. Ausgangspunkt dieser Uberlegung ist, dass die COX-2 auf
Nervenzellen im Gehirn, im Gegensatz zu den meisten anderen Organen, auch unter
physiologischen Bedingungen exprimiert wird (Kaufmann et al., 1997). Die basale COX-

2-Expression legt nahe, dass es einen physiologischen, primé&r nicht immunologischen
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Stimulus fir die COX-2 geben muss. Hauptsadilich scheint dafir Glutamat Uber die
Stimulation von NMDA-Rezeptoren verantwortlich (Yamagata & al., 1993. Aber auch
Dopamin ist in der Zellkultur in der Lage, tUber D,-Rezeotoren die COX-2 zu stimulieren
(Hellstrand et al., 2002. Unter physiologischen Umstdnden hat die COX-2 im Gehirn
Schutz- und Reparaturfunktion, bel pathologischer Erhdhung der Expression bewirkt sie
die Apoptose von Nervenzellen (Graham und Hickey, 2003. Dabei konnen auch
Stoffwechselprodukte von Dopamin eine wichtige Rolle spielen: Dopamin kann tber die
Peroxidaseaktivitét ausgerechnet der COX-2 zu redtiven Dopamin-Quinonen oxidiert
werden (Hastings, 1995. Dopamin-Quinone haben ausgepragt neurodegenerative
Wirkungen, unter anderem durch Stimulation von NMDA-Rezetoren zur weiteren
Induktion der COX-2-Expression (Smythies, 1997).

Es ist aso denkbar, dass Dopamin Uber die Induktion von COX-2 neurotoxisch wirkt.
Moglicherweise spielt dabei ein bestimmtes Prostaglandin, 15d-PGJ,, eine entscheidende
Rolle, da es direkt neuronale Apoptose verursachen kann (Rohn et al., 200]). Sicher
scheint zu sein, dass die selektive Hemmung der COX-2, zum Beispiel durch Celecoxib, in
der Lage ist, den neuronalen Zelltod zu verhindern und auf diesem Weg neuroprotektiv zu
wirken (Figueiredo-Pereira & al., 2002 Hewett et a., 2000. Dieser Schutz vor
Neurodegeneration wurde zaum Beispiel als gunstig bel der Behandlung von Alzheimer
diskutiert (Giovannini et a., 2003.

Fraglich ist nun, ob die geschilderten Prozesse im Rahmen der Schizophrenie von
Bedeutung sind. Das mutmafdliche Modell sient etwa so aus, dass eine COX-2-
Uberexpresson, moglicherweise dopaminindwziert, durch ihre neurodegenerative Wirkung
an der Entstehung schizophrener Symptome betelligt ist (Abb.22).

Celecoxib
Dopamin  (?) B COX-2 ®E) Neuro- BBy schizophrene Symptome
(Neuron) degeneration

S

Abb.22: Neuroprotektives Modell zur Celecoxibwirkung

immunologische Veranderungen

Eine neurodegenerative Komponente bei schizophrenen Patienten ist mehrfach beschrieben
worden (Ubersicht: Arnold und Trojanowski 1996). Veranderungen finden sich unter
anderem in Teilen des limbischen Systems und des frontalen Cortex. In diesen Regionen

enden auch dopaminerge mesolimbisch-mesokortikale Bahnen und eine dopaminindwzierte
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COX-2 Expresdon als Ausléser der Neurodegeneration dieser Bereiche ascheint mdglich,
ein direkter Nachwels daftr existiert bisher allerdings nicht. Kommt es jedoch zu einer
COX-2-Uberexpresson spezell in Hippokampus, Amygdala und Teilen des Cortex,
zeigen Mause ainehmend neurodegenerative Prozesse und kognitive Defizite (Andreasson
et a., 200]). Besonders im Rahmen chronischer Krankheitsverldufe treten auch bei
Schizophrenie kognitive Stérungen auf, daneben finden sich gerade bei diesen Verlaufen
haufig Anzeichen einer Neurodegeneration (Henn und Braus, 1999. Der neuronale
Schaden scheint dabei schon zu Beginn einer akuten Krankheitsexarzerbation zu entstehen,
denn ein fortschreiten wvon Neurodegeneration wurde vor alem wahrend der
Ubergangsphase zur akuten Psychose beobachtet (Velakoullis et al., 2000. Gleichzeitig
kann eine moglichst frihzeitige neuroleptische Therapie wahrend der akuten
Erkrankungsphase die Ausbildung kognitiver Beeintraditigungen teilweise verhindern
(Amminger et a., 2002. Diese neuroprotektive Wirkung von Neuroleptika lief3e sich aus
dem einfachen Schema (Abb.22) erklaren: Ein Dopaminantagonist verhindert die COX-2-
Induktion und dadurch die Neurodegeneration. Beim Einsatz eines COX-Hemmers wirde
man in Anlehnung an dieses Schema einen vermutlich noch rascheren und effektiveren
Schutz erwarten.

Unter Celeaoxib konnte man vor alem eine raschere Verbessrung der akuten
schizophrenen Symptomatik beobachten. Moglicherweise nimmt die Therapie tber eine
neuroprotektive Komponente aich einen gunstigen Einfluss auf die weitere Entwicklung
der Erkrankung. Ein langfristiges Behandlungsregime und die Beobachtung von

Residual symptomen erscheinen unter diesen Gesichtspunkten viel versprechend.

45 Ausblick

Der Nachweis, dass der COX-2-Hemmer Celeoxib bei Schizophrenie positive Wirkung
hat, ist zentrales Ergebnis der Studie. Einblicke in den Wirkmedhanismus zu erlangen ist
dagegen rur tellweise gelungen. Die Ausgangshypahese, wonach die Beeinflussung der
zelluléren Immunitét der wesentliche Grund der antipsychotischen Celecoxibwirkung sei,
hat sich so nicht bestétigt. Allerdings sind die im Rahmen dieser Arbeit entwickelten
Modelle sicher zu schematisch und eindimensional um die komplexen Vorgange der
Psychoimmunologie a1 beschreiben. Viel wahrscheinlicher ist, dass eine Kombination
verschiedener Komponenten die Celecoxibwirkung ausmacht. Zusétzlich legt die

Heterogenitdt von Psychose und Immunsystem nahe, dass der Therapieeffekt individuell
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ganz unterschiedlich zustande kommt. Manche Patienten profitieren deshalb vermutlich
stérker von der Celexibtherapie als andere. Um diese vielen Einflis< differenzieren zu
konren, sind Studien an einer grofReren Anzahl von Patienten und Uber einen langeren
Zeitraum notwendig.

Aber nicht nur aus wissenschaftlichen Erwagungen Uber den genauen Wirkmechanismus,
sondern vor allem um die gunstigen Effekte fur die Patienten weiter auszubauen, sollte der
Befund antipsychotischer Potenz eines COX-2-Hemmers weiter erforscht werden. Neben
der akuten Wirkung, die sich vermutlich durch Optimierung des Therapieregimes noch
verbessern lasst, sind besonders langfristige Effekte, beispielsweise bel  der
Rezidivprophylaxe oder Prognoseverbesserung von Interesse

Diese aste Studie aim Einsatz eines COX-2-Hemmers bei Schizophrenie hat einen
Einblick in die Moglichkeiten einer solchen Therapie gegeben. Obwohl viele Fragen noch
unbeantwortet blieben, hat sich ein bemerkenswerter Befund ergeben. Diesen Befund zu
konkretisieren und fir die klinische Praxis nutzbar zu machen sollte Ziel weiterer Studien

sain.
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5 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit entstand im Rahmen einer klinischen Studie aur Behandlung
schizophrener Patienten mit dem COX-2-Hemmer Celecoxib. Grundlage einer Therapie
der Schizophrenie mit einem prima immunmodulierenden Medikament bilden zahlreiche
Beobachtungen von Auffélligkeiten des Immunsystems bei schizophrenen Patienten. Die
Bedeutung dieser Veranderungen ist bisher weitgehend unklar, psychoimmunologische
Erkenntnisse sprechen allerdings fir eine enge Verknipfung von Abwehrsystem und
Psyche.

Immunologischen Schwerpunkt der Arbeit bildet das gezifisch zelluldre |mmunsystem.
Schizophrene Patienten weisen eine Schwache in diesem Teil der Korperabwehr auf. Der
COX-2-Hemmer Celecoxib ist dagegen in der Lage das gezifisch zelluldre Immunsystem
Zu aktivieren.

Die Hypothese geht nun von einer Verknupfung der immunologischen und
psychopathologischen Verdnderungen aus. Eine Aktivierung der insuffizienten spezifisch
zelluldren Abwehr durch Celemxib misde unter dieser Annahme Einfluss auf die
Symptome der Schizophrenie nehmen

Zur Uberpriifung der Hypothese wurden im Rahmen einer klinischen Studie 50 Patienten
mit akut exazerbierter Schizophrenie mit Celecoxib oder Placebo behandelt, zusétzlich zu
einer gangigen antipsychotischen Therapie mit Risperidon. Uber einen Zeitraum von funf
Wochen wurden psychopathologische Veranderungen unter Verwendung der PANSS
erfasst. Zur Charakterisierung der spezifisch zelluldren Immunitdt wurden der sIL-2R aus
dem Serum mittels ELISA und die Oberflachenmerkmale CD45RA und CD45R0 auf Ty-
Zellen mittels Durchflusszytometrie bestimmt.

Die mit Celemxib behandelten Patienten zeigten im Vergleich zur Kontrollgruppe eine
raschere Remission der schizophrenen Symptomatik. Immunologisch war unter
Celemxibtherapie eine Aktivierung sowohl bel den Oberflachenmerkmalen CD45RA und
CD45R0, als auch beim sIL-2R nachweisbar. Die Korrelation von Psychopathologie und
Immunologie legte allerdings nahe, dass es sich um voneinander unabhangige Effekte
handelte. Eine Verbindung im Sinne der Hypothese lief3 sich also nicht ableiten.

Die antipsychotische Wirkung von Celexib ist das zentrale Ergebnis der Studie. Wie
dieser Effekt zustande kommt, blieb dagegen weitgehend ungekléart. Alternativ zur

Ausgangshypothese ist denkbar, dass primar antiinflammatorische oder neuroprotektive
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Wirkmechanismen beteilligt sind. Dies zu kldren und den bemerkenswerten klinischen

Effekt flr die Patienten zu optimieren sollte Ziel weiterer Studien sein.
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