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Kurzfassung

Oxytocin (OT) spielt als Hormon und Neurotransmitter bei zahlreichen sozialen
Interaktionen wie der Beziehung zwischen Mutter und Saugling, elterlichem Fiirsor-
geverhalten, in Paarbeziehungen, dem sozialen Gedéchtnis sowie bei der Angst- und
Stressregulation eine Rolle. Damit einhergehend hat es eine nicht zu vernachlassigen-
de Auswirkung auf die Regulation der psychischen Gesundheit. Bei einem gestorten
OT-Regelkreis kann die Entstehung von psychischen Erkrankungen wie Depressio-
nen, Angsterkrankungen und der Borderline-Personlichkeitsstorung begiinstigt sein.
OT wird dabei als neurobiologischer Mediator frither negativer Beziehungserfahrun-
gen zu spéteren psychischen Problemen diskutiert. Um eine Dysfunktion im OT-
Regelkreis nachzuweisen, kann OT beim Menschen im Blut, Speichel, Liquor oder
Urin nachgewiesen werden, wobei sich insbesondere die Analyse aus Blutplasma eta-
bliert hat. Zum jetzigen Stand der Forschung herrscht allerdings noch kein Konsens
iiber die geeignetste Analysemethode fiir Oxytocin aus dem menschlichen Plasma.
Diese Arbeit untersucht daher, ob OT-Plasmawerte, die mit dem Enzyme-Linked-
Immunosorbent-Assay (ELISA) ermittelt wurden, dquivalent zu den Messwerten der
etablierten Methode Radioimmunoassay (RIA) sind.

Dabei wurde der Vergleich von den OT-Baselinewerten durch den Vergleich von
OT-Verlaufskurven im Rahmen einer sozialen Interaktion ergénzt. Da OT nach heu-
tigem Kenntnisstand insbesondere in sozialen Situationen ausgeschiittet wird, welche
bindungsrelevant sind, wurde der Vergleich beider Messmethoden im Kontext einer
modifizierten Version des sogennanten Cyberball-Paradigmas durchgefiihrt. Es han-
delt sich dabei um ein Computerspiel, in dem sozialer Ausschluss induziert wird. Die
soziale Ausschlusssituation wurde aufgrund ihrer besonderen Relevanz fiir mensch-
liches Bindungsverhalten sowie fiir klinisch-psychiatrische Kollektive gewahlt. Die
Proben stammen von 20 gesunden weiblichen Probandinnen im Alter zwischen
19 und 30 Jahren (M=24,10; SD=2,69).

Die Studienergebnisse zeigen, dass die durch RIA und ELISA ermittelten Messwer-
te aufgrund unterschiedlicher Grélenordnungen der Werte nicht direkt miteinander

vergleichbar sind. Bei Forschung an Oxytocin sind héufig nicht die absoluten Wer-
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te relevant, sondern es werden stattdessen die relativen Verédnderungen ausgehend
von einem Basiswert verglichen. Die Ubereinstimmung der beiden Messmethoden
diesbeziiglich wurde mittels des Konkordanz-Korrelationskoeffizienten sowie eines
Bland-Altman-Plots untersucht. Hierbei zeigen sich unterschiedliche Aussagen iiber
die relative Veranderung von bis zu 400% des Basiswertes. Die durch den RIA ermit-
telten Werte stiitzen die Social Reconnection Hypothese, wonach es bei gesunden
Probandinnen aufgrund der wihrend des Cyberball-Paradigmas gemachten Ostra-
zismuserfahrung zu einer Intensivierung von affiliativen Verhaltensweisen und damit
einhergehend zu einer vermehrten OT-Ausschiittung kommt. Fiir die ELISA-Werte

kénnen hier keine statistisch signifikanten Verdnderungen beobachtet werden.



Kapitel 1
Einleitung und Zielsetzung

Historisch betrachtet war Oxytocin lange Zeit nur in der Geburtshilfe als wehenférder-
nes Hormon, sowie zur Laktation der Brust und zum Stillen des Séuglings bekannt.

Mittlerweile sind viele weitere Funktionen von Oxytocin bekannt und erforscht und

es hat sich eine hochst aktive Gemeinschaft um die soziale neurowissenschaftliche

Erforschung von Oxytocin und seinem Antagonisten Vasopressin gebildet (Meyer-

Lindenberg et al.|2011)). Das Hormon Oxytocin (OT) spielt im Zusammenhang mit

psychischen Erkrankungen eine grofie Rolle bei der Regulation interpersonellen Er-

lebens und Verhaltens.

In der Forschung an menschlichen Probanden ist die Bestimmung des Oxyto-
cingehaltes im Blutplasma die wichtigste Moglichkeit Verdnderungen im endogenen
Oxytocinsystem zu erfassen. Die zum jetzigen Zeitpunkt verfiigbaren Analysemetho-
den zur Quantifizierung von OT aus dem Plasma sind der Radioimmunoassay (RIA)
sowie der Enzym-Linked-Immunosorbent-Assay (ELISA). In den unterschiedlichen
Forschungsgruppen existiert jedoch keine eindeutige Meinung dariiber, welche der
beiden Assays fiir die klinische Forschung zu bevorzugen ist. Im Allgemeinen gilt der
RIA als die sensiblere und spezifischere Messmethode. Fiir den RIA wird aufgrund
seiner radioaktiven Bestandteile spezielle Laborausriistung benétigt und es wird ra-
dioaktiver Abfall produziert, der unter besonderen Vorsichtsmafinahmen entsorgt
werden muss. Zusétzlich ist eine lange Lagerung der Isotopen nicht moglich und
deshalb eine zeitnahe und héaufige Durchfithrung des RIAs essentiell. Beim ELISA
wird der Antikorper enzymmarkiert und kann dadurch von jedem in Labortechniken
ausgebildeten Mitarbeiter durchgefiihrt werden.

Diese Arbeit beschéftigt sich mit der Fragestellung, ob der ELISA der Firma
Enzo Life Science vergleichbare wissenschaftlich belastbare Ergebnisse liefert wie
der RIA, der bei RIAgnosis, Miinchen, durchgefiihrt wird. Dabei werden folgende

wesentliche Fragestellungen betrachtet:
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e Sind die Absolutwerte von RIA und ELISA vergleichbar?

e Gleichen sich die Kurvenverliaufe von RIA und ELISA bei einem Versuchsauf-

bau mit Messwiederholung? Sind also die relativen Verdnderungen gleich?

e Herrscht zwischen den Messmethoden Kongruenz beziiglich der daraus ableit-

baren Ergebnisse fiir wissenschaftliche Studien?

Als Teilprojekt zu dem iibergeordneten Projekt ” Oxytocinausschiittung in sozia-
len Situationen — vergleichende Untersuchung bei Borderline-Patienten, chronisch
Depressiven, episodisch Depressiven, Patienten mit somatoformen Stérungen so-
wie gesunden Kontrollen* werden Oxytocinproben mittels der beiden verschiedenen
Analysemethoden analysiert. Anhand der gewonnenen Proben wird in dieser Arbeit
untersucht, ob zwei unabhénige Laboratorien, denen das gleiche Probenmaterial zur
Verfiigung steht, welches sie aber mit unterschiedlichen Assaymethoden analysieren,
zu den gleichen wissenschaftlichen Schlussfolgerungen gelangen wiirden. Dabei wird
der Vergleich der OT-Baselinewerte durch den Vergleich von OT-Verlaufskurven im
Rahmen einer sozialen Interaktion, dem Cyberball-Paradigma, ergénzt.

Da OT nach heutigem Kenntnisstand insbesondere in sozialen Situationen aus-
geschiittet wird (Buchheim et al.,| 2009, Neumann 2009), welche bindungsrelevant
sind, wird der Vergleich beider Messmethoden im Kontext einer modifizierten Ver-
sion des sogennanten Cyberball-Paradigmas durchgefiithrt. Es handelt sich dabei um
ein Computerspiel, in dem sozialer Ausschluss induziert wird (Williams & Jar-
vis| 2006). Die soziale Ausschlusssituation wird aufgrund ihrer besonderen Rele-
vanz fiir menschliches Bindungsverhalten sowie fiir klinisch-psychiatrische Kollek-
tive gewéhlt. Nach heutigem Kenntnisstand ist davon auszugehen, dass Patienten
mit den genannten psychischen Erkrankungen traumatische Kindheitserfahrungen
durchlebt haben und dadurch eine gesteigerte Angst vor sozialer Zuriickweisung
und Ausgrenzung aufweisen, sowie Schwierigkeiten in sozialen Interaktionen zeigen
(Neumann & Landgraf 2012, [Heim et al. 2009, Slattery & Neumann 2010d). Es
gibt Hinweise darauf, dass der OT-Regelungsmechanismus aufgrund der Erfahrun-
gen gestort ist und diese Menschen andere neurobiologische Regulationsmechnis-
men zeigen (Neumann| 2009, Heim & Nemeroff|2001). In vorausgegangenen Studien
der Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass psychisch gesunde Menschen ande-
re Coping-Mechanismen aufweisen als Patienten mit chronischer Depression oder
Borderline-Personlichkeitsstorung und es im Zuge eines sozialen Ausschlusses zu ei-
ner vermehrten OT-Ausschiittung kommt (Jobst et al. 2014, 2016]). Daraus leitet
sich die Social Reconnection Hypothese ab. Diese besagt, dass Menschen in sozia-

len Gruppen, bei denen sich der Ausschluss aus der Gruppe abzeichnet, versuchen



sich wieder zu intergrieren, indem sie soziale Verhaltensweisen zeigen und versuchen
den Kontakt zu den anderen Gruppenmitgliedern wieder herzustellen (Derfler-Rozin
et al.|2010, Maner et al.[2007, [DeWall & Richman/ 2011}, Stenseng et al.[2014]).

Zu Beginn der Arbeit erfolgt ein Uberblick iiber die Genese und Wirkung von
Oxytocin und Vasopressin, sowie zu Grundlagen der Bindungstheorie und der Soci-
al Reconnection Hypothese in Kapitel 2] In Kapitel [3] werden die unterschiedlichen
Analysemethoden fiir OT mit ihren Funktionsprinzipien vorgestellt. Zusétzlich gibt
dieses Kapitel einen Uberblick zum momentanen Stand der Methodenforschung im
Bereich der Oxytocinmessung. Daran schlieBt sich Kapitel [] an, welches das Studi-
endesign und die Versuchsduchfiihrung beschreibt. Die Ergebnisse des Methodenver-
gleichs werden in Kapitel [5] vorgestellt und in Kapitel [6] diskutiert. Kapitel [7] schliefit

mit einem zusammenfassenden Uberblick iiber diese Arbeit.



1. Einleitung und Zielsetzung




Kapitel 2
Grundlagen

Oxytocin (OT) ist ein Hormon und Neurotransmitter mit vielen unterschiedlichen
Funktionen und Wirkungsweisen im menschlichen Koérper. Um diese Zusammen-
hénge besser zu verstehen gibt Kapitel einen Uberblick iiber die grundlegenden
Eigenschaften und Wirkungen von Oxytocin. Kapitel bildet einen kurzen Ex-
kurs zu Vasopressin, dem Antagonisten von OT. Daran schliefit sich Kapitel an,
welches die Bindungstheorie als Erklarungsmodell zur Entstehung von psychischen
Erkrankungen vorstellt, sowie Kapitel als Einfiihrung in das Thema Sozialer

Ausschluss.

2.1 Oxytocin

Die Wurzeln der Neuropeptidforschung reichen bis ins 19. Jahrhundert zuriick, als
zum ersten Mal gezeigt werden konnte, dass in der Hypophyse Hormone gebildet
werden (Oliver & Schéfer|[1895)). OT ist ein Neuropeptid aus der Gruppe der Pro-
teohormone das in der Hypophyse gebildet wird (Dale |1906). 1953 wurde Oxytocin
erstmals von Vincent du Vigneaud am Cornel Medical College isoliert und synthe-
tisiert, wofiir er 1955 den Nobel Preis fiir Chemie erhielt. Kapitel prasentiert
den aktuellen Forschungsstand zur Genese und Emission von Oxytocin, Kapitel [2.1.2]
beschreibt den Oxytocinrezeptor. Das Wort Oxytocin hat seinen Ursprung in der
griechischen Sprache und heifit iibersetzt schnelle Geburt. Es zeigt damit deutlich,
in welchem Zusammenhang es entdeckt wurde (Lee et al.|2009). Dies geschah 1906
durch Henry Dale, er beschrieb die Wirkung auf den Geburtsvorgang. Kapitel
und Kapitel geben die heutigen Erkenntnisse zur zentralen und peripheren
Wirkung von OT wieder.

Der Mensch ist eine der Spezies, die am meisten auf soziale Bindungen, soziale
Kommunikation sowie soziale Intelligenz angewiesen ist, um iiberleben zu koénnen

(Carter|[2014). OT spielte bei der Evolution dieser Verhaltensweisen eine entschei-
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Abbildung 2.1: Strukturformel von Oxytocin. Die Aminoséuren sind in der Abbil-
dung farblich gekennzeichnet und benanntﬂ

dende Rolle und ist auch heute noch fiir viele soziale Interaktionen wie Bindung,
soziales Explorationsverhalten, Anerkennung und Bestétigung sowie in Zusammen-
spiel mit seinem Antagonisten Vasopressin (AVP) fiir Angstlichkeit, Aggressionen
und depressive Verstimmungen verantwortlich (Carter|[2014, Meyer-Lindenberg et al.
2011)). So wurde mittlerweile ein Zusammenhang zwischen Oxytocin und psychischen
Erkrankungen wie Angststorungen, Depression, Borderline-Stérung sowie Autismus
festgestellt (Neumann & Landgraf 2012, DeVries et al.[2003)). Dieser Zusammenhang
wird in Kapitel niher beschrieben.

2.1.1 Bildung und Freisetzung

Gene, die fiir oxytocindhnliche Peptide codieren, existieren schon seit mehr als 700
Millionen Jahren und konnten in vielen verschiedenen Lebewesen wie Insekten, Am-
phibien sowie Wirbeltieren nachgewiesen werden (Donaldson & Youngl [2008]). So
spielten schon frithe Formen dieser Peptide eine entscheidende Rolle bei der Modu-
lation von sozialen Verhaltensweisen und zur Fortpflanzung (Donaldson & Young
2008, |Goodson et al.|2012)). Die OT-Spiegel in den einzelnen Spezies weisen deut-
liche Unterschiede auf (Kramer et al.[2004)). OT besteht aus 9 Aminosduren: Cy-
stein, Tyrosin, Isoleucin, Glutamin, Asparagin, Cystein, Prolin, Leucin und Glycin.
Die Strukturformel lautet H-Cys-Tyr-Ile-Gln-Asn-Cys-Pro-Leu-Gly-NH2 (s. Abbil-
dung . Die beiden Cystein-Reste bilden eine Disulfidbriicke und sind mit ei-
nem semi-flexiblen Carbonamid-Schwanz verbunden. Dadurch kann das Oxytocin-
Molekiil kurzzeitige oder langandauernde Bindungen mit anderen chemischen Struk-
turen eingehen (Carter|2014). Das OT-Gen ist auf Chromosom 20 lokalisiert und
beinhaltet drei Exons und zwei Introns (Lee et al.[2009).

!Grafik: https://commons.wikimedia.org/wiki/File:0xytocin_color.svg
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Abbildung 2.2: Schematische Darstellung der Bildungs- und Speicherorte von Oxy-
tocin im Gehirn.ﬂ

Abbildung zeigt die Bildungs- und Speicherorte von OT im Gehirn. OT wird
in den magnozellularen Neuronen der paraventriculdren und supraoptischen Nuklei
des Hypothalamus synthetisiert und tonisch sezerniert (Lee et al.|2009, Trepel|2008).
Der Hypothalamus ist Teil des Diencephalons und wichtigstes Integrationszentrum
vegetativer Strukturen wie der Atmung, des Kreislaufs, der Kérpertemperatur, des
Fliissigkeits- und Nahrungsverhaltens sowie des Reproduktionsverhaltens. Er bil-
det den Boden des dritten Ventrikels und wird basal von der Hypophyse, einer
endokrinen Driise, begrenzt. Der Hypothalamus verfiigt iiber zahlreiche Efferenzen
und Afferenzen zu GroBhirnrindengebieten, Anteilen des limbischen Systems und
des Thalamus sowie dem Hirnstamm, dem Riickenmark und intrahypothalamischen
Gebieten (Trepel 2008). Uber Axone wird OT in die Neurohypophyse im Hypo-
physenhinterlappen transportiert und dort in Vesikeln gespeichert. Durch Neurose-
kretion wird OT pulsatil an den Blutkreislauf sezerniert. Gleichzeitig wird es auch
in andere Hirnregionen abgegeben (Trepel 2008, Neumann & Landgraf 2012, |Lee
et al. 2009) und kann dort schnell emotionale Funktionen und Reaktionen regulie-
ren und justieren (Stoop/[2012). Die pulsatile Freisetzung beruht auf der Plastizitét

der Hypothalamuszellen (Carter|2014). Durch hormonale oder soziale Stimuli durch-

2@Grafik nach Patrick J. Lynch: https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Brain_human_
sagittal_section.svg
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laufen die oxytocinsynthetisierenden Zellen eine physikalische Transformation und
Gliazellen, die normalerweise voneinander getrennt sind, werden elektrisch gekop-
pelt, was zur Freisetzung von OT fiihrt (Carter||2014). Es wird sowohl peripher als
auch zentral freigesetzt, was zu einer peripheren Hormonwirkung und einer zentralen
Neurotransmitterwirkung fithrt (Vila2014)). Oxytocinproduzierende Zellen reagie-
ren sensitiv auf OT, folglich wird die Funktion dieser Zellen durch einen autokrinen
Feedback-Mechanismus reguliert (Carter| 2014)). Stimulation dieser Zellen fithrt zu
einem Vorwartsmechanismus, sodass noch mehr OT freigesetzt und produziert wird
(Grippo et al.|2012)).

2.1.2 Rezeptor

Die Funktion von OT ist an die Fahigkeit gekoppelt an spezifische Rezeptoren zu
binden (Carter [2014). Die Expression der Rezeptoren wird von genetischen und
epigenetischen Prozessen gesteuert (Ebstein et al.2012). Bis jetzt wurde nur ein
Rezeptor fiir OT beschrieben. Das Gen fiir diesen Rezeptor liegt auf dem Chro-
mosom 3p24-26 (Gimpl & Fahrenholz 2001} |Carter| 2014). Die Signaltransduktion
lauft folgendermaflen ab: Der Rezeptor gehort zum Rhodopsin-Typ mit einer sieben-
transmembrandren Doméne und ist G-Protein- sowie an Phosphorlipase-C (PLC)
gekoppelt. PLC kontrolliert InsP3 und Diacylglycerol, welche beide zur Freisetzung
von Ca?" aus den intrazelluliiren Speichern fiihren und die Proteinkinase-C aktivie-
ren (Ebstein et al.|2012)). Interessanterweise gibt es einige Hinweise darauf, dass der
Oxytocinrezeptor (OTR) mit den Rezeptoren von Vasopressin Dimere bilden kann
(Cottet et al.|2010). Der Rezeptor findet sich im neuronalen Gewebe sowie in ande-
ren Teilen des Korpers wie dem Uterus und der Mamma (Ebstein et al.|2012, |Gimpl
& Fahrenholz 2001, Carter||2014)). Auch in Regionen, die soziale, emotionale und ad-
aptive Verhaltensweisen steuern, ist der OTR vertreten. Dazu zéhlen die Amygda-
la, das autonome Nervensystem oder die Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-
Achse (Gimpl & Fahrenholz |2001}, (Carter| 2014). Die Dichte und Lokalisation des
Rezeptors spielt eine wichtige und kritische Rolle bei der Funktionsweise von OT
(Insel [1997). In Tierexperimenten konnte gezeigt werden, dass Veranderungen der
Ausbreitung des OTR im Gehirn verantwortlich fiir die Einleitung der Geburt, das
miitterliche Fiirsorgeverhalten, Angstzustinden sowie dem sexuellen Verhalten sind
(MacDonald & MacDonald 2010). Der OT-Rezeptor zeigt speziesspezifische Unter-
schiede in der Expression, was eine nicht zu vernachlissigende Relevanz in Bezug
auf das Sozialverhalten sowie die emotionale Regulation der einzelnen Spezies hat
(Carter|2014).
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2.1.3 Zentrale Wirkung

Die zentrale Wirkung von Oxytocin ist sehr vielfdltig und spielt bei vielen sozialen
Verhaltensweisen eine wichtige Rolle. Die neuere Forschung zeigt deutliche Evidenz,
dass OT die soziale Kognition, das soziale Gedéchtnis sowie das Affiliationsbediirfnis
in beiden Geschlechtern reguliert (Ross & Young|2009, Lee et al.2009). Die Synthese
und Sezernierung im Gehirn erfolgt aufgrund von angstauslésenden, stressbedingten
sowie insbesondere auch sozialen negativen wie positiven Stimuli (Neumann & Land-
grafl[2012). Dariiber hinaus fithrt es zum miitterlichen Fiirsorgeverhalten, aber auch
zu Aggressionen gegeniiber Eindringlingen. Gerade auch in Paarbezichungen spielt
es eine Rolle, indem es das sexuelle Verhalten stimuliert (Vila 2014, Lee et al.|2009).
Allgemein formuliert ist OT fiir die soziale Sensitivitdt und Zuwendung notwen-
dig, sowie fiir die menschliche Sozialitdt und die Erziehung von Kindern. Es ist fiir
die Vermittlung eines Sicherheitsgefiihls verantwortlich (vgl. auch Kapitel [2.3]). Des
Weiteren hat OT einen regulierenden Einfluss auf das autonome Nervensystem, auf
den Vagotonus, sowie antioxidantische und anti-inflammatorische Effekte, was die
tiefgreifenden Konsequenzen des Sozialverhaltens fiir die psychische und physische
Gesundheit erklirt (Carter| 2014, Neumann| [2008).

Um sich fiirsorglich und wohlwollend um den Nachwuchs kiimmern zu konnen,
ist es wichtig, dass die Eltern eine Bindung zu dem S&ugling aufbauen kénnen. Dies
wird durch den Anstieg an OT in der Postpartalphase unterstiitzt. So konnte in
Experimenten mit Nagetieren nachgewiesen werden, dass die Injektion von OT in
die lateralen Ventrikel bei kinderlosen Nagetieren zu miitterlich fiirsorglichem Ver-
halten fithrt (Pedersen & Prange||1979, Gimpl & Fahrenholz| 2001, Ross & Young
2009, Neumann| 2008). Dabei sollte bedacht werden, dass OT nur fiir die Initiati-
on des Fiirsorgeverhaltens verantwortlich ist, nicht aber fiir das Fiirsorgeverhalten
an sich (Gimpl & Fahrenholz 2001). In einer Studie beim Menschen konnte beob-
achtet werden, dass Stillen eine Stunde nach der Geburt die lebenslange Bindung
zwischen Mutter und Séugling unterstiitzt und begiinstigend auf die Entwicklung
des Kindes wirkt (Gimpl & Fahrenholz 2001). Mittlerweile wurden diese Studien
repliziert und es wurde gezeigt, dass fehlendes Fiirsorgeverhalten und emotionale
Vernachlassigung bis hin zu korperlichen Misshandlungen mit psychischen Erkran-
kungen assoziiert sind (Neumann 2009). Die Nachkommen werden mafigeblich durch
ihre Betreuungspersonen emotional und physisch beeinflusst (Carter| 2014). Aber
nicht nur die Mutter-Kind-Beziehung wird durch OT unterstiitzt und verstérkt,
auch bei mannlichen Erwachsenen wie auch Wiihlmé&usen, die viel Zeit mit einem
Saugling verbringen, fithrt die Interaktion zu einer vermehrten OT-Ausschiittung
(Feldman! 2012} (Carter|2014)).
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Nicht nur in elterlichen Beziehungen zum Nachwuchs spielt OT eine Rolle, son-
dern auch in Liebesbeziehungen zwischen Erwachsenen. Als Initialziindung um sich
in einen neuen Partner/in zu verlieben, braucht es Aufregung und Erregung (Arou-
sal) (Fisher et al.2006). Das Erleben von sexueller Erregung und Orgasmen lésst sich
durch die Funktion von OT und APV erklaren, was zu sympathischem Arousal ohne
parasympathische Retraktion fiithrt (Carter/2014). Um eine Liebesbeziehung einzu-
gehen, braucht man Vertrauen (Kosfeld et al. 2005, Empathie (Hurlemann et al.
2010) sowie die Fahigkeit zu zwischenmenschlicher Kooperation (Carter2014) und
eine Aktivierung der Gehirnregionen, die mit Geselligkeit assoziiert sind (Jack et al.
2012). AuBerdem bedarf es selektiven sozialen Verhaltens und sozialer Bindungen.
So konnte in Studien mit Wiithlméausen gezeigt werden, dass OT fiir die Anndherung
sowie selektive soziale Bindungen verantwortlich ist (Williams et al.| 1994 (Carter
2014, Ross & Young|2009). Neumann (2008)) hat gezeigt, dass die Rezeptorendich-
te fiir OT und AVP in bestimmten Gehirnregionen, wie dem Nucleus Accumbens
und dem Préfrontalen Cortex, in monogam lebenden Wiihlmé&usen hoher ist als in
nicht monogam lebenden. Diese Gehirnregionen sind in das Belohungssystem und

der emotionalen Evaluation involviert, was entscheidend zur Paarbindung beitragt.

Das soziale Gedichtnis ist essentiell fiir das frithe Uberleben von Siugetieren,
aber auch die Unterscheidung zwischen Freund und Feind bildet die biologische
Grundlage fiir kontinuierliche soziale Bindungen (MacDonald & MacDonald| 2010,
Lee et al.[2009). In Studien an Nagetieren konnte gezeigt werden, dass soziales Er-
innern und Erkennen sowie die Partnerpraferenz OT-abhéngig sind (MacDonald &
MacDonald| 2010, [Neumann| 2008). Genau wie fiir andere zentrale OT-Funktionen
spielt auch hier die Dichte der Rezeptoren im Nucleus Accumbens eine entscheidende
Rolle. Bei Knockout-M&ausen mit einem dysfunktionalen OT-System zeigt sich, dass
sie ihre Artgenossen schlechter erkennen konnen (MacDonald & MacDonald| 2010,
Neumann [2008). In sozialen Gruppen spielt das soziale Gedéchtnis eine entschei-
dende Rolle, um selektive Bindungen unter den Mitgliedern eingehen zu kénnen
(Ross & Young 2009). Nach der intranasalen Applikation von OT bei menschli-
chen Probanden konnten beide Geschlechter Gesichter mit neutralen oder wiitenden
Gesichtausdriicken schneller erkennen und einordnen (Savaskan et al.2008). Eine
nachfolgende Studie belegte, dass nach OT-Gabe das Erkennen von bekannten Ge-
sichtern akkurater erfolgte (Ross & Young|2009)). OT moduliert die Aufnahme sowie
die Verarbeitung sozialer Informationen und verbessert das Zusammenleben in so-
zialen Gemeinschaften (Ross & Young 2009, Carter |2014). Dabei wird die Interpre-
tation von mimischen Ausdriicken und der damit verbundene emotionale Zustand

der anderen Mitglieder einer Gruppe treffsicherer (Domes et al.|2007)).
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Des Weiteren ist OT ein wichtiger Regulator von Angst. OT wirkt angstauslosen-
den sowie depressionsférdernden Effekten entgegen und moduliert neuronale Funk-
tionen im Paraventrikuldren Nukleus und der Amygdala, die mit der physiologischen
Stressreaktion verbunden sind (Neumann & Landgraf [2012). Dies wird besonders
deutlich in Zeiten von hoher endogener OT-Ausschiittung wie beim Stillen (Slat-
tery & Neumann|2008) oder sexueller Aktivitdt (Neumann & Landgraf [2012)). In
Experimenten mit Nagetieren konnte dies bestétigt werden (Slattery & Neumann
20100, Neumann & Landgraf(2012). Dariiber hinaus scheint OT wichtig fiir den Aus-
druck von Angst und Furcht zu sein, wie in einer weiteren Studie verifiziert wurde
(Neumann & Landgraf 2012). Mit Hilfe seiner prosozialen Funktionen wirkt OT an-
xiolytisch (Donaldson & Young 2008, Neumann|2009)). In Studien mit M&ausen wurde
gezeigt, dass soziale Hinwendung sowie soziales Verhalten in der Gruppe abhéingig
von OT sind, wobei soziale Angst dieses Verhalten verhindert (Neumann & Landgraf
2012).

In sozialen Gemeinschaften ist soziale Unterstiitzung essentiell fiir das Uberleben
des einzelnen Individuum. Es reduziert die Stress-Antwort und hat einen positiven
Effekt auf das Immunsystem (Ross & Young 2009). Es gibt Hinweise darauf, dass
OT fiir diese Effekte verantwortlich ist (Ross & Young 2009, Neumann 2009). So-
ziale Unterstiitzung wirkt wohltuend und begiinstigt eine schnellere Heilung bei Er-
krankungen sowie Verletzungen. In Versuchen mit Hamstern konnte gezeigt werden,
dass bei sozialen Wohnverhéltnissen mit ihren Partnern zusammen das Stress-Level
der Tiere, ausgedriickt durch den Cortisol-Spiegel, sank und ihre Wunden besser
verheilten (Detillion et al.[2004). Die Hypothese ist, dass physischer Kontakt im
Zusammenleben der Tiere die OT-Ausschiittung verstiarkt. In zwei Studien wurde
gezeigt, dass sensorische korperliche Stimulation wie Beriithrung, warme Tempera-
turen, Vibration und elektronische Akupunktur den OT-Spiegel im Blutplasma und
im Liquor erhchen (Uvnés-Moberg et al.[1993] [Stock & Uvnés-Moberg|[1988| [Ross &
Young|2009). Mittlerweile gibt es Hinweise darauf, dass OT nicht nur einen indirek-
ten begiinstigenden Einfluss auf das Immunsystem hat, sondern auch direkt eingreift.
OT sowie der OTR wurden im Thymus gefunden, an dem Ort wo T-Lymphozyten
gepréigt werden und ihre spezifische Funktion im Immunsystem erhalten (Gimpl &
Fahrenholz2001). Der OTR, besitzt Bindungsstellen fiir inflammatorische Cytokine
und fiir akute-Phase-Proteine. Dies kann auch eine Erklarung dafiir sein, warum
Infektionen und Entziindungen Wehen auslésen konnen (Ross & Young 2009). Im
Gehirn binden Interleukine an den OTR und fiithren so zur vermehrten Sezernie-
rung von OT (Landgraf et al.[1995, [Ross & Young[2009). OT begiinstigt somit die

Heilungschancen.
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2.1.4 Periphere Wirkung

Bekannt wurde OT in der Geburtshilfe als wehenauslosendes Hormon und wéahrend
der Laktation zur saugreizinitiierten Milchproduktion (Dale [1906). Die Forschung
im Zusammenhang mit OT konzentrierte sich viele Jahre hauptséichlich auf diesen
Bereich. Der Uterus von Schwangeren ist eines der bekanntesten Zielorgane von OT,
welches als eines der potentesten wehenférdernden Mittel gerne in der Geburtshil-
fe eingesetzt wird. Bei Frauen konnte gezeigt werden, dass die Genexpression von
OT in Amnion, Chorion und der Dezidua stattfindet (Gimpl & Fahrenholz [2001)).
In Studien mit Rhesus Affen wurde eine positive Korrelation zwischen der miitter-
lichen OT-Konzentration, dem Fortschritt der Schwangerschaft und der nahenden
Geburt gezeigt (Gimpl & Fahrenholz{|2001} Hirst et al.[1993). Um den Zeitpunkt der
Geburt steigt die Sensitivitédt des Uterus gegeniiber OT. Dies wird durch eine Hoch-
regulierung des mRNA-Levels des OT-Rezeptors sowie einem deutlichen Anstieg in
der Dichte des OTR im Myometrium erklart (Fuchs et al.|[1995, (Gimpl & Fahren-
holz |2001)). Dadurch kann OT die Kontraktionen des Uterus deutlich erh6hen, was
bei nicht schwangeren Frauen nicht merklich spiirbar wére. Nach der Entbindung
nimmt die Konzentration der Rezeptoren schnell wieder ab. Als wahrscheinliche
Ursache wird die Vermeidung unerwiinschter Uteruskontraktionen angesehen, wenn
wahrend der Laktation die OT-Level im Blut der Mutter wieder ansteigen (Gimpl
& Fahrenholz|2001).

Daran anschlielend spielt OT eine grofle Rolle fiir die Milch-Ejektion aus der
Brustdriise. Die Sekretion der Milch wird durch den Saugreiz des Sauglings an den
Brustwarzen der Mutter getriggert. Die Stimulation von taktilen Rezeptoren gene-
riert sensorische Impulse, die von den Brustwarzen zum Riickenmark und weiter
zu den sekretorischen, OT-bildenden Neuronen des Hypothalamus geleitet werden.
Jeder Impuls fithrt zu massiver Sekretion von OT in den Blutkreislauf und zum
Transport von OT zur laktierenden Brust. Dort verursacht OT Kontraktionen in
den Myoepithelzellen in der Wand der Ducti, der Sinus und den Alveolen. Die zen-
tralen OT-Neuronen sind entscheidend fiir die Initiation und Aufrechterhaltung der
erfolgreichen Laktation. Haufig wird der Reflex zur Laktation schon vor taktiler
Stimulation durch das limbische System aktiviert, z.B. durch das Schreien des Séug-
lings. (McNeilly et al.|1983, |Gimpl & Fahrenholz|2001))

Lange Zeit ging man davon aus, dass OT hauptséchlich nur im weiblichen Korper
zu finden sei, wo es Funktionen wéihrend des Geburtsvorgangs und der Laktation
iibernimmt. Mittlerweile konnte gezeigt werden, dass auch bei Méannern OT wichtige
Funktionen erfiillt. So nimmt man an, dass OT die glatte Muskulatur im méannli-

chen Reproduktionstrakt stimuliert. Es gibt Belege dafiir, dass OT auch lokal in
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den Hoden sowie Nebenhoden zu einem geringen Teil produziert wird. Daneben exi-
stieren OTR in der Prostata. Folglich wird suggeriert, dass OT in die Kontraktion
der Prostata und der daraus resultierenden Ausscheidung von prostatischem Sekret
wahrend der Ejakulation involviert ist. (Ivell et al.[[1997, [Frayne & Nicholson|/1998,
Gimpl & Fahrenholz |2001))

2.1.5 Psychische Erkrankungen

Wie in Kapitel und Kapitel erlautert prisentiert sich OT in seinen Funk-
tionen vielfiltig und nimmt eine wichtige Rolle als Neurotransmitter ein. Dabei
sorgt OT fiir viele soziale Verhaltensweisen, die in sozialen Gruppen benotigt wer-
den, um ein Teil der Gemeinschaft zu werden und um sich nach den Spielregeln der
Gruppe verhalten zu konnen. Wenn der OT-Regelkreislauf gestort ist, kann die Ent-
stehung verschiedener psychischer sowie physischer Erkrankungen begiinstigt sein.
Nach neuesten Erkenntnissen konnen frithe soziale Erfahrungen in der Kindheit auf
die Entwicklung des OT-Regelkreises Einfluss nehmen. So wird OT mittlerweile als
ein wichtiger Mediator frither negativer Beziehungserfahrungen hin zu spéteren psy-
chischen Problemen und Erkrankungen gesehen (Neumann| 2009, [Heim & Nemeroff
2001). Epigenetische Verinderungen im OT-Gen und OTR-Gen scheinen dabei ei-
ne entscheidende Rolle zu spielen (MacDonald & MacDonald|2010). Insbesondere
interpersonelle Probleme und soziale Schwierigkeiten bei Menschen mit psychischen
Problemen scheinen mit einer Dysregulation im OT-System zu korrelieren.

Autismus ist eine neuropsychologische Storung, die durch abnormale soziale Be-
ziehungen wie gestorter Interaktion und Kommunikation sowie wiederholendem und
stereotypischem Verhalten gekennzeichnet ist (Lee et al|2009). Die Patienten/-
innen, die unter Autismus leiden, kénnen nicht angemessen auf Gesichtsausdriicke
ihres Gegeniibers oder auf eine verdnderte Tonlage der Stimme reagieren (Ross &
Young| [2009). Deshalb wurde die Hypothese aufgestellt, dass Autismus mit einer
Storung des OT-Regelkreis einher geht (Ross & Young 2009)). Es konnte in einigen
Féllen gezeigt werden, dass eine intravenose Injektion von OT zu einer Verminde-
rung von stereotypem Verhalten und einer besseren Auffassung von verschiedenen
Tonnuancen wahrend des Sprechens einhergeht (Lee et al.[2009).

Wie in Kapitel erwahnt, zeigen Studien, dass OT anxiolytisch wirkt (Neu-
mann & Landgraf 2012). Heim et al. (2009) haben mit ihrer Studie herausgefunden,
dass Frauen, die in ihrer Kindheit Gewalt und Missbrauch erlebt haben, weniger
OT im Liquor aufweisen und #ngstlicher sind. Ahnlich wie bei Autismus zeigen ei-
nige Studienergebnisse, dass sich durch die intranasale Gabe von OT die Symptome
der Patientinnen/-en mit sozialen Angsten mildern lieBen (Neumann & Landgraf
2012). OT schwécht Angst und Furcht in sozialen Situationen ab (Petrovic et al.
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2008). Aufgrund der hohen Komorbiditat von Angsterkrankungen und Depressionen
ist es denkbar, dass den Erkrankungen die gleichen Ursachen und Mediatoren zu-
grunde liegen (Voderholzer||2015, Neumann & Landgraf 2012)). In Nagetieren konnte
gezeigt werden, dass synthetisches OT den Stress-coping-Mechanismus in aktiveres
Verhalten verwandelte und dadurch antidepressiv wirken kann (Slattery & Neumann
2010d, Neumann & Landgraf/2012)). Des Weiteren entfaltet OT positive Effekte bei
anderen depressionstypischen Symptomen wie sexueller Dysfunktion, Schlafstérun-
gen und Anhedonie (Neumann & Landgraf/2012). So konnte in erwachsenen Ratten
gezeigt werden, dass OT das neuronale Wachstum stimuliert und die stressinduzier-
te Suppression der Neurogenese im Hippocampus inhibiert (Neumann & Landgraf
2012, Leuner et al.|2012).

Ein grofler Risikofaktor, um im spéateren Leben an einer psychischen Erkrankung
zu leiden, ist eine unzureichende Bindung oder Beziehung zur Mutter (s. Kapitel.
Wurden ménnliche Ratten von ihren Miittern kurz nach der Geburt getrennt, zeig-
ten diese lebenslang ein erhohtes Aggressivitéitspotential, was durch Verdnderungen
in der Aktivitéit des AVP und Serotoninsystems erkliart wird (Neumann|2009). Weib-
liche Nagetiere, die in ihrer Kindheit kein miitterliches Fiirsorgeverhalten erfahren
haben, zeigen auch spéter als Miitter vermindertes Fiirsorgerverhalten ihren Kin-
dern gegeniiber. Dieser Effekt basiert vermutlich auf epigenetischen Mechanismen
(Weaver et al. 2004)). So konnte auch gezeigt werden, dass Kinder von depressi-
ven Miittern ein vermindertes OT-Baseline-Level zeigen, was auf eine unzureichen-
de Stimulation des OT-Systems zuriick zufithren sein konnte (Pratt et al. 2015)).
Wichtig zu verstehen ist, dass frithe Lebenserfahrungen das Gehirn beeinflussen
und formen (Neumann|[2009). Da viele Patientinnen/-en mit Borderline-Stérung
frithe Missbrauchs- und Vernachléssigungserfahrungen in ihrem Leben gemacht ha-
ben (Voderholzer|2015), liegt der Schluss nahe, dass sich wihrend ihrer Entwicklung
eine Storung im OT-Regelkreis gebildet haben konnte.

2.2 Vasopressin

Vasopressin (AVP) ist genauso wie OT ein Neuropeptidhormon mit unterschiedli-
chen peripheren und zentralen Wirkmechanismen (Carter|{2014). AVP und OT sind
sich strukturell und genetisch sehr dhnlich, sie unterscheiden sich nur in zwei Ami-
nosduren und verhalten sich in ihrer Synthese dhnlich (Carter|[2014, Donaldson &
Young |2008]). Durch ihre dhnliche Struktur ist es moglich, dass sie an den Rezeptor
des jeweils anderen Neurotransmitters im Gehirn andocken. Dabei verhalten sich
OT und AVP antagonistisch zueinander und spielen evolutionér beide eine kritische

Rolle bei der optimalen Reproduktion und dem Uberleben(Carter 2014}, Neumann
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& Landgraf/ 2012, [Stoop|[2012)).

Man geht davon aus, dass AVP die Schwelle zur Aggression senkt, was mit Ver-
teidigungsverhalten fiir sich selbst, die Familie oder anderen Mitgliedern der sozialen
Gruppe assoziiert ist (Carter 2014). AVP ist mit Stress und Aufregung assoziiert.
Dies kann auch zu einer emotionalen Dysregulation fiithren (Carter|2014). AVP hebt
den Blutdruck und spielt dadurch eine Rolle bei der Entwicklung von Herz-Kreislauf-
Erkrankungen oder Schlaflosigkeit. Des Weiteren wurde ein Zusammenhang bei der
Entstehung der posttraumatischen Belastungsstorung (PTBS) gefunden. Man geht
davon aus, dass OT protektiv gegen PTBS wirkt, indem es einer durch AVP ver-
ursachten Hyperstimulation entgegen wirkt (Carter|2014). Manche Funktionen von
AVP im Nervensystem sind geschlechtsspezifisch in Bezug auf das Abwehr- und
Schutzverhalten sowie bei psychischen Erkrankungen wie z.B. Autismus, welcher

héufiger beim méannlichen Geschlecht vorkommt ((Carter|2007)).

2.3 Bindungstheorie

Oxytocin ist bekannt als das Hormon, das auf biochemischer Ebene die Bindung zwi-
schen Mutter und Kind fordert. Komplementér zu diesen physiologischen Grundla-
gen beschreibt die Bindungstheorie von John Bowlby und Mary Ainsworth (Bowlby
1975, 11973), |Ainsworth| [1974) auf psychologischer Ebene, wie Menschen interagie-
ren, um eine Bindung herzustellen. Laut Bowlby und Ainsworth bedeutet Bindung
(engl. Attachment) eine besondere emotionale Verbindung zwischen einem Kind und
seiner Bezugsperson iiber Raum und Zeit hinweg (Ainsworth||1974)). Dabei ist das
Bediirfnis nach Bindung instinktiv und evolutionsbiologisch angelegt. Jedoch hingen
die Qualitidt der Bindung und die sich daraus entwickelnden Konsequenzen fiir das
Kind vom Bindungspartner und zufélligen Lebensbedingungen ab (Grossmann &
Grossmann 2014]).

Die Bindungstheorie ist ein Erkldrungsansatz, um die Entstehung von psychi-
schen Erkrankungen, die durch Mangel an angemessenem Schutz und ausreichender
Fiirsorge entstanden sind, besser einordnen zu kénnen (Grossmann & Grossmann
2014). Sie untersucht die Unterschiede in den Bindungserfahrungen einzelner Indivi-
duen und die damit verbundenen Auswirkungen auf die kérperliche, psychische und
soziale Entwicklung (Brisch & Hellbriigge| 2009).

2.3.1 Grundziige der Bindungstheorie

Der folgende Abschnitt stiitzt sich auf das Buch “Bindung - das Gefiige psychischer
Sicherheit” von Grossmann & Grossmann (2014). Nach Ainsworth (Ainsworth|{1974))
und Bowlby durchléuft der Bindungsaufbau vier Phasen:
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In der ersten Phase zeigt der Sdugling ein genetisch determiniertes Verhalten um
die Aufmerksamkeit und Nahe der priméren Bindungsperson, in den meisten Féllen
der Mutter, auf sich zu ziehen. In dieser Phase verlauft das Verhalten noch unspe-
zifisch und nicht exklusiv auf die Mutter bezogen. Zu den typischsten Bindungs-
verhaltensweisen zdhlen: Weinen, Rufen, Anklammern, Nachfolgen, sowie Protest
beim Verlassen werden. Diese Verhaltensweisen bleiben ein Leben lang bestehen
und &ndern lediglich ihre Form.

In der zweiten Phase wird das Verhalten des Saduglings spezifischer und richtet
sich eher auf die Mutter oder wenige ihm vertraute Personen. So fillt es der Mutter
leichter den Séugling zu beruhigen oder auch positive Emotionen bei ihm zu wecken.

Die dritte Phase ist aufgrund der raschen und zunehmenden Entwicklungsfort-
schritte durch ein aktiveres Verhalten des Kleinkindes seiner Mutter gegeniiber ge-
kennzeichnet. So hat der Sdugling mittlerweile eine konkrete Vorstellung von seiner
Mutter als Zentrum seines psychischen Raumes. Er entwickelt ein autonomeres Ver-
halten, indem er sich von der Mutter entfernt, fliichtet aber bei Angst oder Unwohl-
sein sofort wieder zuriick.

Die vierte Phase beginnt mit dem Sprachverstédndnis des Kindes. Erst jetzt ver-
steht es die Motive der Mutter und kann seine Wiinsche auch artikulieren. So beginnt
das Kind langsam zu begreifen, warum seine Wiinsche und die Verhaltensweisen der
Mutter nicht immer zusammen passen. Ab dem Vorschulalter entsteht eine zielkorri-
gierte Partnerschaft, wenn das Kind lernt, dass auch andere Menschen Wiinsche und
Bediirfnisse haben, die es zu beriicksichtigen gilt.

Basierend auf den Bindungserfahrungen, die ein Kind wéhrend seiner ersten Le-
bensjahre macht, entwickelt es laut|[Bowlby (1980)) internale Arbeitsmodelle (internal
working models). Im Idealfall sollte ein gesunder psychischer Zustand nach Bowlby:
(1980)) so beschrieben werden: Ein Kind entwickelt ein internales Arbeitsmodell von
seinen Bindungspersonen welches besagt, dass sie prinzipiell verfiighar und bereit
sind zu helfen, wenn sich das Kind dies wiinscht. Es hat eine Vorstellung von sich
als prinzipiell liebenswerte und wertvolle Person, die es verdient, dass ihr geholfen
wird.

Spétere Forschungen haben die Bindungstheorie auf das Erwachsenenalter iibert-
ragen. Bartholomew & Horowitz (1991) unterscheiden zur besseren Differenzierung

im Erwachsenenalter vier verschiedene Bindungsstile:

Sicher: Dieser Bindungsstil ist gekennzeichnet durch eine hohe Wertschétzung fiir
sich selbst und andere. Personen mit diesem Stil kénnen enge, intensive und
vertrauensvolle Beziehungen mit anderen Menschen eingehen, ohne ihre Au-

tonomie dadurch zu verlieren. Dabei zeigen sie eine offene, konsistente und
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reflektierte Erzahlweise.

Anklammernd: Bei Erwachsenen mit diesem Bindungsstil dominiert ein negati-
ves Selbstbild und oft ein idealisierendes Bild einer Bindungsperson. Sie zeigen
eine inkohérente Erzédhlweise in Bezug auf Beziehungen, welche durch emoti-
onsgeladene und ausufernde, nicht objektive Details ergénzt werden. Dabei

schwanken sie zwischen Idealisierung und Wut iiber die Bindungsperson.

Abweisend: Erwachsene mit abweisendem Bindungsstil haben ein postives Selbst-
bild und fiirchten sich h&ufig vor Zuriickweisung durch andere. Unter Betonung
ihrer Autonomie verzichten sie auf enge Beziehungen und minimieren die Bin-
dung zu anderen Menschen. Sie machen héufig inkohérente Angaben zu fa-
milidren Beziehungen, welche durch Erinnerungsliicken an konkrete Erlebnisse

sowie einer Idealisierung der Eltern gekennzeichnet sind.

Angstlich vermeidend: Bei diesem Bindungsstil liegen oft traumatische Erfah-
rungen zugrunde, die noch nicht verarbeitet wurden. Diese Erwachsenen wei-
sen ein geringes Selbstwertgefiihl sowie ein tiefes Misstrauen gegeniiber ande-
ren Menschen auf. Enge Beziehungen werden vermieden. Sie konnen iiber ihre

Bindungserfahrungen nur desorganisiert, irrational und inkohérent sprechen.

2.3.2 Neurobiologische Grundlagen

Es hat sich gezeigt, dass die Qualitidt und Quantitét von miitterlicher Zuneigung
einen essentiellen Einfluss auf die Entwicklung des Kindes hat (Neumann 2009).
Dabei zeigt sich in vielen verschiedenen Studien, dass sich negatives Fiirsorgeverhal-
ten nicht nur negativ auf die psychische Entwicklung des Kindes auswirkt, sondern
auch viele physische und somatische Erkrankungen férdert (Neumann| 2009, Heim
& Nemeroff| 2001)). Es entstehen lang anhaltende Verdnderungen des Vasopressin-
und Serotoninsystems im Gehirn, welche noch bei Erwachsenen beobachtet werden
kénnen und sich in einem aggressiven und aufbrausenden Verhalten &uflern kénnen
(Neumann/2009). Auf der anderen Seite zeigt ein positives, liebesvolles Bindungsver-
halten der Mutter auch lebenslange Effekte, sodass sich die Kinder als Eltern spéter
selbst sehr fiirsorglich verhalten. Man geht davon aus, dass die Sensitivitédt der neu-
ronalen Systeme erhoht wird, was epigenetischen Mechanismen zugeschrieben wird
(Weaver et al. [2004). Wichtig zu verstehen ist, dass frithe Erfahrungen im Leben
das Oxytocinsystem im Gehirn formen. Oxytocin wird vermehrt ausgeschiittet bei
engem koperlichem Kontakt der Mutter mit dem Kind sowie bei sozialer Zuwen-

dung in Form eines Léchelns oder dhnlichem (Neumann|2009). Kinder, die eine
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sichere Bindung zu ihrer Mutter haben, zeigen eine héhere Oxytocinbindung an
die Rezeptoren in entscheidenden Gehirnregionen wie dem zentralen Nucleus in der
Amygdala sowie dem Nucleus striae terminales (Francis et al.|2002). Es konnte ge-
zeigt werden, dass Frauen, die eine unzureichende Bindung, sowie Misshandlungen
in den ersten Lebensjahren erfahren haben, eine geringere Oxytocinkonzentration
im Liquor aufweisen (Heim et al.|2009). Neben den Einfliissen von Bindungserfah-
rungen auf den Oxcytocinhaushalt, zeigt sich auch eine umgekehrte Beeinflussung.
So konnten z.B. Buchheim et al.| (2009) zeigen, dass die intranasale Gabe von Oxy-
tocin positiven Einfluss auf die Bindungserfahrung bei erwachsenen Testpersonen
mit unsicherem Bindungsverhalten hat. Im Vergleich zur Placebogruppe, wéhlten
die Probanden, welche Oxytocin intranasal erhalten hatten, beim Adult Attachment
Projective Picture System (AAP) (George & West|[2012)), einem Test zur Evaluation
von Bindungsverhalten, vermehrt Phrasen aus die eine sichere Bindungserfahrung
reprasentieren.

Allerdings ist nicht nur das Oxytocinsystem fiir die Bindung auf biochemischer
Eben zustdndig. Beim Stillen und der intensiven Mutter-Kind Interaktion wird
zusatzlich das Dopamin-Belohnungssystem aktiviert, was durch bildgebende Kern-
spintomographie gezeigt werden konnte (Febo et al.2005). So spielen das Dopamin-
Belohnungssystem, das Glutamatsystem sowie das Neuropeptid OT nicht nur in der
Mutter-Kind Interaktion eine wichtige Rolle, sondern bei allen Formen der sozialen
Interaktion und sozialen Bindungen (Neumann/2009). Soziale Beziehungen und Un-
terstiitzung konnen bei Stress die Aktivierung der hypothalamischen-hypophyséren-
adrenalen Achse abpuffern und so als Pravention gegeniiber psychischen und soma-
tischen Erkrankungen dienen (DeVries et al.|2003| |Kikusui et al.|2006]). Dabei zeigte
sich ein geringeres Level an Glucocorticoiden in Stress auslésenden Situationen,
wenn die betreffenden Probanden von einem sehr guten Freund in dieser Situation
begleitet wurden (Heinrichs et al.|2003)).

2.4 Sozialer Ausschluss - Ostrazismus

Wahrend der gesamten Evolution bedeutete der Zusammenhalt und das Zusammen-
leben in einer sozialen Gruppe einen Uberlebensvorteil. Daraus entwickelte sich die
Sehnsucht nach positiven sozialen Beziehungen sowie Akzeptanz der angehorenden
sozialen Gruppe als ein fundamentales und universelles Bediirfnisse des Menschen
(Maner et al.|2007, DeWall & Richman|2011), genauso wie die Bindung eines Sdug-
lings an seine Bezugsperson (s. Kapitel [2.3)).

Der Begriff Ostrazismus stammt aus dem griechischen und bedeutet Scherbenge-
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richt. Im alten Griechenland wurden Biirger, die sich nicht an die Gesetze hielten,
mittels eines Scherbengericht zur Verbannung auf Zeit (meist 10 Jahre) verurteilt
und somit aus der sozialen Gemeinschaft ausgeschlossen. Dieser Begriff verdeutlicht,
dass es sich nicht nur um sozialen Ausschluss handelt, sondern dariiber hinaus auch
eine Achtung des betreffenden Mitglieds darstellt, was als besonders schmerzlich
empfunden wird (Williams & Nida| 2011, |[DeWall & Richman|2011) und auch zu
physischen somatischen Schmerzen fithren kann (Eisenberger et al.|2003). Psycho-
logische Grundbediirfnisse nach Zugehorigkeit, das Selbstwertgefiihl, die Kontrolle
iiber die eigene Situation sowie die eigene Bedeutung werden fundamental bedroht
und daraus resultierend verdndern sich die physiologischen, affektiven und kogniti-
ven Verhaltensweisen (Williams & Nida/2011, |Williams 2007)). [Baumeister & Leary
(1995)) zeigten als eine der ersten Arbeitsgruppen, welche verheerenden psycholo-
gischen und physischen Konsequenzen sozialer Ausschluss und Zuriickweisung auf
den/die Betroffene haben konnen. So fithrt soziale Ausgrenzung zu mehr Traurig-
keit mit resultierender Depression (Williams & Nida/ 2011)) sowie gesteigerten Ag-
gressionen und Wut sowohl gegen die Gruppe als auch gegeniiber unbeteiligten Mit-
menschen (Twenge et al.|2001). Gerade Menschen mit psychischen Erkrankungen
erfahren héufig sozialen Ausschluss (Angermeyer et al.2013). Um sozialen Aus-
schluss zu untersuchen wurden verschiedene Experimente und Tests entwickelt. In
dieser Arbeitsgruppe wurde das Cyberball-Paradigma von Williams et al.| (2000)
verwendet, ein virtuelles Ballwurf-Spiel mit drei Mitspielern, welches fiir diese Un-
tersuchungen weiter modifiziert wurde (Kapitel [4.3)).

2.4.1 Cyberball-Paradigma
Cyberball (Williams et al.|2000, Williams & Jarvis |2006) ist ein virtuelles Ballspiel,
das aus drei Mitspielern besteht. Es wurde von Kipling Wiliams und Blair Jarvis
entwickelt, um sozialen Ausschluss zu imitieren. Die Idee entstand, als einer der Au-
toren beim Spazieren von einer Frisbee-Scheibe getroffen wurde. Er warf die Scheibe
zuriick und war {iberrascht, dass die beiden urspriinglichen Frisbeespieler sie wie-
der zu ihm zuriick warfen und ihn so ins Spiel integrierten. Nach einigen Wiirfen
begangen die andern Spieler ihn auszuschliefen und nur noch sich gegenseitig die
Frisbeescheibe zu zu werfen. Der Autor verlie3 daraufhin den Spielkreis. Dabei be-
merkte er wie wiitend, traurig und beschamt er sich fithlte. Daraus entstand die Idee
ein Ballspiel unter Laborbedingungen zu entwickeln, um Ausgrenzung und sozialen
Ausschluss genauer zu untersuchen.

Das auf dieser Geschichte basierende Ballspiel wurde zunéchst analog gespielt,
also im physischen Kontakt zwischen dem Spielleiter und den Teilnehmern. Die

Teilnehmer wurden zuféllig in zwei Gruppen eingeteilt und auf Basis der Einteilung
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wéahrend des Spiels eingeschlossen oder ausgeschlossen. Es stellte sich als kraftvolles
Instrument heraus, um die Auswirkungen von sozialem Ausschluss darzustellen. Die
Schwichen der physischen Versuchsdurchfithrung liegen vor allem in der Gewéhr-
leistung standardisierter Laborbedingungen, da der Spielleiter selbst aktiv am Spiel
teilnimmt (Williams & Jarvis|2006). Daher ist es fiir den Spielleiter sehr schwierig,
sich nicht durch das Verhalten der Teilnehmer beeinflussen lassen. Wenn zum Bei-
spiel ausgeschlossene Teilnehmer besonders freundlich und zuvorkommend reagieren,
um wieder ins Spiel integriert zu werden, darf das den Spielleiter nicht beeindrucken.

Aus diesen Problemen heraus entwickelten |Williams, Cheung & Choi (2000)) das
Computerspiel Cyberball. Der Versuchsteilnehmer glaubt dabei, dass er gegen zwei
andere Versuchsteilnehmer spiele. In Wirklichkeit sind die beiden anderen Mitspieler
virtuell und das Spiel ist so programmiert, dass die simulierten Mitspieler den Teil-
nehmer zu festgesetzten Zeitpunkten in das Spiel integrieren oder ihn ausschlieflen.
Die Vorteile des computerbasierten Paradigmas sind die Standardisierung des Ab-
laufs, geringere Anforderungen an das Verhalten des Versuchsleiters und insgesamt

die Vergleichbarkeit der Ergebnisse zwischen den Testpersonen.

2.4.2 Need-Threat-Model

Wie bereits erwiahnt bedeutet Ostrazismus, Zuriickweisung und sozialen Ausschluss,
einen Angriff auf das physische und psychische Wohlbefinden eines Menschens. Auf-
grund seiner Forschungsergebnisse entwickelte Williams (2007, 2009)) (Williams &
Nida 2011) ein Model zur Erkldarung, wie Menschen auf Ostrazismus reagieren und
welche Konsequenzen und Coping-Mechanismen sie daraus ziehen bzw. entwickeln.

Im Need-Threat-Model werden drei Stufen unterschieden:

Immidiate oder Reflexive: Als erste Reaktion auf Ausgrenzung wird Schmerz
empfunden sowie eine Bedrohung der vier fundamentalen Bediirfnisse: Zu-
gehorigkeit, Selbstwertgefiihl, Kontrolle und Sinnhaftigkeit. Dabei sind Zu-
gehorigkeit und Selbstwertgefiihl direkt mit sozialer Interaktion und sozialen
Kontakten assoziiert, wihrend Kontrolle und Sinnhaftigkeit nicht zwingend
an soziale Kontakte gekniipft sind. Dariiber hinaus wird in dieser Phase auch
Wut und Traurigkeit verstéarkt. Hier spielen die Kontextfaktoren, warum oder
wer ausgrenzt, keine entscheidende Rolle, da es sich um eine erste emotionale
Reaktion handelt.

Coping oder Reflective: Auf dieser Stufe fiangt das ausgeschlossene Individuum
an, iiber die Ausgrenzung und damit einhergehend der Bedeutung auf seine

fundamentalen Bediirfnisse zu reflektieren. Wahrend dieser Stufe spielen die
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Kontextfaktoren und die individuellen Unterschiede eine grofie Rolle in Be-
zug auf die Wiederherstellung der Integritdt der Grundbediirfnisse und dem

Wunsch die Situation zu meistern.

Long-Term oder Resignation: Dauert der soziale Ausschluss und die Ausgren-
zung iiber ldngere Zeit an, erschopfen sich die Coping-Strategien und Mecha-
nismen und es stellt sich Hilflosigkeit, Distanzierung mit Entfremdung, De-

pression sowie ein Gefiihl der eigenen Unwiirdigkeit ein.

2.4.3 Social Reconnection Hypothese

Ostrazismus verursacht sowohl physische als auch psychische Schmerzen (Eisenber-
ger|2013), deshalb versuchen Menschen aktiv diesen Schmerz durch affiliative Ver-
haltensweisen zu heilen, die die soziale Verbindung und damit ihre Inklusion in die
Gruppe wiederherstellen (Chester et al.|2016)). Sogar kleine Kinder zeigen proso-
ziales Verhalten gegeniiber Gruppenmitgliedern, die sie ausschlieBen (Watson-Jones
et al.2016). Aufgrund der Erkenntnisse iiber die negativen Folgen sozialer Ausgren-
zung entwickelten Maner et al.| (2007) die Hypothese zur "Social Reconnection’, also
die Motivation prosoziales Verhalten bei sich andeutendem sozialem Ausschluss zu
zeigen. Die Autoren gehen davon aus, dass die Ausschluss-Erfahrung die betreffende
Person daran erinnert, wie wichtig soziale Kontakte und Beziehungen sind. Darauf-
hin bemiihen sie sich besonders diese zu anderen durch prosoziale Verhaltensweisen
wieder herzustellen. Aktuell gibt es noch wenig eindeutige Evidenz fiir diese Hy-
pothese. Allerdings zeigen verschiedene Studien Indizien, welche diese Hypothese
unterstiitzen. [Williams et al.| (2000) beobachteten, dass sozial ausgeschlossene Test-
personen sich der Meinung anderer anschlossen und mit dieser iibereinstimmten.
Die Autoren interpretieren dieses Verhalten als Versuch Gemeinsamkeit herauszu-
stellen, was in sozialen Beziehungen positiv gewertet wird und zu prosozialem Ver-
halten gezdhlt werden kann. Auch Vorstudien dieser Arbeitsgruppe (Jobst et al.
2014, 2015} 2016)) fanden Hinweise fiir prosoziale Verhaltensweisen, indem bei psy-
chisch gesunden Probanden der OT-Spiegel direkt im Anschluss an eine soziale Aus-
schlusssituation im Verlauf des Cyberball-Paradigmas anstieg. OT wird in sozialen
Interaktionen ausgeschiittet (s. Kapitel und Kapitel und kann somit auch
als Anzeichen fiir prosoziales Verhalten gewertet werden. Die Social Reconnection
Hypothese bezieht sich auf Stufe 2 des Need-Threat-Models von |Williams (2007,
2009), Williams & Nida (2011)). Die ausgeschlossene Person fangt an tiber den Aus-
schluss zu reflektieren und Wege zu finden sich wieder in die Gruppe zu integrieren
durch Affiliation.
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Kapitel 3

Analysemethoden zur

Oxytocinbestimmung

Zum jetzigen Stand der Forschung gibt es noch keinen Konsens iiber einen Gold-
standard fiir die Oxytocin-Analyse aus dem menschlichen Blutplasma. Oxytocin
zeichnet sich jedoch als Faktor von zunehmender Bedeutung ab, um die Entstehung
psychischer Erkrankungen zu verstehen und besser therapieren zu konnen. In glei-
chem MafBe steigt auch der Bedarf fiir Methoden und Protokolle, die eine exakte
Bestimmung des Oxytocingehalts aus dem Blut gewéhrleisten kénnen. Aus diesem
Grund gibt es seit einiger Zeit vermehrte Forschungsaktivitit zur Identifizierung der
validesten und reliablesten Methode zur Bestimmung von OT.

Kapitel gibt einen Uberblick iiber allgemeine Grundlagen der Immunoassays,
daran anschlieflend erkldrt Kapitel [3.2] wie die Etablierung einer neuen Messmethode
funktioniert, bevor die beiden wichtigsten Formen des Assays, der Radioimmunoas-
say (RIA) und der Enzyme-linked-Immuno-assay (ELISA), in Kapitel [3.4f und Ka-
pitel vorstellt werden. Neben der Wahl des Assays stellt sich bei der Festlegung
eines Laborprotokolls zur Bestimmung von OT auch die Frage, ob das Plasma vor
der Analyse extrahiert werden muss oder nicht. Kapitel stellt daher die Prinzipi-
en und Alternativen bei der Wahl eines Extraktionsverfahrens vor. Neuerdings gibt
es auch Ansétze mit Hilfe der Massenspektrometrie den Oxytocingehalt zu bestim-
men. Diese werden in Kapitel |3.6| vorgestellt, bevor Kapitel mit einem Uberblick

iiber andere vergleichende Studien zu OT-Messmethoden schlief3t.

3.1 Grundlagen der Immunoassays

Der erste Immunoassay, spéter als Radioimmunoassay (RIA) bekannt geworden,

wurde von |Yalow & Berson| (1959) entwickelt, um Insulin zu quantifizieren. Sie
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benutzten dazu radioaktiv markiertes Insulin, welches Komplexe mit insulinbinden-
den Antikorpern bildet. Diese Komplexe konnten zum damaligen Stand der Technik
chromatographisch und elektrophoretisch visualisiert werden. Dafiir erhielt Yalow
1977 den Nobelpreis fiir Medizin. Engvail und Perlman nahmen das Prinzip der
RIA als Grundlage, um diesen Immunoassay zu verbessern, sowie die Benutzung
praktikabler und universeller zu gestalten. 1971 publizierten sie ihre Forschungen
und benutzten eine Mikrotiterplatte mit einem gebundenen Enzym. Dieser Immu-
noassay funktioniert nach dem gleichen Prinzip wie die RIA mit dem Unterschied,
dass das Antigen mit einem Enzym markiert wird, anstatt es radioaktiv zu kenn-
zeichnen. Daher wird diese Methode Enzyme-linked-Immunoassay (ELISA) genannt
(Engvall & Perlmann||1971)).

Beide Immunoassays beruhen auf einer Antigen-Antikérper-Reaktion, die auch
als Schliissel-SchloB-Prinzip bezeichnet wird (Luttmann et al.2014). Das Paratop
des Antikorpers bindet spezifisch an das Epitop des Antigens iiber Wasserstoff-
briickenbindungen, Ionenbindungen, hydrophobe Wechselwirkungen und Van-der-
Waals-Kréfte (Luttmann et al.|2014). Gerade im labortechnischen Setting spielt die
Geschwindigkeit, mit der diese Reaktion abliduft, eine wichtige Rolle. Hoéhere Tem-
peraturen beschleunigen dabei die Reaktion, wéahrend niedrigere Temperaturen sie

verlangsamen (Luttmann et al.[2014]).
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Abbildung 3.1: Hlustration des Funktionsprinzips der géngigsten Durchfiihrungsva-
rianten bei Immunoassays. Beim kompetitiven Assay konkurriert das zu bestimmen-
de Antigen mit markiertem Antigen um eine limitierte Anzahl an Bindungsstellen.
Beim Sandwich-Immunoassay wird das Antigen zwischen einem feststehenden, un-
markierten und einem freien, markierten Antikorper eingeschlossen. Bei beiden As-
says erfolgt die Detektion iiber die Markierung. Grafik nach |Luttmann et al.| (2014]).

Alle Immunoassays, um Antigene nachzuweisen, egal ob sie Radionuklide oder
Enzyme als Marker benutzen, lassen sich in eine der drei folgenden Klassen einteilen
(Grange et al. 2014, |Luttmann et al.| 2014}, Leng & Sabatier|2016]):
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Der direkte Assay: Bei diesem Typ kann sowohl ein Antikérper als auch ein An-
tigen nachgewiesen werden. Je nachdem wie die Mikrotiterplatte beschichtet
ist, kann entweder das zu analysierende Antigen oder der zu analysierende An-
tikorper aus der Probenlosung daran andocken. Es wird dann komplementér
entweder der Antikérper oder das Antigen mit Markierung hinzu gegeben. Ein
starkeres Messsignal indiziert hier eine hohe Konzentration der zu messenden
Substanz, ein schwaches Signal zeigt eine niedrigere Konzentration an. Im Ver-
gleich mit den anderen Assayverfahren ist der direkte Assay jedoch weniger

spezifisch und sensitiv (Grange et al.[2014).

Der kompetitive Immunoassay: Das Prinzip des kompetitiven Assays beruht
auf einem Konkurrenzverhalten zweier verschiedener Antigenpopulationen. Es
handelt sich dabei um eine definierte und markierte (z.B. Radionuklid oder
Enzym) Population und die zu bestimmende Antigenpopulation (hier z.B.
OT). Beide Antigenpopulationen konkurrieren um die freien Bindungsstellen
am Antikorper. Zur validen Durchfithrung eines kompetitiven Assays wird ein
definiertes Losungsvolumen benotigt. Neben dem unmarkierten, zu bestim-
menden, Antigen wird zusétzlich eine konstant zu haltende Konzentration des
markierten Antigens sowie ein monoklonaler Antikérper in definierter Kon-
zentration bendtigt. Der Antikérper muss dabei méglichst spezifisch das zu
untersuchende Antigen binden. Wenn viel unmarkiertes Antigen vorhanden
ist, wird das markierte Antigen aus den Bindungsstellen des Antikorpers ver-
dréngt. Dies erkennt man an einem schwachen Signal des Markers. Umgekehrt
spricht ein starkes Markersignal fiir eine geringe Menge des zu untersuchenden
Antigens. Um zu gewihrleisten, dass dieses Prinzip funktioniert, werden die
Bindungsstellen als limitierender Faktor eingesetzt. Das Verhéltnis von An-
tikérper zu markiertem Antigen wird so gewéhlt, dass 50% des markierten
Antigens ausreichen, um alle Bindungsstellen zu séttigen. Das Prinzip die-
ses Assaytyps ist in Abbildung dargestellt. In Abbildung wird ein

typischer Messverlauf fiir den kompetitiven Assay dargestellt.

Der Sandwich-Immunoassay: Wie der Name suggeriert, wird das zu bestimmen-
de Antigen zwischen zwei Antikérpern eingeschlossen. Dazu wird ein Fangeran-
tikorper benutzt, der kovalent oder adsorbtiv an eine Mikrotiterplatte gebun-
den ist. Es ist essentiell fiir diesen Typ des Immunoassays, dass der Antikorper
spezifisch das zu analysierende Antigen bindet. Im Gegensatz zum kompetiti-
ven Immunoassay ist der Antikoérper nicht limitiert, sondern in ausreichender

Anzahl vorhanden. Um das Antigen qualitativ und quantitativ bestimmen zu
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konnen, wird ein Detektionsantikorper eingesetzt. Dieser Antikorper ist durch
ein Enzym oder Fluoreszenzfarbstoff markiert. Bevorzugt sollte der Antikorper
monoklonal sein und darauf geachtet werden, dass Fanger- und Detektionsan-
tikorper an unterschiedliche Epitope des Antigens andocken. Im Gegensatz
zur Interpretation des kompetitiven Assays zeigt der Sandwichassay bei ho-
hen Konzentrationen des Antigens ein verstiarktes Markersignal, wihrend bei
geringen Konzentrationen sich das Signal schwach darstellt. Abbildung [3.1b
zeigt das Prinzip dieses Assays, Abbildung|3.2b| verdeutlicht den Signalverlauf
bei der Messung.
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Abbildung 3.2: Typische Verldufe der Messwerte bei Immunoassays aus Luttmann
et al. (2014)).

Die Wahl des Assays wird durch viele Faktoren beeinflusst. Fiir die richtige Ent-
scheidung spielen die Sensitivitat, der Zeitaufwand, sowie die Grofle, Verfiigharkeit
und Markierungsmoglichkeiten des Antigens eine entscheidende Rolle (Luttmann
et al.[2014)). Fiir den kompetitiven Assay wird viel markiertes Antigen benotigt. Er
bietet den Vorteil, dass er kleine Molekiile mit nur einer Bindungsstelle nachweisen
kann. Der Sandwich-Assay ist fiir strukturell komplexere und gréfiere Molekiile zu
bevorzugen, da er eine hohere Sensitivitat aufweist. Das Antigen braucht fiir dieses
Verfahren mindestens zwei Epitope, die strukturell weit von einander entfernt lie-
gen sollten. So soll sichergestellt werden, dass beide Antikérper andocken kénnen
und nicht um die selbe Bindungsstelle konkurrieren (Luttmann et al.[2014, |Grange
et al.2014)). Weist das Antigen jedoch mehr als zwei Epitope auf, kann allerdings ein
kompetitiver Assay eine hohere Spezifizitiat ausweisen. Bei einem komplexen Molekiil
wie OT, spricht daher vieles fiir einen kompetitiven Assay. Unabhéngig vom Assay-
typ sollte bei komplexen humanen Proben (z.B. Blutserum, Speichel, Urin) bedacht
werden, dass es zu Kreuzreaktionen und somit zu verfilschten Ergebnissen kommen

kann, wenn ein Enzymmarkierter Antikérper benutzt wird. Kreuzreaktionen kénnen
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zum Beispiel aufgrund von Proteasen und Enzyminhibitoren in der Probenlésung
entstehen (Luttmann et al.|2014).

3.2 Validierung und Kalibrierung

Die Validierung der Messmethode sowie der Ergebnisse spielen eine grofie Rolle in
der medizinischen und bioanalytischen Diagnostik. Dabei geht es um die Fragen,
ob eine Messmethode spezifisch und sensitiv den zu bestimmenden Analyten misst
und in welchem Referenzintervall die Messwerte angesiedelt sind. Die Etablierung
der Zuverlassigkeit der Ergebnisse ist essenziell beim Einsatz neuer Methoden oder
der Ubernahme von etablierten Messmethoden, sowie fiir die Vergleichbarkeit von
Messwerten untereinander. Hierfiir gelten nicht allgemein giiltige Kriterien, sondern
die Art der Validierung ist dabei mit dem Zweck und Anspruch des Verfahrens
verkniipft (DIN 32645, DIN ISO 8402, DIN ISO 5725-1). In der Routinediagno-
stik iiberwacht die Bundeséarztekammer die korrekte und valide Durchfithrung von
labortechnischen Untersuchungen (Bundesérztekammer|2014). Dabei werden in re-
gelméBigen Absténden in einem Ringversuch Proben mit bekannter Messwertkon-
zentration an alle iiberwachten Labore versendet und deren Ergebnisse mit dem
Referenzwert verglichen. Ringversuche sind meist auch der erste Schritt, um ein
standardisiertes Messverfahren fiir einen Analyten zu etablieren (Wild & Sheehan
2013).

Sofern ein Laborgerét, oder ein Messverfahren nicht bereits vom Hersteller ka-
libriert wurde, obliegt es jedem Laboratorium selbst eine Kalibrierung vorzuneh-
men. Im Fall von ELISAs ist eine Kalibrierung vor jeder Assay-Reihe zwingend
erforderlich. Unter Kalibierung versteht man die Zuweisung eines Messwertes zu
Proben unbekannter Konzentration unter Zuhilfenahme von Referenzproben defi-
nierter Konzentration, den sogenannten Kalibratoren oder Standards. Konzeptuell
sind beide Begriffe eng verwandt, jedoch werden Standards wiahrend der Herstellung
und Entwicklung eines Assay-Kits vom Hersteller genutzt, wiahrend die Kalibrato-
ren in dem Labor verwendet werden, welches den Assay spéter nutzt. Kalibratoren
werden vom Hersteller eines Assay-Kits auf Basis der herstellerintern verwendeten
Standards erstellt und den Laboren zur Verfiigung gestellt. Die vom Hersteller ver-
wendeten Standards basieren wiederum meist auf internationalen Standards (IS).
Ein IS stellt eine internationale Referenz dar, die vom WHO Expert Committee on
Biological Standardization (ECBS) authentifiziert wird. Im Fall von Oxytocin wird
der IS mit dem Code 76/575 vom National Institute for Biological Standards and
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Control (NIBSC) in GroBbritannien hergestellﬂ. Die Menge an OT in einer Kap-
sel des Oxytocin-IS wird mit 12,5 internationalen Enheiten (IU) angegeben, was
in etwa 21 pg entspricht. Auch wenn die Existenz eines internationalen Standards
einen grofien Schritt in Richtung Standardisierung entspricht, so zeigt sich bereits
in der Wahl der Einheiten ein erster Unsicherheitsfaktor. Internationale Einheiten
sind in gewisser Weise beliebig gewéhlte Einheiten, denen keine eindeutige Maf-
einheit sondern nur eine ungefiahre Entsprechung zugewiesen ist. Auch eindeutige
Mafeinheiten haben nur begrenzte Aussagekraft, da Molekiile in unterschiedlicher
Konjugation vorliegen konnen. Bisher sind allerdings nur die wenigsten IS iiber ihre
molare Konzentration spezifiziert. (Wild & Sheehan [2013))

Der nachfolgende Abschnitt basiert auf |Dunn & Wild (2013) und beschreibt
die Erstellung einer Kalibrationskurve, da diese fiir die Versuchsdurchfithrung mit-
tels des ELISA notwendig ist. Alle Aussagen lassen sich aber ebenso auf die vom
Hersteller bestimmte Standardkurve iibertragen. Eine Kalibrationskurve ist iibli-
cherweise ein mathematisches Modell, das meist mittels Regression anhand der fiir
die Kalibratoren bestimmten Messwerte moglichst genau die echte Signalkurve des
Assays nachbilden soll (vgl. z.B. Abbildung[3.2h). Die Kalibratoren umfassen dabei
mindestens sechs verschiedene Einzelwerte, die iiber den gesamten Messbereich des
Assays verteilt sind. Die Kalibrationskurve interpoliert zwischen den fiir die Kali-
bratoren gemessenen Werten. Das fiir die Regression gewéhlte Kurvenmodell stellt
einen Kompromiss zwischen der Genauigkeit der Abbildung der Signalkurve und der
mathematischen Komplexitdt der Bestimmung der Regressionsparameter dar. Die
meist verwendeten Kurvenmodelle sind die 4-Parameter logistische Regression (4PL)
oder die 5-Parameter logistische Regression (5PL). 4PL Modelle sind gut fiir sym-
metrische Signalkurven geeignet, der fiinfte Parameter der 5PL kann dagegen zum

Ausgleich asymmetrischer Verldufe genutzt werden. Gleichung 3.1 zeigt die Formel
fiir die 4PL, Gleichung 3.2 die Formel fiir die 5PL:

a—d a—d

3.1 —d+——% (32
. SRRTRTETE

Die Qualitidt der Parameterschéitzung, im englischen curve-fitting, wird meist
mit Hilfe mehrerer Parameter angegeben. Der oft verwendete r2-Parameter gibt da-
bei an, wie genau die beobachteten Daten, im vorliegenden Fall die Kalibratoren,

zur ermittelten Regressionskurve passen. Ein Wert von 1 représentiert dabei eine

"http://www.nibsc.org/documents/ifu/76-575. pdf
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2 ist jedoch alleine nur bedingt aussagekriftig fiir

vollstéandige Ubereinstimmung.
nichtlineare Kurvenmodelle, wie der 4PL oder 5PL (Dunn & Wild|2013)). Als zusétz-
licher Parameter wird daher meist noch die Summe der Fehler zum Quadrat (sum
of square errors, SSE) angegeben.

Abbildung [3.3] zeigt die Kalibrationskurve des ELISA aus den Versuchen die-
ser Arbeit. Die Kurve wurde als 4PL-Modell mittels der Parameterschéitzung von
MyAssays Ltd fiir den Enzo Life Science Oxytocin Assayf| durchgefiihrt. 72 betrug

dabei 0,9954, der SSE-Wert lag bei 30,99.
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Abbildung 3.3: Kalibrationskurve des verwendeten ELISA. Die Kurvenparameter
betragen a = 5,241;b = —0,8514; ¢ = 249;d = 96,98

3.3 Extraktion

Die Extraktion des Analyts aus dem Plasma vor der Durchfithrung der Immuno-

assays ist ein Verfahren, um mogliche Storfaktoren zu entfernen und verfilschende

’https: //www.myassays.com/enzo-life-sciences-oxytocin.assay
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Einfliisse gering zu halten. Es handelt sich dabei um eine Auftrennung und Sub-
stanzreinigungsmethode. Das Prinzip der Extraktion beruht auf der Verteilung von

zwei Komponenten in unterschiedlich losbaren Phasen. Es gibt zwei verschiedene
Méglichkeiten zu extrahieren (Hallbach|2006]):

Fliissig-Fliissig-Extraktion Bei dieser Extraktionsmethode wird die Auftrennung
der Extraktionsstoffe aufgrund ihrer unterschiedlichen Loslichkeit in zwei ver-
schiedenen Fliissigkeiten ausgenutzt. Der Extraktionsstoff kann sowohl fliissig
als auch als Feststoff vorliegen. Dabei werden die Fliissigkeiten in einem de-
finierten Volumenverhéltnis gut miteinander vermischt. Die zu extrahierende
Substanz wechselt daraufhin in das Losungsmittel, welches sich ihren eigenen
Eigenschaften am dhnlichsten verhalt. Voraussetzung bei dieser Methode ist,
dass die Losungsmittel eine Mischungsliicke aufweisen. Durch Zentrifugation
lasst sich die Trennung der beiden Losungsmittel vorantreiben. Befindet sich
das Extrat in der Oberphase, ldsst es sich abpipettieren. Liegt das Extrat in
der Unterphase, kann es vorsichtig angesaugt werden. (Hallbach |2006)

Festphasenextraktion Die Festphasenextraktion beruht auf dem Konzept der
Konzentration, Anreicherung oder Isolation eines bestimmten Metaboliten.
Die feste Phase, das Sorbens, befindet sich in kleinen Saulen. Der zu extra-
hierende Metabolit ist in einem Losungsmittel gelost und wird auf die Séule
aufgetragen und eventuell mit geeigneten Losungsmittel nachgewaschen. Da-
bei wird der Metabolit von der festen Phase adsorbiert. Nach der Reinigung
des Metaboliten von Matrixbestandteilen wird der Metabolit in einem geeig-
neten Losungsmittel durch die Saule eluiert. Am anderen Ende wird das Eluat
aufgefangen. Zur Beschleunigung der Elution durch die Saule wird eine Vaku-
umansaugbox benutzt. Die Sdulen werden in diese Box gestellt und es wird
ein Unterdruck erzeugt. Diese Methode lésst sich in speziellen Féllen aufgrund
von Immunadsorption durchfithren. Dabei werden spezifische Antikorper an
die Festphase der Saule gebunden. (Hallbach |2006)

3.4 Radioimmunoassay

Fiir die Durchfithrung eines RIA wird ein zum Metaboliten komplementérer An-
tikorper, sowie ein radiomarkiertes Antigen des Metaboliten benétigt. Vor der Ana-
lyse muss zudem der Metabolit aus dem Plasma extrahiert werden (s. Kapitel .
Das radioaktiv markierte Antigen wird dabei als Tracer bezeichnet (Hallbach|[2006)).
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Am besten zur Markierung geeignet sind Isotope, die y-Strahlung aussenden (Lutt-
mann et al.|2014). Das am héufigsten benutzte Isotop ist 1#°T (Tod), ein niedrig ener-
getischer y-Strahler mit einer Halbwertszeit von 60 Tagen. Er wird mit Hilfe einer
Redox-Reaktion an Tyrosinreste des Antigens gekoppelt. Es sollte darauf geachtet
werden, dass das Radionuklid nicht die Bindung des Antigens an den Antikorper
vermindert oder erhoht oder zu einer Konformationsdnderung des Antigens fiihrt.
Besonders bei empfindlichen Antigenen oder kleinen Haptomolekiilen koénnen die
B-Strahler 3H (Wasserstoff) oder C (Kohlenstoff) verwendet werden. Dabei wird
in dem Antigen lediglich ein H oder C-Atom gegen ein Radionulid ausgetauscht
(Luttmann et al.[2014)). Nach Ablauf der Kopplungsreaktion zwischen den Antigen-
und Antikérpermolekiilen, wie in Kapitel beschrieben, erfolgt die Trennung der
reagierten Komplexe von den ungebunden Molekiilen. Die drei haufigsten Methoden
nach Luttmann et al. (2014), Hallbach! (2006)), Janeway & Travers (1995), Leng &
Sabatier (2016]) sind:

Adsorption der freien Bestandteile Bei der Adsorption werden die freien Be-
standteile an eine bestimmte Oberfliche gebunden. Eine schnelle und ko-
stengiinstige Methode besteht aus der Zugabe von Dextran-umhiillter Aktiv-
kohle. Die Probe wird inkubiert und anschlieBend zentrifugiert. Im Uberstand
befinden sich die gebundenen Komplexe, die abpipettiert werden kénnen. Es
gibt zahlreiche Substanzen, die sich fiir die Adsorption eignen. Fiir die Bin-
dung von Peptidhormonen wie OT werden héufig Silikate benutzt, aber auch

Ionenaustauschergels oder Talkumpuder finden dabei Anwendung.

Priazipitation des Antigen-Antikorper-Komplexes Die beliebteste Technik zur
Préazipitation ist der doppelte Antikorper. Bei dieser Methode wird ein zwei-
ter Antikorper benutzt, der an den Fe-Teil des ersten, antigenspezifischen An-
tikorpers andockt und so zwei Antigen-Antikorperkomplexe bindet. Es kommt
dadurch zur Ausfillung, was durch die Zugabe von 5% - 8% Polyethylengly-
col (PEG) begiinstigt wird. Bei kleineren Molekiilen werden zum Ausfillen
Losungsmittel wie Ammoniumsulfat, Ethanol, Methanol oder Aceton verwen-
det. In diesem Fall ist das Prinzip abgeéndert. Die Ionen in diesen Substanzen
ziehen die Wassermolekiile an, was die Hydrathiille um die Proteine schéadigt.

Die Proteine verlieren dadurch ihre Loslichkeit und fallen aus.

Festphasentrennung Dies ist die modernste Methode zur Trennung der Antigen-
Antikorper-Komplexe von freien-ungebundenen Bestandteilen. Bei der Fest-

phasentrennung werden die gebundenen Komplexe durch Adsoprtion an ein
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festes Medium gebunden, anstatt wie bei der eingangs beschriebenen Tren-
nungsmethode die freien Bestandteile zu binden. Als Oberfliche bieten sich
dazu die Mikrotiterplatte oder die Reagenzrohrchen an, in denen die Mischung
und Inkubation der vorherigen Schritte statt gefunden hat. Nach abgelaufe-
ner Reaktion kann bei der Festphasentrennung der Uberstand leicht dekantiert

oder aspiriert werden.

Der néchste Schritt nach der Trennung der reagierten Komplexe von den unge-
bunden Molekiilen ist die Messung der Radioaktivitdt und somit der entstandenen
Komplexe. Je nach verwendetem Funktionsprinzip, d.h. ob die Sandwich-Methode
oder die kompetetive Methode angewendet wurde, unterscheidet sich die Interpre-
tation der registrierten Signale. Zur Signalmessung wird ein Szintillationszéhler be-
nutzt. Das Gerét kann die frei werdende radioaktive Energie in Photonen umwan-
deln, welche durch einen Fotomultiplier verstiarkt und detektiert werden. Die freiwer-
dende Energie, sowie die Photonen- und Lichtintensitédt verhalten sich proportional
zueinander. Wurden 7-Strahler verwendet, wird meistens ein Natriumiodid-Kristall
als Detektionsmedium angewendet. Bei der Verwendung eines [-Strahler als Radio-
nuklid wird ein Fliissigkeitsszintillationszéhler verwendet, da sich die S-Strahlung
aufgrund der hcheren Absorption an der Luft geringer ausbreitet. Im fliissigen Me-
dium iibertragt ein (-Teilchen seine Energie auf Losungsmolekiile, die diese weiter-
leiten. (Luttmann et al.|2014} Hallbach|2006)

3.5 Enzym-Linked-Immunosorbent-Assay

Der ELISA beruht auf den gleichen Funktionsprinzipien wie die in Kapitel be-
schriebenen Immunoassays. Um den ELISA durchfiihren zu kénnen wird eine Mikro-
titerplatte gewahlt, an die der Antikorper oder das Antigen durch Adsorption gebun-
den wird. Diesen Vorgang nennt man Coaten. Die Mikrotiterplatten werden haufig
aus Polysterol hergestellt, da dieses Material die Adsorption der Proteine aufgrund
von hydrophoben Wechselwirkungen am besten gewéhrleistet. Dies hat den Vor-
teil, dass diese Reaktion pH-Wert neutral ablduft. Dadurch kann ein Puffer gewéhlt
werden, der am wenigsten in die Integritéit der Antigene bzw. Antikorper eingreift.
Wichtig zu beachten ist, dass die Dichte der gebundenen Antigene oder Antikorper
nicht zu hoch ist, da sonst instabile Bi- bzw. Mulitlayer entstehen. Dieser Vorgang
dauert einige Stunden und wird in der Regel {iber Nacht inkubiert. Es gibt noch
andere Coating-Methoden wie z.B. die kovalente Kopplung. Diese sind jedoch sehr
zeitaufwandig und aufwéndig, so dass sie sehr selten benutzt werden. Wiahrend der

Etablierung eines neuen ELISAs sollte viel Wert auf das Austitrieren der Antikérper
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und Enzymkonjugate gelegt werden. Als problematisch wahrend der Durchfithrung
eines ELISA stellt sich die Hintergrundaktivitéit von unspezifisch adsorbierten en-
zymmarkierten Antikérper- oder Antigenmolekiilen dar. Je nach ELISA-Testkit gibt
es unterschiedliche Methoden zur Abblockung freier Bindungsstellen. Dieser Schritt
stellt einen essenziellen Bestandteil zur Qualitétssicherung des ELISAs dar. (Lutt-
mann et al.|2014} |Janeway & Travers|[1995| Bruhn et al.|2011))

Die Auswahl des geeigneten Enzyms spielt eine entscheidende Rolle fiir die Qua-
litét der mittels ELISA durchgefithrten Messungen. Das Enzym sollte bei 3 °C - 37°C
stabil sein, eine hohe Enzymaktivitit aufweisen und sich einfach und reproduzier-
bar an die Antigene bzw. Antikérper koppeln lassen. Die gingigsten Enzyme sind
Meerrettich-Peroxidase, Alkalische Phosphatase, S-Galaktosidase sowie Glukoseoxi-
dase. Die Analyse der Enzymaktivitét erfolgt durch colorimetrische, fluorimetrische
oder luminometrische Methoden. Die Auswahl der geeigneten Methode beruht auf
der technischen Ausstattung sowie den Gegebenheiten des Untersuchungsmaterials.
So hat die colorimetrische Methode den Vorteil, dass die Endprodukte sehr stabil
nach Ablauf der Reaktion sind und die Auswertung photometrisch iiber die Mi-
krotiterplatte ablauft. Fluorimetrische und luminometrische Methoden zeigen eine
wesentlich hohere Sensitivitét allerdings auf Kosten der Stabilitdt der Endprodukte.

Zusatzlich benotigen sie weniger Probenmaterial.

3.6 Andere Analysemethoden zur quantitativen

Oxytocinbestimmung

Die tiberwiegende Mehrheit der Studien benutzt entweder RIA oder ELISA, da diese
beiden Methoden schon fiir eine Vielzahl an Hormon- und Peptidbestimmungen
validiert sind und wissenschaftlich belastbare Ergebnisse liefern. In jiingster Zeit
haben einige Forschungsgruppen damit begonnen, auch andere Analysemethoden
zur OT-Quantifizierung zu erproben.

Die Arbeitsgruppe um Ole Kristian Brandtzaeg von der Universitit Oslo/Norwe-
gen hat begonnen mit Hilfe der Nano-Fliissigkeitschromatographie-Massenspektro-
metrie (Nano-LC-MS) OT-Werte in Plasma und Serum zu bestimmen (Brandtzaeg
et al.|2016)). Das Paper beschreibt den Einsatz von RIA und ELISA in der Diagnostik
kritisch und sieht in der Massenspektrometrie eine geeignete neue Alternative. Laut
den Autoren findet sich OT im Blut iiberwiegend in an Plasmaproteine gebunde-
ner Form. Durch einen Reduktionsschritt mit anschlieSender Alkylierung wird diese

Bindung aufgebrochen, was fiir die Autoren den Schritt der Extraktion ersetzt. Sie
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sind davon iiberzeugt, dass dies dem eigentlichen OT-Gehalt im Blut entspricht und
sehen daher Verfahren als kritisch an, bei denen nur der freie Anteil des OTs im
Plasma gemessen wird. Daran anschliefend beschreibt die Studie eine Massenspek-
trometrie im single ion monitoring mode (SIM). Bei diesem Verfahren werden die
Bestandteile des Blutes anhand ihrer molekularen Masse getrennt. Da es noch keine
validen Ergebnisse in Bezug auf dieses Verfahren bei der Messung von Blut und
seinen Bestandteilen gibt, wollen die Autoren die Nano-LC-MS auf Basis der Pro-
teomik durchfithren und etablieren. Die im direkten Vergleich mit RIA und ELISA
deutlich erhohten Messwerte erklaren die Autoren dadurch, dass bei ihrem Verfah-
ren das gesamte, ggf. gebundene, OT aus dem Plasma gemessen wurde und nicht
nur die freien OT-Bestandteile. Die Argumentation der Autoren scheint schliissig
zu sein, allerdings widerspricht die Hohe der in der Studie gemessenen Werte al-
len anderen Studien, die bereits zum OT-Gehalt im Plasma durchgefiihrt wurden
(vgl. Kapitel . Dies ist eventuell durch den hier zum ersten Mal beschriebenen
Reduktions-/Alkylierungsschritt erklérbar.

Mabrouk & Kennedy (2012) untersuchten ebenfalls, wie die LC-MS zur OT-
Analyse eingesetzt werden kann. Das Probenmaterial fiir diese Studie wurde mit
Hilfe der intracerebralen Mikrodialyse bei mannlichen erwachsenen Ratten gewon-
nen. Den Vorteil der LC-MS gegeniiber eines RIA zur OT-Bestimmung sehen die
Autoren darin, dass sowohl OT als auch AVP gleichzeitig aus einer Probe gemessen
werden konnen. Zudem sei die Methode sensitiver und kénne OT bereits im Be-
reich von 0,01 fg bestimmen. Bei dieser Studie werden strukturell dhnliche Peptide
chromatographisch getrennt und in einem mehrstufigen Massenspektrometer in ihre
eindeutig ionisierten Teile fragmentiert. So konnen mehrere Peptide aus einer Probe
analysiert und das Problem der Kreuzreaktion vermieden werden, da jedes Peptid
ein einmaliges Streuungsmuster aufweist. Die Vorbereitung, wie z.B. die Extrakti-
on der Proben, entfillt und der zeitliche Aufwand des Tests ist geringer, da lange
Inkubationszeiten wegfallen. Die Autoren sehen ihr Verfahren als eine sensitive und
reliable Methode zur OT- und AVP-Quantifizierung an. Leider wurde bei dieser Stu-
die kein direkter Vergleich mit Messwerten des RIA oder ELISA durchgefiihrt, was
die Aussagekraft einschrénkt (McCullough et al.|2013).

Da ein Massenspektrometer nur in sehr spezialisierten Laboratorien vorhanden
ist und die Anschaffung im Moment noch sehr teuer sowie aufwéndig ist, wird der
routineméfige Einsatz zur OT-Messung nicht zeitnah moglich sein. Die Moglich-
keit hierzu besteht eventuell in einigen Jahren, wenn durch den technologischen
Fortschritt die Geréte giinstiger und als Standardgeréte essentiell fiir die Routi-

nediagnostik werden. Zudem miissten noch mehr Studien unter Einsatz der Mas-
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senspektrometrie durchgefiithrt werden. |Zhang et al.| (2011) sehen im Moment noch
Schwierigkeiten eine geeignete Pufferlosung auszuwihlen, um die Standardkurve zu
messen, was zu groflen Problemen aufgrund von Beeinflussung durch andere Ma-
trixbestandteile fithrt. Die Autoren der Studie sehen noch keine ausreichend hohe

Sensitivitdat und Spezifitdt beim Einsatz der Massenspektrometrie.

3.7 Aktueller Stand der Forschung

Dieses Kapitel gibt einen Uberblick iiber die momentane Lage zwischen ELISA und
RIA vergleichenden Studien. Mit steigendem Interesse an OT begann auch das Inter-
esse nach geeigneten Analysemethoden. Dabei gelten Immunoassays, insbesondere
der ELISA und RIA, als die Verfahren der Wahl. Um vergleichbare Forschungser-
gebnisse zu erhalten und daraus allgemein giiltige Schliisse auf das Sozialverhalten,
die Physiologie des menschlichen Gehirns und die Entstehung von psychischen Er-
krankungen ziehen zu konnen, ist es wichtig eine verléssliche Analysemethode fiir
die OT-Bestimmung aus dem Plasma zu finden und zu validieren (McCullough et al.
2013}, Leng & Sabatier|2016). Aus ethischen und praktischen Griinden fokussiert sich
die Forschung an menschlichen Probanden/-innen hier auf die Messung des OTs im
Blutplasma und ggf. in Urin und Speichel. Deswegen konzentriert sich dieses Kapitel
ebenfalls auf Studien basierend auf menschlichen Plasmaproben. Andere Studien, die
ihr Probenmaterial aus Liquor oder Mikrodialyse gewonnen haben (Neumann et al.
2013, |Carter et al.|[2007), werden hier nicht aufgefiithrt. Aufgrund von vielen unter-
schiedlichen Methoden zur Quantifizierung von OT ist die Vergleichbarkeit zwischen
einzelnen Studien haufig schwierig (Szeto et al.2011)). Bis heute ist die Studienlage
uneindeutig, welches die aussagekriftigste Methode mit der grofiten Spezifitdt und
Sensitivitét ist.

Die meisten Studien kommen zu dem Schluss, dass unextrahierte und extrahier-
te Proben nicht miteinander vergleichbar sind. In nicht extrahierten Proben werden
andere molekulare Bestandteile gemessen, die nicht zu OT gehoren (McCullough
et al.[[2013, Szeto et al.|[2011, Robinson et al. 2014} Leng & Sabatier|2016). Szeto
et al.|(2011) sehen die Extraktion als kritische Variable an, um akkurate Messwer-
te zu erhalten. Die OT-Werte in nicht extrahiertem Plasma zeigen 100mal hohere
Werte als im extrahierten Plasma, jedoch besteht keine Korrelation zwischen den
beiden Messwerten (McCullough et al.|2013, Szeto et al.[|2011], |Robinson et al.[[2014],
Christensen et al.|2014). Eine Erklarung dafiir sehen die Autoren der verschiedenen
Studien in einem Zerfall der OT-Molekiile in einzelne Epitope und Kompartimen-

te, die fraglich biochemisch aktiv sind. Eine weitere mogliche Ursache sind andere
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Molekiile mit unbekannter physiologischer Aktivitdt im menschlichen Korper, die
aufgrund von &hnlichen Eigenschaften als OT erkannt werden (McCullough et al.
2013|, Szeto et al. 2011} Robinson et al. 2014} |Christensen et al. 2014]).

Leng & Sabatier| (2016)) erhalten beim Vergleich von ELISA und RIA auf Basis
extrahierter Proben Werte in einem #hnlichen Bereich. Allerdings ist der ELISA
nicht ganz so sensitiv fiir niedrigere Werte. Sie sehen einen validen und realistischen
Bereich fir OT im Plasma zwischen 1 pg/ml und 50 pg/ml. Die Autoren dieser Stu-
die kritisieren den ELISA von Enzo Life Science scharf, da es zu vielen Matrix-
effekten kommt und die Firma vorschldgt die Proben zu verdiinnen, um plausible
und valide Werte zu erhalten. Die Verdiinnung miisste jedes Labor jedoch selbst
bestimmen, was zu unterschiedlichen Schwankungen der Messwerte und nicht ver-
gleichbaren Ergebnissen zwischen den einzelnen Studien und Laboratorien fiihrt. Im
direkten Vergleich mit anderen Assays sind die Werte des Enzo Life Science ELISAs
trotz Verdiinnung in einem unrealistisch hohen Bereich von 1000 pg/ml (Leng &
Sabatier|[2016). Die Autoren der Studie sehen darin keine Plausibilitéit, da die OT-
Produktionsrate sehr hoch sein miisste und die OT-Halbwertszeit im menschlichen
Blut lediglich zwei Minuten betragt.

Kramer et al.| (2004)) benutzten den ELISA mit verdiinnten Proben und verdiinn-
ten die Proben parallel zur Standardkurve. Die Autoren erachten ihre Werte als bio-
logisch valide, jedoch sind diese hoher als Werte, die mittels RIA aus extrahierten
Proben gemessen wurden. Die Autoren begriinden ihre Annahme mit einer quan-
titativen Riickgewinnung von OT. Sie haben Plasma mit OT gespiket und Werte
gemessen, die den zu erwartenden Werten entsprechen.

Abschlieend kann gesagt werden, dass die meisten der beschriebenen Studien zu
dem Schluss kommen, dass die Plasmaproben vor ihrer Analyse extrahiert werden
miissen, um valide Ergebnisse zu erhalten. Allgemein gilt der Radio-Immunoassay
als sensitiver und spezifischer, da es dabei zu weniger Kreuzreaktionen mit den mar-
kierten Enzymen kommt und niedrigere Werte im Bereich von 1 pg/ml bis 10 pg/ml

gemessen werden konnen, auch waren die Werte haufiger replizierbarer.



Kapitel 4
Versuchsaufbau

Die Versuchsdurchfiihrung ist in drei Teile gegliedert. Als erstes wird ein Telefonin-
terview mit den Interessentinnen durchgefiihrt, um psychische Erkrankungen auszu-
schlieen sowie offene Fragen der Interessentin zu kldren. Daran schlieflen sich psy-
chologische Fragebogen an, die den Probandinnen per Post zugeschickt wurden. Der
letzte Teil besteht aus der Testung, die in der Klinik fiir Psychiatrie und Psychothe-
rapie an einem Vormittag nach Absprache mit der jeweiligen Probandin praktiziert
wird. Die Rekrutierung und die Zusammensetzung der Gruppe der gesunden Test-
personen wird in Kapitel dargestellt. Der Ablauf am Tag der Testung wird in
Kapitel beschrieben. Dabei kommt das in Kapitel beschriebene Cyberball-
Paradigma zum Einsatz, um eine soziale Ausschlusssituation zu simulieren. Kapi-
tel 4.3 beschreibt detailliert den Ablauf und die vorgenommenen Modifizierungen des
Paradigmas. Kapitel beschreibt die Durchfiihrung der Assays zur Bestimmung

von OT-Werten aus dem gewonnenen Plasma.

4.1 Testpersonen

Die Gruppe der gesunden weiblichen Probandinnen besteht aus 43 Personen im Al-
ter zwischen 18 und 32 Jahren (M=24,32; SD=3,22). Diese Probandinnen sind auch
als gesunde Kontrollgruppe in [Reinhard et al.| (2021)) enthalten. Zum Zeitpunkt der
Erstellung dieser Arbeit lagen nur Messwerte, mittels RIA analysiert, fiir 20 Proban-
dinnen im Alter zwischen 19 und 30 Jahren (M=24,10; SD=2,69) vor. Alle getesteten
Probandinnen haben die Schule mit dem Abitur abgeschlossen, die Gesamtdauer ih-
rer Bildung betrug zwischen 12,5 und 22 Jahren (M=17,17; SD=2,59).
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4.2 Versuchsdurchfiihrung

4.2.1 Rekrutierung und Probandenauswahl

Die Testpersonen wurden durch Aushénge (Kapitel in Miinchener Univer-
sitdten (Ludwig-Maximilians-Universitéit, Technische Universitdt Miinchen, Frese-
nius Hochschule) sowie iiber soziale Medien rekrutiert. Zu den Einschluss- und Aus-
schlusskriterien zdhlen Alter, Geschlecht, psychische sowie korperliche Gesundheit
und keine regelméflige Medikamenten- oder Drogeneinnahme. Ausgenommen hier-
von sind hormonelle Kontrazeptiva. Da in einer anschliefenden Studie Patientin-
nen mit Borderline-Diagnose untersucht werden sollen, wurden in dieser Studie nur
weibliche Teilnehmerinnen untersucht, um deren Ergebnisse mit den Ergebnissen
der Borderline-Patientinnen vergleichen zu kénnen. Der Anteil der Patientinnen mit
Borderline-Diagnose, die sich in der Psychiatrie einer Behandlung unterziehen, ist
signifikant hoher als der Anteil der méannlichen Patienten (Skodol & Bender | 2003)).
Das typische Behandlungsalter von Borderline-Patientinnen ist zwischen 18 bis 35
Jahren (Bohus & Kroger |2011)). Entsprechend lag die Altersgrenze fiir die Studien-
teilnahme ebenfalls zwischen 18 und 35 Jahren.

Besonders die psychische Gesundheit der Teilnehmerinnen ist fiir diese Studie
entscheidend (vgl Kapitel . Vergangene psychotherapeutische Behandlungen
der Probandinnen mussten daher vor mindestens zehn Jahren abgeschlossen worden
sein. Somit ist insbesondere auch die Einnahme von Psychopharmaka und Benzo-
diazepinen ein Ausschlusskriterium fiir die Versuchsteilnahme.

Auf somatischer Ebene ist es wichtig, dass keine hormonellen Erkrankungen
vorliegen. Neben allgemeinen Fragen zum physischen Befinden wurden die Inter-
essentinnen explizit nach einer Hypothyreose gefragt. Denn gerade ein erhohter
TSH-Spiegel (Thyreoidea-stimulierendes Hormone) wie er bei einer Hypothyreose
vorkommt, wirkt als Inhibitor auf die Oxytocin-Biosynthese (Ciosek & Izdebska
2009). Im Falle einer therapierten Hypothyreose mit seit einem Jahr stabilen TSH-
Werten im Normbereich durfte die Interessentin an der Studie teilnehmen. Um keine
Wechselwirkungen zu provozieren, wurden Personen mit chronischen sowie akuten
Infektionskrankheiten (vgl. Kapitel ausgeschlossen. Zudem wird die Proban-
din wahrend des Cyberball-Paradigmas in eine Stresssituation gebracht, welche sich
negativ auf den Gesundheitszustand auswirken konnte.

Der Einfluss von Ostrogen auf die Oxytocin-Freisetzung ist gut untersucht (Mc-
Carthy 1995, Landgrat & Neumann| 2004)). Die Einnahme von hormonellen Kon-
trazeptiva ist daher ein Einschlusskriterium fiir die Studie und erhcht sogar den in

Frage kommenden Testungszeitraum wahrend des Monatszyklus. Durch die hormo-
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nellen Kontrazeptiva wird ein gleichbleibender Hormonspiegel im Korper hergestellt,
sodass die Freisetzung von OT dadurch unbeeinflusst bleibt. Keine Einnahme von
Kontrazeptiva stellt allerdings kein Ausschlusskriterium dar. Des Weiteren wird vor-
ausgesetzt, dass die Probandin am Morgen vor der Testung weder Koffein zu sich
nimmt noch raucht. Koffein und Nikotin stimulieren die Produktion und Freisetzung
von Adrenalin, welches eine inhibitorische Wirkung auf die Ausschiittung von OT
entfaltet (MacDonald et al.|2011)). Eine inhibitorische Wirkung auf die Oxytocinfrei-
setzung lésst sich auch beim Konsum von Cannabinoiden beobachten. Deshalb darf
die Probandin mindestens drei Monate vor der Testung kein Cannabis konsumieren
(Tasker|2004)).

4.2.2 Telefonscreening

Nach der Rekrutierung potentieller Probandinnen wurde zunéchst ein Termin fiir
ein telefonisches Interview vereinbart. Dieses Interview dient dazu den Probandin-
nen den genauen Ablauf des Versuchs zu erkldren, die Ein- und Ausschlusskriterien
zu besprechen sowie die Eignung der Probandin festzustellen. Dazu werden Scree-
ning Fragebogen benutzt, um eine Tendenz in Richtung momentaner psychischer
Erkrankung festzustellen. Das Interview dauert ca. 90 Minuten. Um frei sprechen
zu konnen und ehrliche Antworten von der Probandin zu erhalten, wird die Pro-
bandin gebeten in einer ungestorten Umgebung zu telefonieren. Alle Angaben der
Probandinnen wurden stets geméaf der drztlichen Schweigepflicht und geltenden Da-
tenschutzrichtlinien behandelt.

Als erstes wurden die soziodemographischen Daten abgefragt (s. Kapitel .
Danach schliefit sich der Beck-Depressions-Inventar (BDI) an (Hautzinger et al.
2006). Es handelt sich dabei um einen Selbstbeurteilungsbogen zur Erfassung ei-
ner schweren depressiven Symptomatik. Das BDI erfasst die Stimmung der letzten
zwei Wochen. Es werden dabei 21 Symptome abgefragt mit jeweils vier Aussagen
zum Schweregrad des Symptoms. Laut S3-Leitlinie fiir unipolare Depressionen gilt
ein Wert von 13 oder mehr als leichte Depression. Darunter gilt die Probandin ent-
weder als gesund oder klinisch unauffillig bzw. remittiert. In dieser Studie werden
Interessentinnen ab einem Wert von 13 Punkten ausgeschlossen.

Als néchster Fragebogen folgt der Screening Fragebogen der International Perso-
nality Disorder Examination (IPDE) nach Loranger| (1999)). Es handelt sich dabei um
ein halbstrukturiertes klinisches Interview zur Erfassung von Personlichkeitsstérun-
gen im Sinne der DSM-IV und ICD-10. Es wird von der World Health Organiza-
tion als offizielles Diagnoseinstrument empfohlen. Der erste Teil besteht aus einem

Screening-Fragebogen mit 59 Fragen. Bei einem positiven Ansprechen auf das Raster
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einer Storung sollte das weitergehende Interview fiir diese Stérung folgen. Der Fra-
gebogen unterscheidet dabei acht Typologien von Personlichkeitsstorungen. Da in
einem anschlieBenden Versuch die gesunden Probandinnen mit Patientinnen mit ei-
ner emotional-instabilen Personlichkeitsstorung vom Borderline Typ verglichen wer-
den sollen, ist es wichtig Personen mit Personlichkeitsstérungen aus der gesunden
Vergleichsgruppe auszuschliefen wie in Kapitel beschrieben wurde. Im Falle
eines positiv ausgeschlagenen Items wurde ein Interview, fiir die durch das Item an-
gezeigte Personlichkeitsstorung gefiihrt. Ziel des Telefoninterviews war es nicht eine
klinische Diagnose einer Personlichkeitsstorung zu stellen, was aufgrund eines Tele-
fongespréchs nicht moglich ist. Es sollten lediglich Tendenzen in eine entsprechende
Richtung festgestellt werden, wonach eine mogliche Stérung nicht mehr auszuschlie-
Ben ist und die psychische Gesundheit der Probandin nicht zweifelsfrei festgestellt
werden kann. Demnach fiithrten positiv ausgeschlagene Items zum Ausschluss der
Interessentin aus der Studie.

Als dritten und letzten Fragebogen fragt die Studienleiterin das Strukturierte
klinische Interview (SKID I) nach |Wittchen et al. (1997)) ab, um bei der Probandin
Anzeichen méglicher psychischer Stérungen der Achse-I nach DSM-IV festzustel-
len. Darunter versteht man Affektive Storungen, Psychotische Storungen, Storungen
durch psychotrope Substanzen, Angststorungen, Somatoforme Stérungen, Essstorun-
gen und Anpassungsstorungen. Genauso wie beim IPDE wird zuerst ein Screening-
Fragebogen mit zwolf [tems abgefragt. Bei einer bejahenden Antwort wird ein Inter-
view angeschlossen, wobei nur bejahte Teilgebiete interviewt werden. Der Ausschluss
erfolgte, bei weiteren positiven Angaben zu dem betreffenden Item.

Am Ende des Telefoninterview wird ein Termin fiir die Testung vereinbart, sofern
sich die Probandin als geeignet herausstellt und gerne an der weiteren Testung teil-
nehmen mochte. Die Probandin wird gebeten vor der Testung noch eine Reihe wei-
terer Fragebogen auszufiillen, die ihr postalisch zugesandt werden. Die zugesendeten
Fragebogen sind in Kapitel aufgelistet. Hier wird nicht ndher darauf eingegan-
gen, da sie nicht der Probandenauswahl dienen und die Antworten der Probandinnen

in dieser Arbeit nicht ausgewertet werden.

4.2.3 Tag der Testung

Da die Ausschiittung von OT durch Ostrogen beeinflusst wird (Landgraf & Neu-
mann|2004), gibt es nur wenige Tage wihrend des Zykluses, an denen eine Testung
sinnvoll ist. Der mogliche Testungszeitraum liegt zwischen dem fiinften und zwolf-
ten Zyklustag, sofern keinerlei hormonelle Kontrazeption eingenommen wird. Bei

Einnahme hormoneller Kontrazeption mit einer einwéchigen Pause konnen die Pro-
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Abbildung 4.1: Schematische Ubersicht iiber den Ablauf der Testung. Blaue Recht-
ecke zeigen dabei Aktivitdten der Versuchsleiterin an, wéhrend griine Rechtecke
Aktivitdten der Probandin signalisieren. Blutentnahmen finden zu Zeitpunkten mit
roten Bereichen statt. Wichtige Zustinde im Cyberball-Paradigma werden durch
gelbe Markierungen hervorgehoben. Der Zeitpunkt 7'0 markiert den Beginn des

Cyberball-Paradigmas, der Zeitpunkt 71 dessen Ende.
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bandinnen zwischen dem dritten und achtzehnten Einnahmetag getestet werden.
Bei hormoneller Kontrazeption ohne Pause ist jeder Tag moglich. Um eine optimale
Blutabnahme zu gewéhrleisten und mogliche Kreuzreaktionen auszuschlieen, wird
die Probandin gebeten am Vorabend der Testung keinen Alkohol zu trinken und
am Morgen vor der Testung kein Nikotin oder Koffein zu konsumieren. Es wird ihr
geraten viel Fliissigkeit in Form von Wasser oder Tee zu sich zu nehmen, sowie ganz

normal zu friihstiicken.

Abbildung 4.1] gibt einen schematischen Uberblick iiber die wichtigsten Elemente
im Testungsverlauf. Ziel des Testungstages ist die Blutentnahme bei der Probandin
zu sechs definierten Zeitpunkten, wiahrend sie durch das Cyberball-Paradigma in ei-
ne soziale Ausschlusssituation gebracht wird. Dem vorgelagert und nachgelagert fiillt
die Probandin noch einige Fragebogen aus (s. Kapitel und wird von der Stu-
dienleiterin {iber etwaige Risiken aufgekldrt. Nach Spielende erfolgt die Aufklarung

dariiber, dass der soziale Ausschluss lediglich simuliert war.

Das Labor besteht aus zwei nebeneinander liegenden Raumen, die durch eine Ver-
bindungstiir miteinander verbunden sind. Im Testungsraum steht ein Schreibtisch
mit einem Desktop-Computer an der Wand, die die beiden Rdumen von einander
trennt. Die Probandin sitzt am Schreibtisch mit Blick zur Wand. Der Raum ist
karg eingerichtet, um eine reizarme Umgebung zu schaffen und die Probandin nicht
durch duBere Reize abzulenken. Sie wird gebeten ihr Telefon auszuschalten sowie ih-
re personlichen Sachen auf einem Stuhl auflerhalb ihrer Reichweite fiir die Dauer des
Versuchs zu platzieren. Neben dem Bildschirm linksseitig in der Wand befindet sich
ein kleines Loch mit ca. 5 cm Durchmesser, das in das andere Labor fithrt. Vor dem
Loch auf der anderen Seite ist eine Arbeitsplatte montiert, vor der die Versuchslei-
terin sitzt. Auf dem Schreibtisch liegt die Computertastatur und rechts daneben die
Maus. Dieser Versuchsaufbau ist in Abbildung fotografisch dokumentiert. Neben
der Maus steht eine Klingel, die von der Probandin geldutet wird, sobald sie sich
in das Spiel einwihlt (Zeitpunkt 70 in Abbildung und nachdem sie das Spiel
beendet (Zeitpunkt 7'1 in Abbildung [4.1)).

Die Testung findet immer vormittags zur gleichen Uhrzeit statt, da OT der zirka-
dianen Freisetzung mit Hohepunkt am Vormittag unterliegt (Landgraf et al.||1982).
Durch einen identischen Startzeitpunkt fiir die Testungen soll die Vergleichbarkeit
der Oxytocinwerte gewéhrleistet werden. Die Studienleiterin trifft gegen 8:00 Uhr
im Labor ein, um den Versuch vorzubereiten, bevor die Probandin um 8:30 Uhr er-
scheint. Sobald die Probandin eingetroffen ist, erhilt sie als erstes eine Einverstand-
niserklarung zur Unterzeichnung, sowie ein Formular zur Erfassung ihrer Konto-

und Kontaktdaten. Da wahrend der Testung eine Blutabnahme durchgefiihrt wird,
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Abbildung 4.2: Versuchsaufbau aus der Perspektive der Probandin. Links hinter
dem Bildschirm ist der Durchlass zum Nebenraum, in dem sich die Versuchsleiterin
befindet.

was eine invasive Mafinahme darstellt, erhélt die Probandin fiir ihre Teilnahme eine
Aufwandsentschadigung von 60€. Nachdem die Formulare ausgefiillt sind, werden
noch offene Fragen der Probandin gekléart. Gegen 8:40 Uhr legt die Versuchsleiterin
der Probandin einen rosa Venenverweilkatheter, bevorzugt in die linke Vena cubiti.
Der Venenverweilkatheter wird an einen durchsichtigen Plastikschlauch angeschlos-
sen und zuvor mit 10ml NaCl gespiilt, um sicher zu gehen, dass die Vene richtig
getroffen wurde. Der Schlauch ist ebenfalls mit 0,9 % NaCl-Losung gefiillt. Der Pla-
stikschlauch wird durch das Loch in der Wand in das andere Labor geschoben und
auf der anderen Seite iiber einen Drei-Wege-Hahn mit einer 50 ml Spritze, die in
einen Perfusor eingespannt ist, angeschlossen. Das Schlauchsystem wird mit Hilfe

eines Perfusors mit 20 ml/h durchgespiilt, um Koagulationen zu vermeiden. Dieser
Teil des Versuchsaufbaus ist in Abbildung [.3] dargestellt.
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Abbildung 4.3: Versuchsaufbau aus der Perspektive der Versuchsleiterin. Abgebildet
ist das Schlauchsystem mit dem Perfusor und dem Drei-Wege-Hahn.

Nach Legen des Venenverweilkatheters wird die betreffende Probandin alleine
im Testungsraum zuriick gelassen. Die Studienleiterin setzt sich vor die Arbeits-
platte mit der oben beschriebenen Apparatur. Vor Spielbeginn wird die Emotion
Scale sowie das Assessment of Aversive Inner Tension abgefragt, um die momentane
Gefiihlslage der Probandin zu ermitteln dazu vgl. Kapitel Anschlielend werden
der Probandin Kreuzwortritsel angeboten, um die verbleibende Zeit zum Spielbe-
ginn zu iiberbriicken. Wahrend die Probandin die Fragebogen und Kreuzwortrétsel
ausfiillt, erfolgen zwei Blutabnahmen, um eine Baseline der Oxytocinwerte zu be-
stimmen. Da Oxytocinwerte grofien interindividuellen Schwankungen unterliegen,
wird ein Ausgangswert benotigt um die Verdnderungen der Oxytocinwerte im Ver-
lauf der Testung genauer einordnen zu kénnen. Die Zeitpunkte 10 min und 20 min
wurden gewéhlt, um einen ausreichenden zeitlichen Abstand zum Legen des Ka-
theters zu gewéhrleisten. Fiir manche Menschen bedeuten Nadeln einen erhéhten
psychischen Stress. Daher wurde auf einen ausreichend langen Zeitraum zwischen
dem Legen der Nadel und dem Beginn des Ausschlussparadigmas geachtet, um die
Validitédt der Untersuchungsergebnisse nicht aufgrund des kurzen Schmerzes und der

damit verbundenen psychischen Stressantwort zu gefdhrden.

Nach der zweiten Blutabnahme beginnt die Probandin mit dem Computerspiel
Cyberball (s. Kapitel, ein Ballspiel, das einen sozialen Ausschluss simuliert. Die
Probandin wird gebeten zu klingeln, sobald sie die Einleitungstexte des Cyberball-
Paradigmas gelesen hat und mit dem eigentlichen Spiel beginnt. Die dritte Blutab-
nahme erfolgt 7min nach Spielbeginn zu einem Zeitpunkt, nachdem die Probandin

iiber mehrere Minuten einem partiellen sozialen Ausschluss ausgesetzt war. Zeit-
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gleich beginnt das Spiel mit der Simulation eines vollsténdigen sozialen Ausschlusses
durch die beiden Mitspielerinnen. Nach Abschluss des Spiels klingelt die Proban-
din erneut als Signal fiir die néchste Blutabnahme. Die néchsten 40 min fiillt die
Probandin die restlichen Fragebogen aus und 16st weitere Kreuzwortréatsel, um die
Zeit bis zur letzten Blutabnahme zu iiberbriicken. Bei den Fragebdgen nach Spie-
lende handelt es sich um die gleichen beiden Fragebogen wie vor dem Spiel, um
einen Pra-Post-Vergleich erstellen zu konnen. Zusétzlich werden das Needs-Treat-
Questionnaire und das Questionnaire on Behavioural Intentions von der Patien-
tin ausgefiillt. Die Fragebogen werden in Kapitel néher erldutert. Nach Ende
der Versuchsdurchfiithrung erhélt die Probandin eine Aufklirung und Fragen zur
Glaubwiirdigkeit des Experiments sowie ein Gesprichsangebot, um noch offene Fra-

gen zu kldren und eventuell entstandenen Redebedarf zu adressieren.

4.2.4 Blutentnahmen

Wiéhrend der Testung werden zu folgenden Zeitpunkten Blut abgenommen:
Messung la: 10min nach Legen des Venenverweilkatheters
Messung 1b: 20 min nach Legen des Venenverweilkatheters

Messung 2: 7min nach Spielbeginn, Probandin war 5 min einem partiellen sozia-

len Ausschluss ausgesetzt

Messung 3: Spielende, Probandin war 2min einem vollstdndigen sozialen Aus-

schluss ausgesetzt
Messung 4: 15min nach Spielende
Messung 5: 40 min nach Spielende

Die Entnahmezeitpunkte 1b, 3, 4, und 5 entsprechen denen der anderen Studien
der Arbeitsgruppe (Jobst et al.| 2014, 2016|, [Reinhard et al.|[2021)). Die Blutabnah-
mezeitpunkte la sowie 2 wurden bei diesem Versuch erstmalig eingefiihrt. Die neuen
Entnahmezeitpunkte sollen kléren, ob signifikante Unterschiede zwischen den Mes-
sungen nach dem partiellen Ausschluss (Messung 2) und dem kompletten Ausschluss
(Messung 3) bestehen. Pro Blutabnahme werden 10 ml entnommen. Dazu wird der
Perfusor pausiert und das Blut iiber den Drei-Wege-Hahn abgenommen. Die ersten
3 ml werden verworfen, da sie durch das NaCl im Schlauch verdiinnt sind. Nach der

Abnahme werden der Drei-Wege-Hahn sowie der Schlauch mit 10 ml NaCl gespiilt,
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um die verbleibenden Blutreste zu entfernen. Die restlichen 7ml des entnomme-
nen Blutes wurden auf zwei EDTA-Monovetten aufgeteilt. Die Monovetten wurden
vor der Versuchsdurchfithrung beschriftet und vorbereitet. Wahrend des gesamten
Versuchs werden sie im Kiihlschrank bei 4°C gelagert. Sobald das Blut iiber die
Spritzen abgenommen wurde und die EDTA-Monovetten befiillt sind, werden sie
wieder zuriick in den Kiihlschrank gestellt.

Den zur Messung mittels des ELISA bestimmten Monovetten wurde Aprotinin
zur Stabilisierung des Oxytocins zugesetzt. Dabei ist es wichtig die Monovette gut
zu schwenken und das Blut mit dem Aprotinin vollstdndig zu vermischen. Aprotinin,
frither auch unter dem Namen Trasylol bekannt, ist ein kompetitiver Serin-Protease-
Inhibitor, der stabile Komplexe mit den Enzymen formt und das aktive Zentrum
blockiert. Die Bindung ist reversibel und verhindert den Abbau des Hormons OT. Es
werden 125l pro 2,7 ml Monovette pipettiert. Das Vorgehen entspricht den Angaben
der Firma Sigma-Aldrich und erfolgt in Anlehnung an die Oxytocin-Messungen von
Emeny et al.| (2015). Die andere Monovette enthélt keinen Zusatz und wird fiir die
RIA verwendet (Neumann et al|2013). Nach der letzten Probenentnahme werden
alle Monovetten 10min bei 1300g und 4°C zentrifugiert. Im Anschluss wird das
Plasma abpipettiert und in Aliquots bei —80 °C bis zur weiteren Analyse durch den
ELISA oder den RIA gelagert.

4.3 Modifiziertes Cyberball-Paradigma

Der Nachteil des in Kapitel beschriebenen virtuellen Paradigmas von Wil-
liams et al. liegt in der eingeschrankten ckologischen Validitéit sowie in iibergangslo-
sen Wechsel zwischen Situationen des kompletten Einschlusses oder kompletten Aus-
schlusses. Dadurch lasst sich das Verhalten der Testpersonen, sobald diese komplett
ausgeschlossen werden, nicht mehr messen und untersuchen. In Zusammenarbeit
mit Torsten Wiistenberg von der Charite in Berlin wurde das Cyberball-Paradigma
weiterentwickelt, um die in Kapitel erwahnten Probleme zu minimieren.

In dem weiter entwickelten Paradigma gibt es drei neue Aspekte. Zum einen wur-
de die grafische Aufbereitung geéindert, um dadurch die Glaubwiirdigkeit zu erhchen.
Die Testperson hat den Eindruck als wiirde sich das Spiel in einem Browserfenster
offnen und das Spiel iiber das Internet gespielt werden. Dabei spielen die Testperso-
nen wie auch bei der urspriinglichen Version gegen den Computer. Als zweite grafi-
sche Neuerung wurden Fotos eingefiigt, die fiir jeden Mitspieler stehen. Die Fotos fiir
die zwei virtuellen Mitspieler sind von Mitarbeiterinnen der Forschungsgruppe, das

dritte Foto stammt von der Testperson selbst. Da in diesem Versuch nur weibliche



4.3 Modifiziertes Cyberball-Paradigma 47

_’/"@ CVBEFI‘B‘A‘LLZOIS-the x \+ ¥ Eﬂ%
& &  hitpsyfwwcyberball-study de ¢ | |- Googie Pl $ & €@ @ =

N

KLINIKUM

CHARITE

Sie Sie UNIVERSITATSMEDIZIN BERLIN

QE??\:‘] Universwtétsk\im’kuml

: :’%}f Hamburg-Eppendorf

UNIKLINIK
KOLN

#a5  Universititsklinikum
%2/ Jena

itspieler hinsichtlich ausgewshlter Eigenschaften B
und N itspie!

Abbildung 4.4: Cyberball: Startbildschirm mit den Instruktionen zum Spiel

Testpersonen getestet wurden, stammen auch die Fotos nur von weiblichen Mitarbei-

terinnen, um nicht durch das unterschiedliche Geschlecht einen weiteren Storfaktor

einzufiithren. Die grofite Neuerung im Vergleich zum Paradigma von [Williams et al.|
(2000) besteht im Konzept des partiellen Ausschlusses. Dabei wird die Testperson

zuerst nur von einer virtuellen Mitspielerin immer weniger angespielt, bis sie zum

Schluss ganz von ihr ausgeschlossen wird. Hier interessiert besonders das Spielver-
halten, ausgedriickt durch die Ballwiirfe der Testpersonen zu den Mitspielerinnen
in dieser Zeit. In einem anderen Teilprojekt der Studie wird dieses Spielverhalten
genauer untersucht und analysiert. Basierend auf der Social Reconnetion Hypothese
ist die Erwartungshaltung, dass die Probandinnen zunichst versuchen werden die
exkludierende Mitspielerin wieder anzuspielen und neurobiologisch dieser prosoziale

Annéherungsversuch von einer OT-Ausschiittung begleitet wird.

Die Durchfiihrung des Paradigmas findet, wie in Kapitel beschrieben, an
einem Desktop-Computer in einem reizarmen Testungsraum in der Psychiatrie statt.
Vor Eintreffen der Testperson wird das Computerspiel vorbereitet, so dass der Start-
bildschirm (s. Abbildung zu sehen ist, um die Glaubwiirdigkeit des Internet-
Settings zu gewéhrleisten. Dabei wird den Testpersonen der Eindruck vermittelt,
dass sich die anderen beteiligten Mitspieler ebenfalls in der Einwahlphase befinden.
Bevor das Ballspiel anfiangt, lesen die Probandinnen zunéchst die angezeigte Seite
mit Instruktionen iiber den Spielablauf. Neben den einfachen Regeln des Spiels erhal-

ten die Probandinnen zusatzlich eine Erklarung zur Spielsituation. Thnen wird dabei
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vermittelt, dass sie gegen zwei andere Mitspielerinnen an anderen Universitdten in
Deutschland spielen werden. Auf der ndchsten Seite erscheinen die beiden Bilder der
anderen Mitspielerinnen. Die Probandin wird gebeten die Mitspielerinnen unter den
Gesichtspunkten “sympathisch, vertrauenswiirdig, attraktiv, dominant und aggres-
siv” auf einer Intervall-Skala von “gar nicht” bis “sehr” zu bewerten. Abbildung [£.5]

zeigt diesen Bildschirm.
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Abbildung 4.5: Cyberball: Bewertung der Mitspielerinnen vor Spielstart

Nach der Bewertung der Mitspielerinnen wahlt sich die Probandin ins Spiel ein.
Es erscheint eine Animation, um den Aufbau der Verbindung zu simulieren (s. Ab-
bildung . Zu diesem Zeitpunkt klingelt die Probandin das erste Mal, um der
Studienleiterin zu signalisieren, dass sie den Einfithrungsteil abgeschlossen hat. Das
Spiel dauert insgesamt 9 min und besteht aus drei verschiedenen Teilen. In den er-
sten 2min erhélt jede der drei Mitspielerinnen zu je einem Drittel den Ball. In
den anschliefenden 5 min wird die Probandin schrittweise von einer der virtuellen
Spielerinnen ausgeschlossen. Diese Situation bildet den partiellen Ausschluss. Nach
diesen 7min findet die Blutabnahme 2 statt (vgl. Abbildung |4.1). W&hrend der
letzten 2 min wird die Probandin kein einziges Mal mehr angespielt, dies bildet den
kompletten Ausschluss. Eine typische Spielsituation ist in Abbildung [4.7] dargestellt.
Nach Beendigung des Ballspiels schliefit sich eine erneute Bewertung der Mitspiele-
rinnen an (Abbildung |4.5)), um durch den Spielverlauf verursachte Unterschiede in
der Bewertung zu erfassen. Sobald die Probandin die Bearbeitung des Paradigmas

abgeschlossen hat, klingelt sie erneut. Hiermit endet der Hauptteil des Versuchs.
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Abbildung 4.6: Cyberball: Einwahl in das Spiel, auf die untere Spielposition wird
das Bild der Probandin kopiert
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Abbildung 4.7: Cyberball: Typische Spielszene. Das Spiel wird mit der Maus ge-
spielt, durch links oder rechts Klick der Maus kann entweder die linke oder rechte
Mitspielerin angespielt werden. Die Anspielzahlen werden dabei erfasst und in an-
deren Teilstudien des Projektes zur Ergebnissmessung verwendet.
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4.4 Methoden zur Oxytocinbestimmung

Die Analyse der Blutproben erfolgte anhand eines ELISA-Kits (Enzo Life Science,
Deutschland) als kompetitiver Immunoassay (vgl. Kapitel im Labor der Psych-
iatrischen Klinik der LMU Miinchen. Der Assay wurde anhand der colorimetrischen
Methode visuell dargestellt. Die Proben wurden vor der Analyse durch den ELISA
nicht extrahiert. Dies stellt ein haufiges Anwendungsszenario des ELISA dar, sodass
die Ergebnisse des Methodenvergleichs fiir eine Reihe anderer Studien repriasentativ
sind. Alle Proben wurden als dreifach Ansatz angelegt, um eine interne Prézisions-
kontrolle zu erzielen. Die Mikrotiterplatte wird von der Firma Enzo Life Science
schon fertig mit spezifisch gegen Kaninchen-IgG gerichteten Ziegen- Antikorpern ge-
coated geliefert. Nachdem alle erforderlichen Reagenzien in die Mikrotiterplatte pi-
pettiert wurden, wird die Mikrotiterplatte iiber Nacht zwischen 18h bis 24 h bei
4°C im Kiihlschrank inkubiert. Das genaue Pipettierschema findet sich in der Ar-
beitsanleitung “Oxytocin ELISA Kit” Catalog #: ADI-900-153A. Die Inkubation
dient der Anlagerung und Bindung der OT-Antigene an den Antikorper. Anschlie-
Bend an die Inkubation wurden die ungebundenen Bestandteile durch dreimaliges
Waschen mit Hilfe des Waschpuffers entfernt. Es folgte die Zugabe des Substrates,
um die Antigen-Antikorper-Komplexe visuell darstellen zu konnen. Die Enzymreak-
tion wurde nach 60 min Inkubationszeit durch die Zugabe der Stopplésung beendet.

Anschlieend kann der ELISA sofort ausgelesen werden.

In ihrer Produktbeschreibung stellt die Firma Enzo Life Science klar, dass dieses
ELISA-Kit ausschliellich fiir Forschungszwecke verwendet werden darf und nicht
zum Einsatz in der Routine-Diagnostik geeignet ist. Dadurch unterliegt dieses Pro-
dukt niedrigeren Qualitdtsstandards. Die Firma weist weiter darauf hin, dass es
durch hohe Spiegel an stérendenden Substanzen zu Kreuzreaktionen oder Variatio-
nen in den Ergebnissen kommen kann. Des Weiteren empfiehlt Enzo Life Science die
Extraktion der Proben vor Durchfithrung des ELISA.

Der Radio-Immunoassay wurde von RIAgnosis Miinchen unter der Leitung von
Prof. Dr. Rainer Landgraf durchgefiihrt. Vor der Analyse erfolgte eine Extraktion
des OT's aus dem Plasma bei 4 °C, um stérende Proteine und Fragmente zu entfernen
(vgl. Kapitel . Es wurden 20mg, bei 700 °C Hitze-aktiviertes, LiChroprep Si 60
(Merck, Darmstadt) in 1 ml destilliertem Wasser aufgelost und zu jeder Probe hin-
zugefiigt. Die Probe wurde fiir 30 min gemischt und anschlieBend zentrifugiert. Nach
der Zentrifugation wurde die Probe zweimal mit destilliertem Wasser und 0,01 mol/1
Essigsdure gewaschen. Danach wurde die Probe fiir 30 min mit 60% Aceton gemischt

und eluiert. Das lyophilisierte Extrakt kann bis zur Analyse bei Raumtemperatur
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gelagert werden. (Neumann et al.2013] [Modi et al. 2014} |[Kagerbauer et al.[[2013)
Nach der Extraktion wurden die lyophilisierten Proben mit 0,05ml Assay-Puffer
gemischt. Der RIA von RIAgnosis ist standardisiert und wurde in zahlreichen Ver-
suchen in menschlichen und tierischen Studien validiert, um eine verldssliche Aussage
iiber die Bioverfiigbarkeit von OT treffen zu kénnen. Es wurde sowohl die zentrale
Freisetzung durch Mikrodialyse des Liquor als auch die periphere Freisetzung im
Plasma untersucht (Landgraf & Neumann/2004). Der verwendete Antikorper gegen
OT wurde in Kaninchen geziichtet. 0,05 ml des Antikérpers wurden den Aliquots
zugegeben und nach 60 min Priinkubation wurden 0,01 ml des '?°I-Tracers (Perkin
Elmer, Boston, USA) zugesetzt. Im Anschluss wurden die Aliquots 3 Tage bei 4°C
inkubiert. Die Trennung der ungebundenen Bestandteile erfolgte mit Hilfe von Ak-
tivkohle (Sigma Aldrich). Die Sensitivitéit der beschriebenen RIA liegt im Bereich
von 0,1 pg/ml bis 0,5 pg/ml. Die Kreuzreaktivitit mit verwandten Peptidhormonen
liegt unter 0,7%, die Inter- und Intra- Assay Variabilitéit liegt unter 10%. (Neumann
et al.|2013, Modi et al.|2014) Kagerbauer et al.|2013)
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Kapitel 5
Ergebnisse

Dieses Kapitel widmet sich der Klarung der Frage, ob die Messwerte von RIA und
ELISA sich gleichwertig verhalten. Dabei wurden die folgenden Fragestellungen un-
tersucht: Kapitel vergleicht die absoluten Werte direkt miteinander. Aufgrund
hoher interpersonellen Schwankungen und unterschiedlichen Grofenordnungen der
ELISA und RIA-Messwerte, ist jedoch eine Normalisierung der Messwerte erforder-
lich, wie sie in Kapitel durchgefiihrt wurde. Kapitel vergleicht die Verlaufe
der Durchschnittskurven fiir ELISA und RIA. Kapitel zeigt den Vergleich der
qualitativen Entwicklung der Messwerte miteinander, d.h. ob die Messverlaufe zum
gleichen Zeitpunkt steigen oder fallen. Zuletzt beantwortet Kapitel die Frage,
ob wissenschaftliche Studien mit Auswertungen, die alleine auf RIA- bzw. ELISA-
Messwerten beruhen, zum gleichen Ergebnis fiihren. Kapitel 5.6 geht auf den Einfluss
der Lagerungszeit auf die Ergebnisse ein. Die Auswertungen wurden, soweit nicht
anders angegeben, mit Hilfe von SPSS-Statistics in Version 22 durchgefiihrt. Bei

allen statistischen Testungen gilt ein Signifikanzniveau von a = 0,05.

ELISA RIA
Messzeitpunkt la 1b 2 3 4 5 la 1b 2 3 4 5
Anzahl Werte 6 20 20 20 20 20 7 20 20 19 20 20
Mittelwert 1301 928 962 913 1053 1084 2,79 3,01 4,16 4,15 3,39 3,50
Median 1251 830 876 851 1013 945 2,50 2,70 3,66 291 3,18 293
Standardabweichung 388 511 674 561 697 644 0,75 1,64 297 270 1,95 2,00
Minimum 971 218 116 177 231 100 1,62 0,90 1,53 1,67 1,23 0,43
Maximum 2046 2011 2655 2683 3233 2745 3,83 7,11 941 10,73 9,89 8,01

Tabelle 5.1: Deskriptive Statistiken der RIA und ELISA Messwerte

Die hier vorgestellten Auswertungen basieren auf einer Gruppe von 20 gesunden
weiblichen Probandinnen im Alter zwischen 19 und 30 Jahren (M=24,10; SD=2,67).
Alle getesteten Probandinnen haben die Schule mit dem Abitur abgeschlossen, die
Gesamtdauer ihrer Bildung betrug zwischen 12,5 und 22 Jahren (M=17,17;
SD=2,59).
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Zau sechs Messzeitpunkten wurde Blut gemafl dem in Kapitel beschriebe-
nen Versuchsprotokoll abgenommen. Die deskriptiven Statistiken befinden sich in
Tabelle Der Messzeitpunkt la wurde erst im spéteren Verlauf der Versuchs-
reihe etabliert, deswegen stehen nur sechs bzw. sieben Messwerte zur Verfiigung.
Aus diesem Grund wird Messzeitpunkt 1b als Baseline-Wert betrachtet. Wegen ei-
ner zu geringen Blutabnahme konnte in einem Einzelfall bei RIA Messzeitpunkt 3
kein Wert gemessen werden. Eine Normalverteilung der Werte gilt fiir verschiedene
statistische Verfahren als Voraussetzung, daher wurden die Messwerte auf diese Ei-
genschaft untersucht. Tabelle[5.2]zeigt die Ergebnisse der Kolmogorow-Smirnow und
Shapiro-Wilk Tests auf Normalverteilung. Zusammengefasst ldsst sich sagen, dass
die Werte in Abnahme 2 - 4 nicht normal verteilt sind. Ausnahme hiervon bilden
die Baseline-Messwerte (Abnahme 1b), die sowohl bei der Messung durch ELISA
als auch bei der Messung durch RIA normal verteilt sind. Bei den RIA-Messwerten
zeigt sich in Abnahme 5 wieder eine Normalverteilung, bei den ELISA-Messwerten
nicht. Zwischen Shapiro-Wilk und Kolmogorow-Smirnow herrscht Ubereinstimmung
in den Ergebnissen, auler bei den mit ELISA analysierten Messwerten in Abnah-
me 4. Generell gilt jedoch der Shapiro-Wilk Test, als die zu bevorzugende Methode
(Yap & Sim|[2011)), da er eine hohere Teststérke bei geringeren Stichproben aufweist.

Deshalb ist auch bei Abnahme 4 davon auszugehen, dass keine Normalverteilung

vorliegt.
ELISA RIA

Kolmogorow-Smirnow Shapiro-Wilk Kolmogorow-Smirnow Shapiro-Wilk

Statistik df Sig. Statistik df Sig. Statistik df Sig. Statistik df Sig.
Abnahme 1a 0,359 6 0,015* 0,785 6 0,043* 0,219 7 0,200 0,940 7 0,638
Abnahme 1b 0,184 20 0,074 0,922 20 0,110 0,130 20 0,200 0,923 20 0,111
Abnahme 2 0,222 20 0,011* 0,900 20 0,041* 0,194 20 0,047* 0,865 20 0,010*
Abnahme 3 0,211 20 0,020* 0,868 20 0,011* 0,205 19 0,035* 0,769 19 <0,001*
Abnahme 4 0,172 20 0,123 0,859 20 0,007 0,210 20 0,021* 0,769 20 0,001*
Abnahme 5 0,235 20 0,005 0,904 20 0,048 0,158 20 0,200 0,923 20 0,115

Tabelle 5.2: Tests auf Normalverteilung. In der Tabelle sind alle Werte markiert, die
auf einem Signifikanzniveau von 95% nicht normalverteilt sind. Die Nullhypothese,
dass die Werte normalverteilt sind, wird in den markierten Fille abgelehnt.

5.1 Vergleich der Absolutwerte

5.1.1 t¢-Test

Beim Vergleich zweier Messmethoden liegt es nahe, zundchst die absoluten Wer-
te miteinander zu vergleichen. Der ¢-Test fiir gepaarte Stichproben gilt dabei als

haufig gewéhlter Test. Beim t-Test werden die Mittelwerte von Stichproben aus
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zwei Gesamtpopulationen verglichen. Fiir den Methodenvergleich ist ein nicht si-
gnifikantes Ergebnis des Tests zwar ein positives Indiz, da die Null-Hypothese, dass
keine Unterschiede zwischen den Populationen existieren, aufrechterhalten wird. Das
gewiinschte Ergebnis der Nicht-Signifikanz besitzt jedoch keine ausreichende Aus-
sagekraft, um die Ubereinstimmung zweier Messmethoden zu beurteilen (Koch &
Sporl 2007), da lediglich die Mittelwerte anstatt der einzeln erlangten Messwerte
verglichen werden. Ein signifikantes Ergebnis des t-Tests zeigt dagegen an, dass eine
Methode systematisch hchere oder niedrigere Messwerte, als die andere liefert.

Der t-Test fiir gepaarte Stichproben in Tabelle [5.4] zeigt iiber alle Messzeitpunkte
hinweg hoch signifikante Unterschiede (p < 0,001) zwischen den Messmethoden.
Dieses Ergebnis ist wenig iiberraschend, da die deskriptive Statistik zum ¢-Test in
Tabelle Unterschiede von zwei bis drei Groflenordnungen (Faktor 500) in den

miteinander verglichenen Mittelwerten aufweist.

Methode Mittelwert H Standardabweichung Standardfehler

Abnahme 1a ELISA 1301 6 388 159

RIA 2,70 6 0,78 0,32
Abnahme 1b EIL&iA ??7%81 ;8 f) 721 ()1%;;
Abnahme 2 E[I{‘LSXA :fﬁ% ;8 26;;(1) 01?511
Abnahme 3 E[L{LSxA fﬁi 13 25,77(()) 3%12
e —i s
Abnahme 5 E[I{‘iiA %‘3?58(;1 ;8 26%%) (}%145

Tabelle 5.3: Deskriptive Statistiken fiir den t-Test zwischen RIA und ELISA

Mittelwert Standardabweichung Standardfehler T  df Sig. (2-seitig) d

Abnahme 1a 1298 388 158 8,200 5 <0,001* 3,667
Abnahme 1b 925 511 114 8,097 19 <0,001* 1,858
Abnahme 2 958 675 151 6,351 19 <0,001* 1,457
Abnahme 3 890 570 131 6,804 18 <0,001* 1,604
Abnahme 4 1050 697 156 6,738 19 <0,001* 1,546
Abnahme 5 1080 644 144 7501 19 <0,001* 1,721

Tabelle 5.4: t-Test zwischen RIA und ELISA Messpaaren. Markiert sind statistisch
signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen. Die Nullhypothese, dass keine Un-
terschiede zwischen den Gruppen existieren, wird auf Signifikanzniveau p < 0,001
abgelehnt. Uberall zeigt sich ein groSer Effekt nach Cohen (d)
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5.1.2 Korrelation

Ein weiteres verbreitetes Analyseverfahren fiir Methodenvergleiche ist die Bestim-
mung des Korrelationskoeffizenten zwischen den ermittelten Messwerten. Der Kor-
relationskoeffizent r gibt dabei die Stérke des linearen Zusammenhangs zwischen
zwei Faktoren an. Zur Visualisierung wird daher oft ein Streudiagramm verwendet,
in dem sich, bei einer hohen Korrelation nach Pearson, die Punktwolke auch optisch
an einer Geraden orientiert. Fiir die vorliegenden Messwerte ist das Streudiagramm
in Abbildung [5.1] gegeben.
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Abbildung 5.1: Streudiagramm fiir RIA/ELISA Messpaare. Die einzelnen Abnah-
mezeitpunkte sind darin farblich unterschieden.

Die Proben wurden innerhalb der Studie durch wiederholte Blutabnahme in-
nerhalb des Versuchsaufbaus gewonnen. Daher handelt es sich um eine Studie mit
Messwiederholung. In diesem Fall diirfen die durch mehrfache Messung gewonnenen
Werte nicht zusammen analysiert werden, so als gébe es keine Messwiederholung
(Bland 2015, Bakdash & Marusich| 2017, Watson & Petrie 2010). Dies liegt daran,
dass die Varianz zwischen den Messwerten der Probanden oftmals viel hoher ist, als
die Varianz innerhalb der Proben des selben Individuums (Bland|2015)). Tabelle [5.5
zeigt daher die Korrelation zwischen den Messwerten der jeweiligen Abnahmezeit-
punkte. Ahnlich zum optischen Eindruck aus Abbildung liegt keine signifikante

Korrelation vor.
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Korrelationskoeffizient Sig. (2-seitig) N

Abnahme 1a 0,634 0,177 6
Abnahme 1b 0,013 0,956 20
Abnahme 2 —0,193 0,416 20
Abnahme 3 —0,135 0,580 19
Abnahme 4 —0,188 0,427 20
Abnahme 5 —0,213 0,368 20

Tabelle 5.5: Korrelationskoeffizient r nach Pearson zwischen den RIA und ELISA
Messwerten. Bei keinem Abnahmezeitpunkt besteht eine signifikante Korrelation
(p < 0,05) zwischen den ermittelten Werten.

Bland & Altman| (1995]) beschreiben wie in Studien mit Messwiederholung, den-
noch ein aussagefahiger Korrelationswert bestimmt werden kann, der die der Regres-
sion zugrundeliegende Annahme der Unabhéngigkeit der Beobachtungen wahrt. Der
von Bland & Altman hierzu vorgeschlagene und von Bakdash & Marusich (2017)
als Softwarepaket fiir die Programmiersprache R zur Verfiigung gestellte Messwie-
derholungskorrelationskoeffizent r,,, basiert auf der Bestimmung einer Regressions-
geraden fiir die Messwerte jedes Probanden der Studie. Die Geraden werden jedoch
so bestimmt, dass sie parallel zueinander verlaufen. Die Steigung der Geraden bildet
somit den gemeinsamen Faktor zwischen den Individuen ab. Ein weiterer Vorteil des
r-m besteht in der hohen statistischen Aussagekraft, die bereits bei geringen Pro-
bandenzahlen gegeben ist (Bakdash & Marusich/[2017)). Abbildung zeigt den von
Bakdash & Marusich (2017)) vorgeschlagenen Plot zur Visualisierung der Messwie-
derholungskorrelation. Bei hohen Werten fiir r,,,, liegen die Datenpunkte der Pro-
banden nahe bei den bestimmten Regressionsgeraden. Optisch wiirden sich im Falle
einer hohen Korrelation auch kaum Individuen finden, bei denen eine Gerade mit
abweichender Steigung ein besseres Modell des Zusammenhangs zwischen den Da-
tenpunkten bildet. Bei den untersuchten Messwerten zeigt sich ein leicht negativer
(rem = —0,142), jedoch statistisch nicht signifikanter (p = 0,189) Zusammenhang
zwischen den ELISA und RIA Messwerten.

5.1.3 Nichtlineare Zusammenhinge

Beim Vergleich zweier Messmethoden ist das erhoffte Ergebnis, welches als Indiz
fiir die Gleichwertigkeit der Methoden interpretiert werden kann, ein linearer Zu-

sammenhang zwischen den mittels beiden Methoden gewonnenen Werten. Lineare
Zusammenhénge wurden in Kapitel und Kapitel untersucht.
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Abbildung 5.2: Plot zur Visualisierung der Messwiederholungskorrelation nach |Bak-
dash & Marusich (2017). Messwerte der gleichen Probandin sind jeweils in Farbe
und Form gleich, ansonsten besteht keine besondere Bedeutung in der Zuweisung
von Farbe oder Form zu einem Datenpunkt. Die eingezeichneten Linien visualisieren
die zueinander parallel verlaufenden Regressionsgeraden, die wihrend der Anwen-
dung der Messwiederholungskorrelation bestimmt wurden. Die Regressionsgeraden
sind den néchstegelegen Datenpunkten der gleichen Farbe zuzuordnen.

Neben linearen Zusammenhéngen kann es aber auch nichtlineare Zusammenhénge
zwischen den gewonnenen Messwerten geben. Durch Berechnung des Kendall-7-
Rangkorrelationskoeffizienten (s. Tabelle [5.6) wurde untersucht, ob sich eine Uber-
einstimmung in der relativen Ordnung der Messergebnisse zeigt und somit eine nicht-
lineare Korrelation vorliegt. Kendalls Rangkorrelationskoeffizient ist gegeniiber dem

weiter verbreiteten Spearman-p die robustere Methode (Croux & Dehon|2010).
Sowohl bei den ELISA-Messwerten als auch bei den RIA-Messwerten ist deutlich

eine signifikante intrapersonelle Korrelation zu erkennen. Fiir Probanden, fiir die
bereits zu Beginn der Messreihe hohe OT-Werte bestimmt wurden, wurden also
statistisch gesehen auch im weiteren Verlauf der Messreihe hohere Werte gemessen.
Dies zeigt sich daran, dass die Messwerte im Verlauf des Versuchs (Messzeitpunkte 2
bis 5) mit der Baseline-Messung (1b) korrelieren. Der Korrelationskoeffizient fiir die

Messzeitpunkte 3, 4, und 5 liegt hierbei bei r = 0,516 bis » = 0,611 bei einer hohen
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ELISA 1b ELISA 2 ELISA 3 ELISA 4 ELISA5 RIAla RIA1lb RIA2 RIA3 RIA4 RIAS

Korrelationskoeffizent ,333 467 ,333 .333 ,200 467 467 ,067 ,600 ,333 733
ELISA la Sig. (2-seitig) ,348 ,188 ,348 ,348 ,573 ,188 ,188 ,851 ,142 ,348 ,039
N 6 6 6 6 6 6 6 6 5 6 6
Korrelationskoeffizent ,400 ,589 ,516 ,611 ,905 -,042 -,053 -,298 -,074 -,168
ELISA 1b  Sig. (2-seitig) ,014% <,001* ,001% <,001* ,004* 795 746 074 ,650 1299
N 20 20 20 20 7 20 20 19 20 20
Korrelationskoeffizent ,621 ,716 ,558 -,143 -,032 -,063 - 111 -,084 -,221
ELISA 2 Sig. (2-seitig) <,001* <,001* ,001% ,652 .846 ,697 ,506 ,604 173
N 20 20 20 7 20 20 19 20 20
Korrelationskoeffizent 737 ,705 333 -,095 -,147 -,263 -,105 -,326
ELISA 3  Sig. (2-scitig) <,001* <,001* .293 .559 ,364 115 516 ,044%
N 20 20 7 20 20 19 20 20
Korrelationskoeffizent ,716 ,238 -,105 -,137 -,158 -,095 -,253
ELISA 4  Sig. (2-seitig) <,001* ,453 ,516 ,399 ,345 ,559 119
N 20 7 20 20 19 20 20
Korrelationskoeffizent ,429 -,032 -,147 -,205 -,084 -,137
ELISA 5  Sig. (2-seitig) 176 ,846 ,364 221 ,604 ,399
N 7 20 20 19 20 20
Korrelationskoeffizent ,333 ,333 -,067 ,429 ,429
RIA 1la Sig. (2-seitig) ,293 ,293 ,851 176 176
N 7 7 6 7 7
Korrelationskoeffizent 421 439 ,632 516
RIA 1b Sig. (2-seitig) ,009% ,009%  <,001*  ,001*
N 20 19 20 20
Korrelationskoeffizent ,509 ,305 ,168
RIA 2 Sig. (2-seitig) ,002* ,060 ,299
N 19 20 20
Korrelationskoeffizent ,415 427
RIA 3 Sig. (2-seitig) 013%  011%
N 19 19
Korrelationskoeffizent 547
RIA 4 Sig. (2-seitig) ,001%*
N 20

Tabelle 5.6: Nicht parametrische Korrelation zwischen RIA und ELISA

Signifikanz (p < 0,001). Auch Messzeitpunkt 2 zeigt eine signifikante Korrelation
mit der Baselinemessung (r = 0,400;p = 0,014). Die anderen Messzeitpunkte des
ELISA zeigen eine hohe und statistisch signifikante Korrelation mit den zeitlich
darauf folgenden Messwerten (r = 0,558 bis 0,737 bei p < 0,001).

Bei den Messwerten der RIA stellt sich ebenfalls eine statistisch signifikante Kor-
relation zwischen der Baseline-Messung und den darauf folgenden Messzeitpunkten
dar. Die Messungen 4 und 5 (Ruhemessungen nach Beendigung des Paradigmas) wei-
sen eine signifikante Korrelation zur Baseline-Messung auf (r = 0,516 bis 0,632 bei
p < 0,001). In den Messungen 2 und 3 ist die Korrelation zur Baseline weniger stark
ausgepragt (r = 0,421 bis 0,439 bei p = 0,009). Die weiteren Messwerte der RIA
zeigen Korrelationen zwischen den Messzeitpunktpaaren 2/3 (r = 0,509; p = 0.002)
sowie zwischen 3/4 und 3/5 (r = 0,415; p = 0,013; r = 0,427; p = 0,011). Des
Weiteren zeigt sich eine Korrelation zwischen den Zeitpunkten 4 und 5 (r = 0,547;
p = 0,001). Im Vergleich zu den ELISA-Messwerten sind die intrapersonellen Kor-
relationen sowohl in ihrer Effektstérke als auch in ihrer Signifikanz schwécher.

Zwischen ELISA- und RIA-Messwerten zeigen sich statistisch signifikante Kor-
relationen zwischen Messzeitpunkt la bei RIA und Messzeitpunkt 1b bei ELISA
(r =0,905; p = 0,004), jedoch mit geringer Aussagekraft aufgrund der Stichproben-
zahl (n = 7). Ansonsten zeigen sich negative, aber nicht signifikante, Korrelationen
zwischen den ELISA- und RIA- Messwerten. Einzig zwischen ELISA 3 und RIA 5
ist eine signifikante negative Korrelation (r = —0,326; p = 0,044) zu beobachten.
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5.2 Vergleich nach Normalisierung der Messwerte

Wie aus Kapitel ersichtlich ist, konnen die Absolutwerte zwischen den ELISA-
und RIA-Messwerten nicht direkt verglichen werden. Einer der Hauptgriinde dafiir
liegt in den um mehrere Gréfenordnungen unterschiedlichen Messwerten. Im {iber-
greifenden Forschungskontext dieser Arbeit, sowie in vielen anderen Forschungs-
arbeiten zu Oxytocin, sind vor allem die OT-Verdnderungen im Zeitverlauf rele-
vant. Daher bietet sich die Normalisierung der Messwerte in Abhéngigkeit zum Wert
der Baselinemessung der jeweiligen Probandin an. Nach der Normalisierung kénnen
auch weitere Werkzeuge des Methodenvergleichs angewendet werden. Kapitel
berechnet daher basierend auf den normalisierten Werten den Konkordanz-Kor-
relationskoeffizinenten als statistisches Maf der Ubereinstimmung und Kapitel
ermdoglicht mittels Bland-Altmann-Plots eine visuelle Beurteilung der Ubereinstim-
mung zwischen ELISA und RIA.

ELISA2 ELISA3 ELISA4 ELISAS5 RIA2 RIA3 RIA4 RIAS5

Anzahl Werte 20 20 20 20 20 19 20 20
Mittelwert 1082%  1025%  116,0%  1199%  160,1% 1564% 121,3% 124,0%
Wileshe 1041%  943%  1022%  113,9%  1291% 119,9% 112,7% 1252%
Standardabweichung 54,9% 35,1% 40,4% 43,2% 105,3%  93,9%  43,5%  50,3%
Minimum 13% 61% 65% 46% 58% 40% 64% 25%
Maximum 275% 198% 199% 211% 554% 466% 229% 259%

Tabelle 5.7: Deskriptive Statistiken nach Normalisierung der Messwerte. Der Wert
der Baselinemessung 1b einer Probandin bezeichnet dabei 100%. Andere Werte der
Probandin wurden dabei relativ zur Baselinemessung normalisiert.

Die normalisierten Messwerte OT zum Zeitpunkt ¢t > baseline werden fiir Pro-
bandin ¢ in Abhé#gigkeit von den direkt gemessenen Werten OT' folglich durch die
Formel OT, = OT!/OTt*ne herechnet. Tabelle [5.7] zeigt die deskriptive Statistik
nach der Normalisierung an. Mittelwert und Median liegen nah beieinander, unter-
scheiden sich jedoch gerade bei Messzeitpunkt 2 und 3 in der Stéarke der Auspriagung
(Median: ELISA 2 = 104,1%; ELISA 3 = 94,3%; RIA 2 = 129,1%; RIA 3 = 119,9%).

Diese Beobachtung wird durch einen Wilcoxon-Rang-Vorzeichen-Test bestéatigt.
Sowohl bei Messung 2 wie auch Messung 3 zeigen sich signifikante Unterschiede
zwischen den normalisierten Werten bei ELISA und RIA (Z = —2,165;p = 0,030
bzw. Z = —2857;p < 0,001). In diesen Fillen wird die Nullhypothese, dass die
Differenzen zwischen den jeweiligen Messwerten gleichméaflig um 0 verteilt seien,
abgelehnt. Es zeigen sich folglich systematische Unterschiede zwischen den beobach-
teten Werten. Der Wilcoxon-Test detektiert keine signifikanten Unterschied bei den
Messzeitpunkten 4 und 5 zwischen ELISA und RIA (Z = —0,037;p = 0,985 bzw.
Z = —0,336; p = 0,756), so dass hier die Nullhypothese beibehalten wird.
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Der Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test wurde hierbei als nichtparametrische Al-
ternative zum t-Test gewahlt, da die Voraussetzung des t-Tests, dass die Werte
normalverteilt sind, laut Tabelle nicht gegeben ist.

ELISA RIA
Kolmogorow-Smirnow Shapiro-Wilk Kolmogorow-Smirnow Shapiro-Wilk
Statistik df Sig. Statistik df Sig. Statistik df Sig.  Statistik df Sig.
Abnahme 2 / Baseline 0,200 20 0,036* 0,878 20 0,016* 0,199 20 0,036* 0,690 20 <0,001*
Abnahme 3 / Baseline 0,178 20 0,097 0,906 20 0,054 0,278 19 <0,001* 0,763 19 <0,001*
Abnahme 4 / Baseline 0,191 20 0,054 0,900 20 0,042* 0,162 20 0,180 0,913 20 0,073
Abnahme 5 / Baseline 0,111 20 0,200 0,957 20 0,481 0,144 20 0,200 0,930 20 0,415

Tabelle 5.8: Tests auf Normalverteilung nach Normalisierung der Messwerte. In der
Tabelle sind alle Werte markiert, die auf einem Signifikanzniveau von 95% nicht
normalverteilt sind. Die Nullhypothese, dass die Werte normalverteilt seien, wird in
den markierten Félle abgelehnt.

5.2.1 Konkordanz-Korrelationskoeffizent

In der Literatur wird der Konkordanz-Korrelationskoeffizent p. von |Lin et al.| (2000)
verwendet, um die Ubereinstimmung zweier Messmethoden mittels einer einfachen
MafBzahl anzugeben. Uber die genaue Interpretation dieses Koeffizenten herrscht in
der Literatur noch keine vollstindige Ubereinstimmung, so gelten teilweise bereits
Werte von unter 0,9 als schlechte Ubereinstimmung (McBride|2005), wihrend an-
dere Autoren das Limit fiir eine schwache Ubereinstimmung bei Werten unter 0,4
ansetzen (Koch & Sporl|2007). Unabhéngig von der Festsetzung des Interpretati-
onslimits zeigt sich fiir die normalisierten Werte eine schlechte Ubereinstimmung.
Die Ubereinstimmung zwischen beiden Messmethoden im Versuchsverlauf betréigt
pe = 0,0529 bei Messzeitpunkt 2, p. = 0,0789 und p. = —0,109 bei den Zeitpunk-
ten 3 und 4 und p. = 0,3452 beim letzten Messzeitpunkt 5. Eine Berechnung des
Konkordanz-Korrelationskoeffizenten fiir die absoluten Messwerte ist aufgrund der

unterschiedlichen Gréflenordnungen der Ergebnisse nicht sinnvoll.

5.2.2 Bland-Altmann-Plots

Zur Ergénzung dieses statistischen Mafes sind Bland-Altman-Plots als grafische Me-
thode zum Vergleich zweier Messmethoden geeignet (Bland & Altman|[1986, |Watson
& Petrie |2010). Dabei werden die Differenzen zwischen den beiden Messmethoden
gegen den Mittelwert beider Messungen geplottet. Aus den in Abbildung dar-
gestellten Bland-Altmann-Plots lédsst sich ablesen, dass bei allen Messungen eine
hohe Schwankungsbreite zwischen den durch ELISA und RIA ermittelten Werten

existiert. Zu den Messzeitpunkten 2 und 3 wéhrend des sozialen Ausschlusses ist
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die Schwankungsbreite grofler als wihrend den Ruhezeitpunkten 4 und 5. Aus Ab-
bildung und Abbildung ldsst sich zudem ablesen, dass der ELISA zu den
Zeitpunkten 2 und 3 systematisch niedrigere Werte misst als der RIA, da die Diffe-

renz der gewonnenen Werte dort negativ ist.
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Abbildung 5.3: Bland-Altmann-Plots fiir alle normalisierten Messwerte
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5.3 Vergleich der Kurvenverliufe

Abbildung zeigt die gemittelten Verldaufe der Messkurven, sowohl fiir die mittels
ELISA bestimmten Werte (Abbildung als auch fiir den RIA (Abbildung|[5.4b)).
Im Hintergrund der gemittelten Kurven sind jeweils die individuellen Kurvenverldufe
der einzelnen Probandinnen sichtbar. Die Abbildung zeigt neben dem oft verwen-
deten arithmetischen Mittel auch den geometrischen Mittelwert an. Im Vergleich
zum arithmetischen Mittel ist das geometrische Mittel robuster gegeniiber einzel-
nen Ausreiflern. Intuitiv handelt es sich beim geometrischen Mittel um den Punkt,
der den geringsten Abstand zu allen anderen Messpunkten aufweist. Wie optisch
aus Abbildung ersichtlich ist, bewegen sich die Verlaufskurven der meisten Pro-
bandinnen in einem relativ engem Bereich um das geometrische Mittel herum, nur
wenige Kurven haben einen weitaus hoheren Durchschnittsverlauf. Daher eignet sich
das geometrische Mittel besser zur weitergehenden Analyse. Der Kurvenverlauf ist

hierbei grofitenteils iibereinstimmend zwischen den beiden Mittelwerten.

Abbildung stellt die Verdnderungen der Durchschnittskurven von ELISA
und RIA einander gegeniiber. In Anlehnung zur Normalisierung relativ zur Base-
linemessung aus Kapitel wurden in Teilabbildung ¢ die Y-Achsenintervalle so
gewahlt, dass die geometrischen Mittelwerte der Baselinemessung moglichst nahe
beieinander liegen. Auffillig ist dabei der gegenldufige Trend der beiden Verlaufs-
kurven. Bei der Verlaufskurve des RIA wird ein starker Anstieg zwischen Baseli-
nemessung und Zeitpunkt 2 (+39,9%) und ein geringer Riickgang zu Zeitpunkt 3
(—2,7%) von einem deutlichen Abfall zwischen Zeitpunkt 3 und 4 (—15,8%) mit
einer kleineren Verringerung zwischen Zeitpunkt 4 und 5 (—1,9%) beobachtet. Beim
ELISA zeigt sich fast das gegenteilige Bild. Die Verlaufskurve beginnt mit einem
schwachen Abfall von der Baseline zu Zeitpunkt 2 (—6,4%), der sich zwischen Zeit-
punkt 2 und 3 fast vollstédndig zuriickbildet (+4,1%). Im Gegensatz zum starken
Abfall zwischen Zeitpunkt 3 und 4 beim Verlauf des RIA wird in der Verlaufskurve
des ELISA ein starker Anstieg (+12,5%) zwischen den selben Messzeitpunkten beob-
achtet. Zwischen Zeitpunkt 4 und 5 steht beim ELISA ein leichter Anstieg (+2,7%)
einem leichten Abfall der RIA-Kurve entgegen.

Die hier beobachteten Verlaufskurven sind iibereinstimmend mit den bisherigen
Beobachtungen, dass eine negative, wenn auch nicht statistisch relevante, Korrela-
tion zwischen den beiden Messmethoden besteht (s. Kapitel [5.1.2). Die statistisch
signifikanten Unterschiede der beiden Messmethoden an Zeitpunkt 2 und 3, die in
Kapitel beschrieben wurden, lassen sich auch in dieser Grafik beobachten.
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(c¢) Verdnderungen der geometrischen Mittel im Vergleich

Abbildung 5.4: Einzelmesswerte von Oxytocin mit Verlaufskurven. Die einzelnen
Messwerte sind in der Grafik als Kreise dargestellt, aulerhalb des Diagramms lie-
gende Ausreifler sind durch Pfeile mit ihren Absolutwerten angegeben. Die gemittelte
Verlaufskurve ist einmal auf Basis der arithmetischen Mittelwerte und einmal
auf Basis des geometrischen Mittels angegeben. Teilabbildung ¢ vergleicht die
Veréinderungen des geometrischen Mittels fiir ELISA (fe-)) und RIA ().



5.4 Qualitativer Vergleich 65

5.4 Qualitativer Vergleich

| | | |
16 |00 Gefallen 0 Gleich [0 Gestiegen
0| |
13
11
=l o 0 9
] 8 M8 8 8 17
5
10 - 5 4 4 4 4 5 a
) | H 2 2
Bal Well SO Bmd AU Ml WED BRU |
< T T T T T T T T
(o] N ™ ™ <t <f | Teo) 0O
= = = = = = = =
N N N N N N N N
% % (] [ [ap) ™ <t el
< % < < < < < <
m m o — 9p) — o —
< < = = = = = =
% = & & &
—
&

Abbildung 5.5: Qualitativer Vergleich der Vorzeichenénderungen im Kurvenverlauf

Abbildung und Abbildung zeigen bei den Verlaufskurven der Messwer-
te der Probanden viele Kurvenverlaufe, die vom Verlauf der Durchschnittskurven
abweichen. Zudem sind einige Ausreifler erkennbar. Konnten die Ausreifler also
iiberméfigen Einfluss auf den Durchschnittsverlauf ausgeiibt haben, so dass die ge-
genteiligen Kurvenverldufe aus Kapitel dadurch beeinflusst wurden? Um dieser
Fragestellung nachzugehen wird in diesem Kapitel iiberpriift, ob die Tendenzaus-
sagen der beiden Messmethoden vergleichbar sind. Dazu wurden die normalisierten
Verdnderungen aus Kapitel in drei Kategorien eingeteilt: Bei einer Abnahme von
mehr als 5% im Vergleich zum vorherigen Messzeitpunkt wurde der Messwert in die
Kategorie gefallen eingeteilt, bei einer Zunahme um mehr als 5% in die Kategorie ge-
stiegen. Lag die Verinderung zwischen plus und minus 5%, so wurde der Messwert in
die Kategorie gleich eingeteilt. Das Ergebnis dieser Einteilung ist in Abbildung
dargestellt. Bei Betrachtung der Abbildung ist bereits optisch zu erkennen, dass
es Unterschiede in den absoluten H&aufigkeiten der Tendenzverdnderungen bei der
Baseline-Messung zur Messung 2 gibt, sowie bei Messung 3 zu Messung 4. Tabelle|5.9
bis Tabelle [5.12] geben als Kreuztabellen die jeweilige Koinzidenz der Wertverinde-
rungen wieder. Zu jedem Messzeitpunkt wurde ein exakter Test nach Fischer durch-

gefiithrt, um den Zusammenhang zwischen den jeweiligen Kategorialvariablen zu un-
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tersuchen. Geméafl dem exakten Test nach Fischer wird die Nullhypothese fiir die
Verdnderungen von der Baselinemessung zu Messung 2 (Tabelle , von Messzeit-
punkt 3 zu 4 (Tabelle und von Messzeitpunkt 4 zu 5 (Tabelle beibehalten.
Die Nullhypothese besagt, dass ELISA und RIA nicht dquivalente Tendenzaussagen
treffen. Die Signifikanzaussage reicht dabei von p > 0,99 bei der Verdnderung von
Baseline zu Messzeitpunkt 2, iiber p = 0,533 bei der Verdnderung zwischen den
Zeitpunkten 3 und 4 bis p = 0,120 bei der Verdnderung zwischen Zeitpunkt 4 und
5. Es besteht kein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen den Werten.
Der exakte Test nach Fischer lehnt die Nullhypothese fiir die Verdnderung zwischen
den Messzeitpunkten 2 und 3 mit p = 0,047 ab, somit besteht ein statistischer Zu-
sammenhang zwischen den Verdnderungen, wie sie mit ELISA und RIA gemessen

wurden.

RIA Baseline zu 2 Gesamt
gefallen gleich gestiegen
gefallen 1 0 8 9
ELISA Baseline zu 2 gleich 0 0 1 1
gestiegen 2 1 7 10
Gesamt 3 1 16 20

Tabelle 5.9: Kreuztabelle der Tendenzaussagen von Baseline zu Messpunkt 2. Exak-
ter Test nach Fischer behilt Nullhypothese bei (p > 0,99)

RIA 2 zu 3 Gesamt
gefallen gleich gestiegen
gefallen 6 1 1 8
ELISA 2 zu 3 gleich 0 0 4 4
gestiegen 3 1 3 7
Gesamt 9 2 8 19

Tabelle 5.10: Kreuztabelle der Tendenzaussagen von Messpunkt 2 zu 3. Exakter Test
nach Fischer lehnt Nullhypothese ab (p = 0,047)

RIA 3 zu 4 Gesamt
gefallen gleich gestiegen
gefallen 2 0 2 4
ELISA 3 zu 4 gleich 3 0 1 4
gestiegen 8 2 1 11
Gesamt 13 2 4 19

Tabelle 5.11: Kreuztabelle der Tendenzaussagen von Messpunkt 3 zu 4. Exakter Test
nach Fischer behilt Nullhypothese bei (p = 0,533)
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RIA 4zu 5 Gesamt
gefallen gleich gestiegen
gefallen 1 2 4 7
ELISA 4 zu 5 gleich 1 1 3 5
gestiegen 8 0 2 8
Gesamt 8 3 9 20

Tabelle 5.12: Kreuztabelle der Tendenzaussagen von Messpunkt 4 zu 5. Exakter Test
nach Fischer behilt Nullhypothese bei (p = 0,120)

5.5 Fallstudie zur Ergebnisgleichheit in klinischen
Studien

Fiir die klinische Forschung ist eine absolute Ubereinstimmung der Werte gegebenen-
falls nicht erforderlich, sofern eine Ergebnisgleichheit bei der Auswertung klinischer
Studien unter Anwendung der verschiedenen Messmethoden vorliegt. Dieses Kapitel
geht daher der Frage nach, ob die mittels der beiden Messmethoden bestimmten
OT-Werte die gleiche Interpretation der Ergebnisse zulassen. Dazu werden die Mes-
sungen durch ELISA in Kapitel und RIA in Kapitel getrennt voneinander
betrachtet.

5.5.1 ELISA

Die Auswertung klinischer Studien beginnt meist mit der Darstellung der deskripti-
ven Statistiken zu den gesammelten Messwerten. Fiir die mittels ELISA bestimmten
Werte findet sich diese in Tabelle zu Beginn von Kapitel [f| Neben einer tabel-
larischen Darstellung werden sogenannte Boxplots verwendet, um einen grafischen
Uberblick iiber die gesammelten Werte zu erhalten. Ein entsprechender Boxplot
fiir die mittels ELISA analysierten Werte ist in Abbildung dargestellt. Vor ei-
ner weiterfithrenden Analyse werden Extremwerte meist ausgeschlossen, diese sind
in Abbildung mit ausgefiillten Kreisen gekennzeichnet. Als Extremwert werden
Werte betrachtet, die mehr als drei Standardabweichungen vom Median entfernt lie-
gen. Gemaf dieser Definition wurden die Werte der Versuchspersonen mit den IDs
9 und 35 von der weiteren Auswertung ausgeschlossen. Die deskriptiven Statistiken
nach dem Ausschluss der Extremwerte sind in Tabelle aufgefiihrt.

Da es sich beim Versuchsaufbau um Messreihen mit einer Messwiederholung
handelt, bietet sich die rmANOVA als statistische Methode zur Auswertung an. Die
Voraussetzungen dazu sind zum einen eine Normalverteilung der Werte sowie deren
Spéhrizitdt. Die Normalverteilung der Messwerte ist groBtenteils verletzt (Tabel-
le , die ANOVA gilt jedoch als robust gegeniiber einer Verletzung dieser Voraus-

setzung.
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Abbildung 5.6: Boxplot zu den ELISA-Messwerten. Der Median ist als horizontaler
Strich innerhalb einer Box, die das untere und obere Quartil der Werte begrenzt,
angegeben. Die Antennen erstrecken sich jeweils um das 1,5-fache der Boxausdeh-
nung nach oben oder unten, es sei denn das absolute Minimum oder Maximum der
Werte wurde zuvor erreicht. Outlier sind durch Kreise gekennzeichnet, ausgefiillte
Kreise zeigen Extremwerte, die aus der Analyse ausgeschlossen wurden. Daneben
jeweils: ID der Versuchsperson

Als nichtparametrische Alternative existiert der Friedman-Test, der ebenfalls
durchgefiithrt wurde. Die Sphérizitdt wurde iiber den Mauchly-Test bestimmt, der
eine Verletzung mit p = 0,010 anzeigt. Das dabei bestimmte Greenhouse-Geisser e
von 0,58 erlaubt eine Korrektur der Freiheitsgrade der rmANOVA nach Greenhou-
se-Geisser. Bei der ANOVA zeigt sich kein signifikanter Unterschied der Messwerte
(F(2,32;39,45) = 0,988; p = 0,392). Auch bei angenommener Sphérizitit liegt kein
signifikanter Unterschied vor (F'(4;68) = 0,988; p = 0,420). Auch bei Friedmans
zweifaktorieller Varianzanalyse nach Rang zeigt sich kein signifikanter Unterschied
(x%(4) = 3,378, p = 0,497) zwischen Messwerten der ELISA-Messreihe.

ELISA 1a ELISA 1b ELISA 2 ELISA 3 ELISA 4 ELISA 5

Anzahl Werte 5 18 18 18 18 18
Mittelwert 1152 815 852 775 888 936
Median 1227 863 859 779 963 931
Standardabweichung 149 394 608 342 442 467
Minimum 971 218 116 177 231 100
Maximum 1276 1705 2655 1487 1916 2040

Tabelle 5.13: Deskriptive Statistiken ELISA ohne Extremwerte
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5.5.2 RIA

Analog zum Vorgehen in Kapitel wurde ein Boxplot fiir die mittels RIA ge-
messenen Werte erstellt (Abbildung [5.7)). Versuchsperson 17 wurde daher von der

Auswertung ausgeschlossen, da bei ihr Extremwerte zum Messzeitpunkt 4 vorlagen.
Tabelle zeigt die deskriptiven Statistiken nach Ausschluss der Extremwerte.
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Abbildung 5.7: Boxplot zu den RIA-Messwerten. Der Median ist als horizontaler
Strich innerhalb einer Box, die das untere und obere Quartil der Werte begrenzt,
angegeben. Die Antennen erstrecken sich jeweils um das 1,5-fache der Boxausdeh-
nung nach oben oder unten, es sei denn das absolute Minimum oder Maximum der
Werte wurde zuvor erreicht. Outlier sind durch Kreise gekennzeichnet, ausgefiillte
Kreise zeigen Extremwerte, die aus der Analyse ausgeschlossen wurden. Daneben
jeweils: ID der Versuchsperson

Fiir die mittels RIA ermittelten Werte wurde ebenfalls eine rmANOVA und der
Friedman-Test durchgefiihrt. Der Mauchly-Test auf Spérizitit zeigt eine Verletzung
dieser Vorbedingung zur ANOVA mit p = 0,009 und einem Greenhouse-Geisser € von
0,656. Daher wurde bei der rmANOVA die Greenhouse—Geisser Korrektur der Frei-
heitsgrade angewandt. Mit korrigierten Freiheitsgraden zeigt sich kein signifikanter
Unterschied der Messwerte (F'(2,625;40,63) = 2,765; p = 0,060). Bei angenommener
Sphérizitéit ergibe sich ein signifikanter Unterschied (F(4;68) = 2,765; p = 0,034).
Auch Friedmans zweifaktorielle Varianzanalyse nach Rang zeigt einen signifikanten
Unterschied (x?(4) = 16,256, p = 0,003).

Der Auffassung der Autorin nach sind in diesem Fall die Ergebnisse des Friedman-
Tests aussagekréftiger, als die der ANOVA, da die Vorbedingung der Normalvertei-
lung fiir die ANOVA verletzt ist (s. Tabelle [5.2). Zwar gilt die ANOVA als robust
gegeniiber Verletzungen der Normalverteilung, allerdings gilt dies eher fiir grolere

Stichprobengréflen. Aus diesem Grund wurde auf Basis des Signifikanzergebnisses
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RIA 1a RIA 1b RIA2 RIA3 RIA4 RIAS

Anzahl Werte 7 19 19 18 19 19

Mittelwert 2,79 2,94 3,91 3,79 3,04 3,29
Median 2,50 2,46 3,59 2,82 3,15 2,88
Standardabweichung 0,75 1,66 2,05 2,25 1,24 1,81
Minimum 1,62 0,90 1,53 1,67 1,23 0,43
Maximum 3,83 7,11 9,41 10,73 6,39 8,01

Tabelle 5.14: Deskriptive Statistiken RIA ohne Extremwerte

des Friedman-Tests ein paarweiser Dunn-Test mit Bonferroni-Korrektur ausgefiihrt,
um zu bestimmen, zwischen welchen Messzeitpunkten ein Unterschied vorliegt. Ta-
belle [5.15| zeigt die Ergebnisse des Dunn-Tests. Bei der Bonferroni-Korrektur wird
das Signifikanzniveau abgesenkt, um falsch-positive Ergebnisse bei multipler Hy-
pothesentestung zu vermeiden. Hierbei ergeben sich signifikante Unterschiede zwi-
schen der Baselinemessung und dem Messzeitpunkt 2 (p = 0,004) sowie zwischen
der Baselinemessung und Messzeitpunkt 3 (p = 0,037). Zwischen den anderen Mes-
szeitpunkten existiert kein signifikanter Unterschied nach der Bonferroni-Korrektur.
Unkorrigiert gidbe es noch einen signifikanten Unterschied zwischen Messzeitpunkt

2 und 4 mit p = 0,013 und der Baselinemessung und Zeitpunkt 5 mit p = 0,023.

Paare Statistik Korrig. Statistik Sig  Korrig. Sig.

RIA 1b-2 —1,861 —3,531 <0,001 0,004*
RIA 1b-3  —1,528 —2,809 0,004 0,037*
RIA 1b-4  —0,556 —1,054 0,292 1,000
RIA 1b-5  —1,194 —2.,266 0,023 0,234
RIA 2.3 0,333 0,632 0,527 1,000
RIA 24 1,306 2,477 0,013 0,132
RIA 255 0,667 1,265 0,205 1,000
RIA 3-4 0,972 1,845 0,065 0,651
RIA 35 0,333 0,632 0,527 1,000
RIA 45  —0,639 —1,212 0,225 1,000

Tabelle 5.15: Paarweiser Dunn-Test der RIA Messwerte zu unterschiedlichen Mes-
szeitpunkten. Die Spalte Korrig. Sig. gibt die Signifikanz nach der Bonferroni Kor-
rektur des Signifikanzniveaus zum Ausgleich multipler Hypothesentestung an.

5.5.3 Vergleich der Auswertungen der ELISA- und RIA-

Messwerte

Nach Durchfiihrung der Statistik lésst sich feststellen, dass bei den vorliegenden
Daten durch den Einsatz von ELISA oder RIA es zu unterschiedlichen Studiener-

gebnissen kommt. Zum einen wurden andere Testpersonen aufgrund von anderen
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Extremwerten ausgeschlossen, zum anderen zeigt die statistische Analyse nur bei
der RIA einen statistisch signifikanten Unterschied zwischen den Messzeitpunkten.

Der gemittelte Kurvenverlauf des ELISA und des RIA ist dabei optisch weitge-
hend identisch zu den Abbildungen in Abbildung [5.4] weshalb an dieser Stelle die
Abbildung nicht erneut wiederholt wird. In Abbildung ist ein leichter Abfall
zwischen Baseline-Messung und Messung 2 zu erkennen. Von Messung 2 zu Messung
5 zeigt sich ein leichter Anstieg im Vergleich zur Basline-Messung. Jedoch ist keine
der Veranderungen statistisch signifikant, wie in Kapitel erlautert wurde.

Der Kurvenverlauf der RIA-Messwerte verlauft gegenldufig zum Kurvenverlauf
der ELISA-Messwerte. Finem Anstieg zwischen der Baseline-Messung und der Mes-
sung 2, folgt ein leicht abfallendes Plateau zwischen Messung 2 und 3. Zwischen
Messung 3 und 4 féllt die Kurve wieder ab und zwischen Messung 4 und 5 zeigt
sich keine Verédnderung. Wie in Kapitel erortert zeigen sich hier statistisch
signifikante Unterschiede zwischen der Baseline und Messzeitpunkt 2 und 3. Kapi-
tel [6] diskutiert verschiedene Erklarungsansitze zu den beobachteten Abweichungen
zwischen Messungen mittels ELISA und RIA.

5.6 Einfluss der Lagerungszeit

Insgesamt wurden im Kontext dieser Studie 43 Probandinnen getestet (s. Kapi-
tel , deren Proben in zwei Messreihen analysiert wurden. Die in dieser Auswer-
tung benutzten ELISA-Proben wurden 420 bis 515 Tage gelagert. Der Median liegt
bei 497 Tagen. Abbildung|[5.8|zeigt die Rangkorrelation der 20 verwendeten Baseline-
proben und der neueren Baselinemessungen (n = 23, Lagerungszeit 28 bis 189 Tage,
im Median 133 Tage). Da alle anderen Messwerte durch das Cyberball-Paradigma
beeinflusst sind, konnen fiir die Analyse der Lagerungszeit nur die Baselinemes-
sungen verwendet werden. Dabei wurde keine statistisch signifikante Korrelation
zwischen Lagerungszeit und den Baselinewerten beobachtet.

Der t-Test fiir unabhéngige Stichproben zeigt keine statistisch signifikanten Un-
terschiede (t(41) = 0,0108;p = 0,9914) zwischen den Werten der ersten Messreihe
(M =928,15; SD = 510,99) und der zweiten Messreihe (M = 929,82; SD = 503,96).
Die Nullhypothese, dass keine Unterschiede zwischen den beiden Populationen be-
stehen, wird daher beibehalten. Der Median der Baselinewerte der dlteren Proben
lag bei 892 pg/ml OT im Plasma, die neueren Proben hatten im Median 754 pg/ml
OT im Plasma.
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Abbildung 5.8: Illustration der Rangkorrelation zwischen Lagerungszeit und dem ge-

messenen OT-Wert der Baselinemessung. Die Rangkorrelation nach Kendal betragt
7 = —0.013; p = 0.900.



Kapitel 6
Diskussion

Um aussagekriftige OT-Messwerte zu erhalten ist es wichtig, dass die Analyseme-
thode zur OT-Bestimmung valide und zuverldssig ist. Diese Arbeit beantwortet die
Frage, ob der RIA, durchgefiihrt im Labor RIAgnosis Miinchen, und der ELISA der
Firma Enzo Life Science, die gleiche Interpretation der OT-Werte zulassen. In Ka-
pitel wird diskutiert, inwiefern der Studienaufbau aus Kapitel geeignet ist,
um einen reprasentativen Methodenvergleich durchfiihren zu konnen. Die Ergebnisse
aus Kapitel [5| werden in Kapitel detailliert betrachtet. Daran anschlielend zeigt
Kapitel die Grenzen der Studie auf. Kapitel schlieft mit einem Ausblick auf

ein weiteres Vorgehen und mogliche anschliefende Studien.

6.1 Studienaufbau

Die Auswahl der Testpersonen erfolgte in Anlehnung an die anderen Teilstudien des
Projekts, in denen Untersuchungen iiber die Schwankungen des Blutplasma-OT-
Wertes bei gesunden Probandinnen und Borderlinepatientinnen untersucht werden.
In dieser Arbeit wurden nur die Proben der gesunden weiblichen Kontrollgruppe
untersucht, um mogliche Storfaktoren durch psychische Erkrankungen auszuschlie-
Ben. Die Testung von ménnlichen Probanden wire einfacher gewesen, da man hier
nicht auf Zyklus-abhénige Testungstage angewiesen wire, sondern jeden Tag testen
konnte. Zur Vermeidung von zirkadianen Schwankungen des OT wurden alle Pro-
bandinnen zu einem fest definierten Zeitpunkt morgens um 8.30 Uhr getestet. Um
sicher zu stellen, dass die Probandinnen psychisch sowie korperlich gesund sind,
wurde vor der Testung ein Telefoninterview mit standardisierten psychologischen
Fragebogen durchgefiihrt. Es wurde dabei strukturiert und einheitlich nach einem
festen Ablaufprotokoll (s. Kapitel verfahren. Das Ablaufprotokoll orientierte
sich dabei an fritheren Studien der Arbeitsgruppe (Jobst et al.|2014) 2016).
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Aufgrund der hohen interpersonellen Schwankungen von Plasma-OT werden
meist nicht einzelne Messwerte verglichen, sondern es wird der zeitliche Verlauf des
OT-Spiegels unter bestimmten dufleren Reizen untersucht. Um Reaktionen in der
OT-Ausschiittung zu provozieren, konnten andere Studien (Ditzen et al. 2008, |Hein-
richs et al. 2003)) zeigen, dass Probanden mit einer verdnderten OT-Ausschiittung
reagieren, wenn sie in eine emotional stressauslosende Situation versetzt werden. Die
Ausschlusssituation im Cyberball-Paradigma stellt solch eine emotional belastende
Situation dar (Williams & Jarvis 2006). Geméaf der in Kapitel beschriebenen
Social Reconnection Hypothese reagieren die Testpersonen auf die Ostrazismuserfah-
rung wahrend des Cyberball-Paradigmas mit prosozialem Verhalten. Eine messbare
Veranderung des OT-Spiegels wihrend des Versuchsverlaufs stellt daher die erwar-
tete physiologische Reaktion dar. Dieser Effekt wurde durch die Analyse mittels des
RIA bestitigt. Die Analyse der Kurvenverlaufe in Kapitel zeigt im Vergleich zur
Baselinemessung einen starken Anstieg des OT-Levels wahrend der Ausschlusser-
fahrung zu Messzeitpunkt 2 (partieller Ausschluss) und 3 (kompletter Ausschluss).
Nach Ende des Cyberball-Paradigmas kann eine Regression des OT-Levels zum Aus-
gangswert beobachtet werden. Die statistische Analyse in Kapitel zeigt auch
nach der Korrektur des Signifikanzniveaus fiir Mehrfachtestungen signifikante Unter-
schiede zwischen der Baselinemessung und dem Messzeitpunkt 2 (p = 0,004) sowie
zwischen der Baseline und Messpunkt 3 (p = 0,037). Unkorrigiert gébe es noch einen
signifikanten Unterschied zwischen Messzeitpunkt 2 und 4 mit p = 0,013. Vorher-
gehende Studien der Arbeitsgruppe konnten einen dhnlichen Verlauf der OT-Werte
wahrend des Cyberball-Paradigmas beobachten (Jobst et al.| 2014} 2016)).

Die Auswahl der verwendeten Messmethoden beruht auf den zur Zeit einzigen
verbreiteten Analysemethoden zur Bestimmung von OT aus dem Plasma, RIA und
ELISA. Einige Studien (Landgraf & Neumann| 2004, Neumann & Landgraf [2012)
befiirchten, dass die zentralen Effekte von OT bei der Untersuchung des Plasmas
nicht aussagekriftig genug abgebildet werden koénnten. Als Begriindung fiir die-
se Aussage fithren die Autoren eine unzureichende Uberwindung der Blut-Hirn-
Schranke durch OT an und empfehlen daher die Untersuchung mittels Mikrodialyse
oder Liquor. Da die Studie ausschliefllich menschliche Probandinnen umfasst, sind
solch invasive Untersuchungmethoden ethisch nicht vertretbar. |Cyranowski et al.
(2008) und (Goldman et al.| (2008) bestétigen diese Auffassung der OT-Messung
im Plasma bei menschlichen Testpersonen. Zur genau getakteten OT-Messung und
somit einem engen zeitlichen Abnahmeintervall eignet sich die Blutabnahme, und
somit die Bestimmung der Werte aus dem Plasma, am besten. Andere Studien

konnten bereits zeigen, dass sich zentrale OT-Prozesse im Plasma abbilden lassen
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(Kéri & Kiss [2011], [Pierrehumbert et al.|2010). Das Ziel des Forschungsprojektes,
unter dem diese Arbeit angesiedelt ist, ist ein besseres Versténdnis der psychischen
Erkrankungen bei Borderline-Stérung und chronischer Depression, welche langfristig
zur Verbesserung von Therapiemdoglichkeiten fithren sollen. Zur Verlaufskontrolle
von Therapiemoglichkeiten eignet sich die Blutabnahme als minimalinvasive Maf3-
nahme am besten. Daher ist es von Vorteil, wenn schon die Forschungsergebnisse
mit der gleichen Methode erhoben werden, die spiter gegebenenfalls routineméfig
in der Klinik erfolgt.

6.2 Ergebnisse des Methodenvergleichs

6.2.1 Vergleich der Absolutwerte

Auf Basis der unterschiedlichen Groflenverhéaltnisse zwischen den Messwerten, die
durch RIA und ELISA bestimmt wurden, zeigt sich deutlich, dass ein direkter Ver-
gleich nicht moglich ist. Zudem bestehen laut dem in Kapitel durchgefiihrten
t-Test fiir gepaarte Stichproben signifikante Unterschiede zwischen den mittels ELI-
SA und RIA gewonnenen Messwerten zu allen Messzeitpunkten.

Die unterschiedlichen Groflenverhéltnisse lassen sich auf verschiedene Anséitze
der Durchfithrung der Messmethoden zuriick fithren. Hier stehen sich zwei gegensétz-
liche Denkansétze in der Durchfiihrung und Verarbeitung der Proben gegeniiber, die
Durchfithrung mit und ohne Extraktion. Bei der Durchfithrung mit Extraktion geht
man davon aus, dass das Plasma von inaktiven und fragmentierten O'T-Molekiilen
gereinigt werden muss, um eine realistische Abbildung der aktiven und komplett
funktionstiichtigen OT-Molekiile zu erhalten. Die Studienlage zeigt (s. Kapitel [3.7)),
dass die Extraktion fiir die Durchfithrung der RIA essentiell ist. Die Ergebnisse
lassen sich reproduzieren und befinden sich in unabhéngigen Studien in dhnlichen
GroBenintervallen, wahrend dies beim ELISA nicht gegeben ist. Daran schlief3t sich
die Uberlegung an, ob die Werte, die durch den ELISA gemessen wurden plausibel
sind. Leng & Sabatier| (2016) halten OT-Werte im Bereich von 1000 pg/ml fiir nicht
realistisch. Sie begriinden diese Uberlegung damit, dass die Halbwertszeit von OT im
menschlichen Blut 2min betrigt (Cool & DeBrosse 2003). Dieses Argument passt
zu der Uberlegung, dass im nicht extrahierten Versuchsansatz viele inaktive und
fragmentierte Molekiilbestandteile und Epitope mitgemessen werden, die keinerlei
biochemische Relevanz mehr besitzen. Das Handbuch der Firma Enzo Life Science
schreibt daher eine Verdiinnung der Proben in Anlehung an die Standardkurve vor.

Die Standardkurve dient dazu das Markersignal zu quantifizieren und den validen
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Bereich festzulegen, in dem die Messwerte bevorzugt gemessen werden sollten. Au-
Berhalb dieses Bereichs steigt die Fehlerrate sehr stark an, da die Werte nicht mehr
interpoliert sondern extrapoliert werden (Wild & Sheehan|[2013). Eine Verdiinnungs-
reihe auf Grundlage der Standardkurve durchzufithren bedeutet aufgrund der grofien
interpersonellen Schwankungen und den vielen verschiedenen Verdiinnungsschritten
einen hohen Verlust an Probenmaterial. Durch die unterschiedliche Verdiinnungsrate
und unterschiedliche Vorgehensweisen wird die Vergleichbarkeit des ELISA zwischen
unterschiedlichen Laboratorien eingeschriankt. Jedes Labor erstellt nach seinen in-
ternen Standards eine Verdiinnung fiir die Analyse, die im Endeffekt zu unterschied-

lichen Messwerten und Groflenverhéaltnissen fiihren kann.

Die Ermittlung der Korrelation zwischen ELISA und RIA-Werten in Kapitel[5.1.2]
fithrt ebenfalls zu einem negativen Ergebnis, da kein statistisch signifikanter Zusam-
menhang zwischen den Werten der beiden Messmethoden ermittelt werden konnte.
Zudem zeigt Kapitel [5.1.3] dass keine statistisch signifikante Rangkorrelation zwi-
schen den durch RIA und den durch ELISA gemessenen Werten existiert und somit
auch keine nichtlinearen Zusammenhénge ermittelt werden konnten. Dies ist ein
deutliches Signal, dass die Vergleichbarkeit der Messwerte eingeschrankt ist, wie
schon [McCullough et al.| (2013), |Szeto et al.| (2011)), Robinson et al. (2014) und
Leng & Sabatier (2016)) postulieren. Es zeigen sich hohe interpersonelle Schwan-
kungen in den mittels ELISA analysierten Proben, sowie eine hohe intrapersonelle
Konsistenz bei ELISA und RIA. Die RIA-Messwerte zeigen eine starke Korrelati-
on mit einem starken Effekt nach Cohen zwischen den Messzeitpunkten 2 und 3,
aber keine signifikante Korrelation zwischen Messzeitpunkt 2 und den Ruhemes-
szeitpunkten 4 und 5. Bei den mit ELISA analysierten Proben zeigt sich zwischen
allen Messzeitpunkten und allen darauf folgenden Messzeitpunkten, eine statistisch
signifikante Korrelation mit einer mittleren bis starken Effektstéirke nach Cohen. Die
Schlussfolgerung daraus lautet, dass die RIA sensitiver reagiert und die Schwankun-
gen innerhalb des Versuchs detaillierter abbilden kann. Dies spricht wiederum fiir
die Extraktion und gegen das beim ELISA angewandte Verdiinnungsverfahren. Die
noch im Blut vorhandenen inaktiven OT-Molekiile werden wahrscheinlich félschli-
cherweise als aktive und biochemisch relevante Metabolite gemessen. Es lédsst sich
auch die Grundhypothese der iibergeordneten Studie verifizieren, dass ein partieller
und kompletter Ausschluss bei gesunden Probandinnen zu einem OT-Anstieg fiihrt.
Dies entspricht der eingangs erwahnten, und in Kapitel beschriebenen, Social
Reconnection Hypothese. Des Weiteren zeigt sich die Annahme bestétigt, dass sich
durch ein emotional belastendes Erlebnis hervorgerufene OT-Verdnderung im Blut

sichtbar zeigen und nicht nur auf das Gehirn beschrankt sind.
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6.2.2 Vergleich nach Normalisierung der Messwerte

Aufgrund der unterschiedlichen Grolenordnungen vor der Normalisierung zeigte der
t-Test fiir gepaarte Stichproben signifikante Unterschiede. Nach der in Kapitel
beschriebenen Normalisierung wurde diesmal der Wilcoxon-Rang-Vorzeichen-Test
als nicht parametrische Alternative zum ¢-Test durchgefiihrt. Die Ergebnisse fiir die
normalisierten Werte zu den Messzeitpunkten 4 und 5 weisen keine statistisch si-
gnifikanten Unterschiede zwischen den RIA- und ELISA-Werten auf. Jedoch zeigen
sich signifikante Unterschiede in den Messungen 2 und 3 und somit wird die Nullhy-
pothese, dass die Differenzen zwischen den jeweiligen Messwerten gleichméfig um 0
verteilt seien, verworfen. Auch nach Normalisierung der Messwerte ist somit eine es-

senzielle Voraussetzung fiir die Aquivalenz der verglichenen Messmethoden verletzt.

Der Konkordanz-Korrelationskoeffizient sowie Bland-Altmann-Plots sind zwei
etablierte Verfahren fiir Methodenvergleiche in der Medizin (Carstensen|2011}, |Koch
& Sporl|2007). Aufgrund der groBen Diskrepanz der absoluten Messwerte sind diese
Verfahren nicht direkt anwendbar, weshalb eine Normierung durchgefiihrt wurde.
Die Normierung ist sinnvoll, weil einerseits innerhalb eines Assaytyps zwischen ver-
schiedenen Laboratorien keine Vergleichbarkeit vorliegt und andererseits der Kur-

venverlauf sowie die relativen Verdnderungen von OT interessant sind.

Kapitel zeigt die Bland-Altmann-Plots fiir alle normierten Messwerte. Da-
bei wird deutlich sichtbar, dass die Schwankungsbreite der Werte iiber 400% betrigt,
wobei die Schwankungsbreite bei den Messzeitpunkten 2 und 3 am hochsten ist. Dies
liegt, wie in Kapitel [6.2.1] ausfiihrlich diskutiert an der unterschiedlichen Sensitivitét
der beiden Messmethoden. Daraus ldasst sich ableiten, dass die Messwerte klinisch
und forschungstechnisch zu unterschiedlich sind, als dass die beiden Methoden un-

tereinander austauschbar wéren.

Auch der in Kapitel berechnete Konkordanz-Korrelationskoeffizient zeigt,
nach allen gingigen Standards, eine schlechte Ubereinstimmung zwischen den unter-
suchten Messmethoden. Normalerweise wiirde der Methodenvergleich hier enden, da
an dieser Stelle ein eindeutiges Ergebnis steht. Um zu sehen, ob die beiden Messver-
fahren in sich plausible Werte gemessen haben und die Interpretation der Ergebnisse
den gleichen Schluss zulésst, wurde in Kapitel eine Fallstudie durchgefiihrt, die
aufzeigt zu welch unterschiedlichen Ergebnissen die beiden Messmethoden bei der

Studiendurchfithrung kommen.



78 6. Diskussion

6.2.3 Vergleich der Kurvenverlaufe

Der in Kapitel durchgefiihrte Vergleich der gemittelten Verlaufskurven bietet
zwar kein statistisches Maf3, zeigt dafiir in Abbildung jedoch optisch deutlich
auf, dass die gewonnenen Messwerte unterschiedliche Schliisse zulassen. Die Verédnde-
rungen der gemittelten Verlaufskurven stehen zueinander im Gegensatz, so dass die
Verlaufskurve des ELISA eine Abnahme des gemessenen OT-Wertes an den Stellen

zeigt, an denen die Verlaufskurve des RIA einen Anstieg ausweist.

6.2.4 Qualitativer Vergleich

Auch beim qualitativen Vergleich in Kapitel zeigen sich unterschiedliche Ten-
denzen im Verhalten der Kurvenverldufe. Beide Methoden sind sich nicht iiber die
Tendenz steigend, fallend oder gleichbleibend zwischen zwei Messzeitpunkten einig.
Es kann dariiber diskutiert werden, ob die Bereiche addquat gewihlt wurden. Der
Bereich von 10% relativer Schwankung als gleichbleibende Tendenz wurde grofziigig
gewihlt, jedoch lésst dieser Bereich immer noch die Abbildung signifikanter Schwan-
kungen zu. Die meisten Tendenzaussagen fallen bei beiden Messmethoden in eine

der anderen Kategorien.

6.2.5 Ergebnisgleichheit

Die Konsequenzen aus den Eigenschaften der beiden Messmethoden treten in der
Fallstudie in Erscheinung. Wie in Kapitel[6.1]angesprochen zeigen die RIA-Messwerte
signifikante Unterschiede zwischen der Baseline-Messung und den Ausschlusszeit-
punkten. Beide Unterschiede zeigen starke Effekte nach Cohen. Die mittels RIA ge-
wonnenen Messwerte fiihren daher in dieser Studie zu einer Bestétigung der Social
Reconnection Hypothese, wonach gesunde Probanden auf soziale Ausschlusserfah-
rungen mit prosozialem Verhalten reagieren. Dieses manifestiert sich auch in dem
gemessenen Anstieg des OT-Levels. Vorausgegangene Studien konnten den gleichen
Effekt beobachten (Jobst et al.|2014} 2016).

Bei den Messwerten, die durch ELISA gemessen wurden, zeigen sich keine si-
gnifikanten Unterschiede zwischen der Baseline-Messung und den anderen Messzeit-
punkten. Wissenschaftlich fithren diese beiden Methoden daher zu unterschiedlichen

Interpretationen des vorliegenden Probenmaterials.
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6.2.6 Bewertung

Mehrere Studien weisen auf die Giiltigkeit der Social Reconnection Hypothese hin
(Williams et al.| 2000, |Maner et al. [2007, Jobst et al.| 2014} |2016). Bei den unter-
suchten Proben zeigen die mittels RIA erhobenen Messwerte ebenfalls das geméafl
Social Reconnection Hypothese erwartete Bild. Die mittels des ELISA (Enzo Life-
Science) erfassten Messwerte zeigen in dieser Studie jedoch kein mit den durch RIA
gemessenen Werten iibereinstimmendes Ergebnis und entsprechen auch nicht den
Ergebnissen der Vorversuche. Abweichungen im Studienaufbau eignen sich in Anbe-
tracht der RIA-Ergebnisse nicht zur Erkldrung der Unterschiede. Der ELISA wurde
unter den gleichen Bedingungen im selben Labor wie zuvor durchgefiihrt. Daher liegt
der Schluss nahe, dass der ELISA nicht robust bei wiederholter Durchfiithrung ist
und stiarker auf externe Einfliisse reagiert, die auflerhalb der Einflussmoglichkeiten
des Labors und der Studienleitung liegen. Um solche unerwiinschten und unkon-
trollierbaren Kreuzreaktionen auszuschliefen wird daher beim RIA eine Extraktion
durchgefiihrt, sodass in diesem Versuch mit der RIA valide Ergebnisse erzielt werden
konnten.

Fiir die Durchfithrung weiterer Studien kann daher fiir den ELISA der Firma
Enzo Life-Science keine Empfehlung ausgesprochen werden. Auch nach Wahl eines
anderen ELISA-Kits sollte dessen Validitét in der Etablierungsphase des Studien-
vorgehens zunéchst durch eine anerkannte Referenzmethode, wie der RIA, iiberpriift
werden. Fiir Studien mit einer erwartungsgeméafl eher geringen Anzahl an Proben
und Versuchspersonen bietet sich daher die Option an, die Messwerte in einem Re-

ferenzlabor bestimmen zu lassen.

6.3 Grenzen der Studie

Viel diskutiert in Forschungskreisen ist die Tatsache, ob die Gewinnung von OT
aus dem Plasma zentrale Vorgénge im Gehirn abbilden kann (Landgraf & Neumann
2004, Neumann & Landgraf 2012). Es konnte jedoch gezeigt werden, dass zentrale
und periphere OT Ausschiittung zum einen synchron stattfinden, zum anderen zen-
trale und periphere OT Konzentrationen miteinander korrelieren (Neumann! 2008,
Carter| 2014). Zudem ist die Blutabnahme die einzig mogliche Art zur Gewinnung
von Probenmaterial fiir den vorgestellten Studienablauf. Invasive Malnahmen, wie
die Liquorpunktion oder die Mikrodialyse, sind in menschlichen Studien ethisch
kaum vertretbar. Andere nicht invasive Arten der Gewinnung, wie z.B aus dem
Speichel (Carter et al.[2007) oder Urin, sind weniger gut untersucht als die Analyse
von Plasma-OT. Zudem sind diese Arten der Gewinnung ebenfalls ungeeignet fiir
den beschriebenen Versuchsaufbau (s. Kapitel [4)).
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Als moglicher Kritikpunkt der statistischen Berechnungen kann die geringe Pro-
bandenzahl angefiithrt werden. Aufgrund der starken Effekte kann die Auswertung
aber trotzdem als aussagekréiftig angesehen werden. Vor dem Hintergrund eine Fall-
analyse durchzufiihren, die zwei typische Studien, welche sich nur durch die Wahl des

Assaytypen unterscheiden, vergleicht, ist die Probandenzahl ebenfalls reprisentativ.

Eine einheitliche praanalystische Behandlung der Proben ist wichtig, um zusétz-
liche Storfaktoren fiir die Analyse auszuschlieflen (Lippi et al.[2006). In dieser Studie
besteht die ungleiche priaanalytische Behandlung der Proben in einer unterschiedlich
langen Lagerungszeit. Robertson et al| (1973) haben einen Effekt von langer Lage-
rungszeit auf den Abbau von Hormonen aufgezeigt. Aus technischen und logistischen
Griinden wurden die fiir den Vergleich in dieser Arbeit benutzten ELISA-Proben 420
bis 515 Tage gelagert. Der Median liegt bei 497 Tagen. Mittels RIA wurden die Pro-
ben bereits nach 99 bis 194 Tagen analysiert, der Median lag bei 175,5 Tagen. Dieser
Effekt wurde in Kapitel untersucht. Dabei trat keine statistisch signifikante Kor-
relation zwischen der Lagerungszeit und den Baselinemessungen zu Tage. Da alle
anderen Messwerte durch das Cyberball-Paradigma beeinflusst sind, konnen fiir die
Analyse der Lagerungszeit nur die Baselinemessungen verwendet werden. Fin ¢-Test
fiir unabhéngige Stichproben zeigt zudem keine statistisch signifikanten Unterschie-
de zwischen den Messwerten der langer gelagerten Messreihe und denen der kiirzer
gelagerten Messreihe. Die Ergebnisse von |[Robertson et al.| (1973) beziehen sich auf
eine Lagerung bei —20 °C, die Proben dieser Studie wurden bei —80°C gelagert.

Ein weiterer Unterschied im préanalytischen Vorgehen besteht im Zusatz von
Aprotinin zu den Blutproben, die mittels ELISA bestimmt wurden (s. Kapitel [£.2.4)).
Emeny et al| (2015) befiirchten, dass OT in vitro von Serin-Proteasen abgebaut
wird und durch Aprotinin als ein Serin-Protease-Inhibitor stabilisiert werden miisse.
Eventuell konnte dies ein weiterer Faktor fiir die unterschiedlich hohen Messwerte
sein. Um dies genauer zu evaluieren, konnten sich weitere Untersuchungen anschlie-

Ben, um den Einfluss von Aprotinin zu kléren.

In dieser Arbeit wird ein bestimmtes ELISA-Kit der Firma Enzo Life Science mit
dem RIA von RIAgnosis Miinchen verglichen. Da es vielfiltige Kits von verschiede-
nen Firmen auf dem Markt gibt, ist eine Verallgemeinerung, welches Messverfahren
das universell validere und reliablere Verfahren ist, nicht méglich. Wie in Kapitel
ausgefithrt, kommen die meisten aktuellen Studien zu dem Schluss, dass der ELISA
ohne Extraktion zur OT-Messung aus Plasma nicht geeignet ist. Es werden unrea-
listisch hohe Werte gemessen (Leng & Sabatier|2016, McCullough et al.|2013, Szeto
et al. 2011). Diese Arbeit zeigt, dass zumindest der ELISA von Enzo Life Science
nicht vergleichbar mit den durch RIA ermittelten Plasma-OT Werten ist.
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6.4 Ausblick

Anschlielend an diese Studie bietet sich ein Vergleich mit einem ELISA einer anderen
Firma an, wie z.B. dem ELISA-Kit von Assay Designs, Ann Arbor, Michigan/USA.
Es wire interessant zu untersuchen, ob man damit zu dem gleichen Ergebnis kommen
wiirde wie in dieser Arbeit. In diesem Zusammenhang wiire es sinnvoll einen weiteren
Vergleich zwischen extrahierten Proben und nicht extrahierten Proben anzustellen,
die beide mit Hilfe eines ELISA analysiert werden.

Zusétzlich ist die Erarbeitung eines einheitlichen Protokolls zur Praanalytik ein
weiterer Schritt. Dies betrifft zum einen die Untersuchung der tatsédchlichen Halt-
barkeit von OT-Proben bei —80°C. Ein weiterer zu untersuchender Punkt, wére
der tatséichliche Einfluss von Aprotinin auf die Haltbarkeit von Plasma-OT, da sich

hierzu in der Literatur unterschiedliche Angaben finden.
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Kapitel 7
Zusammenfassung und Fazit

In den vergangenen Jahren ist die Forschung um OT immer populdrer geworden.
Es spielt auf biochemischer Ebene bei vielen verschiedenen sozialen Interaktionen
und Verhaltensweise eine wichtige Rolle und beeinflusst mafigeblich das menschliche
Verhalten in sozialen Gruppen und in sozialen Interaktionen. Entsprechend haben
Storungen des OT-Regelkreislaufs Auswirkungen auf die psychische sowie physische
Gesundheit.

Bei psychischen Erkrankungen spielt OT fiir die Regulation von interpersonellem
Erleben und Verhalten eine grofie Rolle. Eine Md&glichkeit Verdnderungen im endo-
genen Oxytocinsystem bei Menschen zu erfassen ist die Bestimmung des Oxytocin-
gehaltes im Blutplasma. Die Bestimmung des OT-Gehalts aus dem Plasma bildet im
Hinblick auf eventuelle Anwendungen in der klinischen Praxis den besten Kompro-
miss aus Validitdt und moglichst geringer Invasivitdat der Probengewinnung. In dieser
Arbeit wurden daher die zwei géngigsten Analysemethoden zur OT-Bestimmung aus
dem menschlichen Blutplasma getestet und miteinander verglichen. Es handelt sich
dabei um RIA mit vorgeschalteter Extraktion sowie ELISA ohne Extraktion. Die
Absolutwerte spielten dabei fiir die Auswertung eine untergeordnete Rolle. Wichtig
fiir den Vergleich war stattdessen, ob die Verdnderung iiber die Zeit, ausgedriickt
als die relativen Verdnderungen zu einem individuellen Baselinewert, die gleichen
Schlussfolgerungen und Interpretationsmoglichkeiten bieten.

Im Verlauf dieser Arbeit zeigte sich, dass dies nicht der Fall ist und die bei-
den Methoden nicht miteinander vergleichbar sind. Wie in Kapitel [5| beschrieben
liegen zwischen den mittels beider Analysemethoden gewonnenen Absolutwerten
Unterschiede von zwei bis drei Gréflenordnungen. Beim Vergleich der relativen Ver-
laufsverdnderungen mittels des Konkordanz-Korrelationskoeffizienten und mittels
Bland-Altman-Plots zeigen sich ebenfalls Ergebnisse, die gegen eine klinische Aqui-

valenz der Methoden sprechen. Der Konkordanz-Korrelationskoeffizient betrug im
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Maximum lediglich 0,3452. Fiir die klinische Vergleichbarkeit sind jedoch Werte von
0,9 oder noch hoher gefordert. Auch die durch die Bland-Altman-Plots aufgezeigte
Schwankungsbreite von bis zu 400% des Ausgangswertes weist nicht auf eine Aus-
tauschbarkeit der beiden Analysemethoden hin. In der durchgefiihrten Fallstudie,
bei der untersucht wurde, ob bei Anwendung der beiden Messmethoden fiir das glei-
che Probenmaterial die gleichen wissenschaftlichen Schliisse gezogen werden kénnen,
zeigten sich ebenfalls unterschiedliche Ergebnisse. Unter Anwendung des RIA konnte
ein statistisch signifikanter starker Effekt gezeigt werden, der der erwarteten phy-
siologischen Reaktion entspricht. Unter Anwendung des ELISA zeigte sich dagegen
kein statistisch signifikanter Effekt.

Als Fazit steht die Erkenntnis, dass die beiden verglichenen Methoden fiir wis-
senschaftliche Studien nicht austauschbar sind. Die vorliegenden Ergebnisse folgen
der vorherrschenden Meinung der Forschungsgemeinschaft, dass der RIA mit vorhe-
riger Extraktion die geeignetere Messmethode fiir die OT-Messung aus dem Plas-
ma ist (s. Kapitel . Da die Durchfithrung des RIA spezieller Laborausriistung
und der Einhaltung von héheren Sicherheitsstandards bedarf, wird der ELISA von
einigen Forschungsgruppen als attraktive Alternative betrachtet. Der Antikorper
wird enzymmarkiert und kann dadurch von jedem in Labortechniken ausgebildeten
Mitarbeiter durchgefiithrt werden. Fiir den RIA wird aufgrund der radioaktiven Be-
standteile spezielle Laborausriistung benétigt und es wird radioaktiver Abfall produ-
ziert, der unter besonderen Vorsichtsmafinahmen entsorgt werden muss. Zusétzlich
ist eine lange Lagerung der Isotopen nicht moglich und deshalb eine zeitnahe und
haufige Durchfithrung des RIAs essentiell. Eine sinnvolle Alternative kénnte daher
die Durchfiithrung eines ELISAs mit vorheriger Extraktion sein. Hierbei existiert die
Gefahr, dass die Messwerte nach der Extraktion geringer ausfallen als der kleinste,
zur Bestimmung der Kalibrationskurve des ELISAs verwendete, Kalibrator. So lie-
gen in diesem Experiment alle mit der RIA bestimmten OT-Werte unterhalb des
15,63 pg/ml Kalibrators. Somit ergébe sich bei einer Extraktion voraussichtlich die
Problematik der Extrapolation aulerhalb der Kalibrationskurve am unteren Ende
des Messbereichs, was mit grofler mathematischer Unsicherheit behaftet und deswe-
gen nicht empfohlen ist. Aus den genannten Griinden ist die RIA daher weiter als

Referenzmethode zu betrachten.
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Anhang A
Weitere Fragebogen

Im Laufe der Versuchsdurchfithrung wurden, neben den in Kapitel erwahnten
Fragebogen, weitere Fragebogen aus der Psychologie und Psychiatrie erhoben. Die
per Post an die Probandin verschickten Fragebogen (Kapitel fragen das Bezie-
hungsnetzwerk, kindliche Erfahrungen und Traumata sowie Mobbing-Erfahrungen,
Resilienz und Borderline-Symptomatik ab. Sie zielen darauf ab herauszufinden, ob
es Zusammenhénge zwischen dem Verhalten als Erwachsene in einer sozialen Aus-
schlusssituation und Erfahrungen im Beziehungsbereich als Kind und Jugendliche
gibt. Die Fragebogen, die vor und nach dem Paradigma beantwortet werden ((Ka-
pitel ), zielen darauf ab die Anspannung sowie die Gefiihle vor und nach dem
Ausschluss zu erfassen. Dabei ist wichtig, ob es Unterschiede im Befinden der Pro-
bandin gibt und wie sie hinterher mit der Situation umgeht. Die Auswertung und
Interpretation der Fragebodgen erfolgt in anderen Teilprojekten der Studie, aus die-

sem Grund werden die Fragebogen hier nur zur Ubersicht erwihnt.

A.1 Verschickte Fragebogen

RSQ: Rejection sensitivity questionnaire

Hier wird das individuelle Level der Sensibilitat auf Ablehnung gemessen, dabei
werden 20 Items abgefragt (Downey & Feldman||[1996)). Der Test besitzt eine hohe
interne Konsistenz sowie eine hohe Retest-Validitét .

BIS-11: Baratt-Impulsivenes

Bei diesem Fragebogen (Barratt [1994) wird die Impulsivitat abgefragt, die hiufig
mit schnellem uniiberlegten Handeln sowie Missachtung, der daraus resultierenden
Konsequenzen einhergeht. Das BIS-11 ist das am meisten benutzte Messinstrument
um Impulsivitédt zu erfassen, sowie um die Beziehung zu anderen klinischen Phéno-

men darzustellen.
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UCLA Loneliness Scale

Dieser Fragebogen (Russell (1996) wurde entwickelt um subjektive Gefiihle von Ein-
samkeit, emotionaler Isolation sowie sozialer Isolation zu erfassen. Es werden 20,
meist negativ formulierte, Aussagen bewertet, die erfassen sollen ob die Probandin
diese Gefiihle schon erlebt hat. Der Fragebogen weist eine hohe Retest-Validitét
sowie interne Konsistenz. Er ist der meisten benutzte Fragebogen weltweit um Ein-
samkeit zu erfassen.

Bulling/Peer Group

Dieser Fragebogen wurde von einer Arbeitsgruppe der Universitidt Bielefeld ent-
wickelt, da es kein geeignetes Messinstrument gab, um sozialen Ausschluss in der
Kindheit und Jugend retrospektiv abzufragen (Sansen et al.2013). Die psychome-
trischen Eigenschaften wurden in einer Internetumfrage getestet und die Konstrukt-
validitdt wurde bestétigt.

CTQ: Childhood Trauma Questionnaire

Hier werden traumatische Kindheitserfahrungen in Bezug auf Vernachlissigung und
Misshandlung retrospektiv abgefragt. Die deutsche Kurzversion (Klinitzke et al.
2012) besteht aus 28 Items, in dieser Studie wurden 31 Items verwendet. Der Fra-
gebogen zeigt eine hohe interne Konsistenz und Konstruktionsvaliditéit, enthélt al-
lerdings einige Schwéchen auf der Skala fiir korperliche Vernachléssigung.

Social Network Index

Dieser Fragebogen (Cohen et al.[1997) beschiftigt sich mit zwolf verschiedenen Arten
von Beziehungen zu den Mitmenschen der Probandin. Es handelt sich dabei sowohl
im innerfamilifire Beziehungen sowie Beziehungen im sozialen als auch professionel-
len Umfeld. Besonders die Intensitdt und die Kontaktintensitit wird abgefragt.
NEO-FFI

Dieser Fragebogen (Costa et al. [1989) bildet individuelle Unterschiede zu robusten
Personlichkeitsfaktoren ab, die aufgrund des Fiinf-Faktoren-Models entstehen. Dazu
zéhlen Neurotizismus, Extraversion, Offenheit fiir neue Erfahrung, Vertraglichkeit
und Gewissenhaftigkeit. Er besteht aus 60 Fragen, wobei jedem Merkmal zwolf Fra-
gen zugeordnet werden.

CD-Risk Resilience Skala: The Connor-Davidson Resilience Scale

Dieses Instrument (Connor & Davidson|[2003)) dient dazu die Resilienz abzubilden.
Es besteht aus 25 Items. Er weist eine hohe Validitédt, Reliabilitit sowie gute psy-
chometrische Faktoren auf. Der Fragebogen kann auch eingesetzt werden um The-
rapieerfolge zu untersuchen.

BSL: Borderline-Symptom-Liste

Nach heutigem Stand der Forschung existieren valide und reliable Testinstrumente,
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um eine emotional-instabile Personlichkeitsstorung vom Borderline-Typ hinreichend
zu diagnostizieren. Jedoch fehlen verldssliche Messinstrumente, um die Schwere der
Erkrankung zu klassifizieren. Die BSL (Bohus et al.[2001) erfasst 23 Items, eine
Analogskala in Prozent zur visuellen Verdeutlichung des momentanen Befindens

sowie einen Ergédnzungsbogen mit 11 Items zur Klassifikation des Schweregrades.

A.2 Fragebogen wihrend der Testung

Emotion Scale

Die Emotion Scale (Gross & Levenson |1995) erfasst die momentane Gefiihlslage
der Probandin anhand 15 Items, die verschiedene Emotionen représentieren. Die-
ser Fragebogen wird unmittelbar vor dem Cyberball-Spiel und direkt im Anschluss
abgefragt.

Assessment of Inner Tension

Hier wird die innere Anspannung in Prozent als einziges Item abgefragt. Dieser
Fragebogen (Staebler et al.2011) wird unmittelbar vor und nach dem Cyberball-
Spiel abgefragt.

NTQ: Needs-Threats-Questionnaire

Dieser Fragebogen (Williams et al.[2000) wurde speziell fiir das Cyberball-Paradigma
entwickelt, um die Gefiihle wihrend des Spiels und somit des sozialen Ausschlusses
zu erfassen. Er besteht aus 23 Items, die sich auf die Gedanken wihrend des Spiels
beziehen. Als Anhang enthélt er noch einen Freitext mit der Frage, was die Proban-
din aus ihrer jetztigen Gefiihlslage am ehesten machen méchte. Dieser Fragebogen
wird direkt im Anschluss an das Paradigma ausgefiillt.

Questionnaire on Behavioural Intentions

Dieser Fragebogen (Staebler et al.2011) dient zur Erfassung von Verhaltensinterpre-
tationen. Es handelt sich um eine Liste von 21 Items gefolgt von einem Freitextfeld.
Die Probandin wird gebeten alles ankreuzen, was sie gerne in ihrer momentanen
Stimmung erleben mochten. Dieser Fragebogen wird direkt nach dem Paradigma

erfasst.
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Anhang B
Probandenkommunikation

Auf den nachfolgenden Seiten werden die zur Kommunikation mit den Probandinnen

verwendeten Dokumente wiederggeben. Dies sind:

e Der zur Rekrutierung der Probandinnen verwendete Aushang (Anhang [B.1])
e Die Probandeninformation (Anhang B.2)
e Die Einverstédndniserklarung (Anhang |B.3])

e Die Einverstédndniserkldrung zum Datenschutz (Anhang [B.4)
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ég? TRA
K L I N I K U M CAMPUS INNENSTADT %’
LM u KLINIK UND POLIKLINIK FUR %
DER UNIVERSITAT MUNCHEN PSYCHIATRIE UND PSYCHOTHERAPIE \/‘9[(\,

Probanden gesucht!

Fiir unsere Doktorarbeit, die wir in der Sektion Psychosomatische Medizin und
Psychotherapie der Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen durchfiihren,
suchen wir Probanden fiir unsere Kontrollgruppe.

(w, 18 - 35 Jahre alt)

Als Aufwandsentschadigung erhaltet Ihr 60€!

Was miisst lhr dafiir tun?

Die Studie besteht aus drei Teilen:
1. Wir fihren ein kurzes Telefoninterview mit Euch durch.
2. Wir schicken Euch einige Fragebdgen zu, die Ihr zu Hause ausfullt.
3. lhr spielt ein Computerspiel, wahrend dessen wir Euch Blut abnehmen.

Lust mitzumachen?
Habt Ihr noch Fragen?

Meldet Euch einfach bei uns &5
Adima, Lisa, Fabiana + Hannah: studie.psychiatrie@gmail.com
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K L I N I I( U M CAMPUS INNENSTADT §
KLINIK UND POLIKLINIK FUR %
DER UNIVERSITAT MUNCHEN PSYCHIATRIE UND PSYCHOTHERAPIE \’O[

Probandeninformation und Einverstandniserklarung zur Studie

»,Oxytocinausschiittung in sozialen Situationen - vergleichende Unter-
suchung bei Borderline-Patienten, chronisch Depressiven, episodisch
Depressiven, Patienten mit somatoformen Storungen sowie gesunden

Kontrollen*

Sehr geehrte Probandin, sehr geehrter Proband,

vielen Dank fur Ihr Interesse an unserer Untersuchung zu hormonellen Veranderungen in sozia-
len Situationen. In diesem Schreiben werden Sie Uber die Inhalte der Studie aufgeklart und wel-

che Untersuchungen im Einzelnen durchgefuhrt werden.

Ziel der Studie

Im Rahmen der Studie soll bei Patienten, welche Probleme in zwischenmenschlichen Beziehun-
gen aufweisen, hormonelle Veranderungen untersucht werden. Hierunter fallen Patienten, wel-
che an einer Borderline-Storung leiden, sowie Patienten, welche chronisch, also schon Utber
viele Jahre, an einer Depression erkrankt sind. Die Reaktionsmuster sollen verglichen werden
mit Patienten, welche episodisch, also nur zu bestimmten Zeiten, unter Depressionen leiden
sowie mit Patienten, welche unter kérperlichen Beschwerden im Rahmen einer psychischen

Erkrankung leiden und mit gesunden Kontrollprobanden.

Ablauf und einzelne Teile der Studie

Die Untersuchung erfolgt zum einen mittels Untersuchungsverfahren, die in Interviewform mit
Ihnen durchgefiihrt werden. Zum anderen werden Sie an einem virtuellen Ballspiel teilnehmen,
welches eine gute Methode darstellt, die geistige Vorstellungskraft in einer sozialen Situation zu
testen. Dieses Ballspiel wird zusammen mit den Mitspielern gespielt, die Sie auf dem Bildschirm
sehen. Es ist nicht wichtig, welche Leistung Sie erbringen. Vielmehr ist es wichtig, dass Sie sich
das gesamte Spielgeschehen als méglichst wirklich vorstellen. Im Rahmen des Ballspiels sowie
bei einem Interview werden Blutproben fiir Hormonuntersuchungen abgenommen.

Insgesamt werden zwei Untersuchungstermine festgelegt.

Direktor der Klinik: Prof. Dr. med. Peter Falkai
Das Klinikum der Universitit Miinchen ist eine Anstalt des Offentlichen Rechts
Vorstand: Arztlicher Direktor: Prof. Dr. Dr. h.c. Karl-Walter Jauch (Vorsitz), Kaufminnischer Direktor: Gerd Koslowski,

Pflegedirektorin: Helle Dokken, Vertreter der Medizinischen Fakultit: Prof. Dr. Dr. h.c. Maximilian Reiser (Dekan)
Institutionskennzeichen: 260 914 050, Umsatzsteuer-Identifikationsnummer gemiB §27a Umsatzsteuergesetz: DE§13536017
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KLINIKUM DER UNIVERSITAT MUNCHEN SEITE 2 VON 5

a) Zunéachst wird zu einem Termin (auch als Telefontermin mdéglich) eine allgemeine Diag-
nostik erhoben. Hierbei wird psychische Symptomatik und Personlichkeit anhand eines
Interviews erfasst.

b) An einem zweiten Termin werden Sie an dem virtuellen Ballspiel teilnehmen. Vor und
nach Durchfiihrung des Spiels werden Ihnen mehrere Fragebdgen zur Selbsteinschét-
zung vorgelegt, um lhre aktuelle Befindlichkeit sowie die Veranderungen lhrer Befindlich-
keit durch das Spiel zu erfassen. Vor- und nach dem Spiel werden zu funf Zeitpunkten

Blutproben (Uber Verweilkanlle) entnommen.

Risiko-Nutzen-Abwéagung

Die mit einer Studienteilnahme verbundenen Belastungen beschranken sich auf eine gewisse
emotionale Belastung durch die Befragungen und das Ausfullen der Fragebtgen sowie die Teil-
nahme an dem virtuellen Ballspiel. Diese geht jedoch nicht Gber die Belastung hinaus, die auch
in der Psychotherapie im Rahmen der Erhebung lhrer Lebens-, bzw. Krankengeschichte vor-
kommt. Sie kdnnen diesbeziiglich jederzeit die Bearbeitung, bzw. Teilnahme unterbrechen. Die
Studienteilnahme hat keinen Einfluss auf die weitere Behandlung, die Sie erhalten.

Fir die hormonellen Messungen im Rahmen des zweiten und dritten Termins werden jedem
Probanden insgesamt 10 Roéhrchen a 7,5 ml Blut abgenommen. Eine Blutabnahme von 75 ml
stellt keine gesundheitsgefahrdende MalRnahme dar. Wéahrend der Blutabnahme besteht die
Méglichkeit, dass die Punktionsstelle schmerzt oder es zu einem Bluterguss kommt. Selten fuhrt
die Blutabnahme zu einem Schwindelgefiihl oder einer Ohnmacht. In sehr seltenen Fallen kann
es zu einer Venenentziindung kommen. Durch die nicht-invasiven Speichelproben ist mit keinen

Risiken oder Nebenwirkungen zu rechnen.

Vertraulichkeit/Datenschutz

Bei dieser Studie werden die Vorschriften tGber die arztliche Schweigepflicht und den Da-
tenschutz eingehalten. Es werden personliche Daten und Befunde tber Sie erhoben und
gespeichert. Die Studiendaten und samtliche Unterlagen werden erst nach Verschlisse-
lung (Pseudonymisierung) und nur in verschlisselter Form weitergegeben, d.h. weder lhr
Name noch ihre Initialen oder das exakte Geburtsdatum erscheinen im Verschlisse-
lungscode. Im Falle eines Widerrufs der Einwilligung werden die pseudonymisiert ge-

speicherten Daten in irreversibel anonymisierter Form weiter verwendet.

Der Zugang zu den Originaldaten und zum Verschliisselungscode ist auf folgende Perso-
nen beschrankt: Prof.D Dr. F. Padberg, Dipl.-Psych. L. SabaR, Dr. med. A. Jobst,Dr. J. De-
wald-Kaufmann, Hannah Windmtller, Lisa Brandl, Fabiana Fernandes, Adima Zilch. Die
Unterlagen werden in der Klinik fir Psychiatrie und Psychotherapie fiir 10 Jahre aufbe-
wahrt. Eine Entschlisselung erfolgt lediglich in Fallen, in denen es |hre eigene Sicherheit

erfordert (,medizinische Griinde“) oder falls es zu Anderungen in der wissenschaftlichen
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Fragestellung kommt (,wissenschaftliche Griinde®). Im Falle von Veroéffentlichungen der

Studienergebnisse bleibt die Vertraulichkeit der persdnlichen Daten gewahrleistet.

Wegeunfallversicherung

Fur die gesunden Probanden, die natirlich nicht in der Klinik in Behandlung sind, wird fir die
Untersuchungstermine eine Wegeunfallversicherung bei der HDI-Gerling Industrie Versicherung
AG abgeschlossen. Stationare Patienten der LMU sind nur noch im Rahmen der normalen ver-
schuldensabhangigen Haftung abgesichert. Ihnen ist bekannt, dass Sie wahrend der Teilnahme
an dem Forschungsprojekt keinen Uber die verschuldensabhéngige Haftung hinausgehenden
Versicherungsschutz fir eventuell durch die Studie verursachte Schaden geniefl3en. Es gelten
die allgemeinen Haftungsbedingungen. Auf den Abschluss einer zusatzlichen verschuldensun-
abhangigen Versicherung wurde verzichtet, so dass fiir Sie diesbeziiglich kein Versicherungs-
schutz besteht. Einen Schaden, der Ihrer Meinung nach auf die Studie zuriickzufuhren ist, mel-
den Sie bitte unverzuglich dem Versuchs- oder Projektleiter.

Ruckmeldung
Auf Wunsch erhalten Sie eine personliche Auswertung lhrer Daten, sowie eine Darstellung der

Gesamtergebnisse der Studie.

Sollten Sie sich nicht fir diese Studie entscheiden, entstehen lhnen natiirlich keinerlei Nachteile.
Wahrend der Studie kénnen Sie jeder Zeit ohne Angaben von Griinden lhre Studienteilnahme

beenden.

Fur Rickfragen stehen lhnen gerne zur Verfligung:

Prof. Dr. Frank Padberg (Studienleiter) Tel.:
Dr. Andrea Jobst (Arztin im Projekt) Tel.:
Dipl.-Psych. Lena Sabal3 (Psychologin im Projekt) Tel.:
Dr. Julia Dewald-Kaufmann (Psychologin im Projekt) Tel.:

Ort/Datum Name der aufklarenden Arztin/Psychologin
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Einverstandniserklarung

zur Teilnahme an der Studie:

»Iinterpersonelles Erleben und Verhalten — vergleichende Untersuchungen
bei Borderline-Patienten, chronisch Depressiven, episodischer Depression,
Patienten mit somatoformen Stérungen sowie gesunden Kontrollen“

Inhalt, Vorgehensweise, Risiken und Ziel des obengenannten Forschungsprojektes hat mir
FRAUTHEIT oo e ausreichend erklart.

e Ich stimme der Teilnahme an der wissenschaftlichen Untersuchung im Rahmen
0.g9. Studie mit Erhebung und Verwendung meiner Daten zu.

e Ich wurde schriftlich und mindlich Gber die geplanten Untersuchungen informiert
und hatte ausreichend Gelegenheit meine Fragen hierzu zu kléaren.

e Ich habe insbesondere die mir vorgelegte Teilnehmerinformation verstanden und
eine Ausfertigung derselben und dieser Einwilligungserklérung erhalten.

e Mir ist bekannt, dass ich meine Einwilligung jederzeit ohne Angaben von Griinden
und ohne nachteilige Folgen fur mich zuriickziehen und einer Weiterverarbeitung
meiner Daten jederzeit widersprechen und ihre Léschung verlangen kann.

Ort, Datum Unterschrift des Patienten bzw. Probanden

Zum Versicherungsschutz

Mir ist bekannt, dass ich wahrend der Teilnahme an dem Forschungsprojekt keinen Uber die
verschuldensabhéngige Haftung hinausgehenden Versicherungsschutz fir eventuell durch die
Studie verursachte Schaden geniel3e. Es gelten die allgemeinen Haftungsbedingungen. Auf den
Abschluss einer zusatzlichen verschuldensunabhéangigen Versicherung wurde verzichtet, so
dass diesbezuglich kein Versicherungsschutz besteht. Einen Schaden, der meiner Meinung
nach auf die Studie zurlickzufiihren ist, melde ich unverziglich dem Versuchs- oder Projektlei-
ter.

Ort, Datum

Unterschrift (Teilnehmer)
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Einverstandniserklarung zum Datenschutz

Ich bin_mit der Erhebung und Verwendung persénlicher Daten und Befunddaten nach

MafRgabe der Patienteninformation einverstanden.

Ort, Datum

Unterschrift (Teilnehmer)
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