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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Das Interesse um die erstmals von von Economo (von Economo, 1926) beschriebenen
Spindelzellen (oder von Economo Zellen; englisch: von Economo neurons; abgekirzt
VEN) im Gehirn bliihte Ende des 20. Jahrhunderts in der neuropathologischen Forschung
auf. Diese Zellen wurden mittlerweile bei Menschen, Menschenaffen und weiteren
Tierarten vor allem im anterioren Gyrus cinguli (englisch: anterior cingulate gyrus;
abgekirzt ACC) und im frontoinsuldren Cortex gefunden. Der ACC steht unter anderem
mit Kognition und Emotion in Verbindung und wird in der Schizophrenie als ein
Kerngebiet in der Neuropathologie dieser Erkrankung angesehen, die haufiger bei
Maénnern auftritt. Bisherige Studien konnten zeigen, dass VEN vor allem anfillig
gegenlber neuropsychiatrischen Erkrankungen sind, bei denen soziale Defizite eine
zentrale Rolle spielen. Fiir die Schizophrenie untersuchte eine Studie (Briine et al., 2010)
die mittlere Dichte von VEN in Brodmann Area (BA) 24, eine oft untersuchte Region
innerhalb des ACC, konnte jedoch keine Verdnderung gegeniiber Patientlnnen mit
bipolarer Storung als klinische Kontrollgruppe und gegeniiber altersangepassten
Patientinnen einer nicht-psychiatrischen Kontrollgruppe feststellen. Studien lber die
Gesamtzahl von VEN in BA 24 im Gehirn von Patientlnnen mit Schizophrenie liegen
bisher nicht vor. Die vorliegende Arbeit untersuchte daher die Hypothese, dass in BA 24
im Gehirn von Patientinnen mit Schizophrenie im Vergleich zu BA 24 im Gehirn von nicht
an Schizophrenie oder einer anderen neurologischen oder psychiatrischen Erkrankung
leidenden Kontrollpersonen (im Folgenden: Kontrollpersonen) eine veranderte Dichte

und/oder Gesamtzahl der VEN vorliegen.

Fiir die vorliegende Arbeit wurden beide Hemisphdren von 12 Gehirnen von
mannlichen Patienten mit Schizophrenie und von 11 mannlichen Kontrollpersonen mit
gleicher Altersverteilung (altersgematchte Kontrollpersonen) untersucht. Die
Anfertigung der entsprechenden histologischen Gewebeschnitte dieser Gehirne erfolgte
bereits vor etlichen Jahren durch Prof. Dr. med. Helmut Heinsen (Morphologische
Hirnforschung der Universitat Wirzburg). Die Ethikkommission der Medizinischen
Fakultat der Universitdit Wurzburg hatte die Verwendung der durch Autopsie

gewonnenen Gehirne fiir die wissenschaftliche Forschung seinerzeit genehmigt.



Zusammenfassung

Jeder zweite oder dritte Schnitt der im Mittel 700 um dicken Serienschnitte wurde
mit Gallocyanin-Chromalaun gefarbt. BA 24 und spezifisch die Schicht V in BA 24 wurden
zytoarchitektonisch / mikroskopisch als region of interest (ROI) identifiziert und
abgegrenzt, da in Schicht Vb in BA 24 die VEN vorliegen. Mittels designed-based
Stereologie wurden fiir jede untersuchte Hemisphare die Gesamtzahl sowie die Dichte
von VEN in Schicht V in BA 24 ermittelt. Das Volumen von BA 24 und Schicht V in BA 24

wurden Uber das Cavalieri-Verfahren ermittelt.

Bei den Patienten mit Schizophrenie wurde im Vergleich mit den Kontrollpersonen
eine signifikante Verminderung der mittleren Gesamtzahl von VEN gefunden (-28,3%;
p = 0,027). Hingegen wies die mittlere Dichte von VEN, trotz reduzierter mittlerer
Gesamtzahl dieser Zellen, keinen signifikanten Unterschied zwischen den beiden
Gruppen auf (p = 0,128). Die mittleren Volumina von BA 24 (p = 0,111) und Schicht V in
BA 24 (p = 0,065) zeigten ebenfalls keine signifikanten Unterschiede zwischen den

beiden Gruppen.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit konnten somit die zuvor beschriebene
Hypothese teilweise bestatigen. Ebenfalls konnte die in einer anderen Studie (Briine et
al., 2010) zuvor festgestellte unveranderte Dichte von VEN in Schicht 5 in BA 24 im
Gehirn von Patientlnnen mit Schizophrenie unterstiitzt werden. Eine Messung der
Gesamtzahl von VEN in Schicht V in BA 24 im Gehirn von Patientlnnen mit Schizophrenie
lag in der zitierten Studie von Brine et al. (2010) jedoch nicht vor, weswegen die

vorliegende Arbeit erstmals Ergebnisse dieser Art in der Literatur zur Verfligung stellt.

Der ACC besitzt extensive Verbindungen innerhalb des Gehirns. Ein Verlust von VEN
in Schicht V in BA 24, gepaart mit einer reduzierten Gesamtzahl von Nervenzellen in
Schicht V in BA 24, konnte eine mogliche neuroanatomisch-neuropathologische
Grundlage far die mittels funktioneller Bildgebung festgestellten
Konnektivitatsstorungen im Gehirn von Patientlnnen mit Schizophrenie darstellen.
AuBerdem koénnten (im Sinne einer durch Nervenzellverlust bedingten gestorten
Konnektivitdt) weitere neuroanatomisch-neuropathologische Veranderungen, wie die
Reduzierung der mittleren Gesamtzahl von Nervenzellen im lateralen Kerngebiet der
Amygdala bei mannlichen Patienten mit Schizophrenie (Kreczmanski et al., 2007), erklart

werden.



Zusammenfassung

Die VEN-Neuropathologie kdnnte somit eine Rolle in der funktionellen
Dyskonnektivitat und den sich hieraus ableitenden Defiziten in der sozialen Kognition

bei Patientinnen mit Schizophrenie, mit denen sie assoziiert werden, spielen.



Abstract (English):

Abstract (English):

Neuropathological studies about von Economo neurons (VENs) thrived by the end of the
20% century. VENSs are specialized projection neurons restricted to a few areas of the
cerebral cortex, such as the anterior cingulate cortex (ACC). The ACC is viewed as a core
region in the neuropathology of schizophrenia and plays a role in cognition and emotion.
VENSs are especially vulnerable to those neuropsychiatric diseases in which social deficits
are a hallmark. Social deficits are a known issue in schizophrenia, but so far, only a few
studies investigated a possible pathology of VENs in schizophrenia. In the present study,
rigorous designed-based stereology was used to determine the volume of Brodmann
area (BA) 24 within the ACC and layer V of BA 24, as well as the total number and density
of VENs in layer V of BA 24 in both brain hemispheres of 12 male patients with
schizophrenia and 11 age-matched male controls. Patients with schizophrenia exhibited
a significantly lower mean total number of VENs (-28.3%; p = 0.027). No significant
alterations were found in the mean density of VENs (p = 0.128), the mean volume of BA
24 (p = 0.111) and the mean volume of layer V in BA 24 (p = 0.065). The ACC shows
massive connections to other cortical and subcortical regions. Furthermore, there is
evidence from neuroimaging studies of aberrant connectivity in schizophrenia. The
results of the present study may therefore represent a neuroanatomical basis for altered

connectivity, possibly leading to deficits in social cognition, in schizophrenia.



Abbildungsverzeichnis

Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1.1: Anteriorer Gyrus Cinguli (ACC).......ceevuieevieeerieeeree e 23

Abbildung 2.1: lllustration Gber den Ablauf einer stereologischen Untersuchung
mittels der ,,optical fractionator“-Methode. Die lllustration zeigt
vereinfacht den Vorgang der ,designed-based” Stereologie am Beispiel der
vorliegenden Arbeit. Eine Hemisphare eines Gehirns wird mit
gleichbleibendem Abstand (1, 2, 3, 4) geschnitten (A). Der Startpunkt (1)
wird hierbei zufallig gewahlt; der Abstand zum Frontalpol muss aber kleiner
sein als der Abstand zwischen den Schnitten. Von diesen Schnitten wird
dann eine Schnittserie (SRS-Serie) ausgewahlt (1, 3,... oder 2, 4,...) (B).
Sobald ein Schnitt aus der gewahlten SRS-Serie im Mikroskop eingelegt
wird, wird in der verwendeten Software die ,,region of interest” markiert
(gelb) (C, D). Im Anschluss daran wird ein virtuelles Gitter (,Grid“) aufgelegt
(C), dessen Kanten six und sly (D) zuvor definiert werden (slx: englisch "side
length in orientation of the X axis of a Cartesian coordinate system"; sly
entsprechend). Das Gitter stellt den Rahmen fiir die Zahlfenster bzw.
Zahlwirfel, die ,,unbiased virtual counting spaces” (UVCS) (D, E), dar, deren
Ausmalie (csx, csy, csz) ebenfalls bestimmt werden kénnen. Die
spindelférmigen von Economo Zellen (VEN), mit ihrem Zellkern (Nukleus)
(hellgrau, oval) und Nukleolus (schwarzer Punkt) sollen gezahlt werden (E).
Die VEN, die mit ihrem spezifischen Zahlpunkt (Nukleolus) im Fokus
innerhalb der UVCS liegen, werden gezahlt (E). Dabei gilt es, die rote
»exclusion line” und die griine ,inclusion line” (D, E) zu berticksichtigen. Bei
letzterem wird das Objekt gezahlt, sollte der spezifische Zahlpunkt exakt
AUT AEr LINI@ lI@EEN. cueeveei it e e e e e sanes 38

Abbildung 2.2: Aufnahme eines reprasentativen Frontalschnitts einer Hemisphare
eines der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Gehirne (Kontrollperson
9) (A), sowie eine Makroaufnahme der dorsalen Windung von Brodmann
Area 24 (BA 24) (B) mit den angegebenen Schichten I-1ll, V-VI und Mark
(M). Das Viereck in A kennzeichnet BA 24, aus der die Makroaufnahme von
B entstand. MaRstab =10 mm in Aund 0,75 mminB......ccccccccevvviiinnnnnnnn. 45

Abbildung 2.3: Zytoarchitektur von Brodmann Area 24 (BA24). Die Abbildungen A
und B wurden einem Atlas von Ding et al. (2016) entnommen und dienen
zur Orientierung in den Makroaufnahmen von BA 24 in einem der in der
vorliegenden Arbeit untersuchten Gehirne (Kontrollperson 9) (C, D). Die
Vierecke (A, B) heben die in rosa eingefarbten Regionen BA 24 und BA 32
hervor. Mit angegeben sind die anliegenden Regionen BA 32 und 33 als
auch das Corpus callosum (CC) (C, D). MalRstab = 2,8 mm in Cund 4,3 mm
1 T O U 46

Abbildung 2.4: Reprasentative mikroskopische Aufnahmen von einer Zahlung der
von Economo Zellen (VEN) in einem der in der vorliegenden Arbeit
untersuchten Gehirne (Kontrollperson 6). In A bis H ist ein ,,unbiased virtual
counting frame“ (UVCF) mit seinen Kantenldngen 200 x 200 um dargestellt.
Mit der Ausdehnung in 50 um Tiefe entsteht ein dreidimensionaler Wiirfel,
der sogenannte ,,unbiased virtual counting space” (UVCS), innerhalb
dessen die Zahlung der VEN erfolgte (B — G). Die in A gezeigte Fokusebene

9



Abbildungsverzeichnis

befindet sich oberhalb des UVCS (und somit auRerhalb des Zahlbereiches),
und die in H gezeigte Fokusebene unterhalb des UVCS (und somit ebenfalls
auBerhalb des Zahlbereiches). Daher sind hier die Umrandungen des UVCF
gelb gezeigt. In A, B und D ist mit Pfeilkdpfen ein nicht im Fokus liegendes
VEN markiert. VEN wurden gezahlt, wenn deren Nukleolus innerhalb des
UVCF in den Fokus traten (Pfeil in C) und die roten Kanten (,,exclusion
lines”) nicht beriihrten. Bei den griinen Kanten (,inclusion lines“) wurden
die VEN gezahlt, falls deren Nukleolus diese berihrte. Neben den VEN sind
im Bild ebenfalls Pyramidenzellen gezeigt, die dicht gepackt in Schicht Va
und weniger dicht gepackt in Schicht Vb vorliegen. Eine scharf eingestellte
Pyramidenzelle wurde exemplarisch mit einem gelben Stern in D und E
gekennzeichnet. Die MaBangaben in um beschreiben den Abstand zur
Oberflache des Schnittes. Maflstab =65 um in A—H. ......coooevvvvvieeeeeninnnns 52

Abbildung 2.5: Reprasentative mikroskopische Aufnahmen von Schicht Va (A, B)
und Vb (C, D) in zwei der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Gehirne
(Kontrollperson 4 (A, C) und Patient mit Schizophrenie 15 (B, D)). In Schicht
Va (A, B) liegen grolRe, dichtgepackte Pyramidenzellen (Stern) vor. In
Schicht Vb befinden sich neben weniger dicht gepackten Pyramidenzellen
die senkrecht zur Oberflache liegenden von Economo Zellen (VEN) (C, D).
Zur Veranschaulichung wurde eine Gruppe von scharf eingestellten VEN
eingekreist, sowie der helle ovale Zellkern (Nukleus) (Pfeil) und das dunkle
punktformige Kernkorperchen (Nukleolus) (Pfeilkopf) markiert. MaRstab =
SO M IN A = Do e e e e e e e e e ee e 53

Abbildung 3.1: Makrofotografien einer Serie von Frontalschnitten von Brodmann
Area 24 im Gehirn von Kontrollperson 3 (die gezeigte rechte Hemisphare
dieses Gehirns wies mit einem Volumen von 0,38 cm? das kleinste Volumen
von Schicht V in BA 24 der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Gehirne
von Kontrollpersonen auf). Die Abgrenzung von BA 24 ist schwarz markiert,
wahrend die Abgrenzung von Schicht V in BA 24 gelb markiert ist (B - G). A
liegt kaudal und H liegt rostral von BA 24. Die roten Pfeile markieren
Schicht IV in BA 23 (A) und BA 32 (H). Die MaRangaben in mm unter den
einzelnen Schnitten (A - H) geben den Abstand zum kaudalsten Schnitt (B)
der Schnittserie an. Maldstab = 3,97 mmin A-Dund H; 7,32 mmin Eund F
SOWIE 5,78 MM N G..ooeiiiii e e e e e et e e e e e e e eenaans 57

Abbildung 3.2: Makrofotografien einer Serie von Frontalschnitten von Brodmann
Area 24 im Gehirn von Kontrollperson 3 (die gezeigte linke Hemisphére
dieses Gehirns wies mit einem Volumen von 0,60 cm? ein mittleres
Volumen von Schicht V in BA 24 der in der vorliegenden Arbeit
untersuchten Gehirne von Kontrollpersonen auf). Die Abgrenzung von BA
24 ist schwarz markiert, wahrend die Abgrenzung von Schicht V in BA 24
gelb markiert ist (B - G). A liegt kaudal und H liegt rostral von BA 24. Die
roten Pfeile markieren Schicht IV in BA 23 (A) und BA 32 (H). Die
Mafangaben in mm unter den einzelnen Schnitten (A - H) geben den
Abstand zum kaudalsten Schnitt (B) der Schnittserie an. Mal3stab = 3,15
mminA; 3,28 mmin Bund C; 3,02 mminD; 6,03 mminE; 5,75 mm in F;
4,76 MM in G uUNd 3,95 MM N H. ceeeen e 59
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Abbildung 3.3: Makrofotografien einer Serie von Frontalschnitten von Brodmann
Area 24 im Gehirn von Kontrollperson 6 (die gezeigte rechte Hemisphare
dieses Gehirns wies mit einem Volumen von 0,83 cm? das gréRte Volumen
von Schicht V in BA 24 der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Gehirne
von Kontrollpersonen auf). Die Abgrenzung von BA 24 ist schwarz markiert,
wahrend die Abgrenzung von Schicht V in BA 24 gelb markiert ist (B - G). A
liegt kaudal und H liegt rostral von BA 24. Die roten Pfeile markieren
Schicht IV in BA 23 (A) und BA 32 (H). Die MaRangaben in mm unter den
einzelnen Schnitten (A - H) geben den Abstand zum kaudalsten Schnitt (B)
der Schnittserie an. MaRstab = 3,97 mm in A - D und H sowie 7,74 mm in E
Sl C TP PRSPPI 61

Abbildung 3.4: Makrofotografien einer Serie von Frontalschnitten von Brodmann
Area 24 im Gehirn von Patient 11 mit Schizophrenie (die gezeigte rechte
Hemisphire dieses Gehirns wies mit einem Volumen von 0,38 cm3 das
kleinste Volumen von Schicht V in BA 24 der in der vorliegenden Arbeit
untersuchten Gehirne von Patienten mit Schizophrenie auf). Die
Abgrenzung von BA 24 ist schwarz markiert, wahrend die Abgrenzung von
Schicht V in BA 24 gelb markiert ist (B - G). A liegt kaudal und H liegt rostral
von BA 24. Die roten Pfeile markieren Schicht IV in BA 23 (A) und BA 32 (H).
Die MaBangaben in mm unter den einzelnen Schnitten (A - H) geben den
Abstand zum kaudalsten Schnitt (B) der Schnittserie an. Malstab = 3,97
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von Schicht V in BA 24 der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Gehirne
von Patienten mit Schizophrenie auf). Die Abgrenzung von BA 24 ist
schwarz markiert, wahrend die Abgrenzung von Schicht V in BA 24 gelb
markiert ist (B - G). A liegt kaudal und H liegt rostral von BA 24. Die roten
Pfeile markieren Schicht IV in BA 23 (A) und BA 32 (H). Die MaRangaben in
mm unter den einzelnen Schnitten (A - H) geben den Abstand zum
kaudalsten Schnitt (B) der Schnittserie an. MaRstab = 3,75 mm in A - E und
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Area 24 im Gehirn von Patient 2mit Schizophrenie (die gezeigte rechte
Hemisphire wies mit einem Volumen von 0,82 cm? das groRte Volumen
von Schicht V in BA 24 der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Gehirne
von Patienten mit Schizophrenie auf). Die Abgrenzung von BA 24 ist
schwarz markiert, wahrend die Abgrenzung von Schicht V in BA 24 gelb
markiert ist (B - G). A liegt kaudal und H liegt rostral von BA 24. Die roten
Pfeile markieren Schicht IV in BA 23 (A) und BA 32 (H). Die MalRangaben in
mm unter den einzelnen Schnitten (A - H) geben den Abstand zum
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Die Schizophrenie ist eine schwere und in der Klinik regelmafig vorkommende
neuropsychiatrische Erkrankung (McCutcheon et al., 2020) mit einer im Mittel
geschatzten Inzidenz von 15,2 pro 100.000 Personen weltweit. Die Erkrankung geht mit
enormen Belastungen fir die Betroffenen, ihre Angehoérigen und das Gesundheitswesen
einher (Cloutier et al., 2016). Patientinnen mit Schizophrenie haben eine um fast 20
Jahre kiirzere Lebenserwartung (Laursen et al., 2014). Zum Teil ist dies auf ein erhdhtes
Suizidrisiko zurlckzufiihren; schatzungsweise 5 % der Erkrankten versterben an Suizid

(Palmer et al., 2005).

Nach einer vorausgehenden Prodromalphase (Lewis et al., 2000; Insel, 2010;
National Collaborating Centre for Mental Health, 2014; McCutcheon et al., 2020) wird
mit Einsatz der ersten Psychose im spdteren Jugendalter oder im frihen
Erwachsenenalter die Schizophrenie deutlich. Manner sind im Vergleich zu Frauen zum
einem etwas haufiger betroffen (McGrath et al., 2008); zum anderem tritt die erste
Psychose bei Mannern im Mittel etwas friher in einem Alter von 15-24 Jahren auf
(Hafner et al., 1994; Hafner et al., 1997; Insel, 2010). Der Verlauf ist entweder
kontinuierlich oder schubweise. Anhand der Symptomatik erfolgt nach den international
anerkannten Kriterien des diagnostischen und statistischen Leitfadens psychischer
Stérungen (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders; DSM-5) (American
Psychiatric Association, 2013) oder der internationalen statistischen Klassifikation der
Krankheiten und verwandter Gesundheitsprobleme (International Statistical
Classification of Diseases and Related Health Problems; ICD-10) (World Health
Organization, 2004) die Diagnose. Die verschiedenartig auftretenden Symptome duBern
sich laut ICD-10 durch grundlegende und charakteristische Stérungen von Denken und
Wahrnehmung sowie inaddquate oder verflachte Affekte (World Health Organization,
2004). Die Symptome werden unter anderem in einer Positivsymptomatik (z.B.
Halluzinationen, = Wahnvorstellungen, Stérungen im Denken) oder einer
Negativsymptomatik (z.B. abgeflachter Affekt, soziale Zuriickgezogenheit, Verlust der
Motivation) kategorisiert (Lewis et al., 2000; Health, 2014; McCutcheon et al., 2020).

Eine Beeintrachtigung der Kognition kann ebenfalls auftreten. Oft prasentieren sich
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Patientinnen in der Klinik aufgrund der Positivsymptomatik (McCutcheon et al., 2020),
wahrend die Negativsymptomatik einschlieRlich kognitiver Defizite bereits die

Prodromalphase kennzeichnen kénnen (Health, 2014; McCutcheon et al., 2020).

Die Schizophrenie geht auf die Beschreibung der Dementia praecox mit der
Unterteilung in die hebephrenische, katatonische und paranoide Form von Emil
Kraepelin zurlick (Kraepelin, 1899). Kraepelin beschrieb ein Krankheitsbild, dass durch
»eine eigenartige Zerstdérung des inneren Zusammenhanges der psychischen
Personlichkeit mit vorwiegender Schadigung des Gemditslebens und des Willens”
(Kraepelin, 1913) charakterisiert ist. Bleuler erweiterte das bis dahin von Kraepelin
eingefliihrte Konzept der Dementia praecox und fihrte die heute bekannte Bezeichnung
fir die neuropsychiatrische Erkrankung ein (Bleuler, 1911; Noll, 2009). Zunachst wurde
von einer biologischen Ursache der Schizophrenie ausgegangen; jedoch erzielten die
damaligen Studien wenig erfolgreiche Ergebnisse (Shenton et al., 2001). Dies ebnete den
Weg fiir die Psychoanalytik, die das wissenschaftliche Feld (ibernahm. Bis zur ersten
Halfte des 20. Jahrhunderts blieb es daher relativ ruhig in der Schizophrenie-Forschung,
da die Psychoanalytik mogliche biologische Ursachen ausblendete. Neue Fortschritte in
der Genetik-Forschung, Psychopharmakologie und Bildgebung entfachten erneut das
Interesse an einer biologischen Ursache der Schizophrenie (Noll, 2009). Insbesondere
die neuropathologische Forschung um die Schizophrenie erfuhr eine Renaissance,
nachdem die erste CT-Studie (ber Schizophrenie von Johnstone et al. (1976)
veroffentlicht wurde (Shenton et al., 2001; Love et al., 2018). Erst einige Jahre zuvor
beschrieb Plum (1972) mit dem heute oft zitierten Satz ,Schizophrenia is the graveyard
of neuropathologists“ den Tiefpunkt der neuropathologischen Forschung zur

Schizophrenie (Shenton et al., 2001; Harrison et al., 2011).

Die von Johnstone et al. (1976) gefundene Ventrikelerweiterung bei Patientinnen
mit Schizophrenie konnte in verschiedenen klinischen Bildgebungsstudien der
folgenden Jahre reproduziert werden. Weitere erforschte makroskopische
Auffalligkeiten waren eine zerebrale und kortikale Volumenreduzierung im Gehirn von
Patientinnen mit Schizophrenie. Die Volumendefizite traten gehduft im medialen
Temporallappen auf, aber auch weitere Regionen wie der Frontalcortex, der anteriore

cingulare und insuldre Cortex sowie der Thalamus waren betroffen (Harrison, 1999;
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Wright et al., 2000; Shenton et al., 2001; Honea et al., 2005; Ellison-Wright et al., 2010;
Haijma et al., 2013; Brugger et al., 2017).

Post mortem Studien komplementierten die Ergebnisse der klinischen
Bildgebungsstudien in Hinblick auf moégliche mikroanatomische Verdanderungen, und
konnten zum Teil die Ergebnisse aus der klinischen Bildgebung bestatigen oder erganzen
(Harrison, 1999; Love et al., 2018). Hierzu zahlten unter anderem Veranderungen in der
GroRe, Dichte, Anzahl und Verteilung von Nerven- und Gliazellen und Veranderungen in
der synaptischen und dendritischen Architektur. Oft wurde eine Abnahme der
untersuchten Parameter festgestellt (Harrison, 1999; Lewis et al., 2000; Harrison et al.,
2011; Bakhshi et al., 2015). Die Abweichungen in der neuronalen Zytoarchitektur
konnten als mogliche Grundlage fiir abweichende neuronale Konnektivitditen gesehen
werden (Harrison, 1999). Bei der Frage, ob es sich bei der Schizophrenie eher um einen
neurodegenerativen Prozess oder eher um eine Entwicklungsstorung des Gehirns
handelt, verdichteten sich die Hinweise auf eine Entwicklungsstérung (Insel, 2010;
Harrison et al., 2011, S. 981; Bakhshi et al., 2015; Love et al., 2018). Insbesondere die
Abwesenheit einer Gliosis gilt dabei als starkes Argument fir die Stlitzung der Hypothese
einer Storung in der Entwicklung (Harrison et al., 2011). Trotz zahlreicher Studien ist die
Neuropathologie der Schizophrenie aber nicht, wie beispielsweise bei der Alzheimer-
Erkrankung, auf ein oder wenige spezifische und eindeutige Charakteristika beschrankt.
Dariber hinaus waren die verschiedenen Studien aufgrund von unterschiedlicher
Methodik, unterschiedlich gewahlter Parameter und unterschiedlich gewahlter
Gehirnregionen nicht immer eindeutig in ihren Ergebnissen. Schlussendlich konnten bis
heute weder makroskopisch noch mikroskopisch fiir die Diagnostik verwendbare
spezifische Veranderungen des Gehirns bei Patientlnnen mit Schizophrenie gefunden

werden (Harrison et al., 2011; Love et al., 2018).

Der anteriore Gyrus cinguli (englisch: anterior cingulate gyrus; abgekiirzt ACC) spielt
womoglich eine wichtige Rolle bzw. wird als Kerngebiet (Brugger et al., 2017) in der
Neuropathologie der Schizophrenie gesehen. Als Teil des limbischen Systems (Bush et
al., 2000), windet sich der ACC (Abbildung 1.1) als vorderer Anteil des cinguldren Cortex
Uber den vorderen Abschnitt des Corpus callosum (Shenhav et al., 2013). Der ACC

besteht aus mehreren Untereinheiten (Vogt et al., 1995), darunter auch Brodmann Area
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24 (BA 24). Funktionell steht der ACC hauptsachlich mit kognitiven und emotionalen,
allerdings auch mit motorischen und einigen autonomen Funktionen im Zusammenhang
(Vogt et al., 1992; Bush et al., 2000; Fornito et al., 2009; Vogt, 2009; Shenhav et al.,
2013). Im ACC konnten klinische Bildgebungsstudien und neuropathologische Studien
regelmdllig Verdnderung feststellen, die moglicherweise mit der klinischen
Manifestation der Schizophrenie korrelieren (Fornito et al., 2009). Wie schon zuvor
erwahnt konnten Volumendefizite im ACC aufgezeigt werden (Baiano et al., 2007;
Haijma et al., 2013; Brugger et al., 2017), darunter auch spezifisch in BA 24 (Mitelman
et al., 2005). Auf histologischer Ebene zeichnete sich das pathomorphologische Bild mit
Veranderungen in der neuronalen, synaptischen und dendritischen Dichte weiter aus
(Fornito et al.,, 2009; Roberts et al.,, 2015; Onwordi et al., 2020). Eine Zunahme der
Afferenzen konnte ebenso aufgezeigt werden (Benes et al., 1987; Fornito et al., 2009).
Die Untereinheiten des ACC kdnnen sich jedoch nach Fornito et al. (2009) in ihrem

pathomorphologischen Erscheinungsbild unterscheiden.

Abbildung 1.1: Anteriorer Gyrus cinguli (ACC).

Die Illustration zeigt eine Medialansicht einer Hemisphare eines menschlichen Gehirns.
Zu erkennen ist der anteriore Gyrus cinguli (orange), der sich als Teil des limbischen
Systems und als vorderer Gyrus cinguli vorne um das Corpus callosum windet.

Insbesondere BA 24 innerhalb des ACC geriet in den Fokus vieler Studien. Konkret

haben viele Studien die Zelldichte (Nervenzellen und/oder Gliazellen) in BA 24 bei
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Patientlnnen mit Schizophrenie untersucht (Fornito et al., 2009), weswegen bisher nur
wenige Ergebnisse Uber direkt gemessene Werte der Gesamtzahl von Nervenzellen im
ACC vorhanden sind. Die Ergebnisse Uber die Dichte von Nervenzellen sind recht
widersprichlich, womaoglich wegen Unterschieden in der Messmethode. Zum einem
wurde eine Erhéhung (Chana et al., 2003), zum anderem eine Erniedrigung (Benes et al.,
1986), sowie keine Verdanderung (Benes et al., 1991; Kalus et al., 1997; Bouras et al.,
2001; Cotter et al., 2001; Hoistad et al., 2013) in der mittleren Dichte von Nervenzellen
im ACC von Patientinnen mit Schizophrenie festgestellt. In Bezug auf die mittlere
Gesamtzahl von Nervenzellen konnten weder Ongiir et al. (1998) noch Stark et al. (2004)

eine Veranderung messen.

Neben den ,normalen” Nervenzellen (Pyramiden- und Granularzellen) und den
Gliazellen liegt in Schicht Vb in BA 24 eine spezielle, in Clustern auftretende Zellart vor,
die das Interesse in der Forschung um neuropsychiatrische Erkrankungen geweckt hat:
die Spindelzellen bzw. von Economo-Zellen (englisch: von Economo neurons; abgekirzt
VEN) (Nimchinsky et al., 1995; Nimchinsky et al., 1999). Obwohl diese Zellen bereits
1881 von Wladimir A. Betz erwdhnt worden waren (Butti et al., 2013), wurden diese
Zellen erstmalig 1926 von ihrem Namensgeber detailliert beschrieben. Nach von
Economo (1926) sind diese speziellen Zellen von langgestreckter und spindelartiger
Form, die aufgrund ihres schmalen Zellkdrpers strichformig erscheinen und nahezu
senkrecht zur Oberflache der weiRen Substanz gerichtet sind. Darliber hinaus entspricht
die Breite des apikalen und des basalen Dendriten fast der Breite des Zellkérpers.
Nimchinsky et al. (1995) beschrieben neben den langgestreckten und geraden VEN auch
kiirzere, kraftigere und kurvige VEN, als auch solche mit aus dem Soma kommenden
drittem Dendriten. VEN zeigen auBerdem im Vergleich zu Pyramidenzellen eine
geringere dendritische Verzweigung und weniger Dornenfortsatze (Watson et al., 2006),
und konnen nach ihrer dendritischen Lange, Verzweigung und ihrer Anzahl an
Dornenfortsdtzen aufgegliedert werden (Banovac et al.,, 2019; Correa-Junior et al.,
2020). Uberwiegend wurden die VEN in groRer Anzahl beim Menschen im ACC als auch
im frontoinsuldren Cortex gefunden (von Economo, 1926; Allman et al., 2011; Butti et
al., 2013). In limitierter Anzahl wurden VEN auch im prafrontalen Cortex (BA 9 und 10)
beschrieben (Fajardo et al., 2008; Butti et al., 2013; Gonzalez-Acosta et al., 2018). Neben

dem Menschen liegen die VEN auch bei Menschenaffen (Nimchinsky et al., 1999; Allman
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et al., 2010), Elefanten (Hakeem et al., 2009), Walen (Butti et al., 2009) und bei weiteren
Tierarten (Raghanti et al., 2015) vor. Sie erscheinen erstmalig pranatal in der 36. Woche,
woraufhin post partum die Gesamtzahl von VEN in den ersten 8 Monaten zu einem Peak
ansteigt (Allman et al., 2010). Mit dem 4. Lebensjahr liegt dann die Gesamtzahl von VEN
vor, die bis ins Erwachsenenalter konstant bleibt (Allman et al., 2010). Es wird vermutet,
dass es sich bei den VEN um spezialisierte Projektionsneurone handelt (Nimchinsky et
al., 1995; Allman et al., 2010; Butti et al., 2013; Cobos et al., 2015; Hodge et al., 2020),
wobei noch ungeklart ist, wohin genau die VEN projizieren (Allman et al., 2010). Auch
die genauere Funktion der VEN (Butti et al., 2013) ist nach wie vor ungeklart. Eine Rolle
bei emotionalen Prozessen und Selbstbewertung (Briine et al., 2011) wie auch bei
intuitiver Entscheidungsfindung (Allman et al., 2005) wird vermutet. Da Studien eine
mogliche Verknipfung der VEN-enthaltenden Cortexregionen mit neuropsychiatrischen
Erkrankungen, wie zum Beispiel die verhaltensbetonte Variante der frontotemporalen
Demenz sowie Autismus und Schizophrenie, aufzeigten (Butti et al., 2013), wurde in den
letzten Jahrzehnten die Rolle der VEN bei neuropsychiatrischen Erkrankungen
untersucht. Bei einer Reihe von Erkrankungen konnte eine geringere mittlere Dichte
oder Anzahl von VEN (sowie weitere pathomorphologische Veranderungen) gezeigt
werden, unter anderem bei der Alzheimer-Erkrankung (Nimchinsky et al., 1995; Gefen
et al., 2018), der Corpus-callosum-Agenesie (Kaufman et al.,, 2008), der
verhaltensbetonten Variante der frontotemporalen Demenz (Seeley et al., 2006; Kim et
al., 2012; Santillo et al., 2013) und der familidaren Dysautonomie (Jacot-Descombes et
al., 2020). Die in der Literatur vorhandenen Studien tiber mogliche VEN-Pathologie bei
der Schizophrenie sind Uberschaubar. Bisher wurde eine gréBere mittlere Anzahl an
Lysosomen in den VEN im ACC (BA 24b) bei Schizophrenie berichtet (Krause et al., 2017).
Brine et al. (2010) fanden bei der Messung der Dichte von VEN jedoch keine

signifikanten Veranderungen.

Die Bestimmung von Zelldichten als Grundlage fir neuropathologische
Untersuchungen muss jedoch kritisch gesehen werden. Schmitz and Hof (2005) haben
eindriicklich gezeigt, dass Anderungen der Zelldichte in einer region of interest
keinesfalls eine Anderung der Zellzahl in der untersuchten region of interest
reprasentieren missen, solange die Zelldichte an diinnen Gewebeschnitten ermittelt

wurde. Vielmehr kann sich die (an diinnen Gewebeschnitten ermittelte) Zelldichte bei
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gleichbleibender Zellzahl allein durch Anderungen der GréRe, Form und Ausrichtung der
Zellen innerhalb der region of interest andern (vgl. Abbildung 3 in Schmitz and Hof
(2005)). Umgekehrt kénnen auch massive Anderungen der Gesamtzahl von Zellen in
einer region of interest ohne jede Anderung der Zelldichte in der untersuchten region of
interest auftreten, solange sich die GroBe der untersuchten region of interest
entsprechend andert. Konkret fanden Schmitz, Born, et al. (2005) nach pranataler
Bestrahlung von Mausen trotz einer Verringerung der mittleren Gesamtzahl von
Nervenzellen in Hippocampus und Kleinhirn im Gehirn adulter Tiere um ca. 50% keine

signifikanten Anderungen der entsprechenden Zelldichten.

Dementsprechend untersuchte die vorliegende Arbeit erstmals die Hypothese, dass
in BA 24 im Gehirn von Patientinnen mit Schizophrenie im Vergleich zu BA 24 im Gehirn
von nicht an Schizophrenie oder einer anderen neurologischen oder psychiatrischen
Erkrankung leidenden Kontrollpersonen (im Folgenden: Kontrollpersonen) eine

verdanderte Dichte und/oder Gesamtzahl der VEN vorliegen.

Die beschriebene Hypothese wurde an post mortem Gehirnen von 12 mannlichen
Patienten mit Schizophrenie und 11 mannlichen Kontrollpersonen, die in Bezug auf ihre
Altersverteilung der Altersverteilung der Patienten mit Schizophrenie entsprach
(altersgematchte Kontrollpersonen), Gberpriift. Die Wahl der untersuchten post mortem
Gehirne erfolgte insbesondere basierend auf der Tatsache, dass exakt dieselben Gehirne
bereits Gegenstand friherer Untersuchungen waren (Kreczmanski et al., 2005;
Kreczmanski et al., 2007, 2009; Hoistad et al., 2013). Insbesondere liegen fiir die
untersuchten post mortem Gehirne bereits Bestimmungen der Gesamtzahl von
Nervenzellen im lateralen Kerngebiet der Amygdala vor (Kreczmanski et al., 2007), auf
das BA 24 u.a. direkt projiziert (Pandya et al., 1981; Stefanacci et al., 2002; Calderazzo
et al., 2021).

Konkret wurden zundchst BA 24 und die Schicht V von BA 24 an Serienschnitten
beider Hemispharen der untersuchten Gehirne zytoarchitektonisch identifiziert und
abgegrenzt. Anschlieffend wurde das Volumen von Schicht V von BA 24 als auch von BA
24 insgesamt sowie die Gesamtzahl und Dichte der VEN in Schicht V in BA 24 bestimmt.

Die Bestimmung dieser Parameter erfolgte mittels designed-based Stererologie (Schmitz
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& Hof, 2005), wodurch eine fachgerechte und fiir die region of interest reprasentative

Bestandsaufnahme der untersuchten Parameter gewéhrleistet war.
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2 Material und Methoden

2.1 Untersuchtes Gewebe

Die Autopsien aller Patienten wurden nach deutschem Recht mit Einwilligung eines
Verwandten durchgefiihrt (in der vorliegenden Studie wurden nur post mortem Gehirne
von mannlichen Patienten mit Schizophrenie und mannlichen Kontrollpersonen
untersucht). Die Ethikkommission der Medizinischen Fakultat der Universitat Wirzburg
genehmigte die Verwendung der Autopsien fiir die wissenschaftliche Forschung. Prof.
Dr. med. H. Heinsen (Morphologische Hirnforschung der Universitdat Wiirzburg) oder ein
von ihm instruierter Pathologe fiuihrten die Gewebeextraktion und Weiterverarbeitung
durch. Sowohl die Patienten mit Schizophrenie als auch die Kontrollpersonen besaRen
einen adhnlichen ethnischen Hintergrund und wurden in deutschen klinischen
Einrichtungen hospitalisiert. Die klinischen Aufzeichnungen der Patienten mit
Schizophrenie lagen in deutschen staatlichen psychiatrischen Kliniken oder deutschen
Universitatskliniken vor. Die Autopsie-Berichte mitsamt der Dokumentation der
medizinischen Vorgeschichte standen Prof. Heinsen zur Verfligung. Die Diagnose der
Patienten mit Schizophrenie wurde mittels der international anerkannten
Klassifikationssysteme ICD-10 und DSM-IV zur Diagnostik psychischer Erkrankungen
durchgefliihrt. Anhand der medizinischen Berichte sicherten erfahrene Psychiater die
Diagnose der Schizophrenie mithilfe der DSM-IV Kriterien ab und schlossen aulRerdem
psychopathologische Verdanderungen bei den Kontrollpersonen aus. Sowohl bei den
Patienten mit Schizophrenie als auch bei den Kontrollpersonen wurden Individuen
ausgeschlossen, wenn folgende Punkte zutrafen: neurologische Probleme, die zu einer
medizinischen Behandlung oder zu einer Einschrankung der kognitiven Beurteilung
fuhrten, wiederkehrende Anfallsleiden, schwere Schéadel-Hirn-Traumata mit
Bewusstlosigkeit, selbst-verursachte Intoxikation, Substanzabusus und Diabetes
mellitus mit einem Blutzuckerspiegel von >200 mg/dl. Die Medikationshistorie wie z.B.
Neuroleptika fiir die Patienten mit Schizophrenie standen fir den Zeitraum ihres

Krankenhausaufenthaltes zur Verfiigung.

Post mortem Gehirne von 12 mannlichen Patienten mit Schizophrenie mit einem
durchschnittlichen Alter von 50,5 * 3,4 Jahren (alle Angaben als Mittelwert *

Standardfehler des Mittelwerts) wurden untersucht. Das durchschnittliche post mortem
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Intervall lag bei 38,1 £ 7,7 Stunden, und die durchschnittliche Fixationszeit der Gehirne
lag bei 199 + 25 Tage. Als Kontrollen wurden 11 ménnliche Personen untersucht, die ein
durchschnittliches Alter von 54,5 + 2,5 Jahre hatten. Das durchschnittliche post mortem
Intervall lag bei 23,6 * 4,3 Stunden, und die durchschnittliche Fixationszeit bei 1.028 +
432 Tage. Weitere ausfiihrliche Daten zu den Patienten mit Schizophrenie und den

Kontrollpersonen sind in Tabelle 2.1 aufgefihrt.

29



2 Material und Methoden

Tabelle 2.1: Klinische Charakteristika derjenigen Patienten mit Schizophrenie und
derjenigen Kontrollpersonen, deren post mortem Gehirne in der vorliegenden Arbeit

untersucht wurden.

Diagnosen
Nr. A D | Todesursache PMI Fix DSM-IV ICD-10
b m [Std.] | [Tage]
K1 36 - | Gewehrschuss 24 143 - -
K2 47 - akuter Myokardinfarkt <24 133 - -
K3 50 - | Lawinenungliick 23 498 - -
K4 51 - | Sepsis 7 285 - -
K5 54 - akuter Myokardinfarkt 18 168 - -
K6 56 - akuter Myokardinfarkt 60 3570 - -
K7 58 - akuter Myokardinfarkt 28 126 - -
K8 60 - | gastrointestinale Hamorrhagie 18 101 - -
K9 60 - | gastrointestinale Hamorrhagie 27 302 - -
K10 | 62 - akuter Myokardinfarkt <24 3696 - -
K11 | 65 - | Bronchopneumonie 6 2289 - -
S1 22 { 19 ! Suizid 88 130 295.30 F20.00
S2 36 | 28 | Suizid <72 115 295.30 F20.00
S3 46 | 24 | Systemische Hypothermie <24 327 295.30 F20.01
sS4 50 | 17 | Peritonitis <24 203 295.30 F20.00
S5 50 | 22 ! Suizid 18 170 295.30 F20.00
S6 51 | 17 | Sepsis 33 127 295.60 F20.50
S7 54 | 20 | Sepsis 27 250 295.60 F20.50
S8 55 | 22 | Rechtsherzinsuffizienz 25 84 295.30 F20.00
S9 57 | 37 | Sepsis 76 163 295.30 F20.00
S10 | 60 | 24 ! Lungenembolie <48 311 295.30 F20.01
S11 62 19 | Aspiration 7 171 295.30 F20.00
S12 | 63 22 | akuter Myokardinfarkt 15 338 295.60 F20.50

Abkirzungen K: Kontrollperson; S: Patient mit Schizophrenie; A: Alter; D: Alter bei

Diagnose der Schizophrenie; PMI: post mortem Intervall (Zeit zwischen Eintritt des Todes
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und der Autopsie); Fix: Fixationszeit; DSM-IV: Diagnostic Statistical Manual; ICD-10:

International Statistical Classification of Diseases and Related Health Problems

2.2 Histologische Aufarbeitung

Die histologische Aufarbeitung der Gehirne wurde vor etwa 30 Jahren im Labor von Prof.
Heinsen durchgefiihrt. In den folgenden Abschnitten werden die Behandlung der
Gehirne sowie die Farbungen der Schnitte erldutert (Heinsen et al., 1991; Heinsen et al.,

2000).

2.2.1 Fixierung der Gehirne

Die Gehirne wurden fiir mindestens 4 Wochen in 10 % Formalin (Tabelle 2.2) fixiert.

Dabei wurde die Losung in den ersten 3 Wochen wochentlich ausgetauscht.

Tabelle 2.2: Herstellung von 10 % Formalin.

10 % Formalin - 1 Anteil wéassriges Formaldehyd

- 9 Anteile Leitungswasser

Nach der Fixierung wurde das Kleinhirn einschlielich des Hirnstammes bis zum
rostralen Ende der Pons vom Gehirn abgetrennt. Die beiden Hemisphdren wurden
medio-sagittal geteilt und das Septum pellucidum entfernt. Dadurch konnten die
erreichbaren Anteile des im Seitenventrikel gelegenen Plexus choroideus aus den
Gehirnen der dlteren Personen (> 25 Jahre) herausgeschnitten werden (Verkalkungen
im Plexus choroideus kdnnen die Anfertigung von Gehirnschnitten beeintrachtigen). Die
tief gelegenen Anteile des Plexus choroideus wurden nachfolgend wahrend der

Anfertigung der Serienschnitte entfernt.

2.2.2 Einbettung und Anfertigung von Schnittserien von den Hemispharen

Zum Schutz vor Gefrierartefakten wurden die Hemisphdren mit einem kryoprotektiven

Medium vorbehandelt (Heinsen et al., 1991). Hierzu wurden zwei Lésungen angesetzt,
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in die die Hemispharen jeweils 8 Tage gelegt wurden (Tabelle 2.3). Im Anschluss wurde
die Uberschissige Flussigkeit entfernt und die Gehirne in 3 % Agarose-Losung oder 15 %

Gelatine-Losung eingebettet.

Tabelle 2.3: Vorbehandlung mit kryoprotektiven Lésungen.

1. Lésung 4 % Formaldehyd mit 2 % Dimehtylsulfoxid (DMSO) (Merck, | 8 Tage

Darmstadt, Deutschland) und 10 % Glycerol

2. Lésung 4 % Formaldehyd mit 2 % DMSO und 20 % Glycerol 8 Tage

Fiir die Hartung wurden die eingebetteten Hemisphéaren-Blocke Uber Nacht im
Kihlschrank (4 ° C) gelagert. Dabei wurde darauf geachtet, dass ein Rand von 5 - 10 mm
Einbettmedium um die Hemisphdre bestand. Vor dem Einfrieren wurden die
Hemisphdren-Blocke erneut mit kryoprotektiven Lésungen wie oben beschrieben fir
jeweils 2 Wochen behandelt. Die Hemisphéaren-Blocke wurden kaudal des Splenium
corporis callosi in einen rostralen und einen kaudalen Abschnitt geteilt, und fur 15
Minuten bei - 60° C in entsprechend heruntergekihltem Isopentan tiefgefroren (der
Gefrierpunkt von Isopentan liegt bei -160° C). Hierfiir wurde das Isopentan in einem
DewargefdaR unter kontrollierter Zugabe von Trockeneisblocken (Temperatur bei
Normaldruck (1,013 bar): -78,5° C) auf die gewiinschte Temperatur heruntergekiihlt. Die
tiefgefrorenen Hemispharen-Blocke wurden anschlieBend mithilfe von Filterpaper vom
Uberschiissigen Isopentan befreit und in Plastikbeuteln in einem -80°C kalten
Gefrierschrank tGber Nacht oder (iber mehrere Tage gelagert. Daraufhin wurden die
Hemisphéaren-Blocke mit Wasser auf dem Objekthalter eines Kryomikrotoms (Jung,
Nussloch, Deutschland) befestigt und in 700 um dicke Schnitte geschnitten. Zur
Orientierung wurde auf jeden 5. Schnitt ein Filterpapier (Schleicher & Schuell, Dassel,
Deutschland) gelegt. Alle Schnitte wurden makroskopisch auf morphologische

Veranderungen untersucht und in mit 4 % Formalin gefillten Plastikkisten gelagert.
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2.2.3 Einbettung und Anfertigung von Schnittserien des post mortem Gehirns von

Kontrollperson 7

Bei einer mannlichen Kontrollperson (K5 in Tabelle 2.1) wurden die Hemisphéaren in
Celloidin eingebettet (Heinsen et al., 2000). Die Hemispharen wurden zunachst in einer
aufsteigenden Alkoholreihe (70%, 80% und 96% Ethanol-Losung) dehydriert. Dabei
wurden sie jeweils eine Woche in der jeweiligen Losung belassen. Am Ende der dritten
Woche wurden bei den Hemisphadren die Hirnhdute in den Bereichen groRer und tiefer
Sulci (z.B. Sulcus lateralis, Sulcus centralis) entfernt. Die bearbeiteten Hemisphéren
wurden in eine mit 8 % Celloidin (Tabelle 2.4) gefillte transparente Plastikkiste mit den
Mallen 240 x 140 x 135 mm gelegt.

Tabelle 2.4: Herstellung von 8 % Celloidin

Ethanol- - 750 ml 100 % Ethanol
Diethylethermischung - 750 ml Diethylether
8 % Celloidin - 180 g Celloidin (Cedukol Nr. 1.04363 Merck,

Darmstadt, Deutschland) in  der Ethanol-

Diethylethermischung I6sen

Um das Celloidin von 8% auf 16% zu konzentrieren, wurde die Kiste flr 48 Stunden
in einem Exsikkator deponiert, in dem Alkohol- und Diethyletherdampf mit einer
Vakuumpumpe abgesaugt wurde. So wurden einerseits die Bildung von gasférmigen
Blasen verhindert; andererseits gelang das Celloidin tief in die Sulci und in das
Ventrikelsystem, ohne in das Gehirngewebe einzudringen. Durch vorige Inzision der
Hirnhaut konnte das Celloidin besser die Raume zwischen den Gyri ausfillen, wodurch
die nachfolgende Anfertigung der Serienschnitte erleichtert wurde. Im Anschluss wurde
die Kiste mitsamt einer mit Chloroform gefllten Petrischale (Durchmesser von 185 mm)
in ein Aquarium gestellt und darin verschlossen. Wahrend des Hartungsprozesses des
Celloidins wurde der Celloidinblock téglich auf Uberschuss an Alkohol-Ether Giberpriift
und letzterer entsprechend entfernt. Nach 14 - 16 Tagen |6ste sich der Celloidinblock

von der Wand der Plastikkiste. Besal? der Block eine kautschuk-gleiche Konsistenz,
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konnte der letzte Hartungsvorgang in 70 % Ethanol fiir 2 Tage gestartet werden. Nach
dem abgeschlossenen Hartungsvorgang wurden die Hemispharen von K7 auf einem
Objekthalter eines Schlittenmikrotoms (Polycut, Cambridge Instruments, London, UK)
befestigt und mit einer Schnittdicke von 440 um geschnitten. Fiir die Befestigung der
Celloidinblécke wurde als Bindemittel zwischen Block und Objekthalter 8% Celloidin
verwendet. Zur Héartung des Celloidins wurden die Blocke zusammen mit dem
Objekthalter in eine Ethanol-Lésung fiir 3 - 4 h gelegt. Wahrend des anschliefenden
Schneideprozesses wurden der Celloidinblock und die Klinge des Mikrotoms mit 70%

Ethanol feucht gehalten. Die Schnitte wurden in 70% Ethanol aufbewahrt.

2.2.4 Farbung der Schnitte

Jeder zweite oder dritte Schnitt aller Hemisphdren wurde mit Gallocyanin-Chromalaun
gefarbt (Heinsen et al., 1991). Diese Farbung stellt Nukleinsduren tiefblau dar (Oertel,
1990). Dabei wurden die Schnitte Uber Nacht mit Perameisensdure (Tabelle 2.5)
inkubiert, um die Selektivitdt der Farbung zu verbessern (Heinsen et al., 1991). Um eine
optimale Inkubation der Schnitte mit der Losung zu gewadhrleisten, wurde ein
Filterpapier auf die Oberfliche der Loésung gelegt und die Schnitte unter

kontinuierlichem Schitteln inkubiert.

Tabelle 2.5: Herstellung der Perameisensaure

Perameisensaure - 1 Teil 100 % Ameisensaure
- 3 Teile 30 % H,0-,

- 6 Teile destilliertes Wasser

Am nachsten Tag wurden die Schnitte eine Stunde mit flieRendem Wasser gespiilt.
Unter erneutem kontinuierlichem Spilen (fiir 3 Stunden) wurden die Schnitte mit
Gallocyanin-Chromalaun gefarbt (Tabelle 2.6). Nach der Inkubation der Schnitte in der
Farbelosung wurden diese flr eine Stunde gespllt. Die einzelnen Schnitte wurden
zwischen zwei Filterpapieren und Exsikkator-Platten aus Keramik gelegt und in 50%

Ethanol (Hoechst CeramTec, Marktredwitz, Deutschland) Gberfihrt.
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Tabelle 2.6: Herstellung der Gallocyanin-Chromalaun-Lésung

Gallocyanin-
Chromalaum-

Losung

1,5 g Gallocyanin (Aldrich-Chemie, Steinheim, Deutschland)
in 1000 ml 5% Kaliumchrom(lll)-Sulfat-Dodecahydrat
(Merck) l16sen

Losung fir 10 Minuten kochen

Filtern der Loésung und Auffillen des Volumens mit
destilliertem Wasser auf 1000 ml|

End-pH-Wert der Losung: 1,8

In einer Petrischale (185 mm Durchmesser, 40 mm Ho6he) wurden die Schnitte

dehydriert (Tabelle 2.7). Nach dem Dehydrierungsvorgang folgte eine einminitige

Immersion in Permount (Fisher Scientific, Pittsburgh, PA, USA). AbschlieBend wurden

die Schnitte auf Objekttrager aufgezogen.

Tabelle 2.7: AbschlieRender Dehydrierungsvorgang bei der Farbung der Schnitte

1. | 80% Ethanol 1 Stunde

2. | 100% Ethanol 1 Stunde

3. | 100% Ethanol Uber Nacht
4. | 100% Propanol : Xylol (Verhaltnis 1:1) 2 Stunden
5. | Xylol 2 Stunden
6. | Xylol Uber Nacht
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2.3 Stereologische Untersuchung der Gehirnschnitte

Die stereologische Untersuchung wurde vollstdndig verblindet durchgefiihrt. Die
Auswertung erfolgte somit ohne Angaben dariiber, ob es sich bei einem untersuchten
post mortem Gehirn um ein Gehirn eines Patienten mit Schizophrenie oder um ein

Gehirn einer Kontrollperson handelte.

2.3.1 Verwendete stereologische Messstationen

Die Abgrenzung von BA 24 als auch von Schicht V in BA 24 im Gehirn von mannlichen
Patienten mit Schizophrenie und im Gehirn von mannlichen Kontrollpersonen wurde mit

folgender Messstation durchgefiihrt:

e Zeiss Axioskop Mikroskop (Carl Zeiss Microscopy, Jena, Deutschland), ausgestattet
mit folgenden Zeiss Objektiven:

— Plan-Neofluar 1,25x /0,035 oo /-

— Plan-Neofluar 2,5 x /0,075 o /0,17
— Plan-Neofluar 10 x /0,30 o /0,17
— Plan-Neofluar 20 x /0,50 o /0,17
— Plan-Neofluar 40 x /0,75 o /0,17
— Plan-Neofluar 100x /1,3 0il /0,17

e Objekttragertisch (Ludl Electronics Products)

e motorisierte Steuerung des Objekttischs Typ MAC 6000 (Ludl Electronics Products,
Hawthorne, NY, USA)

e digitaler Messtaster (Typ MT 1271; Heidenhain, Traunreut, Deutschland)

e 12-bit Farbkamera (1.600 x 1.200 Pixel; Modell 01-MBF-2000R-F-CLR12; MBF
Bioscience, Williston, VT, USA)

e Computer mit folgenden Eckdaten:

— Prozessor: Intel(R) Core(TM) i5 CPU 750 @ 2.67 GHz

— RAM: 8,0 GB

— Systemtyp: 64-bit

— Betriebssystem: Windows 7 Professional

— Monitor: FlexScan S2433W 24,1 Zoll Color LCD (EIZO Europe GmbH,
Monchengladbach, Deutschland)

— Auswertungsprogramm: Stereo Investigator 11.01.2 64 bit (MBFBioscience)

Die anschliefende stereologische Untersuchung der Gehirnschnitte wurde an der

folgenden Messstation durchgefiihrt:
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e Zeiss Axio Imager.M2 Mikroskop (Carl Zeiss Microscopy), ausgestattet mit folgenden
Zeiss Objektiven:

— ECPlan-Neofluar 1,25x /0,03 /0,17
— ECPlan-Neofluar 2,5 x /0,085 /0,17
— Plan-Apochromat 5 x /0,16 o /0,16
— Plan-Apochromat 10 x /0,45 o /0,17
— Plan-Apochromat 20 x /0,8 o /0,17
— Plan-Apochromat 40 x /0,95 o /0,13-0,21
— Plan-Neofluar 100x /1,3 oil /0,17

e Objekttragertisch STG 4 “x3“ Stepper MBF (Artikelnummer: 963LM100-1 F2-MB, Lud|
Electronics Products)

e motorisierte Steuerung des Objekttisches Typ MAC 6000 (Ludl Electronics Products)

e Luminar HR Kamera (2.752 x 2.192 Pixel, Modell: Lt665RC-MBF, MBF Bioscience)

e Dell Precision 5820 Tower (Dell GmbH, Frankfurt am Main, Deutschland) mit
folgenden Eckdaten:

— Prozessor: Intel(R) Xeon(R) W-2123 CPU @ 3.60 GHz

— RAM: 64,0 GB

— Systemtyp: 64-bit

— Betriebssystem: Windows 10 Pro

— Monitor: Dell P2715Q 27 Zoll (Dell GmbH, Frankfurt am Main, Deutschland)
— Auswertungssoftware: Stereo Investigator 2018.2.2 64 bit (MicroBrightField)

2.3.2 ,Design-based” Stereologie

»,Design-based“ Stereologie ist eine in der (neuro)wissenschaftlichen Forschung
angewandte Methode, um kleinste Veranderungen quantitativer Parameter auf
histologischer Ebene zu ermitteln (Schmitz & Hof, 2005). Dies kbnnen z.B.
Veranderungen in der Zellzahl, Zelldichte oder des Volumens einer Gehirnregion sein
(van Kooten et al., 2008; Lemmens et al., 2011; Wegiel et al., 2014; Falkai et al., 2016).
Diese Form der stereologischen Untersuchung erfolgt ohne jegliche Annahmen zur
GroRe, Gestalt, Verteilung und der raumlichen Orientierung der zu untersuchenden
Objekte, und greift stattdessen auf sogenannte ,,probes” (ein Satz aus virtuellen Formen,
die mit den zu untersuchenden Objekten interagieren) zuriick, die wie das
Stichprobenverfahren vorab , designed”, also geplant werden. Im Falle der Ermittlung
von Zellzahlen werden z.B. ,unbiased virtual counting spaces” als virtuelle Form

verwendet, deren GréRe und Abstand zueinander vorab bestimmt wird und bei deren
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Anwendung bestimmte Regeln befolgt werden missen, um Fehler in der Messung zu

vermeiden (Schmitz & Hof, 2005; Glaser et al., 2006).

2.3.2.1 Bestimmung einer absoluten Zellzahl mit der , optical fractionator” - Methode

Zur Bestimmung von absoluten Zellzahlen werden vom untersuchten Objekt oder
Gewebe (z.B. Gehirn, Leber, Niere) systematisch und randomisiert Proben (englisch:
systematic and random sampling; abgekirzt SRS) angefertigt (Gundersen, 1986;
Gundersen et al., 1987; Schmitz & Hof, 2005; Glaser et al., 2006). Beispielsweise wird
ein Organ in gleich dicke Schnitte geschnitten. Von diesen Proben bzw. Schnitten wird
mit einem bestimmten Intervall systematisch eine Fraktion dieser Proben zur
Untersuchung herangezogen (z.B. jeder zweite oder dritte Schnitt). Wird jeder zweite
Schnitt ausgewahlt, so ergeben sich zwei mogliche Schnittserien (SRS-Serien), von denen

eine zufallig gewahlt wird (1, 3,... oder 2, 4,...; sieche Abbildung 2.1 B).

slx

—
Iy a7 csy
LB

Abbildung 2.1: lllustration Gber den Ablauf einer stereologischen Untersuchung mittels
der ,optical fractionator“-Methode. Die lllustration zeigt vereinfacht den Vorgang der
,designed-based” Stereologie am Beispiel der vorliegenden Arbeit. Eine Hemisphare
eines Gehirns wird mit gleichbleibendem Abstand (1, 2, 3, 4) geschnitten (A). Der
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Startpunkt (1) wird hierbei zufallig gewahlt; der Abstand zum Frontalpol muss aber
kleiner sein als der Abstand zwischen den Schnitten. Von diesen Schnitten wird dann
eine Schnittserie (SRS-Serie) ausgewahlt (1, 3,... oder 2, 4,...) (B). Sobald ein Schnitt aus
der gewdhlten SRS-Serie im Mikroskop eingelegt wird, wird in der verwendeten
Software die ,region of interest” markiert (gelb) (C, D). Im Anschluss daran wird ein
virtuelles Gitter (,,Grid“) aufgelegt (C), dessen Kanten slx und sly (D) zuvor definiert
werden (slx: englisch "side length in orientation of the X axis of a Cartesian coordinate
system"; sly entsprechend). Das Gitter stellt den Rahmen fir die Zahlfenster bzw.
Zahlwiirfel, die ,unbiased virtual counting spaces” (UVCS) (D, E), dar, deren Ausmalie
(csx, csy, csz) ebenfalls bestimmt werden konnen. Die spindelférmigen von Economo
Zellen (VEN), mit ihrem Zellkern (Nukleus) (hellgrau, oval) und Nukleolus (schwarzer
Punkt) sollen gezahlt werden (E). Die VEN, die mit ihrem spezifischen Zahlpunkt
(Nukleolus) im Fokus innerhalb der UVCS liegen, werden gezahlt (E). Dabei gilt es, die
rote ,exclusion line” und die grine ,inclusion line“ (D, E) zu bertlicksichtigen. Bei
letzterem wird das Objekt gezdhlt, sollte der spezifische Zahlpunkt exakt auf der Linie
liegen.

In der SRS-Serie wird im folgenden Schritt die zu untersuchende Region (englisch
Lregion of interest”; abgekiirzt ROI) mit Hilfe der verwendeten Software (Stereo
Investigator; MBF Bioscience) markiert. Diese Markierung der ROI ist grundlegend fir
die weiteren Schritte der ,design-based” Stereologie, da ein Set an virtuellen,
mikroskopischen Zahlfenstern systematisch und randomisiert die gesamte ROI
abdecken muss. Hierflir wird zunachst auf die ROl ein virtuelles Gitter aus quadratischen
oder rechteckigen Feldern, das sogenannte ,Grid“, gelegt (Abbildung 2.1 C). Das Gitter
kann hierbei in seiner GroRe durch die Angaben der Ausdehnung in der x und y- Achse
bestimmt werden (englisch "side length in orientation of the X axis of a Cartesian
coordinate system"; abgekiirzt slx; sly entsprechend). Innerhalb des Gitters wird der
y,unbiased virtual counting frame” (UVCF), das virtuelle mikroskopische Zahlfenster,
definiert. Somit befinden sich in jedem Quadrat oder Rechteck des Gitters ein UVCF, die
im gleich gewahlten x- und y-Abstand voneinander entfernt liegen (Abbildung 2.1 D).
Daneben wird auch die Tiefe bzw. Hohe (z-Achse) der UVCF bestimmt, sodass es sich
letzten Endes bei diesen Zahlfenstern um ,Zahlwirfel” oder ,Zahlquader”, die ,,unbiased
virtual counting spaces” (UVCS), handelt (Abbildung 2.1 E) Nur innerhalb der UVCS
erfolgt die eigentliche stereologische Auswertung. Abhangig von der Schnittdicke kann
das zu zahlende Objekt (z.B. VEN) durch seine Ausrichtung und GroRe auf zwei oder

mehreren Schnitten reprasentiert sein. Bei der Auswertung wird daher eine spezifische
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und moglichst punktuelle Struktur des Zahlobjektes im Fokus gezahlt (z.B. der

Nukleolus), um unerwiinschte Mehrfachzdhlungen zu vermeiden.

Des Weiteren unterliegt die Zahlung weiteren Bedingungen: Zum einem dirfen die
zu zdhlende Objekte nur im Fokus, also der spezifische Zahlpunkt scharf dargestellt,
innerhalb des UVCS in seiner x-, y- und z-Ausdehnung gezahlt werden. Zum anderem
sind die sogenannten ,inclusion lines” und ,,exclusion lines” im 2-dimensionalen Bild zu
bericksichtigen (Abbildung 2.1 E). Bei den ,inclusion lines” handelt es sich um die
grinen oberen und rechten AuBenkanten des UVCS. Hierbei wird der spezifische
Zahlpunkt noch berilicksichtigt, wenn er genau auf einer oder beider dieser griinen Linien
aufliegt. Hingegen wird der Zahlpunkt auf den roten unteren und linken AuBenkanten,

den ,exclusion lines“, nicht berticksichtigt.

Da bei der Serienschnittanfertigung das Schneiden einen Einfluss auf das Gewebe
direkt an der Ober- oder Unterkante der Schnitte haben kann (sogenannte ,,lost caps®,
siehe Schmitz et al. (2000); Schmitz and Hof (2005); Glaser et al. (2006)) wird je nach
Wahl der angewandten histologischen Technik empfohlen, eine ,,guard zone” (Abstand
der UVCS zur Ober- und Unterkante der Schnitte) zu bestimmen. Somit werden artifiziell
erzeugte Verdanderungen in diesen Bereichen, wie z.B. Zellverluste, umgangen und nicht

falschlicherweise mitbewertet.

Bei der ,optical fractionator” Methode wird letztlich von mehreren SRS-Serien nur
eine bestimmte, zufillig gewahlte Serie untersucht, bei der wiederum nur gewihlte
Bereiche, die UVCS, systematisch und randomisiert tGber die ROI verteilt untersucht
werden. Die Gewinnung der Ergebnisse ist durch diese Methode effektiv, als auch
prazise und reprasentativ fir die gesamte zu untersuchende Struktur, da sich die
ermittelte Zellzahl nun mit der folgenden Formel hochrechnen lasst (West et al., 1996;

Schmitz, 1998; Schmitz & Hof, 2005; Glaser et al., 2006):

Nest = 2'n (ssf - asf - tsf)™

Die geschatzte Gesamtanzahl (englisch: estimated total number; abgekiirzt Nest)
errechnet sich aus der Summe der gezdhlten Objekte (3'n), multipliziert mit dem
Kehrwert des Produkts aus der ,section sampling fraction” (ssf), der ,area sampling

fraction” (asf) und der ,thickness sampling fraction” (tsf).
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Dabei handelt es sich bei der ssf um das Intervall (n) der gewahlten Schnittserie (z.B.
1/2, wenn jeder 2. Schnitt einer Serie zugeordnet wurde oder 1/3, wenn jeder dritte

Schnitt einer Schnittserie zugeordnet wurde):
f 1
ssf =—
n

Die asf ergibt sich aus dem Quotienten der Grundflache der UVCS (csx x csy,

cs=counting space) und der Flache der Quadrate oder Quader des Gitters:

_ csx - csy
asf = slx - sly

Die tsf wird aus dem Quotienten der Héhe (h) der UVCS und der mittleren Schnittdicke
(t) berechnet:
tsf = ﬁ
t

Da das Ergebnis aus der oben genannten Formel (Nest) einen geschatzten Wert und
nicht einen exakten Wert reprdsentiert und dieser somit durch mehrfache
Wiederholung der Messung bei gleichbleibenden stereologischen Parametern variieren
wirde, wird ein zugehoriger ,,coefficient of error” (CE) berechnet (Glaser et al., 1998;
Schmitz, 1998; Schmitz et al., 2000; Schmitz & Hof, 2005). Der CE-Wert gibt an, wie nahe
der geschatzte Wert am wahrem Wert liegt bzw. wie genau die geschatzte
Gesamtanzahl (Nes:) ist. Unter der Annahme, dass sich bei wiederholten Messungen die
Verteilung der daraus resultierenden Werte (3n) dem einer Poisson-Verteilung
annahert, kann der CE-Wert aus dem reziproken Wert der Wurzel der Summe der
gezahlten Objekte (2.n) vorausgesagt werden (pred = ,predicted”) (Schmitz, 1998;
Schmitz et al., 2000; Schmitz & Hof, 2005):

1
CEpreq = —
SN X2
Eine hohere Summe der gezdhlten Objekte verringert demnach den CE-Wert.
Daneben gilt zu bericksichtigen, dass das Verteilungsmuster der zu zahlenden Objekte
einen Einfluss auf die Schatzung der Gesamtanzahl hat. Ein Verteilungsmuster in
,Clustern” (Anhaufungen) konnte z.B. bei einer niedrigen Anzahl an UVCS bei

wiederholter Messung bei einigen Schatzungen eine sehr geringe oder eine sehr hohe
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Gesamtanzahl aufwerfen, wenn die wenigen UVCS oft neben oder genau auf den
Clustern auftreffen. Aus diesem Grund ist es sinnvoll, die Anzahl der UVCS, soweit es

geht, zu erhéhen (Schmitz, 1998; Schmitz et al., 2000; Schmitz & Hof, 2005).

2.3.2.2 Volumenbestimmung mit der Cavalieri Methode

Das Volumen der ROI kann mit der Cavalieri Methode (Cavalieri, 1635; Gundersen et al.,
1987; Schmitz & Hof, 2005; Glaser et al., 2006) geschatzt werden, indem die Summe
aller Flachen der ROI (}A) multipliziert wird mit der Schnittdicke (t) und dem Kehrwert

der ssf innerhalb einer SRS-Serie:
Vose =YA-t-ssf !

Die Flache der ROl kann zum einem ermittelt werden, nachdem die ROl in der
Stereo Investigator Software (MBF Bioscience) markiert wurde und die Flache in
,contour measurements” (= Konturmessung) abgelesen werden kann. Zum anderem
kann durch ,point counting” (Schmitz & Hof, 2005; Glaser et al., 2006) die Flache
ermittelt werden. Hierbei wird ein rechteckiges Gitter auf den Schnitt gelegt und dessen
Schnittpunkte mit der ROI gezahlt. Die Flache der ROl errechnet sich aus der Summe der
Schnittpunkte multipliziert mit der Flache des zum Schnittpunkt gehorigen Rechtecks

des Gitters.

2.3.2.3 Schnittdickenbestimmung nach der histologischen Aufarbeitung

Durch den Prozess der histologischen Aufarbeitung kann es zu einer Schrumpfung des
Objektes (hier konkret: der Gehirnschnitte) in der Z-Achse kommen (Dorph-Petersen et
al., 2001; Schmitz & Hof, 2005), wodurch eine nachtragliche Schnittdickenmessung- und
korrektur, insbesondere fiir die Schatzung von Volumen und Gesamtanzahl, wichtig ist.
Die eigentliche Dicke der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Gehirnschnitte wurde
von Heinsen et al. (1994) an einem Olympus BH2 Mikroskop (Olympus, Tokio, Japan)
nach der Justierung des Feineinstellungsknopfes bei 200-facher VergrofBerung

gemessen.
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2.3.3 Durchgefiihrte stereologische Untersuchungen
2.3.3.1Identifizierung der Region of Interest (ROI)
2.3.3.1.1 Anfertigen von digitalen Fotografien der Serienschnitte der Hemisphdaren

Von sidmtlichen Serienschnitten wurde eine Ubersichtsaufnahme und zuséatzlich eine
Makroaufnahme des ACC angefertigt. Fir die Fotografien wurden ein Stativ (Polaroid
MP-4 Land Camera; Polaroid, Cambridge, MA, USA), ein Leuchttisch (Kaiser Slimlite;
Kaiser Fototechnik, Buchen, Deutschland) und eine Digitalkamera (Canon EOS 5F Mark
[ll; Canon GmbH, Krefeld, Deutschland) verwendet. Dabei wurden die Hemisphéaren bei
der Ubersichtsaufnahme mit einem Canon EF 100 mm Objektiv und bei der
Makroaufnahme mit einem Canon MP-E65 mm Objektiv, jeweils im gleichbleibenden
Arbeitsabstand, fotografiert. Bei den Ubersichtsaufnahmen wurde jeweils die gesamte
Hemisphdre abgebildet, wahrend bei den Makroaufnahmen jeweils eine vergréRerte
Aufnahme des ACC dargestellt wurde. Der Leuchttisch belichtete die zu

fotografierenden Hemisphdaren von unten.

Daneben wurden Makroaufnahmen von den verschiedenen Schichten des Cortex
und von den VEN in BA 24 aufgenommen. Hierbei wurde die Digitalkamera Uber einen
OM Mikroskop Adapter (Olympus OM Photomicro Adapter L) und einem Neewer
Objektiv Befestigungsadapter OM-EOS (Shenzhen Neewer Technology, Shenzhen,
China) auf einem Olympus BH2 Mikroskop (Olympus) montiert. Die Fotos wurden

anschlieRend mit einem Zeiss Planapo Objektiv 40x / 0,95 angefertigt.

2.3.3.1.2 Nachbearbeitung der Fotografien

Da bei einigen Makroaufnahmen der ACC nicht vollstandig auf einem Foto
aufgenommen werden konnte, wurden nachtraglich diejenigen Fotos, die zu einem
Schnitt gehorten, mit der Software Photoshop CS 6 (Adobe Systems Software, Dublin,
Irland) zusammengesetzt. Die Helligkeit und der Kontrast wurden angepasst. Uber die
gleiche Software erfolgte auch die Montage der einzelnen Fotografien zu Abbildungen

und deren Annotation.
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2.3.3.1.3 Zytoarchitektonische Identifizierung der Brodmann Area 24

Zielstruktur der stereologischen Untersuchungen waren die VEN in Schicht V in BA 24
des ACC. BA 24 (Abbildung 2.2 A und Abbildung 2.3 A - D) ist ein Abschnitt des ACC, der
sich um den vorderen Anteil des Corpus callosum (,,Genu”) windet. Dadurch gibt es
Bereiche von BA 24, die dorsal, rostral, als auch ventral vom Corpus callosum liegen

(Abbildung 2.3 A - D). Anhand der angefertigten Fotografien als auch unter

mikroskopischer Betrachtung wurden zunachst die kaudale und rostrale Begrenzung der
BA 24 innerhalb der SRS-Serie topographisch und zytoarchitektonisch nach den Kriterien
von Vogt et al. (1995) bestimmt. BA 24 ist durch einen agranuldren Cortex mit einer
dichten bandartigen Schicht Va charakterisiert. Agranuldrer Cortex beschreibt die
Tatsache, dass von den 6 Isocortexschichten (Schicht I-VI) die durch die Kornerzellen
gepragte innere Kornerzellschicht IV (Schicht 1V) nicht vorhanden ist. In Schicht Va tritt
eine Vielzahl an grolRen, nah aneinander liegenden Pyramidenzellen auf, die somit als
dichtes Band das typische Bild von Schicht Va reprasentieren. Neben Schicht Va treten
direkt unterhalb auch groRe Pyramidenzellen in Schicht Vb auf, die aber hier weniger
dicht und zum Teil gruppiert vorliegen. Alle restlichen Schichten lassen sich ebenfalls gut

voneinander unterscheiden.
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A

Abbildung 2.2: Aufnahme eines reprasentativen Frontalschnitts einer Hemisphare eines
der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Gehirne (Kontrollperson 9) (A), sowie eine
Makroaufnahme der dorsalen Windung von Brodmann Area 24 (BA 24) (B) mit den
angegebenen Schichten I-Ill, V-VI und Mark (M). Das Viereck in A kennzeichnet BA 24,
aus der die Makroaufnahme von B entstand. Maf3stab = 10 mm in A und 0,75 mm in B.

Innerhalb der untersuchten SRS-Serien war das rostrale Ende von BA 24 durch das
Auftreten einer dysgranularen Schicht IV in BA 32 gut abgrenzbar (Abbildung 2.3 C und
D). Daneben wurde Schicht llic sichtbar, eine von relativ grolen Pyramidenzellen
gebildete Schicht. Das kaudale Ende von BA 24 zeichnet sich insbesondere durch das
Auftreten einer deutlichen Schicht Ilic und einer ausgepragten granuldren Schicht IV in
BA 23 aus. In beiden Fallen sollten keine VEN bei mikroskopischer Betrachtung mehr zu
sehen sein, da sie spezifisch in BA 24 auftreten und somit als Marker fiir BA 24 fungieren

(Nimchinsky et al., 1995).
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Abbildung 2.3: Zytoarchitektur von Brodmann Area 24 (BA24). Die Abbildungen A und
B wurden einem Atlas von Ding et al. (2016) entnommen und dienen zur Orientierung
in den Makroaufnahmen von BA 24 in einem der in der vorliegenden Arbeit
untersuchten Gehirne (Kontrollperson 9) (C, D). Die Vierecke (A, B) heben die in rosa
eingefarbten Regionen BA 24 und BA 32 hervor. Mit angegeben sind die anliegenden

Regionen BA 32 und 33 als auch das Corpus callosum (CC) (C, D). MaRstab = 2,8 mm in C
und 4,3 mm in D.
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BA 32 ist nicht nur die rostrale, sondern stellt auch die dorsale und ventrale
Begrenzung von BA 24 dar. Da die Nervenzelldichte von Schicht Va in BA 32 nicht die
Ausmale wie in BA 24 erreicht, wurde hier hauptsachlich anhand dieses Kriteriums die
dorsale Grenze bestimmt. Schicht IV war hier in BA 32 dorsal von BA 24 nicht deutlich
zu erkennen. Hingegen war Schicht IV ventral vom Genu des Corpus callosum deutlicher
ausgepragt und konnte fiir die Bestimmung der ventralen Grenze von BA 24 (Abbildung

2.3 D) herangezogen werden.

Ebenfalls an BA 24 und ventrorostral und dorsal vom Corpus callosum liegend
befindet sich BA 33 (Vogt et al., 1995), in der kaum eine lamindre Organisation
vorhanden ist. Allerdings war dieser Mangel der lamindren Auspragung nicht konstant
erkennbar. AuBerdem wurden regelmaRig Rissartefakte zwischen Corpus callosum und
der direkt anliegenden BA 24 beobachtet. In diesem Zusammenhang hatte eine friihere
Studie gezeigt, dass der Schrumpfungsfaktor in der weillen und der grauen Substanz
unterschiedlich ist (Kretschmann et al., 1982), wodurch die Rissartefakte als auch die

scheinbare Abwesenheit von BA 33 als Schrumpfungsartefakt erklart werden kénnen.

2.3.3.2 Bestimmung der Parameter der stereologischen Untersuchungen

Von jeder Hemisphare wurde im statistischen Mittel jeder 6. Frontalschnitt untersucht,
sodass insgesamt pro Hemisphare im Durchschnitt 13 Schnitte ausgewertet wurden. In
Tabelle 2.8 sind unter anderem die jeweiligen Werte fiir ssf (hier der reziproke Wert
angegeben) fur die untersuchten Hemispharen aufgelistet. Fir die Auswertung wurde
der Arbeitsablauf bzw. ,workflow” des Modus ,optical fractionator” der Stereo

Investigator Software (MBF Bioscience) verwendet.

Da die VEN in BA 24 fast ausschliefSlich in Schicht Vb (Nimchinsky et al., 1995)
auftreten, wurde bei jedem Schnitt in der Stereo Investigator Software (MBF Bioscience)
unter Verwendung des 1,25 x Objektivs Schicht V in BA 24 als ROl abgegrenzt.
Gleichzeitig wurde fur das Gesamtprojekt, in das die vorliegende Arbeit integriert war
(Gaus et al., 2022), BA 24 abgegrenzt. Nachfolgend wurden die Parameter des Gitters
(sIx x sly) als auch der UVCS (csx x csy x h) in einer Pilotstudie bestimmt. In Anlehnung
an Empfehlungen von Schmitz et al. (2000); Schmitz and Hof (2005) sowie Glaser et al.

(2006) wurden die Parameter so gewahlt, dass in etwa 500 VEN pro Hemisphare gezahlt
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wurden. Bei 500 gezahlten Zellen ergibt sich ein CE von 0,04. Die final gewahlten
Parameter fir die Zahlung der VEN in Schicht V in BA 24 sind in Tabelle 2.8 aufgefiihrt.
Daneben sind auch die von Heinsen et al. (1994) ermittelten Schnittdicken von 455 um

bis 578 um mit angegeben.

Tabelle 2.8: Details der bei den stereologischen Untersuchungen gewdhlten Parameter.

Stereologische Parameter geltend fiir samtliche ausgewertete
Hemispharen
Ob;j. sl (um) csx - csy (um3) | asf! | h(um) | gz (um)
20x 400 40.000 4 50 5
Stereologische Daten der Hemispharen
Nr. | H o t (um) tsf? sn CEpred[n] Scs
L 3 478,1 9,56 561 0,042 2911
> R 6 469,0 9,38 674 0,039 1818
L 12 481,5 9,63 143 0,084 786
> R 12 486,1 9,72 291 0,059 1299
L 3 496,2 9,92 638 0,040 3344
>3 R 3 485,7 9,71 355 0,053 3704
L 6 460,1 9,20 611 0,040 1783
> R 6 481,5 9,63 476 0,046 1970
L 6 473,2 | 9,46 | 478 0,046 1475
> R 6 450,7 9,01 1156 0,029 1972
L 3 502,9 10,06 820 0,035 3048
> R 12 479,9 9,60 86 0,108 705
L 3 496,8 9,94 296 0,058 2841
> R 3 483,8 9,68 410 0,049 2670
L 8 508,2 10,16 399 0,050 1080
> R 4 513,0 10,26 867 0,034 2116
L 4 521,8 | 10,44 | 335 0,055 2050
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9 2 526,6 | 10,53 | 666 | 0,039 3532
6 458,55 | 9,17 | 440 | 0,048 1697

510
6 496,1 | 9,92 | 537 | 0,043 1253
4 543,8 | 10,88 | 552 0,043 1809

s11
4 5352 | 10,70 | 499 | 0,045 1575
6 468,1 | 9,36 | 393 0,050 1615

s12
3 4780 | 9,56 | 679 | 0,038 2875
6 497,4 | 9,95 | 537 0,043 1572

K1
6 493,8 | 9,88 | 473 0,046 1598
6 469,7 | 9,39 | 482 0,046 1948

K2
6 462,1 | 9,24 | 766 0,036 2272
4 553,1 | 11,06 | 886 0,034 2577

K3
4 471,4 | 9,43 | 578 0,042 1973
8 546,0 | 10,92 | 361 0,053 903

Ka
4 544,1 | 10,88 | 924 0,033 1841
12 486,1 | 9,72 | 205 0,070 725

K5
6 509,5 | 10,19 | 582 0,041 2288
4 469,6 | 9,39 | 1604 | 0,025 2833

K6
4 469,6 | 9,39 | 905 0,033 2534
6 507,9 | 10,16 | 860 0,034 2310

K7
6 520,0 | 10,40 | 483 0,046 2110
4 518,0 | 10,36 | 973 0,032 2319

K8
4 4879 | 9,76 | 535 0,043 1201
4 511,9 | 10,24 | 1355 | 0,027 2761

K9
4 515,5 | 10,31 | 932 0,033 3351
12 501,1 | 10,02 | 339 0,054 1004

K10
6 504,7 | 10,09 | 1180 | 0,029 1738
6 4935 | 9,87 | 444 0,047 1270

K11
6 487,8 | 9,76 | 496 0,045 1989
X 563 | 495,55 614 0,045 2023

49




2 Material und Methoden

Abkirzungen: Obj.: verwendetes Objektiv; sl: Seitenlange des Gitters; csx - csy: Flache
der ,,unbiased virtual counting spaces” (UVCS); asf!: reziproker Wert der ,,area sampling
fraction”; H: Hohe der ,unbiased virtual counting spaces”; gz: ,guard zone”; S:
mannliche Patienten mit Schizophrenie; K: mannliche Kontrollpersonen; H: Hemisphare;
L: linke Hemisphare; R: rechte Hemisphare; ssf™: reziproker Wert der ,,section sampling
fraction”; t: Schnittdicke gemessen von Heinsen et al. (1994); tsf!: reziproker Wert der
»thickness sampling fraction”; Yn: Summe der in allen Schnitten gezdhlten Zellen;
CEpred[n]: ,predicted coefficient of error”; >cs: Summe der in allen Schnitten

ausgewerteten UVCS; X: Mittelwert.

2.3.3.3 Ausdehnung von Brodmann Area 24

Uber die Stereo Investigator Software (MBF Bioscience) wurde von jedem Schnitt mit
einem Messwerkzeug (,,Quick Measure Line“) zum einem die Lange (die ventrodorsale
Ausdehnung entlang der Gehirnwindung bis zur Grenze von BA 32) und zum anderen die
Dicke (von Schicht I bis Schicht VI) von BA 24 gemessen. Bei der Dicke wurde regelmaRig
an verschiedenen Stellen von BA 24 die Dicke gemessen und hieraus ein Mittelwert
berechnet. Im Anschluss wurde aus den Ldangen- und Dicken-Werten der Schnitte ein

Mittelwert fur die jeweilige Hemisphare berechnet.

2.3.3.4 Bestimmung des Volumens von Brodmann Area 24

Das Volumen von BA 24 wurde bestimmt, indem in der Stereo Investigator Software
(MBF Bioscience) die Flache der Abgrenzung von BA 24 unter ,contour measurements”

abgelesen und mit der in Kapitel 2.3.2.2 beschriebenen Formel verrechnet wurde.

2.3.3.5 Bestimmung des Volumens von Schicht V in Brodmann Area 24

Analog zur Bestimmung des Volumens von BA 24 wurde das Volumen von Schicht V in
BA 24 bestimmt, indem in der Stereo Investigator Software (MBF Bioscience) die Fldache
der Abgrenzung von Schicht V unter ,,contour measurements” abgelesen und mit der in

Kapitel 2.3.2.2 beschriebenen Formel verrechnet wurde.
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2.3.3.6 Bestimmung der Gesamtzahl an von Economo Zellen in Schicht V in

Brodmann Area 24

Unter Verwendung des 20x Objektivs und unter den in Kapitel 2.3.2.1 beschriebenen
Kriterien wurden die VEN in Schicht V in BA 24 gezahlt (Abbildung 2.4). Die VEN wurden
anhand ihres typischen, langlichen bzw. spindelférmigen Zellkérpers, der davon
abgehenden apikalen und basalen Dendriten und des ovoiden Zellkerns mitsamt des
prominenten Nukleolus identifiziert (Abbildung 2.4 A - D und Abbildung 2.5 C und D).

Der Nukleolus im Fokus wurde als spezifischer Zahlpunkt gewabhlt.

51



2 Material und Methoden

Abbildung 2.4: Reprasentative mikroskopische Aufnahmen von einer Zahlung der von
Economo Zellen (VEN) in einem der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Gehirne
(Kontrollperson 6). In A bis H ist ein ,,unbiased virtual counting frame“ (UVCF) mit seinen
Kantenlangen 200 x 200 um dargestellt. Mit der Ausdehnung in 50 um Tiefe entsteht ein
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dreidimensionaler Wirfel, der sogenannte ,unbiased virtual counting space” (UVCS),
innerhalb dessen die Zdhlung der VEN erfolgte (B — G). Die in A gezeigte Fokusebene
befindet sich oberhalb des UVCS (und somit auBerhalb des Zahlbereiches), und die in H
gezeigte Fokusebene unterhalb des UVCS (und somit ebenfalls aulerhalb des
Zahlbereiches). Daher sind hier die Umrandungen des UVCF gelb gezeigt. In A, Bund D
ist mit Pfeilkdpfen ein nicht im Fokus liegendes VEN markiert. VEN wurden gezahlt, wenn
deren Nukleolus innerhalb des UVCF in den Fokus traten (Pfeil in C) und die roten Kanten
(,,exclusion lines”) nicht bertihrten. Bei den griinen Kanten (,,inclusion lines“) wurden die
VEN gezahlt, falls deren Nukleolus diese beriihrte. Neben den VEN sind im Bild ebenfalls
Pyramidenzellen gezeigt, die dicht gepackt in Schicht Va und weniger dicht gepackt in
Schicht Vb vorliegen. Eine scharf eingestellte Pyramidenzelle wurde exemplarisch mit
einem gelben Stern in D und E gekennzeichnet. Die MaRangaben in um beschreiben den
Abstand zur Oberflache des Schnittes. MalRstab = 65 pum in A—H.

Abbildung 2.5: Reprasentative mikroskopische Aufnahmen von Schicht Va (A, B) und Vb
(C, D) in zwei der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Gehirne (Kontrollperson 4 (A,
C) und Patient mit Schizophrenie 15 (B, D)). In Schicht Va (A, B) liegen grole,
dichtgepackte Pyramidenzellen (Stern) vor. In Schicht Vb befinden sich neben weniger
dicht gepackten Pyramidenzellen die senkrecht zur Oberflache liegenden von Economo
Zellen (VEN) (C, D). Zur Veranschaulichung wurde eine Gruppe von scharf eingestellten
VEN eingekreist, sowie der helle ovale Zellkern (Nukleus) (Pfeil) und das dunkle
punktformige Kernkoérperchen (Nukleolus) (Pfeilkopf) markiert. MaRstab = 50 um in A —
D.
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2.3.3.7 Bestimmung der rostro-kaudalen Verteilung der von Economo Zellen in

Brodmann Area 24

Fir die Untersuchung der rostro-kaudalen Verteilung der VEN in BA 24 wurden die
einzelnen untersuchten Schnitte einer Hemisphdre in Relation zur ausgewerteten
Gesamtschnittanzahl genommen. Nummeriert wurden die ausgewerteten Schnitte von
kaudal nach rostral. Die Schnitthummer wurde anschlieBend durch die
Gesamtschnittanzahl dividiert. Die am meisten kaudal gelegenen Schnitte hatten somit
einen Wert nahe Null, und die rostral gelegenen Schnitte Werte nahe 1. Die Verteilung
der VEN wurde anhand der neuen relativen Schnittnummerierung fir jede untersuchte

Hemisphdre analysiert und visualisiert.

2.4 Statistische Analyse
Fir alle untersuchten abhangigen Variablen

e Ldnge von BA 24,

e Dicke von BA 24,

e Volumen von BA 24,

e Volumen von Schicht V in BA 24,

e Gesamtzahl an VEN in Schicht V in BA 24 und
e Dichte von VEN in Schicht Vin BA 24

wurden getrennt nach Diagnose (Kontrollpersonen, Patienten mit Schizophrenie) und
Hemisphare (links, rechts) Mittelwerte, Standardabweichungen und Standardfehler der

Mittelwerte berechnet.

Die statistische Analyse erfolgte fiir jede abhdngige Variable getrennt mittels
Kovarianzanalyse (ANCOVA), mit den festen Faktoren Diagnose und Hemisphdre und
den Kovariaten Alter, post mortem Intervall und Fixationszeit. P-Werte < 0,05 wurden
als statistisch signifikant gewertet. Da es zu dieser Vorgehensweise kein nicht-
parametrisches Aquivalent gibt, wurde auf die Uberpriifung der Vereinbarkeit der
abhédngigen Variablen mit einer Normalverteilung (z.B. mittels Kolmogorow-Smirnow

Test) verzichtet.
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Die Berechnungen erfolgten mit der Software IBM SPSS Statistics (Version 26, 64-bit

Windows; IBM Corporation, Armonk, NY, USA).

Die grafische Darstellung der Mittelwerte und Standardfehler der Mittelwerte der
abhangigen Variablen erfolgte mit der Software GrapPad Prism (Version 5.04 fir

Windows; GraphPad Software, San Diego, CA, USA).
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3.1 Abgrenzung von Brodmann Area 24

In den folgenden Abbildungen wird die Abgrenzung von BA 24 in einigen SRS-Serien von

Gehirnschnitten von Kontrollpersonen (Abbildung 3.1 - Abbildung 3.3) und Patienten mit

Schizophrenie (Abbildung 3.4 - Abbildung 3.6) dargestellt. Die Frontalschnitte der

entsprechenden Hemisphéaren sind dabei jeweils von kaudal nach rostral angeordnet.
BA 23 liegt kaudal von BA 24 und war durch eine ausgepragte granuldare Schicht IV von
BA 24 abgrenzbar. Rostral von BA 24 war BA 32 durch eine dysgranuldre Schicht IV
identifizierbar. In den Abbildungen 3.1 — 3.6 wurde BA 24 schwarz und Schicht V in BA

24 gelb umrandet.
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" 4+23,5mm

+ 28,3 mm

Abbildung 3.1: Makrofotografien einer Serie von Frontalschnitten von Brodmann Area
24 im Gehirn von Kontrollperson 3 (die gezeigte rechte Hemisphare dieses Gehirns wies
mit einem Volumen von 0,38 cm? das kleinste Volumen von Schicht V in BA 24 der in der
vorliegenden Arbeit untersuchten Gehirne von Kontrollpersonen auf). Die Abgrenzung
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von BA 24 ist schwarz markiert, wahrend die Abgrenzung von Schicht V in BA 24 gelb
markiert ist (B - G). A liegt kaudal und H liegt rostral von BA 24. Die roten Pfeile
markieren Schicht IV in BA 23 (A) und BA 32 (H). Die MaRangaben in mm unter den
einzelnen Schnitten (A - H) geben den Abstand zum kaudalsten Schnitt (B) der
Schnittserie an. MaRstab = 3,97 mm in A-D und H; 7,32 mm in E und F sowie 5,78 mm
in G.
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+22,1mm

+ 26,5 mm +31 mm

Abbildung 3.2: Makrofotografien einer Serie von Frontalschnitten von Brodmann Area
24 im Gehirn von Kontrollperson 3 (die gezeigte linke Hemisphare dieses Gehirns wies
mit einem Volumen von 0,60 cm3 ein mittleres Volumen von Schicht V in BA 24 der in
der vorliegenden Arbeit untersuchten Gehirne von Kontrollpersonen auf). Die
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Abgrenzung von BA 24 ist schwarz markiert, wahrend die Abgrenzung von Schicht V in
BA 24 gelb markiert ist (B - G). A liegt kaudal und H liegt rostral von BA 24. Die roten
Pfeile markieren Schicht IV in BA 23 (A) und BA 32 (H). Die MalRangaben in mm unter
den einzelnen Schnitten (A - H) geben den Abstand zum kaudalsten Schnitt (B) der
Schnittserie an. Maf3stab = 3,15 mm in A; 3,28 mm in B und C; 3,02 mm in D; 6,03 mm
inE;5,75mminF; 4,76 mm in G und 3,95 mm in H.
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+ 28,2 mm + 33,8 mm

Abbildung 3.3: Makrofotografien einer Serie von Frontalschnitten von Brodmann Area
24 im Gehirn von Kontrollperson 6 (die gezeigte rechte Hemisphare dieses Gehirns wies
mit einem Volumen von 0,83 cm3 das gréRte Volumen von Schicht V in BA 24 der in der
vorliegenden Arbeit untersuchten Gehirne von Kontrollpersonen auf). Die Abgrenzung
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von BA 24 ist schwarz markiert, wahrend die Abgrenzung von Schicht V in BA 24 gelb
markiert ist (B - G). A liegt kaudal und H liegt rostral von BA 24. Die roten Pfeile
markieren Schicht IV in BA 23 (A) und BA 32 (H). Die MaRangaben in mm unter den
einzelnen Schnitten (A - H) geben den Abstand zum kaudalsten Schnitt (B) der
Schnittserie an. MaRstab = 3,97 mm in A - D und H sowie 7,74 mm in E—G.
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al

+ 21,4 mm + 25,7 mm

Abbildung 3.4: Makrofotografien einer Serie von Frontalschnitten von Brodmann Area
24 im Gehirn von Patient 11 mit Schizophrenie (die gezeigte rechte Hemisphare dieses
Gehirns wies mit einem Volumen von 0,38 cm?3 das kleinste Volumen von Schicht V in BA
24 der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Gehirne von Patienten mit
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Schizophrenie auf). Die Abgrenzung von BA 24 ist schwarz markiert, wahrend die
Abgrenzung von Schicht V in BA 24 gelb markiert ist (B - G). A liegt kaudal und H liegt
rostral von BA 24. Die roten Pfeile markieren Schicht IV in BA 23 (A) und BA 32 (H). Die
MaRangaben in mm unter den einzelnen Schnitten (A - H) geben den Abstand zum
kaudalsten Schnitt (B) der Schnittserie an. Mal3stab = 3,97 mm in A - E und H sowie 5,56
mm in F und H.
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-5,7 mm

+ 57 mm

+17,0mm +22,7 mm

+ 284 mm +34,1 mm

Abbildung 3.5: Makrofotografien einer Serie von Frontalschnitten von Brodmann Area
24 im Gehirn von Patient 5mit Schizophrenie (die gezeigte linke Hemisphare wies mit
einem Volumen von 0,51 cm? ein mittleres Volumen von Schicht V in BA 24 der in der
vorliegenden Arbeit untersuchten Gehirne von Patienten mit Schizophrenie auf). Die
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Abgrenzung von BA 24 ist schwarz markiert, wahrend die Abgrenzung von Schicht V in
BA 24 gelb markiert ist (B - G). A liegt kaudal und H liegt rostral von BA 24. Die roten
Pfeile markieren Schicht IV in BA 23 (A) und BA 32 (H). Die MalRangaben in mm unter
den einzelnen Schnitten (A - H) geben den Abstand zum kaudalsten Schnitt (B) der

Schnittserie an. Mal3stab = 3,75 mm in A - E und 7,31 mm in F sowie 5,53 mm in G und
H.
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0mm

+ 14,6 mm

+21,9mm

+36,5mm +43,7 mm

Abbildung 3.6: Makrofotografien einer Serie von Frontalschnitten von Brodmann Area
24 im Gehirn von Patient 2mit Schizophrenie (die gezeigte rechte Hemisphare wies mit
einem Volumen von 0,82 cm? das groRte Volumen von Schicht V in BA 24 der in der
vorliegenden Arbeit untersuchten Gehirne von Patienten mit Schizophrenie auf). Die
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Abgrenzung von BA 24 ist schwarz markiert, wahrend die Abgrenzung von Schicht V in
BA 24 gelb markiert ist (B - G). A liegt kaudal und H liegt rostral von BA 24. Die roten
Pfeile markieren Schicht IV in BA 23 (A) und BA 32 (H). Die MalRangaben in mm unter
den einzelnen Schnitten (A - H) geben den Abstand zum kaudalsten Schnitt (B) der
Schnittserie an. MaRstab = 3,97 mmin A-EundH; 8,17 mm in Fund 6,94 mm in G.

3.2 Ausdehnung von Brodmann Area 24

In Tabelle 3.1 sind die ermittelten Werte fiir die mittleren Langen und Dicken von BA 24
in den Gehirnen der Kontrollpersonen zusammen mit den zugehorigen Mittelwerten,
Standardabweichungen und Standardfehlern der Mittelwerte zusammengefasst;
Tabelle 3.2 zeigt die entsprechenden Werte fir die Patienten mit Schizophrenie. In

Abbildung 3.7 sind diese Werte grafisch dargestellt.

Die Patienten mit Schizophrenie zeigten im Vergleich mit den Kontrollpersonen in
der linken Hemisphére eine geringgradig groRere mittlere Lange von BA 24 (+6,7%)
sowie eine geringgradig groRere mittlere Dicke (+4,7%) von BA 24, in der rechten
Hemisphédre dagegen eine geringgradig kleinere mittlere Lange von BA 24 (-5,7%) sowie
eine geringgradig kleinere mittlere Dicke von BA 24 (-2.4%). Die ANCOVA zeigte jedoch
keine signifikanten Unterschiede dieser Variablen zwischen den Kontrollpersonen und
den Patienten mit Schizophrenie (Tabelle 3.3 und Tabelle 3.4), sowie keinen

signifikanten Einfluss der Kovariaten auf diese Parameter.
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Tabelle 3.1: Abmessungen von Brodmann Area 24 in den in der vorliegenden Arbeit

untersuchten Gehirnen der Kontrollpersonen.

Nr. Lange links Lange rechts Dicke rechts
Alter (Jahre) Dicke links (mm)

(mm) (mm) (mm)
K1 36 30,41 32,36 2,11 2,22
K2 47 33,63 46,95 2,14 2,20
K3 50 38,88 30,19 2,05 2,05
K4 51 24,28 28,96 2,29 2,24
K5 54 29,82 39,76 1,93 2,03
K6 56 36,12 47,78 2,23 2,21
K7 58 33,30 37,13 2,28 2,12
K8 60 32,59 33,96 1,86 1,95
K9 60 37,91 47,00 2,40 2,09
K10 62 34,91 35,79 2,08 1,82
K11 65 24,91 33,42 1,97 2,13
X 54,46 32,43 37,57 2,12 2,10
SD 8,20 4,77 6,89 0,17 0,13
SE 2,47 1.44 2,08 0,05 0,04

Abkirzungen: K: Kontrollperson; Lange links: gemessene Ldnge von BA 24 in der linken

Hemisphdre; Lange rechts: gemessene Lange von BA 24 in der rechten Hemisphare;

Dicke links: gemessene Dicke von BA 24 in der linken Hemisphare; Dicke rechts:

gemessene Dicke von BA 24 in der rechten Hemisphdre; X:

Standardabweichung; SE: Standardfehler des Mittelwerts.
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Tabelle 3.2: Abmessungen von Brodmann Area 24 in den in der vorliegenden Arbeit

untersuchten Gehirnen der Patienten mit Schizophrenie.

Nr. Lange links Lange rechts Dicke rechts
Alter (Jahre) Dicke links (mm)

(mm) (mm) (mm)
S1 22 41,01 36,28 1,94 1,88
S2 36 28,19 42,31 2,08 2,10
S3 46 37,60 42,53 2,56 2,54
S4 50 35,99 41,76 2,50 2,15
S5 50 30,88 40,78 1,95 2,06
S6 51 33,20 29,50 2,03 1,93
S7 54 32,84 31,11 2,02 1,93
S8 55 44,74 33,62 3,21 2,20
S9 57 34,96 32,81 2,10 2,02
S10 60 34,35 33,14 1,80 2,00
511 62 27,61 28,61 2,15 1,85
S12 63 33,88 32,81 2,26 1,97
X 50,50 34,61 35,44 2,22 2,05
SD 11,67 4,90 5,13 0,38 0,19
SE 3,37 1,42 1,48 0,11 0,05

Abkirzungen: S: Patient mit Schizophrenie; Lédnge links: gemessene Ldnge von BA 24 in
der linken Hemisphdre; Lange rechts: gemessene Linge von BA 24 in der rechten
Hemisphére; Dicke links: gemessene Dicke von BA 24 in der linken Hemisphare; Dicke
rechts: gemessene Dicke von BA 24 in der rechten Hemisphare; X: Mittelwert; SD:

Standardabweichung; SE: Standardfehler des Mittelwerts.
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mm

mm

Breite

Abbildung 3.7: Abmessungen von Brodmann Area 24. Gezeigt sind die Mittelwerte und
Standardfehler der Mittelwerte der Lédnge (A) und Dicke (B) von BA 24 in den in der
vorliegenden Arbeit untersuchten Gehirnen der Kontrollpersonen (,K“) und der
Patienten mit Schizophrenie (,,S“). Die schwarzen Balken reprasentieren Werte der
linken Hemisphdren und die weien Balken Werte der rechten Hemispharen.
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Tabelle 3.3: Ergebnisse der ANCOVA der abhdngigen Variable Lédnge von Brodmann Area

24 (Daten in den Tabellen 3.1 und 3.2 zusammengestellt).

F p partielles n?
Alter (1,40)=0,018 0,894 < 0,001
Kovariaten PMI (1,40)=1,054 0,311 0,026
Fix (1,40)=0,251 0,619 0,006
Diagnose (1, 40) = 0,063 0,804 0,002
Feste Faktoren
Hemisphare (1,40)=3,423 0,072 0,079

Abkirzungen: F: Testverfahren basierend auf der F-Statistik; p: Wert, nach dem sich die
Signifikanz richtet; partielles n?: MaR fur die Effektstarke; PMI: post mortem Intervall;

Fix: Fixationszeit.

Tabelle 3.4: Ergebnisse der ANCOVA der abhangigen Variable Dicke von Brodmann Area

24 (Daten in den Tabellen 3.1. und 3.2 zusammengestellt).

F p partielles n?
Alter (1,40)=0,010 0,922 < 0,001
Kovariaten PMI (1,40)=1,054 0,152 0,051
Fix (1,40)=0,024 0,878 0,001
Diagnose (1,40)=0,766 0,387 0,019
Feste Faktoren
Hemisphare (1,40)=1,884 0,178 0,045

Abkirzungen: F: Testverfahren basierend auf der F-Statistik; p: Wert, nach dem sich die
Signifikanz richtet; partielles n?: MaR fur die Effektstarke; PMI: post mortem Intervall;

Fix: Fixationszeit.
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3.3 Mikroskopisches Erscheinungsbild von Schicht Va und Vb in

Brodmann Area 24

Die Abbildung 3.8 - Abbildung 3.13 zeigen reprasentative mikroskopische Aufnahmen

von Schicht Va und Vb in BA 24 in einigen Gehirnen von Kontrollpersonen (Abbildung
3.8 - Abbildung 3.10) und Patienten mit Schizophrenie (Abbildung 3.11 - Abbildung 3.13).

In Schicht Va lag jeweils eine hohe Anzahl an dicht gepackten Pyramidenzellen vor.
Schicht Vb zeigte weniger dicht gepackte Pyramidenzellen und (vereinzelt oder in
Gruppen vorkommende) VEN. Die gezeigten mikroskopischen Aufnahmen
verdeutlichen, dass moégliche Unterschiede in der Gesamtzahl an VEN in Schicht V in BA
24 zwischen den Kontrollpersonen und den Patienten mit Schizophrenie durch einfaches
Mikroskopieren nicht aufgedeckt werden konnten, sondern nur durch eine aufwendige,

design-based stereologische Untersuchung.
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Abbildung 3.8: Reprasentative mikroskopische Aufnahmen von Schicht Va (A, B) und
Schicht Vb (C, D) (jeweils in zwei verschiedenen Fokusebenen) in Brodmann Area 24 in
der rechten Hemisphdre des Gehirns von Kontrollperson 8 (in Bezug auf alle
Hemisphdren der Kontrollpersonen wies die gezeigte Hemisphare mit 83.528 VEN die
niedrigste Gesamtzahl an von Economo Zellen in Schicht V von BA 24 auf). Die schwarzen
Pfeilkopfe markieren Pyramidenzellen in Schicht Va im Fokus, die schwarzen Pfeile VEN
im Fokus und die pinken Pfeile solche VEN, die nicht im Fokus, aber dennoch gut
erkennbar sind. Mal3stab = 50 um.
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Abbildung 3.9: Reprasentative mikroskopische Aufnahmen von Schicht Va (A, B) und
Schicht Vb (C, D) (jeweils in zwei verschiedenen Fokusebenen) in Brodmann Area 24 in
der rechten Hemisphare des Gehirns von Kontrollperson 9 (in Bezug auf alle
Hemispharen der Kontrollpersonen wies die gezeigte Hemisphare mit 153.743 VEN eine
mittlere Gesamtzahl an von Economo Zellen in Schicht V von BA 24 auf). Die schwarzen
Pfeilkopfe markieren Pyramidenzellen in Schicht Va im Fokus, die schwarzen Pfeile VEN
im Fokus und die pinken Pfeile solche VEN, die nicht im Fokus, aber dennoch gut
erkennbar sind. MaRstab = 50 um.
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Abbildung 3.10: Reprasentative mikroskopische Aufnahmen von Schicht Va (A, B) und
Schicht Vb (C, D) (jeweils in zwei verschiedenen Fokusebenen) in Brodmann Area 24 in
der rechten Hemisphare des Gehirns von Kontrollperson 10 (in Bezug auf alle
Hemispharen der Kontrollpersonen wies die gezeigte Hemisphare mit 285.862 VEN die
héchste Gesamtzahl an von Economo Zellen in Schicht V von BA 24 auf). Die schwarzen
Pfeilkopfe markieren Pyramidenzellen in Schicht Va im Fokus, die schwarzen Pfeile VEN
im Fokus und die pinken Pfeile solche VEN, die nicht im Fokus, aber dennoch gut
erkennbar sind. MaRstab = 50 um.
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Abbildung 3.11: Reprasentative mikroskopische Aufnahmen von Schicht Va (A, B) und
Schicht Vb (C, D) (jeweils in zwei verschiedenen Fokusebenen) in Brodmann Area 24 in
der linken Hemisphare des Gehirns von Patient 7 mit Schizophrenie (in Bezug auf alle
Hemisphdaren der Patienten mit Schizophrenie wies die gezeigte Hemisphare mit 35.233
VEN die niedrigste Gesamtzahl an von Economo Zellen in Schicht V von BA 24 auf). Die
schwarzen Pfeilkopfe markieren Pyramidenzellen in Schicht Va im Fokus, die schwarzen
Pfeile VEN im Fokus und die pinken Pfeile solche VEN, die nicht im Fokus, aber dennoch
gut erkennbar sind. Mal3stab = 50 um.
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Abbildung 3.12: Reprasentative mikroskopische Aufnahmen von Schicht Va (A, B) und
Schicht Vb (C, D) (jeweils in zwei verschiedenen Fokusebenen) in Brodmann Area 24 in
der linken Hemisphare des Gehirns von Patient 1 mit Schizophrenie (in Bezug auf alle
Hemisphdren der Patienten mit Schizophrenie wies die gezeigte Hemisphare mit 96.445
VEN eine mittlere Gesamtzahl an von Economo Zellen in Schicht V von BA 24 auf). Die
schwarzen Pfeilkopfe markieren Pyramidenzellen in Schicht Va im Fokus, die schwarzen
Pfeile VEN im Fokus und die pinken Pfeile solche VEN, die nicht im Fokus, aber dennoch
gut erkennbar sind. MaRstab = 50 um.
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Abbildung 3.13: Reprasentative mikroskopische Aufnahmen von Schicht Va (A, B) und
Schicht Vb (C, D) (jeweils in zwei verschiedenen Fokusebenen) in Brodmann Area 24 in
der rechten Hemisphare des Gehirns von Patient 5 mit Schizophrenie (in Bezug auf alle
Hemisphdren der Patienten mit Schizophrenie wies die gezeigte Hemisphare mit
253.438 VEN die hochste Gesamtzahl an von Economo Zellen in Schicht V von BA 24 auf).
Die schwarzen Pfeilkbpfe markieren Pyramidenzellen in Schicht Va im Fokus, die
schwarzen Pfeile VEN im Fokus und die pinken Pfeile solche VEN, die nicht im Fokus,
aber dennoch gut erkennbar sind. Mal3stab = 50 um.
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3.4 Volumen von Brodmann Area 24

In Tabelle 3.5 sind die ermittelten Werte fiir das Volumen von BA 24 in den Gehirnen
der Kontrollpersonen zusammen mit den zugehorigen  Mittelwerten,
Standardabweichungen und Standardfehlern der Mittelwerte zusammengefasst;
Tabelle 3.6 zeigt die entsprechenden Werte fir die Patienten mit Schizophrenie. In

Abbildung 3.14 sind diese Werte grafisch dargestellt.

Die Patienten mit Schizophrenie zeigten im Vergleich mit den Kontrollpersonen in
beiden Hemisphéaren ein kleineres mittleres Volumen von BA 24 (links: -14,8%; rechts: -
13,9%). Die ANCOVA zeigte jedoch keine signifikanten Unterschiede im mittleren
Volumen von BA 24 zwischen den Kontrollpersonen und den Patienten mit
Schizophrenie, sowie keinen signifikanten Einfluss der Kovariaten auf das mittlere

Volumen von BA 24 (Tabelle 3.7).
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Tabelle 3.5: Volumen von Brodmann Area 24 (BA 24) in den in der vorliegenden Arbeit

untersuchten Gehirnen der Kontrollpersonen.

Nr. | Alter (Jahre) Viinks (cm?3) Vgechts (cm?3) Vgesamt (CmM3) [I-r/1+r]
K1 36 1,97 1,99 3,95 -0,004
K2 47 2,38 2,73 5,10 - 0,069
K3 50 2,42 1,56 3,98 0,218

K4 51 1,66 1,77 3,43 -0,033
K5 54 1,70 2,79 4,49 -0,242
K6 56 2,20 3,02 5,22 -0,157
K7 58 2,79 2,85 5,64 -0,012
K8 60 1,86 2,10 3,96 -0,063
K9 60 2,23 2,67 4,90 - 0,089
K10 62 3,09 2,23 5,32 0,161

K11 65 1,50 2,52 4,01 -0,254
X 54,46 2,16 2,38 4,55 - 0,049
SD 8,20 0,49 0,48 0,72 0,146

SE 2,47 0,15 0,15 0,22 0,044

Abkirzungen: K: Kontrollperson; Viinks : Volumen von BA 24 in der linken Hemisphare;
VRechts : Volumen von BA 24 in der rechten Hemisphare; Vgesamt : Volumen von BA 24 in
beiden Hemispharen; [I-r/l+r]: Differenz des Volumens von BA 24 in der linken und der
rechten Hemisphare, dividiert durch die Summe des Volumens von BA 24 in der linken
und der rechten Hemisphdre; X: Mittelwert; SD: Standardabweichung; SE:

Standardfehler des Mittelwerts.
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Tabelle 3.6: Volumen von Brodmann Area 24 (BA 24) in den in der vorliegenden Arbeit

untersuchten Gehirnen der Patienten mit Schizophrenie.

Nr. | Alter Jahre) | Viinks (cm?) Vgechts (cm?3) Vgesamt (cmM3) [l-r/1+r]
S1 22 1,10 2,04 3,14 - 0,302
S2 36 1,84 3,31 5,15 - 0,286
S3 46 2,25 2,73 4,99 - 0,097
S4 50 2,11 2,66 4,77 -0,116
S5 50 1,75 2,30 4,05 -0,137
S6 51 2,08 1,64 3,72 0,118
S7 54 1,90 1,65 3,55 0,071
S8 55 1,92 1,87 3,79 0,014
S9 57 1,65 1,57 3,22 0,025
S10 60 1,83 1,70 3,52 0,037
S11 62 1,64 1,40 3,05 0,080
S12 63 2,05 1,73 3,78 0,083
X 50,50 1,84 2,05 3,95 -0,024
SD 11,67 0,30 0,58 0,68 0,120
SE 3,37 0,09 0,17 0,20 0,034

Abkirzungen: S: Patienten mit Schizophrenie; Viinks : Volumen von BA 24 in der linken
Hemisphare; Vrechts : Volumen von BA 24 in der rechten Hemisphare; Vgesamt : Volumen
von BA 24 in beiden Hemisphéren; [I-r/l+r]: Differenz des Volumens von BA 24 in der
linken und der rechten Hemisphare, dividiert durch die Summe des Volumens von BA 24
in der linken und der rechten Hemisphére; X: Mittelwert; SD: Standardabweichung; SE:

Standardfehler des Mittelwerts.
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Abbildung 3.14: Volumen von Brodmann Area 24. In A sind die Mittelwerte und
Standardfehler der Mittelwerte des Volumens von BA 24 in den in der vorliegenden
Arbeit untersuchten Gehirnen der Kontrollpersonen (,K“) und der Patienten mit
Schizophrenie (,,5“) gezeigt; die schwarzen Balken reprasentieren Werte der linken
Hemisphédren und die weiRen Balken Werte der rechten Hemisphéren. In B und C sind
die individuellen Werte der Kontrollpersonen (B) und der Patienten mit Schizophrenie
(C) als Funktion des Alters gezeigt; dabei reprasentieren schwarze Punkte Werte der
linken Hemispharen und weile Punkte Werte der rechten Hemisphéren.
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Tabelle 3.7: Ergebnisse der ANCOVA der abhangigen Variable Volumen von Brodmann
Area 24 (BA 24) (Daten in den Tabellen 3.5 und 3.6 zusammengestellt).

F p partielles n?
Alter (1,40)=0,622 0,435 0,015
Kovariaten PMI (1,40)=0,117 0,734 0,003
Fix (1,40)=1,702 0,200 0,041
Diagnose (1, 40) = 2,662 0,111 0,062
Feste Faktoren
Hemisphare (1, 40)=1,927 0,173 0,046

Abkirzungen: F: Testverfahren basierend auf der F-Statistik; p: Wert, nach dem sich die

Signifikanz richtet; partielles n?: MaR fur die Effektstarke; PMI: post mortem Intervall;

Fix: Fixationszeit.
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3.5 Volumen von Schicht V in Brodmann Area 24

In Tabelle 3.8 sind die ermittelten Werte fur das Volumen von Schicht V in BA 24 in den
Gehirnen der Kontrollpersonen zusammen mit den zugehorigen Mittelwerten,
Standardabweichungen und Standardfehlern der Mittelwerte zusammengefasst;
Tabelle 3.9 zeigt die entsprechenden Werte fir die Patienten mit Schizophrenie. In

Abbildung 3.15 sind diese Werte grafisch dargestellt.

Die Patienten mit Schizophrenie zeigten im Vergleich mit den Kontrollpersonen in
beiden Hemispharen ein kleineres mittleres Volumen von Schicht V in BA 24 (links: -
16,7%; rechts: -16,1%). Die ANCOVA zeigte jedoch keine signifikanten Unterschiede im
mittleren Volumen von Schicht V in BA 24 zwischen den Kontrollpersonen und den
Patienten mit Schizophrenie, sowie keinen signifikanten Einfluss der Kovariaten auf das

mittlere Volumen von BA 24 (Tabelle 3.10).
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Tabelle 3.8: Volumen von Schicht V in Brodmann Area 24 in den in der vorliegenden
Arbeit untersuchten Gehirnen der Kontrollpersonen.

Nr. | Alter (Jahre) Viinks (€cm?3) Vgechts (cm?3) Veesamt (CmM3) [I-r/1+r]
K1 36 0,53 0,51 1,04 0,015
K2 47 0,63 0,69 1,32 - 0,045
K3 50 0,60 0,38 0,98 0,222
K4 51 0,42 0,45 0,87 -0,034
K5 54 0,90 0,79 1,69 0,065
K6 56 0,61 0,83 1,44 -0,150
K7 58 0,74 0,74 1,49 0,000
K8 60 0,51 0,52 1,02 - 0,009
K9 60 0,58 0,72 1,30 -0,107
K10 62 0,67 0,58 1,25 0,076
K11 65 0,41 0,65 1,06 -0,226
X 54,46 0,60 0,62 1,12 -0,018
SD 8,20 0,14 0,15 0,43 0,120
SE 2,47 0,04 0,04 0,13 0,036

Abkirzungen: K: Kontrollperson; Vinks : Volumen von Schicht V in BA 24 in der linken
Hemisphare; Vrechts : Volumen von Schicht V in BA 24 in der rechten Hemisphare; Vgesamt:
Volumen von Schicht V in BA 24 in beiden Hemispharen; [l-r/l+r]: Differenz des
Volumens von Schicht V in BA 24 in der linken und der rechten Hemisphare, dividiert
durch die Summe des Volumens von Schicht V in BA 24 in der linken und der rechten
Hemisphare; X: Mittelwert; SD: Standardabweichung; SE: Standardfehler des

Mittelwerts.
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Tabelle 3.9: Volumen von Schicht V in Brodmann Area 24 in den in der vorliegenden
Arbeit untersuchten Gehirnen der Patienten mit Schizophrenie.

Nr. | Alter (Jahre) | Viinks (cm?) VRechts (cm?3) Vgesamt (CmM3) [I-r/1+r]
S1 22 0,46 0,55 1,01 - 0,090
S2 36 0,43 0,82 1,25 -0,319
S3 46 0,58 0,62 1,20 - 0,038
S4 50 0,60 0,70 1,31 - 0,075
S5 50 0,51 0,61 1,12 - 0,083
S6 51 0,51 0,39 0,90 0,125
S7 54 0,46 0,44 0,90 0,026
S8 55 0,48 0,49 0,96 - 0,009
S9 57 0,46 0,41 0,87 0,058
S10 60 0,53 0,42 0,95 0,119
S11 62 0,45 0,38 0,83 0,091
S12 63 0,54 0,46 1,00 0,082
X 50,50 0,50 0,52 1,02 - 0,009
SD 11,67 0,05 0,14 0,16 0,125
SE 3,37 0,02 0,04 0,05 0,036

Abkirzungen: S: Patient mit Schizophrenie; Viinks : Volumen von Schicht V in BA 24 in der
linken Hemisphare; Vrechts : Volumen von Schicht V in BA 24 in der rechten Hemisphare;
Vgesamt : Volumen von Schicht V in BA 24 in beiden Hemisphéren; [I-r/l+r]: Differenz des
Volumens von Schicht V in BA 24 in der linken und der rechten Hemisphare, dividiert
durch die Summe des Volumens von Schicht V in BA 24 in der linken und der rechten
Hemisphare; X: Mittelwert; SD: Standardabweichung; SE: Standardfehler des

Mittelwerts.
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Abbildung 3.15: Volumen von Schicht V in Brodmann Area 24. In A sind die Mittelwerte
und Standardfehler der Mittelwerte des Volumens von Schicht V in BA 24 in den in der
vorliegenden Arbeit untersuchten Gehirnen der Kontrollpersonen (,K“) und der
Patienten mit Schizophrenie (,S“) gezeigt; die schwarzen Balken reprasentieren Werte
der linken Hemispharen und die weifen Balken Werte der rechten Hemisphdren. In B
und C sind die individuellen Werte der Kontrollpersonen (B) und der Patienten mit
Schizophrenie (C) als Funktion des Alters gezeigt; dabei reprasentieren schwarze Punkte
Werte der linken Hemispharen und weiRe Punkte Werte der rechten Hemispharen.
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Tabelle 3.10: Ergebnisse der ANCOVA der abhangigen Variable Volumen von Schicht V

in Brodmann Area 24 (Daten in den Tabellen 3.9 und 3.10 zusammengestellt).

F p partielles n?
Alter (1,40)=0,158 0,693 0,004
Kovariaten PMI (1,40) =0,460 0,502 0,011
Fix (1, 40)=0,797 0,377 0,020
Diagnose (1,40)=3,612 0,065 0,083
Feste Faktoren
Hemisphare (1,40)=1,544 0,221 0,037

Abkirzungen: F: Testverfahren basierend auf der F-Statistik; p: Wert, nach dem sich die

Signifikanz richtet; partielles n?: MaR fur die Effektstarke; PMI: post mortem Intervall;

Fix: Fixationszeit.
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3.6 Gesamtzahl an von Economo Zellen in Schicht V in Brodmann Area

24

In Tabelle 3.11 sind die ermittelten Werte fur die Gesamtzahl an von Economo Zellen in
Schicht V in BA 24 in den Gehirnen der Kontrollpersonen zusammen mit den
zugehorigen Mittelwerten, Standardabweichungen und Standardfehlern der
Mittelwerte zusammengefasst; Tabelle 3.12 zeigt die entsprechenden Werte fiir die

Patienten mit Schizophrenie. In Abbildung 3.16 sind diese Werte grafisch dargestellt.

Die Patienten mit Schizophrenie zeigten im Vergleich mit den Kontrollpersonen in
beiden Hemisphdren eine kleinere mittlere Gesamtzahl an von Economo Zellen in
Schicht V in BA 24 (links: -41,3%; rechts: -29,7%). Die ANCOVA zeigte einen signifikanten
Unterschied zwischen den Kontrollpersonen und den Patienten mit Schizophrenie in
Bezug auf die mittlere Gesamtzahl an von Economo Zellen in Schicht V in BA 24 (p =
0,027). Die Hemisphéare (links, rechts) und die Kovariaten hatten jedoch keinen
signifikanten Einfluss auf die mittlere Gesamtzahl an von Economo Zellen in Schicht V in

BA 24 (Tabelle 3.13).
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Tabelle 3.11: Gesamtzahl an von Economo Zellen in Schicht V in Brodmann Area 24 in

den in der vorliegenden Arbeit untersuchten Gehirnen der Kontrollpersonen.

Nr. Alter (Jahre) | VEN-Nest-Links VEN-Nest-rechts VEN-Nest-Gesamt [I-r/1+r]
K1 36 128.210 112.112 240.322 0,067
K2 47 108.670 169.905 278.574 -0,220
K3 50 156.815 87.190 244.005 0,285
Ka 51 126.148 160.879 287.027 -0,121
K5 54 71.635 142.278 213.913 -0,330
K6 56 241.036 135.996 377.032 0,279
K7 58 209.284 120.557 330.218 0,270
K8 60 161.284 83.528 244.813 0,318
K9 60 236.746 153.743 390.488 0,213
K10 62 163.078 285.862 448.940 -0,273
K11 65 105.175 116.135 221.310 - 0,050
X 54,46 155.314 142.562 273.054 0,040
SD 8,20 55.053 55.179 113.809 0,248
SE 2,47 16.599 16.637 34.315 0,075

Abkirzungen: K: Kontrollperson; VEN-Nest.Links: Gesamtzahl an von Economo Zellen in
Schicht Vin BA 24 in der linken Hemisphare; VEN-Nest-rechts: Gesamtzahl an von Economo
Zellen in Schicht V in BA 24 in der rechten Hemisphéare; VEN-Nest-gesamt: Gesamtzahl an
von Economo Zellen in Schicht V in BA 24 in beiden Hemispharen; [I-r/l+r]: Differenz der
Gesamtzahl an von Economo Zellen in Schicht V in BA 24 in der linken und der rechten
Hemisphare, dividiert durch die Summe der Gesamtzahl an von Economo Zellen in

Schicht V in BA 24 in der linken und der rechten Hemisphare; X: Mittelwert; SD:

Standardabweichung; SE: Standardfehler des Mittelwerts.
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Tabelle 3.12: Gesamtzahl an von Economo Zellen in Schicht V in Brodmann Area 24 in
den in der vorliegenden Arbeit untersuchten Gehirnen der Patienten mit Schizophrenie.

Nr. Alter (Jahre) VEN-Nest-Links VEN-Nest-rechts VEN-Nest-Gesamt [1-r/1+r]
S1 22 64.371 151.731 216.102 - 0,404
S2 36 135.797 66.732 202.529 0,341
S3 46 75.987 41.382 117.360 0,295
sS4 50 106.754 110.013 216.676 -0,015
S5 50 109.965 253.438 363.133 -0,396
S6 51 98.971 41.519 140.490 0,409
S7 54 35.233 47.606 82.839 -0,149
S8 55 129.774 142.327 272.101 - 0,046
S9 57 55.937 56.114 112.051 -0,002
S10 60 96.835 127.875 224.710 -0,138
S11 62 96.445 85.461 181.906 0,060
S12 63 88.302 77.895 166.197 0,063
X 50,50 91.174 100.174 191.349 0,001
SD 11,67 29.413 61.954 77.091 0,260
SE 3,37 8.491 17.885 22.254 0,075

Abkirzungen: S: Patient mit Schizophrenie; VEN-Nest-Links: Gesamtzahl an von Economo
Zellen in Schicht V in BA 24 in der linken Hemisphare; VEN-Nest.rechts: Gesamtzahl an von
Economo Zellen in Schicht V in BA 24 in der rechten Hemisphéare; VEN-Nest-Gesamt:
Gesamtzahl an von Economo Zellen in Schicht V in BA 24 in beiden Hemispharen; [I-
r/l+r]: Differenz der Gesamtzahl an von Economo Zellen in Schicht V in BA 24 in der
linken und der rechten Hemisphare, dividiert durch die Summe der Gesamtzahl an von
Economo Zellen in Schicht V in BA 24 in der linken und der rechten Hemisphare; X:

Mittelwert; SD: Standardabweichung; SE: Standardfehler des Mittelwerts.
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Abbildung 3.16: Gesamtzahl an von Economo Zellen in Schicht V in Brodmann Area 24.
In A sind die Mittelwerte und Standardfehler der Mittelwerte der Gesamtzahl an von
Economo Zellen in Schicht V in BA 24 in den in der vorliegenden Arbeit untersuchten
Gehirnen der Kontrollpersonen (,,K“) und der Patienten mit Schizophrenie (,,S“) gezeigt;
die schwarzen Balken reprdsentieren Werte der linken Hemispharen und die weilRen
Balken Werte der rechten Hemisphéren. In (B) und (C) sind die individuellen Werte der
Kontrollpersonen (B) und der Patienten mit Schizophrenie (C) als Funktion des Alters
gezeigt; dabei reprasentieren schwarze Punkte Werte der linken Hemisphéaren und
weille Punkte Werte der rechten Hemispharen. Der Stern in A zeigt den statistisch
signifikanten Unterschied zwischen den Mittelwerten der Kontrollpersonen und den
Patienten mit Schizophrenie an.
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Tabelle 3.13: Ergebnisse der ANCOVA der abhdngigen Variable Gesamtzahl an von
Economo Zellen in Schicht V in Brodmann Area 24 (Daten in den Tabellen 3.13 und 3.14

zusammengestellt).

F p partielles n?
Alter (1, 40) = 0,066 0,799 0,002
Kovariaten PMI (1,40)=0,011 0,917 < 0,001
Fix (1, 40) =3,147 0,084 0,073
Diagnose (1,40)=5,304 0,027 0,117
Feste Faktoren
Hemisphare (1, 40) = 0,040 0,842 0,001

Abkirzungen: F: Testverfahren basierend auf der F-Statistik; p: Wert, nach dem sich die
Signifikanz richtet; partielles n%: MaR fur die Effektstarke; PMI: post mortem Intervall;

Fix: Fixationszeit.
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3.7 Dichte der von Economo Zellen in Schicht V in Brodmann Area 24

In Tabelle 3.14 sind die ermittelten Werte fir die Dichte der von Economo Zellen in
Schicht V in BA 24 in den Gehirnen der Kontrollpersonen zusammen mit den
zugehorigen Mittelwerten, Standardabweichungen und Standardfehlern der
Mittelwerte zusammengefasst; Tabelle 3.15 zeigt die entsprechenden Werte fiir die

Patienten mit Schizophrenie. In Abbildung 3.17 sind diese Werte grafisch dargestellt.

Die Patienten mit Schizophrenie zeigten im Vergleich mit den Kontrollpersonen in
beiden Hemispharen eine kleinere mittlere Dichte der von Economo Zellen in Schicht V
in BA 24 (links: -37,5%; rechts: -15,1%). Die ANCOVA zeigte jedoch keine signifikanten
Unterschiede in der mittleren Dichte der von Economo Zellen in Schicht V in BA 24
zwischen den Kontrollpersonen und den Patienten mit Schizophrenie, sowie keinen
signifikanten Einfluss der Kovariaten auf die mittlere Dichte der von Economo Zellen in

Schicht V in BA 24 (Tabelle 3.16).
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Tabelle 3.14: Dichte der von Economo Zellen [n/cm?] in Schicht V in Brodmann Area 24

in den in der vorliegenden Arbeit untersuchten Gehirnen der Kontrollpersonen.

Nr. Alter (Jahre) | Dichte VENns | Dichte VENgechts | Dichte VENGgesamt [I-r/1+r]
K1 36 242.406 218.232 460.638 0,052
K2 47 172.200 246.101 418.301 -0,177
K3 50 261.098 227.996 489.094 0,068
Ka 51 300.507 358.127 489.094 - 0,087
K5 54 212.038 179.695 658.635 0,083
K6 56 394.827 164.749 559.576 0,411
K7 58 282.086 162.193 444.278 0,270
K8 60 318.134 166.605 484.739 0,313
K9 60 380.387 213.252 593.639 -0,343
K10 62 242.286 494.856 737.142 -0,343
K11 65 256.245 178.630 434.876 0,178
X 54,46 278.282 237.312 515.696 0,095
SD 8,20 67.164 102.325 108.928 0,228
SE 2,47 20.251 30.852 32.843 0,069

Abkirzungen: K: Kontrollperson; Dichte VENinks: Dichte der von Economo Zellen (VEN)
[n/cm3] in Schicht 5 in BA 24 der linken Hemisphare; Dichte VENRgechts: Dichte der VEN in
Schicht V in BA 24 der rechten Hemisphare; Dichte VENgesamt: Dichte der VEN in Schicht

V in BA 24 beider Hemispharen; [I-r/l+r]: Differenz der Dichte der VEN in Schicht V in

BA 24 in der linken und der rechten Hemisphare, dividiert durch die Summe der Dichte

der VEN in Schicht V in BA 24 in der linken und der rechten Hemisphare; X: Mittelwert;

SD: Standardabweichung; SE: Standardfehler des Mittelwerts.
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Tabelle 3.15: Dichte der von Economo Zellen [n/ cm?3] in Schicht V in Brodmann Area 24
in den in der vorliegenden Arbeit untersuchten Gehirnen der Patienten mit

Schizophrenie.

Nr. Alter
Dichte VENyns | Dichte VENRgechts Dichte VENGgesamt [I-r/1+r]

(Jahre)
S1 22 139.519 274.785 414.275 -0,326
S2 36 156.618 164.647 321.265 - 0,025
S3 46 131.939 66.548 198.487 0,329
S4 50 223.596 156.749 380.345 0,176
S5 50 211.656 413.277 624.933 -0,323
S6 51 194.789 100.336 295.1.76134 0,320
S7 54 76.214 108.547 184.761 -0,175
S8 55 272.433 293.326 565.759 - 0,037
S9 57 121.285 136.639 257.925 - 0,060
S10 60 182.779 306.619 489.397 - 0,253
S11 62 213.183 226.532 439.715 - 0,030
S12 63 163.492 169.885 333.377 - 0,019
X 50,50 173.959 201.488 375.448 - 0,035
SD 11,67 53.363 102.681 138.088 0,221
SE 3,37 15.405 29.642 39.863 0,063

S: Patient mit Schizophrenie; Dichte VENins: Dichte der von Economo Zellen (VEN)
[n/cm3] in Schicht 5 in BA 24 der linken Hemisphare; Dichte VENRgechts: Dichte der VEN in
Schicht V in BA 24 der rechten Hemisphare; Dichte VENGesamt: Dichte der VEN in Schicht
V in BA 24 beider Hemispharen; [I-r/l+r]: Differenz der Dichte der VEN in Schicht V in BA
24 in der linken und der rechten Hemisphare, dividiert durch die Summe der Dichte der
VEN in Schicht V in BA 24 in der linken und der rechten Hemisphare; X: Mittelwert; SD:

Standardabweichung; SE: Standardfehler des Mittelwerts.
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3 Ergebnisse

Abbildung 3.17: Dichte der von Economo Zellen in Schicht V in Brodmann Area 24. In A
sind die Mittelwerte und Standardfehler der Mittelwerte der Dichte der von Economo
Zellen in Schicht Vin BA 24 in den in der vorliegenden Arbeit untersuchten Gehirnen der
Kontrollpersonen (,,K“) und der Patienten mit Schizophrenie (,,S“) gezeigt; die schwarzen
Balken reprdsentieren Werte der linken Hemispharen“und die weien Balken Werte der
rechten Hemispharen. In B und C sind die individuellen Werte der Kontrollpersonen (B)
und der Patienten mit Schizophrenie (C) als Funktion des Alters gezeigt; dabei
reprasentieren schwarze Punkte Werte der linken Hemisphdren und weiBe Punkte
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Tabelle 3.16: Ergebnisse der ANCOVA der abhdngigen Variable Dichte der von Economo
Zellen in Schicht V in Brodmann Area 24 (Daten in den Tabellen 3.17 und 3.18

zusammengestellt).

F p partielles n?
Alter (1,40) =0,039 0,844 0,001
Kovariaten PMI (1, 40) = 0,455 0,504 0,011
Fix (1, 40) = 1,945 0,171 0,046
Diagnose (1,40)=2,421 0,128 0,057
Feste Faktoren
Hemisphare (1,40) =0,043 0,836 0,001

Abkirzungen: F: Testverfahren basierend auf der F-Statistik; p: Wert, nach dem sich die
Signifikanz richtet; partielles n%: MaR fur die Effektstarke; PMI: post mortem Intervall;

Fix: Fixationszeit.
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3.8 Verteilung der von Economo Zellen in Brodmann Area 24

In Abbildung 3.18 ist die individuelle, kaudo-rostrale Verteilung der gezahlten VEN in

Schicht V von BA 24 in den Gehirnen der Kontrollpersonen und der Patienten mit
Schizophrenie jeweils getrennt fiir die linken und rechten Hemispharen dargestellt. Die
Daten der individuellen Gehirne sind farbcodiert wiedergegeben. Auf der X-Achse bei x
= 0.0 sind die Daten der jeweils am meisten kaudal gelegenen Schnitte der untersuchten
SRS-Serien von Gehirnschnitten reprasentiert, und bei x = 1.0 die Daten der jeweils am

meisten rostral gelegenen Schnitte.

Man erkennt eine Zunahme der VEN in BA 24 von kaudal nach rostral, wie sie auch

von Nimchinsky et al. (1995) beschrieben wurde. Dariiber hinaus zeigt Abbildung 3.18,

dass der in Abbildung 3.16 gezeigte Verlust von VEN in Schicht V von BA 24 in den

Gehirnen der Patienten mit Schizophrenie hauptsachlich die rostralen Anteile von BA24

betraf.
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Abbildung 3.18: Individuelle, kaudo-rostrale Verteilung der gezdhlten von Economo
Zellen in Schicht V von BA 24 in den in der vorliegenden Arbeit untersuchten Gehirnen
der Kontrollpersonen (A) und der Patienten mit Schizophrenie (B), jeweils getrennt fir
die linken und rechten Hemisphdren. Die Daten der individuellen Gehirne sind
farbcodiert wiedergegeben. Auf der X-Achse bei x = 0.0 sind die Daten der jeweils am
meisten kaudal gelegenen Schnitte der untersuchten SRS-Serien von Gehirnschnitten
reprasentiert, und bei x = 1.0 die Daten der jeweils am meisten rostral gelegenen
Schnitte. Man erkennt, dass der in Abbildung 3.16 gezeigte Verlust von VEN in Schicht V
von BA 24 in den Gehirnen der Patienten mit Schizophrenie hauptsachlich die rostralen
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4 Diskussion

4 Diskussion

4.1 Ergebnisse zum Volumen von Brodmann Area 24 und von Schicht V

in Brodmann Area 24

4.1.1 Vergleich mit Ergebnissen aus der Literatur
4.1.1.1 Vergleich mit Ergebnissen von post mortem Studien

Weder das mittlere Volumen von BA 24 noch das mittlere Volumen von Schicht V in BA
24 zeigten in der vorliegenden Arbeit einen signifikanten Unterschied zwischen den

Kontrollpersonen und den Patienten mit Schizophrenie.

Diese Ergebnisse passen gut zu Ergebnissen anderer post mortem Studien (Ongiir
et al., 1998; Highley et al., 2001; Hoistad et al., 2013), die ebenfalls keine signifikanten
Anderungen im mittleren Volumen von BA 24 bei Patientlnnen mit Schizophrenie
gefunden hatten. In einer Studie von Ongiir et al. (1998) wurden stererologisch jeweils
in einer Hemisphare von 11 Patientlnnen mit Schizophrenie, 14 Patientlnnen mit
bipolarer Stérung und 9 Patientlnnen mit depressiver Storung (,major depressive
disorder”) im Vergleich zu 11 Kontrollpersonen (alle Gruppen wurden gematcht fir
Alter, Geschlecht und PMI) das mittlere Volumen, die mittlere Gesamtzahl als auch die
mittlere Dichte von Nerven- und Gliazellen in BA 24 ermittelt. Allerdings wurde in dieser
Studie (Ongiir et al., 1998) lediglich ein Teil von BA 24, ndmlich der unter dem Corpus
callosum gelegene subgenuale Anteil (BA 24sg), untersucht. Im Vergleich zu
Kontrollpersonen zeigten die Patientlnnen mit Schizophrenie ein um 10,3% (nicht
signifikant) hoheres Volumen. In der vorliegenden Arbeit jedoch war das mittlere
Volumen von BA 24 bei den Patienten mit Schizophrenie im Vergleich zu den
Kontrollpersonen in beiden Hemisphéren niedriger (links: -14,8%; rechts: -13,9%), wenn
auch nicht signifikant. Hoistad et al. (2013) untersuchten an derselben Sammlung von
post mortem Gehirnen, die in der vorliegenden Arbeit untersucht wurden, den dorsalen
ACC (dACC) der linken Hemisphdaren von 13 Patienten mit Schizophrenie und 13
Kontrollpersonen. Dabei entspricht der dACC den nach Vogt et al. (1995) beschriebenen
kaudalen Anteilen von BA 24 (BA 24‘). Konkret untersuchten Hoistad et al. (2013) das
mittlere Volumen, die mittlere Gesamtzahl und die mittlere Dichte von Nerven- und

Gliazellen in BA 24 spezifisch in den oberflachlichen und tiefen Cortex-Schichten
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(Schicht Il = lll und Schicht V — VI), und ermittelten auRerdem das Verhaltnis der
mittleren Dichte von Gliazellen zur mittleren Dichte von Nervenzellen (GNI = englisch:
Glia/Neuron Index). Wie in der vorliegenden Arbeit wurde bei den Patienten mit
Schizophrenie im Vergleich zu nach Alter und Geschlecht gematchten Kontrollpersonen
ein nicht signifikantes niedrigeres mittleres Volumen in den oberflachlichen und tiefen
Cortex-Schichten (Schicht Il — IlI: ca. — 6,3%; Schicht V — VI: - 9,3%) gemessen. Bei den
Kontrollpersonen wiesen die oberflachlichen Cortex-Schichten V und VI ein mittleres
Volumen von ca. 0,43 cm® und bei den Patienten mit Schizophrenie ca. 0,39 cm? auf
(Verhaltnis = 1,1). In der vorliegenden Arbeit wurde ein sehr dhnliches Verhiltnis (1,2)
des mittleren Volumens von Schicht V in BA 24 der linken Hemispharen beim Vergleich
der Gehirne der Kontrollpersonen und der Gehirne der Patienten mit Schizophrenie
ermittelt. Highley et al. (2001) untersuchten das Volumen des Frontallappens (Cortex
und weille Substanz) und zuséatzlich den ACC in den Gehirnen von 28 Kontrollpersonen
im Vergleich zu den Gehirnen von 24 Patientinnen mit Schizophrenie. Hierbei zeigte der
ACC ein mittleres Volumen von 36,4 cm? in den Gehirnen der Kontrollpersonen und 37,6
cm?in den Gehirnen der Patientlnnen mit Schizophrenie. Das mittlere Volumen des ACC
zwischen den beiden Gruppen wurde tiber eine ANCOVA analysiert und wies, wie bereits

oben erwahnt, keine signifikanten Unterschiede auf (p = 0,812).

Stereologisch untersuchten Bouras et al. (2001) die Dicke der einzelnen Cortex-
Schichten, die mittlere Dichte und die mittlere GroRRe von Nervenzellen in der linken BA
24 und der linken BA 24sg in 44 Gehirnen von Patientlnnen mit Schizophrenie, 21
Gehirnen von Patientlnnen mit bipolarer Stérung, 20 Gehirnen von Patientinnen mit
depressiver Storung und 55 Gehirnen von nach Alter und Geschlecht gematchten
Kontrollpersonen. Hierbei war die mittlere kortikale Dicke in den Schichten II, V und VI
in BA 24 und die mittlere kortikale Dicke in den Schichten I, V und VI in BA 24sg in den
Gehirnen der Patientlnnen mit Schizophrenie im Vergleich zu den Gehirnen der
Kontrollpersonen jeweils signifikant reduziert. In der vorliegenden Arbeit wurden in der
Messung der ventrodorsalen Ausdehnung und in der Ausdehnung von Schicht I — VI von
BA24 in den Gehirnen der Patienten mit Schizophrenie im Vergleich zu den Gehirnen der
Kontrollpersonen keine signifikanten Anderungen gefunden. Diese Daten legen nahe,

dass im Gegensatz zu Bouras et al. (2001) in der vorliegenden Arbeit auch die mittlere
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kortikale Dicke der Schicht V in BA 24 in den Gehirnen der Patienten mit Schizophrenie

im Vergleich zu den Gehirnen der Kontrollpersonen unverandert war.

Dem ACC lbergeordnet konnte in einer post mortem Studie, die das mittlere
Volumen von jeweils der gesamten grauen und weilen Substanz des Gehirns sowie
jeweils der grauen und weilRen Substanz des Frontalcortex in 14 Gehirnen von
Patientinnen mit Schizophrenie und 19 Gehirnen von Kontrollpersonen untersuchte,
allein im Frontalcortex eine signifikante Verringerung des Volumens um 12% in den
Gehirnen der Patientinnen mit Schizophrenie festgestellt werden (Selemon et al., 2002).
Der ACC wurde in dieser Studie von Selemon et al. (2002) nicht explizit erwéahnt.
Allerdings ist aufgrund der gewahlten Topographie davon auszugehen, dass der ACC in
den Volumenmessungen von Selemon et al. (2002) mitbericksichtigt wurde. In einer
Studie von Gaus et al. (2022), die an derselben Sammlung von post mortem Gehirnen
wie in der vorliegenden Arbeit erfolgte, wurden das mittlere Volumen sowie die mittlere
Dichte und mittlere Gesamtzahl von Nervenzellen in der gesamten grauen Substanz, in
BA 24 und in Schicht V in BA 24 ermittelt. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit flossen
ebenfalls in die Studie von Gaus et al. (2022) ein. In dieser Studie konnte fir die graue
Substanz des Gehirns (,cortical gray matter” = CGM) eine mittlere Volumenreduktion
von 6,3 % in den Gehirnen der Patienten mit Schizophrenie im Vergleich zu den Gehirnen
der Kontrollpersonen ermittelt werden. Dieser Unterschied war allerdings nicht
signifikant. Es muss jedoch kein Widerspruch zwischen den Ergebnissen von Selemon et
al. (2002) und den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit bzw. den Daten von Gaus et al.
(2022) bestehen. Denkbar ware, dass bei Patienten mit Schizophrenie spezifisch der
Frontalcortex von einer Volumenreduktion betroffen ist, und davon wiederum andere

Regionen als der ACC verstarkt betroffen sind.

4.1.1.2 Vergleich mit klinischen Bildgebungsstudien

In klinischen Bildgebungsstudien wurden neben weiteren Gehirnregionen auch eine
Reduktion des mittleren Volumens des Frontallappens in Gehirnen von Patientinnen mit
Schizophrenie im Vergleich zu Gehirnen von Kontrollpersonen nachgewiesen (Harrison,
1999; Wright et al., 2000; Shenton et al., 2001; Honea et al., 2005; Ellison-Wright et al.,

2010; Haijma et al., 2013; Brugger et al., 2017). In einer friihen Ubersichtsarbeit von
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Shenton et al. (2001), bei der 193 Magnetresonsanztomographie (MRT) -
Studienergebnisse von 1988 bis 2000 beriicksichtigt wurden, berichteten 60% dieser
Studien Abnormalitdten des Frontallappens in Gehirnen von Patientlnnen mit
Schizophrenie (ohne Unterscheidung zwischen grauer und weiBer Substanz) im
Vergleich zu Gehirnen von Kontrollpersonen. In einer spateren Meta-Analyse mit 317
zwischen 1998 und 2012 publizierten Studien lber volumetrische Messungen von
Gehirnen von Patientinnen mit Schizophrenie gegenliber Gehirnen von
Kontrollpersonen (beide Gruppen wurden jeweils fir Alter und Geschlecht gematcht)
verdichteten sich ebenfalls Hinweise auf eine Volumenreduzierung des Frontalcortex
(mit einem aus der Meta-Analyse berechneten gewichteten Mittel der Effektstdrke
(Cohen’s d von -0,49) sowie des ACC (Cohen’s d = -0,34) (Haijma et al., 2013). Weitere
Indizien flr eine signifikante Volumenreduktion des ACC in Gehirnen von Patientinnen
mit Schizophrenie gegeniiber Gehirnen von Kontrollpersonen wurden von Baiano et al.
(2007) sowie Brugger et al. (2017) berichtet. In der Meta-Analyse von Baiano et al.
(2007), die sich speziell mit dem Volumen des ACC in Gehirnen von Patientlnnen mit
Schizophrenie im Vergleich zu Gehirnen von Kontrollpersonen befasste und die 7
Studien inkludierte, wurde eine signifikante Reduktion des Volumens des ACC in
Gehirnen von Patientlnnen mit Schizophrenie aufgezeigt (standardisierte
Mittelwertdifferenz = - 0,70). Demgegeniiber untersuchten Brugger et al. (2017) in 108
Studien in der Literatur, die bis 2016 publiziert worden waren, die gemessenen
Volumina in Gehirnen von Patientinnen mit Schizophrenie und in Gehirnen von nach
Alter und Geschlecht gematchten Kontrollpersonen mit der Fragestellung, ob in
Patientinnen mit Schizophrenie eine groRRere interindividuelle Variabilitat im Volumen
besteht. Dabei stellten die Autoren fest, dass die Volumina von Temporalcortex,
Thalamus, Putamen und dem dritten Ventrikel in Gehirnen von Patientlnnen mit
Schizophrenie gegenliber Gehirnen von nach Alter und Geschlecht gematchten
Kontrollpersonen signifikant starker variieren; das Volumen des ACC wies jedoch nur
eine geringe interindividuelle Variabilitat auf. Daraus schlossen Brugger et al. (2017),
dass der ACC unabhangig von den Subtypen und der biologischen Heterogenitadt der
Schizophrenie gleichmalig betroffen ist und wahrscheinlich eine Kernregion fir die
Erkrankung darstellt. Mitelman et al. (2005) untersuchten die graue und die weiRe

Substanz in den einzelnen Brodmann Arealen des Gyrus cinguli in 37 Gehirnen von
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Patientinnen mit Schizophrenie im Vergleich zu 37 Gehirnen von Kontrollpersonen und
stellten unter anderem speziell ein reduziertes mittleres Volumen der grauen Substanz
in BA 24 in Gehirnen von Patientinnen mit Schizophrenie fest. Daneben untersuchten
Haznedar et al. (2004) in 27 Gehirnen von Patientlnnen mit Schizophrenie, in 13
Gehirnen von Patientlnnen mit schizoider Personlichkeitsstorung und in 32 Gehirnen
von nach Alter und Geschlecht gematchten Kontrollpersonen mittels Positronen-
Emissions-Tomografie (PET) mit *®Fluor-Desoxyglukose und MRT den Gyrus cinguli. Bei
dieser Studie zeigten ebenfalls die volumetrischen Messungen liber das MRT eine
Volumenreduktion im linken anterioren Gyrus cinguli und BA 24‘ (kaudale Anteile von
BA 24) in den Gehirnen von Patientlnnen mit Schizophrenie im Vergleich zu den

Gehirnen von Kontrollpersonen.

4.1.1.3 Vergleich der Ergebnisse von post mortem Studien und klinischen

Bildgebungsstudien

Die in klinischen Bildgebungsstudien berichteten Ergebnisse zum ACC konnten
groBtenteils nicht in post mortem Studien bestatigt werden. Auch die vorliegende Arbeit
konnte lediglich Tendenzen einer Volumenreduktion in Gehirnen von Patientlnnen mit
Schizophrenie im Vergleich zu Gehirnen von Kontrollpersonen aufzeigen, die jedoch
statistisch nicht signifikant waren. Diese Diskrepanz in den Ergebnissen zwischen post
mortem Studien und klinischen Bildgebungsstudien sind hoéchstwahrscheinlich auf
unterschiedliche Methodik als auch mit der einhergehenden unterschiedlichen
Bestimmung der zu untersuchenden Region(en) zurickzufihren. Darliber hinaus
konnten Antipsychotika, bei denen ein Zusammenhang zwischen der Einnahme und
einem Volumenverlust des Gehirns bzw. Teilen des Gehirns berichtet wurde (Ho et al.,
2011; Fusar-Poli et al.,, 2013; Veijola et al., 2014), ebenfalls einen Einfluss auf die
Ergebnisse genommen haben. Des Weiteren kdnnten mogliche biologische Subtypen
der Schizophrenie, die unterschiedliche neuroanatomische Verdnderungen
prasentieren (Honnorat et al., 2019), eventuell zu den Diskrepanzen zwischen post

mortem Studien und klinischen Bildgebungsstudien beigetragen haben.
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4.1.1.4 Zusammenhang zwischen dem Alter und dem Volumen von BA 24

In der vorliegenden Arbeit zeigte die ANCOVA keinen signifikanten Einfluss der Kovariate
Alter auf das mittlere Volumen von BA 24 und von Schicht V in BA 24 zwischen den

Gehirnen von Kontrollpersonen und den Patienten mit Schizophrenie.

Bei gesunden Individuen scheint laut MRT-Studien ein Zusammenhang zwischen
Alter und abnehmendem Volumen der grauen Substanz (Passe et al., 1997; Gur et al.,
2002), als auch des gesamten Gehirns (Fotenos et al., 2005) vorhanden zu sein. Bei
dlteren Patientlnnen mit Schizophrenie konnte eine gegeniber Kontrollpersonen
starkere mittlere Volumenreduktion des gesamten Gehirns wie auch der grauen
Substanz aufgezeigt werden (Hulshoff Pol et al., 2002; Veijola et al., 2014). Veijola et al.
(2014) stellten dabei eine jahrliche Volumenreduktion des Gehirns bei 33 Patientinnen
mit Schizophrenie von 0,69% fest, die gegeniber 71 gesunden nach Alter und
Geburtsort gematchten Kontrollpersonen (- 0,49%) signifikant (p = 0,003) starker
ausgepragt war. Der Temporallappen schien besonders betroffen zu sein. GemaR den
Autoren dieser Studie sei ein Einfluss von Antipsychotika auf die Volumenreduktion

moglich (Veijola et al. (2014).

4.2 Ergebnisse zur Gesamtzahl und Dichte der von Economo Zellen in

Schicht V in Brodmann Area 24

4.2.1 Vergleich mit Daten aus der Literatur

Die mittlere Gesamtzahl von VEN in Schicht V in BA 24 war in der vorliegenden Arbeit in
den Gehirnen von Patienten mit Schizophrenie im Vergleich zu den Kontrollpersonen
signifikant um ca. 28 % reduziert. Im Gegensatz dazu zeigte die mittlere Dichte von VEN
in Schicht V in BA 24 in der vorliegenden Arbeit keinen signifikanten Unterschied

zwischen den Patienten mit Schizophrenie und den Kontrollpersonen.

Briine et al. (2010) untersuchten in 20 Gehirnen von Patientinnen mit Schizophrenie
im Vergleich zu 19 Gehirnen von Patientinnen mit bipolarer Stérung als klinische
Kontrollgruppe und in 22 Gehirnen von nach Alter gematchten Kontrollpersonen die
mittlere Dichte der VEN in Schicht Vb in BA 24, entweder im rechten oder im linken ACC.

Die mittlere Dichte von VEN war hierbei in den Gehirnen der Patientlnnen mit
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Schizophrenie im Vergleich zu den Gehirnen der nach Alter gematchten
Kontrollpersonen um 7,3% reduziert, allerdings nicht signifikant. Nach Aufteilung der
Patientlnnen mit Schizophrenie in ,early onset” und ,late onset” (friiher oder spater
Einsatz der ersten Psychose) zeigten die ,early onset” Patientlnnen (n=4) in der Studie
von Briine et al. (2010) nur isoliert in Schicht V des rechten ACC eine von den Autoren
trotz p = 0,05 als ,,signifikant” beschriebene Reduktion der mittleren Dichte der VEN im
Vergleich zu den nach Alter gematchten Kontrollpersonen (- 28, 5%; Patientinnen mit
Schizophrenie: 42,91 VEN/mm3; Kontrollpersonen: 59,99 VEN/mm3). Unter
Berlicksichtigung der Cortex-Dicke in Schicht Vb als Kovariate war das Ergebnis
tatsachlich statistisch signifikant (p = 0,042). Im Vergleich hierzu zeigte die vorliegende
Arbeit (wenn auch nicht zwischen ,early onset” und ,late onset” Schizophrenie
unterschieden wurde) eine groRRere, aber nicht signifikante Reduzierung der mittleren
Dichte von VEN in BA 24 im ACC der linken Hemisphare (- 37,5 %) gegeniber der rechten
Hemisphare (-15,1 %). Neben einer Korrelation zwischen der Dichte der VEN in Schicht
V des ACC und des Alters der Patientinnen zum Zeitpunkt der ersten Psychose (r = 0.663,
p = 0,037, R? = 0,439) berichteten Briine et al. (2010) auch eine Korrelation zur
Erkrankungsdauer (r=-0.629, p = 0,051, R>=0,396) im rechtem ACC. In Bezug auf diese
Befunde vermuteten Briine et al. (2010), dass ein unterschiedlicher biologischer
Hintergrund bei Patientinnen mit ,early onset” Schizophrenie moglich sei, bei dem

neuroentwicklungsbedingte Stérungen eine groRere Rolle spielen.

Womoglich der grofSte und gravierendste Unterschied zwischen der Studie von
Briine et al. (2010) und der vorliegenden Arbeit liegt in der verwendeten Methodik.
Entgegen der hier vorliegenden Arbeit, die auf der Methode der ,designed-based”
Stereologie basiert und bei der in systematischen und randomisierten Schnittserien (aus
im Durchschnitt 13 Schnitten pro Hemisphare) im Mittel 2023 unbiased virtual counting
frames ausgewertet wurden, die die gesamte ROl abdeckten, wurden in der Studie von
Briine et al. (2010) die gesamte ROI (Schicht Vb) in lediglich 4 Schnitten pro Gehirn
untersucht. Dieser Unterschied zeigt sich auch in den Mittelwerten beider Arbeiten, bei
der die Mittelwerte von Briine et al. (2010) um ca. den Faktor 4 kleiner sind
(PatientInnen mit Schizophrenie: 54,5 VEN/mm?3; Kontrollpersonen: 58,8 VEN/mm?3) als
die in der vorliegenden Arbeit (Patienten mit Schizophrenie: links 174,0 VEN/mm?3;

rechts 201,5 VEN/mm3; Kontrollpersonen: links 278,3 VEN/mm3; rechts 237,3
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VEN/mm?3). Somit sind die in der vorliegenden Arbeit ermittelten mittleren Dichten von
VEN mit den von Briine et al. (2010) beschriebenen mittleren Dichten von VEN nicht
vergleichbar. Dariiber hinaus sind im Gegensatz zu Briine et al. (2010) die mittleren
Dichten von VEN in der vorliegenden Arbeit unabhangig von GrolRRe, Gestalt, Verteilung
und rdaumlicher Orientierung, wohingegen bedingt durch die verwendete Methodik
nicht ausgeschlossen werden kann, dass diese Fehlerquellen in der Arbeit von Briine et

al. (2010) eine Rolle gespielt haben kdnnten.

In einer weiteren Studie gingen Briine et al. (2011) der Fragestellung nach, ob
Patientinnen, die an Suizid verstorben waren, gegeniiber nicht an Suizid verstorbenen
Patientinnen eine hoéhere Dichte von VEN im ACC zeigen. Hierzu untersuchten die
Autoren zundchst die mittlere Dichte von VEN entweder im rechten oder linken ACC in
20 Gehirnen von Patientinnen mit Schizophrenie und in 19 Gehirnen von Patientinnen
mit bipolarer Stérung (bereitgestellt, wie zuvor auch in Briine et al. (2010), aus der brain
bank der Stanley Foundation) und stellten dabei keinen signifikanten Unterschied fest
(Patientinnen mit Schizophrenie: - 3,5%). Von den 20 Patientinnen mit Schizophrenie
waren vier an Suizid verstorben, wahrend von den 19 Patientlnnen mit bipolarer Stérung
finf an Suizid verstorben waren. In den Gehirnen derjenigen Patientinnen mit
Schizophrenie, die an Suizid verstorben waren, war die mittlere Dichte von VEN nicht
signifikant um 25,2% im Vergleich zu denjenigen Gehirnen der Patientlnnen mit
bipolarer Storung, die an Suizid verstorben waren, erhéht. Dariber hinaus wurden die
Patientinnen unabhangig von der Diagnose in an Suizid Verstorbene (n = 9) und nicht an
Suizid Verstorbene (n = 30) aufgeteilt, wobei hier Briine et al. (2011) im Vergleich eine
signifikante (p = 0,002), um 32,7% erhdhte mittlere Dichte von VEN in den Gehirnen der
an Suizid verstorbenen Patientinnen feststellen konnten. Unter Beriicksichtigung der
Hemisphare zeigte der rechte (n = 6), nicht aber der linke (n = 3) ACC in den Gehirnen
von an Suizid verstorbenen Patientinnen eine signifikant (p = 0,042) hohere mittlere
Dichte von VEN im Vergleich zu den Gehirnen der nicht an Suizid verstorbenen
Patientlnnen. In der vorliegenden Arbeit lag im Vergleich eine ebenfalls um 23,7%
erhohte signifikante (p = 0,042) mittlere Dichte in 3 Gehirnen von Patienten mit
Schizophrenie, die an Suizid verstorben waren, gegenlber 9 Gehirnen von Patienten mit
Schizophrenie, die nicht an Suizid verstorben waren, vor. Im rechten ACC war die

mittlere Dichte von VEN in den Gehirnen der Patienten mit Schizophrenie, die an Suizid
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verstorben waren, verglichen zu den Patienten mit Schizophrenie, die nicht an Suizid
verstorben waren, nicht signifikant erhoht (+ 48,27%), und im linken ACC sogar leicht
erniedrigt (- 3,21%). Basierend auf ihren Ergebnissen vermuteten Briine et al. (2011)
einen Zusammenhang der VEN mit emotionaler Verarbeitung und Selbstbewertung mit
negativer Selbsteinschatzung. In beiden beschriebenen Studien von Briine et al. (2010,
2011) wurde jedoch dieselbe Methodik verwendet, die sich — wie oben bereits
beschrieben — deutlich von der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Methodik

unterschied.

Es sei an dieser Stelle explizit darauf hingewiesen, dass in beiden Studien von Briine
et al. (2010, 2011) keine Gesamtzahlen von VEN berichtet wurden. Die vorliegende
Arbeit hat jedoch verdeutlicht, dass eine Erfassung der Gesamtzahl von Zellen neben der
Dichte der untersuchten Zellen unbedingt erforderlich ist, da die mittlere Zelldichte
lediglich einen Hinweis, allerdings keine endgiiltige Aussage uUber mogliche
Veranderungen der Gesamtzahl von Zellen unter pathologischen Bedingungen liefern

kann.

4.2.2 Weitere vergleichende Daten zur Pathologie der von Economo Zellen in der

Literatur

Weitere Daten zur Pathologie von VEN im Bereich des ACC bei der Schizophrenie sind in
der Literatur kaum vorhanden. Krause et al. (2017) untersuchten in Schicht Vb in BA 24b
in 3 Gehirnen von Patientinnen mit Schizophrenie, in 3 Gehirnen von Patientlnnen mit
bipolarer Storung und in 3 Gehirnen von Kontrollpersonen (alle Gruppen fiir Alter
gematcht) die Anzahl von Lysosomen in insgesamt 84 VEN und in 88 Pyramidenzellen.
Diese Studie entdeckte im Vergleich zu Gehirnen von Kontrollpersonen eine signifikant
(p = 0,024) erhohte mittlere Anzahl an Lysosomen in VEN im Gehirn von Patientinnen
mit Schizophrenie. Hier scheinen die VEN speziell betroffen zu sein, da im Gegensatz die
Pyramidenzellen keine Verdnderung in der mittleren Lysosomenzahl zwischen den
Gruppen zeigten. Krause et al. (2017) schlussfolgerten daraus, dass bei der
Schizophrenie ein pathologischer Prozess auf zellularer Ebene vorhanden ist, der

hauptsachlich die VEN betrifft.

110



4 Diskussion

Abseits der Schizophrenie wurden die VEN

im ACC

neuropsychiatrischen Erkrankungen untersucht (Tabelle 4.1).

Tabelle 4.1: Ausziige aus Studien zu von
Erkrankungen im anterioren Gyrus cinguli.

Economo Zellen in neuropsychiatrischen

Studie

Neuropsychiatrische
Erkrankung

Studienergebnisse zu VEN im ACC

Briine et al. (2010)

Schizophrenie

Bipolare Stérung

- Dichte von VEN ACC o

- Dichte von VEN im rechtem ACC in early

onset Schizophrenie {,

Briine et al. (2011)

Schizophrenie

Bipolare Stoérung

- Dichte von VEN ACC bei Suizid-

Verstorbenen
- Dichte von VEN in Schizophrenie o

- Dichte von VEN in Bipolarer Stérung o

Krause et al. (2017)

Schizophrenie

Bipolare Stoérung

- Lysosomen in VEN bei Schizophrenie T
- VEN > Pyramidenzellen
- Lysosomen in VEN bei bipolarer Stérung o

- GréfSe VEN vs Nervenzellen o

Nimchinskiy et al.

(1995)

Morbus Alzheimer

- Gesamtzahl von VEN {,

Gefen et al. (2018)

Morbus Alzheimer

- Dichte von VEN ,

Morbus Alzheimer

Kaufman et al.|{ CCA - Gesamtzahl von VEN |,
(2008)
Seeley et al. (2006) vFTD -Gesamtzahl von VEN bei vFTD {,

- Gesamtzahl von VEN bei Alzheimer o

Santillo et al. (2013)

vFTD

Alzheimer

- VEN/10.000 Nervenzellen bei vFTD {,

- VEN/10.000 Nervenzellen bei Alzheimer o
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Jacot-Descombes et | Familare - Dichte von VEN ,

al. (2020) Dysautonomie - VEN/Pyramidenzellen Verhdltnis {,

Simms et al. (2009) | Autismus - Dichte von VEN o
- in 3 Autismus Fdllen T

- in 6 Autismus Fdllen J,

VEN: von Economo Zellen; CCA: Corpus Callosum Agenesie; vFTD: verhaltensbetonte
Variante der frontotemporalen Demenz; ACC: anteriorer cinguldrer Cortex; {:
reduziert; 1 : erhoht; o: keine Unterschiede zwischen Gehirnen von Patientlnnen mit

untersuchter neuropsychiatrischen Erkrankung und Kontrollpersonen

Dabei wurde in einer Studie (Nimchinsky et al., 1995), bei der die morphologischen
Eigenschaften und die anatomische Verteilung der VEN im ACC in 4 Gehirnen von
Patientinnen mit Morbus Alzheimer und in 4 Gehirnen von Kontrollpersonen untersucht
wurden, ein mittlerer Verlust von 60% der VEN in den Gehirnen der Patientinnen mit
Morbus Alzheimer gefunden (die Analyse von vollstandigen Serien von Gehirnschnitten
war in dieser Studie nicht méglich). AuBerdem waren die VEN in ihrer Morphologie

verandert.

Eine weitere Studie untersuchte die mittlere Dichte von VEN und Nervenzellen in
BA 24 und BA 25 im ACC und konnte im Vergleich zu Gehirnen von Kontrollpersonen (n
= 5), eine signifikant (p < 0,05) reduzierte mittlere Dichte von VEN, als auch
»heurofibrillary tangles” in den VEN, in Gehirnen von Patientinnen mit Morbus

Alzheimer (n = 5) ausmachen (Gefen et al., 2018).

Post mortem wurden Verminderungen in der mittleren Gesamtzahl von VEN oder
der mittleren Dichte von VEN im ACC auch bei Corpus-Callosum-Agenesie (Kaufman et
al., 2008), bei der verhaltensbetonten Variante der frontotemporalen Demenz (Seeley
et al., 2006; Santillo et al., 2013) und bei familidrer Dysautonomie (Jacot-Descombes et
al., 2020) jeweils im Vergleich zu Kontrollpersonen berichtet. Daneben fand Seeley et al.
(2006), die neben der stereologischen Quantifizierung der VEN auch die Morphologie

der VEN und ihr immunohistochemisches Farbemuster untersuchten, abweichende
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Morphologien von VEN in der verhaltensbetonten Variante der frontotemporalen

Demenz.

Bei Autismus wurde eine Beteiligung der VEN vermutet (Allman et al., 2010), konnte
aber in Studien nicht bestatigt werden. Simms et al. (2009) ermittelten die mittlere
Dichte von Nervenzellen und von VEN, als auch die Flache und Volumen von
Nervenzellen in BA 24 a, b und ¢, in Gehirnen von Patientlnnen mit Autismus (n = 9) im
Vergleich zu nach Alter gematchten Kontrollpersonen (n = 4). Bei 3 von 9 Autismus-
Fallen wurde eine Erh6hung der mittleren Dichte von VEN im ACC, bei den restlichen 6
Autismus-Fallen hingegen eine Reduzierung der mittleren Dichte von VEN gegeniiber

nach Alter gematchten Kontrollpersonen gefunden (Simms et al., 2009).

4.2.3 Vergleich mit Daten aus der Literatur zur Verteilung der von Economo Zellen

Die vorliegende Arbeit zeigte eine Zunahme der VEN im ACC von kaudal nach rostral.

Dieser Gradient in der VEN-Verteilung (Abbildung 3.18) wurde zuvor schon in einer

Studie (iber die morphologischen Eigenschaften und die anatomische Verteilung der
VEN im ACC von Nimchinsky et al. (1995) (siehe oben) beschrieben, als auch in der oben
beschriebenen Studie von Briine et al. (2010). Dariber hinaus untersuchten zwei
Studien die unterschiedliche Architektur und Verteilung verschiedenster
Rezeptorklassen in den Subregionen des ACC in 18 post mortem Gehirnen von Personen
ohne neurologische oder psychiatrische Erkrankungen (Palomero-Gallagher et al., 2008;
Vogt, 2009). Hierbei konnte ein Gradient bzw. eine unterschiedliche Verteilung der
verschiedenen Rezeptorklassen von Neurotransmittern zwischen dem rostralen und
dem kaudalen Bereich der BA 24 gezeigt werden. Aus diesen Ergebnissen schlossen die
Autoren dieser Studien eine unterschiedliche neurochemische Architektur im rostralem
und kaudalem Bereich von BA 24, wodurch sich zwei unterschiedliche Subregionen
(kaudaler ACC und midcingularer Cortex (MCC)) als eigene strukturelle und funktionelle
Einheiten ergaben (Vogt, 2009) ergaben. Eine Unterscheidung zwischen MCC und ACC
wurde darliber hinaus durch unterschiedliche Konnektivitat (der parietale Cortex steht
nur mit dem MCC in Verbindung) und der vermuteten priméaren Funktion des MCC in

der Pramotorik bestarkt (Vogt, 2009). Die unterschiedliche Verteilung der VEN kénnte
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demnach, wie die Rezeptorverteilung, einer strukturellen und funktionellen Einteilung

von BA 24 in rostral und kaudal unterliegen.

4.2.4 Von Economo Zellen: Charakteristika und mogliche funktionelle Aspekte

Die Funktion der VEN im ACC ist bis heute nicht ganzlich geklart. In der Literatur werden
zwei wesentliche Aspekte der VEN diskutiert: VEN sind Projektionsneurone
(Nervenzellen, die Informationen in entfernte Areale des Zentralnervensystems
entsenden), und VEN sind funktionell in die soziale Kognition eingebunden. In den
folgenden Abschnitten wird ndher auf die einzelnen Punkte dieser Aspekte

eingegangen.

4.2.4.1Von Economo Zellen als Projektionsneurone

Mehrere Studien klassifizierten die VEN als Projektionsneurone (Vogt et al., 1995;
Allman et al., 2010; Butti et al., 2013; Cobos et al., 2015; Hodge et al., 2020). Auf der
einen Seite erfolgten immunhistochemische und fluoreszente Farbungen des Gyrus
cinguli vom Menschen (4 Kontrollpersonen, 4 Patientinnen mit Morbus Alzheimer), bei
denen weitere Merkmale der VEN identifizieren wurden (Nimchinsky et al., 1995; Butti
et al., 2013). Hierbei wurde ein lipophiler fluoreszenter Tracer verwendet, Dil (1,1'-
Dioctadecyl- 3,3,3',3'- tetramethylindo- carbocyaninperchlorat), der Nervenfasern
sowohl anterograd (vom Nervenzellkérper entlang der Nervenfaser) als auch retrograd
(von der Nervenfaser riicklaufig zum Nervenzellkorper) anfarben kann (Mufson et al.,
1990). Nimchinsky et al. (1995) injiziierten den fluoreszenten Farbstoff Dil in das
Cingulum, welches retrograd einige VEN anfarbte, was flr die Eigenschaft der VEN als
Projektionsneurone spricht. Unterstitzt wurde dieses Ergebnis durch eine
immunohistochemische Untersuchung des Neurofilament Triplett Protein, welches in
zahlreichen VEN lokalisiert wurde und die VEN als pyramidenzelldhnlich, aber trotzdem
eigenstdandige Zellgruppe, identifizierte (Nimchinsky et al., 1995). Die Calcium-
bindenden Proteine Parvalbumin, Calbindin und Calretinin wurden in den VEN
immunohistochemisch nicht nachgewiesen (Nimchinsky et al., 1995), wodurch sich die
VEN von den GABAergen Nervenzellen (sogenannte Interneurone) abheben, bei denen

diese Proteine vorkommen (Cowan et al., 1990; Andressen et al., 1993; Barinka et al.,
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2010). Auf der anderen Seite wurden molekularbiologische Studien durchgefiihrt, um
die VEN weiter zu entschlisseln (Cobos et al., 2015; Hodge et al., 2020). Dabei zeigte
sich, dass die VEN im ACC sowie im frontoinsuldren Cortex in 6 post mortem Gehirnen
von Personen, die keine Dokumentation von neurologischen Symptomen oder
Verletzungen des Gehirns aufwiesen, Transkriptionsfaktoren exprimierten, die im
Zusammenhang mit der Differenzierung von subcerebralen Projektionsneuronen stehen
(Cobos et al., 2015). Eine RNA-Sequenzierung von isolierten Zellkernen aus Schicht V des
frontoinsularen Cortex von 5 post mortem Gehirnen von neurologisch und
neuropsychiatrisch gesunden Personen stellte eine starke Ubereinstimmung des
gefundenen Clusters der VEN zu denen von extratelencephalischen, exzitatorischen

Nervenzellen der Maus fest (Hodge et al., 2020).

Die Klarung der Frage nach den genauen Projektionen der VEN steht weiterhin noch
aus (Allman et al., 2010). Cobos et al. (2015) und Hodge et al. (2020) vermuteten eine
Projektion zu subcortikalen Gebieten, mit einer Verbindung von autonomen Zentren des

Cortex zum Hirnstamm oder Riickenmark (Cobos et al., 2015).

Weiterhin wurde bei der immunohistochemischen Quantifizierung des Proteins
,disrupted in schizophrenia 1“ (DISC 1) im frontoinsuldren Cortex in zwei Gehirnen von
Personen von einer bevorzugten Expression von DISC 1 in den VEN berichtet (Allman et
al., 2010). DISC 1 steht im Zusammenhang mit der neuronalen Entwicklung (Millar et al.,
2003; Kim et al., 2009), darunter auch mit der Entwicklung der Auslaufer der
Nervenzellen (Miyoshi et al., 2003; Xia et al., 2016) und steht hochstwahrscheinlich in
Verbindung zu der charakteristischen dendritischen Architektur der VEN (Allman et al.,
2010; Butti et al., 2013). AuBerdem wird DISC 1 als genetischer Risikofaktor fiir die
Schizophrenie angesehen (Farrell et al., 2015), bei der eine Veranderung von DISC 1 mit
einer abnormalen Kognition assoziiert wird (Chubb et al., 2008). Eine Untersuchung der
dendritischen Architektur der VEN in mit der Golgi-Methode (eine Silberfarbung, speziell
fur die strukturelle Analyse des Gehirns (Angulo et al., 1996)) gefarbten Schnitten des
rechten ACC und des frontoinsuldren Cortex eines post mortem Gehirns zeigte, dass die
VEN gegenliber den Pyramidenzellen eine weniger stark ausgepragte dendritische
Architektur besitzen (Watson et al., 2006). Watson et al. (2006) nehmen an, dass die

VEN im Vergleich zu den Pyramidenzellen in Schicht V weniger Informationen
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empfangen und verarbeiten, und nur einen Bereich der ,,Minicolumns” (ein Paket aus
senkrecht ausgerichteten Zellen, die eine funktionelle Einheit bilden) verarbeiten. Laut
weiteren Studien, in der die VEN strukturell mit der Golgi-Methode in BA 24 in 5 post
mortem Gehirnen von Mannern frei von neurologischen oder psychiatrischen
Erkrankungen (Banovac et al., 2019) und in Schicht V in ACC und MCC in 4 post mortem
Gehirnen von Personen ohne vaskuldre oder neurodegenerative Erkrankungen (Correa-
Junior et al., 2020) untersucht wurden, sind die VEN in ihrer dendritischen Morphologie
teilweise deutlich heterogen. Sie kdnnen somit basierend auf ihrer totalen dendritischen
Lange in groRBe oder kleine VEN (Banovac et al.,, 2019) oder basierend auf ihrem
Dendritenbaum und der Morphologie der dendritischen Spines in drei Untergruppen
unterteilt werden (Correa-Junior et al., 2020). Correa-Junior et al. (2020) vermuteten
hinter der heterogenen dendritischen Morphologie eine unterschiedliche raumliche und
zeitliche synaptische Verarbeitung. Dies wiederum kdnnte als weitere Eigenschaft eines
Netzwerkes fir komplexe Informationsverarbeitung beim Menschen gesehen werden.
Diese Art der komplexen Informationsverarbeitung wiirde sich laut Correa-Junior et al.
(2020) zum Beispiel bei sozialer Interaktion widerspiegeln. In der vorliegenden Arbeit
wurden die Schnitte mit Gallocyanin-Chromalaun gefarbt, wodurch sich die dendritische
Architektur der VEN und somit ihre Einteilung in Untergruppen nicht nachvollziehen lieR3.
Zukilnftig konnte man jedoch der Fragestellung nachgehen, ob die verminderte
reduzierte mittlere Gesamtzahl von VEN in Gehirnen von Patientlnnen mit

Schizophrenie eine bestimmte morphologische Untergruppe von VEN betrifft.

4.2.4.2Von Economo Zellen und soziale Kognition

Hinter den festgestellten biochemischen Eigenschaften der VEN wird ebenfalls ein Bezug
zur sozialen Kognition gesehen (Allman et al., 2005; Allman et al., 2010; Stimpson et al.,
2011; Butti et al., 2013). Die von den VEN exprimierten Rezeptoren fiir Vasopressin 1a,
Dopamin D3 und Serotonin 2b lassen auf eine Rolle bei sozialen Bindungen vermuten,
aber auch bei der Antizipation von Belohnung und Bestrafung (Allman et al., 2005).
Serotonin 2b Rezeptoren sind im Gastrointestinaltrakt stark vertreten, wo sie an der
Forderung der Peristaltik beteiligt sind (Borman et al., 2002). Aufgrund der auch starken

Expression der Serotonin 2b Rezeptoren in den VEN und dem Zusammenspiel der
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Serotonin 2b und Dopamin D3 Rezeptoren in der Antizipation von Belohnung und

|ll

Bestrafung vermuten Allman et al. (2005) eine Verbindung zum ,,Bauchgefiihl“ bzw. zur

Intuition.

Die GroRRe der VEN deutet nach Allman et al. (2005) auBerdem auf schnell leitende
Axone hin. Hierdurch wird insgesamt den VEN eine Rolle in der schnellen intuitiven
Erfassung und Einschdtzung komplexer sozialer Situationen (mit nachfolgender
intuitiver Adaption des Verhaltens) zugesprochen. Die in Allman et al. (2010) in den VEN
im frontoinsuldaren Cortex in zwei Gehirnen von an Myokardinfarkt verstorbenen
Maénnern gefundene immunohistochemische Expression von den Peptiden Neuromedin
B (NMB) und Gastrin Releasing Peptide (GRP) sind an der Regulierung der Verdauung
und des Appetits beteiligt, womit hier eine weitere Verknipfung der VEN zum
Gastrointestinaltrakt und dem , Bauchgefihl” bestehen konnte (Butti et al., 2013). In
einer weiteren Studie zeigten insbesondere die VEN in Schicht Vim ACC in post mortem
Gehirnen von Personen ohne neurologische oder psychiatrische Erkrankungen im
Vergleich zu post mortem Gehirnen von Menschenaffen eine prozentual hoéhere
immunohistochemische Expression von NMB, von Transkriptionsfaktor ATF3 und
Interleukin 4 Rezeptor (IL4Ra) (Stimpson et al., 2011). ATF3 spielt hochstwahrscheinlich
eine Rolle in der Schmerzsensitivitdt, IL4Ra in der Immunfunktion und allergischen
Reaktionen. Diese biochemische Zusammensetzung der VEN leistet vermutlich einen
Beitrag zur Selbstwahrnehmung von eigenen Koérperzustanden, die wiederum hilfreich
fir die Bewertung von Emotionen innerhalb sozialer Interaktionen sein kdnnten.
Insgesamt schlossen Stimpson et al. (2011), dass diese biochemischen Modifikationen
der VEN bei Menschen zu einer erhdhten interozeptiven Sensibilitat fihren und

wesentlich zur sozialen Intelligenz beitragen konnten.

Dariiber hinaus werden die VEN-enthaltenen Areale des Gehirns mit sozialen,
kognitiven und emotionalen Funktionen assoziiert (Allman et al., 2010; Gonzalez-Acosta
et al., 2018). Zunachst wurden die VEN in Gehirnen von Menschen, Menschenaffen
(Nimchinsky et al., 1995; Nimchinsky et al., 1999; Allman et al., 2010) und weiteren stark
sozialen Tieren (Elefanten und Wale (Butti et al., 2009; Hakeem et al., 2009))
vorgefunden. Hieraus folgte die Vermutung, dass die VEN aus einem Selektionsdruck

heraus entstanden, um das soziale Uberleben bei den phylogenetisch verschiedenen
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Arten zu gewahrleisten (Butti et al., 2013). Allerdings zeigte sich, dass in post mortem
Gehirnen von verschiedenen Tierspezies (z.B. Schwein, Schaf, Kuh) die stereologisch
quantifizierten VEN nicht nur auf stark enzephalisierte oder sozial komplexe Arten
beschrankt sind (Raghanti et al.,, 2015), weswegen die Idee von den VEN als
»Nervenzellen, die uns menschlich machen” (Butti et al., 2013) zu eng gefasst war.
Treffender erscheint das schon zuvor aufgestellte Konzept von VEN, die ein
spezialisiertes Netzwerk bilden, dessen Funktion von der jeweiligen Cortexregion
bestimmt wird (Butti et al., 2013). Dariber hinaus scheinen die VEN eine aus der
Evolution neu hervorgegangene neuronale Spezialisierung zu sein (Nimchinsky et al.,
1999). In diesem Zusammenhang wurde gemutmaRt, dass hierdurch die VEN
insbesondere fiir neuropsychiatrischen Erkrankungen des Menschen anfillig sind

(Allman et al., 2005; Butti et al., 2013).

Die bereits oben beschriebene Vulnerabilitdt der VEN in neuropsychiatrischen

Erkrankungen (Kapitel 4.2.2, Tabelle 4.1) betreffen insbesondere Erkrankungen mit

Defiziten in der sozialen Kognition. Dieser Umstand kann als ein weiteres, indirektes
Indiz fur die Rolle der VEN bei der sozialen Kognition gesehen werden. Die Corpus-
Callosum-Agenesie und die verhaltensbetonte Variante der frontotemporalen Demenz
sind mit einer Beeintrachtigung im sozialen und emotionalen Verhalten verknipft
(Seeley et al., 2006; Kaufman et al., 2008). Die familidre Dysautonomie zeigt ebenfalls
Verhaltensstorungen mit, wie auch bei Autismus auftretendem, stereotypischem
Verhalten und emotionaler Starrheit (Jacot-Descombes et al., 2020). Insbesondere wird
in der unterschiedlichen symptomatischen Auspragung der Corpus-Callosum-Agenesie
und der chirurgischen Sektion des Corpus callosum eine Verbindung zwischen den VEN
und der sozialen Kognition gezogen (Allman et al., 2010). Soziale Defizite zeigen sich hier
nur in der Corpus-Callosum-Agenesie, jedoch nicht bei einer chirurgischen Sektion des
Corpus callosum (Shorvon, 2005). Auch in der Schizophrenie dul3ern sich soziale Defizite
in Form von Schwierigkeiten, Emotionen und Gedanken anderer Menschen abzuleiten
und emotional auf andere Menschen zu reagieren (Green et al., 2015). Die in dieser
Arbeit aufgezeigte Verminderung der VEN in Schicht V in BA 24 unterstitzt somit die

Diskussion um die Beteiligung der VEN bei der sozialen Kognition.
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4.3 Konnektivitat

4.3.1 Gesamtiiberblick Giber die Histopathologie von Schicht V in Brodmann Area 24

Die vorliegende Arbeit war Teil eines grofReren Projekts (Gaus et al., 2022), dass auf einer
gemeinsamen Hypothese basierte. Neben der Ermittlung des mittleren Volumens von
Schicht V in BA 24 sowie der mittleren Gesamtzahl und der mittleren Dichte der VEN in
Schicht V in BA 24 in 12 Gehirnen von Patienten mit Schizophrenie im Vergleich zu 11
Gehirnen von Kontrollpersonen (jeweils rechte und linke Hemisphére) (vorliegende
Arbeit) wurden in denselben Gehirnen auch die mittlere Gesamtzahl und die mittlere
Dichte von Nervenzellen in der grauen Substanz (,,cortical gray matter”, CGM), in BA 24
sowie in Schicht V in BA 24 ermittelt. Dartber hinaus wurden die mittleren Volumina
dieser ROIs bestimmt. Die Ergebnisse der ANCOVA aus Gaus et al. (2022) sind fiir den

Gesamtliberblick in Tabelle 4.2 gezeigt.
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Tabelle 4.2: p-Werte der Kovarianzanalyse (ANCOVA)

ROI Variable Alter PMI Fix Diagnose | Hemisphare

CGM Volumen 0,072 : 0,090 ! 0,480 0,095 0,802
Gesamtzahl von

CGM 0,035 | <0,001 | 0,064 0,007 0,179
Nervenzellen
Dichte von

CGM <0,001 | <0,001 | 0,070 0,041 0,127
Nervenzellen

BA 24 Volumen 0,435 | 0,734 | 0,200 0,111 0,173
Gesamtzahl von

BA 24 0,696 | 0,409 | 0,265 0,078 0,101
Nervenzellen
Dichte von

BA 24 0,097 | 0,365 | 0,007 0,773 0,295
Nervenzellen

BA 24 SchichtV | Volumen 0,693 | 0,502 | 0,377 0,065 0,221
Gesamtzahl von

BA 24 Schicht V 0,442 | 0,057 | 0,603 0,002 0,113
Nervenzellen
Dichte von

BA 24 Schicht V 0,041 | 0,025 | 0,398 0,024 0,434
Nervenzellen
Gesamtzahl von

BA 24 Schicht V 0,799 | 0,917 | 0,084 0,027 0,842
VEN

BA 24 Schicht V | Dichte von VEN 0,844 | 0,504 | 0,171 0,128 0,836

p-Werte < 0,05 sind fett gedruckt wiedergegeben. ROI: region of interest; CGM: cortical

gray matter; BA 24: Brodmann Areal 24. PMI: post mortem Intervall; Fix: Fixationszeit.

Es zeigte sich, dass in denselben Gehirnen der Patienten mit Schizophrenie nicht nur

die Gesamtzahl der VEN in Schicht V in BA 24 reduziert war, sondern auch die mittlere

Gesamtzahl (p = 0,007) sowie die mittlere Dichte von Nervenzellen (p = 0,041) im CGM

(Gaus et al., 2022). Darliber hinaus wurde eine signifikante Reduzierung der mittleren

Gesamtzahl (p = 0,02) und der mittleren Dichte (p = 0,024) von Nervenzellen in Schicht

V in BA 24 in den Gehirnen der Patienten mit Schizophrenie im Vergleich zu den
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Gehirnen der Kontrollpersonen festgestellt. In BA 24 insgesamt fanden sich jedoch keine
signifikanten Verdanderungen der genannten Variablen zwischen den Gehirnen der
Patienten mit Schizophrenie gegeniiber den Gehirnen der Kontrollpersonen (Gaus et al.,

2022).

Die global gefundene, verminderte mittlere Dichte von Nervenzellen im CGM im
Gehirn von Patienten mit Schizophrenie ist vermutlich eine Konsequenz der reduzierten
Gesamtzahl von Nervenzellen. Hierbei bleibt unklar, ob der Prozess des
Nervenzellverlustes diffus den gesamten Cortex betrifft oder in einzelnen
Cortexregionen auftritt. BA 24 scheint an dieser Stelle nicht von diesem globalen
Nervenzellverlust betroffen zu sein. Der in der vorliegenden Arbeit und in Gaus et al.
(2022) beschriebene Verlust von VEN (- 28,3%) und Nervenzellen (- 21,1%) spezifisch in
Schicht V in BA 24 in Gehirnen von Patienten mit Schizophrenie ldsst auf ein isoliertes
pathologisches Geschehen in diesem Bereich bei der Schizophrenie schlieBen. In beiden
Arbeiten zeigte die ANCOVA keinen Effekt des Alters auf die Gesamtzahl von
Nervenzellen (p = 0,442) sowie auf die Gesamtzahl der VEN (p = 0,799) in Schicht V in BA
24 (Tabelle 4.2). Somit scheint das Alter nicht mit dem Verlust von VEN und Nervenzellen
in Schicht V in BA 24 assoziiert zu sein, was gegebenenfalls die Hypothese eines

neurodegenerativen Prozesses bei der Schizophrenie unterstiitzt hatte.

Hoistad et al. (2013) wiesen bereits zuvor auf die Moglichkeit einer region- und
schichtspezifischen Pathologie bei der Schizophrenie hin. In dieser Studie wurde, wie
zuvor beschrieben, unter anderem stereologisch die mittleren Gesamtzahl und die
mittleren Dichte von Nerven- und Gliazellen im linken dACC (BA 24') untersucht, wobei
hier eine hdhere Dichte von Gliazellen in den Schichten V-VI gegenliber den Schichten
[I-111 im dACC in den Gehirnen der Patienten mit Schizophrenie (n = 13) als auch in den
Gehirnen der Kontrollpersonen (n = 13) vorlag. Eine signifikante Veranderung in der
Gesamtzahl und Dichte von Nervenzellen zwischen den Gehirnen der Patienten mit

Schizophrenie und den Gehirnen der Kontrollpersonen wurde jedoch nicht gemessen.

Benes et al. (1986) untersuchten unter anderem die mittlere Dichte von
Nervenzellen in den einzelnen Schichten von BA 24 im ACC in jeweils 10 post mortem
Gehirnen von Patientlnnen mit Schizophrenie und Kontrollpersonen, und fanden

spezifisch in Schicht V eine signifikant (p = 0,08) reduzierte mittlere Dichte von
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Nervenzellen bei der Schizophrenie. Weiterhin konnte post mortem in Schicht V des
linken BA 24 c eine signifikant (p < 0,025) erhohte mittlere Dichte an Parvalbumin-
immunreaktiven Interneuronen in 5 Gehirnen von Patientinnen mit Schizophrenie im
Vergleich zu 5 Kontrollpersonen gemessen werden (Kalus et al., 1997). Allerdings wurde
auch im Gegensatz hierzu in Schicht II-VI in BA 24 in 18 post mortem Gehirnen von
Patientinnen mit Schizophrenie eine signifikante (Schicht V mit p < 0,01) Verminderung
der mittleren Dichte von Interneuronen gegeniiber 12 post mortem Gehirnen von
Kontrollpersonen gefunden (Benes et al., 1991). Die Ergebnisse aus den Studien, die
Uberwiegend Uber die Dichte von Nervenzellen in den einzelnen Schichten in BA 24

berichten (Tabelle 4.3), sind insgesamt recht uneinheitlich.

Tabelle 4.3: Ausschnitt von neuropathologischen Studien in Brodmann Area 24

Studie Area Ergebnisse der Studien fiir Gehirne von

Patientlnnen mit Schizophrenie

Benes et al. (1986) BA 24 - Dichte von Nervenzellen L V {,
- Dichte von Gliazellen o
- Nervenzell-Glia-Ratio o

- Nervenzellgréfie L 11l & VI o

Benes et al. (1991) BA 24 - Dichte von Nervenzellen L I-VI o
- Dichte von Interneuronen L II- VI {,

- Dichte von Gliazellen L | - VI o

Kalus et al. (1997) BA 24c (hier - Dichte von Nervenzellen L II-VI o

Zahlverfahren) - Parvalbumin-positive Dichte von

BA24 (hier Interneuronen in LVa und LVb

Immunhistochemie)

Ongiir et al. (1998) BA 24sg - Dichte von Nervenzellen o
- Gesamtzahl von Nervenzellen o

- Dichte von Gliazellen o
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- Gesamtzahl von Gliazellen o

- Verteilung der NervenzellgréfSe veréndert:

2.500-3.500 um? \,, 1.000-1.500 um?

- Volumen o
Bouras et al. (2001) BA244a,b - Dichte von Nervenzellen o
BA 24sg a - Diameter Dichte von Nervenzellen in BA 24 LV

und in BA 24sg LVI ,

- Dicke inin BA24 LIl - VI { und BA 24sg L Il
v, vid

Cotter et al. (2001) BA 24b - Dichte von Nervenzellen o
- Dichte von Gliazellen L VI (/)

- Nervenzellgréfie o

Chana et al. (2003) BA 24c - Dichte von Nervenzellen LV & VI T
- Nervenzellgréfie LV
- Dichte von Gliazellen LI-VI o

- Gliazellgréfe LI-VI o

Stark et al. (2004) BA 24 - Gesamtzahl von Nervenzellen o
- Dichte von Nervenzellen o

- Gesamtzahl von Gliazellen {,

- Dichte von Gliazellen o

- Volumen o

Hoistad et al. (2013) | BA 24/ - Gesamtzahl von Nervenzellen o
- Dichte von Nervenzellen o

- Gesamtzahl von Gliazellen o

- Dichte von Gliazellen o

- Volumen o
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Area: Region die in der Studie untersucht wurde; BA: Brodmann Area; {,: reduziert; 1 :
erhoht; o: keine Unterschiede zwischen Patientinnen mit Schizophrenie und

Kontrollpersonen; BA 24°: Brodmann Area nach Vogt et al. (1995).

Neben der oben genannten Reduzierung der mittleren Dichte von Nervenzellen in
Schicht V in post mortem Gehirnen von Patientinnen mit Schizophrenie (Benes et al.,
1986), konnte auch eine um 33 % signifikante Erhohung der mittleren Dichte von
Nervenzellen in Schicht V (p = 0,003) und VI (p = 0,06) in BA 24c in 15 post mortem
Gehirnen (jeweils eine Hemisphare) von Patientinnen mit Schizophrenie verglichen zu
15 post mortem Gehirnen (jeweils eine Hemisphare) von Kontrollpersonen festgestellt
werden (Chana et al., 2003). Viele weitere Studien zeigten keine Veranderungen in der
mittleren Dichte von Nervenzellen in Schicht V in BA 24 zwischen post mortem Gehirnen
von Patientlnnen mit Schizophrenie und Kontrollpersonen auf (Benes et al., 1991; Kalus
et al.,, 1997; Bouras et al., 2001; Cotter et al., 2001; Hoistad et al., 2013). Mogliche
Grinde fir die Diskrepanzen zwischen den Studien konnte zum einem die
unterschiedliche Auswahl der ROI sein, zum anderem die angewandte Form der
stereologischen Untersuchung. BA 24 wurde zwar als Untersuchungsgegenstand
ausgewahlt, aber letztlich wurden teilweise nur Subregionen (z.B. BA 24b oder BA 24c)
ausgewertet (Kalus et al., 1997; Cotter et al., 2001; Chana et al., 2003). Hinsichtlich der
angewendeten stereologischen Methodik, wendeten auRerdem einige Studien keine
»designed-based” Stereologie an (z.B. Benes et al. (1986); Benes et al. (1991); Chana et
al. (2003)).

Fir BA 24 konnten 2 weitere post mortem Studien in jeweils einer Hemisphare in
Gehirnen von Patientlnnen mit Schizophrenie (n = 11 bzw. 12 in Stark et al. (2004)) im
Vergleich zu Gehirnen von Kontrollpersonen (n = 11 bzw. 14 in Stark et al. (2004))
(Tabelle 4.3) keine signifikanten Unterschiede der mittleren Gesamtzahl von
Nervenzellen feststellen (Ongiir et al., 1998; Stark et al., 2004). Weitere Studien in der
Schizophrenie zur mittleren Gesamtzahl von Nervenzellen in BA 24 und speziell in
Schicht V in dieser Region konnten nicht ausfindig gemacht werden, da sich die Studien

Uberwiegend auf die mittlere Dichte von Nervenzellen konzentrierten.
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Darliber hinaus untersuchten Bouras et al. (2001) auch die mittlere GroRe von
Nervenzellen, als auch die Dicke des Cortex in jeweils den einzelnen Schichten im linken
BA 24 und im linken BA 24sg in 44 Gehirnen von Patientlnnen mit Schizophrenie
gegeniber 55 Gehirnen von nach Alter und Geschlecht gematchten Kontrollpersonen.
Hier war die mittlere GroRe der Neuronen in Schicht V in BA 24 und auch in BA 24sg in
Gehirnen von Patientlnnen mit Schizophrenie reduziert (Bouras et al., 2001). Diese
Ergebnisse stehen im Einklang mit Ongiir et al. (1998), welche auf Grundlage ihrer
Ergebnisse eine Schrumpfung der Nervenzellen in BA 24 in Gehirnen von Patientinnen
mit Schizophrenie vermuten. Die Ergebnisse dieser post mortem Studie zeigten unter
anderem keine Unterschiede im Volumen von BA24sg und in der mittleren Gesamtzahl
von Nervenzellen in BA 24sg in 11 Gehirnen von Patientlnnen mit Schizophrenie
verglichen zu 11 Gehirnen von Kontrollpersonen auf, jedoch zeigten sie eine signifikante
(p = 0,03 und 0,025) Reduzierung der Zellen mit einem groRen Volumen von 2.500 —
3.000 um?3 und 3.000 — 3.500 um?3 in Gehirnen von Patientinnen mit Schizophrenie auf.
D. Da Bouras et al. (2001) ebenfalls eine signifikante (p < 0,05 und fiir Schicht V in BA 24
p < 0,01) Reduzierung der Dicke der Cortexschichten (Schicht Il — VI in BA 24 und Schicht
I, V-VI in BA 24sg) vorfanden, wird die GréBenabnahme der Nervenzellen mit als Grund
fir die Dickenabnahme und auferdem als mogliche wichtige zytoarchitektonische

Anomalie in der Schizophrenie angesehen.

Insgesamt wurde keine eindeutige Pathologie in Schicht V in BA 24 gefunden, allerdings
zeigt sich, dass verschiedene pathologische Prozesse in BA 24 (Tabelle 4.3) in der
Schizophrenie stattfinden. Zusammen mit den Ergebnissen dieser Doktorarbeit kommt

Schicht V in BA 24 in der Pathologie der Schizophrenie eine gesonderte Rolle zu.

4.3.2 Bedeutung der histopathologischen Befunde von Schicht V in Brodmann Area

24 fur die Konnektivitat

Schicht V gilt als ,,output” Schicht des Cortex, von wo aus Informationen an weitere
Cortexgebiete weitergeleitet werden (Feldmeyer et al., 2000; Palomero-Gallagher et al.,
2015). Der cinguldre Cortex besitzt eine Vielzahl von Verbindungen mit frontalen,

temporalen, okzipitalen und parietalen Arealen (Vogt, 2009). Die Vielzahl an kortikalen
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Verbindungen zeigt sich auch in BA 24 als Teil des cingularen Cortex (Abbildung 4.1,

Abbildung 4.2).

Parietallappen
Frontallappen OPT, PG, PGm PcC

Orbitale mediale
Oberfliche Oberflache

BAG i :__'__I BA23a
................. ..I BA24 a : ........
) BA23 b
BA 9 : ! 1
I BA24b 1 [© ostral
BA 46 =z BA23 ¢
i BA24 ¢
BA 10
.................................... BA 30
BA12 BHUEBAIDT | tiiessisssiseiinsd st iens vassd s s i uev e R E s SRR S VG SRR S I S S
BA13 |
BA 14 Insula
(R 1o T [ e - -
LPro | LTSl I I dSTS | | Amygdala Subiculum | | Parahippocampal

LB, AB, (BM) THTLTF  (TE)

| Temporaler Pol | Temporallappen

Abbildung 4.1: Afferenzen von Brodmann Area (BA) 24 bei Rhesusaffen (modifiziert
nach Vogt et al. (1987). Aus dem Frontallappen kommen Afferenzen unter anderem aus
dem orbitalen Cortex (BA 10, BA 12, BA 13), dem medialen Cortex (BA 9, BA 14) sowie
BA 6 und BA 46. Aus dem Parietallappen kommen Afferenzen vom posterioren
parietalen Cortex (Area Opt), Area PG und PGm. Aus dem Temporallappen kommen
Afferenzen von den Arealen Pro, TS1 und dorsale Bank des Sulcus temporalis superior
(dSTS), von laterobasalen (LB), akzessorisch basalen (AB) und teilweise auch von
basomedialen (BM) Kerngebieten der Amygdala, vom Subiculum und von den
parahippocampalen Arealen TH, TL, TF und TE. Weitere Afferenzen liefern BA 25 (neben
BA 24 ein weiterer Teil des anterioren cingularen Cortex), die Insula und der posteriore
cingulare Cortex (PCC).
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* Hier wurden bei einer Injektion des
Tracersin den kaudalen Anteilenvon
BA 24 keine Neurone markiert

Frontallappen

Orbitale Oberflsche BA 32
BA 6

PCC
BA 25
BA 8

BA24 f——— BA23
BA12 * ‘

Insula

Amygdala Perirhinale Cortex
LB *
Temporallappen

Abbildung 4.2: Efferenzen von Brodmann Area (BA) 24 bei Rhesusaffen (modifiziert nach
Vogt et al. (1987). Efferenzen ziehen im Frontallappen zu BA 12 (Area an der orbitalen
Oberflache), BA 6, BA 8 und BA 9. Dariiber hinaus ziehen Efferenzen im Temporallappen
zum basolateralem Kerngebiet der Amygdala (LB) und zum perirhinalen Cortex. Im
posterioren cingularem Cortex (PCC) ziehen Efferenzen zu BA 23. Efferenzen ziehen auch
zur Insula und zu weiteren Bereichen des anterioren cinguldren Cortex (BA 25 und BA
32). Die kaudale BA 24 gibt keine Efferenzen zu den mit dem Sternchen markierten
Arealen ab.

Aus Tract-Tracing Studien (bei denen eine Substanz bzw. ein Tracer in eine
Gehirnregion injiziert, axonal transportiert und im Zielgebiet nachgewiesen wird) an
Rhesusaffen wurden Afferenzen lberwiegend aus den frontalen (z.B. BA 9 und BA 12)
und temporalen Bereichen (z.B. posterior parahippocampaler Cortex, Amygdala; vgl.
Abbildung 4.1) nachgewiesen (Pandya et al., 1981; Vogt et al., 1987). Ebenso
hervorzuheben ist die Verbindung von BA 24 mit den lateralen (LA) und basolateralen
Kerngebieten der Amygdala (BLA) (Pandya et al., 1981; Stefanacci et al., 2002; Benes,
2010; Vogt, 2019; Calderazzo et al., 2021). Wahrend in einer Tract-Tracing Studie an 5
Rhesusaffen die Projektion zur Amygdala in BA 24a und BA 24b gleichmaRig aus den
oberflachlichen Schichten (Schicht I-1l) und den tiefen Schichten (Schicht V-VI) ausging,
ging sie in BA 24c hauptsachlich aus den tiefen Schicht aus (Calderazzo et al., 2021). In
diesem Zusammenhang sei auf eine Studie von Kreczmanski et al. (2007) verwiesen, die

an denselben Gehirnen, die in der vorliegenden Arbeit sowie in Gaus et al. (2022)
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untersucht wurden, unter anderem im LA eine signifikante (p = 0,015) mittlere
reduzierte Gesamtzahl von Nervenzellen in den Gehirnen der Patienten mit
Schizophrenie (n = 13) im Vergleich zu den Gehirnen der Kontrollpersonen (n = 13)
fanden. Der oben beschriebene generelle Nervenzellverlust in Schicht V in BA 24 kdnnte
somit ein Problem im ,output” und somit eine Stérung in der Konnektivitat verursacht
haben, die sich nachfolgend auf das laterale Kerngebiet der Amygdala ausgewirkt hatte.
Pathomorphologische Befunde wie diese kdnnten eine anatomische Grundlage fir die
in der Schizophrenie gefundene Dyskonnektivitdt sein (Harrison, 1999). In beiden
Regionen, ACC und Amygdala, wurden in klinischen Studien tber das funktionelle MRT
(fMRT) abnormale Konnektivitaten in Gehirnen von Patientlnnen mit Schizophrenie im

Vergleich zu Kontrollpersonen beobachtet (Aleman et al., 2005).

Konkret wurde in einer fMRT Studie, bei der 19 Patientinnen mit Schizophrenie und
19 nach Alter, Geschlecht und intellektueller Funktion gematchte Kontrollpersonen
untersucht wurden, in den Gehirnen der Patientlnnen mit Schizophrenie eine reduzierte
Konnektivitdt zwischen dem ACC und der bilateralen Insula sowie dem superioren
temporalen und pracentralen Gyrus gefunden (White et al., 2010). Eine weitere Studie
untersuchte Uber das fMRT das Netzwerk des kognitiven Teils des ACC (ACC-cd) in
Gehirnen von jeweils 30 Patientlnnen mit Schizophrenie und gematchten
Kontrollpersonen und fand ebenfalls in den Gehirnen der Patientinnen mit
Schizophrenie Abweichungen im positivem (dorsaler ACC, dorsaler posteriorer
cinguldrer Cortex, dorsolateraler und dorsomedialer prafrontaler Cortex, supplementar-
motorisches Areal etc.) und negativem (orbitofrontaler/ventraler medialer prafrontaler
Cortex, PCC/Pracuneus, Amygdala, hippocampaler und parahippocampaler Gyurs etc.)

Netzwerk vor (Yan et al., 2012).

Hinsichtlich der Amygdala wurde Uber das fMRT in jeweils 18 Gehirnen von
Patientinnen mit Schizophrenie und in Gehirnen von Patientinnen mit bipolarer Stérung
eine Abweichung der Konnektivitdt zwischen dieser und Regionen des prafrontalen
Cortex, darunter auch der mittlere cingulare Cortex (BA 32/24), gegeniber den
Gehirnen von 18 Kontrollpersonen festgestellt (Liu et al., 2014). Bestatigt wird letzteres
auch durch eine weitere fMRT-Studie, bei der eine verringerte Interaktion zwischen

Amygdala und ACC in Gehirnen von Patientinnen mit Schizophrenie (n = 28) im Vergleich
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zu Gehirnen von gemall demographischer Kriterien gematchten Kontrollpersonen (n =

33) gemessen wurde (Comte et al., 2018).

Das Cingulum, eine prominente Faserbahn der weilen Substanz, die dem
cingularen Gyrus und so auch BA 24 Informationen zu- und abfiihrt (Fujiwara et al., 2007;
Heilbronner et al., 2014; Bubb et al., 2018), zeigte ebenfalls in der klinischen Bildgebung
in der Schizophrenie Verdanderungen auf, die moglicherweise zu einer gestorten
funktionellen limbisch-kortikalen Konnektivitat beitragt (Wang et al., 2004; Kubicki et
al., 2005; Abdul-Rahman et al., 2011; Bubb et al., 2018).

Abnormale Konnektivitat bei der Schizophrenie erstreckt sich demnach auf viele
Gehirnregionen. Dabei ist eine Hypo-/Hyper- Konnektivitat bzw. eine Dyskonnektivitat
zu beobachten. Es herrscht weitestgehend Einigkeit, dass die Dyskonnektivitdt ein
Kernproblem in der Pathologie der Schizophrenie ist (Pettersson-Yeo et al., 2011; Comte
et al.,, 2018; Nath et al., 2021). Dabei ergeben sich die folgenden Trends. Zum einem
scheint in strukturellen und funktionellen Bildgebungsstudien die Hypokonnektivitat bei
der Schizophrenie zu liberwiegen. Dariiber hinaus scheint der Frontallappen frequent
involviert zu sein (Pettersson-Yeo et al., 2011). Auch scheint hier in PET und fMRT
Studien eine reduzierte ACC-Aktivierung in Gehirnen von Patientlnnen mit

Schizophrenie tblich zu sein (Adams et al., 2007).

Der ACC ist ein Bestandteil von kognitiven und von emotionalen Prozessen (Vogt et
al., 1992; Bush et al., 2000; Fornito et al., 2009; Vogt, 2009; Shenhav et al., 2013). Es
wird vermutet, dass die Emotionsverarbeitung Uber Interaktion eines dorsalen und
eines ventralen Systems vermittelt wird. Zugehorig zum ventralen System ist die
Amygdala, zum dorsalen System der ACC (Etkin et al., 2006; Comte et al., 2018). In der
Schizophrenie sind Defizite in der Kognition (Fioravanti et al., 2012) bzw. soziale
Kognition (Green et al., 2015) und in der Emotionsverarbeitung, z.B. Erkennung und
Expression von Emotionen (Trémeau, 2006; Kring et al., 2008), bekannt. Eine gestorte
Konnektivitdt im kortiko-limbischen System konnte mit den in der Schizophrenie
auftretenden Defiziten in der Emotionsverarbeitung (Comte et al., 2018), Kognition
(Wang et al., 2004; Fitzsimmons et al., 2013) und Verhalten (Nath et al., 2021) assoziiert

sein.
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Im fMRT von Gehirnen von Patientlnnen mit Schizophrenie (n = 14 bzw. 20) im
Vergleich zu Gehirnen von nach Alter und Geschlecht gematchten Kontrollpersonen (n
=14 bzw. 24) wurde in Reaktion oder Beurteilung auf Gesichtsausdriicke eine reduzierte
Amygdala-Aktivitdt in Gehirnen von Patientinnen mit Schizophrenie aufgezeigt (Das et
al., 2007; Mukherjee et al., 2014). Weitere fMRT Studien zeigten eine Hypoaktivitat der
Amygdala in Gehirnen von Patientlnnen mit Schizophrenie gegeniiber emotionalen
Stimuli auf (Aleman et al., 2005). Aus diesen Studien wird die Vermutung geschlossen,
dass eine Storung in der Amygdala und in ihrer Verbindung zum Prafrontalcortex eine
Basis fur die Negativsymptomatik, wie Affektverflachung, darstellt. Insbesondere eine
Lasion im BLA wirde die Verarbeitung von emotionalen Stimuli und emotionalem
Lernen storen. Auch Benes (2010) vermutete, dass ein gestorter Informationsfluss zum
BLA oder ACC mit Affektverflachung zusammenhangt. Im Bereich des kognitiven Anteils
des ACC (dorsaler und kaudaler Anteil) fanden Yan et al. (2012) auBerdem im fMRT eine
Korrelation zwischen abnormaler Konnektivitit und dem Schweregrad der
Symptomatik, als auch der Leistung im Stroop-Test, in Gehirnen von Patientlnnen mit
Schizophrenie (n = 30) im Vergleich zu Gehirnen von gematchten Kontrollpersonen (n =
30) vor. Beim Stroop-Test handelt es sich um ein Experiment, bei dem ProbandIinnen
Aufgaben bewiltigen, die die mentale Konfliktverarbeitung widerspiegeln (Stroop,
1935). Dabei war die in der Studie von Yan et al. (2012) beobachtete Dyskonnektivitat
zwischen ACC und PCC in den Gehirnen der Patientlnnen mit Schizophrenie mit einer
ausgepragteren Positivsymptomatik und beeintrachtigter Leistung im Stroop-Test
assoziiert, wahrend eine erhohte Asymmetrie in der funktionellen und strukturellen
Konnektivitat mit einer ausgepragteren Negativsymptomatik assoziiert war. Daneben
wurde in der funktionellen Bildgebung (fMRT) auch in weiteren Regionen, wie z.B. im
Thalamus, eine abnormale Konnektivitat bei der Schizophrenie festgestellt, die mit
Defiziten in Kognition und Verhalten korrelierten (Mier et al., 2017; Chen et al., 2019;

Athanassiou et al., 2022).

Amygdala und ACC sind funktionell eng miteinander verknipft und interagieren,
wie schon zuvor erwdhnt, zwecks der Emotionsverarbeitung miteinander. Das
Einwandern von Afferenzen von BLA in den ACC wahrend der Jugend konnte bei der
Entstehung der Schizophrenie von Bedeutung sein (Benes, 2010). Allerdings scheinen in

der Pathophysiologie und Auspragung der Symptome der Schizophrenie verschiedene
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Regionen involviert zu sein, wie der Prafrontalcortex, ACC, die Hippocampusformation
und BLA. In diesen Regionen wurden in Bildgebungsstudien verdanderte Volumina und in
post mortem Studien ein dysfunktionales GABA und Glutamat-System aufgezeigt
(Benes, 2010). Zusammen mit fMRT Studien wird das AusmaR der Konnektivitatsstérung
deutlich, dass letztlich moglicherweise zum komplexen symptomatischen Bild der
Schizophrenie fiihrt. Eine Reduzierung der VEN in Schicht V in BA 24, die als
Projektionsneurone in die soziale Kognition verwickelt zu sein scheinen, unterstiitzen
die von Benes (2010) beschriebene Hypothese einer gestorten kortiko-limbischen
Konnektivitat. Weitere Studien, die sich mit Stérungen im zelluldren Netzwerk befassen,
konnten zum Gesamtbild der Dyskonnektivitdt bei der Schizophrenie beitragen. Auch
wédre es interessant, solche Studien zukinftig direkt mit fMRT Studien

zusammenzubringen.

4.4 Neurodegeneration versus Entwicklungsstorung in der Neurogenese

Generell wird bei der Schizophrenie zwischen zwei pathologische Hypothesen
abgewogen: die Schizophrenie ist entweder neurodegenerativen oder
entwicklungsgestorten Ursprungs (Harrison et al., 2011). Bisher wird allerdings von
einem entwicklungsgestorten Ursprung der Schizophrenie ausgegangen (Lewis et al.,
2000; Lewis et al., 2002; Rapoport et al., 2005; Insel, 2010; Harrison et al., 2011;
Weinberger, 2017). Dies liegt zum einem daran, dass bisherige Studien offensichtliche
neurodegenerative Veranderungen, allen voran eine Gliosis, nicht auffinden konnten
(siehe Tabelle 4 in Harrison (1999); Harrison et al. (2011)). Weitere Hinweise fiir einen
entwicklungsgestorten Ursprung der Schizophrenie wiirden sich unter anderem auch in
den Ventrikelerweiterungen und den reduzierten kortikalen Volumina beim ,onset” (=
Erstmanifestation der Schizophrenie), als auch in der Art der gefundenen

zytoarchitektonischen Veranderungen zeigen (Harrison, 1999).

Neben diesen neuropathologischen Hinweisen gibt es weitere Befunde, die gut mit
der Annahme eines entwicklungsgestorten Ursprungs der Schizophrenie vereinbar sind.
Longitudinalstudien deuten darauf hin, dass subtile und unspezifische Probleme bereits
vor dem ,,onset” zu beobachten sind, wie zum Beispiel eine verzégerte Entwicklung oder

subtile Abweichungen in der Motorik oder Kognition in der Kindheit (Harrison, 1999;
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Rapoport et al., 2005; Insel, 2010; McCutcheon et al., 2020). Auch manifestiert sich die
Erkrankung oft in einem Alter (18-25 Jahren), bei der die Entwicklung des

Prafrontalcortex noch nicht abgeschlossen ist (Insel, 2010).

Eine Kombination von Genen, die anfillig gegenliber Schizophrenie sind, und
umweltbedingte Risikofaktoren scheinen eine Rolle fir die Ausbildung der
Schizophrenie zu spielen, indem sie womoglich frih die normale Entwicklung des
Gehirns negativ beeinflussen (Lewis et al., 2002; Rapoport et al., 2005; Weinberger,
2017). Genetische Studien zeigten, dass Kandidatengene der Schizophrenie (Gene, die
mit dem Erscheinen von Schizophrenie assoziiert sind) mit Abweichungen in der
neurologischen Entwicklung assoziiert sind (Insel, 2010). Die pranatale Entwicklung wird
aullerdem als kritische Phase fiir die Auspriagung der Schizophrenie gesehen
(Weinberger, 2017). Viele mit der Schizophrenie verbundene negative, umweltbedingte
Ereignisse finden um die pra- und perinatale Periode statt (z.B. Infektion im 2. Trimester
oder Geburtskomplikationen (Lewis et al.,, 2002; Insel, 2010)). Zu diesen
umweltbedingten Risikofaktoren zahlt auch die Hypoxie. Schmidt-Kastner et al. (2006)
untersuchten eine mogliche Verknipfung zwischen fir die Schizophrenie in Verdacht
stehende Kandidatengene und der ischamischen und hypoxischen Regulation und/oder
vaskuldren Expression. Uber 50 % der in der Studie von Schmidt-Kastner et al. (2006)
untersuchten Gene zeigten, dass sie der Regulation durch Hypoxie unterliegen und/oder
im GefaRsystem exprimiert sind. Hypoxisch-ischamische Geschehen konnten demnach
Uber die Regulierung der Expression jener Kandidatengene ein Storfaktor in der
Entwicklung sein, welches zur Pathologie und Auspragung der Schizophrenie beitragt.
Fir die Kandidatengene DISC 1 und Neuroregulin 1 ist zum Beispiel bekannt, dass sie bei
der neuronalen Migration eine Rolle spielen (Sei et al., 2007; Chubb et al., 2008; Muraki
et al.,, 2015), wodurch eine verdnderte Gesamtzahl von Nervenzellen im Cortex

verursacht werden kdonnte

Allman et al. (2010) untersuchten die Ontogenese der VEN im frontoinsuldren Cortex
als auch im ACC beim Menschen. VEN wurden in der 36. Woche post conceptionem
aufgefunden und liegen pranatal in geringer Anzahl vor. In den ersten 8 Monaten nach
der Geburt stieg die Zahl der VEN jedoch stark an. Die VEN kénnten entweder durch eine

Differenzierung einer bereits vorhandenen Zelle oder durch Migration hervorgegangen
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sein. In beiden Fallen kénnten die VEN auch wahrend der postnatalen Entwicklung

beeintrachtigt werden (Allman et al., 2005).

In  Gen-veranderten Tiermodellen flihrte eine pra- oder perinatale
Entwicklungsstorung in der Neurogenese und der neuronalen Migration zu strukturellen
und funktionellen Defiziten beim erwachsenen Tier, die mit jenen in der Schizophrenie
vergleichbar waren (Muraki et al., 2015). Weitere Studien mit Tiermodellen kdnnten den
moglichen Bezug zwischen Stérungen in der Entwicklung und der Pathologie der
Schizophrenie weiter auf den Grund gehen. Dabei ist jedoch zu bericksichtigen, dass die
VEN in den herkémmlichen Tiermodellen (Maus, Ratte) nicht vorkommen und daher
deren pathologischer Hintergrund in jenen Tiermodellen nicht erfasst werden kann. Hier
muss auf andere Methoden zuriickgegriffen werden. Interessant ware, ob die
Vulnerabilitat der VEN genetisch nachvollziehbar ist bzw. mit hypoxisch-ischamischen

Geschehen wahrend der Entwicklung zusammenhangt.
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