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Zusammenfassung: 5

Zusammenfassung:

Natur und Bedeutung der neuropathologischen Veranderungen bei Schizophrenie sind wenig
verstanden. Bildgebungsstudien legen ein bei Erkrankten im Vergleich zu Gesunden niedrigeres
mittleres kortikales Volumen nahe, wahrend post mortem Untersuchungen Hinweise auf eine un-
veranderte mittlere kortikale Neuronenzahl bei zugleich héherer mittlerer kortikaler Neuronen-
dichte fanden. Zusammen fiihrten diese Ergebnisse zur Reduced-Neuropil-Hypothese, nach der
es bei der Schizophrenie nicht zu einer Verringerung der Neuronenzahl, sondern lediglich zu
einem Verlust des interneuronalen Neuropils mit einer folglich dichteren Packung kortikaler Neu-
rone kommt. Diese Daten stammen allerdings aus Untersuchungen an abgegrenzten kortikalen
Bereichen und sind nicht durch Untersuchungen des gesamten Kortex mit Berticksichtigung neu-
ropathologischer Stdrvariablen wie dem post mortem Intervall und der Fixationszeit gestitzt. In
der vorliegenden Arbeit wird ein Hinweis darauf présentiert, dass die Schizophrenie entgegen
bisheriger Annahmen mit einer niedrigeren mittleren kortikalen Neuronenzahl und -dichte einher-
geht. Mittels einer design-based stereologischen Untersuchung der gesamten kortikalen grauen
Substanz (KGS) von post mortem Gehirnen von 11 Patienten mit Schizophrenie und 10 gesunden
Kontrollpersonen wurde in der Gruppe der Patienten eine statistisch signifikant niedrigere mittlere
Neuronenzahl (—14,9%; adjustierte Effektstarke d,q; = —0,94; P = 0,007) sowie eine statistisch
signifikant niedrigere mittlere Neuronendichte (—9,6%; d,q; = —0,57; P = 0,041) in der KGS fest-
gestellt. Zudem wurde ein statistisch hochsignifikanter Zusammenhang zwischen der Neuronen-
zahlin der KGS und dem post mortem Intervall (P < 0,001) festgestellt, was auf einen Storeinfluss
durch diesen Parameter mit Notwendigkeit einer statistischen Berlcksichtigung hinwies. Zusam-
menfassend fordern die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit die Reduced-Neuropil-Hypothese
heraus und stutzen das Modell von Schizophrenie als komplexer Stérung der Gehirnentwicklung,
indem sie auf einen Verlust kortikaler Neurone mdglicherweise im Rahmen eines Uberaktiven
Pruning hindeuten.

Abstract (English):

Nature and significance of neuropathological changes in schizophrenia are poorly understood.
Imaging studies have suggested a lower mean cortical volume in patients with schizophrenia
compared to healthy controls, while post mortem studies found evidence of unchanged mean
cortical neuron number but increased mean cortical neuron density. Together, these results led
to the reduced neuropil hypothesis of schizophrenia, according to which there is no reduction in
the number of neurons in schizophrenia, but only a loss of interneuronal neuropil with a conse-
quently denser packing of cortical neurons. However, these data come from studies of individual
cortical areas and are not supported by studies of the whole cortex with adjustment by neuropa-
thological confounders such as the post mortem interval and the fixation time. In this study, evi-
dence is presented that, contrary to previous belief, schizophrenia is associated with lower mean
cortical neuron number and density. Using a design-based stereologic examination of the total
cortical grey matter (CGM) of post mortem brains of 11 patients with schizophrenia and 10 healthy
controls, a statistically significantly lower mean neuron number (—14.9%; adjusted Cohen’s d
dagj = —0.94; P = 0.007) as well as a statistically significantly lower mean neuron density (—9.6%;
dagj = —0.57; P = 0.041) was found in the CGM of the patients with schizophrenia. In addition, a
statistically significant correlation between the neuron number in the CGM and the post mortem
interval (P < 0.001) was found, indicating a confounding relationship with a need for statistical
adjustment. Collectively, the results of this study challenge the reduced neuropil hypothesis of



Abstract (English): 6

schizophrenia and support the model of schizophrenia as a complex neurodevelopmental disor-
der by suggesting a loss of cortical neurons possibly in the context of overactive pruning.
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1. Einleitung

1.1 Auswirkungen der Schizophrenie auf Individuum und
Gesellschaft

Die Schizophrenie ist eine komplexe psychische Erkrankung, die sich typischerweise in einer
Kombination von positiven (Wahn, Halluzinationen, Denkstérungen) und negativen (Affektverfla-
chung, Interesselosigkeit, emotionaler Riickzug) Symptomen prasentiert (American Psychiatric
Association, 1994; World Health Organization, 2004). Aufgrund ihrer Schwere und ihres lebens-
langen, episodischen Verlaufs, der meist schon im jungen Erwachsenenalter beginnt (Gaebel et
al., 2019), verursacht Schizophrenie nicht nur erhebliche persdnliche Verwerfungen bei den Be-
troffenen und ihren Angehdrigen, sondern fiihrt auch zu betréchtlichen volkswirtschaftlichen Be-
lastungen.

So wurde die Schizophrenie trotz ihrer relativ geringen weltweiten Prévalenz von 0,28%
(Charlson et al., 2018) in der Global Burden of Disease Study als eine der Hauptursachen fir
globale Invaliditat identifiziert und rangiert hier sogar noch vor Volkskrankheiten wie Schlaganfall
und ischamischer Herzkrankheit (Vos et al., 2017). Die Lebenserwartung von Menschen mit Schi-
zophrenie ist dabei im Vergleich zur Allgemeinbevoélkerung um 10 bis 25 Jahre vermindert, was
sich auf vor allem auf eine verspatete oder unzureichende Behandlung somatischer Erkrankun-
gen, Nebenwirkungen antipsychotischer Medikation und einen ungesunden Lebensstil zuriick-
fuhren lasst (Laursen et al., 2014). Es besteht zudem eine alarmierend hohe Suizidrate von 5%
(Hor & Taylor, 2010), was einer 500-fachen Risikosteigerung im Vergleich zur globalen Allge-
meinbevdlkerung entspricht (World Health Organization, 2019). Aufgrund erheblicher Beeintrach-
tigungen in der Alltagsfunktion besteht eine enge Beziehung zwischen der Erkrankung an Schi-
zophrenie und Arbeitslosigkeit, Obdachlosigkeit und Armut (Charlson et al., 2018). So leiden
schéatzungsweise etwa 10% aller Obdachlosen unter Schizophrenie (Ayano et al., 2019).

Der Grolteil der volkswirtschaftlichen Kosten der Schizophrenie entsteht indirekt durch Produk-
tivitatsausfélle, da lediglich 10-20% der Menschen mit Schizophrenie einer Erwerbstéatigkeit nach-
gehen kénnen (Marwaha & Johnson, 2004). In Deutschland belaufen sich diese Kosten auf schét-
zungsweise 4,4 bis 9,2 Milliarden Euro jahrlich (Kissling et al., 1999). Dies entspricht 2-4% der
Bundesgesundheitsausgaben im Jahr 2007 (Statistisches Bundesamt, 2008) und ist damit ver-
gleichbar oder sogar hoher als bei Volkskrankheiten wie Diabetes oder Herz-Kreislauf-Erkran-
kungen (Gaebel & Wolwer, 2010). Weltweit belaufen sich die Kosten fur Schizophrenie auf schét-
zungsweise 0,3 bis 0,6% des globalen Bruttoinlandsproduktes (Chong et al., 2016).

1.2 Behandlung zwischen Fortschritt und Stagnation

Bis zu den 1950er Jahren wurden Patientinnen mit Schizophrenie vorrangig mit Elektro-
krampftherapie, unspezifischer Sedierung, Fixierung und psychodynamischer Psychotherapie
behandelt (Meyer & Simpson, 1997). Obwohl diese Methoden manchmal zur Verbesserung der
Positivsymptomatik beitrugen, war ihre Wirksamkeit unzuverlassig und schwere Nebenwirkungen
Uberwogen oft die erwiinschten Effekte. Erst mit dem Aufkommen der Antipsychotika kam es hier
zu einem entscheidenden Durchbruch. 1951 stand mit der Entdeckung von Chlorpromazin erst-
mals ein orales Medikament zur Verfiigung, das zuverlassig gegen die Positivsymptomatik wirkte
(Meyer & Simpson, 1997). Aufgrund seiner neuartigen Effektivitat wurde Chlorpromazin von
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zeitgenodssischen Psychiaterinnen als regelrechtes Wundermittel aufgenommen, das Patientin-
nen, die zuvor auf die dauerhafte Betreuung in psychiatrischen Krankenhdusern angewiesen wa-
ren, die Teilnahme an normalen Alltagsaktivitaten wie dem Besuch von Kunstmuseen, das Tref-
fen von Verwandten zum Abendessen und das selbststandige Einkaufen in Geschéften ermdg-
lichte (Rosenbloom, 2002). Es entstand ein groRer Optimismus in der Psychiatrie, denn erstmalig
erschien die ratselhafte Erkrankung der Schizophrenie einer wirksamen Behandlung zugénglich.
Tatséachlich leitete in der Folge die Entdeckung von Chlorpromazin, zusammen mit dem ersten
Antidepressivum Imipramin, eine psychopharmakologische Revolution ein, welche nicht nur zur
ersten Welle der psychiatrischen Deinstitutionalisierung in den USA beitrug, sondern auch einen
Wandel im Selbstverstandnis von Psychiaterinnen bewirkte, die sich nach Jahrzehnten der Ab-
kehr von der somatischen Medizin wieder mehr als medizinisch tatige Arztinnen denn als Psy-
choanalytikerinnen sahen (Rosenbloom, 2002).

Leider zeichneten sich in den Folgejahrzehnten jedoch Grenzen dieser Entwicklung ab. Nach der
Entdeckung von Clozapin Ende der 1950er Jahre gab es keine grundlegenden Neuerungen in
der medikamentdsen Behandlung der Schizophrenie mehr, und auch heute noch ist Clozapin das
wirksamste Antipsychotikum und die Reservebehandlung bei therapieresistenter Schizophrenie
(Lally & MacCabe, 2015). Mit der Zeit wurde zudem deutlich, dass eine Therapie mit Antipsycho-
tika zahlreiche und teils schwere Nebenwirkungen wie tardive Dyskinesie und starke Gewichts-
zunahme mit einem erhdhten Risiko fiir metabolische Folgeerkrankungen mit sich bringt. Antipsy-
chotika haben auerdem kaum Wirkung auf die besonders belastenden Negativsymptome, deren
Kontrolle entscheidend fir den Erhalt der Lebensqualitat und der Fahigkeit zur selbststandigen
Lebensfuhrung der Betroffenen ist (Scull, 2021). Diese Faktoren tragen zu der seit Anfang des
21. Jahrhunderts zunehmenden Ernichterung um Psychopharmaka bei, die zu einem Rickzug
der Pharmaindustrie aus der Entwicklung neuer Praparate fiihrte (Hyman, 2013; Jacob, 2020).

Parallel zu dieser wendungsreichen Geschichte der Antipsychotika gewann die Entwicklung von
psychotherapeutischen und psychosozialen Interventionen fir Schizophrenie in den letzten Jahr-
zehnten an Fahrt (Lincoln et al., 2019). Als Ergénzung zur Pharmakotherapie bieten diese Me-
thoden verschiedene Vorteile. So kann die kognitive Verhaltenstherapie die Positivsymptomatik
durch einen verbesserten Umgang mit psychotischen Symptomen mindern (Wykes et al., 2008).
Das Training sozialer Fertigkeiten kann zur Verbesserung der typischerweise einer medikamen-
tésen Therapie nicht zuganglichen Negativsymptomatik beitragen (Turner et al., 2014). Familien-
Psychoedukation starkt den sozialen Rickhalt von Patientinnen durch Einbeziehung der Familie
und des sozialen Umfelds (Pharoah et al., 2010). Diese Therapieanséatze sind mittlerweile als
~-wesentliche Aspekte bei der mehrdimensionalen und multiprofessionellen Behandlung von Men-
schen mit einer Schizophrenie® in der aktuellen S3-Leitlinie Schizophrenie aufgefuhrt und mit
Empfehlungsgrad A (starke Empfehlung) hinterlegt (Gaebel et al., 2019). Psychosoziale Interven-
tionen wie Psychoedukation (Xia et al., 2011) sind insbesondere deshalb wichtig, weil sie den
Paradigmen des Shared Decision Making und der Person-Centered Care entsprechen, die eine
Versorgung der Patientinnen mit wichtigen Informationen und Entscheidungsgrundlagen zu ihrer
Erkrankung vorsehen, damit diese im eigenen Interesse Therapieentscheidungen treffen kdnnen
(Keepers et al., 2020). Shared Decision Making wird von zahlreichen nationalen psychiatrischen
Fachgesellschaften als zeitgeméafRie Behandlungsform empfohlen (Slade, 2017).

Die groRen Fortschritte in der Therapie der Schizophrenie im Laufe der letzten hundert Jahre
haben zu humaneren, effektiveren und ganzheitlicheren Behandlungen gefiihrt. Gleichzeitig gibt
es Hinweise, dass die Wirksamkeit der verfligbaren Therapien in den letzten Jahrzehnten ein



1 Einleitung 12

Plateau erreicht hat (Jaaskelainen et al., 2013). Die Schizophrenie bleibt daher weiterhin eine
grof3e Herausforderung in der psychiatrischen Behandlung.

1.3 Die Entschliisselung der Krankheitsmechanismen bleibt
eine offene Herausforderung

Das zentrale Hindernis in der Entwicklung neuer Therapien der Schizophrenie ist das nach wie
vor mangelnde Verstandnis der zugrundeliegenden Krankheitsmechanismen. Da die Ursachen
und die Pathophysiologie der Schizophrenie nach wie vor weitgehend unverstanden sind (Insel,
2010), ist eine Entwicklung biologisch begriindeter Therapien gegenwartig nicht méglich. Das
derzeit etablierte Verstandnis der Erkrankung umfasst lediglich eine Anzahl vorgeschlagener pa-
thophysiologischer Theorien sowie verschiedene identifizierte Risikofaktoren. Bei den Risikofak-
toren der Schizophrenie unterscheidet man genetische und umweltbedingte Faktoren. Genetisch
handelt es sich um eine polygene Erkrankung mit hoher Heritabilitat. So sind zurzeit 120 Gene
mit haufigen Varianten und niedriger individueller Risikosteigerung sowie 10 Gene mit seltenen
Varianten und besonders hohem Risiko bekannt (Singh et al., 2022; Trubetskoy et al., 2022). Die
wichtigsten umweltbedingten Risikofaktoren sind schadigende Einwirkungen wéhrend der prana-
talen Entwicklung, belastende Kindheitserfahrungen, Drogenkonsum und das Leben in Stadten
(Dean & Murray, 2005).

Pathophysiologische Theorien haben indes das Ziel, die Krankheitsmechanismen der Schizo-
phrenie in einem wissenschaftlichen Modell abzubilden, um dadurch die bestehenden Befunde
zu erklaren. Die bedeutendste und alteste Theorie ist die Dopaminhypothese, die auf zwei kom-
plementéren Beobachtungen fuldt: Einerseits kbnnen dopaminerge Substanzen Psychosen aus-
I6sen; andererseits wirken Antipsychotika antidopaminerg (Howes et al., 2017). Die Dopaminhy-
pothese postuliert, dass die Positivsymptome der Schizophrenie durch eine lUberaktive dopami-
nerge Signaltransduktion verursacht werden. Die als Ergdnzung der Dopaminhypothese aufge-
stellte Glutamathypothese nimmt wiederum zusétzlich eine Unterfunktion der glutamatergen
NMDA-Rezeptoren als Ursache fiir die Negativsymptome der Schizophrenie an (Coyle, 2006).

Aufgrund der Existenz von pranatalen Risikofaktoren, Verhaltensauffalligkeiten in der Kindheit
und fehlenden Hinweisen auf neurodegenerative Prozesse wurde zudem das Neuroentwick-
lungsmodell vorgeschlagen (Lewis & Levitt, 2002). Nach diesem Modell kommt es aufgrund einer
gestorten Gehirnentwicklung zu neurobiologischen Fehlfunktionen wie einem gestorten Pruning.
Diese sollen sich dann erst nach dem Versagen von Kompensationsmechanismen im jungen
Erwachsenenalter durch eine Stérung der exzitatorisch-inhibitorischen Balance im Phanotyp der
Schizophrenie dussern (Insel, 2010). Bestrebungen, das Neuroentwicklungsmodell mit den Neu-
rotransmitter-Hypothesen zu vereinen, haben zum heute vorherrschenden Verstandnis der Schi-
zophrenie als komplexer Stérung der Neuroentwicklung gefuihrt (Murray et al., 2017).

Die verschiedenen pathophysiologischen Theorien haben bislang jedoch nicht zu Innovationen
in der Behandlung der Schizophrenie gefiihrt. So merkte der ehemalige Vice President of Neuro-
science bei Amgen und Eli Lilly, Christian Fibiger, an, dass der Psychiatrie grundlegendes Wissen
zur normalen Gehirnfunktion — und wie deren Stérung die Pathophysiologie von psychischen
Krankheiten begriindet — fehle. Dementsprechend sei der Versuch eines rationalen Wirkstoffde-
signs fiir psychiatrische Erkrankungen verfriiht (Fibiger, 2012). Ahnlich duRerten sich zwei ehe-
malige Direktoren der National Institutes of Mental Health, Steven Hyman und Thomas Insel: Die
sogenannte biologische Revolution in der Psychiatrie habe es nicht geschafft, komplexe Erkran-
kungen wie die Schizophrenie zu erklaren (Insel, 2022). So zeigt sich insgesamt, dass trotz der
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Identifizierung von Risikofaktoren und der Entwicklung plausibler pathophysiologischer Theorien
das Verstandnis der Schizophrenie und ihrer Krankheitsmechanismen noch unzureichend ist. In
der Folge kommt es zu einer weitgehenden Stagnation in der Entwicklung neuer Therapien. Es
bleibt in Anbetracht dessen von groRRer Bedeutung, die Ursachen und Pathophysiologie der Schi-
zophrenie weiter zu erforschen und die Kenntnisse (ber die neurobiologischen Grundlagen der
Erkrankung zu vertiefen.

1.4 Die Rolle der Neuropathologie

Innerhalb der biologischen Schizophrenieforschung gehort die Untersuchung der Gehirnmorpho-
logie zu den Feldern mit den aussagekraftigsten Forschungsergebnissen. Bereits in den 1960er
Jahren wurde in pneumoenzephalographischen Untersuchungen eine VergréRerung der Ventri-
kel bei Patientinnen mit Schizophrenie festgestellt (Haug, 1962). Diese gehdren heute zu den am
meisten replizierten morphologischen Befunden dieser Erkrankung (Svancer & Spaniel, 2021).
Weitere eindeutig etablierte Befunde sind verminderte Volumina des gesamten Gehirns, der ge-
samten grauen Substanz, sowie spezifischer Kortexareale wie Frontallappen, anteriorer Gyrus
cinguli und Hippocampus (Howes et al., 2023).

Der Fille an Bildgebungsstudien steht allerdings nur eine kleine Zahl an neuropathologischen
Studien gegeniber, die untersuchten, wie sich diese makroskopischen Befunde auf zellularer
Ebene widerspiegeln. So gibt es zwar Hinweise darauf, dass die kortikale Volumenreduktion bei
Menschen mit Schizophrenie mit einer hoheren kortikalen Neuronendichte (Bakhshi & Chance,
2015) bei konstanter kortikaler Neuronenzahl (Pakkenberg, 1993) einhergeht. Jedoch stammen
diese Ergebnisse fast ausschlie3lich aus Untersuchungen an abgegrenzten Kortexarealen, was
sie nur eingeschrankt auf den gesamten Kortex Ubertragbar macht. Studien auf Ebene des ge-
samten Kortex, die auch den Einfluss von in post mortem Studien relevanten Stdrvariablen be-
riicksichtigen, fehlen bislang. Neuropathologische Untersuchungen sind zur Ergénzung von Bild-
gebungsstudien auch deswegen wichtig, weil beide Untersuchungsmethoden von unterschiedli-
chen Verzerrungen betroffen sind und eine Synthese von Ergebnissen beider Methoden im Sinne
einer Triangulation (Hammerton & Munafo, 2021) einen insgesamt weniger verzerrten Blick auf
die Gehirnmorphologie bieten kann. So kdnnen volumetrische Messungen mittels struktureller
Magnetresonanztomographie (MRT) zum Beispiel durch den Wassergehalt des Gewebes oder
die Tageszeit beeinflusst werden (Lerch et al., 2017; Weinberger & Radulescu, 2021). Entspre-
chend fihren Messungen des Volumens von Gehirnregionen mittels MRT und neuropathologi-
schen Untersuchungen nicht immer zu identischen Ergebnissen (Garcia-Finana et al., 2003).

Im Zusammenhang neuropathologischer post mortem Studien ist die design-based Stereologie
als Methode zur prazisen und unverzerrten Quantifizierung von dreidimensionalen Strukturen wie
Zellen in biologischen Geweben von grof3er Bedeutung (Gundersen & Jensen, 1987; West,
2012). Die hohe methodische Qualitat wird dabei durch ein vorgegebenes Muster des Stichpro-
bensamplings erreicht, das entlang eines Gitters durchgefiihrt wird und dadurch systematisch,
gleichmafig und zuféllig ist. Aufgrund der hohen Validitat und Reliabilitdt der so gewonnenen
Schatzwerte hat sich die design-based Stereologie als Methode der Wahl in den Neurowissen-
schaften und der Histologie etabliert (Schmitz & Hof, 2000, 2005). Grundlegende neuropatholo-
gische Parameter, die wichtige Informationen Uber die Struktur und Funktion des Gehirns tragen,
sind dabei die Zahl und Dichte der Neuronen in der kortikalen grauen Substanz (KGS)
(Herculano-Houzel, 2009). Veradnderungen in diesen Parametern kénnen auf eine gestorte
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Gehirnentwicklung oder einen sekundaren Untergang von Neuronen hindeuten, wie sie zum Bei-
spiel bei der Alzheimer-Demenz (Gomez-Isla et al., 1997) beobachtet wurden.

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Bestimmung des Volumens, der Neuronenzahl und -dichte
in der KGS in post mortem Gehirnen von Patientinnen mit Schizophrenie und der Vergleich dieser
Parameter mit post mortem Gehirnen einer nicht erkrankten Kontrollgruppe. Zur Bestimmung die-
ser Werte wurden design-based stereologische Methoden verwendet und die Ergebnisse unter
Beriicksichtigung haufiger neuropathologischer Storvariablen statistisch ausgewertet. Die Ergeb-
nisse werden in Zusammenschau mit friiherer Literatur diskutiert und es wird abseits der bisher
vorgeschlagenen Reduced-Neuropil-Hypothese eine Erklarung der Befunde in Ubereinstimmung
mit dem etablierten Modell der Schizophrenie als komplexer Stérung der Gehirnentwicklung an-
geboten. In den folgenden Kapiteln werden zunéachst die verwendeten Methoden und das Stu-
diendesign detailliert erlautert, gefolgt von einer ausfiihrlichen Darstellung der Ergebnisse und
einer abschlieBenden Diskussion, die die Ergebnisse im Kontext bestehender Forschung einord-
net.

1.5 Die vorliegende Arbeit im groReren Kontext: Der anteriore
cingulare Cortex und Von Economo-Neurone bei
Schizophrenie

Die vorliegende Arbeit war urspriinglich nur ein Bestandteil in der Untersuchung einer gré3eren
Fragestellung um die Rolle des anterioren cinguldren Cortex (ACC) und der sogenannten Von
Economo-Neurone (VENS) in der Schizophrenie. Diese Fragestellung wurde durch insgesamt
drei medizinische Doktorarbeiten untersucht (neben der vorliegenden Arbeit auch durch die Ar-
beiten von Alisa Vollhardt und Melanie Popal) und kulminierte in einer Peer-Review-gepriften
Vertffentlichung (Gaus et al., 2022). Dabei erlaubte eine gestufte Untersuchung von Gehirnregi-
onen verschiedener Hierarchieebenen (nur Lamina V in der Area 24, die gesamte Area 24, die
gesamte KGS) eine Beurteilung der Spezifitat der festgestellten Gruppenunterschiede.

Hinweise auf eine wichtige Rolle des ACC in der Pathophysiologie der Schizophrenie konnten
durch zahlreiche Bildgebungs- und neuropathologische Befunde erhartet werden. Zu den wich-
tigsten Ergebnissen gehdren ein niedrigeres Volumen der grauen Substanz des ACC (Baiano et
al., 2007; Brugger & Howes, 2017; Ellison-Wright & Bullmore, 2010; Fornito et al., 2009; Haijma
et al., 2013) und eine niedrigere Dichte synaptischer Verbindungen im ACC (Fornito et al., 2009;
Onwordi et al., 2020; Osimo et al., 2019; Roberts et al., 2015) bei Patientinnen mit Schizophrenie
im Vergleich zu Kontrollpersonen. Auch eine gestorte Konnektivitat wurde wiederholt festgestellt
(Adams & David, 2007; Pettersson-Yeo et al., 2011; Shukla et al., 2019). Die Hauptregion des
ACC ist Area 24 (Vogt et al., 1995). Area 24 wurde in einer Reihe von Studien zur Neuropatholo-
gie der Schizophrenie als Stellvertreter fur den ACC untersucht (Benes & Bird, 1987; Benes et
al., 1986; Benes et al., 1991; Benes et al., 2001; Bouras et al., 2001; Brine et al., 2010; Kalus et
al., 1997, Stark et al., 2004). Dabei wurden in einzelnen Laminae im Vergleich zu Kontrollperso-
nen sowohl erhdhte (Chana et al., 2003) und erniedrigte (Benes et al., 1986) als auch gleiche
(Benes et al., 1991; Bouras et al., 2001; Cotter et al., 2001; Hoistad et al., 2013; Kalus et al.,
1997) Neuronendichten festgestellt. Im Unterschied hierzu ergaben Untersuchungen der Neuro-
nenzahl in Area 24 keine Gruppenunterschiede (Ongur et al., 1998; Stark et al., 2004). Einschran-
kend muss bemerkt werden, dass bisher nur wenige Untersuchungen Lamina-spezifischer Grup-
penunterschiede unter Verwendung valider, design-based stereologischer Methoden
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durchgefiihrt wurden. Fir eine aussagekraftige Beurteilung von Unterschieden in Neuronenzah-
len im ACC bei Patientinnen mit Schizophrenie sind daher weitere Untersuchungen nétig.

Ein besonderes Merkmal der Area 24 ist das Vorkommen der sogenannten Spindel- oder Von
Economo-Neurone (VENS) in Lamina V, einer speziellen Art von grof3en Neuronen mit charakte-
ristischer, spindelahnlicher Form (Allman et al., 2010). Wahrend tber die Funktion der VENS bis-
her wenig bekannt ist, wird angenommen, dass es sich um spezialisierte Projektionsneurone han-
delt (Cobos & Seeley, 2015; Hodge et al., 2020; Nimchinsky et al., 1995). Die Tatsache, dass
VENs nur bei bestimmten Spezies wie Menschen, Menschenaffen (Allman et al., 2010;
Nimchinsky et al., 1995) und einigen anderen Saugetierarten (Raghanti et al., 2015) gefunden
wurden und auch beim Menschen nur in wenigen, phylogenetisch jungen kortikalen Arealen wie
dem ACC und dem frontoinsularen Cortex vorkommen (Allman et al., 2010), fihrte zu der Mut-
malung, dass diese Zellen eine besondere Rolle bei htheren kognitiven Prozessen wie sozialer
Kognition spielen konnten (Cauda et al., 2014). Ein wachsendes Interesse an der Beteiligung von
VENSs bei neuropsychiatrischen Stérungen fihrte in den letzten Jahrzehnten zu Feststellungen
von VEN-Veranderungen bei einer Reihe von Erkrankungen (Gefen et al., 2018; Kaufman et al.,
2008; Nimchinsky et al., 1995; Seeley et al., 2006), darunter auch Schizophrenie (Briine et al.,
2010; Briine et al., 2011; Krause et al., 2017) (siehe (Butti et al., 2013) fiir eine Ubersichtsarbeit).
Bezogen auf Schizophrenie wurden bisher nur Gruppenunterschiede in der VEN-Dichte, nicht
aber VEN-Zahl, zwischen Patientinnen und Kontrollpersonen untersucht, wobei kein statistisch
signifikanter Unterschied festgestellt wurde (Brline et al., 2010; Briine et al., 2011). Jedoch kann
aus fehlenden Gruppenunterschieden in mittleren Zelldichten grundsatzlich nicht auf einen feh-
lenden Gruppenunterschied in Gesamtzellzahlen geschlossen werden (Schmitz et al., 2005).

Angesichts der kleinen Zahl an belastbaren Untersuchungen des ACC und speziell der VENs im
ACC fiihrte unsere Arbeitsgruppe eine design-based stereologische Schatzung der Gesamtneu-
ronen- und VEN-Zahl und -Dichte in der Lamina V des ACC durch. Dies erfolgte in der Doktorar-
beit von Alisa Vollhardt. Um dabei unterscheiden zu kénnen, ob festgestellte Gruppenunter-
schiede spezifisch fur die Lamina V waren, wurde zusétzlich die Neuronenzahl und -dichte in der
gesamten Area 24 geschatzt. Dies war Gegenstand der Doktorarbeit von Melanie Popal. Um als
Letztes auch unterscheiden zu kénnen, ob ein festgestellter Unterschied in der Area 24 nur auf
diese Region begrenzt oder vielmehr Folge einer globalen Verringerung der Anzahl kortikaler
Neuronen war, bestimmten wir aulerdem die Gesamtzahl der Neuronen in der KGS. Dies wurde
in der vorliegenden Arbeit erreicht.



2 Zielsetzung 16

2. Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, mdgliche Unterschiede in Volumen, Neuronenzahl und Neu-
ronendichte in der KGS zwischen Patientinnen mit Schizophrenie und gesunden Kontrollperso-
nen zu untersuchen. Die zugrundeliegende Hypothese war, dass es keine statistisch signifikanten
Unterschiede in diesen Parametern zwischen den beiden Gruppen gibt.

Schizophrenie ist weltweit eine der Hauptursachen fur Invaliditat. Ihre Pathophysiologie ist nach
wie vor noch wenig verstanden, was die Entwicklung therapeutischer Innovationen erschwert.
Bisher wurden Neuronenzahl und -dichte in der gesamten KGS bei Patientinnen mit Schizophre-
nie nicht mit robusten stereologischen Methoden und unter Berlicksichtigung von wichtigen neu-
ropathologischen Stérfaktoren untersucht. Die vorliegende Arbeit zielte darauf ab, die neuropa-
thologischen Korrelate der Schizophrenie und die histologischen Veranderungen, die mit der in
der Bildgebung feststellbaren kortikalen Volumenreduktion einhergehen, besser zu verstehen.
Langfristig soll dies dazu beitragen, neue Perspektiven fur die Diagnostik und Therapie dieser
komplexen Erkrankung zu entwickeln.

Um dieses Ziel zu erreichen, wurde die design-based stereologische Zellzahlung als Methode
der Wahl zur prazisen und unverzerrten Quantifizierung der Neuronenzahl und -dichte in post
mortem Gehirnen von 11 mannlichen Patienten mit Schizophrenie und 10 gesunden méannlichen
Kontrollpersonen mit vergleichbarer Altersverteilung angewendet. Im Studiendesign wurden
mehrere Schritte berlicksichtigt, um die Aussagekraft der Ergebnisse zu erhdhen. So erfolgte
eine Verblindung aller Untersuchungen zur Vermeidung eines Untersucherbias, und es wurde
eine Adjustierung aller Ergebnisse fiir die Stérvariablen Hemisphare, Alter, post mortem Intervall
(PMI) und Fixationszeit (Fix) vorgenommen.
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3. Material und Methoden

3.1 Untersuchtes Kollektiv

Das Kollektiv der vorliegenden Arbeit umfasste die post mortem Gehirne von 11 mannlichen Pa-
tienten mit Schizophrenie und 10 mannlichen Kontrollpersonen mit vergleichbarer Altersvertei-
lung. Dieses Kollektiv wurde bereits in friheren Studien unserer Forschungsgruppe untersucht
(Casanova et al., 2005; Hdistad et al., 2013; Kreczmanski et al., 2007; Kreczmanski et al., 2005).
Im Vergleich zu diesen Studien konnten jedoch die Falle S13, C1 und C4 aufgrund von Beschéa-
digungen einzelner Schnitte nicht untersucht werden, und wurden somit aus der vorliegenden
Arbeit ausgeschlossen. Ebenfalls ausgeschlossen wurden S11 und C11, da bei diesen Féllen
aufgrund von fehlenden Schnitten in den frontalen und occipitalen Polen die KGS nicht vollstandig
reprasentativ dargestellt werden konnte. Wichtige klinische Merkmale der Félle sind in Tabelle 1
aufgefiihrt, und deskriptive Statistiken dieser Merkmale in Tabelle 2.

Alle 21 in der vorliegenden Arbeit untersuchten Falle wurden in deutschen Krankenhausern be-
handelt. Alle 11 Patienten mit Schizophrenie waren in Langzeitbehandlung in einem von sechs
Krankenh&usern, wovon flinf staatliche psychiatrische Krankenh&auser und eines ein Universitats-
klinikum waren. Alle zehn Kontrollpersonen wurden in fuinf Krankenhdusern behandelt, wovon
vier Ortliche Bezirkskrankenhauser und eines ein Universitatsklinikum waren. Vollstdndige Kran-
kenakten lagen vor fur die Patienten mit Schizophrenie, und vollstandige Autopsieberichte, inklu-
sive einer Zusammenfassung der Patientengeschichte, fur alle Falle.

Alle Patienten mit Schizophrenie erfullten die DSM-IV- und ICD-10-Kriterien fur Schizophrenie.
Dies wurde von zwei erfahrenen Psychiatern (M. Schiler, G. Ulmar) auf Grundlage der Kranken-
akten gepriift. Dabei wurde sowohl die Ubereinstimmung der Patienten mit Schizophrenie mit den
Schizophreniekriterien als auch die Abwesenheit von psychiatrischen Diagnosen bei den Kon-
trollpersonen sichergestellt. Insbesondere enthielt die Patientengruppe keine Teilnehmer mit
schizoaffektiver Stérung.

Alle Patienten mit Schizophrenie hatten eine Langzeitbehandlung mit hohen Dosen typischer An-
tipsychotika erhalten. Da jedoch die meisten Patienten nicht wahrend der gesamten Dauer ihrer
Erkrankung in stationérer Behandlung waren und die Patientenakten daher nicht die gesamte
Medikationshistorie abdeckten, war eine genaue Berechnung der lebenslangen Medikationsdo-
sen nicht moglich.

Ausschlusskriterien fir die Inklusion in die vorliegende Arbeit waren:

e Neurologische Aufféalligkeiten, die eine Intervention erforderten oder die Beurteilung der
kognitiven Funktion beeintrachtigten (z.B. Schlaganfall mit Aphasie)

o wiederkehrende Anfallsleiden in der Vorgeschichte (z.B. Epilepsie)

e schwere Kopfverletzungen mit Bewusstlosigkeit in der Vorgeschichte

o selbst herbeigefihrte Vergiftung in der Vorgeschichte

e Diabetes mellitus mit unzureichender Blutzuckereinstellung (freie Plasmaglukose > 200
mg/dl)

e selbst herbeigefihrte Wasserintoxikation mit Hyponatridmie in der Vorgeschichte

Zudem wurden post mortem Gehirne von Patienten mit Schizophrenie ausgeschlossen, wenn

sich die Patienten einer Leukotomie unterzogen hatten. Bei der Auswahl der Kontrollpersonen
wurde darauf geachtet, dass ein &hnlicher sozio6konomischer Hintergrund bestand wie in der
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Patientengruppe; jedoch war ein genaues Matching nach sozio6konomischen Kriterien nicht
mdglich, da es die Probandenauswahl Gibermafig eingeschrankt hatte.

Die post mortem Gehirne wurden von H. Heinsen (Morphologische Hirnforschung der Universitét
Wirzburg) in den Jahren 1988 his 1994 gesammelt. Dabei wurden alle Mitarbeiterinnen, die in
die Autopsien involviert waren, von H. Heinsen instruiert und befolgten somit gleiche Ablaufe in
der Handhabung und Verarbeitung der post mortem Gehirne. Nach histologischer Verarbeitung
der Gehirne wurde jeder Schnitt kodiert und auf die Abwesenheit von Tumoren, Infarkten, Hete-
rotopien, Zeichen der Autolyse, Farbeartefakten, sowie Gliose hin geprift. Zum Ausschluss von
neurodegenerativen Veranderungen infolge einer Alzheimer-Erkrankung wurden zudem die Ge-
hirne von allen Probandinnen &lter als 40 Jahre auf die Abwesenheit von neurofibrillaren Tangles,
die das Braak Stadium | (Braak & Braak, 1995) tiberschritten, hin geprift. Hierzu wurden Schnitte
durch den zentralen Anteil des entorhinalen und transentorhinalen Kortex mit der Gallyas-Me-
thode (Heinsen et al., 1989) behandelt und anschliessend mikroskopisch untersucht. Die so ge-
wonnenen Schnitte wiesen selten Braak I-kompatible neurofibrillare Tangles im entorhinalen und
transentorhinalen Kortex auf, und waren ansonsten unauffallig.

Die Autopsien wurden gemal3 Gesetzgebung der Bundesrepublik Deutschland nach Zustimmung
der Angehdrigen durchgefiihrt. Die wissenschaftliche Nutzung der autopsierten Gehirne wurde
durch die zustandigen institutionellen Untersuchungsausschisse und die Ethikkommission der
Medizinischen Fakultat der Universitat Wirzburg genehmigt.
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Tabelle 1: Klinische Merkmale aller eingeschlossenen Falle. Individuelle Werte von Alter, Alter
bei Beginn der Schizophrenie-Erkrankung, Todesursache, post mortem Intervall (Zeit zwischen
Tod und Autopsie), Fixierzeit (Dauer der initialen Fixierung des Gehirns in 10% Formalin) und
Diagnoseschliissel nach DSM-IV sowie ICD-10. Fallnr: Fallnummer; Alter [yr]: Alter in Jahren;
Beginn [yr]: Alter bei Erkrankungsbeginn in Jahren; PMI [h]: post mortem Intervall (Zeit zwischen
Tod und Autopsie) in Stunden; Fix [d]: Fixierzeit (Dauer der initialen Fixierung des Gehirns in 10%
Formalin) in Tagen; Diagnose: Diagnoseschlissel nach DSM-IV (American Psychiatric
Assaociation, 1994) und ICD-10 (World Health Organization, 2004).

Fallnr.  Alter Beginn Todesursache PMI Fix Diaghose
[yr] [yr] [h] [d] DSM-IV ICD-10
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 Septikamie 33 127 295.60 F20.50
S7 54 20 Septikamie 27 250 295.60 F20.50
S8 55 22 Rechtsherzversagen 25 84 295.30 F20.00
S9 57 37 Septikamie 76 163 295.30 F20.00
S10 60 24 Lungenarterienembolie <48 311 295.30 F20.01
S12 63 22 Akuter Myokardinfarkt 15 338 295.60 F20.50
Cc2 36 - Schussverletzung 24 143 - -
C3 47 - Akuter Myokardinfarkt <24 133 - -
C5 50 - Lawinenunfall 23 498 - -
C6 51 - Septikamie 7 285 - -
Cc7 54 - Akuter Myokardinfarkt 18 168 - -
C8 56 - Akuter Myokardinfarkt 60 3570 - -
C9 58 - Akuter Myokardinfarkt 28 126 - -
C10 60 - Gastrointestinale Blutung 18 101 - -
C12 62 - Akuter Myokardinfarkt <24 3696 - -

C13 65 - Bronchopneumonie 6 2289 - -
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Tabelle 2: Deskriptive Statistiken der Merkmale aller eingeschlossenen Félle. Wertebereich, Mit-
telwert, Median und Standardabweichung von Alter, Alter bei Beginn der Schizophrenie-Erkran-
kung, post mortem Intervall (Zeit zwischen Tod und Autopsie) und Fixierzeit (Dauer der initialen
Fixierung des Gehirns in 10% Formalin). Alter [yr]: Alter in Jahren; Beginn [yr]: Alter bei Erkran-
kungsbeginn in Jahren; PMI [h]: post mortem Intervall (Zeit zwischen Tod und Autopsie) in Stun-
den; Fix [d]: Fixierzeit (Dauer der initialen Fixierung des Gehirns in 10% Formalin) in Tagen.

Alter [yr] Beginn [yr] PMI [h] Fix [d]
Patienten mit Wertebereich 22 -63 17 -37 15-88 84 — 338
(Snczhlii;’phreme Mittelwert 49,45 22,91 40,91 201,64
Median 51 22 27 170
Std.-Abweichung 11,09 5,42 24,76 86,94
Kontrollperso-  Wertebereich 36 — 65 - 6 — 60 101 - 3696
nen (n=10) Mittelwert 53,9 - 232 1100,9
Median 55 - 23,5 226,5
Std.-Abweichung 7,99 - 14,11 1412,33
Alle (n=21) Wertebereich 22 -65 17 -37 6 —88 84 — 3696
Mittelwert 51,57 22,91 32,48 629,86
Median 54 22 24 170
Std.-Abweichung 9,99 5,42 22,23 1074,95

3.2 Untersuchungsmethoden

3.2.1 Herstellung der histologischen Préaparate

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten histologischen Praparate wurden samtlich im Labor
von H. Heinsen (Heinsen, 1991) nach dem ebenda dargestellten Prozess angefertigt. Dieser ist
im Folgenden im Detail beschrieben.

3.2.1.1 Initiale Fixierung

Als erstes wurden die autopsierten vollstandigen Gehirne durch Einlegen in 4%-Formalin-L6sung
(bestehend aus 1 Teil 40% wassrigem Formaldehyd sowie 9 Teilen Leitungswasser) fir min. 3
Monate und max. 11 Jahre fixiert. Die Fixierfllissigkeit war dabei im Uberschuss vorhanden (min.
5000 ml pro Gehirn) und wurde wéchentlich erneuert. Nach dieser initialen Fixierung wurde der
Hirnstamm zusammen mit dem Kleinhirn auf H6he des rostralen Pons vom Vorderhirn getrennt,
und auch die beiden Hemisphéaren wurden medio-sagittal voneinander getrennt. Da arteriosklero-
tische Plaques und fibrosierte Meningen beim Mikrotomieren Risse im Gehirngewebe verursa-
chen kdnnen, wurden die Meningen und die kalzifizierten Gefal3e des Subarachnoidalraumes nun
vorsichtig entfernt.
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3.2.1.2 Vorbehandlung mit Gefrierschutzmittel

Um der Bildung von Eiskristallen vorzubeugen, wurden die Hemisphéren als nachstes nach Ro-
sene et al. (Rosene et al., 1986) mit einem Gefrierschutzmittel vorbehandelt. Hierzu wurden die
Hemisphéaren zunéchst fiir 8 Tage in eine Mischung aus 4% Formaldehyd, 2% Dimethylsulfoxid
(DMSO) und 10% Glycerin eingetaucht, und anschliel3end ohne Unterbrechung wieder fur 8 Tage
in eine Mischung aus 4% Formaldehyd, 2% DMSO und 20% Glycerin eingelegt. In beiden Ab-
schnitten wurde die Lésung nach jeweils 4 Tagen erneuert.

3.2.1.3 Einbettung in Agarose oder Gelatine

Die Hemisphéaren wurden vorsichtig mit Filterpapier abgetrocknet, um (berschiissiges Gefrier-
schutzmittel zu entfernen. Als nachstes erfolgte die Einbettung in Agarose oder Gelatine. Dazu
wurde entweder eine 3% Agarose- oder 15% Gelatine-Lésung durch gleichmafiges Umrihren
bei 60°C auf einer Heizplatte zubereitet. Nachdem die Lésung auf 45-50°C abgekihlt war, wurden
die Hemisphéren in diese eingetaucht. Um sicherzustellen, dass alle Sulci mit dem Einbettme-
dium ausgefillt wurden, wurden diese beim Eintauchen vorsichtig mit den Fingern aufgespreizt.
Die so eingebetteten Hemispharen wurden dann tber Nacht in einem Kuhlschrank bei 4°C ge-
kihlt. Am folgenden Morgen wurde tberschissiges Einbettmedium vom erstarrten Block entfernt,
sodass nur noch ein 5-10 mm dicker Saum um das Gehirngewebe herum zurtickblieb. Es wurde
darauf geachtet, dass die Unterseite des Gewebeblocks hierbei in ausreichender Breite belassen
wurde, um spéter als ,Sockel“ zum Anfrieren des Blocks auf den Mikrotom-Trager dienen zu kén-
nen. Die mit Gelatine eingebetteten Blécke wurden vor der weiteren Verarbeitung fur bis zu 3
Tage in Formaldehyd zur Aushéartung belassen.

3.2.1.4 Nochmalige Behandlung mit Gefrierschutzmittel nach der Einbettung

Vor dem Einfrieren wurden die Gewebebldcke erneut mit Gefrierschutzmittel vorbehandelt, um
auch im Einbettmedium der Bildung von Eiskristallen vorzubeugen (Eiskristalle im Einbettmedium
kénnen das Mikrotomieren verkomplizieren). Hierzu wurden die Blécke fir 2 Wochen in einer
Mischung aus 4% Formaldehyd, 2% DMSO und 10% Glycerin belassen und anschlieRend ohne
Unterbrechung wieder fir 2 Wochen in einer Mischung aus 4% Formaldehyd, 2% DMSO und
20% Glycerin (im Falle einer Einbettung in Gelatine durfen vor dieser Behandlung nicht die 3
Tage Aushéartezeit in Formaldehyd ubergangen werden).

3.2.1.5 Einfrieren

Es erfolgte als nachstes das Einfrieren der Blocke in -60°C kaltem Isopentan. Um das Einfrieren
zu erleichtern, wurden die eingebetteten Hemispharen im Vorfeld jeweils in einen gréReren rost-
ralen und einen kleineren caudalen Teil aufgeteilt, wobei die Teilungsebene direkt caudal vom
Splenium corporis callosi lag. Das Isopentan wurde dann in ein ausreichend groRes Dewar-Gefaf
eingegossen und durch langsames Hinzufligen von kleinen Stiicken Trockeneis heruntergekihlt
(das Isopentan kochte bei diesem Vorgang zunachst heftig auf). Dabei wurde die Temperatur
stetig mit einem Thermometer kontrolliert. Innerhalb von 15 Minuten nach Erreichen der ge-
winschten Temperatur von -60°C wurden die Gewebeblécke vorsichtig in das Isopentan einge-
taucht. Die Zeit bis zum vollstandigen Einfrieren hing mafgeblich von der Grof3e der Blécke ab:
Kleine Blocke konnten sofort auf -60°C heruntergekihlt werden, wéhrend ein solch schneller
Temperaturabstieg bei gréReren Blocken gelegentlich mit der Bildung von Rissen im Einbettme-
dium einhergeht und zu artefaktischen Schaden am Gehirngewebe flihren kann, sodass sich hier
ein langsameres Vorgehen empfahl.
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Insgesamt wurden die Blécke fur 15 Minuten im Isopentan belassen. Auch hierbei wurde die
Temperatur weiterhin stetig kontrolliert und bei Bedarf mittels Hinzufiigens von weiterem Tro-
ckeneis gesenkt. SchlieRlich wurden die Gewebebldcke aus den Dewar-Gefalien entnommen
und Uberschissiges Isopentan wurde mit Filterpaper entfernt. Die Blécke wurden dann in Plas-
tiktiten versiegelt und fir mehrere Tage, mindestens aber (iber Nacht, in einem Gefrierschrank
bei -80°C eingelagert.

3.2.1.6 Mikrotomschneiden

Die Hemisphéaren wurden in serielle, 700 um dicke koronare Schnitte mikrotomiert. Dazu wurden
die tiefgefrorenen Gewebebldcke zundchst mit Wasser auf den Blocktréger eines Gefriermikro-
toms angeheftet. Bei dem verwendeten Mikrotom (Tetrander, Jung, Nussloch, Deutschland) han-
delte es sich um ein spezielles Schlittenmikrotom, das Uber einen grof3en Gefrierblocktrager ver-
fugt, der durch ein externes Aggregat gekuhlt wird.

Da aufgrund der Harte der tiefgefrorenen Gewebebldcke die Gefahr bestand, beim Mikrotomieren
entweder das Mikrotommesser zu beschadigen oder die Blocke zu zerbersten, wurde die Seite
der Blocke, die in Kontakt mit dem Messer kam, vorsichtig in den obersten Schichten (0,5-1,0
mm) erwarmt. Dazu wurde ein auf einer 80°C heil3en Heizplatte aufgeheizter Aluminiumquader
(Mafl3e 12 x 18 x 2 cm, mit einem Griff) auf den Block gepresst. Es war eine Frage der Erfahrung,
welche Temperatur auf der Heizplatte eingestellt und fur wie lange und mit welchem Druck der
Aluminiumquader auf den Gewebeblock gedriickt werden musste, um ein bestmdgliches Ergeb-
nis zu erzielen. War die oberflachliche Schicht des Blockes zu warm, so verzog und verwand sich
der erhaltene Schnitt; war sie zu kalt, so bildeten sich Risse an der Oberflache. Mit ausreichender
Erfahrung konnte eine Hemisphére schlieflich innerhalb einer Stunde vollstandig in eine Schnitts-
erie mikrotomiert werden. Wahrend oder nach dem Schneiden erfolgte auch eine makroskopi-
sche neuropathologische Inspektion der Schnitte, um grobe morphologische Auffalligkeiten aus-
zuschlieRen. Die so gewonnenen 700 um dicken Schnitte wurden schlief3lich in 4% Formalin-
Loésung in Plastikboxen eingelagert.

In einem Ausnahmefall wurden die Hemispharen von Kontrollperson C7 nicht wie hier beschrie-
ben in Agarose oder Gelatine, sondern in Celloidin (Heinsen et al., 2000) eingebettet und dann
mittels eines anderen Schlittenmikrotoms (Polycut, Cambridge Instruments, GroRRbritannien) in
440-500 pm dicke Schnitte mikrotomiert. Auch diese Schnitte wurden, wie im Folgenden be-
schrieben, mit Gallocyanin gefarbt.

3.2.1.7 Farbung und Montierung auf Objekttrager

Jeder zweite bzw. jeder dritte Schnitt wurde als nachstes unter Verwendung der Methode nach
Einarson (Einarson, 1932) mit Gallocyanin-Chromalum geféarbt und dann auf mikroskopische Ob-
jekttrager montiert. Zwei reprasentative Beispiele von so gefarbten und montierten Schnitten sind
in Abbildung 1 dargestellt. Die dazwischenliegenden Schnitte wurden in der 4% Formalin-L6-
sung belassen und fanden in der vorliegenden Arbeit keine weitere Verwendung.
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Abbildung 1: Repréasentative Koronarschnitte der in der vorliegenden Arbeit untersuchten post
mortem Gehirnhemispharen. Dargestellt ist die Hemisphére einer Kontrollperson (A, C) und eines
Patienten mit Schizophrenie (B, D). Beispielhaft bezeichnen die Klammern in den Ubersichtsauf-
nahmen (A, B) das Brodmann-Areal 24, von dem jeweils ein Teil in den Nahaufnahmen (C, D)
gezeigt ist. Die Schichten sind in rdmischen Ziffern angegeben. MaRRstabsbalken = 10 mm in A
und B, 370 um in C und D. Diese Abbildung wurde der Publikation (Gaus et al., 2022) entnommen.

Vor der Farbung wurden die Schnitte mit Perameisensaure vorbehandelt, da dies nach Merker
(Merker, 1983) die Selektivitat der Gallocyanin-Férbung verbessert. Die Perameisensaure wurde
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hergestellt durch Zusammenfiihren von 1 Teil 100% Ameisensaure, 3 Teilen 30% Wasserstoff-
peroxid und 6 Teilen destilliertem Wasser (um Verbrennungen durch diese aggressive Mischung
zu vermeiden, wurden hierbei zwei Paar Handschuhe ubereinander getragen). Die Schnitte wur-
den dann erst Uber Nacht in der frisch zubereiteten Perameisensaure in Petrischalen (185 mm
Durchmesser, 40 mm Hohe) eingelegt und dabei mittels einer Schiittelmaschine in stetiger Be-
wegung gehalten. Ein Filterpaper auf der Oberflache der Perameisenséaure hielt die Schnitte stén-
dig in die Flussigkeit eingetaucht. Am folgenden Morgen wurde die Perameisenséure durch Spu-
lung mit Leitungswasser fir eine Stunde entfernt.

Fur die Herstellung der Farbeldsung wurden erst 1,5 g Gallocyanin (Aldrich-Chemie, Steinheim,
Deutschland) in 1000 ml 5% Chrom(lll)-kaliumsulfat-Dodecahydrat (Merck) aufgelést. Die Losung
wurde dann fir min. 10 Minuten gekocht (da die Flissigkeit beim Kochen aus dem Gefal3 spritzen
konnte, musste hier gro3e Vorsicht angewandt werden). Nach dem Abkihlen wurde die Losung
filtriert und so viel destilliertes Wasser hinzugegeben, bis das Gesamtvolumen 1000 ml betrug.
Der pH-Wert der Losung maf zu diesem Zeitpunkt 1,8. Ein pH-Wert von 1,8 war in den meisten
Fallen optimal; im Falle aber, dass das gefarbte Gewebe nur blass blaulich war, konnte das Er-
gebnis durch ein Anheben des pH-Wertes auf 2,0-2,2 verbessert werden. Die auf diese Weise
hergestellte Lésung konnte zweimalig zur Farbung von Gewebe verwendet werden.

Die Farbung selbst erfolgte durch Eintauchen der Schnitte fir 3 Stunden in die Farbeldsung unter
stetigem leichtem Umriihren. Nach dem Farben wurde das Uberschissige Gallocyanin mittels
Spulung Uber eine Stunde unter flieBendem Leitungswasser entfernt. Die Schnitte wurden dann
aus dem Leitungswasser in 50% Ethanol-L&sung Uberfuhrt und durch Ausbreitung zwischen zwei
Filterpapieren geglattet. Im Anschluss hieran wurden die einzelnen, zwischen Filterpapier ge-
pressten Schnitte in einem Stapel aus Keramik-Exsikkatorscheiben mit 150 mm Durchmesser
(Hochst CeramTec, Marktredwitz, Deutschland) gelagert. Dadurch wurden sie ausgebreitet ge-
halten und die Diffusion von zunehmenden Konzentrationen Alkohol wurde ermdéglicht. Ein sol-
cher Stapel aus 4 Scheiben konnte auf diese Weise in einer Petrischale mit 185 mm Durchmesser
und 40 mm Hoéhe gelagert werden. Es erfolgte danach eine weitere Dehydrierung der Schnitte
durch serielles Eintauchen in folgende alkoholische Lésungen: fir eine Stunde in 80% Ethanol;
fur eine Stunde in bereits benutztem 100% Ethanol; fur eine Stunde in unbenutztem 100% Etha-
nol; fir zwei Stunden in einer Mischung aus 1 Teil 100% Propanol und 1 Teil Xylol; fur zwei
Stunden in vorher benutztem Xylol; Uber Nacht in unbenutztem Xylol. Beim Umgang mit Xylol
wurden zu jeder Zeit zwei Paar Handschuhe Ubereinander getragen.

Als letztes wurden die Schnitte fir 1 Minute in Permount Eindeckmedium (Fischer Scientific, Pitts-
burgh, PA) eingetaucht und dann auf speziell angefertigte mikroskopische Objekttrager montiert.
Far min. 1 Woche wurde das Deckglas mit kleinen Bleiblockchen beschwert, um die Bildung von
Luftblasen zu vermeiden. Aufgrund der vergleichsweise dicken Schicht Eindeckmedium dauerte
die Polymerisation des Mediums mehrere Monate.

3.2.2 Stereologische Untersuchung

Die stereologischen Untersuchungen beider Hemisphéren aller Félle wurden durch einen Unter-
sucher durchgefihrt. Dieser war verblindet fir alle klinischen Charakteristika der Falle, insbeson-
dere fur die Gruppenzuteilung zu der Fall- oder Kontrollgruppe. Vor der Untersuchung der Pra-
parate fur die vorliegende Arbeit wurde die Genauigkeit des Untersuchers mittels einer Vorzéh-
lung an fremden Kleinhirnpraparaten validiert, fir die bereits vorbekannte Neuronenzahlen vorla-
gen (diese waren dem Untersucher jedoch nicht bekannt). Bei engmaschiger Instruktion des Un-
tersuchers uber die korrekte Zahltechnik wurde diese Vorzdhlung so oft wiederholt, bis keine
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wesentliche Abweichung der Ergebnisse des Untersuchers von den vorbekannten Werten mehr
bestand.

Der Aufbau der stereologischen Arbeitsstation kann der Tabelle 3 entnommen werden. Alle ste-
reologischen Untersuchungen wurden zwischen 2019 und 2020 durchgefihrt.

Tabelle 3: Komponenten der verwendeten stereologischen Arbeitsstation.

Komponente Modellbezeichnung Hersteller Firmensitz
Mikroskop Zeiss Axioskop Mikros-  Carl Zeiss Microscopy Jena, Deutschland
kop
Verschiedene Objektive  Zeiss Plan-Neofluar Carl Zeiss Microscopy Jena, Deutschland
Objektive:

e 1,25x (Numerische
Apertur (NA) = 0,035)

e 2,5x (NA = 0,075)

e 10x (NA =0,30)

e 20x (NA = 0,50)

e 40x (NA = 0,75)

e 100 (NA = 1,30 OI)

Inkrementaler Mess- Typ MT 1271 Heidenhain Traunreut, Deutschland

taster

Stage controller Typ MAC 6000 Ludl Electronics Prod- Hawthorne, NY, USA
ucts

12 Bit Farbkamera Modell 01-MBF-2000R- MBF Bioscience Williston, VT, USA

(1,600%1,200 Pixel) F-CLR12

Stereologie-Software Stereo Investigator Ver- MBF Bioscience Williston, VT, USA

sion 11.01.2 64 Bit

Zunachst wurde aus jeder der Hemispharen eine systematisch-einheitliche Zufallsauswahl be-
stehend aus 10 Schnitten zusammengestellt. Dabei waren die 10 Schnitte in regelmafigen Ab-
standen Uber die gesamte rostral-caudale Ausdehnung der Hemisphare verteilt, und um eine
Verzerrung zu vermeiden, wurde der erste Schnitt zuféllig aus dem rostralen Zehntel der Hemi-
sphére ausgewahlt. Genauer wurden alle Schnitte einer Hemisphére erst von rostral nach caudal
fortlaufend von 1 bis N durchnummeriert (die nicht-gefarbten und in Formalin eingelagerten
Schnitte wurden hierbei explizit aul3er Acht gelassen). Die Nummer x; des Schnittes i = 1 der

Zufallsauswahl wurde aus dem Wertebereich {1, ..., liv—ol} gezogen. Beginnend mit diesem ersten

Schnitt wurde jeder %—te weitere Schnitt der Hemisphéare zu der Zufallsauswahl hinzugefigt, d.h.
die Nummern x,, x3, ..., X, aller folgenden Schnitte der Zufallsauswahl berechneten sich zu x, =

[x1 +1ﬁo],x3 = [xl +21ﬁ0 ) s X109 = [x1 +9iv—0.

Zur Bestimmung des Volumens der KGS wurde in jedem der Schnitte dieser Zufallsauswahl zu-
nachst die KGS mit niedriger Vergrof3erung (1,25% Objektiv) manuell grob abgegrenzt. Unter Ver-
wendung der Cavalieri-Methode (Cavalieri, 1635; Gundersen & Jensen, 1987) wurde nun mittels
Punktzahlung (Gundersen & Jensen, 1987) der jeweilige Flacheninhalt des zweidimensionalen
Profils der KGS auf jedem Schnitt festgestellt. Hierzu wurde mithilfe der Stereologie-Software ein
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virtuelles, zweidimensionales kartesisches Gitter mit Kantenlange D = 5000 um Uber die grobe
Abgrenzung der KGS gelegt. Anschliessend wurde die Anzahl Y. P der Eckpunkte des Gitters
gezahlt, die sich innerhalb des zweidimensionalen Profils der KGS wiederfanden. Der erwar-
tungstreue Schatzer VOL fur das Volumen des KGS einer Hemisphére errechnete sich dann
durch:

10
VOLzszi-Dz-ti-d
i=1

wobei ZP; die Anzahl der Eckpunkte innerhalb des Profils der KGS im Schnitt i ist, D die Kanten-
lange des kartesischen Gitters, t; die Dicke des Schnittes i und d die Anzahl der Schnitte in der
Hemisphéare von einem zum nachsten Schnitt der Zufallsauswahl (d wiederum berticksichtigte
auch die nicht gefarbten und in Formalin eingelagerten Schnitte). Die Schnittdicke t; wurde mittels
der Methode von Heinsen et al. (Heinsen et al., 1994) festgestellt und schwankte zwischen 455
und 578 pum.

Zur Bestimmung der Anzahl der Neuronen in der KGS wurde die ,optical fractionator” Methode
(Gundersen et al., 1988) herangezogen. Auch hierbei wurde mithilfe der Stereologie-Software ein
Netz von in gleichem Abstand verteilten, quaderférmigen unbiased virtual counting spaces
(UVCSs) (Schmitz und Hof, 2005) lber die grobe Abgrenzung des zweidimensionalen Profils der
KGS in jedem Schnitt gelegt. Bei hoher VergroRerung (40x Objektiv) wurde nun jeder UVCS
einzeln untersucht und die in ihm zu liegen kommenden Neurone gezéahlt. Genauer gesagt wur-
den die Neurone nur dann gezéahlt, wenn ihr Nucleolus innerhalb eines UVCSs in den Fokus kam
und nicht die Ausschlusslinie (rote Linie in Abbildung 2) des UVCS bertihrte, oder alternativ aber
die Einschlusslinie (grine Linie in Abbildung 2) beriihrte. Das Zahlverfahren mittels der ,optical
fractionator” Methode ist beispielhaft in Abbildung 2 dargestellt. Die Summe der Innenrdume der
UVCSs stellte eine reprasentative Stichprobe der KGS dar. Aus diesem Grund konnte die darin
ermittelte, aufsummierte Anzahl der Neurone Y, Q™ zur erwartungstreuen Schatzung der Zahl der
Neurone im gesamten Schnitt und, im zweiten Schritt, in der gesamten Hemisphéare herangezo-
gen werden:

wobei NN der Schétzer fur die Neuronenzahl in der gesamten Hemisphére ist, 2Q;” die gezahlte,
aufsummierte Zahl der Neurone in sdmtlichen UVCSs im Schnitt i, t; die Dicke des Schnittes i,
H die H6he der UVCSs, D die Distanz zwischen den UVCSs in X- und Y-Richtung, B die Grund-
flache der UVCSs und d die Anzahl der Schnitte in der Hemisphére von einem zum né&chsten
Schnitt der Zufallsauswahl. Im Vorfeld der stereologischen Untersuchung waren die Parameter
der UVCS (Breite, Hohe, Tiefe, Distanz in X- und Y-Richtung, s. Tabelle 4) bereits empirisch so
bestimmt worden, dass pro Hemisphare in allen UVCSs zusammen eine ungefahre Zahl von 500
Neuronen gezahlt wurde. Dieses Vorgehen resultierte in einem niedrigen Coefficient of Error
(CE < 0,1) (Schmitz & Hof, 2000, 2005). Die Neurone selbst wurden anhand ihrer typischen Ge-
stalt identifiziert: einem grof3en Perikaryon, das sich durch mehrere Dendriten kennzeichnete,
und einem prominenten dunklen Nukleolus (Abbildung 3).

Die Neuronendichte ND der KGS einer Hemisphare wurde zuletzt durch Division der geschatzen
Neuronenzahl durch das geschatzte Volumen bestimmt. Relevante Parameter der stereologi-
schen Untersuchung kdnnen Tabelle 4 entnommen werden. Zur Dokumentation der Messungen
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wurde das Tabellenkalkulationsprogramm Excel (Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA)
genutzt.

Abbildung 2: Zahlverfahren mit unbiased virtual counting spaces (UVCS) im Brodmann-Areal 24
der kortikalen grauen Substanz (KGS). Die Felder zeigen beispielhaft verschiedene Fokusebenen
(0 bis -60 um) eines UVCS mit den Dimensionen Breite und Lange 42 pum sowie Hohe 50 um.
Gezahlt wurden Neurone, deren Nukleolus innerhalb eines UVCS in den Fokus kam und nicht
die Ausschlusslinie (rot) oder aber die Einschlusslinie (griin) des UVCS berihrte. Die Felder D
und E zeigen Neurone, deren Nukleolus im Fokus ist (Pfeile) und die alle Zahlkriterien erfullen.
Die gelben Rahmen zeigen an, dass die Fokusebene entweder oberhalb (A) oder unterhalb (H)
des UVCS lag. Die Zahlen in B bis H geben den Abstand vom oberen Rand des Schnittes an.
MaRstabsbalken = 25 pm in A-H. Diese Abbildung wurde der Publikation (Gaus et al., 2022)
entnommen.
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Abbildung 3: Représentative Mikrofotografien verschiedener Schichten in der kortikalen grauen
Substanz (hier beispielhaft im Bordmann-Areal 24). Die Bildtafeln zeigen die Schichten Il (A, B),
Il (C, D), Va (E, F), Vb (G, H) und VI (I, J) in einer Hemisphéare von einer Kontrollperson (A, C,
E, G, I) und einem Patienten mit Schizophrenie (B, D, F, H, J). Die Pfeile und Pfeilspitzen zeigen
auf Neurone (speziell zeigen die Pfeile auf von-Economo-Neurone und die Pfeilspitzen auf Pyra-
midenzellen). MaR3stabsbalken = 50 um in A-J. Diese Abbildung wurde der Publikation (Gaus et
al., 2022) entnommen.
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Tabelle 4: Details der stereologischen Prozedur. Obj: VergréRerung des benutzten Objektivs; B
und H: Grundflache und Héhe der unbiased virtual counting spaces (UVCS); D: Distanz zwischen
den UVCS in senkrechten Richtungen X und Y; Z Nsections: Mittlere Zahl der untersuchten Schnitte
pro Hemisphare; ¥ UVCS: mittlere Zahl der UVCS pro Hemisphare; Z Q-: mittlere Zahl der ge-
zéhlten Neurone pro Hemisphéare; CEpred [n]: mittlerer vorhergesagter Coefficient of Error nach
der Vorhersagemethode von Schmitz (Schmitz, 1998) und Schmitz und Hof (Schmitz & Hof,
2000); P (Cavalieri): mittlere Zahl der gezahlten Punkte innerhalb des KGS-Profils pro Hemi-
sphare.

Obj 40x
B [um?] 1156
H [um] 30

D [um] 5000
Z Nsections 10

Z UvCcs 588
zQ 514
CEpred [N] 0,044
X P (Cavalieri) 512

3.3 Statistische Methoden

Fur jede der untersuchten Ergebnisvariablen VOL, NN und ND wurde eine adjustierte Cohens-d-
Effektstarke zwischen den Gruppen (d,q;) sowie ein adjustierter prozentualer Gruppenunter-
schied (4,4;) berechnet. Zum Vergleich wurden auch eine nicht-adjustierte Effektstarke d und ein
nicht-adjustierter prozentualer Gruppenunterschied A ermittelt. Das statistische Signifikanzniveau
wurde auf a = 0,05 festgelegt.

3.3.1 Statistisches Modell

Die Adjustierung fUr Storvariablen erfolgte mittels eines linearen Modells (Kovarianzanalyse, AN-
COVA (Wickens & Keppel, 2004)), das separat mit jeder der drei Ergebnisvariablen als abhéngi-
ger Variable aufgestellt wurde:

Yin =Bo + Bp X Di + By X H + Bage X Age; + Bpyr X PMI; + Briy X Fix;

Hierbei ist J;, der Schatzwert der jeweiligen Ergebnisvariable in der Hemisphéare h €
{links, rechts} der Versuchsperson i € {1, ...,21} durch die ANCOVA. Die funf unabhangigen Va-
riablen des Modells waren die bindren Variablen Diagnose (D, Kontroll- vs. Patientengruppe) und
Hemisphére (H, links vs. rechts) sowie die kontinuierlichen Variablen Alter (Age), post mortem
Intervall (PMI) und Fixierzeit (Fix). Ein alternativer Modellentwurf mit dem zusétzlichen Interakti-
onsfaktor D x H wurde ebenfalls erwégt, aber verworfen, da die Einbeziehung des Interaktions-
faktors weder die Anpassungsglite des Modells R? verbesserte oder die statistische Signifikanz
von B, fur irgendeine Ergebnisvariable verénderte, noch der Koeffizient des Interaktionsfaktors
Boxy Selbst in einem der Modelle statistisch signifikant war.
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3.3.2 Uberprufung der ANCOVA-Grundannahmen

Die ANCOVA setzt eine Reihe von Grundannahmen bezglich der Daten voraus, die vor Anwen-
dung des Modells geprift werden missen (Rutherford, 2011).

Die Annahme der Normalitat (Normalverteilung der abhéngigen Variablen) wurde mittels Shapiro-
Wilk-Test (Shapiro & Wilk, 1965) geprift. Dieser zeigte nur bei der Neuronenzahl der rechten
Hemispharen in der Kontrollgruppe eine statistisch signifikante Abweichung von der Normalver-
teilung (P = 0,047) und fiel Uberall sonst statistisch nichtsignifikant aus (Tabelle A1 im Anhang).
Die Annahme der Homoskedastizitat (Homogenitét der Varianzen) wurde durch den Levene-Test
(Levene, 1960) gepruft; dieser zeigte keine statistisch signifikanten Unterschiede in den Varian-
zen der abhangigen Variablen zwischen den Diagnose-Hemisphare-Untergruppen (Tabelle A2
im Anhang). Die Annahme der Homogenitéat der Regressionssteigungen wurde mittels Fittings
eines allgemeinen linearen Modells geprift, das alle Interaktionsfaktoren Diagnose x Covariate
bertcksichtigte. Bis auf einen Fall (Diagnose x PMI auf Volumen der KGS, P = 0,006) waren alle
Interaktionsfaktoren statistisch nichtsignifikant (Tabelle A3 im Anhang). Die Annahme der Linea-
ritdt (lineare Abhéangigkeit der Ergebnisvariablen von den Covariaten) wurde durch die Betrach-
tung der Residuen der Ergebnisvariablen des finalen ANCOVA-Modells gepruft. Diese wiesen in
allen Fallen keine statistisch signifikanten Abweichungen von der Normalverteilung auf (Tabelle
A4 im Anhang).

Die Annahme der Unabhangigkeit der Beobachtungen wurde dadurch verletzt, dass jeweils zwei
Hemispharen (linke und rechte) vom selben Teilnehmer einbezogen wurden. Auch die Annahme,
dass die ,Behandlung® (hier Diagnose) und Covariaten statistisch unabhangig voneinander sind,
wurde nicht erfllt. Vielmehr zeigten die Covariaten Fix und PMI statistisch signifikante Gruppen-
unterschiede (P = 0,012, P = 0,008) zwischen den Patienten mit Schizophrenie und den Kon-
trollpersonen (Tabelle A5 im Anhang).

3.3.3 Variablenkodierung

Zur besseren Interpretierbarkeit des Modells wurden einige Anpassungen der Variablenkodierung
vorgenommen. Fir D wurde Referenzkodierung verwendet, d.h. D; = 0 bezeichnete die Zugeho-
rigkeit zur Kontrollgruppe und D; = 1 diejenige zur Patientengruppe. Dadurch entsprach der In-
terzept 5, dem Mittelwert der Ergebnisvariable in der Kontrollgruppe nach Adjustierung fur die
anderen unabhéngigen Variablen. Der Koeffizient der Diagnose-Variable S, entsprach der adjus-
tierten Gruppendifferenz von Patienten im Vergleich zu Kontrollpersonen. B, konnte so im néachs-
ten Schritt direkt zur Berechnung von d,4; und A,4; herangezogen werden (s. unten). Fur H wurde
hingegen Kontrastkodierung angewandt, d.h. die linke Hemisphéare wurde durch H = —1 und die
rechte durch H = 1 identifiziert. Dadurch repréasentierte 8, einen neutralen Mittelwert zwischen
der linken und rechten Hemisphéare, und sowohl fur den Effekt der linken als auch der rechten
Hemisphére musste ein Wert abgezogen bzw. hinzugefugt werden. Age, PMI und Fix wurden
vor Berechnung des Modells mittelwertzentriert, damit 3, einer Versuchsperson mit durchschnitt-
lichem Alter, PMI und Fix entsprach.

3.3.4 Berechnung der adjustierten Effektstarken

Die d,q;-Werte konnten nun aus S, und der gepoolten Standardabweichung S,,,,..4 Nach Cooper

et al. (Cooper et al., 2019) berechnet werden. S,,,,.4 Wurde aus der Wurzel des mittleren quad-
ratischen Fehlers des Modells ./ MSE,,;,; bestimmt.



3 Material und Methoden 31

Bo B

Spooled B A/ MSEtotal

In Ubereinstimmung mit Cooper et al. (Cooper et al., 2019) wurden Effektstarken in den Bereichen
0,2-0,5, 0,5-0,8 und Uber 0,8 als jeweils klein, mittel und grol3 interpretiert.

dadj =

Die adjustierten prozentualen Gruppenunterschiede A,q; wurden durch Division von g, durch f,
berechnet:

Bo

Bagj= 5-
0

Die P-Werte wurden aus der t-Statistik der ANCOVA ermittelt. Schlie3lich wurden die Rohwerte
der drei Ergebnisvariablen (VOL, NN, ND) aller Versuchspersonen fir Age, PMI und Fix adjus-
tiert. Dies geschah durch Subtraktion des geschéatzten linearen Effekts dieser Stérvariablen vom
Rohwert y; , (die Storvariablen mussten vor dieser Berechnung wieder mittelwertzentriert wer-
den):

Yadjih = Yin — (Bage X Age; + Bpuy X PMI; + Bpix X Fix;)

Die so bereinigten Ergebniswerte wurden fir jede Diagnose- und Hemisphérengruppe mittels
Boxplots dargestellit.

3.3.5 Berechnung der nicht-adjustierten Effektstarken

Die nicht-adjustierte Effektstarke d wurde aus dem Quotienten des Gruppenunterschiedes der
jeweiligen Ergebnisvariable und der gepoolten Standardabweichung S,,,,.4 berechnet:

d = Yp=1 ~ Ybp=0

Spooled
Der nicht-adjustierte prozentuale Gruppenunterschied A berechnete sich durch Division des
Gruppenunterschiedes der jeweiligen Ergebnisvariable durch den Mittelwert der Ergebnisvariable

in der Kontrollgruppe:

— )_}D:1 - )_]D=0

Yp=o0

A

Die P-Werte wurden hier aus der t-Statistik des Welch's t-Tests (Welch, 1947) berechnet.

Die statistische Analyse wurde durchgefuhrt mit den Python-Bibliotheken pandas (McKinney,
2010), statsmodels (Seabold & Perktold, 2010) und SciPy (Virtanen et al., 2020). Die grafische
Visualisierung der Ergebnisse erfolgte mit GraphPad Prism (Version 9 fur Windows, GraphPad
Software, San Diego, CA, USA).
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4. Ergebnisse

Es wurde kein statistisch signifikanter Unterschied im mittleren Volumen der KGS zwischen den
Patienten mit Schizophrenie und den Kontrollpersonen festgestellt. Nach Adjustierung fir Hemi-
sphéare, Alter, PMI und Fix war bei den Patienten mit Schizophrenie das mittlere Volumen der
KGS um 6,3% niedriger als bei den Kontrollpersonen (d,q; = —0,61; P = 0,095; Abbildung 4A).

Dagegen fand sich eine statistisch signifikant niedrigere mittlere Neuronenzahl in der KGS bei
den Patienten mit Schizophrenie im Vergleich zu den Kontrollpersonen (A,q; = —14,9%; dag; =
—0,94; P = 0,007; Abbildung 4B). Ebenso zeigte sich ein statistisch signifikanter Unterschied in
der mittleren Neuronendichte in der KGS bei den Patienten mit Schizophrenie im Vergleich zu
den Kontrollpersonen (A,q4; = —9,6%; d,q; = —0,57; P = 0,041; Abbildung 4C). Die zugehdrigen
adjustierten Cohens-d-Effektstarken mitsamt 95%-Konfidenzintervallen sind in Abbildung 4D ge-
zeigt. Die Ergebnisse der statistischen Analyse (P-Werte der ANCOVA-Koeffizienten) sind in Ta-
belle 5 zusammengefasst.
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Abbildung 4: Ergebnisse der stereologischen Analyse mit Adjustierung fur Storvariablen. Die
Panels zeigen Tukey-Box-Plots des Gesamtvolumens (A), der Gesamt-Neuronenzahl (B) und der
Neuronendichte (C) in der kortikalen grauen Substanz nach Adjustierung fiir Stérvariablen in der
linken (offene Késten) und rechten (graue Kasten) Hemisphéare der Patienten mit Schizophrenie
(S) und der Kontrollpersonen (C), sowie die 95%-Konfidenzintervalle der adjustierten Cohens-d-
Effektstarken (d,gq;) fur jedes Ergebnis (D). Statistisch signifikante Ergebnisse sind gekennzeich-

net (*, P < 0,05;*, P < 0,01).

Tabelle 5: Ergebnisse der statistischen Analyse: P-Werte der ANCOVA-Variablen. P-Werte <
0,05 sind fettgedruckt. PMI: post mortem Intervall; Fix: Fixierzeit.

Variable Alter PMI Fix Diagnhose Hemisphéare
Volumen 0,072 0,090 0,480 0,095 0,802
Neuronenzahl 0,035 <0,001 0,064 0,007 0,179
Neuronendichte <0,001 <0,001 0,070 0,041 0,127

Unter den Storvariablen hatte das Alter einen statistisch signifikanten Effekt auf die Neuronenzahl

6
(Bage = +0,028 x 10° pro Jahr Alter, P = 0,035) und auf die Neuronendichte (8,4, = +0,313 x Clm%

pro Jahr Alter, P < 0,001). Auch das PMI hatte einen statistisch signifikanten Effekt auf die Neu-
ronenzahl (Bpy; = +0,024 x 10° pro Stunde PMI, P < 0,001) und auf die Neuronendichte (8py; =

10°

+0,221 X 3 pro Stunde PMI, P < 0,001). Da diese Variablen als unabhangige Variablen in das

ANCOVA-Modell aufgenommen und somit statistisch kontrolliert wurden, waren die oben
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festgestellten, statistisch signifikanten Unterschiede in der Neuronenzahl und -dichte bei den Pa-
tienten mit Schizophrenie nicht auf Unterschiede im Alter oder im PMI zurtickzufihren. SchlieRlich
wurden keine weiteren statistisch signifikanten Effekte von Storvariablen auf die Ergebnisvariab-
len beobachtet; insbesondere gab es auch keine hemispharischen Asymmetrien.

Bei Durchfiihrung der statistischen Analyse ohne Adjustierung fir Stérvariablen erschien das
mittlere Volumen der KGS hingegen mit A = —6,3% statistisch signifikant niedriger bei den Pati-
enten mit Schizophrenie im Vergleich zu den Kontrollpersonen (d = —0,65; P = 0,045; Abbildung
5A). Dagegen war sowohl bei der mittleren Neuronenzahl (A = —4,4%; d = —0,27; P = 0,398;
Abbildung Abbildung 5B) als auch bei der mittleren Neuronendichte (A = +2,3%; d = +0,13; P =
0,681; Abbildung Abbildung 5C) in der unadjustierten Analyse kein statistisch signifikanter Un-
terschied zwischen den Gruppen feststellbar. Die zugehdrigen Cohens-d-Effektstarken mitsamt
95%-Konfidenzintervallen sind in Abbildung 5D dargestellt.
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Abbildung 5: Ergebnisse der stereologischen Analyse ohne Adjustierung fir Storvariablen. Die
Panels zeigen Tukey-Box-Plots des Gesamtvolumens (A), der Gesamt-Neuronenzahl (B) und der
Neuronendichte (C) in der kortikalen grauen Substanz in der linken (offene Késten) und rechten
(graue Kasten) Hemisphare der Patienten mit Schizophrenie (S) und der Kontrollpersonen (C),
sowie die 95%-Konfidenzintervalle der Cohens-d-Effektstarken (d) fir jedes Ergebnis (D). Statis-
tisch signifikante Ergebnisse sind gekennzeichnet (*, P < 0,05; **, P < 0,01).

Eine Auflistung der in jeder untersuchten Hemisphére ermittelten nicht-adjustierten Rohwerte der
Ergebnisvariablen findet sich in Tabelle 6.
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Tabelle 6: Ermittelte Ergebniswerte fur jede Hemisphéare. Aufgelistet sind die ermittelten nicht-
adjustierten Rohwerte fiir Volumen, Neuronenzahl und Neuronendichte in jeder untersuchten He-
misphére.

Fallnr. Hemisphare Volumen Neuronenzahl Neuronendichte
[cm?] [*x109] [¥10%/cm?]
c2 L 145,95 2,979 20,41
Cc2 R 146,87 3,644 24,81
C3 L 157,20 4,291 27,29
C3 R 183,02 4,253 23,23
C5 L 157,12 4,750 30,23
C5 R 134,03 3,912 29,19
Cé L 154,05 3,975 25,80
Cc6 R 152,17 4,104 26,97
c7 L 149,48 4,816 32,22
Cc7 R 159,15 5,183 32,57
c8 L 147,36 4,931 33,46
C8 R 146,80 5,337 36,36
C9 L 171,51 4,659 27,16
C9 R 171,09 5,154 30,12
c10 L 142,28 4,355 30,61
C10 R 138,17 5,081 36,77
C12 L 148,62 3,668 24,68
C12 R 120,39 3,850 31,98
C13 L 146,60 3,898 26,59
C13 R 140,78 3,730 26,49
S1 L 132,17 4,761 36,02
S1 R 149,80 5,261 35,11
S2 L 154,88 4,738 30,59
S2 R 140,48 4,108 29,24
S3 L 139,74 3,137 22,44
S3 R 165,93 3,785 22,81
S4 L 158,96 4,286 26,96
sS4 R 165,75 4,382 26,43
S5 L 152,07 3,332 21,91
S5 R 139,14 3,357 24,12
S6 L 148,70 3,953 26,58
S6 R 139,13 3,892 27,97
S7 L 121,80 3,241 26,61
S7 R 125,98 2,503 19,86
S8 L 155,20 5,038 32,46
S8 R 147,13 4,935 33,54
S9 L 121,63 4,115 33,83
S9 R 131,87 5,367 40,69
S10 L 102,74 3,001 29,20
S10 R 120,62 5,188 43,01
S12 L 138,46 4,106 29,65
S12 R 151,72 4,557 30,03
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5. Diskussion

5.1 Zusammenfassung der Hauptergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurde die design-based Stereologie zur Untersuchung der KGS in post
mortem Gehirnen von Patienten mit Schizophrenie und Kontrollpersonen mit vergleichbarer Al-
tersverteilung verwendet. Dies ist die erste Arbeit, die Neuronenzahl und -dichte in der gesamten
KGS von Patienten mit Schizophrenie unter Berlcksichtigung der Storvariablen Fix und PMI un-
tersuchte. Im Vergleich zu der Gruppe der Kontrollpersonen wurde eine statistisch signifikant
niedrigere mittlere Neuronenzahl (—14,9%) und -dichte (—9,6%) bei den Patienten mit Schizo-
phrenie gefunden, wahrend sich das mittlere Volumen der KGS zwischen den Gruppen nicht
statistisch signifikant unterschied. In der Analyse ohne Berlcksichtigung von Stoérvariablen zeigte
sich hingegen ein umgekehrtes Ergebnis mit einem statistisch signifikant niedrigeren mittleren
Volumen der KGS, aber keine statistisch signifikanten Unterschiede in der mittleren Neuronen-
zahl und -dichte. Zwischen den Stérvariablen und den Ergebnisvariablen bestanden somit einige
statistisch signifikante Zusammenhange.

Methodisch wurde durch die Umsetzung bewahrter Design-Empfehlungen fur Gehirnbanken eine
hochwertige Auswahl der Studienteilnehmer erreicht, wobei einige Limitationen in Form einer
kleinen StichprobengrofRe und einer mangelnden Erfassung klinischer Variablen verblieben. Die
neuropathologische Préaparationsmethode war gut geeignet fur die in der vorliegenden Arbeit er-
forderliche genaue ldentifikation von Neuronen und Abgrenzung kortikaler Laminae. Durch die
Anwendung von design-based Stereologie, die den Goldstandard in quantitativen neuropatholo-
gischen Untersuchungen darstellt, wurde eine hohe Validitat und angemessene Reliabilitat der
Schéatzungen von Volumen und Neuronenzahl erreicht. Die statistische Auswertung mittels AN-
COVA erlaubte die Beriicksichtigung wichtiger neuropathologischer Storfaktoren wie PMI und Fix.
Fur eine ausfuhrliche Diskussion der eingesetzten Methoden siehe Abschnitt 5.3.

5.2 Diskussion der Ergebnisse

5.2.1 Kein statistisch signifikanter Unterschied im mittleren Volumen der
KGS zwischen den Patienten mit Schizophrenie und den
Kontrollpersonen

In der vorliegenden Arbeit wurde kein statistisch signifikanter Unterschied im mittleren Volumen
der KGS zwischen den Patienten mit Schizophrenie und den Kontrollpersonen festgestellt (p =
0,095). Dabei war das mittlere Volumen der KGS bei den Patienten mit Schizophrenie um 6,3%
geringer als bei den Kontrollpersonen, und die Effektstarke entsprach d,;; = —0,61.

In der Literatur gehdrt ein niedrigeres mittleres kortikales Volumen zu den am besten belegten
gehirnmorphologischen Befunden bei Patientinnen mit Schizophrenie (Harrison, 2008). Die Be-
lege stammen dabei zum weit Uberwiegenden Teil aus klinischen Bildgebungsstudien. Bei der
metaanalytischen Beurteilung von MRT-Studien, die das kortikale Volumen von Patientinnen mit
Schizophrenie und Kontrollpersonen verglichen, konnten so Cohen’s-d-Effektstarken von —0,43
(Wright et al., 2000) bzw. —0,28/—0,27 (fur linke/rechte Hemispharen) (Haijma et al., 2013) fest-
gestellt werden. In einer aktuelleren grof3en Metaanalyse (van Erp et al., 2018) wurden
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Effektstarken von —0,530/—0,516 (fur linke/rechte Hemisphéaren) fur die kortikale Dicke und
—0,251/-0,254 fir die kortikale Oberflache gefunden, was ebenfalls ein niedrigeres mittleres kor-
tikales Volumen impliziert. Auch Untersuchungen von spezifischen Kortexarealen (Honea et al.,
2005; Wright et al., 2000) ergaben tber den gesamten Kortex verteilt und insbesondere im Be-
reich der Temporal- und Frontallappen niedrigere mittlere kortikale Volumina bei Patientinnen mit
Schizophrenie als bei Kontrollpersonen. In neuropathologischen post mortem Studien konnte der
Befund eines niedrigeren mittleren kortikalen Volumens bei Patientinnen mit Schizophrenie als
bei Kontrollpersonen teils repliziert werden (Kreczmanski et al., 2007; Pakkenberg, 1987, 1993;
Zhang et al., 2016), teils wurde jedoch auch kein statistisch signifikanter Unterschied gefunden
(Heckers et al., 1991).

Zur Messung des Volumens der KGS stehen grundsatzlich mehrere Methoden zur Verfligung.
Die weitverbreitete Volumenmessung mittels struktureller MRT in Kombination mit automatischen
Segmentierungsalgorithmen ist aufgrund technischer Weiterentwicklungen eine hochreliable Me-
thode (Hedges et al., 2022). Gleichzeitig unterliegt sie spezifischen situativen Stérvariablen wie
Bewegungsartefakten und Unterschieden in der Gewebeperfusion aufgrund von Medikation oder
Veranderungen im Flissigkeitsstatus (Weinberger & Radulescu, 2016). Bei ungleicher Verteilung
dieser Storvariablen zwischen Patientinnen- und Kontrollgruppe (beispielsweise, wenn Patientin-
nen mit Schizophrenie im MRT-Geréat starker zu Bewegungen neigen als Kontrollpersonen) kann
es hier zu falschen Befunden kommen.

Zur Erh6éhung der Validitat der gehirnmorphologischen Befunde bei Schizophrenie ist es empfeh-
lenswert, Ergebnisse aus Bildgebungsstudien im Sinne einer Triangulation mit Ergebnissen aus
methodisch diversen Studien zu erganzen. Die Messung des KGS-Volumens in post mortem Stu-
dien in Kombination mit der Cavalieri-Methode und Punktz&hlung an Gehirnschnitten kann hierbei
als wertvolle erganzende Methode betrachtet werden. Diese unterliegt zwar ebenfalls spezifi-
schen Storvariablen wie dem PMI und der Fix (Agam et al., 2002), ist daflur aber nicht von MRT-
spezifischen Storvariablen betroffen. Eine Stérke der vorliegenden Arbeit stellt in diesem Hinblick
die Erweiterung der begrenzten neuropathologischen post mortem Literatur zu kortikalen Volu-
menunterschieden bei Patientinnen mit Schizophrenie im Vergleich zu Kontrollpersonen um ei-
nen weiteren Datenpunkt dar. Es muss dabei selbstverstandlich bedacht werden, dass MRT- und
post mortem Studien auch gemeinsame Storvariablen wie Rauchen oder Medikation haben, die
im Optimalfall auf andere Weise berlcksichtigt werden sollten. Zudem ist ein gewichtiger Nachteil
von post mortem Studien die Ublicherweise geringe Stichprobengrol3e, die die Detektion von klei-
nen Gruppenunterschieden aufgrund von geringer Power evtl. unméglich macht.

Die Effektstarke von —0,61 des in der vorliegenden Arbeit festgestellten Gruppenunterschieds im
mittleren Volumen der KGS ist bemerkenswerterweise vergleichbar mit den Effektstarken aus der
Bildgebungsliteratur, jedoch erreichte diese nicht das statistische Signifikanzniveau von a = 0,05.
Insgesamt konnte somit der Befund eines niedrigeren mittleren kortikalen Volumens bei Patien-
tinnen mit Schizophrenie im Vergleich zu Kontrollpersonen nicht bestétigt werden.

5.2.2 Statistisch signifikant niedrigere mittlere Neuronenzahl bei den
Patienten mit Schizophrenie als bei den Kontrollpersonen

In der vorliegenden Arbeit wurde eine statistisch signifikant niedrigere mittlere Neuronenzahl in
der KGS in der Gruppe der Patienten mit Schizophrenie im Vergleich zur Kontrollgruppe festge-
stellt (d,q; = —0,94; P = 0,007). In der bisherigen Literatur wurde diese Grof3e kaum erforscht.

Tatsachlich ist nur eine weitere Studie (Pakkenberg, 1993) bekannt, die Unterschiede in der
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gesamtkortikalen Neuronenzahl bei Patientinnen mit Schizophrenie im Vergleich zu Kontrollper-
sonen untersuchte. Dort wurde kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den beiden
Gruppen gefunden. Allerdings verwendete diese Studie zwar einen validen stereologischen
Messansatz; zum Gruppenvergleich wurde aber ein einfacher t-Test herangezogen. Uber ein Al-
tersmatching hinaus wurde keine Berlicksichtigung von Storvariablen vorgenommen.

Dabei sprechen einige Argumente dafir, dass PMI bei der Bestimmung der kortikalen Neuronen-
zahl eine relevante Storvariable sein kdnnte. So legen auf der einen Seite zwar einige Daten
nahe, dass PMI keinen Einfluss auf die neuropathologische Morphologie hat (Blair et al., 2016).
Auf der anderen Seite weist aber das Ergebnis der vorliegenden statistischen Analyse ohne Be-
ricksichtigung von Stérvariablen (hierbei wurde wie bei (Pakkenberg, 1993) kein statistisch sig-
nifikanter Gruppenunterschied bei der mittleren Neuronenzahl in der KGS zwischen den Patien-
ten und den Kontrollpersonen gefunden) auf einen relevanten Einfluss dieser Storvariablen (Alter,
PMI, Fix, Hemisphéare) auf die Neuronenzahl hin. Einen solchen Hinweis liefert auch die in der
vorliegenden Arbeit festgestellte, statistisch signifikante Assoziation zwischen PMI und Neuro-
nenzahl (Bpy; = +0,024 x 10° pro Stunde PMI, P < 0,001). Unter Umstanden kann die Beriick-
sichtigung dieser Variable in der vorliegenden Arbeit deswegen als Starke im Vergleich zur Studie
von (Pakkenberg, 1993) angesehen werden und liefert mdglicherweise eine weniger verzerrte
Schatzung des kausalen Effekts.

Weitere Studien untersuchten die Neuronenzahl in abgegrenzten kortikalen Regionen statt dem
gesamten Kortex. In einer Untersuchung des dorsolateralen prafrontalen Kortex (Akbarian et al.,
1995) wurde zwischen einer Gruppe von Patientinnen mit Schizophrenie und einer beziiglich Al-
ter, Geschlecht und Autolyse-Zeit gematchten Kontrollgruppe in dieser Region kein statistisch
signifikanter Unterschied in der mittleren Neuronenzahl gefunden. Auch eine Bestimmung der
Neuronenzahl im prafrontalen Kortex (Thune et al., 2001) ergab keinen statistisch signifikanten
Gruppenunterschied. Dabei erfolgte ein Matching bezlglich Alter, es wurden statistisch signifi-
kante Gruppenunterschiede des PMI und Fix zwischen den Gruppen ausgeschlossen, und ein
valider stereologischer Ansatz wurde angewendet. Im Unterschied dazu ergab eine Untersu-
chung des primaren visuellen Kortex (Dorph-Petersen et al., 2007) eine statistisch signifikant
niedrigere mittlere Neuronenzahl in einer Gruppe von Patientinnen mit Schizophrenie im Ver-
gleich zu Kontrollpersonen. Auch hier kam ein valider stereologischer Ansatz unter Zuhilfenahme
der optical fractionator Methode zum Einsatz; zudem fanden PMI und zahlreiche weitere Variab-
len wie Gehirn-pH und die Dauer der Gewebelagerung Berlcksichtigung. Da die Befunde in ab-
gegrenzten kortikalen Regionen jedoch nicht auf den gesamten Kortex verallgemeinerbar sind,
koénnen sie nicht zur Beurteilung der Neuronenzahl in der globalen KGS herangezogen werden.
Eine Stérke der vorliegenden Arbeit ist die Anwendung eines design-based stereologischen Zahl-
verfahrens, das als Goldstandard in der quantitativen Untersuchung von post mortem Geweben
gilt (von Bartheld et al., 2016).

Anders als bisher angenommen deuten die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit auf eine Verrin-
gerung der mittleren Neuronenzahl in der KGS bei Schizophrenie hin. Diese kann entweder durch
eine primare Minderanlage von Neuronen im Rahmen einer gestorten Gehirnentwicklung oder
durch einen Untergang zuvor angelegter Neurone im Rahmen einer Neurodegeneration bedingt
sein. In der Tat weisen Daten aus genetischen und Tiermodellstudien darauf hin, dass Stérungen
der neuronalen Proliferation und Migration eine Rolle in der Pathophysiologie der Schizophrenie
spielen kénnten (Muraki & Tanigaki, 2015). Durch eine mangelnde Entstehung oder Wanderung
von kortikalen Neuronen an ihren Zielort kdnnten diese Mechanismen zu einer verminderten kor-
tikalen Neuronenzahl fuhren.
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Gleichzeitig liegen zahlreiche Hinweise vor, dass es bei Patientinnen mit Schizophrenie wahrend
der Adoleszenz aufgrund eines Uberaktiven synaptischen Prunings zu einem exzessiven Verlust
von Synapsen kommt (Howes & Onwordi, 2023). So legen genetische Daten eine erhdhte Aktivi-
tat des C4-Komplements, das die Elimination von Synapsen durch Mikroglia mediiert, im Gehirn
von Patientinnen mit Schizophrenie nahe (Sekar et al., 2016). Zudem wurde wiederholt eine nied-
rigere mittlere Anzahl von dendritic spines an Neuronen im Gehirn von Patientinnen mit Schizo-
phrenie festgestellt, welches ein Surrogatmarker fur die Anzahl an Synapsen ist (Glausier &
Lewis, 2013). Fur eine verminderte Synapsenzahl spricht auch der Befund einer verminderten
Konzentration synaptischer Proteine (Osimo et al., 2019). Da Neuronen lber synaptische Ver-
bindungen trophische Stimuli erhalten, die diese am Leben erhalten (Davies, 2003), kdnnte ein
Verlust von Synapsen wéahrend der Gehirnentwicklung Uiber eine vermehrte neuronale Apoptose
zu einer verminderten mittleren Anzahl von kortikalen Neuronen im Gehirn von Patientinnen mit
Schizophrenie fihren. Es wurde zudem in der Erforschung der Alzheimer-Demenz gezeigt, dass
Mikroglia Entziindungsmediatoren sezernieren kdnnen, die zu einer Neurodegeneration fuhren
kénnen (Wyss-Coray & Rogers, 2012). So kénnte es Uber eine erhdhte Mikroglia-Aktivitat im
Rahmen eines exzessiven Pruning durch neuroinflammatorische Prozesse ebenfalls zu einem
Untergang von Neuronen und einer verringerten mittleren Neuronenzahl kommen.

Eine weitere mogliche Erklarung fir die niedrigere mittlere Neuronenzahl in der KGS von Patien-
tinnen mit Schizophrenie ist eine erhthte Vulnerabilitat kortikaler Neurone gegeniber einem al-
tersabhangigen Untergang. In diesem Fall ware der Verlust der Neurone eine ,downstream“-Kon-
sequenz der Erkrankung an Schizophrenie und nicht Teil der fir die klinische Primdrmanifestation
ursachlichen Pathophysiologie. Die Hypothese einer solchen erhdhten Vulnerabilitdt gegeniber
einer altersbedingten Neurodegeneration wird auch von dem erhéhten Demenz-Risiko von Pati-
entlnnen mit Schizophrenie gestiitzt (Cai & Huang, 2018). Dariiber hinaus gibt es jedoch keine
stichhaltigen Hinweise fur einen beschleunigten kognitiven Abbau bei Patientinnen mit Schizo-
phrenie im Vergleich zur Normalbevélkerung (McCutcheon et al., 2023). Zudem sprechen auch
die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit nicht fir eine verstérkte altersabhangige Neurodegene-
ration, da das Patientenalter nicht negativ, sondern statistisch signifikant positiv mit der Neuro-
nenzahl in der KGS korrespondierte (8,4, = +0,028 x 10° pro Jahr Alter, P = 0,035).

Die in den letzten Abséatzen beschriebenen Prozesse entsprechen sowohl einer Stérung der Ge-
hirnentwicklung (Stérungen der neuronalen Proliferation und Migration, exzessives synaptisches
Pruning) als auch einer Neurodegeneration, die weiter unterteilt werden kann in Prozesse, die
mdglicherweise einer klinischen Erstmanifestation der Erkrankung kausal vorausgehen (neuro-
nale Apoptose durch Verlust trophischer Stimuli und Mikroglia-assoziierte Neuroinflammation),
und solche, die der Erstmanifestation nachgelagert sind und fur diese keine kausale Relevanz
haben (erhdhte Vulnerabilitat von Neuronen gegeniiber einem altersbedingten Untergang). Dabei
ist das derzeit akzeptierte atiologische Modell der Schizophrenie das einer gestérten pra- und
postnatalen Gehirnentwicklung, wéhrend klassische neurodegenerative Prozesse weniger als
Faktor in der Pathophysiologie angesehen werden, da eine Gliose, wie sie fir klassische Neuro-
degeneration typisch ist, im Gehirn von Patientinnen mit Schizophrenie nicht gefunden werden
konnte (Lewis & Levitt, 2002). Es ist jedoch wahrscheinlich, dass Schizophrenie weder eine typi-
sche Gehirnentwicklungsstérung noch eine klassische neurodegenerative Erkrankung ist, son-
dern Elemente beider Stdérungstypen aufweist (Ashe et al., 2001). Letztendlich kann die Frage
nach der Atiologie der niedrigeren mittleren Neuronenzahl in der KGS bei Patientinnen mit Schi-
zophrenie mit den vorliegenden Daten nicht sicher beantwortet werden. Stereologische post mor-
tem Studien wie die vorliegende Arbeit erlauben immer nur einen einzigen Schnappschuss der
Neuropathologie der Gehirne Erkrankter und lassen keinen Einblick in den zeitlichen Verlauf zu.
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Insbesondere liegen nur Praparate von Patientinnen nach der klinischen Erstmanifestation der
Schizophrenie vor. Mit diesen lasst sich nicht beantworten, ob neuropathologische Veranderun-
gen bereits vor der klinischen Erstmanifestation vorlagen und somit durch ihr zeitliches Vorher-
gehen eine moégliche kausale Rolle bei der Auspragung dieser spielten.

Die sehr kleine Zahl bisheriger Studien zur kortikalen Neuronenzahl bei Patientinnen mit Schizo-
phrenie sollte durch weitere Untersuchungen ergénzt werden, um den Befund der vorliegenden
Arbeit einer verminderten mittleren Neuronenzahl in den post mortem Gehirnen der Patienten mit
Schizophrenie im Vergleich zu den Kontrollpersonen entweder zu bestéatigen oder zu widerlegen
und diese Uberlegungen auf ein starkeres empirisches Fundament zu stellen.

5.2.3 Statistisch signifikant niedrigere mittlere Neuronendichte bei den
Patienten mit Schizophrenie als bei den Kontrollpersonen

Neben der mittleren Neuronenzahl war in der vorliegenden Arbeit auch die mittlere Neuronen-
dichte in der KGS in der Gruppe der Patienten mit Schizophrenie statistisch signifikant niedriger
als bei den Kontrollpersonen (d,q; = —0,57; P = 0,041). Dieses Ergebnis kontrastiert mit friiheren
Studien, die Uberwiegend eine hdhere mittlere kortikale Neuronendichte bei Schizophrenie fest-
stellten (Bakhshi & Chance, 2015). Solche Befunde héherer Neuronendichten fihrten in Zusam-
menschau mit dem gut replizierten Befund eines niedrigeren kortikalen Volumens (Haijma et al.,
2013; van Erp et al., 2018; Wright et al., 2000) zur Reduced-Neuropil-Hypothese der Schizophre-
nie (Selemon & Goldman-Rakic, 1999), die ein vermindertes Volumen des kortikalen Neuropils
als pathophysiologisches Merkmal der Schizophrenie postuliert. Demnach kommt es durch eine
Volumenabnahme des interzellularen Neuropils zu einer dichteren Lagerung von Neuronen im
Kortex, wodurch die Neuronendichte steigt. Da synaptische Verbindungen einen grof3en Anteil
am Neuropil ausmachen (Purves et al., 2018), korrespondiert die Reduced-Neuropil-Hypothese
auch gut mit der Hypothese eines Uberaktiven synaptischen Pruning.

Auf der anderen Seite steht der Reduced-Neuropil-Hypothese entgegen, dass der Befund einer
hdheren mittleren kortikalen Neuronendichte nicht konsistent repliziert werden konnte und auch
Befunde einer gleichen oder niedrigeren mittleren Dichte nicht selten sind (Bakhshi & Chance,
2015). In einer metaanalytischen Auswertung von post mortem Studien fanden Bakhshi und
Chance (Bakhshi & Chance, 2015) eine Altersabhangigkeit des Gruppenunterschiedes der mitt-
leren kortikalen Neuronendichte. Als Erklarung schlugen sie ein Modell vor, dass bei Patientinnen
mit Schizophrenie die natirliche Zunahme der kortikalen Neuronendichte mit dem Alter langsa-
mer als bei Gesunden verlauft, wodurch bei jingeren Patientinnen (bis ca. 70 Jahren) zwar noch
eine hohere mittlere Neuronendichte als bei Kontrollpersonen besteht, sich dieser Unterschied
aber bei Patientinnen mit Schizophrenie im héherem Alter (ab etwa 70 Jahren) umkehrt und dann
eine relativ niedrigere mittlere kortikale Neuronendichte bei diesen vorkommt. Der in der vorlie-
genden Arbeit festgestellte, statistisch signifikant positive Zusammenhang zwischen der Neuro-
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nendichte und dem Alter der Studienteilnehmer (8,4, = +0,313 x Clm% pro Jahr Alter, P < 0,001)

unterstutzt diese Hypothese. Dagegen spricht jedoch das eher junge Alter der untersuchten Pro-
banden (unter 70 Jahren), das der Hypothese zufolge eher eine héhere mittlere kortikale Neuro-
nendichte in der Gruppe der Patienten mit Schizophrenie erwarten lassen sollte.

Wichtig zu beachten ist, dass fast alle bisherigen Studien die Neuronendichte in abgegrenzten
kortikalen Arealen insbesondere im Frontal- und Temporallappen statt im gesamten Kortex un-
tersuchten (Bakhshi & Chance, 2015). Eine Verallgemeinerung von Unterschieden in mittleren
Neuronendichten in diesen lokalen Bereichen auf die gesamte KGS ist aber — wenn Uberhaupt —
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nur begrenzt mdglich. Insbesondere schlief3t die Feststellung einer lokal héheren mittleren Neu-
ronendichte die Mdglichkeit einer global niedrigeren mittleren Neuronendichte keineswegs aus.
In diesem Zusammenhang liefern auch die Ergebnisse der einzigen bekannten Studie zur Unter-
suchung der kortikalen Neuronendichte in allen Hirnlappen (Pakkenberg, 1993) keine eindeutige
Unterstltzung fiir eine globale Gultigkeit der Reduced-Neuropil-Hypothese. Hier wurde einzig im
Temporallappen eine héhere mittlere kortikale Neuronendichte bei Patientinnen mit Schizophre-
nie festgestellt, jedoch keine statistisch signifikanten Dichteunterschiede in den Frontal-, Parietal-
und Okzipitallappen. Komplizierend kommt jedoch hinzu, dass die Interpretierbarkeit dieser Stu-
die durch eine fehlende Beriicksichtigung von Storvariablen wie PMI und Fix limitiert ist (es er-
folgte lediglich ein Matching bezuglich Alter). Da die Schatzung der Neuronendichte direkt von
der Schatzung der Neuronenzahl abgeleitet ist, ist genau wie bei letzterer ein verzerrender Ein-
fluss durch beispielsweise PMI nicht auszuschlieRen, insbesondere deswegen, da in der vorlie-
genden Arbeit ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen PMI und Neuronendichte

6
festgestellt wurde (Bpy; = +0,221 X Clm% pro Stunde PMI, P < 0,001). Eine Starke der vorliegen-

den Arbeit ist, dass sie als eine der wenigen Studien zur Neuropathologie der Schizophrenie die
KGS in ihrer Gesamtheit anstatt von abgegrenzten kortikalen Arealen untersuchte, und dabei mit
dem design-based stereologischen Zahlverfahren eine vergleichsweise hochwertige Methode
verwendet wurde.

Zusammenfassend korrespondiert der Befund einer statistisch signifikant niedrigeren mittleren
Neuronendichte in der KGS bei den Patienten mit Schizophrenie im Vergleich zu den Kontroll-
personen wie auch schon der Befund einer statistisch signifikant niedrigeren mittleren Neuronen-
zahl mit der Annahme eines (beispielsweise Pruning-assoziierten) Verlustes oder einer gestorten
Proliferation oder Migration kortikaler Neurone im Rahmen einer gestdrten Gehirnentwicklung. In
Zusammenschau mit den anderen Ergebnissen der vorliegenden Arbeit liefert diese somit wich-
tige Hinweise auf eine Abnahme der mittleren Neuronenzahl und -dichte in der KGS bei einem
gleichbleibenden mittleren kortikalen Volumen bei Patienten mit Schizophrenie im Vergleich zu
Kontrollpersonen. Aufgrund der geringen Verfiigbarkeit von quantitativen neuropathologischen
Daten fur den gesamten Kortex von Patientinnen mit Schizophrenie sind weitere Studien fir die
Stutzung oder Widerlegung dieser Hypothese notwendig.

5.2.4 Einfluss der Storvariablen

In der Stichprobe, die in der vorliegenden Arbeit untersucht wurde, ging héheres Alter mit einer
statistisch signifikant hdheren Neuronenzahl und Neuronendichte einher. Ebenso ging ein hdhe-
res PMI mit einer statistisch signifikant hdheren Neuronenzahl und Neuronendichte einher.

Diese Ergebnisse scheinen zunéchst tberraschend, da aus der Literatur Hinweise auf eine mit
dem Alter gleichbleibende (Terry et al., 1987) oder sinkende (Pakkenberg & Gundersen, 1997)
kortikale Neuronenzahl und ebenso eine gleichbleibende (Pakkenberg & Gundersen, 1997) oder
sinkende (Flood & Coleman, 1988) Neuronendichte bestehen. In den genannten Studien wurden
allerdings Teilnehmerinnen aller Altersklassen von 24-100 (Terry et al., 1987) bzw. 20-90
(Pakkenberg & Gundersen, 1997) Jahren eingeschlossen und eine tatsachliche Abnahme der
Neuronenzahl wurde erst ab einem Alter von ca. 55 Jahren beobachtet. Die geringe Zahl von
Patienten in der vorliegenden Arbeit (iber dieser Altersgrenze macht die Ergebnisse nur einge-
schrénkt vergleichbar.

Bei langem PMI kann es durch vermehrte enzymatische Autolyse-Prozesse und physikalischen
Zerfall von Molekilen wie Nukleinsauren prinzipiell zu veranderten Farbeeigenschaften von
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untersuchtem Gewebe kommen. Dabei ist sowohl eine schlechtere (z. B. durch Zerfall von Bin-
destellen fuir Farbemolekile) als auch bessere (z. B. durch bessere Zuganglichkeit von Binde-
stellen fur Farbemolekile aufgrund des Zerfalls von Diffusionsgrenzen wie Zellmembranen) Farb-
barkeit denkbar. Empirische Untersuchungen (Blair et al., 2016) relativieren jedoch diese Uber-
legungen, indem sie nahelegen, dass ein langeres PMI nicht mit morphologischen Veranderun-
gen einhergeht.

In den parallel durchgefiihrten Messungen der Neuronenzahl und -dichte in Area 24 im Rahmen
der Dissertation von Melanie Popal und der Neuronen- und VEN-Zahl und -dichte in Lamina V
der Area 24 im Rahmen der Dissertation von Alisa Vollhardt wurden keine statistisch signifikanten
Zusammenhange mit dem Alter oder PMI beobachtet (lediglich die Neuronendichte in Lamina V
der Area 24 war statistisch signifikant mit Alter und PMI assoziiert) (Gaus et al., 2022). Der in der
vorliegenden Arbeit beobachtete Zusammenhang der Neuronenzahl und -dichte mit dem Alter ist
somit moglicherweise nicht systematisch. Weitere Untersuchungen des Zusammenhanges zwi-
schen Alter, PMI, Farbeverhalten und Mikroanatomie sind fur belastbare Schlussfolgerungen not-
wendig.

5.3 Diskussion der Methoden

5.3.1 Auswahl der Studienteilnehmer

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Préaparate sind Teil der Gehirnbank der Universitat
Wirzburg. Diese Gehirnbank wurde bereits in friilheren Studien unserer Arbeitsgruppe untersucht
(Casanova et al., 2005; Hoistad et al., 2013; Kreczmanski et al., 2007; Kreczmanski et al., 2005).
Der Zweck von Gehirnbanken ist die Zurverfiigungstellung von post mortem Gehirngewebe von
Patientinnen, die an neuropsychiatrischen Erkrankungen gelitten hatten, an eine grofl3ere Gruppe
von Forscherlnnen zur Durchfihrung von wissenschaftlichen Untersuchungen. Zur Sicherstel-
lung der Qualitét von Gehirnbanken wurden fir ihre Zusammenstellung und Organisation be-
wahrte Vorgehensweisen ausgearbeitet (Bell et al., 2008; Schmitt et al., 2007; Vonsattel et al.,
2008). So wird empfohlen, gezielt Praparate sowohl von &lteren als auch jungeren (beispiels-
weise an Suizid verstorbenen) Patientinnen zu sammeln, um einem Selektionsbias durch im Alter
verstorbene Patientinnen entgegenzuwirken. Um eine Berlcksichtigung weiterer Storvariablen
zu ermoglichen, sollen verschiedene klinische und neuropathologische Daten erhoben und doku-
mentiert werden. Da zur Erzielung einer hohen Homogenitat der Fallgruppe beziglich des Fall-
status wie bei allen Fall-Kontroll-Studien auch bei Gehirnbanken eine Auswahl der Félle anhand
von maoglichst spezifischen Inklusionskriterien nétig ist (Song & Chung, 2010), wird eine Standar-
disierung der Diagnosestellung anhand von DSM-1V- und ICD-10-Kriterien empfohlen.

Die Gehirnbank der Universitat Wirzburg entspricht zum grof3en Teil diesen Richtlinien. Die Ho-
mogenitat der Fallgruppe wurde durch eine Prufung der Krankenakten auf Ubereinstimmung mit
den DSM-IV- und ICD-10-Kriterien der Schizophrenie sichergestellt. Kontrollpersonen wurden nur
dann eingeschlossen, wenn bei lhnen anhand der Krankenakten das Vorliegen psychiatrischer
Erkrankungen ausgeschlossen werden konnte. Groben neuroanatomischen Verzerrungen wurde
vorgebeugt, indem das Vorhandensein manifester neurologischer Erkrankungen oder Eingriffe
als Ausschlusskriterium definiert wurde. Félle und Kontrollpersonen wurden auf Geschlecht und
Alter gematcht. Eine spéatere statistische Kontrolle der neuropathologischen Variablen PMI und
Fix, beides potenzielle Stérvariablen in neuropathologischen Untersuchungen (Agam et al.,
2002), wurde durch ihre Dokumentation erméglicht. Der Ausschluss von mehreren Teilnehmern
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(S11, S13, C1, C4, C11) aufgrund von fehlenden Schnitten fihrte wohl nicht zu einem Bias, da
nicht angenommen werden kann, dass die Wahrscheinlichkeit fir das Verlorengehen von Schnit-
ten von klinischen oder neuropathologischen Variablen abhéngig ist.

Die Auswabhl der Studienteilnehmer in der vorliegenden Arbeit hat jedoch auch Limitationen. Die
offensichtlichste ist dabei die kleine Stichprobengréf3e von n = 21. Aufgrund des hohen Aufwan-
des, der fur die Zusammenstellung und Untersuchung neuropathologischer Studienmaterialien
erforderlich ist, haben die meisten humanen post mortem Studien diese Limitation einer kleinen
StichprobengroRe gemeinsam. Diese hat mehrere Implikationen. Zum einen sinkt die statistische
Power, also die Wahrscheinlichkeit, in der Realitat vorhandene Effekte zu entdecken, wodurch
kleinere Effektstarken in Gruppenunterschieden nicht auf einem niedrigeren Signifikanzniveau
(kleines @) detektiert werden kénnen. Entsprechend erreichte selbst die hier festgestellte Effekt-
starke von d,q; = —0,61 flir das Volumen der KGS trotz Uberragen von metaanalytisch gesicher-
ten und hochsignifikanten Effektstarken fur kortikale Volumenunterschiede bei Patientinnen mit
Schizophrenie (Haijma et al., 2013; van Erp et al., 2018; Wright et al., 2000) keine statistische
Signifikanz. Zum anderen bringt eine kleine Stichprobengrol3e weitere Komplikationen wie einen
niedrigen positiven pradiktiven Wert statistisch signifikanter Ergebnisse und eine Uberschatzung
festgestellter Effekte mit sich (Button et al., 2013). Wird ein Forschungsfeld von Studien mit klei-
ner Stichprobengro3e dominiert, kdnnen diese Phanomene zu gewichtigen Verzerrungen der ge-
samten Forschungslandschaft beitragen (loannidis, 2005).

Eine zweite Limitation ist die mangelnde Erfassung klinischer Variablen wie Medikamentenein-
nahme und Rauchen als potenzielle Storvariablen. Ein zentraler Parameter, in dem sich Fall- und
Kontrollgruppe gravierend unterscheiden, ist hierbei antipsychotische Medikation. Obwohl keine
Hinweise auf substanzielle neuropathologische Verdnderungen durch Antipsychotika bestehen
(Harrison, 1999), kann ein Einfluss auf die Gehirnmorphologie nicht vollig ausgeschlossen wer-
den. So kénnten diese Wirkstoffe zu einer Abnahme von Gehirnvolumina beitragen (Moncrieff &
Leo, 2010), was aber fur die Bestimmung von Gesamt-Neuronenzahlen mit den in der vorliegen-
den Arbeit verwendeten design-based stereologischen Methoden irrelevant ist. Der Befund ge-
hirnmorphologischer Effekte des Tabakrauchens (Karama et al., 2015) ist insbesondere deswe-
gen bedeutsam, weil eine starke epidemiologische Assoziation zwischen Schizophrenie und
Rauchverhalten mit einer mittleren Odds Ratio von 5,9 besteht (de Leon & Diaz, 2005). Auch eine
Kontrolle fiir den sozio6konomischen Status konnte in der vorliegenden Arbeit nicht erfolgen, da
zwar auf eine vergleichbare Verteilung soziodkonomischer Parameter zwischen den Gruppen
achtgegeben, gleichzeitig aber kein genaues Matching durchgefiihrt wurde. Die nicht durchge-
hend genaue Angabe des PMI (bei manchen Teilnehmern war das genaue PMI unbekannt und
nur eine obere Grenze konnte angegeben werden, z.B. <24 h) stellt eine Unschéarfequelle bei der
Modellierbarkeit dieser Storvariable dar.

Die Auswahl ausschlieBlich mannlicher Studienteilnehmer stellt eine dritte Limitation dar. Insbe-
sondere, da es bei Schizophrenie Geschlechterunterschiede zu geben scheint (Abel et al., 2010;
Leung & Chue, 2000), ist eine Ubertragung unserer Ergebnisse auf weibliche Patienten mit Schi-
zophrenie nur eingeschrankt maglich. Dabei macht auch die historische Unterreprésentation von
Frauen in biomedizinischen Studien (Holdcroft, 2007) eine Sammlung von Daten in weiblichen
oder geschlechterausgeglichenen Populationen wichtig.

Eine vierte, kleinere Limitation ist, dass komorbide psychische Erkrankungen abgesehen von der
schizoaffektiven Stérung kein explizites Ausschlusskriterium in der Fallgruppe darstellten. Vor
dem Hintergrund der hohen Komorbiditat von Schizophrenie mit anderen psychiatrischen Erkran-
kungen (Buckley et al.,, 2009) ermdglicht dies potenzielle Verzerrungen aufgrund von
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neuroanatomischen Unterschieden, die auf undokumentierte Komorbiditaten statt auf Schizo-
phrenie zuriickgehen.

Der Prozess der Teilnehmerauswabhl in der hier untersuchten Gehirnbank der Universitat Wirz-
burg ist mit dem aus anderen Gehirnbanken vergleichbar. So erfolgte die Auswahl der Falle in
der Dusseldorfer Gehirnbank (Falkai et al., 2016) nach den ICD-9-Kriterien fiir Schizophrenie;
Ausschlusskriterium fur Kontrollpersonen war eine Geschichte von neuropsychiatrischen Erkran-
kungen und es erfolgte ein Matching bezuglich Alter, Geschlecht und PMI. Das Matching beziig-
lich PMI in der Dusseldorfer Gehirnbank ermdglichte eine direktere Kontrolle dieser Storvariable
und stellt gegebenenfalls einen Vorteil gegentber der Wirzburger Gehirnbank dar. Auch in der
Gehirnbank aus Essex, Belfast und Oxford (Highley et al., 1999) wurde jede Art der Psychopa-
thologie aufseiten der Kontrollpersonen als Ausschlusskriterium angelegt; Voraussetzung fir den
Einschluss in die Fallgruppe war ein Ubereinstimmen mit den DSM-IV-Kriterien fiir Schizophrenie.
Im Unterschied zur Wirzburger Gehirnbank war das Erfillen der Kriterien der schizoaffektiven
Storung kein Ausschluss-, sondern ebenfalls ein Einschlusskriterium, was eventuell die Homoge-
nitat der Fallgruppe beziiglich des Fallstatus senkt und gegebenenfalls einen Nachteil darstellt.
Im Unterschied zur Wirzburger Gehirnbank wurde jedoch die Lebenszeit-Antipsychotikaein-
nahme in einer dreistufigen Kodierung erfasst, was eine Kontrolle dieser Variable erlaubte. Bei
der Gehirnbank des Stanley Foundation Neuropathology Consortium (Torrey et al., 2000) wurden
auf der Grundlage von medizinischen und psychiatrischen Unterlagen und Informationen zum
sozialen Umfeld anhand von DSM-IV-Kriterien die Diagnose einer Schizophrenie gestellt. Im Un-
terschied zur Wirzburger Gehirnbank wurden zahlreiche soziokonomische und neuropathologi-
sche Daten erhoben und dokumentiert, darunter auch eine Schatzung der Lebenszeit-Antipsy-
chotikaeinnahme. Bei den Kontrollpersonen erfolgte zum Ausschluss von psychiatrischen Erkran-
kungen allerdings lediglich ein Telefoninterview mit Angehdrigen statt einer Beurteilung der Kran-
kenakten. Eine Besonderheit der Gehirnbank des Stanley Foundation Neuropathology Consor-
tium besteht in der unterschiedlichen Verarbeitung der beiden Hemispharen jedes Teilnehmers,
da bei jedem Teilnehmer per Zufallsauswahl eine der Hemisphéaren in Formalin fixiert und die
andere direkt eingefroren wurde. Aus diesem Grund hatten einige auf dieser Gehirnbank basie-
rende Studien nur jeweils eine Hemisphare pro Teilnehmer zur Verfiigung (Uranova et al., 2004),
was einen Vergleich zwischen linker und rechter Hemisphéare praktisch unmdglich macht.

Fur die Weiterentwicklung neuropathologischer post mortem Forschung wird in zukiinftigen Un-
tersuchungen die erfolgreiche Adressierung der Hauptlimitation des Feldes, namlich der kleinen
Stichprobengréf3en, eine entscheidende Rolle spielen. Da die Zusammenstellung von Gehirn-
banken aus ethischen und technischen Grinden immer eine organisatorische Herausforderung
bleiben wird, liegt hierbei eine grof3e Hoffnung auf der Verdéffentlichung und Zugéanglichmachung
von bestehenden Gehirnbanken. Als Vorbild hierfir kann die Neurobildgebungs-Forschung gel-
ten, in der Data-Sharing-Praktiken bereits die Norm sind (Poldrack & Gorgolewski, 2014). Da die
Veroffentlichung von physischen Materialien im Vergleich zu digitalen Bildgebungs-Datensatzen
einen deutlich héheren organisatorischen Aufwand erfordert, ist eine Zugénglichmachung von
Gehirnbanken eine vergleichsweise grof3e Herausforderung. Demgegeniber steht jedoch der
hohe Gewinn fur das Forschungsfeld, der durch zuséatzliche, methodisch hochwertige Untersu-
chungen bestehender Gehirnbanken durch institutsfremde Forschungsgruppen oder gar durch
Untersuchungen an mehreren gepoolten Gehirnbanken mit einer entsprechend grof3en und gut
gepowerten Stichprobengréf3e erreicht werden kann. In diesem Fall kbnnten auch kleine Effekt-
starken in Gruppenunterschieden detektiert werden, und festgestellte Ergebnisse héatten einen
héheren positiven pradiktiven Wert und damit eine héhere Zuverlassigkeit. Um dies zu erreichen,
sollten fir interessierte Forscherlnnen einfache und effiziente Zugangswege zu Gehirnbanken
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geschafft werden. Zulassungsprozesse sollten funktional sein und soweit vertretbar mit geringen
birokratischen Hirden einhergehen. Zu zusétzlichen Untersuchungen an bestehenden Gehirn-
banken sollte explizit ermutigt und diese unterstiitzt werden. Perspektivisch sollte auch eine Stan-
dardisierung der Praparationsmethoden in Gehirnbanken angestrebt werden, damit Praparate
aus verschiedenen Gehirnbanken zur Durchfiihrung von Untersuchungen an gepoolten Samples
moglichst vergleichbar sind. Ein erster Schritt in diese Richtung wurde bereits von unserem und
anderen Instituten mit der Veroffentlichung von Empfehlungen zur Planung und Durchfiihrung
von Gehirnbanken getan (Bell et al., 2008; Schmitt et al., 2007; Vonsattel et al., 2008).

5.3.2 Préaparation

Allgemein besteht bei der neuropathologischen Préaparation von Gehirnen folgendes Dilemma
(Heinsen, 1991): Die oft empfohlene und durchgefiihrte Erstellung von 20-40 pum dinnen Schnit-
ten der gesamten Hemisphére kostet viel Zeit und Aufwand. Demgegenuber verbietet die tech-
nisch bedeutend einfachere Anfertigung sehr dicker (bis zu 20 mm) Schnitte oftmals eine Identi-
fikation kleiner mikroskopischer Veranderungen. Eine alternative Aufteilung des Gehirns in Ge-
webewdrfel mit anschlielender Anfertigung dinner Schnitte dieser Wirfel anstatt der gesamten
Hemisphére erleichtert zwar die Praparation, zerstort aber gleichzeitig die strukturelle Integritat
des Gehirns und erschwert erheblich die Identifikation von Arealgrenzen.

Eine alternative Methode, bei der mitteldicke (700 pum) koronare Schnitte der gesamten Hemi-
sphére angefertigt und mit Gallocyanin geféarbt werden, wurde in der Literatur (Heinsen, 1991)
vorgeschlagen und zur Praparation der in der vorliegenden Arbeit untersuchten post mortem Ge-
hirne angewandt. Wie ebenfalls in der Literatur (Schmitt et al., 2007) fur die neuropathologische
Untersuchung im Rahmen von Gehirnbanken empfohlen, sieht diese Methode eine Fixierung mit
Formalin vor.

Die im Vergleich zur Standardmethode hdéhere Schnittdicke hat nicht nur den Vorteil eines gerin-
geren Aufwandes und einer héheren Verarbeitungsgeschwindigkeit. Sie ermdglicht auch die spe-
zifische Untersuchung von Neuronen und Gliazellen, da Gallocyanin selektiv an Zellkern-DNA
und die Nissl-Substanz neuronaler Perikarya bindet (Sandritter et al., 1954), wahrend myelini-
sierte Fasertrakte ausgespart bleiben. Da durch die hohe Schnittdicke zudem mehrere Reihen
Ubereinanderliegender Neurone zur Darstellung kommen, kann die Zytoarchitektur gréf3erer Zell-
verbande wie kortikaler Laminae besonders gut beurteilt und Gehirnareale genau voneinander
abgegrenzt werden (vgl. Abbildung 1C,D). Ein weiterer Vorteil dieser Technik ist, dass durch die
Einbettung in Gelatine eine unlésliche und haltbare Hulle entsteht, durch die die Schnitte gegen-
Uber physikalischen Artefakten wie Rissen oder Verformungen widerstandsfahig werden. Tan-
gential angeschnittene Gyri bleiben durch die Gelatine mit dem Rest des Gehirns verbunden und
gehen nicht verloren, wodurch der Kortex in seiner gesamten dreidimensionalen Ausdehnung
erfasst werden kann. Da Axone nicht gefarbt werden, ist ein allgemeiner Nachteil dieser Methode,
dass myelinisierte Fasertrakte und die weil3e Substanz nicht untersucht werden kénnen. Ein Vor-
teil, der den Zwecken der kortikalen Volumenmessung und Zellz&hlung in der vorliegenden Arbeit
besonders zugutekam, war die gute Beurteilbarkeit sowohl von einzelnen Neuronen als auch der
Grenze zwischen KGS und weiRer Substanz.

In vergleichbaren Arbeiten wurden oftmals Standardmethoden mit Anfertigung diinner (ca. 20
pum), in Paraffin eingebetteter koronarer Schnitte ganzer Hemisphéaren (oder nur kleinen Gewe-
beblécken aus Hemispharen) verwendet. Fiir die Gehirnbank der Universitat Disseldorf (Falkai
et al., 2016) wurden 20 um diinne Paraffinschnitte erstellt, die mittels Nissl- und Myelin-Farbung
gefarbt wurden. Die Praparate der Gehirnbank des Stanley Foundation Neuropathology
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Consortium (Torrey et al., 2000) bestehen aus 10-14 um dinnen Paraffinschnitten der ganzen
Hemisphare. Die Schnitte sind zunachst ungefarbt, und die Farbung wird den untersuchenden
Forschungsgruppen Uberlassen. Mitunter wird von diesen ebenfalls die Nissl-Farbung benutzt
(Uranova et al., 2004).

Eine kleine Limitation der vorliegenden Arbeit ist, dass das post mortem Gehirn eines Teilneh-
mers (C7) nicht wie die der anderen in Agarose oder Gelatine, sondern in Celloidin eingebettet
wurde. Da allerdings auch die Schnitte dieses post mortem Gehirns anschlieRend mit Gallocya-
ning gefarbt wurden, ist eine signifikante Verzerrung der neuropathologischen Beurteilbarkeit we-
nig wahrscheinlich.

5.3.3 Schatzung von Volumen und Neuronenzahl

Eine ideale Messmethode zeichnet sich durch zwei Gutekriterien aus: Die produzierten Mess-
werte liegen im Mittel méglichst nahe an dem wahren, gemessenen Wert (hohe Validitéat/niedriges
Bias) und haben von Messwert zu Messwert eine mdglichst niedrige Streuung um ihren Mittelwert
herum (hohe Reliabilitat/niedrige Varianz).

Die in der vorliegenden Arbeit verwendete Methode der design-based Stereologie ist prinzipiell
unbiased (also von optimaler Validitat), solange keine Biases durch die vorhergehende Verarbei-
tung des Gewebes eingefuhrt werden (z.B. durch Gewebeschrumpfung, Artefakte durch das
Schneiden, unzureichende Penetration des Gewebes durch die Farbemittel) und die Struktur in
ihrer vollen dreidimensionalen Ausdehnung untersucht wird (Schmitz & Hof, 2005). Da die in der
vorliegenden Arbeit verwendete Préaparationstechnik (Heinsen, 1991) durch die Einbettung von
post mortem Gehirnen in Gelatine eine geringe Artefaktbelastung und durch die Farbung mit Gal-
locyanin eine selektive und eindeutige Darstellung von Neuronen verspricht, ist von dieser Seite
nur eine geringe Verzerrung zu erwarten. Die Hemisphé&ren wurden in ihrer gesamten Ausdeh-
nung untersucht, und post mortem Gehirne, von denen nicht alle Schnitte verfligbar waren (S11,
S13, C1, C4, C11), wurden von der Untersuchung ausgeschlossen. Darlber hinaus erfolgte vor
Beginn der eigentlichen Untersuchungen im Rahmen der vorliegenden Arbeit ein Training des
Untersuchers zur Bestimmung von Gesamt-Neuronenzahlen mittels design-based stereologi-
scher Methoden an fremden Kleinhirnpraparaten, bis der Untersucher bereits bekannte Gesamt-
Neuronenzahlen valide reproduzieren konnte. Diese zuséatzliche MaRnahme verminderte einen
moglichen Bias vonseiten des Untersuchers zusétzlich.

Handelt es sich bei einer Messung wie im vorliegenden Fall um eine Ubertragung von Messer-
gebnissen anhand einer Stichprobe auf eine Grundgesamtheit, so steigt ihre Reliabilitat mit der
GroRe der Stichprobe. Im Falle der Volumenschéatzung mittels Cavalieri-Methode und Punktzéh-
lung entspricht die Stichprobe der Anzahl der untersuchten Punkte pro Objekt (hier Hemisphére).
Diese kann durch eine Verkleinerung der Gitterabstande sowie eine Erhéhung der Zahl der un-
tersuchten Schnitte pro Objekt vergré3ert werden. Im Falle der Neuronenzahlung mit der ,optical
fractionator” Methode entspricht die Stichprobe der Summe der Volumina aller untersuchten un-
biased virtual counting spaces. Diese kann durch eine Erhéhung der Anzahl und Gré3e der un-
biased virtual counting spaces oder der Anzahl der untersuchten Schnitte vergré3ert werden. Als
MafRzahl der Variabilitdt der Messungen wird in der Stereologie anstelle der Varianz typischer-
weise der Coefficient of Error (CE) benutzt (ein niedriger CE bedeutet eine hohe Reliabilitat). Auf
Grundlage bestehender Erfahrungswerte geniigen zur stereologischen Volumenbestimmung
auch bei Objekten mit einer komplexen dreidimensionalen Struktur ca. 200 Punkte auf 10-15
Schnitten pro Objekt fiir eine Schatzung mit einem akzeptablen CE von 5-10% (Howard & Reed,
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2004). Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Werte von durchschnittlich £ UVCS = 588 ge-
zéhlten Punkten auf 10 Schnitten pro Hemisphéare liegen deutlich dartiber, sodass von einem
niedrigen CE und einer hohen Reliabilitdt augegangen werden kann. Bei der Neuronenzé&hlung
entspricht der CE dem Quotienten von Standardabweichung und Mittelwert wiederholter Schat-
zungen an demselben Objekt (Schmitz & Hof, 2000). Liegt nur eine Schatzung am Objekt vor, so
kann der CE nicht genau berechnet werden, wohl kann er aber selbst geschatzt werden. Auf
Basis von Computersimulationen konnte gezeigt werden, dass eine gute Schatzung des CE
durch den Kehrwert der Quadratwurzel der Anzahl der gezahlten Neurone gegeben ist (Schmitz,
1998). In der vorliegenden Arbeit wurden durchschnittlich £ Q~ = 514 Neurone pro Hemisphare

gezahlt, was einem geschatzten CE = ~ 0,044 entspricht. Dies bedeutet, dass, wenn man

die Schatzung der Neurone in einer Hemisphare unendlich oft wiederholen wirde, die Stan-
dardabweichung dieser Schéatzungen 4,4% des Mittelwertes dieser Schatzungen entsprechen
wirde. Eine solche Standardabweichung von 4,4% des Mittelwertes kénnte angesichts des ge-
fundenen Gruppenunterschiedes von -14,9% bei den Patienten mit Schizophrenie im Vergleich
zu den Kontrollpersonen fir die Neuronenzahl durchaus als eine Limitation der vorliegenden Ar-
beit betrachtet werden, da sie eine nicht unwesentliche Fehlerquelle in die Quantifizierung der
Gruppenunterschiede einfuhrt. Zugleich gilt ein CE um 0,044 im Hinblick auf die Notwendigkeit,
den CE mit dem grol3en Arbeitsaufwand zuséatzlicher Zellzahlungen zu balancieren, als vertretbar
(Schmitz & Hof, 2000). Fur die Schatzung der Neuronendichte sollte zudem bedacht werden,
dass sich durch die Kombination zweier verschiedener Schéatzungen (Neuronenzahl und Volu-
men in der KGS) die Variabilitat noch weiter erhoht. Auf Grundlage dieser Uberlegungen ist an-
zunehmen, dass die in der vorliegenden Arbeit verwendete Methode der design-based Stereolo-
gie zur Messung des Volumens und der Neuronenzahl in der KGS eine sehr hohe Validitét bei
einer akzeptablen Reliabilitat aufweist. Aufgrund dieser Vorteile ist design-based Stereologie als
Standard in quantitativen neurohistologischen Studien etabliert (von Bartheld et al., 2016).

Fur die Zukunft der quantitativen neuropathologischen Forschung an post mortem Gehirnen sollte
die design-basierte Stereologie das Verfahren der Wahl darstellen. Zur adaquaten Beurteilung
von Gehirnregionen sollten diese in ihrer gesamten Ausdehnung untersucht werden. Eine teil-
weise Untersuchung mit Ubertragung der Ergebnisse auf die gesamte Region (wie z.B. in (Briine
et al., 2010) sollte vermieden werden.

Eine kritische Herausforderung bei der Durchflihrung stereologischer Studien ist der hohe Ar-
beitsaufwand. Fir jedes Praparat missen mindestens zehn Schnitte manuell mikroskopisch un-
tersucht werden. In der vorliegenden Arbeit dauerte die mikroskopische Untersuchung einer He-
misphéare durch den Untersucher beispielsweise 8-10 Stunden. Eine Automatisierung dieses Pro-
zesses wurde nicht nur mit dem Vorteil einer betrachtlichen Arbeitsersparnis einhergehen, son-
dern auch das Element des menschlichen Fehlers durch eine technische Standardisierung der
Identifikation mikroskopischer Strukturen eliminieren, was die Validitat steigern wirde. Durch die
Erhéhung der Anzahl der unbiased virtual counting spaces kénnte zudem die Reliabilitat gestei-
gert werden. Die Entwicklung einer zuverlassigen automatisierten Methode fiir stereologische
post mortem Untersuchungen war bisher eine Herausforderung. Altere, auf traditioneller Compu-
ter Vision basierende Techniken zeigten keine ausreichend hohe Zuverlassigkeit in der Identifi-
kation von einzelnen Zellen (Schmitz et al., 2014). Demgegenuber stehen jedoch gro3e Fort-
schritte in der Deep-Learning-basierten Computer Vision in den letzten Jahren (Khan et al., 2020),
die dazu gefiihrt haben, dass in vielen Bilderkennungsaufgaben kiinstliche Computer-Vision-Mo-
delle bereits deutlich genauer sind als der Mensch (Eckersley & Nasser, 2017). Diese Fortschritte
haben auch die Entwicklung automatisierter stereologischer Systeme inspiriert (Alahmari et al.,
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2022), die trotz noch ungeldster Herausforderungen grof3es Potenzial fur die Zukunft zeigen. Die
Idealvorstellung einer vollautomatisierten, rapiden und hochvaliden sowie hochreliablen stereo-
logischen Ausmessung bestimmter Werte in Gehirnbanken ist mit den heutigen technischen Me-
thoden bereits in greifbarer Nahe. Tatsachlich werden bereits entsprechende, auf Deep-Learning
basierende Softwareprodukte fiir automatische Stereologie angeboten (SRC Biosciences, 2023)
bzw. sind angekindigt (MBF Bioscience, 2023). Die Validitat und Reliabilitéat von mit diesen Soft-
wareprodukten erzielten Ergebnissen ist bisher jedoch praktisch unbekannt. Darliber hinaus
wurde bisher nicht untersucht, ob mit diesen Softwareprodukten an existierenden, dicken und mit
Gallocyanin gefarbten Gewebeschnitten von menschlichen post mortem Gehirnen (so wie in der
vorliegenden Arbeit untersucht) Uberhaupt valide Ergebnisse erzielt werden kénnen. Da die
Dauer der Entwicklung einer Software fur die valide Analyse entsprechender Gewebeschnitte die
Dauer einer manuellen Analyse (so wie in der vorliegenden Arbeit realisiert) deutlich tbersteigen
wirde, bleiben vollautomatisierte stereologische Systeme aktuell noch ein langerfristiges For-
schungsvorhaben.

5.3.4 Statistische Methoden

Ziel der vorliegenden Fall-Kontroll-Studie war die Untersuchung von Unterschieden in bestimm-
ten Ergebnisvariablen (Volumen, Neuronenzahl, Neuronendichte in der KGS) zwischen einer
Fallgruppe von Patienten mit Schizophrenie und einer Kontrollgruppe. Uber diese Untersuchung
sollten Hinweise auf eine relevantere Fragestellung abgeleitet werden: Fuhrt der Fallstatus (Er-
krankung an Schizophrenie) kausal zu Veranderungen in den Ergebnisvariablen? Fragestellun-
gen wie diese nach Kausalbeziehungen kénnen zweifelsfrei einzig durch experimentelle Studien
(im Idealfall als Goldstandard der randomisiert-kontrollierten Studie) nachgewiesen werden, bei
denen in einer von zwei gleichartigen Gruppen von Teilnehmerinnen (Interventions- und Kontroll-
gruppe) eine Intervention durchgefiihrt und anschlieRend Unterschiede zwischen beiden Grup-
pen gemessen werden. Beobachtungsstudien wie Fall-Kontroll-Studien sind fir die Feststellung
von Kausalbeziehungen grundsétzlich nicht geeignet, da niemals alle Storvariablen beobachtet
werden kénnen und ein festgestellter Unterschied zwischen den Gruppen somit immer durch sol-
che unbeobachteten Stérvariablen verursacht sein kdnnte. Dariliber hinaus ist bei vielen Frage-
stellungen die Durchfiihrung experimenteller Studien aus praktischen oder ethischen Griinden
nicht moglich, was dazu fuhrt, dass fir die Untersuchung von Kausalbeziehungen oftmals trotz-
dem nur Beobachtungsdaten zur Verfigung stehen. So ist die kausale Fragestellung der vorlie-
genden Arbeit nicht experimentell untersuchbar, da die Intervention (Erkrankung an Schizophre-
nie) nicht experimentell induziert werden kann; ganz abgesehen davon, dass dies auch ethisch
in keinster Weise vertretbar ware.

Ein prominentes historisches Beispiel fir das Dilemma der Ableitung von Kausalbeziehungen aus
Beobachtungsdaten ist die Untersuchung des Zusammenhanges zwischen Tabakrauchen und
Lungenkrebs. Da eine gezielte Exposition von Versuchspersonen mit Tabakrauch ethisch nicht
vertretbar ist, standen hierfir nur epidemiologische Beobachtungsdaten zur Verfigung. Dies gab
in den 1950er und 1960er Jahren Anlass zu intensiven Diskussionen unter Epidemiologen, in
denen gar fihrende Statistiker die Schlussfolgerung auf einen kausalen Zusammenhang aus die-
sen Daten vehement in Zweifel zogen (Parascandola, 2004). Besonders deutlich machte Ronald
Fisher, der als Begriinder der modernen Statistik gilt (Hald, 1998), seine Ablehnung: Die Gefahr,
der die rauchende Bevolkerung ausgesetzt war, schrieb Fisher, war ,nicht das milde und beruhi-
gende Kraut, sondern die systematische Erzeugung von Zustanden der Panik® (Fisher, 1959).
Heute gilt die Kausalbeziehung zwischen Tabakrauchen und Lungenkrebs als soweit gesichert
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(Loeb et al., 1984), dass fast alle Staaten Public-Policy-Entscheidungen zu 6ffentlichen Rauch-
verboten danach ausrichten (Schmidt, 2007). Dieses Beispiel illustriert, dass die Ableitung von
Hinweisen auf Kausalbeziehungen auch aus Beobachtungsdaten prinzipiell mdglich ist (Pearl,
2009).

Fur die Gewinnung entsprechender Hinweise wurde eine Reihe von statistischen Techniken ent-
wickelt (Schafer & Kang, 2008). Eine einfache und wirkungsvolle, allerdings nicht immer umsetz-
bare Methode ist ein Matching der Teilnehmer in der Fall- und Kontrollgruppe nach den Storvari-
ablen bereits im Schritt der Teilnehmerauswahl, um die Gruppen bezuglich der Verteilung dieser
Storvariablen vergleichbar zu machen. Eine mathematische Kontrolle des Einflusses der Storva-
riablen kann durch allgemeine lineare Modelle wie die (Ko-)Varianzanalyse (ANOVA und AN-
COVA) oder durch Ansatze, die auf Propensity Scores basieren, erreicht werden. Mdglich sind
auch hybride Ansatze aus beiden Methoden. Vermehrt wird auch die Triangulation, also der Ver-
gleich der Auswertungen der Daten mittels unterschiedlicher Methoden, empfohlen (Hammerton
& Munafo, 2021). Um die in einer Untersuchung angenommenen Kausalzusammenhénge explizit
zu machen und zu formalisieren, kann zudem die Aufzeichnung von gerichteten azyklischen Gra-
phen wie Bayes’schen Netzwerken empfehlenswert sein (Tennant et al., 2021) (s. Abbildung 6).
Speziell die Anwendung einer Kovarianzanalyse (ANCOVA) findet in Beobachtungsstudien weite
Verbreitung (Schafer & Kang, 2008) und findet sich auch oftmals in stereologischen post mortem
Studien (Falkai et al., 2016; Lee et al., 2017; Rubinow et al., 2016), in denen haufig Stérvariablen
wie Alter oder PMI als Covariaten beriicksichtigt wurden. Eine ANCOVA wurde auch in friher
publizierten Untersuchungen unserer Forschungsgruppe herangezogen (Kreczmanski et al.,
2007; Kreczmanski et al., 2005). Der Einsatz der ANCOVA in Beobachtungsstudien soll in der
Regel abbilden, wie der Gruppenunterschied gewesen ware, wenn Storvariablen zwischen den
Gruppen gleich gewesen waren. Daher kann die ANCOVA als statistisches Matching-Verfahren
angesehen werden (Tabachnick et al., 2013).

Diagnose Endpunkt

Abbildung 6: Bayes‘sches Netzwerk des angenommenen kausalen Modells. Endpunkte sind
Volumen, Neuronenzahl und Neuronendichte in der kortikalen grauen Substanz der Hemisphéaren
der Studienteilnehmer. Untersucht werden soll der Einfluss von Diagnose (Schizophrenie- vs.
Kontrollgruppe) auf die Endpunkte. Da die Diagnose einen Einfluss auf PMI und Fix hat (Patienten
mit Schizophrenie wurden in der vorliegenden Arbeit — méglicherweise aufgrund von héherer so-
zialer Isolation — deutlich spéater nach ihrem Tod aufgefunden als gesunde Kontrollpersonen,
wahrend die Gehirne gesunder Kontrollpersonen deutlich I&nger fixiert wurden), und diese wie-
derum Einfluss auf die Endpunkte nehmen, stellen PMI und Fix Mediatoren dar. Alter und Hemi-
sphare (links/rechts) nehmen unabhangig von der Diagnose einen Einfluss auf die Endpunkte.

Die ANCOVA wurde in den 1930er Jahren urspriinglich nicht zur Analyse von Beobachtungsstu-
dien, sondern als statistisches Werkzeug fiir randomisierte experimentelle Studien entwickelt
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(Schafer & Kang, 2008). lhr Einsatz in Beobachtungsstudien ist allgemein umstritten (Schneider
et al., 2015) und manche Forscher raten sogar generell von ihm ab (Miller & Chapman, 2001).
Kritiker weisen darauf hin, dass eine Uberkorrektur auftreten kann, die zur Ausléschung des Grup-
peneffektes fiihrt, wenn die als Covariaten einbezogenen Stérvariablen in den Gruppen unter-
schiedlich verteilt sind, also keine statistische Unabhangigkeit zwischen der Behandlung und den
Covariaten besteht (Rutherford, 2011; Schneider et al., 2015). Analysen simulierter Daten zeigten
jedoch, dass die ANCOVA bei sorgféltiger Konstruktion gute Schatzungen der Kausalzusammen-
hange liefern kann und ihre Anwendung in Beobachtungsstudien nicht grundsatzlich verfehlt ist
(Schafer & Kang, 2008; Schneider et al., 2015). Schafer & Kang (Schafer & Kang, 2008) argu-
mentieren in einer vertieften mathematischen Betrachtung der ANCOVA und anderer Modellie-
rungsverfahren zudem, dass die Unabhangigkeit der Behandlung von den Covariaten nicht zwin-
gend gegeben sein muss. Eine Voraussetzung fir die Schatzung von Kausalbeziehungen aus
Beobachtungsdaten sei vielmehr eine Erfullung der Annahme der "Unconfoundedness". Diese
Annahme besagt, dass bei gegebenen Werten der Stérvariablen der Fallstatus (Fall vs. Kontrolle)
unabhangig von den potenziellen Realisationen der abhangigen Variablen ist. Die Anwendung
dieser Annahme auf Fall-Kontroll-Studien ist nicht direkt intuitiv, kann jedoch anhand eines Bei-
spiels veranschaulicht werden.

Fur alle Teilnehmer mit gleichen Werten fur Alter, PMI und Fix sollte die Wahrscheinlichkeit, an
Schizophrenie zu erkranken, unabhangig von der Neuronenzahl in der KGS sein, die sie (hypo-
thetisch) mit und ohne Schizophrenie hatten. So kdnnte man annehmen, dass Fallstatus und
Neuronenzahl durch den sozio6konomischen Status der Eltern konfundiert sind, das heif3t, der
soziodkonomische Status beeinflusst sowohl die Wahrscheinlichkeit, an Schizophrenie zu erkran-
ken, als auch, Uber andere Wege, die Neuronenzahl. In diesem Fall ware die Annahme der Un-
confoundedness verletzt. Eine niedrigere mittlere Neuronenzahl bei Patientinnen mit Schizophre-
nie konnte dann selbst nach Kontrolle von Alter, PMI und Fix vollstéandig durch Unterschiede im
soziobkonomischen Status erklart werden, und der beobachtete Zusammenhang wére ein
Scheinzusammenhang. Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit die Bemuhung an-
gestellt, Teilnehmer mit vergleichbarem sozioékonomischem Hintergrund auszuwéhlen. Uncon-
foundedness ist eine priméar theoretische Grol3e und in der Praxis schwer zu Uberprifen, da nie
alle Storvariablen bekannt sind (Schafer & Kang, 2008). Diese Tatsache stellt die zentrale
Schwachstelle von Beobachtungsstudien in der Untersuchung kausaler Zusammenhange dar
und fuhrt zu der Gefahr, dass jeder gefundene Gruppenunterschied prinzipiell durch unbeobach-
tete Storvariablen bedingt sein kdnnte. Aus diesem Grund kann bei der Beschreibung von Ergeb-
nissen aus Beobachtungsstudien grundsétzlich nicht von Kausalbeziehungen gesprochen wer-
den, sondern es muss eine rein deskriptive Beschreibung von ,Gruppenunterschieden® erfolgen
(Tabachnick et al., 2013). Letztendlich kann auch in der vorliegenden Arbeit die Annahme der
Unconfoundedness nicht bewiesen werden. Daher kdnnen die hier festgestellten, fur verschie-
dene Stdrvariablen kontrollierten Gruppenunterschiede lediglich als schwache Hinweise auf eine
Kausalbeziehung (Schizophrenie auf Volumen, Neuronenzahl, Neuronendichte in der KGS) be-
trachtet werden, weisen diese jedoch keinesfalls nach.

Fur kausale Fragestellungen, die am Menschen nicht experimentell untersuchbar sind, kénnen
bei Erflllung ethischer Voraussetzungen tierexperimentelle Studien herangezogen werden. So
sind Testungen an Tieren ein wichtiger Bestandteil préklinischer Studien in der Entwicklung neuer
Pharmaka (Steinmetz & Spack, 2009). Auch in der psychiatrischen Forschung gewinnen Tiermo-
delle aufgrund wichtiger Vorteile an Bedeutung. Unter anderem erlauben sie eine deutlich be-
schleunigte Beobachtung von Krankheitsverlaufen, eine invasive Uberwachung von strukturellen
und molekularen Krankheitskorrelaten und eine Testung neuer Therapeutika (Jones et al., 2011).
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Speziell der Untersuchung kausaler Zusammenhéange zugute kommt die Mdéglichkeit einer ,strin-
genten experimentellen Kontrolle von Studiensubjekten in genetisch homogenen Populationen®
(Meyer & Feldon, 2010), was den Einfluss von Stérfaktoren auf ein Minimum reduziert. Eine zent-
rale Limitation von Tiermodellen psychiatrischer Erkrankungen ist allerdings die Schwierigkeit,
ihre Validitat zu verifizieren (Insel, 2010; Nestler & Hyman, 2010). Die Feststellung psychiatri-
scher Erkrankungen in Individuen ruht ganz Gberwiegend auf phdnomenologischen Merkmalen,
also auf Symptomen, klinischen Anzeichen und dem Krankheitsverlauf. Viele dieser Merkmale
kénnen aufgrund ihrer subjektiven Natur nicht (Uberzeugend in Tieren festgestellt werden,
wodurch eine Validierung anhand der beobachteten Klinik erschwert ist. Da psychiatrische Er-
krankungen nur stochastisch und nicht deterministisch mit genetischen und umweltbedingten Ri-
sikoprofilen assoziiert sind, ist auch eine Validierung durch die Reproduktion solcher Risikoprofile
in Tieren nur begrenzt mdglich. Schliel3lich kann auch eine Validierung Uber das Ansprechen auf
Medikamente nicht unmittelbar erreicht werden, da die physiologischen Wirkpfade psychiatri-
scher Behandlungen nicht hinreichend klar sind. Beobachtungsstudien am Menschen zur Unter-
suchung psychiatrischer Erkrankungen sind daher trotz ihrer begrenzten Aussagekraft fir kau-
sale Zusammenhange zum jetzigen Zeitpunkt alternativlios, denn nur in diesen kann sicher davon
ausgegangen werden, dass eigentliche psychiatrische Erkrankungen untersucht werden.

Neben der Uberpriifung der Unconfoundedness miissen vor der Anwendung einer ANCOVA die
untersuchten Daten sorgfaltig auf Ubereinstimmung ihrer Grundannahmen gepriift werden, um
Verzerrungen zu vermeiden (Rutherford, 2011). In der vorliegenden Arbeit wurden viele dieser
Annahmen erfiillt (3.3.2 Uberprifung der ANCOVA-Grundannahmen). Es wurden keine Anzei-
chen flr VerstoRe gegen die Annahmen der Homoskedastizitat (Tabelle A2) und Linearitat (Ta-
belle A4) festgestellt. Die Annahmen der Normalverteilung (Tabelle A1) und der Homogenitat
der Regressionssteigungen (Tabelle A3) wurden nur in Einzelféallen verletzt. Die Annahme der
Unabhangigkeit der Behandlung von den Covariaten wurde verletzt (es bestanden signifikante
Unterschiede bei den Storvariablen PMI und Fix zwischen den Gruppen, Tabelle A5), stellt aber
nach (Schafer & Kang, 2008) im Vergleich zur Annahme der Unconfoundedness keine Notwen-
digkeit dar (s.0.). Zudem wurde die Annahme der Unabhangigkeit der Beobachtungen verletzt
(um eine Verletzung dieser Annahme zu verhindern, hatte Hemisphare als within-subject Faktor
in einem Mixed-Design bericksichtigt werden kénnen). Neben der Anwendung einer ANCOVA
erfolgte in der vorliegenden Arbeit ein Matching beziglich Alter und Geschlecht, sodass diese
Variablen nicht mehr notwendigerweise als Covariaten bertcksichtigt hatten werden muissen.

Die weite Verbreitung von allgemeinen linearen Modellen (zu denen auch die ANCOVA gehort)
in Beobachtungsstudien spiegelt sich auch in der Beliebtheit der Methode in stereologischen post
mortem Studien wieder. Bezuglich kortikaler Volumina untersuchten Selemon und Kollegen
(Selemon et al., 2002) zunachst mittels Pearson-Korrelation die Beziehungen zwischen verschie-
denen Stoérvariablen und kortikalen Volumina. Bei signifikanten Korrelationen wurde die ANCOVA
mit diesen Stdrvariablen als Covariaten verwendet. Chen und Kollegen (Chen et al., 2020) unter-
suchten Volumina und Zellzahlen im Hippocampus. Zur Bestimmung von Gruppenunterschieden
wurde eine ANOVA eingesetzt, und bei signifikanten Ergebnissen wurde eine Post-hoc-Bonfer-
roni-Korrektur angewendet. Eine Untersuchung mittels Pearson-Korrelation zwischen abhangi-
gen Variablen und Alter sowie PMI kam zum Einsatz, um Assoziationen zu Storvariablen festzu-
stellen. Es wurde keine weitere Korrektur fur die Storvariablen durchgefiihrt, obwohl sich die Stor-
variablen deutlich zwischen den Gruppen unterschieden. Zahlreiche Studien schatzten die Neu-
ronendichte in kortikalen Subregionen. Smiley und Kollegen (Smiley et al., 2012) matchten zu-
nachst ihre Fall- und Kontrollgruppen genau beziglich zahlreicher Storvariablen wie PMI, und
fuhrten dann eine ANOVA durch. Woo und Kollegen (Woo et al., 2004) wahlten einen
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komplexeren Ansatz, indem sie Matching beziiglich verschiedener Stérvariablen durchfiihrten
und dann eine ANOVA mit Bonferroni-Korrektur durchfiihrten. Erst danach tUberpriften sie mittels
Pearson-Korrelation den Einfluss verschiedener Storvariablen auf die abhéngigen Variablen. Die
signifikant korrelierten Storvariablen berticksichtigten sie in einem neuen ANCOVA-Modell, des-
sen Ergebnisse sie mit den Ergebnissen der ANOVA verglichen. Cullen und Kollegen (Cullen et
al., 2006) matchten ebenfalls beziglich zahlreicher Stérvariablen, und fihrten dann eine ANOVA
mit einem within-subject Faktor Hemisphére durch. Auch hier wurde eine Bonferroni-Korrektur
angewendet, da mehrere Schichten verglichen wurden. Einflisse von Stérkfaktoren wurden
ebenfalls mittels Pearson-Korrelation Uberprift. Rosa und Kollegen (Di Rosa et al., 2009) wand-
ten eine ANCOVA an (in der Studie wird der Einbezug von Covariaten in eine ANOVA beschrie-
ben, was jedoch am ehesten als ANCOVA zu deuten ist) und beriicksichtigten wie in der vorlie-
genden Arbeit Alter und Fix als Covariaten. Zur Uberpriifung der Normalverteilung und Homoge-
nitat der Varianz fuhrten sie zudem Kolmogorov-Smirnov- und Levene-Tests durch. Die einzige
andere Studie, die die Neuronenzahl in der KGS von Patienten mit Schizophrenie untersuchte
(Pakkenberg, 1993), benutzte einen einfachen t-Test flr unabhéngige Stichproben und bertck-
sichtigte den Einfluss von Storvariablen nur hinsichtlich eines Altersmatchings. Dies ist kritisch zu
bewerten, da ein solcher Einfluss keinesfalls ausgeschlossen werden kann.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass in der vergleichbaren Literatur das Matching von
Fall- und Kontrollgruppen hinsichtlich Stérvariablen und die anschlieRende Anwendung der A-
NOVA zur Testung von Gruppenunterschieden das etablierte Verfahren darstellt. Wo Storvariab-
len zwar bekannt sind, aber kein Matching mdglich ist, kam regelméaRig eine Adjustierung beziig-
lich dieser Storvariablen durch Beriicksichtigung als Covariaten in einer ANCOVA zum Einsatz.
Im Falle der Anwendung einer ANCOVA kommt der vorherigen Uberpriifung der Grundannahmen
eine besondere Bedeutung zu, was viele Studien beriicksichtigten.

5.4 Die vorliegende Arbeit im groBeren Kontext: Der anteriore
cingulare Cortex und Von Economo-Neurone bei
Schizophrenie

In der zur vorliegenden Arbeit parallel durchgefiihrten Untersuchung der gesamten Area 24 im
Rahmen der Dissertation von Melanie Popal wurden keine statistisch signifikanten Unterschiede

im mittleren Volumen (A,4; = —11,6%; d,q = —0,54; P = 0,111), der mittleren Neuronenzahl
(Aaqj = —14,5%; dag; = —0,63; P =0,078) oder der mittleren Neuronendichte (4,4 = —1,6%);
dag; = —0,10; P = 0,773) in Area 24 zwischen Patienten mit Schizophrenie und gesunden Kon-

trollpersonen festgestellt (Gaus et al., 2022). Dieses Ergebnis reiht sich in frihere Befunde un-
veranderter mittlerer Neuronendichten in Area 24 bei Patientinnen mit Schizophrenie ein (Benes
etal., 1986; Bouras et al., 2001; Cotter et al., 2001; Hdistad et al., 2013; Onglr et al., 1998). Zwei
weitere Studien (Benes et al., 1991; Kalus et al., 1997) fanden ebenfalls keinen Unterschied in
der mittleren Dichte der Pyramidenneuronen und statistisch signifikante, aber entgegengesetzte
Unterschiede in der mittleren Interneuronendichte. Auch unsere Feststellung keines Unterschie-
des in der mittleren Neuronenzahl in Area 24 zwischen Patienten mit Schizophrenie und gesun-
den Kontrollpersonen steht im Einklang mit friiheren Arbeiten (Ongur et al., 1998; Stark et al.,
2004). Insgesamt deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass Area 24 als Ganzes nicht von dem
pathologischen, méglicherweise Pruning-bedingten Prozess betroffen ist, der zu einer verminder-
ten mittleren Neuronenzahl in der globalen KGS fuhrt.
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Dagegen wurde in einer separaten Untersuchung der Lamina V in Area 24 im Rahmen der Dis-
sertationen von Melanie Popal und Alisa Vollhardt zwar ebenso kein statistisch signifikanter Un-
terschied im mittleren Volumen (A,4; = —13,2%; d,q; = —0,64; P = 0,065), aber eine statistisch
signifikant niedrigere mittlere Neuronenzahl (A,q; = —21,1%; d,q; = —1,00; P = 0,002) und Neu-
ronendichte (A,q; = —9,1%; dag; = —0,78; P = 0,024) in der Gruppe der Patienten mit Schizophre-
nie im Vergleich zu den Kontrollpersonen festgestellt (Gaus et al., 2022). Mit dieser Reduktion
von mittlerer Neuronenzahl und -dichte hob sich Lamina V in Area 24 von der insgesamt nicht
betroffenen Area 24 ab. Dabei fiihrte die selektive Verringerung der mittleren Neuronenzahl in
Schicht V der Area 24 nicht zu einer statistisch signifikant niedrigeren Neuronenzahl in der ge-
samten Area 24, da die Neuronenzahl in Lamina V nur 30% der Neuronenzahl in der gesamten
Area 24 ausmachte. Dieses Ergebnis repliziert den Befund einer friiheren Studie (Benes et al.,
1986), in der bei Patientinnen mit Schizophrenie in Area 24 eine niedrigere mittlere Neuronen-
dichte spezifisch in Lamina V, nicht jedoch in allen anderen Laminae gefunden wurde. So legt
das Ergebnis nahe, dass Lamina V in Area 24 eine spezifische Rolle in der Pathophysiologie der
Schizophrenie spielt. Area 24 ist an der Regulation emotionaler und kognitiver Funktionen betei-
ligt (Ebitz & Hayden, 2016; Heilbronner & Hayden, 2016; Shenhav et al., 2013) und ist mit vielen
kortikalen, subkortikalen und spinalen Regionen verbunden (Beckmann et al., 2009; Margulies et
al., 2007; Pandya et al., 1981; Vogt, 2019; Vogt & Pandya, 1987). Ein gro3er Teil des efferenten
Anteils dieser Verbindungen stammt aus Lamina V in Area 24 (Calderazzo et al.,, 2021,
Carmichael & Price, 1995). Es ist daher wahrscheinlich, dass eine geringere mittlere Neuronen-
zahl in dieser Lamina eine Ursache fir die in einigen funktionellen Gehirnbildgebungsstudien
(Adams & David, 2007; Pettersson-Yeo et al., 2011; Shukla et al., 2019) festgestellte Beeintrach-
tigung der funktionellen Konnektivitat von Area 24 bei Schizophrenie darstellt. In der Tat gibt es
starke Hinweise auf Abnormalitaten des Cingulumbiindels bei Patientinnen mit Schizophrenie
(Fujiwara et al., 2007; Sun et al., 2003; Wang et al., 2004), einer groRen Faserbahn, die den
groten Teil der afferenten und efferenten Verbindungen von Area 24 fuhrt (Bubb et al., 2018).
Ein wichtiges Ziel der efferenten Projektionen von Area 24 ist zudem die Amygdala, und zwar
insbesondere ihre lateralen und basolateralen Kerne (Calderazzo et al., 2021; Pandya et al.,
1981, Stefanacci & Amaral, 2002). Eine frihere Untersuchung (Kreczmanski et al., 2007) dersel-
ben Gehirne, die in der vorliegenden Arbeit analysiert wurden, ergab eine statistisch signifikant
niedrigere mittlere Neuronenzahl im lateralen Nukleus der Amygdala bei den Patienten mit Schi-
zophrenie im Vergleich zu den Kontrollpersonen. Dies deutet darauf hin, dass die Projektionen
von Area 24 zur Amygdala bei Schizophrenie beeintrachtigt sind, was auch durch Gehirnbildge-
bungs-Befunde einer abnormen Konnektivitat zwischen der Amygdala und dem ACC bestéatigt
wird (Aleman & Kahn, 2005).

Die ebenfalls im Rahmen der Dissertation von Alisa Vollhardt durchgefiihrte Untersuchung der
VENSs in Lamina V in Area 24 ergab eine statistisch signifikant niedrigere mittlere VEN-Zahl
(Aaq; = —28,3%; d,q; = —0,72; P = 0,027), aber keine statistisch signifikant niedrigere mittlere
VEN-Dichte (A,4; = —19,1%; d.q; = —0,52; P = 0,128), bei den Patienten mit Schizophrenie im
Vergleich zu den Kontrollpersonen (Gaus et al., 2022). Bisherige Forschung zur Neuropathologie
der VENSs in der Schizophrenie ist spérlich. Eine Studie (Krause et al., 2017) stellte bei Patientin-
nen mit Schizophrenie im Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen mehr lysosomale Aggregate
in VENSs fest, was auf pathologische Prozesse auf der Ebene einzelner Zellen hindeutet. In Uber-
einstimmung mit unseren Ergebnissen fanden Briine et al. (Brine et al., 2010) keinen Unterschied
in der mittleren VEN-Dichte in Lamina V in Area 24 zwischen Patientinnen mit Schizophrenie und
gesunden Kontrollpersonen, berichteten aber (ber eine statistisch signifikant niedrigere mittlere
VEN-Dichte speziell im rechten ACC von vier Patienten mit early-onset Schizophrenie. Da Briine
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et al. (Brtine et al., 2010) keinen design-based stereologischen Ansatz anwandten, konnte ein
mdglicher Unterschied in der mittleren VEN-Zahl zwischen den Gruppen nicht untersucht werden.
Es gibt Hinweise auf eine selektive Verringerung der VEN-Zahl im ACC bei neuropsychiatrischen
Erkrankungen, die mit deutlichen Defiziten in der sozialen Kognition einhergehen, wie frontotem-
porale Demenz (Seeley et al., 2006), Agenesie des Corpus callosum (Kaufman et al., 2008) und
Autismus-Spektrum-Stdrungen (Allman et al., 2010; Santos et al., 2011), wahrend bei Erkrankun-
gen, bei denen sozial-kognitive Defizite keine zentrale Rolle spielen, wie bei der Alzheimer-Krank-
heit (Seeley et al., 2006), keine solche selektive Verringerung auftritt. Diese Befunde fiihrten zu
der Hypothese, dass im ACC angesiedelte VENSs eine wichtige Rolle bei sozial-kognitiven Funk-
tionen Ubernehmen (Allman et al., 2010), was zu den zahlreichen Hinweisen auf eine Involvierung
des ACC in der sozialen Kognition passt (Amodio & Frith, 2006; Apps et al., 2016). Defizite in der
sozialen Kognition sind auch ein bekanntes Symptom der Schizophrenie (Green et al., 2015),
sodass Veranderungen in der Anzahl der VENs wesentlich mit der klinischen Présentation der
Schizophrenie verbunden sein kénnten (Allman et al., 2010).

Fur eine genaue Darstellung und Diskussion dieser Ergebnisse siehe Gaus et al. (Gaus et al.,
2022).

5.5 Ausblick: Neuropathologie der Schizophrenie

Eine Fulle an Befunden mikro- und makroskopischer Veranderungen im Gehirn von Patientinnen
mit Schizophrenie weist auf eine organische Assoziation dieser Erkrankung hin. Dabei ist die
genaue Natur der gehirnmorphologischen Veranderungen nach wie vor unklar, da viele dieser
Befunde entweder widersprichlich oder fiir sich genommen wenig aussagekraftig sind. Insbe-
sondere das mikroanatomische Profil der Schizophrenie ist weiterhin unklar, was bereits 1972
zur Benennung der Erkrankung als ,Friedhof der Neuropathologen® fuhrte (Plum, 1972). Um die-
ses Profil zu scharfen, werden in Zukunft einige Faktoren eine entscheidende Rolle spielen.

Zur Detektion auch kleiner Gruppenunterschiede sowie zur Aufdeckung von neuroanatomischen
Untergruppen der Erkrankung ist eine groRere Stichprobengréf3e unabdingbar. Hierflr wird eine
groéRRere Verbreitung und Zugénglichmachung von Gehirnbanken besonders wichtig sein. Als Vor-
bild hierfir kénnen die Data-Sharing-Prinzipien aus der Neurobildgebungs-Forschung dienen
(Poldrack & Gorgolewski, 2014). Der Flaschenhals des hohen manuellen Arbeitsaufwandes kann
durch eine Automatisierung des Untersuchungsprozesses mittels moderner technischer Metho-
den adressiert werden. Durch eine schnellere und genauere stereologische Messung konnten
viele Parameter einer Gehirnbank wie Neuronenzahlen und -dichten in verschiedenen kortikalen
und subkortikalen Regionen nacheinander erfasst und dadurch umfangreiche neuropathologi-
sche Abbilder von ganzen Gehirnbanken oder auch Zusammenschliissen von Gehirnbanken er-
stellt werden.

Neuropathologische Untersuchungen von post mortem Gehirnen waren bisher meist auf optische
Mikroskopie angewiesen. Dabei kénnten neuere bildgebende Verfahren neue Methoden zur Un-
tersuchung von post mortem Geweben auf Zellebene eréffnen und somit die Erfassung und digi-
tale Auswertung anatomischer Strukturen wie ganzer Gehirne ohne die Notwendigkeit einer his-
tologischen Praparation und Férbung (die mit eigenen Stdrvariablen einhergehen) ermdglichen.
So hat das Mikro-CT bereits eine Auflésung auf Zellebene und kann zur Darstellung von Neuro-
nen herangezogen werden (Depannemaecker et al., 2019). Auf diese Weise kdnnte auch eine
Digitalisierung ganzer Gehirnbanken stattfinden, die dann mit anderen Gehirnbanken kombiniert
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und mit auf maschinellem Lernen basierenden Methoden unterschiedlichsten Auswertungen zu-
gefihrt werden kénnten.
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Tabelle Al: Shapiro-Wilk-Test auf Normalverteilung der Ergebnisvariablen. P-Werte < 0,05 sind
fettgedruckt.

Variable Hemisphare Diagnose W-Statistik P-Wert
Volumen L C 0,872 0,106
L S 0,918 0,300
R Cc 0,975 0,929
R S 0,956 0,716
Neuronenzahl L C 0,928 0,427
L S 0,926 0,367
R C 0,842 0,047
R S 0,944 0,566
Neuronendichte L C 0,965 0,845
L S 0,967 0,857
R C 0,955 0,726
R S 0,962 0,797

Tabelle A2: Levene-Test auf Homoskedastizitat. Getestet wurde flr tber die vier kombinatori-
schen Diagnose-Hemiphare-Gruppen hinweg.

Variable W-Statistik P-Wert
Volumen 1,453 0,243
Neuronenzahl 0,489 0,692

Neuronendichte 1,439 0,247
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Tabelle A3: Test der Homogenitét der Regressionssteigungen. Dargestellt sind die P-Werte der
Koeffizienten eines allgemeinen linearen Modells, das auch Interaktionsfaktoren beriicksichtigt:
$in = Bo + By X D; + B, x H + B3 X Age; + B, X PMI; + Bs X Fix; + B¢ X Age; + B, X Dy X PMI; +
Bs x D; X Fix; + B¢ X D; X Age;. Zu beachten ist, dass die Koeffizienten der Variablen Alter, PMI,
Fix hier nicht ihnrem spezifischen Effekt entsprechen, da ein Teil ihres Effektes tGber die Interakti-
onsfaktoren wirkt. P-Werte < 0,05 sind fettgedruckt. PMI: post mortem Intervall; Fix: Fixierzeit; D:
Diagnose; H: Hemisphare.

Variable Alter  PMI Fix D H D x Alter D x PMI D x Fix

Volumen 0,542 0,165 0,028 0,037 0,802 0,054 0,006 0,239
Neuronenzahl 0,003 0,001 0,005 0,016 0,179 0,052 0,057 0,181
Neuronendichte 0,006 0,008 0,116 0,302 0,127 0,550 0,898 0,648

Tabelle A4: Shapiro-Wilk-Test auf Normalverteilung der Residuen der Ergebnisvariablen nach
Fitting der ANCOVA.

Variable Hemisphare Diagnose W-Statistik P-Wert
Volumen L C 0,965 0,837
L S 0,928 0,388
R C 0,936 0,510
R S 0,927 0,378
Neuronenzahl L C 0,928 0,425
L S 0,967 0,852
R Cc 0,971 0,899
R S 0,914 0,271
Neuronendichte L C 0,978 0,951
L S 0,939 0,505
R C 0,947 0,635

R S 0,979 0,958
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Tabelle A5: Welchs t-Test auf Gruppenunterschiede der Covariaten. P-Werte < 0,05 sind fettge-

druckt. PMI: post mortem Intervall; Fix: Fixierzeit.

Covariate t-Statistik P-Wert
Alter 1,464 0,165
PMI 2,771 0,012

Fix -2,812 0,008
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