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Kurzreferat

Immunologische Ursachen fir psychiatrische Erkrankungen geraten zunehmend in den Fo-
kus der aktuellen Forschung. Entsprechend konnten proinflammatorische Zellen und Bo-
tenstoffe im Hirnparenchym aber auch im peripheren Blut und Liquor von Schizophrenen
und Patienten mit affektiven Stérungen nachgewiesen werden. Ahnlich anderer neuroim-
munologischer Erkrankungen scheint dabei die Permeabilitat der Bluthirnschranke fir im-
munreaktive Zellen relevant zu sein. In der vorliegenden Post-mortem-Studie wurden koro-
nare Ganzhirnschnitte des Frontal- und vorderen Temporalhirns von 20 Schizophrenen (pa-
ranoid und residual), 19 Depressiven (unipolar und bipolar), sowie 19 psychisch gesunden
Kontrollféallen untersucht. Nach immunhistochemischer Einfarbung der Hirnschnitte wurden
diese auf Vorhandensein von T- und B-Lymphozyten, als Hinweis auf neuroinflammatori-
sche Prozesse, Uberpruft. Es kamen zwei unterschiedliche Methoden zur Anwendung: ein
semiquantitativer Ansatz, bei der eine manuelle mikroskopische Durchsicht aller Hirn-
schnitte mit anschlieender Einordung in mengenmé&fRige Kategorien erfolgte, und ein
quantitatives Verfahren, mit automatisierter Registrierung von Zellzahlen mittels Bildanaly-
seprogramm. Beide Methoden zeigten signifikante oder nahezu signifikante Erhéhungen
von CD20-positiven (B-) Zellen bei Depressiven im Vergleich zu Gesunden im orbitalen und
hochfrontalen Kortex, sowie im temporalen Marklager. Auch nach Analyse des Einflusses
mdglicher konfundierender Variablen wie Fixationszeit, Krankheitsdauer und Suizid durch
Strangulation deuten die Ergebnisse auf einen immunologischen Faktor, als neuroinflamm-

atorische Teilursache, von affektiven Erkrankungen bei gestorter Bluthirnschranke hin.

Schlisselworter

Schizophrenie; Depression; B-Zelle; T-Zelle; Lymphozyten; Neuroinflammation



Inhaltsverzeichnis

DokumentatioNSDIALE ......ccooeeeeeeeeeee e I
INNAIESVEIZEICHNIS ... e e e Il
ADBKUrZUNGSVEIZEICNNIS ..o v
TabelleNVerZeIiCNIS .......cuiiiiiiiiiiiiiii e VII
ADDIAUNGSVEIrZEICNNIS ...t VI
L EINIEIUNG oo 1
1.1 Vorstellung der untersuchten psychiatrischen Krankheiten ......................... 1
1.1.1 SChizOPhreni€......cuuiiii e 1
1.1.2 Affektive StOrUNGEN .......oooviiiiii 2

1.2 Psychoneurcimmunologische Befunde bei schizophrenen und affektiven
0] (0 (U1 o 1= o PP 3
1.3 Immunologische Bedeutung der T- und B-Lymphozyten..........cccccccvvvvvennnn. 4
1.4 Gegenstand der vorliegenden Arbeit...........ccovvvviiiiiiiiiiiiiiiiiie 6
2 Material und Methode ... 7
0 R /- = - | 7
2.1.1 Merkmale der untersuchten Gruppen ................eeeeeeeeeemmmmmmemmnennnnnnnns 7
2.2 MEENOAE. ... e 9
2.2.1 Aufbereitung des Hirngewebes.........cccooooiiiiiii e 9
2.2.2  IMMUNNISTOCNEIMIE ....ceeiiiiiie e 9
2.2.3 Semiquantitative Bewertung immunreaktiver Zellen ...................... 11

2.2.3.1 Statistische Datenanalyse der semiquantitativen

MEthOdE........oeieii e 15
2.2.4 Quantitative Bewertung immunreaktiver Zellen..............ccccccvvvvnnne 15
2.2.4.1 Gewebsschrumpfung ...........cooovviiiiiiiiceeccee e, 15
2.2.4.2 Mikroskopische Aufnahmen ...............eevvveieiiiiiiiiiiiiiiiiiinnns 16
2.2.4.3 Bildbearbeitung und Zellz&hlung .............evvvviiiiiiiiiiiiiiinnns 19
2.2.4.4 Farbcodierung.........ooouiiiiiiiiieee e 19
2.2.4.5 Statistische Datenanalyse der quantitativen Methode...... 20
3 Ergebnisse . 21
3.1 Semiquantitative AUSWEITUNG ......ccoieeeeeeeeeeeee e 21
3.1.1 Interraterreliabilitt.............ccoooiiiii e 21

3.1.2 Unterschiede in den Hauptgruppen der semiquantitativen
MELNOTE ... e 22



3.1.3 Unterschiede in den diagnostischen Untergruppen der

semiquantitativen Methode.................eeveviiiiiiiiiiiiiiiiiees 26
3.1.4 Auswirkungen konfundierender Variablen ................cccccooiiiiinnnnnns 30
3.2 Quantitative AUSWEITUNG .......cciviiiiiiiiie e e e ee et e s e e e e e et e e e e e e eaanaaes 34
3.2.1 Validierung der automatisierten Zellzahlung ............cccccevvvveeenne.n. 34
3.2.2 Unterschiede in den Hauptgruppen der quantitativen Methode...... 35
3.2.3 Unterschiede in den diagnostischen Untergruppen der

guantitativen Methode ...........oouuiiiiiiie e 37
3.2.4 Auswirkungen konfundierender Variablen ...............ccccccoiiiiiinnnnnns 40

3.3 Vergleich der Ergebnisse der semiquantitativen und quantitativen
MELNOE. ... 41
3.4 Visualisierung der regionalen VerteilungSmuster ...........cccceeeveeeeveveeevennnnnn. 43
N I 1 1] 7§ =37 Yo ] o S 46
4.1 Interpretation der ErgebniSSe .......coi i 46
4.2 Einordnung in den derzeitigen Literaturstand.............ccccoeeeeeeiiiiiiiiiinnneeennn, 48
G T I 011 7= [0 ) 1= o [ 49
A4 SEAIKEN oo 50
5  ZUSAMMENTASSUNG .uuuiiiiiiieie et e e e e e e e a s 51
LiteratUrVerZEICHNIS . oot e e e e e et e s e e e e e e eennes 52
DANKSAGUNG e 57
ENFENEIKIATUNG .ovee et e e e e e e e e e e e e e e e e aeaees 58
BIlOUNGSWEY i 59
AATINBING ettt 60



Abktrzungsverzeichnis

Abb.

ABC

Amm. NiSO4

APCC
Aqua dest.
bip

CDI...]

COPD

CRP
COX-2
DAB

DE GS1
Dep
d.h.
DLFC

DSM-IV-TR

FDR

Ges

H.O,

HLA

HRS

ICAM-1

Abbildung

Avidin-Biotin-Komplex
Ammoniumnickelsulfat

anteriorer Pol des Corpus Callosum
Aqua destillata

bipolar

Cluster of differentiation (immunphanotypische
Oberflachenmerkmale von Zellen) [...]

Chronic obstructive pulmonary disease / Chronisch obstruktive Lun-
generkrankung

Capsel-reaktives Protein / C-reaktives Protein

Cyclooxygenase-2

3,3'-Diaminobenzidin

Studie zur Gesundheit Erwachsener in Deutschland, Welle 1
Depression

das heifdt

dorsolateraler frontaler Kortex

Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders / Diagnosti-
sche und statistisches Manual psychischer Stérungen, 4. Version,
Textrevision

False discovery rate / Falscherkennungsrate

Gramm

Gesund

Stunde

Wasserstoffperoxid

Humanes Leukozytenantigen

Horseradish peroxidase / Meerrettichperoxidase

Intercellular adhesion molecule / Interzellulares Adhasionsmolekiil-1



ICD-10

IFN-y
IFG
IL-[...]

kg

MCP-1

Md
MHC

Hm

n.a.

NK
NMDA
n.s.

Y

para
PBS
PCR
periph
perivask

PHQ-9

PSGL-1

pX

International Statistical Classification of Diseases and Related Health
Problems / Internationale statistische Klassifikation der Krankheiten
und verwandter Gesundheitsprobleme, 10. Version
Interferon-gamma

inferiorer frontaler Gyrus

Interleukin-...]

Kilogramm

links

Meter

Mittelwert

Monocyte chemoattractant protein / Monozyten-chemotaktisches

Protein-1

Median

Major histocompatibility complex / Haupthistokompatibilitdtskomplex
Mikrometer

GroRRe der Stichprobe

nicht anwendbar

Naturliche Killerzelle

N-Methyl-D-Aspartat

nicht signifikant

Probability-value / Signifikanzwert

paranoid

Phosphate-buffered saline / Phosphatgepufferte Salzldsung
Polymerase chain reaction / Polymerase-Kettenreaktion
peripher

perivaskular

Patient Health Questionnaire / Gesundheitsfragebogen fur
Patienten-9

P-Selektin Glykoprotein Ligand-1

Pixel


https://de.wikipedia.org/wiki/Internationale_statistische_Klassifikation_der_Krankheiten_und_verwandter_Gesundheitsprobleme
https://de.wikipedia.org/wiki/Internationale_statistische_Klassifikation_der_Krankheiten_und_verwandter_Gesundheitsprobleme

re

resid

RGB

I's

sq
Std.
Sz
TNF-a
uni

VCAM-1

VF

WHO

ZNS

rechts

residual

Farbmodell (Rot Griin Blau)
Spearman-Korrelationskoeffizient
guantitativ

semiquantitativ

Stunden

Schizophrenie
Tumornekrosefaktor-alpha
unipolar

Vascular cell adhesion molecule / Vaskulares Zelladhasions-
molekil-1

Volumenschrumpfungsfaktor
World Health Organization / Weltgesundheitsorganisation

Zentrales Nervensystem

VI



Tabellenverzeichnis

Tabelle 1:
Tabelle 2:

Tabelle 3:

Tabelle 4:

Tabelle 5:

Tabelle 6:

Tabelle 7:

Tabelle 8:

Tabelle 9:

Tabelle 10:

Tabelle 11:

Tabelle 12;

Tabelle 13:

Tabelle 14:

Tabelle 15:
Im Anhang:

Tabelle A.1:

Tabelle A.2:

Tabelle A.3:

Demografische Daten...........ooooiiiiiiii i 8
Technische Daten........coooiiii i 18
Ratings und p-Werte der diagnostischen Hauptgruppen fur T-Zellen

in der semiquantitativen Methode ... 23
Ratings und p-Werte der diagnostischen Hauptgruppen fiir B-Zellen

in der semiquantitativen Methode..................euviiiiiiiiiiiiiiiiiie 24
Signifikante Differenzen zwischen Gesunden und allen affektiv
Erkrankten fUr T- und B-Zellen in der semiquantitativen Methode........ 25
Ratings und p-Werte der diagnostischen Untergruppen fur T-Zellen

in der semiquantitativen Methode ................cccoviiiiiiii . 27
Ratings und p-Werte der diagnostischen Untergruppen fur B-Zellen

in der semiquantitativen Methode ................c.cocoiiiiiiiiiiiiennnnn. 28
Signifikante Differenzen zwischen Gesunden und affektiven
Untergruppen fir T- und B-Zellen in der semiquantitativen Methode....30
Ratings und p-Werte bezlglich Strangulation fir T-Zellen in der
semiquantitativen Methode.............c.oooiiiiiiii 31
Ratings und p-Werte bezlglich Strangulation fiir B-Zellen in der
semiquantitativen Methode............ccoii i 32
Mediane und p-Werte der diagnostischen Hauptgruppen fir T- und
B-Zellen in der quantitativen Methode................cccoeee e, 36
Signifikante Differenzen zwischen Gesunden und allen affektiv
Erkrankten fir T- und B-Zellen in der quantitativen Methode.............. 37
Mediane und p-Werte der diagnostischen Untergruppen fur T- und
B-Zellen in der quantitativen Methode..............cccoiiiiiiciiineene . 39
Signifikante Differenzen zwischen Gesunden und affektiven
Untergruppen fir T- und B-Zellen in der quantitativen Methode............ 40
Vergleich beider Methoden............coooiiiiiiii e, 43
Spearman-Korrelationen konfundierender Variablen mit T-Zell-
Erhéhungen in der semiquantitativen Methode................vvvvivviiiiniinnnns 60
Spearman-Korrelationen konfundierender Variablen mit B-Zell-
Erhéhungen in der semiquantitativen Methode.................uvvveiiiiiiiiinnnns 62
Spearman-Korrelationen konfundierender Variablen mit T- und
B-Zell-Erh6hungen in der quantitativen Methode................ccvvviiiiiinnnnes 64

Vi



Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1:
Abbildung 2:
Abbildung 3:
Abbildung 4:
Abbildung 5:

Abbildung 6:

Abbildung 7:

Abbildung 8:

Abbildung 9:

Abbildung 10:

Ubersicht untersuchter Hirnregionen.............ccceeeeeveeeeeceecceeeceeeeneenn 12
Beispiele perivaskularer Effekte. ... 13
Beispiele semiquantitativer Ratings.............cccooeiiiiiiiiiiiiciieene, 14
Schematische Platzierung von Zahlfeldern. ..............ccccieeenne, 17
Interraterkorrelation. ............ouiuiu i 21

Hirngewichte Strangulierter, Nichtstrangulierter und
GBSUNAET .. .. 33

Validierung der automatisierten Zellzahlung. .........cccccooeeeeiiiiiinnnnnnnn. 34

Spearman-Korrelationen zwischen semiquantitativer und
quantitativer Zellerfassung..........cccceeeiieeeiiieeiiiiin e 41

Visualisierung regionaler Verteilungsmuster
CD3-positiver Zellen . ... 44

Visualisierung regionaler Verteilungsmuster
CD20-pOSitiVEr ZEIIEN. ....uveeeii e 45

VIl



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Vorstellung der untersuchten psychiatrischen Krankheiten

1.1.1 Schizophrenie

Nach Bleuler, der den Begriff Schizophrenie pragte, kennzeichnet die Stérung, die zumeist
in spater Adoleszenz oder frihem Erwachsenenalter auftritt, insbesondere Halluzinationen
und Wahnsymptomatik sowie Stérungen des Denkens und der Affektivitat (1, 2). Fur die
Betroffenen ergeben sich nicht nur starke Einschrankungen in der Lebensqualitat, sondern
auch eine signifikant verminderte Lebenserwartung (3). Die Schizophrenie wird dement-
sprechend zu den Krankheitsbildern gezahlt, die am h&ufigsten zu einer Behinderung bei-
tragen (2). Es finden sich keine geschlechtsspezifischen Unterschiede in der Verteilung
schizophrener Erkrankungen, wobei Symptome bei mannlichen Patienten tendenziell le-
bensbiografisch friher auftreten und einen schwereren Verlauf nehmen als bei weiblichen
Betroffenen (4).

Atiopathogenetisch wird von verschiedenen Faktoren ausgegangen, deren Zusammen-
kommen zur Entstehung von Schizophrenie beitragen. Hierbei spielen eine genetische Dis-
position sowie exogene Faktoren (z.B. perinatale Komplikationen oder Stress) eine ent-
scheidende Rolle. Die dadurch zum Teil schon vorgeburtlich angelegten genetisch mitde-
terminierten hirnbiologischen Korrelate kénnen durch epigenetische Prozesse dabei zu ei-
ner erhdhten Vulnerabilitat fir diese Krankheit fihren (4). In diesem Sinne konnten mor-
phologische Besonderheiten, wie Verlust von Hirngewebe im Bereich des limbischen Sys-
tems wie Hippocampus und Gyrus Cinguli, mit Hilfe von Post-mortem-Untersuchungen mik-
roskopisch und mit Hilfe der strukturellen Magnetresonanztomografie aufgezeigt werden.
Ein vermindertes hippokampales Volumen wurde hierbei vor Symptombeginn festgestellt
und kann somit als pradisponierender Faktor der Erkrankung bezeichnet werden (5). Durch
Reduktion sowie pathohistologische Veranderungen der fir die Markscheidenbildung wich-
tigen Oligodendrozyten bei Schizophrenen im prafrontalen Kortex, kommt es auf3erdem zu
einer gestorten interregionalen Signallibertragung innerhalb des Gehirns (6). Eine kortikale
Volumenreduktion im dorsolateralen prafrontalen Kortex zeigt zudem einen progressiven
Krankheitsverlauf mit zunehmender Schwere der Symptomatik bei fortschreitender Krank-
heitsdauer, was auf neuroinflammatorische Prozesse hindeutet (7).

Auch die Aktivierung von immunkompetenten Mikrogliazellen, die insbesondere postmortal
in den Gehirnen von schizophren oder bipolar Erkrankten nach Suizid gefunden wurden,

weist auf eine entziindliche Genese, insbesondere bei akut Erkrankten, hin (8).
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Die Lebenszeitpravalenz von Schizophrenie liegt zwischen 0,5 und 1,6 %, aber hoher bei
familiarer Belastung (beispielsweise 5 — 10 % bei einem erkrankten Elternteil) (4). Die Re-
levanz weiterfihrender Forschung ergibt sich durch die Schwere der Krankheitslast der Be-

troffenen und der damit verbundenen Notwendigkeit neuer therapeutischer Mdglichkeiten.

1.1.2 Affektive Stérungen

Als Oberbegriff umfassen affektive Stérungen laut ICD-10 manische und depressive Episo-
den sowie bipolar affektive Stérungen, die mit einer pathologischen Verénderung des Erle-
bens und der Verarbeitung von Emotionen der Betroffenen einhergehen (9). Fir die vorlie-
gende Studie wurden die unipolare Depression sowie die bipolar-affektive Stérung unter-
sucht.

In der bevolkerungsreprasentativen Studie zur Gesundheit Erwachsener in Deutschland
(DEGS1) konnten depressive Symptome bei 8,1 % der Befragten mit Hilfe des ,Patient
Health Questionnaire® (PHQ-9) festgestellt werden (Lebenszeitpravalenz 11,6 %) (10).
Entsprechend der WHO Global Burden of Disease Study, stellen affektive Stérungen eine
der Hauptursachen fir krankheitsbedingte Behinderung dar und sind zudem eine grof3ere
weltweite Krankheitslast als Verkehrsunfalle, COPD und frihgeburtliche Komplikationen
(11). Die unipolar depressiven Erkrankungen nehmen unter den affektiven Beeintrachtigun-
gen die bedeutendste Rolle ein, da sie mit einer Lebenszeitpravalenz von 10 — 15 % auf-
treten (12).

Laut ICD-10 auRern sich depressive Episoden insbesondere durch eine gedriickte Stim-
mungslage, Interessenlosigkeit sowie schneller Ermidbarkeit und Mangel an Antrieb. Die
Betroffenen leiden zudem gehéauft unter Appetitlosigkeit, sowie Ein- und Durchschlafstérun-
gen. Ein gemindertes Selbstwertgefihl kann Geflihle von Wertlosigkeit und Schuld, bezo-
gen auf die eigene Person, nach sich ziehen. Es kénnen sich auch unspezifische korperli-
che Symptome wie Verlust von Gewicht und Libido einstellen, wodurch eine friihe Diagno-
sestellung hinausgezdgert werden kann (9). Die Relevanz einer rechtzeitigen Diagnose
ergibt sich in Hinblick darauf, dass die meisten Suizide bei Patienten mit Depressionen auf-
treten. Entsprechend zeigt sich bei bipolar erkrankten Patienten mindestens ein Suizidver-
such wahrend der Krankheitsphase bei bis zur Halfte der Erkrankten (13).
Bipolar-affektive Storungen zeichnen sich entsprechend des ICD-10 durch instabile Ge-
mutslagen oder Affekte aus, die sowohl eine Veranderung zur Depression als auch zur
gehobenen Stimmung (hypomanisch, manisch) aufzeigen. Manische Episoden sind ge-
kennzeichnet durch einer der Situation unangepassten gehobenen Stimmung, die unter
anderem mit vermehrten Rededrang, gesteigerter Aktivitat und herabgesetztem Schlafbe-

dirfnis gekennzeichnet sind (9).
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Die Therapie affektiver Stérungen gestaltet sich oft problematisch, da 30 — 50 % der Pati-
enten auf konventionelle Antidepressiva nicht ansprechen (14). Insbesondere auch in Hin-
blick auf die Chronifizierungsraten von 15 — 20 % (15) erklart sich die Bedeutung weiterer
Studien beziglich Krankheitsentstehung und der damit verbundenen Mdglichkeit neuerer

Behandlungsmethoden.

1.2 Psychoneuroimmunologische Befunde bei schizophrenen und

affektiven Stérungen

Entscheidend fur die Genese neuroinflammatorischer Prozesse scheint ein Sensibilisie-
rungsprozess zu sein, der durch erstmaliges Stimulieren bei Stress in Gang gesetzt wird
(16). Schwachere Stimuli sind danach in der Lage eine UberschieRende Immunreaktion
hervorzurufen (17), was Auswirkungen auf den Krankheitsprozess im ZNS haben kann (7).
Entsprechend konnten proinflammatorische Zytokine wie Interferon-y (IFN-y) und Interleu-
kine (IL-2, IL-6 oder IL-10) im peripheren Blut und Liquor Schizophrener nachgewiesen
werden (18), wofilr verschiedene Auslodser diskutiert werden.

Bei Schwangeren, die eine Infektion erleiden, zeigte sich eine Haufung von Nachkommen,
welche spater an Schizophrenie erkranken, wobei dabei insbesondere erhdhte IL-8-Spiegel
verantwortlich sein sollen. Eigene durchgemachte Infektionen sind ebenfalls mit einem ge-
steigerten Risiko fur Schizophrenie verbunden (19). Dementsprechend zeigten sich psy-
chotische Symptome bei Patienten nach durchgemachter Herpes-Simplex Infektion Typ 1
(20). Daruiber hinaus scheint es auch Assoziationen dieser psychiatrischen Stérung mit Au-
toimmunerkrankungen wie Lupus erythematodes (21) sowie Parallelen im Verlauf zur Mul-
tiplen Sklerose, einer chronisch inflammatorischen Erkrankung, die akute sowie chronische
Symptome aufweist, zu geben, was entziindliche Prozesse auch fur schizophrene Erkran-
kungen vermuten lassen (22).

Ein weiterer immunologischer Erklarungsansatz befasst sich mit dem Mangel an glutama-
terger Ubertragung, der durch Antagonismus am NMDA-Rezeptor hervorgerufen wird. Die
Blockade des NDMA-Rezeptors wird dabei von Kynureninsaure verursacht, welche im hu-
manen ZNS aus dem Stoffwechsel der Aminosaure L-Tryptophan hervorgeht und vermehrt
durch Typ-2 Immunreaktionen gebildet wird. Hohere Spiegel von Kynureninsaure sind ent-
sprechend mit psychotischer Symptomatik assoziiert worden (23).

Ein potenzielles Therapietarget stellen die Mikrogliazellen, zur Gruppe der Immuneffektor-
zellen gehdrend, dar, welche eine zentrale Rolle im intrinsischen Immunsystem des ZNS
spielen und durch Ausschiittung proinflammatorischer Zytokine als Antwort auf eine syste-

mische Entziindung reagieren (24). Mit dem antibiotisch wirksamen Minocyclin, welches
3
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gleichsam die Aktivitat von Mikroglia hemmt, konnten demgemaf Behandlungserfolge schi-
zophrener Symptomatik erzielt werden (25). Ebenso zeigen erste erfolgreiche Therapiean-
satze mit entzindungshemmenden Wirkstoffen wie Cyclooxygenase-2-Inhibitoren (Cox-2
Hemmern), dass psychiatrische Stérungen auch neuroinflammatorischen Prozessen zu
Grunde liegen und auf entsprechende Behandlungen ansprechen kénnen (26).
Inflammatorische Prozesse dienen ebenso als Erklarungsansatz fur die Genese depressi-
ver Storungen und werden mit erhohten Plasmaspiegeln von IL-6 und Igslichen IL-2-Reze-
poren, als Indikatoren einer ablaufenden Immunreaktion, interpretiert (27). Ebenso konnte
eine Erhohung des C-reaktiven Proteins (CRP), einem etablierten Entzindungsmarker, bei
Patienten mit diagnostizierter Depression festgestellt werden (28). Weitere Studien berich-
ten von einer Aktivierung des zellularen Immunsystems bei depressiven Erkrankungen, wo-
bei insbesondere Erh6hungen von CD4-positiven (T-) Zellen zu finden sind (29).

Eine antientziindliche Therapie mit COX-2 Inhibitoren, konnte, &hnlich den Ergebnissen bei
Schizophrenie, auch bei depressiven Symptomen signifikante klinische Effekte erzielen
(30), was die These der proinflammatorischen Krankheitsentstehung von psychotischen
und affektiven Stérungen weiter stiitzt. In Post-mortem-Studien konnte aul3erdem ein er-
héhtes Vorkommen von T- und B-Zellen im medialen Temporallappen von Schizophrenen
und Patienten mit affektiven Stérungen festgestellt werden. Die dabei in manchen Fallen
auftretende Nahe der T- und B-Zellen zu Kapillaren impliziert eine stattgefundene Migration
der Immunzellen durch das GefaRendothel, die durch eine Stérung der Bluthirnschranke,

als Resultat neuroinflammatorischer Prozesse, erklart werden kdnnte (31).

1.3 Immunologische Bedeutung der T- und B- Lymphozyten

Die Lymphozyten sind zentrale Komponenten der Immunabwehr, welche zum zellularen
Bestandteil des adaptiven Immunsystems gehéren und in die Subtypen der T- und B-Zellen
unterteilt werden. Die Klassifikation der Lymphoyzten erfolgt durch Zelloberflachenmarker,
die CD- (cluster of differentiation) Antigene, wodurch sie phénotypisch eingruppiert und
auch durch Differenzierungsgrad und Aktivierungszustand unterschieden werden kdénnen.
CDa3 fungiert dabei als Erkennungsmerkmal fir T-Lymphozyten. CD20 stellt ein Oberfla-
chenantigen der B-Lymphozyten dar. Eine wichtige Funktion des Immunsystems ist die Im-
muntoleranz, das heif3t die Fahigkeit der Lymphozyten zwischen Selbst und Nichtselbst zu
unterscheiden. T-Zellen reifen zun&chst in der Thymusrinde und werden in einem anschlie-
Renden Pragungsprozess befahigt zwischen kérpereigenen und korperfremden Strukturen
differenzieren zu kénnen. Die B-Lymphozyten sollen nach der Bursa fabricius, dem lym-

phatischen Organ von Védgeln, in dem sie entdeckt wurden, benannt worden sein. Im
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menschlichen Koérper stellt das Knochenmark die Reifungsstatte der B-Zellen dar, welche
nach Aktivierung zu Plasmazellen proliferieren. Die B-Zell-Rezeptoren sind zellgebundene
Antikérper, fungieren als Antigenrezeptoren und befahigen die B-Zellen native Antigene zu
erkennen. T-Zellen sind dagegen nur in der Lage Uber den T-Zell-Rezeptor bereits prozes-
sierte Antigene (Oligopeptide), die ihnen auf MHC / HLA- (Major Histocompatibility Complex
/ Human Leukocyte Antigen) Molekilen akzessorischer Zellen (Makrophagen, dendritische
Zellen, B-Lymphozyten) prasentiert werden, sowie fremde MHC-Molekile auf allogenen
Zellen, zu erkennen. Die Beschrankung der T-Lymphozyten, Antigene nur mit Hilfe zellula-
rer Oberflachenstrukturen zu erkennen, wird MHC-Restriktion genannt. MHC stellt dabei
einen von Spezies unabh&ngigen Begriff fur einen Genkomplex dar, wobei das HLA-Sys-
tem ein human-spezifische MHC-System charakterisiert (32, 33).

T-Zellen konnen funktionell in zytotoxische und Helfer-T-Zellen unterschieden werden. Da-
bei nutzen zytotoxische T-Zellen Molekule der MHC-Klasse | und T-Helferzellen der MHC
[l zur Identifizierung von Antigenen. Nach dem Erkennen von Antigenen durch T- und B-
Zellen, kommt es zur Auslésung multipler Signalkaskaden, wobei es unter anderem durch
antigenprasentierende Zellen zur Ausschittung von Zytokinen kommt, welche T- und B-
Zellen aktivieren kénnen. Dadurch proliferieren B-Lymphozyten zu Plasmazellen, welche
zur Antikérperbildung befahigt sind. Zudem gibt es B-Zellen, die sich weiter, zu B-Gedacht-
niszellen, differenzieren. Diese sind durch eine niedrige Aktivierungsschwelle gekennzeich-
net und somit in der Lage bei erneutem Antigenkontakt rapide eine Antikorperbildung zu
initiieren. Ist das Immunsystem mit einer akuten Entziindung konfrontiert, wird das T-Helfer-
1-System in Gang gesetzt. Der durch Makrophagen gebildete Tumornekrosefaktor-a (TNF-
a) ist ein Aktivator dieser Typ-1-Immunantwort. Die T-Helfer-Zellen (CD4+-Zellen), Makro-
phagen und andere produzieren hierbei weitere wichtige Zytokine insbesondere Interleukin-
2 (IL-2), Interleukin-12 (IL-12) und IFN-y.

Bei chronisch entziindlichen Vorgangen sowie allergischen Prozessen wird hingegen eine
Typ-2-Immunantwort provoziert, welche der humoralen Abwehr angehdrt. T-Helfer-2-Zellen
produzieren dabei insbesondere IL-4, I1L-10 und IL-13. Das durch Makrophagen ausge-
schittete IL-6 tragt dabei zum Ablauf der Typ-2-Immunantwort bei und férdert zudem die
Produktion von Antikorpern durch B-Zellen. Zytotoxische T-Zellen (CD8+-Zellen) ahneln
den naturlichen Killer Zellen (NK-Zellen) in ihrer Wirkweise, wobei Uber Apoptose die anti-
genspezifische Zytolyse der Zielzellen erfolgt. Die durch verschiedene Proteine (wie Perfo-
rin und Granzym) vermittelte Kaskade fuhrt zur Aktvierung von Caspasen und schlief3lich

zum genetisch programmierten Zelltod (32, 33).
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1.4 Gegenstand der vorliegenden Arbeit

Die Beteiligung immunologischer Prozesse an der Pathogenese psychiatrischer Erkrankun-
gen ist Gegenstand aktueller Forschung (34). In der vorliegenden Arbeit wird die regionale
Verteilung von CD3- und CD20-positiven Lymphozyten bei Schizophrenen und Patienten
mit affektiven Storungen im Frontal- und vorderen Temporalhirn untersucht, was als Marker
fur eine Storung der Bluthirnschranke und neuroinflammatorischer Prozesse interpretiert
werden kann. In vorausgehenden Untersuchungen in unserem Labor konnten bereits er-
hohte Zahlen von CD3- und CD20-positiven Zellen im Zwischen- und Parietalhirn sowie in
limbischen Strukturen nachgewiesen werden (31, 34). Die Entstehung psychiatrischer Er-
krankungen weist somit Ahnlichkeiten zu der Genese von Autoimmunerkrankungen auf, fir
die analog hirnorganische Entziindungsreaktionen verantwortlich gemacht werden (35).

Mit dieser Studie soll untersucht werden, ob vergleichbare Befunde auch in frontalen und
vorderen temporalen Hirnarealen anzutreffen sind. Das Ziel dieser Arbeit ist eine semiquan-
titative sowie automatisierte quantitative Analyse von CD3-positiven T-Zellen und CD20-
positiven B-Zellen von Ganzhirnschnitten in Hoéhe des Frontal- und vorderen Temporalhirns,

die zur Beantwortung der folgenden Teilfragen fUhren soll:

1. Konnen die in anderen Studien nachgewiesenen quantitativen Veranderungen von
CD3- und CD20-positiven Zellen im Parenchym von Schizophrenen gegeniber ge-
sunden Vergleichspersonen auch in frontotemporalen Bereichen gefunden werden?

2. Konnen sowohl durch semiquantitative als auch durch quantitative Gewebsbeurtei-
lung Veradnderungen CD3- und CD20-positiver Zellen im Parenchym des Frontal-
oder vorderen Temporalhirns von Patienten mit affektiven Stérungen gegenuber
Gesunden gefunden werden?

3. Gibt es Unterschiede in den morphometrisch-quantitativ ermittelten Zellh&ufungen
der CD3-positiven und CD20-positiven Zellen zwischen den Subgruppen der Schi-
zophrenen?

4. Gibt es Unterschiede in der Quantitat der CD3-positiven und CD20-positiven Zellen
zwischen den Subgruppen der affektiven Stérungen?

5. Sind die Ergebnisse semiquantitativer und quantitativer Untersuchungen vergleich-

bar?
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2 Material und Methode

2.1 Material

2.1.1 Merkmale der untersuchten Gruppen

Alle in dieser Arbeit verwendeten Gehirne stammen aus der Magdeburger Hirnbank, welche
1984 an der psychiatrischen Universitatsklinik Disseldorf gegriindet, und im Forschungs-
bereich der Universitatsklinik fur Psychiatrie und Psychotherapie Magdeburg fortgefihrt
wurde.

Die Sammlung der Gehirne sowie die daran durchgefiihrten Studien entsprechen in vollem
Umfang den Leitlinien der Deklaration von Helsinki und wurden von den zustandigen Ethik-
kommissionen, in Disseldorf und Magdeburg, genehmigt. Es liegen positive Voten (Akten-
zeichen 67/10 und 47/10) von der Ethikkommission der Otto-von-Guericke-Universitat Mag-
deburg fur die neurohistologische Untersuchungen der verwendeten Hirnschnitte vor.

Vor Obduktion wurden die Einwilligung der Angehérigen oder, bei Suizidfallen, der zustan-
digen Staatsanwaltschaft eingeholt.

Fur die vorliegende Arbeit wurden insgesamt 58 Gehirne, 31 mannliche und 27 weibliche,
untersucht. Die einzelnen Félle wurden hinsichtlich Alter und Geschlecht angepasst (Tab.
1). Bei 20 der Probanden wurde eine Schizophrenie diagnostiziert, wovon 9 einer paranoi-
den, und 9 einer residualen Form zuzuordnen sind, bei 2 Fallen konnte im Zuge dieser
Studie nicht erhoben werden welcher Schizophrenie-Unterform sie angehéren (Durch-
schnittsalter 53,0 Jahre; 10 Manner, 10 Frauen). Die Diagnose einer Depression wurde bei
19 Patienten gestellt, wobei es sich bei 10 um eine unipolare und bei 9 um eine bipolare
Depression handelt (Durchschnittsalter 54,0 Jahre; 11 Manner, 8 Frauen). Zusatzlich wur-
den 19 Gehirne von Personen untersucht, bei denen zuvor keine psychiatrische Erkrankung
diagnostiziert wurde (Durchschnittsalter 56,0 Jahre; 10 Manner, 9 Frauen).

Die diagnostische Eingruppierung der Patienten erfolgte anhand der klinischen Dokumen-
tation sowohl entsprechend dem zum Zeitpunkt der Diagnosestellung gtiltigen DSM IV-TR
(Diagnostisches und Statistisches Manual Psychischer Stérungen, Version IV, Textrevi-
sion) als auch der ICD-10-Codierungen (International Statistical Classification of Diseases
and Related Health Problems, 2016-heute) durch zwei erfahrene Psychiater (Prof. em. Bo-
gerts und Prof. Steiner) (9, 36).
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Tabelle 1: Demografische Daten: Mittelwerte (Standardabweichung)

Schizophrenie Affektive Stérung Kontrollen
n=20 n=19 n=19
mannlich = 10 mannlich = 11 mannlich = 10
weiblich = 10 weiblich = 8 weiblich =9
Alter (Jahre) 53,0 (20,0) 54,0 (19,0) 56,0 (19,0)
Krankheitsdauer (Jahre) 24,0 (10,0) 8,5 (14,0) -
Krankheitsbeginn (Alter) 29,5 (18,0) 39,0 (14,0) -
Autolysedauer (in h) 48,0 (20,0) 48,0 (19,0) 24,0 (19,0)
Fixationszeit (Tage) 270,0 (19,0) 420 (19,0) 182,0 (19,0)
Gehirngewicht (in g) 1380 (17,0) 1410 (19,0) 1220 (19,0)
BMI (kg/m?) 24,0 (13,0) 25,24 (7,0) 24,71 (16,0)
Suizid (Anzahl) 7 10 0
Strangulation (Anzahl) 3 7 0
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2.2 Methode

2.2.1 Aufbereitung des Hirngewebes

Zunachst wurden die Hirne 48 Stunden (Std., +/- 20 Std.) post mortem von Pathologen oder
Gerichtsmedizinern entnommen. Anschlie3end erfolgte eine griindliche Untersuchung auf
Veranderungen wie Tumoren, inflammatorische, vaskuléare, oder hirntraumatische Ereig-
nisse sowie Anzeichen fir neurodegenerative Erkrankungen als Ausschlusskriterien. Zu-
dem wurden die Gewichte der Hirne bestimmt und anschlieend fotografisch dokumentiert.
Im Anschluss wurden die verwendeten Hirne in einer 8 % Phosphat gepufferten Formalde-
hydldsung (pH 7,0; 15 — 20 °C) fir mehrere Monate fixiert (Tab. 1).

Nach der Entfernung von Truncus cerebri und Cerebellum erfolgte die Separation von Fron-
tal- und Okzipitalblock anterior des Genu sowie posterior des Spleniums des Corpus callo-
sum, in koronarer Schnittfihrung. Die drei dabei entstandenen bihemisphéarischen Blocke
(anteriorer, mittlerer und posteriorer Block) wurden fotografisch dokumentiert.

Daraufhin erfolgte zunachst eine Wasserung der Hirnblocke tber Nacht, an welche sich
eine Entwésserung in aufsteigender Ethanolreihe fir insgesamt acht Wochen anschloss.
Hierbei wurden die Hirne jeweils fir eine Woche nacheinander in 50 % Alkohol, dann in
60 %, 70 %, 80 %, 90 % und 96 % Ethanol gelegt. Dann verbrachten die Blocke fur zwei
Wochen in 100 % Alkohol, wobei dieser wochentlich erneuert wurde. Im Anschluss wurden
die Hirne, fur insgesamt sieben Tage, taglich in Chloroform eingelegt, bevor schlie3lich die
Einbettung und Hartung in Paraffin (Paraplast, Shandon) fur vier Wochen erfolgte. Die Fi-
xationszeit (Zeitraum zwischen der Autopsie und der Einbettung in Paraplast) der verwen-
deten Hirnblécke betrug zwischen 90 und 800 Tagen.

Mit Hilfe eines Mikrotoms (Polycut-S, Reichert-Jung, Nuf3loch, Deutschland) wurden die
Gewebebldcke abschlielend in Koronarebene seriell bei einer Schnittdicke von 20 um ge-
schnitten und sodann auf Objekttragern Gbertragen. Fir die vorliegende Studie wurden je-
weils zwei benachbarte Schnitte vom anterioren Mittelblock zur immunhistochemischen

Darstellung CD3- und CD20-positiver Lymphozyten verwendet.

2.2.2 Immunhistochemie

Fur die immunhistochemische Farbung wurden die Gewebeschnitte zun&dchst mit Hilfe von
Xylol fur 10 Minuten (Min.) entparaffiniert und sodann in absteigender Ethanolreihe fixiert:
5 Min. in 100 % Alkohol, dann nacheinander jeweils fir 5 Min. in 96 %, 80 %, 70 %, 60 %
und 50 % Ethanol. Anschliel3end erfolgten zwei Spulungen mit Aqua destillata (Aqua dest.)

far jeweils 5 Min.
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Zur Antigendemaskierung wurden die Schnitte daraufhin 4 Min. lang in 10 mM Target Re-
trieval Puffer (pH 9,0) gekocht, und danach erneut zweimal fir jeweils 5 Min. mit Aqua dest.
gespult. Dann wurden die Schnitte fur 5 Min. in phosphatgepufferter Salzlésung (PBS,
Sigma-Aldrich, pH 7,4)) gebracht, anschlieRend folgte eine Behandlung mit 1,5 % Wasser-
stoffperoxid (H20-) fir 10 Min., sowie erneutes Spulen mit PBS fir 2 x 5 Min. Die Blockie-
rung der endogenen Peroxidaseaktiviat mit Wasserstoffperoxid ist unerlasslich, da durch
das Enzym freigesetzter molekularer Sauerstoff zu unerwinschten Gewebsreaktionen mit
ausgepragten Hintergrundfarbungen fahren kann.

Um weitere unspezifische Bindungsstellen des Ziel-Antikérpers zu blockieren, wurden die
Schnitte anschliel3end mit Normalserum der Ziege fur 60 Min. in einer feuchten Kammer
inkubiert. Nun erfolgte die Applikation des jeweiligen priméaren Antikdrpers (DAKO, Glos-
trup, Danemark; Monoklonaler Maus-Anti-Human CD20cy, Klon L26, Verdinnung 1:50;
Monoklonaler Maus-Anti-Human CD3, Klon F7.2.38, Verdinnung 1:100) und die Schnitte
wurden dann fur 60 Min. auf den Schuttler gebracht sowie anschliel3end fiir 48 Std. bei
4 °C inkubiert. Zur Beseitigung nicht gebundener Antikdrper erfolgte daraufhin eine zweifa-
che Spllung mit PBS fir jeweils 5 Min. Dann wurde der sekundare Antikdrper (DAKO,
Glostrup, Danemark; Polyklonaler Ziege-Anti-Maus, Typ IgG, biotinyliert, Verdinnung
1:100) appliziert und die Hirnschnitte in einer feuchten Kammer fur 120 Min. bei Raumtem-
peratur auf dem Schiittler inkubiert. Die Spulung mit PBS (2 x 5 Min.) erfolgte wiederum zur
Vermeidung potenzieller unspezifischer Hintergrundfarbungen.

AnschlieBend wurde durch Anwendung der Avidin-Biotin-Komplexmethode (ABC-Me-
thode), unter Entstehung eines Streptavidin-Biotin-Peroxidase-Komplexes, der Primaranti-
korper detektiert. Hierbei wurde Streptavidin, ein bakterielles Avidin, in einer Verdinnung
von 1:100 hinzugefiihrt, und wahrend einer Einwirkzeit von 60 Min. bei Raumtemperatur an
spezifische Bindungsstellen des biotinylierten Sekundarantikérpers gefihrt. Durch ein Mar-
kerenzym des Avidins, die Meerrettichperoxidase (Horse Radish Peroxidase, HRS), konnte
daraufhin eine Enzym-Substrat-Reaktion ablaufen, welche schlie3lich zum Farbnachweis
fuhrte.

Zunachst erfolgten die ndchsten zwei Spulungen mit PBS fur jeweils 5 Min. Nun wurde 3,3'-
Diaminobenzidin (DAB, SIGMA-ALDRICH, FLUKA, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkir-
chen, Deutschland) verwendet, welches als Substrat der HRS fungiert und dessen Oxida-
tion schliellich die Farbreaktion hervorrief. Die Verwendung von Ammoniumnickelsulfat
(Amm. NiSO., SIGMA-ALDRICH, Saint-Louis, Missouri, USA) fuhrte zu einer Intensivierung
der Farbung. Dafur wurde fur einen Ansatz von 25 ml Gesamtfarbeldsung, 0,5 g Amm.
NiSO4 sowie 0,0125 g DAB separat von einander in PBS geldst, bevor beide Lésungen
zusammengefuhrt und filtriert wurden. Das entstandene Filtrat wurde nun auf 25 ml mit PBS

aufgefillt, und 250 pl von 1 % H»O; kurz vor Verwendung dazugeben. Das entstandene
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Gemisch wurde sodann auf die Schnitte appliziert und anschlieRend bei Raumtemperatur
fir 10 Min. auf den Schuttler platziert.

Es folgten zwei weitere Spulungen mit Aqua dest. fur jeweils 5 Min. wonach die Schnitte
abschlieRend zur Entwasserung eine aufsteigende Ethanolreihe durchliefen: fir jeweils
5 Min. nacheinander in 50 %, 70 %, 80 %, 96 % und 100 % Alkohol. Die gefarbten Gewe-
beschnitte wurden schlie3lich fir 2 x 10 Min. in Xylol gebadet und mit einem Eindeckme-
dium (EUKITT, O. Kindler GmbH & Co) luftdicht fixiert.

Zudem erfolgte die Anfarbung von Hirnschnitten ohne priméaren Antikérper (Negativkontrol-

len), um die Spezifitat der angewandten immunhistochemischen Farbung zu gewahrleisten.

2.2.3 Semiquantitative Bewertung immunreaktiver Zellen

Die Untersuchung der koronaren Ganzhirnschnitte wurde auf Schnitthéhe des Genu des
Corpus callosum, das den vorderen Pol des Striatum beinhaltete, durchgefiihrt. Um das
Vorhandensein CD3- oder CD20-positiver Lymphozyten zu eruieren, wurden die gefarbten

Hirnschnitte jeweils in folgende anatomische Regionen unterteilt (Abb. 1):

- Orbitalkortex

- inferiorer frontaler Gyrus (IFG)

- dorsolateraler frontaler Kortex (DLFC)

- hochfrontaler Kortex

- Gyrus cinguli

- anteriorer Pol des Corpus callosum (APCC)
- anteriorer Nucleus caudatus

- Temporalpol.

Dabei erfolgte die Untersuchung in den oben genannten Regionen jeweils in der linken
sowie rechten Hemisphéare. Zudem wurden die verschiedenen Lokalisationen in Kortex so-
wie angrenzendes Marklager unterschieden, wobei letzteres in peripheres (direkt an den
Kortex angrenzendes) und zentrales Marklager unterteilt wurde. SchlieBlich erfolgte fiir alle
Regionen eine Diskrimination von CD3- oder CD20-positiven Lymphozyten, die perivasku-
lar (Abb. 2 und 3) oder unabhangig von GefalRen, d.h. im Hirnparenchym auf3erhalb von
GefalRen gelegen, lokalisiert wurden.
Die Identifikation und Bezeichnung der zu untersuchenden Regionen wurde mit Hilfe des
“Atlas of the Human Brain” von J.K. Mai (2003) vorgenommen (37). Ein systematisches
Screening der Hirnregionen erfolgte blind, d.h. ohne Wissen der Untersuchenden beziiglich
11
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der Diagnosegruppen, mit einem Lichtmikroskop (Olympus, Hamburg, Deutschland) in 100-
facher VergroRerung. Dabei diente die 40-fache VergréRerung um einen ersten Uberblick
zu erhalten. Die 400-fache VergroRerung wurde schlie3lich zur eindeutigen Zellidentifika-
tion verwendet.

Das Vorhandensein beziehungsweise Nichtvorhandensein von CD3- oder CD20-positiven
Lymphozyten in allen oben beschriebenen Regionen wurde mit Hilfe einer semiquantitati-
ven Ratingskala erfasst: 0 = keine Zellen, 1 = wenige Zellen, 2 = malig viele Zellen, 3 =
viele Zellen (Abb. 3).

Abbildung 1: Ubersicht untersuchter Hirnregionen in Nissl- Farbung: 1 Gyrus cinguli,
2 hochfrontal, 3 DLFC, 4 IFG, 5 orbital, 6 anteriorer Nucleus caudatus, 7 APCC,

8 Temporalpol

12
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Abbildung 2: Beispiele perivaskularer Effekte (Aneinanderreihungen, Zellketten) bei

CD3-positiven Zellen in 100-facher Vergrof3erung

13
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Abbildung 3: Beispiele semiquantitativer Bewertungen (dargestellt CD3-positive Zellen (T-
Lymphozyten) in 100-facher Vergré3erung): (A) und (B) Beispiele Rating 3: viele Zellen, (C)
Beispiel Rating 2: mafig viele Zellen, (D) Beispiel Rating 1: wenige Zellen
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2.2.3.1 Statistische Datenanalyse der semiquantitativen Methode

Zur statistischen Auswertung diente die Statistiksoftware R Studio v1.1.383 (R language for
statistical computing, v3.3.3: https://r-project.org) (38).

Demografische Variablen (Tab. 1) wurden mit Hilfe des Exakten Fisher-Tests, des Kruskal—
Wallis-H-Tests oder des Mann—-Whitney-U-Tests verglichen.

Unterschiede zwischen den Diagnosegruppen und zwischen den diagnostischen Unter-
gruppen konnten durch den Exakten Fisher-Test ausgewertet und weiterhin durch den post-
hoc Bonferroni-Test auf Signifikanz gepruft werden.

Der Korrelationskoeffizient nach Spearman diente zur Untersuchung potenziell konfundie-
render Variablen.

Statistische Signifikanz wurde definiert mit p < 0,05 und p < 0,10 als Trend betrachtet.

2.2.4 Quantitative Bewertung immunreaktiver Zellen

Fur eine quantitative Erhebung der CD3- und CD20-positiven Lymphozyten fanden diesel-
ben koronaren Ganzhirnschnitte Anwendung, die fir die semiguantitative Methode genutzt
wurden. Entsprechend erfolgte die Untersuchung auf der Schnitthdhe des Genu des Cor-
pus callosum mit dem vorderen Pol des Striatum (Abb. 1) und beinhaltete alle anatomischen
Regionen der semiquantitativen Vorgehensweise, jeweils beider Hemisphéren sowie in

Kortex und angrenzendem Marklager:

- Orbitalkortex

- inferiorer frontaler Gyrus (IFG)

- dorsolateraler frontaler Kortex (DLFC)

- hochfrontaler Kortex

- Gyrus cinguli

- anteriorer Pol des Corpus callosum (APCC)
- anteriorer Nucleus caudatus

- Temporalpol.

2.24.1 Gewebsschrumpfung

Die durch Dehydratation und Einbettung in Paraffin hervorgerufene Gewebsschrumpfung

der Hirnschnitte konnte mit der Formel:

15
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VF == (—)3
2 (AZ)
berechnet werden. Hierbei bezeichnet A; die Flache vor, sowie A, die Flache nach Fixation.
Der Volumenschrumpfungsfaktor (VF) wurde in die Bestimmung der Bildmal3stéabe entspre-

chend einbezogen.

2.2.4.2 Mikroskopische Aufnahmen

Die mikroskopischen Aufnahmen erfolgten blind in Hinsicht auf die diagnostischen Unter-
gruppen und es kamen die in Tabelle 2 dargestellten Vorrichtungen zum Einsatz.
Zunachst wurden Ubersichtsaufnahmen aller Hirnschnitte mit 12,5-facher Mikroskopvergro-
Berung (Objektiv 1,25x, Okular 10x) und einer linearen Auflésung von 2,990 um/px vorge-
nommen, was eine bessere Orientierung zur Festlegung der spateren Aufnahmefelder in
den Zielregionen ermdglichte. Dann erfolgten die regionalen Aufnahmen beider Hemisphéa-
ren in den gewahlten anatomischen Bereichen (Abb. 1) jeweils in Kortex und Marklager mit
100-facher MikroskopvergréRerung (Objektiv 10x, Okular 10x) und einer linearen Auflosung
von 0,36937 um/px. In jeder Zielregion wurden dabei 10, bzw. im Corpus Callosum 20,
Bildaufnahmen angefertigt (Abb. 4).

Somit entstanden Datensatze mit 280 Bildern pro aufgenommenen Hirnschnitt, wobei 5
Hirnschnitte keine oder nur teilweise Temporalpole aufwiesen und somit eine entsprechend
geringere Bildanzahl generiert werden konnte. Anschliel3end erfolgte eine manuelle Durch-
sicht der Bildsatze, sowie im Bedarfsfall, bei Feststellung von ungeniigender Bildqualitat,
Gewebedefekten oder fehlerhafter Farbung, eine erneute Aufnahme.

Fir eine spatere farbcodierte Kartierung, zur Veranschaulichung der Lymphozytenvertei-
lungen, erfolgten Aufnahmen von Ganzhirnschnitten mit 100-facher Mikroskopvergrof3e-
rung und einer linearen Auflésung von 0,36937 pum/px, welche in der semiquantitativen
Analyse in mindestens einer Region viele oder maRig viele Lymphozyten (Rating 2 oder 3)
aufzuweisen hatten.

Im Anschluss erfolgte die Speicherung der Bilder als verlustfreie JPG-Dateien, ohne zuvor

Farb- oder Kontrastanpassungen vorgenommen zu haben.
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Platzierung von Zahlfeldern (hier beispielhaft
hochfrontal) in Kortex (A) und Marklager (B) fir die mikroskopischen Aufnahmen der quan-

titativen Methode
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Tabelle 2: Verwendete Hard- und Softwareprodukte und weitere Einzelheiten zu Bildauf-

nahme und -bearbeitung

Technische Daten

Bestandteil Produkt Details Hersteller
Mikroskop Olympus BX60 Ubersichtsaufnahmen: Olympus K.K., Tokyo,
- Objektiv: 1,25x, Japan
- Lineare Aufldsung:
2,990 um/px;
Farbcodiertes Mapping:
- Objektiv: 4x,
- Lineare Auflosung:
0,91986 um/px;
Quantitative Analyse:
- Objektiv: 10x,
- Lineare Aufldsung:
0,36937 um/px
Kamera Olympus DP22 BildmaRe:
- 1920 x 1440 px
(4x Objektiv);
- 12589 x 21076 px
(10x Objektiv)
Bildaufnah- Olympus cellSens Dimension, v1.15
mesoftware
Tischsteue- Méarzhauser TANGO Desktop Méarzhauser Wetzlar
rung GmbH & Co. KG,
Wetzlar, Deutschland
Bildbearbei- Fiji ImageJ, Partikelfiltereinstellungen: Schindelin, J. et al.:
tungssoft- v1.53c . GréRe/Flache: https://imagej.nih.gov/ij
ware 20 — 300 um?: (39, 40)
- Rundheit: 0,55 - 1,00
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Material und Methode

2.2.4.3 Bildbearbeitung und Zellzéhlung

Fur die quantitative Erfassung und Ausmessung der CD3- und CD20-positiven Lymphozy-
ten wurde das Bildbearbeitungs- und Bildverarbeitungsprogramm ImageJ (39, 40) ver-
wendet. Dabei wurden die hochaufgeltsten Farbbilder (RGB) zunéchst in Graustufen-Bil-
der mit einer Farbtiefe von 8-bit (256 Graustufen) umgewandelt. Durch Einstellen eines
geeigneten Schwellenwertes entstanden binare Bilder (schwarzweil3), die fur den weiteren
Bearbeitungsprozess notwendig waren. Dann erfolgte eine Filterung der Bilder mit Elimi-
nierung redundanter Pixel zur Erleichterung der Partikelerkennung durch das angewandte
Programm. AnschlieBend wurde nach GroRRe der Partikel (Size) und Rundheit (Circularity)
gefiltert. Der ZielgroRenbereich der zu untersuchenden Zellen wurde dabei auf 20 -

300 um?festgelegt (entsprechend einem Durchmesser von 5 — 19,5 um). Somit konnten
Lymphozyten, gemaf der wissenschaftlich etablierten GroRenverhaltnisse, erfasst werden
(33). Fur das Filterkriterium der Rundheit galt:

: ity = 4 A
Circularity = 471 - ek

Hierbei bezeichnet A die Flache und d den Umfang der kreisférmigen Partikel. Eine ange-
messene Ahnlichkeit zur Kreisform (Circularity) wurde hierbei bei Werten zwischen 0,55 —
1,00 festgelegt, wobei 0,00 fir ein unendlich elongiertes Polygon und 1,00 fir einen perfek-
ten Kreis angenommen wurde. Die verwendeten Grenzwerte wurden zuvor an einer Reihe
Testbilder manuell ermittelt, um eine ausreichende Detektion der Zielzellen zu gewéhrleis-

ten.

2.2.4.4 Farbcodierung

Fur die Darstellung einer regionalen Verteilung der untersuchten immunreaktiven Zellen,
wurden Aufnahmen von Ganzhirnschnitten, die in der semiquantitativen Analyse Regionen
mit manRig vielen oder vielen Partikel aufwiesen, vorgenommen (2.2.3).

Durch Anwendung von Filterkriterien fur Form und Grof3e mittels Cellsens-Software war es
moglich entsprechende Lymphozyten zu detektieren und farblich zu markieren. Mit Hilfe der
Bildbearbeitungssoftware GIMP (GNU Image Manipulation Program, v2.10.22) wurden die
immunreaktiven Bereiche der Bilder dabei zunachst mit einer Kantenléange von 7,2 mm ver-
pixelt. Dann erfolgte eine Umwandlung, der zuvor durch Graustufen codierten Dichten, in
colorierte Areale, wobei die Verwendung einer intuitiven Farbabstufung von warmen nach
kalten Farben (rot, orange = hohe Zelldichte, gelb = maRig hohe Zelldichte, blau = niedrige
Zelldichte) eine visuelle Erfassbarkeit der hirnregionalen Lymphozytendistribution ermég-
lichte (siehe 3.4).
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2.2.4.5 Statistische Datenanalyse der quantitativen Methode

Die Statistiksoftware R Studio v1.1.383 (R language for statistical computing, v3.3.3) (38)
wurde auch zur statistischen Auswertung der quantitativen Daten genutzt.

Der H-Test nach Kruskal Wallis wurde angewandt, um (signifikante) Unterschiede zwischen
den drei Diagnosegruppen sowie zwischen den Subgruppen zu erfassen.

Fur die Differenzstatistik, zur Erfassung von Effekten zwischen zwei Gruppen, wurde der
Mann-Whitney-U-Test angewendet, um Gruppeneffekte jeweils zwischen Gesunden und
Erkrankten der entsprechenden Haupt- und Nebengruppe erfassen zu kénnen.

Zur Spezifizierung wurden die Ergebnisse FDR korrigiert (FDR = false discovery rate, be-
rechnet als Verhéltnis aus falschlicherweise zurlickgewiesenen Nullhypothesen zu den zu-
rickgewiesenen Nullhypothesen insgesamt; dient zur Kontrolle der nicht versuchsbezoge-
nen Irrtumswahrscheinlichkeit).

Der Spearman Korrelationskoeffizient wurde zur Untersuchung des Einflusses potenziell
konfundierender Variablen verwendet.

Statistische Signifikanz wurde definiert mit p < 0,05; p < 0,10 wurde als Trend betrachtet.
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3 Ergebnisse

3.1 Semiquantitative Auswertung

3.1.1 Interraterreliabilitat

Zur Uberpriifung der Interraterreliabilitat wurden jeweils 20 Hirnschnitte der CD3- sowie
CD20-Farbung (n = 40), der in der Arbeit verwendeten Hirnschritte, von einer zweiten Per-
son (Prof. em. Bogerts) nach den gleichen Kriterien bewertet, und mit Hilfe der semiquan-
titativen Ratingskala erfasst (0 = keine Zellen, 1 = wenige Zellen, 2 = maRig viele Zellen,
3 =viele Zellen). Der Korrelationskoeffizient, zu der von der Promovendin erfassten Daten,
nach Spearman betrug dabei rs= 0,815 (p < 0.001) und zeigte somit einen hohen Grad an
Ubereinstimmung.

Interraterkorrelation

Rater 2

Rater 1

Abbildung 5: Spearman-Korrelation zur Uberpriifung der Interraterreliabilitat fir insgesamt
40 Hirnschnitte (rs= 0,815 (p < 0.001))

21



Ergebnisse

3.1.2 Unterschiede in den Hauptgruppen der semiquantitativen Methode

CD3- sowie CD20-positive Lymphozyten konnten in mehreren der untersuchten Hirnarea-
len immunhistochemisch nachgewiesen werden. Die Patientengruppen der Depressiven
und Schizophrenen, sowie die Gruppe der Gesunden, erhielten die in Tabellen 3 und 4
dargestellten Ratings. Dabei wurden die Subtypen der Schizophrenen (paranoid und resi-
dual) sowie der affektiven Stdérungen (unipolar und bipolar) jeweils zusammengefasst.

Es konnten signifikante Erhéhungen hinsichtlich CD3-positiver T-Zellquantitdten bei De-
pressiven eruiert werden. Entsprechend zeigten sich erhdhte Zellzahlen (Rating 2 oder 3:
mafig viele bzw. viele Zellen) bei jeweils 7 / 19 Patientenfallen im rechten IFG (p = 0,050),
dorsolateral rechts (p = 0,034), hochfrontal links (p = 0,006) und rechts (p = 0,046), sowie
im rechten Temporalpol (p = 0,001) (Tab. 3).

Auch fur CD20-positive B-Zellen konnten signifikante Zellhaufungen bei den affektiv Er-
krankten gefunden werden und traten entsprechend in jeweils 8 / 19 Féallen orbital unab-
hangig von Gefalien rechts (p = 0,013), hochfrontal rechts (p = 0,016), und temporal links
(p = 0,004) auf (Rating 2 oder 3: maRig viele bzw. viele Zellen). Zudem fanden sich in der
Gruppe der Depressiven 7 / 19 Fallen jeweils im peripheren Orbitalmark links (p = 0,035)
und rechts (p = 0,035), im linken IFG (p = 0,041), im linken peripheren Temporalmark (p =
0,002), sowie rechts temporal (p = 0,002) signifikante B-Zell-Anhdufungen (Rating 2 oder
3: maRig viele bzw. viele Zellen) (Tab. 4).

In der Gruppe der Schizophrenen wiesen 3 / 20 Patientenféllen beztglich T-Lymphozyten
erhohte Zellzahlen (Rating 3: viele Zellen)) im rechten IFG (p = 0,050) auf. Bei 2 / 20 Féllen
konnten hinsichtlich CD3- sowie CD20-positiver Zellen in mehreren Arealen sowohl in Mark-
lager- als auch in Kortexarealen, perivaskular, sowie unabhangig von Gefal3en erhéhte Zell-

quantitaten (Rating 3: viele Zellen) bei Schizophrenen gefunden werden (Tab. 3 und 4).
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Tabelle 3: Ratings und p-Werte bezlglich CD3-positiver Zellen fir Areale mit signifikanten

Differenzen zwischen den Diagnosegruppen

Region Schizophrenie Depression Gesund p-Wert
n=20 n=19 n=19
keine Zellen / wenige Zellen / maRig viele Zellen / viele Zellen
Orbital Mark peripher re 18/0/0/2 13/1/0/5 18/1/0/0 0,030
IFG gesamt rechts 16/1/0/3 12/0/31/4 18/0/1/0 0,050
Dorsolateral gesamt re 17/1/0/2 12/0/2/5 18/0/1/0 0,034
Hochfrontal Mark periph li 18/0/0/2 13/2/0/4 19/0/0/0 0,028
Hochfrontal gesamt links 18/0/0/2 10/2/21/5 18/1/0/0 0,006
Hochfrontal gesamt rechts 18/0/0/2 10/2/21/5 17/1/0/1 0,046
Gyrus cinguli Kortex links 17/2/0/1 13/3/3/0 19/0/0/0 0,026
Gyrus cinguli Kortex re 17/2/0/1 13/3/3/0 19/0/0/0 0,026
Gyrus cinguli perivask re 18/1/1/0 13/4/0/2 19/0/0/0 0,015
Gyrus cinguli gesamt re 17/1/0/2 11/2/3/3 19/0/0/0 0,016
Temporal Kortex rechts 14/0/2/0 11/4/41/0 18/0/0/0 0,005
Temporal Mark periph re 14/0/0/2 12/1/3/3 18/0/0/0 0,029
Temporal perivaskular re 14/0/0/2 12/2/13/2 18/0/0/0 0,024
Temporal gesamt links 16/0/1/1 10/3/3/3 17/1/0/0 0,026
Temporal gesamt rechts 14/0/0/2 9/3/4/3 18/0/0/0 0,001

Anmerkungen zu Tabelle 3: p-Werte (Fisher Exakt) Bonferroni korrigiert; Abkirzungen: IFG — inferi-
orer frontaler Gyrus, periph — peripher, perivask — perivaskular, li — links, re — rechts; Anzahl der Félle
variiert: in wenigen Hirnschnitten Temporalmark oder gesamter Temporalpol fehlend
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Tabelle 4: Ratings und p-Werte bezliglich CD20-positiver Zellen fir Areale mit signifikanten

Differenzen zwischen den Diagnosegruppen

Region Schizophrenie Depression Gesund p-Wert
n=20 n=19 n=19
keine Zellen / wenige Zellen / maRig viele Zellen / viele Zellen
Orbital kortikal links 17/1/21/0 11/2/6/0 17/2/0/0 0,045
Orbital Mark peripher li 18/0/0/2 12/0/4/3 18/0/1/0 0,035
Orbital Mark peripher re 18/0/0/2 12/0/3/4 18/0/1/0 0,035
Orbital perivaskular links 19/0/0/1 10/4/41/1 18/0/1/0 0,001
Orbital perivaskular rechts 19/0/0/1 10/5/3/1 18/0/1/0 0,001
Orbital unabhéngig rechts 16/2/0/2 10/1/4/4 18/0/1/0 0,013
IFG kortikal links 18/0/2/0 12/1/6/0 19/0/0/0 0,006
IFG links gesamt 18/0/0/2 11/1/3/4 18/0/0/1 0,041
Dorsolateral Kortex links 16/1/2/1 13/0/61/0 19/0/0/0 0,013
Dorsolateral Kortex rechts 17/1/2/0 13/0/61/0 19/0/0/0 0,014
Hochfrontal Kortex links 17/0/3/0 12/2/51/0 19/0/0/0 0,015
Hochfrontal Kortex rechts 18/0/2/0 12/2/51/0 19/0/0/0 0,014
Hochfrontal Mark periph re 18/0/0/2 11/2/214 18/1/0/0 0,022
Hochfrontal perivaskular li 19/0/1/0 12/3/212 19/0/0/0 0,006
Hochfrontal perivaskular re 19/0/1/0 12/3/3/1 19/0/0/0 0,006
Hochfrontal gesamt rechts 18/0/0/2 11/0/4/4 18/0/0/1 0,016
Caudatum perivaskular li 18/0/1/1 14/3/01/2 19/0/0/0 0,045
Temporal Mark peripher li 15/0/0/2 11/1/5/2 19/0/0/0 0,002
Temporal Mark peripher re 14/0/0/2 12/1/412 19/0/0/0 0,014
Temporal perivaskular re 14/0/0/2 12/4/112 19/0/0/0 0,014
Temporal gesamt links 15/0/0/2 10/1/6/2 18/0/1/0 0,004
Temporal gesamt rechts 14/0/0/2 9/3/5/2 18/0/1/0 0,002

Anmerkungen zu Tabelle 4: p-Werte (Fisher Exakt) Bonferroni korrigiert; Abkurzungen: IFG — inferi-
orer frontaler Gyrus, periph — peripher, li — links, re — rechts; Anzahl der Falle variiert: in wenigen
Hirnschnitten Temporalmark oder gesamter Temporalpol fehlend

Zwischen den Diagnosegruppen der Gesunden und Depressiven (wobei hier die Subtypen

der unipolaren und bipolar affektiven Stérungen zusammengefasst wurden) fanden sich far

mehrere Areale Bonferroni korrigierte signifikante Unterschiede bezuglich Zellquantitéaten
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CD3- sowie CD20-postiver Lymphozyten. (Tab. 5). Entsprechend konnten T-Zell-Erhéhun-
gen insbesondere temporal, sowie vermehrte B-Zell-Quantitdaten vor allem orbital, hoch-
frontal und temporal bei Patienten mit affektiven Stérungen im Vergleich zu gesunden Kon-

trollen eruiert werden (Tab.5).

Tabelle 5: Signifikante Unterschiede zwischen Gesunden und allen affektiv Erkrankten be-

zuglich CD3- sowie CD20- positiver Zellen fur Areale mit signifikanten Gruppendifferenzen

Region Gesund / Depression
p-Wert
CD3
Hochfrontal gesamt links 0,022
Gyrus cinguli gesamt rechts 0,009
Temporal Kortex rechts 0,010
Temporal Mark peripher rechts 0,039
Temporal perivaskulér rechts 0,026
Temporal gesamt links 0,047
Temporal gesamt rechts 0,001
CD20
Orbital Kortex rechts 0,041
Orbital perivaskular links 0,036
Orbital perivaskular rechts 0,025
Orbital gesamt rechts 0,037
IFG Kortex links 0,024
Hochfrontal Kortex links 0,025
Hochfrontal Kortex rechts 0,024
Hochfrontal perivaskular links 0,023
Hochfrontal perivaskular rechts 0,023
Temporal Mark peripher links 0,010
Temporal Mark peripher rechts 0,025
Temporal perivaskular rechts 0,024
Temporal gesamt links 0,039
Temporal gesamt rechts 0,022

Anmerkungen zu Tabelle 5: p-Werte (Fisher Exakt) Bonferroni korrigiert; Abkurzung: IFG — inferiorer
frontaler Gyrus
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3.1.3 Unterschiede in den diagnostischen Untergruppen der

semiqguantitativen Methode

In Tabellen 6 und 7 sind die Ratings von CD3- sowie CD20-positiven Lymphozyten fir die
Untergruppen der paranoiden und residualen Schizophrenen, unipolaren und bipolaren De-
pressiven sowie der Gesunden dargestellt.

Hierbei zeigten sich in der Gruppe der bipolar Depressiven, beziiglich CD3-positiver Zellen,
bei jeweils 5/ 9 Patientenfallen erhdhte Zellzahlen dorsolateral rechts (p = 0,013), im rech-
ten Gyrus cinguli (p = 0,001), im rechten peripheren Temporalmark (p = 0,004), sowie im
gesamten Temporalpol rechts (p = 0,001) (Tab.6).

Hinsichtlich CD20-positiver B-Zellen waren erhdhte Zellquantitaten ebenfalls bei Patienten
mit bipolar affektiven Storungen zu eruieren. Entsprechend konnten in 5/ 9 Fallen hoch-
frontal rechts (p = 0,021) und im linken peripheren Temporalmark (p = 0,001) m&Rig viele
bzw. viele B-Lymphozyten ausgemacht werden (Tab.7).
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Tabelle 6: Ratings beziglich CD3-positiver Zellen in Arealen mit signifikanten Differenzen

und nahezu signifikanten Differenzen (p < 0,1) fur die diagnostischen Untergruppen

Region Sz para Szresid Dep uni Dep bip Gesund p-Wert

n=9 n=9 n=10 n=9 n=19

keine Zellen / wenige Zellen / maRig viele Zellen / viele Zellen

Orbital Mark 9/0/0/0 8/0/0/1 8/0/0/2 5/1/0/3 18/0/1/0 | 0,038
peripher rechts
IFG gesamt re 7/1/0/1 8/0/0/1 7/0/2/1 5/0/1/3 18/0/1/0 | 0,074
Dorsolateral 8/1/0/0 8/0/0/1 8/0/1/1 4/0/1/4 18/0/1/0 | 0,013
gesamt rechts
Hochfrontal 9/0/0/0 8/0/0/1 8/1/0/1 5/1/0/3 19/0/0/0 | 0,020
Mark periph li
Hochfrontal ge- 9/0/0/0 8/0/0/1 7/0/2/1 3/2/0/4 18/1/0/0 | 0,001
samt links
Hochfrontal ge- 9/0/0/0 8/0/0/1 7/0/2/1 3/2/0/4 17/1/0/0 | 0,005
samt rechts
Gyrus cinguli 9/0/0/0 7/1/0/1 8/1/1/0 5/2/2/0 19/0/0/0 | 0,018
Kortex links
Gyrus cinguli 9/0/0/0 7/1/0/1 8/1/1/0 5/2/2/0 19/0/0/0 | 0,018
Kortex rechts
Gyrus cinguli 9/0/0/0 8/0/1/0 8/2/0/0 5/2/0/2 19/0/0/0 | 0,004
perivaskular re
Gyrus Cinguli 9/0/0/0 7/1/0/1 8/1/0/1 3/1/3/2 19/0/0/0 | 0,001
gesamt rechts
Temporal Kor- 7/0/0/0 6/0/1/0 5/3/2/0 6/1/2/0 18/0/0/0 | 0,011
tex rechts
Temporal Mark 7/0/0/0 6/0/0/1 8/1/0/1 4/0/3/2 18/0/0/0 | 0,004
peripher re
Temporal peri- 7/0/0/0 6/0/0/1 7/1/1/1 5/1/2/1 18/0/0/0 | 0,068
vaskular re
Temporal ge- 8/0/0/0 7/0/0/1 6/2/1/1 4/1/2/2 17/1/0/0 | 0,040
samt links
Temporal ge- 7/0/0/0 6/0/0/1 5/3/1/1 4/0/3/2 18/0/0/0 | 0,001

samt rechts

Anmerkungen zu Tabelle 6: p-Werte (Fisher Exakt) Bonferroni korrigiert; Abkirzungen: Sz — Schizo-
phrenie, Dep — Depression, para — paranoid, resid — residual, uni — unipolar, bip — bipolar; signifikante
p-Werte fett gedruckt; Anzahl der Félle variiert: in wenigen Hirnschnitten Temporalmark oder gesam-
ter Temporalpol fehlend
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Tabelle 7: Ratings bezlglich CD20-positiver Zellen in Arealen mit signifikanten Differenzen

und nahezu signifikanten Differenzen (p < 0,1) fur die diagnostischen Untergruppen

Region Sz para Sz resid Dep uni Dep bip Gesund p-Wert
n=9 n=9 n=10 n=9 n=19
keine Zellen / wenige Zellen / maRig viele Zellen / viele Zellen

Orbital Kortex links 8/1/0/0 7/1/1/0 5/3/2/0 6/0/3/0 18/1/0/0 | 0,029
Orbital Mark periph li 9/0/0/0 8/0/0/12 7/0/1/2 5/0/3/1 18/0/1/0 | 0,045
Orbital Mark periph re 9/0/0/0 8/0/0/1 6/0/1/3 6/0/2/1 18/0/1/0 | 0,053
Orbital perivaskular i 9/0/0/0 8/0/0/1 6/1/2/1 4/3/2/0 18/0/1/0 | 0,007
Orbital perivaskular re 9/0/0/0 8/0/0/1 5/2/2/1 5/3/1/0 18/0/1/0 | 0,010
Orbital gesamt rechts 8/1/0/0 7/1/0/1 5/1/1/3 5/0/3/1 18/0/1/0 | 0,015
IFG Kortex links 9/0/0/0 8/0/12/0 7/1/2/0 5/0/4/0 19/0/0/0 | 0,006
IFG gesamt links 9/0/0/0 8/0/0/12 7/0/1/2 4/1/2/2 18/0/0/1 | 0,041
Dorsolateral Kortex li 7/1/0/1 8/0/1/0 7/0/3/0 6/0/3/0 19/0/0/0 | 0,010
Dorsolateral Kortex re 8/1/0/0 8/0/2/0 7/0/3/0 6/0/3/0 19/0/0/0 | 0,013
Hochfrontal Kortex li 9/0/0/0 7/0/2/0 7/1/2/0 5/1/3/0 19/0/0/0 | 0,012
Hochfrontal Kortex re 9/0/0/0 8/0/2/0 7/1/2/0 5/1/3/0 19/0/0/0 | 0,014
Hochfrontal Mark peri- 9/0/0/0 8/0/0/1 7/0/2/1 4/2/0/3 18/1/0/0 | 0,006
pher rechts

Hochfrontal perivask li 9/0/0/0 8/0/12/0 8/0/2/0 4/3/2/0 19/0/0/0 | 0,000
Hochfrontal perivaskre | 9/0/0/0 8/0/1/0 8/0/2/0 4/3/1/1 19/0/0/0 | 0,001
Hochfrontal gesamt re 9/0/0/0 8/0/0/1 7/0/2/1 4/0/2/3 18/0/0/1 | 0,021
Caudatum perivask li 9/0/0/0 8/0/0/1 7/1/0/2 7/2/0/0 19/0/0/0 | 0,032
Temporal Mark peripher | 7/0/0/0 <7/0/0/1 8/0/1/1 3/1/4/1 19/0/0/0 | 0,001
links

Temporal Mark peripher | 7/0/0/0 6/0/0/1 8/0/1/1 4/1/3/1 19/0/0/0 | 0,010
rechts

Temporal perivask re 7/0/0/0 6/0/0/1 7/2/0/1 5/2/1/1 19/0/0/0 | 0,035
Temporal gesamt links 7/0/0/0 7/0/0/1 6/0/3/1 4/1/3/1 18/0/1/0 | 0,023
Temporal gesamtrechts | 7/0/0/0 6/0/0/1 5/2/2/1 4/1/3/1 18/0/1/0 | 0,021

Anmerkungen zu Tabellen 7: p-Werte (Fisher Exakt) Bonferroni korrigiert; Abkiirzungen: Sz — Schizophre-
nie, Dep — Depression, para — paranoid, resid — residual, uni — unipolar, bip — bipolar, li — links, re — rechts,
periph — peripher, perivask — perivaskulér; Anzahl der Féalle variiert: in wenigen Hirnschnitten Temporal-

mark oder gesamter Temporalpol fehlend
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Bei Vergleich der Zellquantitaten zwischen Gesunden und Patienten der affektiven Subty-
pen (unipolar, bipolar) konnten ebenso Bonferroni korrigierte signifikante Unterschiede flr
CD3-positive (T-), sowie CD20-positive (B-) Lymphozyten gefunden werden.
Entsprechend zeigten sich im rechten temporalen Kortex (p = 0,020) sowie fir den gesam-
ten rechten Temporalpol (p = 0,023) signifikante Differenzen hinsichtlich T-Zellen zwischen
Gesunden und einerseits unipolar Depressiven; sowie andererseits bipolar Depressiven
links hochfrontal (p = 0,007), im rechten Gyrus cinguli (0,002), im rechten peripheren Tem-
poralmark (p = 0,013) und im gesamten rechten Temporalpol (p = 0,015) (Tab. 8).
Bezlglich (CD20-positiver) B-Zellen, konnten signifikante Unterschiede zwischen Gesun-
den und der Gruppe mit bipolar affektiven Stérungen hochfrontal perivaskuldr links
(p =0,012) und rechts (p = 0,011), sowie im peripheren Temporalmark links (p = 0,002) und
rechts (p = 0,011) eruiert werden (Tab. 8). Ein Vergleich unipolar Depressiver und Gesun-
der erbrachte keine signifikanten Differenzen beziglich CD20-positiver Zellen.

Auch zwischen den Diagnosegruppen der residualen oder paranoiden Schizophrenen und
den Gesunden beziglich CD3- oder CD20-positiver Lymphozyten konnten jeweils keine

signifikanten Unterschiede bezlglich Zellquantitaten festgestellt werden.
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Tabelle 8: Signifikante Unterschiede zwischen Diagnosegruppen bezuglich CD3-positiver

sowie CD20-positiver Lymphozyten fur Areale mit signifikanten Gruppendifferenzen

Region Gesund / Depression uni Gesund / Depression bip
p-Wert

CD3

Hochfrontal links gesamt n.s. 0,007

Gyrus Cinguli rechts gesamt n.s. 0,002

Temporal Kortex rechts 0,020 n.s.

Temporal Mark peripher rechts n.s. 0,013

Temporal rechts gesamt 0,023 0,015

CD20

Hochfrontal perivaskulér links n.s. 0,012

Hochfrontal perivaskular rechts n.s. 0,011

Temporal Mark peripher links n.s. 0,002

Temporal Mark peripher rechts n.s. 0,011

Anmerkungen zu Tabelle 8: p-Werte (Fisher Exakt) Bonferroni korrigiert; Abkirzungen: uni — unipo-
lar, bip — bipolar, n.s. — nicht signifikant; signifikante p-Werte fett gedruckt

3.1.4 Auswirkungen konfundierender Variablen

Fur das Auftreten von T- und B-Lymphozyten zeigten sich zwischen strangulierten Patien-
ten und nichtstrangulierten Patienten signifikante Unterschiede.

In diesem Sinne konnten signifikant mehr CD3-positive Zellen dorsolateral rechts
(p = 0,018), hochfrontal links (p = 0,017) und rechts (p = 0,017) sowie perivaskular temporal
rechts (p = 0,017) gefunden werden. Dementsprechend zeigten die Ratings fiir T-Zellen ein
vermehrtes Zellautkommen (Rating 3: viele Zellen) bei 5/ 10 Strangulierten fir die Areale:
dorsolateral rechts, sowie hochfrontal fur beide Hemisphéaren (Tab. 9).

Beziglich CD20-positiver Zellen konnten im peripheren Orbitalmark rechts (p = 0,027), im
peripheren Temporalmark links (p = 0,012) und rechts (p = 0,012), sowie im gesamten
Temporalpol links (p = 0,022) und rechts (p = 0,007) signifikant mehr entsprechende Lym-

phozyten bei Patienten, die durch Strangulation zu Tode kamen, eruiert werden (Tab. 10).
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Die entsprechenden Ratings fur CD20-positive B-Zellen zeigten signifikant erhdhte Zellzah-

len (Rating 2 oder 3: mafig viele bzw. viele Zellen) bei 5 / 10 untersuchten Patientenfallen

im rechten peripheren Orbitalmark, sowie bei 4 / 10 Fallen temporal links (Tab. 10).

Es kann sich bei den signifikanten Unterschieden zwischen Depressiven und Gesunden um

Strangulationseffekte oder tatsachliche Krankheitseffekte auf Grund einer ausgepragteren

Pathologie der Betroffenen handeln. Die hiesige Untersuchung kann diesen Sachverhalt

nicht grundlegend klaren.

Tabelle 9: Ratings und p-Werte beziglich Strangulation fir CD3-positive Zellen in Arealen

mit signifikanten Gruppendifferenzen

Region Strangulation Keine Strangulation p-Wert
n=10 n=29
keine / wenige / maRig viele / viele Zellen
Orbital Mark peripher rechts 6/0/0/4 25/1/0/3 0,129
IFG gesamt rechts 6/0/0/4 22/1/3/3 0,214
Dorsolateral gesamt rechts 5/0/0/5 24111212 0,018
Hochfrontal Mark peripher links 6/0/0/4 25/2/0/2 0,063
Hochfrontal gesamt links 5/0/0/5 23121212 0,017
Hochfrontal gesamt rechts 5/0/0/5 23121212 0,017
Gyrus cinguli Kortex links 7/12/1/0 2313171211 0,750
Gyrus cinguli Kortex rechts 7/12/1/0 2313171211 0,750
Gyrus cinguli perivaskulér rechts 6/3/0/1 25/271/1 0,135
Gyrus cinguli gesamt rechts 6/0/1/3 22131212 0,243
Temporal Kortex rechts 6/0/3/0 19/4/31/0 0,214
Temporal Mark peripher rechts 5/0/1/3 21/1/2/2 0,239
Temporal perivaskulér rechts 5/1/0/3 21/1/3/1 0,017
Temporal gesamt links 6/0/2/2 20/3/2/2 0,292
Temporal gesamt rechts 5/0/1/3 18/3/31/2 0,242

Anmerkungen zu Tabellen 9: p-Werte (Fisher Exakt) Bonferroni korrigiert; Abkirzung: IFG — inferio-
rer frontaler Gyrus; signifikante p-Werte fett gedruckt; Anzahl der Félle variiert: in wenigen Hirnschnit-
ten Temporalmark oder gesamter Temporalpol fehlend
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Tabelle 10: Ratings und p-Werte beziglich Strangulation fir CD20-positive Zellen in Area-

len mit signifikanten Gruppendifferenzen

Region Strangulation Keine Strangulation p-Wert
n=10 n=29
keine / wenige / maRig viele / viele Zellen
Orbital Kortex links 5/1/4/0 23/21741/0 0,129
Orbital Mark peripher links 6/0/1/3 24/0/3/2 0,139
Orbital Mark peripher rechts 5/0/1/4 25/0/2/2 0,027
Orbital perivaskular links 7/1/1/1 22/3/3/1 0,891
Orbital perivaskular rechts 6/1/2/1 23/4/1/1 0,230
Orbital gesamt rechts 5/0/1/4 21/3/31/2 0,085
IFG Kortex links 6/0/4/0 24711/4/0 0,219
IFG gesamt links 6/0/0/4 23/1/3/2 0,082
Dorsolateral Kortex links 6/0/4/0 23/1/41/1 0,304
Dorsolateral Kortex rechts 6/0/4/0 2411/47/0 0,219
Hochfrontal Kortex links 6/1/3/0 23/1/5/0 0,302
Hochfrontal Kortex rechts 6/1/3/0 2411/47/0 0,273
Hochfrontal Mark peripher re 6/0/0/4 23121212 0,116
Hochfrontal perivaskular links 7/10/1/2 2413/12/0 0,100
Hochfrontal perivaskular rechts 7/10/2/1 2413/12/0 0,157
Hochfrontal gesamt rechts 5/0/1/4 24/0/3/2 0,055
Caudatum perivaskular links 6/1/1/2 26/2/0/1 0,067
Temporal Mark peripher links 5/1/0/3 21/0/5/1 0,012
Temporal Mark peripher rechts 4/1/0/3 22/0/4/1 0,012
Temporal perivaskular rechts 5/0/0/3 21/4/1/1 0,064
Temporal gesamt links 4/1/1/3 21/0/5/1 0,022
Temporal gesamt rechts 3/2/0/3 20/1/5/1 0,007

Anmerkungen zu Tabellen 10: p-Werte (Fisher Exakt) Bonferroni korrigiert; Abkurzungen: IFG — in-
feriorer frontaler Gyrus, re — rechts; signifikante p-Werte fett gedruckt; Anzahl der Falle variiert: in
wenigen Hirnschnitten Temporalmark oder gesamter Temporalpol fehlend

Es konnte festgestellt werden, dass das Gehirngewicht strangulierter Patienten (Median,

Md = 1515 g) signifikant von den Hirnen nichtstrangulierter Patienten (Md = 1330 g;

p = 0,005) abweicht. Dies kann das Resultat von Hirnédemen sein, welche auf die Todesart

zuruckzufthren sind (Abb. 6).
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Abbildung 6: Hirngewichte bei strangulierten Patienten, nichtstrangulierten Patienten und

Gesunden (Mittelwerte; Mediane; obere, untere Quartile; Minimum, Maximum)

Die Auswertungen fiir alle Gehirnregionen, welche signifikante Gruppendifferenzen zeigten,
wurden mit den mdglichen konfundierenden Variablen Fixationszeit, Autolyse und Krank-
heitsdauer korreliert. Dabei konnten fiir mehrere Areale signifikante positive Korrelationen
nachgewiesen werden.

Entsprechend fanden sich in der Gruppe der affektiv Erkrankten beziiglich erhdhter (CD3-
positiver) T-Zell-Quantitaten signifikante Korrelationen mit der Krankheitsdauer im gesam-
ten rechten IFG (rs = 0,622, p = 0,018), im linken peripheren Marklager hochfrontal
(rs = 0,582, p = 0,029), im rechten (rs = 0,617, p = 0,019) und linken Kortex (rs = 0,617, p =
0,019) des Gyrus Cinguli, im temporalen Marklager peripher rechts (rs = 0,756, p = 0,002),
sowie im gesamten Temporalpol (rs = 0,588, p = 0,038) (Tab. A.1).

Fur die Gruppe der Schizophrenen konnten signifikante Korrelationen bezuglich erhdhter
Zellzahlen CD3-positiver Lymphozyten und Fixationsdauer im linken (rs = 0,473, p = 0,041)
und rechten (rs = 0,473, p = 0,041) Kortex des Gyrus cinguli, sowie im gesamten rechten
Gyrus cinguli (rs = 0,481, p = 0,037) eruiert werden (Tab. A.1).

Hinsichtlich des vermehrten Auftretens von CD-20-positiven B-Zellen waren in der Schizo-
phrenie-Gruppe signifikante positive Korrelationen vermehrter Zellquantitdten mit der Fixa-
tionsdauer im jeweils linken Kortex orbital (rs = 0,481, p = 0,037) und hochfrontal (rs = 0,475,
p = 0,040) zu finden (Tab. A.2).
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3.2 Quantitative Auswertung

3.2.1 Validierung der automatisierten Zellzahlung

Zur Uberpriifung der Validitat der Messung sowie der angewandten Filterkriterien wurden
100 Einzelbilder verschiedener Hirnregionen, welche CD3-positive Zellen enthielten, zufal-
lig ausgewahlt und manuell ausgezahlt. Ein Einzelbild (in 100-facher Mikroskopvergrofe-
rung, lineare Auflésung: 0,36937 um/px, BildgrofRe: 12589 x 21076 px) wurde jeweils im
Ganzen durchsucht und stellte so somit ein Zahlfeld dar. Zellen, die vom Computer nicht
erkannt wurden (falsch Negative), wurden dabei miterfasst, wobei Partikel, die im automa-
tisierten Verfahren falschlicherweise mitgezahlt wurden (falsch Positive), in der manuellen
Auszéahlung nicht eingeschlossen waren. Im Vergleich zwischen der automatisieren Zell-
zéhlung und der manuellen Erhebung aller sichtbaren Zellen, ergab sich ein Spearman
Korrelationskoeffizient von rs= 0,938 (p < 0,001). Damit lag eine zufriedenstellende Validie-
rung der automatisiert-quantitativen Methode zur Zellzahlbestimmung vor (Abb.7).

Validierung der automatisierten Zellzahlung
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Abbildung 7: Spearman-Korrelation der automatisierten Erfassung CD3-positiver Zellen

mit der manuellen Zellzahlung bei 100 zufallig ausgewahlten Bildern (rs= 0,938, p < 0.001)

zur Validierung der automatisierten Zellzahlung
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3.2.2 Unterschiede in den Hauptgruppen der quantitativen Methode

Nach der automatisierten Zellzdhlung konnten Regionen mit signifikanten Unterschieden
fur das Auftreten von CD3- sowie CD20-positiven Zellen zwischen den Gruppen der Schi-
zophrenen, Depressiven und Gesunden identifiziert werden, welche in den nachfolgenden
Tabellen dargestellt sind. Zudem finden sich die zu der jeweiligen Diagnosegruppe zuge-
hdrigen Medianwerte (Md), welche auf Grund der nicht normalverteilten Daten zur Beschrei-
bung der Ergebnisse geeignet sind. Zusatzlich werden die untere und obere Quartile mit
angegeben, welche die Daten prazisieren.

Innerhalb der betroffenen Areale wiesen jeweils die kortikalen Bereiche erhdhte Zellzahlen
auf. In diesem Sinne zeigten sich in der CD3-Farbung im orbitalen Kortex beidseitig signifi-
kante Differenzen bezlglich der Lymphozytenzahlen zwischen Schizophrenen, Depressi-
ven und Gesunden (links: p = 0,023, rechts: p = 0,043) (Tab. 11).

In Hinblick auf CD20-positive Zellen fanden sich im orbitalen Kortex rechts (p = 0,032), im
linken dorsolateralen Kortex (p = 0,030), jeweils beidseits im hochfrontalen Kortex (links:
p = 0,014, rechts: p = 0,018), sowie im temporalen Kortex (links: p = 0,022; rechts: p =
0,043, Depressive: Md = 0,50) und im rechten Temporalmark (p = 0,029) entsprechende
Differenzen. Zudem konnten im Caudatum der linken Hemisphére erhthte B-Zellzahlen in
der Gruppe der affektiv Erkrankten (p = 0,027; Md = 0,50) eruiert werden (Tab. 11).

Eine Analyse der Hauptgruppendifferenzen erbrachte in der quantitativen Methode signifi-
kante Abweichungen der CD3- und CD20-positiven Zellzahlen zwischen Gesunden und
Depressiven in verschiedenen Arealen.

Entsprechend waren im Orbitalkortex (links: p = 0,029) erhdhte CD3-positive Zellquantita-
ten zu verzeichnen (Tab. 12).

Bezuglich CD20-positiver B-Zellen konnten im linken hochfrontalen Kortex (p = 0,023), im
linken Temporalkortex (p = 0,044) sowie im rechten Temporalmark (p = 0,034) signifikant
hdhere Zellzahlen in der Gruppe der affektiv Erkrankten im Vergleich zu Gesunden nach-

gewiesen werden (Tab. 12).
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Tabelle 11: Mediane (untere, obere Quartile) und p-Werte fir CD3-positive sowie CD20-

positive Zellen fiir Areale mit signifikanten Differenzen zwischen den Diagnosegruppen

Region Schizophrenie Depression Gesund p-Wert
n=20 n=19 n=19
Mediane (unteres Quartil, oberes Quartil)
CD3
Orbital Kortex links 0,00 0,00 0,00 0,023
(0,00; 0,00) (0,00; 1,50) (0,00; 0,00)
Orbital Kortex 0,00 0,00 0,00 0,043
rechts (0,00; 0,00) (0,00; 1,00) (0,00; 0,00)
CD20
Orbital Kortex 0,00 0,00 0,00 0,032
rechts (0,00; 0,00) (0,00; 2,00) (0,00; 0,00)
Dorsolateral Kortex 0,00 0,00 0,00 0,030
links (0,00; 0,00) (0,00; 1,00) (0,00; 0,00)
Hochfrontal Kortex 0,00 0,00 0,00 0,014
links (0,00; 0,00) (0,00; 5,00) (0,00; 0,00)
Hochfrontal Kortex 0,00 0,00 0,00 0,018
rechts (0,00; 0,00) (0,00; 14,50) (0,00; 0,00)
Caudatum links 0,00 0,50 0,50 0,027
(0,00; 0,50) (0,00; 4,50) (0,00; 2,00)
Temporal Kortex 0,00 0,00 0,00 0,022
links (0,00; 0,00) (0,00; 9,00) (0,00; 0,00)
Temporal Kortex 0,00 0,50 0,00 0,043
rechts (0,00; 0,25) (0,00; 8,00) (0,00; 0,00)
Temporal Mark 0,00 0,00 0,00 0,029
rechts (0,00; 0,00) (0,00; 2,50) (0,00; 0,00)

Anmerkungen zu Tabelle 11: p-Werte (H-test) FDR-korrigiert (FDR = false discovery rate)
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Tabelle 12: Signifikante Unterschiede und nahezu signifikante Differenzen (p < 0,1) zwi-
schen den Diagnosegruppen beziiglich CD3- sowie CD20-positiver Lymphozyten fir Areale

mit signifikanten Gruppendifferenzen

Region Gesund / Depression
p-Wert
CD3
Orbital Kortex links 0,029
Orbital Kortex rechts 0,056
CD20
Orbital Kortex rechts 0,061
Dorsolateral Kortex links 0,066
Hochfrontal Kortex links 0,023
Hochfrontal Kortex rechts 0,050
Temporal Kortex links 0,044
Temporal Kortex rechts 0,061
Temporal Mark rechts 0,034

Anmerkungen zu Tabelle 12: p-Werte (U-Test) FDR-korrigiert (FDR = false discovery rate); signifi-
kante p-Werte fett gedruckt

3.2.3 Unterschiede in den diagnostischen Untergruppen der quantitativen
Methode

In der nachfolgenden Tabelle sind die gefundenen Unterschiede zwischen den diagnosti-
schen Untergruppen und deren Mediane, sowie jeweils die untere und obere Quartile dar-
gestellt.

Hinsichtlich CD3-positiver Lymphozyten konnten signifikante Abweichungen im orbitalen
linken Kortex (p = 0,010) gefunden werden, wobei die Gruppe der bipolar Depressiven
(Md = 1,00) die hochsten Zellzahlen aufwiesen. (Tab. 13).

Bezuglich CD20-positiver Zellen fanden sich signifikante Unterschiede zwischen den Un-
tergruppen in verschiedenen Regionen. Hohe Zellzahlen konnten fir die Gruppe der bipolar
affektiven Stérungen im orbitalen Kortex rechts (Md = 1,00; p = 0,013) sowie beidseits im
hochfrontalen Kortex (links: Md = 0,50; p = 0,017; rechts: Md = 2,50; p = 0,013). Auch im
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linken Caudatum (Md = 4,00; p = 0,015) und linkem Temporalkortex (Md = 1,50; p = 0,014)
waren hohere Lymphozytenzahlen bei den bipolar Depressiven als in den anderen Sub-
gruppen zu finden. Im rechten temporalen Kortex konnten dagegen signifikant héhere Zell-
zahlen in der Gruppe der unipolar Depressiven (Md = 1,00, p = 0,039) im Vergleich zu den

anderen Untergruppen und Gesunden eruiert werden (Tab. 13).

Eine Analyse der Untergruppendifferenzen zwischen Gesunden und Erkrankten erbrachte
signifikante Differenzen fur T-Lymphozyten zwischen Gesunden und bipolar Depressiven
im linken Orbitalkortex (p = 0,010), sowie im linken Caudatum (p = 0,012) (Tab. 14). Dage-
gen waren beziglich B-Lymphozyten signifikante Unterschiede zwischen Gesunden und
bipolar Depressiven im orbitalen Kortex in beiden Hirnhemisphéren (links: p = 0,020; rechts:
p = 0,026), sowie im linken Kortex des IFG (p = 0,024), im linken Temporalkortex (p = 0,034)
und im rechten Temporalmark (p = 0,028) zu finden (Tab. 14).

Der separate Vergleich der diagnostischen Untergruppen mit den psychisch gesunden Kon-
trollifallen ergab, dass nur bei den uni- und bipolar depressiven Patienten erhéhte CD3- oder
CD20-Lymphozytenzahlen vorlagen. Dagegen konnten weder flr die Schizophrenen als
Gesamtgruppe noch fiir eine der beiden schizophrenen Subgruppen (paranoide, residuale)

signifikante Differenzen im Vergleich zu den anderen Diagnosegruppen gefunden wurden.
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Tabelle 13: Mediane (unteres, oberes Quartil) und p-Werte beziiglich CD3-positiver sowie
CD20-positiver Zellen der entsprechenden diagnostischen Untergruppen flr Areale mit sig-

nifikanten Gruppendifferenzen

Region Sz paranoid Szresidual Dep unipolar Dep bipolar Gesunde | p-Wert

n=9 n=9 n=10 n=9 n=19

Mediane (unteres Quartil; oberes Quartil)

CD3
Orbital Kor- 0,00 0,00 0,00 1,00 0,00 0,010
tex links (0,00; 0,25)  (0,00; 0,00)  (0,00; 7,625) (0,00; 12,00) (0,00; 0,00)
CD20
Orbital Kor- 0,00 0,00 0,00 1,00 0,00 0,013
tex rechts (0,00; 0,00) (0,00; 0,50) (0,00; 3,50) (0,00; 2,00) (0,00; 0,00)
Dorsolateral 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,017
Kortex links | (0,00; 0,00) (0,00; 0,00) (0,00; 0,12) (0,00; 15,75) (0,00; 0,00)
Hochfrontal 0,00 0,00 0,00 0,50 0,00 0,017
Kortex links | (0,00; 0,00) (0,00; 0,25) (0,00; 1,50) (0,00; 12,00) (0,00; 0,00)
Hochfrontal 0,00 0,00 0,00 2,50 0,00 0,013
Kortex (0,00; 0,00)  (0,00; 0,00) (0,00; 3,50) (0,00; 20,25) (0,00; 0,00)
rechts
Caudatum 0,00 0,00 0,00 4,00 0,50 0,015
links (0,00; 0,00)  (0,00; 0,50) (0,00; 5,63) (0,25; 5,25) (0,00; 2,00)
Temporal 0,00 0,00 0,00 1,50 0,00 0,014
Kortex links | (0,00; 0,00) (0,00; 0,00) (0,00; 7,00) (0,00; 14,00) (0,00; 0,00)
Temporal 0,00 0,00 1,00 0,00 0,00 0,039
Kortex (0,00; 0,00) (0,00; 0,88) (0,00; 8,00) (0,00; 6,25) (0,00; 0,00)
rechts
Temporal 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,025
Mark rechts | (0,00; 0,00) (0,00; 0,00) (0,00; 0,62) (0,00; 7,00) (0,00; 0,00)

Anmerkungen zu Tabelle 13: p-Werte (H-Test) FDR korrigert (FDR = false discovery rate); Abkiirzungen:
Sz — Schizophrenie, Dep — Depression
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Tabelle 14: Signifikante und nahezu signifikante Differenzen (Trends, p < 0,1) beziglich

CD3- sowie CD20-positiver Zellen zwischen den jeweiligen Diagnosegruppen

Region Gesund / Depression unipolar | Gesund / Depression bipolar
p-Wert
CD3
Orbital Kortex links n.s. 0,010
Caudatum links n.s. 0,012
Temporal Kortex links n.s. 0,092
Temporal Mark links n.s. 0,099
CD20
Orbital Kortex links n.s. 0,020
Orbital Kortex rechts n.s. 0,026
IFG Kortex links n.s. 0,024
Hochfrontal Kortex links n.s. 0,066
Hochfrontal Kortex rechts n.s. 0,054
Gyrus Cinguli Kortex links n.s. 0,099
Temporal Kortex links n.s. 0,034
Temporal Kortex rechts 0,096 n.s.
Temporal Mark rechts n.s. 0,028

Anmerkungen zu Tabelle 14: p-Werte (U-Test) FDR korrigert (FDR = false discovery rate); Abkdr-
zungen: IFG — inferiorer frontaler Gyrus, n.s. — nicht signifikant; signifikante p-Werte fett gedruckt

3.2.4 Auswirkungen konfundierender Variablen

Wie bei der semiquantitativen Analyse wurden auch fir die automatisierte quantitative Ana-

lyse die Ergebnisse der Hirnregionen, fir die signifikante Gruppendifferenzen vorlagen, mit

den moglichen konfundierenden Variablen Autolysedauer, Fixationszeit und Krankheits-

dauer korreliert, wobei keine signifikanten Korrelationen nachgewiesen werden konnten.

Somit durfte eine artefizielle Beeinflussung der Ergebnisse durch Autolyse, Fixation und

Krankheitsdauer, welche ungefahr der Medikationsdauer entsprechen durfte, fir die quan-

titativen Ergebnisse, ausgeschlossen sein (Tab. A.3).
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In den relevanten Regionen zeigte sich fur CD20-positive Lymphozyten im rechten tempo-
ralen Marklager eine signifikante Differenz zwischen strangulierten und nichtstrangulierten
Patienten (p = 0,037), wodurch ein Effekt durch Suizid durch Erhéngen fur dieses Areal

nicht eindeutig ausgeschlossen werden kann.

3.3 Vergleich der Ergebnisse der semiquantitativen und quantitativen
Methode

Ein weiteres Ziel der Arbeit war ein Vergleich der zuvor dargestellten Ergebnisse der semi-
guantitativen Beurteilung der Lymphozytenquantitaten mit den Ergebnissen einer vollauto-
matisierten Lymphozytenzahlbestimmung mit Hilfe eines Bildanalyseprogramms.

Eine Spearman-Korrelationsanalyse des manuellen Ratings und der automatisierten Zell-
zéhlung fur verschiedene Regionen erbrachte moderate Zusammenhénge zwischen beiden
Methoden. Fir das orbitale Mark rechts (rs = 0,548) sowie links (rs= 0,513) sind in folgender
Abbildung Spearman-Korrelationen beispielhaft dargestellt (Abb. 8).
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Abbildung 8: Spearman-Korrelationen der automatisierten / quantitativen Zahlung CD3-
positiver Zellen (Mittelwerte) mit dem Ranking (Mittelwerte) der manuellen / semiquantitati-
ven Erfassung im (A) orbitalen Marklager rechts (rs= 0,548, p < 0,001) sowie im (B) orbitalen
Marklager links (rs= 0,513, p < 0,001); Rating: 0 = keine Zellen, 1 = wenige Zellen, 2 =

mafig viele Zellen, 3 = viele Zellen

41



Ergebnisse

In Zusammenschau der Ergebnisse fur die semiquantitative und die automatisierte quanti-
tative Methode, lassen sich fiir beide Vorgehensweisen signifikante Unterschiede zwischen
Gesunden und Depressiven in mehreren Arealen aufweisen.

In den meisten betroffenen Regionen zeigt sich dabei vermehrt ein Auftreten CD20-positi-
ver (B-) Lymphozyten. Die Haufung von B-Zellen bei Depressiven im Vergleich zu Gesun-
den tritt bei beiden Methoden im orbitalen rechten Kortex (semiquantitativ (sq): p = 0,041,
quantitativ (q): p = 0,061), im temporalen Marklager rechts (sq: p = 0,025, g: p = 0,034)
sowie im hochfrontalen Kortex beidseits (links: sq: p = 0,025, g: p = 0,023; rechts: sq: p =
0,024, g: p = 0,050) auf (Tab. 15).

Hinsichtlich CD3-positiver Zellen zeigten sich in der manuellen Auswertung signifikante
H&aufungen im rechten temporalen Kortex (p = 0,010) und im rechten temporalen Marklager
(p = 0,039), wobei die automatisierte Methode eine signifikante Erhéhung im linken orbita-
len Kortex (p = 0,029) erbrachte. Auch hier waren erhdhte Lymphozytenzahlen bei den
Depressiven im Vergleich zu den Gesunden zu finden.

Insgesamt kann auf3erdem fur beide Methoden festgestellt werden, dass insbesondere kor-
tikale Bereiche, im Gegensatz zu Arealen im Marklager, signifikant erhéhte Quantitaten im-
munreaktiver Zellen, und dies vermehrt hinsichtlich CD20-positiver Lymphozyten, aufwei-
sen (Tab. 15).
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Tabelle 15: Vergleich beider Methoden

Region Gesund / Depression Gesund / Depression
Manuell Automatisiert Manuell Automatisiert
p- Wert
CD20 CD3

Orbital Kortex links 0,073 0,068 0,449 0,029
Orbital Kortex rechts 0,041 0,061 0,327 0,056
IFG Kortex links 0,024 0,118 0,539 0,313
Hochfrontal Kortex li 0,025 0,023 0,309 0,731
Hochfrontal Kortex re 0,024 0,050 0,311 0,229
Temporal Kortex li 0,271 0,044 0,316 0,069
Temporal Kortex re 0,457 0,061 0,010 0,621
Temporal Mark (peri- 0,010 0,313 0,304 0,175
pher) links

Temporal Mark (peri- 0,025 0,034 0,039 0,347
pher) rechts

Anmerkungen zu Tabelle 15: p-Werte der manuellen Methode (Fisher Exakt): Bonferroni korrigiert;
p-Werte der automatisierten Methode (U-Test): FDR korrigert (FDR = false discovery rate); Abkur-
zungen: IFG — inferiorer frontaler Gyrus, li — links, re — rechts; signifikante p-Werte fett gedruckt

3.4 Visualisierung der regionalen Verteilungsmuster

Nachfolgend sind ausgewahlte farbcodierte Ganzhirnschnitte abgebildet, die eine regionale

Verteilung von CD3-positiven (T-) und CD20-positiven (B-) Lymphozyten zeigen. Fir die

colorierten Areale, kam eine intuitive Farbabstufung von warmen nach kalten Farben (rot,

orange = hohe Zelldichte, gelb = mafig hohe Zelldichte, blau = niedrige Zelldichte) zur vi-

suellen Erfassbarkeit der hirnregionalen Lymphozytenverteilung zur Anwendung (2.2.4.4).

In einigen Schnitten sind vorrangig kortikale und subkortikale Infiltrationen (Abbildungen 9,

10: D) erkennbar, wogegen andere insbesondere einen Befall in der wei3en Substanz auf-
weisen (Abbildungen 9, 10: B, C).
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Anzahl von Zellen

- +

Abbildung 9: Neuroinflammatorisch aufféllige Gehirne mit farbcodierter Dichtedarstellung
(CD3-positiv): (A) 37-jahrige suizidale Patientin mit residualer Schizophrenie, Infiltrate in
kortikalen und subkortikalen Bereichen sowie insbesondere temporal auch im weiRen Mark-
lager, (B) 72-jahrige suizidale Patientin mit Schizophrenie, Infiltrate Gberwiegend im weil3en
Marklager, (C) 54-jahriger suizidaler Patient mit unipolarer Depression, Infiltrate Uberwie-
gend im weil3en Marklager, (D) 62-jahriger suizidaler Patient mit bipolarer Depression, In-
filtrate Gberwiegend kortikal und subkortikal
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Anzahl von Zellen

- +

Abbildung 10: Neuroinflammatorisch auffallige Gehirne mit farbcodierter Dichtedarstellung
(CD20-positiv): (A) 37-jahrige suizidale Patientin mit residualer Schizophrenie, Infiltrate in
kortikalen und subkortikalen Bereichen sowie insbesondere temporal auch im weil3en Mark-
lager (B), 72-jahrige suizidale Patientin mit Schizophrenie, Infiltrate Gberwiegend im weif3en
Marklager, (C) 54-jahriger suizidaler Patient mit unipolarer Depression, Infiltrate Uberwie-
gend im weil3en Marklager, (D) 62-jahriger suizidaler Patient mit bipolarer Depression, In-
filtrate Gberwiegend kortikal
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4 Diskussion
4.1 Interpretation der Ergebnisse

Die atiopathogenetische Aufklarung der Entstehung von schizophrenen sowie affektiven
Storungsbildern ist trotz intensiver jahrzehntelanger Forschungsarbeit weiterhin unvollstan-
dig. Neben genetischen, neurobiologischen und psychosozialen Faktoren werden zuneh-
mend neuroimmunologische Ansatze genutzt, um die Genese psychiatrischer Erkrankun-
gen zu erklaren (41). Das Uberwinden der Bluthirnschranke durch immunreaktive Zellen
stellt einen neuroinflammatorischen Erklarungsansatz dar, der einer Entstehung von Auto-
immunerkrankungen wie Multipler Sklerose ahneln konnte (35).

In dieser Arbeit erfolgte eine semiquantitative (manuelle) sowie quantitative (automatisierte)
Bestimmung von immunhistochemisch markierten CD3- und CD20-positiven Lymphozyten
in Regionen des Frontal- und vorderen Temporalhirns. Nachfolgend werden diese Ergeb-

nisse in Hinblick auf die in der Einleitung formulierten Fragestellungen (1.4) diskutiert.

Es konnten diagnoseabhédngige Unterschiede bezlglich des Auftretens von immunreakti-
ven Zellen mit beiden Methoden festgestellt werden, wobei insbesondere affektiv Erkrankte
in beiden Vorgehensweisen signifikante Unterschiede zu Gesunden in verschiedenen Hirn-
arealen aufwiesen. Die Haufung immunreaktiver Zellen betraf in der manuellen sowie in der
automatisierten Methode vermehrt CD20-positive Lymphozyten, somit B-Zellen, wobei sich
signifikante Differenzen (p < 0,05) oder deutliche Trends (p < 0,1) fur beide Vorgehenswei-
sen zwischen Gesunden und Depressiven im orbitalen rechten Kortex (semiquantitativ (sq):
p = 0,041, quantitativ (q): p = 0,061), im temporalen Marklager rechts (sq: p = 0,025, g: p =
0,034) sowie im hochfrontalen Kortex beidseits zeigten (links: sq: p = 0,025, g: p = 0,023;
rechts: sq: p = 0,024, g: p = 0,050). Abweichungen waren bei den Arealen, die vermehrt
CD3-positive Lymphozyten aufzeigten, festzustellen. Hier war in der automatisierten Me-
thode im linken orbitalen Kortex (p = 0,029) eine signifikante Erh6hung immunreaktiver Zel-
len bei den Depressiven im Gegensatz zu den Gesunden zu finden, welche in der manuel-
len Auswertung nicht detektiert wurde. Demgegeniber fanden sich signifikante Differenzen
jeweils rechts temporal in Kortex (p = 0,010) und Marklager (p = 0,039) mit der semiquan-
titativen Methode, die mit der automatisierten quantitativen Methode nicht festgestellt wur-
den.

Die Diskrepanzen der detektierten auffalligen Areale, insbesondere beziiglich CD3-positi-
ver Lymphozyten, kann auf die unterschiedliche methodische Vorgehensweise zurtickzu-
fuhren sein. Eine kategorisierende Einordnung der Zellen mit der semiquantitativen Me-
thode und konkrete numerische Grof3en, die das quantitative Vorgehen generierte, kbnnen

in der statistischen Analyse abweichende Resultate erbringen. Dennoch konnten moderate

46



Diskussion

positive Korrelationen zwischen automatisierter und manueller Auszahlung festgestellt wer-
den (Abb. 8). Die direkte Uberpriifung der automatisierten Erfassung von Zellquantitéten,
zur Validierung der quantitativen Methode, von zufallig ausgewahlten Bildern durch manu-
elles Auszéhlen erbrachte eine sehr starke Korrelation zwischen beiden Vorgehensweisen
(Abb. 7).

Wie zu erwarten, ergab der semiquantitative Ansatz, bei dem alle untersuchten Hirnschnitte
ganzlich unter einem Lichtmikroskop inspiziert wurden, ein breiteres Feld an signifikant auf-
falligen Hirnarealen als die automatisierte Methode, bei der die Suche nach immunpositiven
Zellen gezielt punktuell und nur in ausgewahlten Hirnregionen stattfand. Entsprechend wur-
den Anh&ufungen von immunpositiven Lymphozyten bei der semiquantitativen Durchmus-
terung der Hirnschnitte immer mitbewertet, wohingegen in den voreingestellten Hirnregio-
nen bei der quantitativen-automatisierten Zelldichtebestimmung ein Zéahlfeld auch aul3er-
halb eines Areals mit hoher Zelldichte liegen konnte.

Das vermehrte Auftreten immunreaktiver Zellen im Hirnparenchym, wie in dieser Studie
anhand von T- und B-Zell-Erhéhungen in verschiedenen Hirnregionen frontal und temporal
nachgewiesen, deutet auf einen neuroinflammatorischen Prozess und eine Stérung der
Bluthirnschranke bei den Betroffenen hin. Erhdhte Zellzahlen konnten dabei in der quanti-
tativen Methode nicht mit den konfundierenden Variablen Autolysedauer, Fixationszeit oder
Krankheitsdauer erklart werden (Tab A.3). In der semiquantitativen Methode zeigten sich
hingegen fir einige wenige Areale signifikante positive Korrelationen mit den konfundieren-
den Variablen Fixationszeit und Krankheitsdauer fir erhdhte T-Zellquantitdten in der
Gruppe der Depressiven und Schizophrenen (Tab. A.1), sowie flr vermehrtes Auftreten von
B-Zellen in der Schizophrenie-Gruppe (Tab. A.2). Zudem zeigten sich jeweils bei Strangu-
lierten vermehrt sowohl CD3- als auch CD20-positive Lymphozyten in der semiquantitativen
Vorgehensweise, sowie eine signifikante Haufung von B-Zellen im quantitativen Teil, im
Vergleich zu Gehirnen von Nichtstrangulierten. Die vorliegende Studie kann nicht abschlie-
Rend klaren, inwiefern hierbei Strangulationseffekte oder tatsachliche krankhafte Verénde-
rungen im Sinne einer intensiveren Psychopathologie und damit zusammenh&ngenden Pa-
thohistologie der betroffenen Hirne ausschlaggebende Faktoren fiir die gefundenen Veran-
derungen darstellen. Auch stellt sich die Frage, ob nicht Medikationseffekte bei chronischen
Krankheitsverlaufen eine Rolle gespielt haben konnten. Die Medikationsdauer dirfte bei
chronischen schizophrenen oder depressiven Erkrankungen in etwa der Krankheitsdauer

entsprechen.
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4.2 Einordnung in den derzeitigen Literaturstand

Periphere Immunzellen gelangen, unter gesunden Bedingungen, selten durch die Bluthirn-
schranke und wurden in der Literatur bisher insbesondere bei viralen und Autoimmuner-
krankungen beschrieben (42). In diesem Sinne, kann die Prasenz von CD3- und CD20-
positiven Zellen im Hirnparenchym von Depressiven auf neuroinflammatorische Prozesse
hindeuten.

Es ist bekannt, dass T-Zellen in der Lage sind sich durch selbst bereit gestellte Bindungs-
proteine (P-Selektin Glykoprotein Ligand-1, PSGL-1) an inflammatorisch verandertem Ge-
falendothel entlang zu bewegen. Mit Hilfe von Transmembranproteinen kdnnen sie dartber
hinaus an Adhasionsmolekile (VCAM-1, ICAM-1) von entziindlichen Endothelstrukturen
binden und diese schlielich verlassen, um ins umgebene Parenchym einzuwandern (33).
Auch B-Lymphozyten sind in der Lage Oberflachenmolekile des Endothels (insbesondere
ICAM-1) und von T-Zellen exprimierte Zytokine (MCP-1) zu nutzen, um in inflammatori-
sches Nachbargewebe vorzudringen (43).

Dementsprechend waren T- und B- Lymphozyten in einigen der untersuchten Hirnregionen
vermehrt perivaskular auffindbar, was darauf hindeutet, dass die Immunzellen direkt aus
dem GefaRRendothel in das benachbarte Hirnparenchym gewandert sind. Neben Lympho-
zyten werden entzindliche Prozesse im ZNS unter anderem von Zytokinen, Mikroglia und
Astrozyten vermittelt. Das Zusammenwirken dieser proinflammatorischen Zellformen kann
eine UberschieBende Entziindungsreaktion hervorrufen, welche mdoglicherweise einen
Zelluntergang im betroffenen Gewebe bewirkt. Da das Auftreten von immunreaktiven Zellen
bei psychotischen und affektiven Stérungen auf einem kontinuierlich niedrigen Niveau statt-
findet, kann die Hypothese einer milden Enzephalopathie fir Schizophrenie und affektive
Stdrungen unterstitzt werden (44).

Obwohl andere Studien darauf hindeuten, dass in limbischen und hochkortikalen Hirnarea-
len erhohte T- und B-Lymphozytenzahlen bei Schizophrenen vorliegen kdnnen (34, 45),
konnte in der vorliegenden Studie keine signifikante Haufung immunreaktiver Zellen in den
untersuchten Arealen des Frontal- und vorderen Temporalhirns bei Schizophrenen im Ver-
gleich zu Gesunden festgestellt werden. Das verminderte Aufkommen von CD3- und CD20-
positiven Zellen im untersuchten Hirnparenchym der Schizophrenen kann mit den hetero-
genen Auspragungen der Erkrankung zusammenhangen. Es kdnnten auch andere in-
flammatorische Marker in den betroffenen Gehirnen auffindbar sein, welche nicht Gegen-
stand der hiesigen Arbeit sind. Denkbar wére auch ein Auftreten von T- und B-Lymphozyten

in anderen Hirnregionen als den untersuchten Loci im Frontal- und Temporalpol.
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Bei der Betrachtung der Ergebnisse der betroffenen Hirne fallt eine Distribution immunre-
aktiver Zellen oft in nur einer oder wenigen einzelnen Regionen auf. Verschiedene Vertei-
lungsmuster in bestimmten Hirnarealen konnten zuvor fir affektive und schizophrene Er-
krankungen gezeigt werden, und ermdglichen sogar eine Differenzierung zwischen ver-
schiedenen Diagnosegruppen (34). Die Heterogenitat des Verlaufes und der vorliegenden
jeweiligen Krankheitsstadien kénnte ausschlaggebend fir die unterschiedlichen hirnregio-
nalen Ausbreitungstypen sein.

Im Gegensatz zu anderen im gleichen Labor durchgefiihrten Studien von posterior von den
hier verwendeten Schnitten des Frontalhirns gelegenen Hirnregionen (31), waren in der
vorliegenden Arbeit vermehrt CD20-positive und weniger CD3-positive Lymphozyten zu fin-
den, was auch auf die immunhistochemischen Farbung der Immunzellen zuriickzufuhren

sein konnte.

4.3 Limitationen

Post-mortem-Untersuchungen stellen eine besondere Mdéglichkeit dar, pathohistologische
Grundlagen psychiatrischer Erkrankungen zu beschreiben. Ein haufig auftretendes Prob-
lem, wie in der hiesigen Studie, stellt dabei eine Post-mortem-Studien inhérente Stichpro-
bengréRe durch niedrige Fallzahlen dar. Dennoch konnten, trotz der relativ geringen Anzahl
von Untersuchungsobjekten, signifikante Unterschiede zwischen erkrankten Individuen und
Gesunden herausgearbeitet werden.

Lymphozyten, die sich zum Zeitpunkt der Fixierung der Hirnschnitte in den GefaRanschnit-
ten befanden, wurden fir alle Diagnosegruppen miterfasst. Bereiche mit sichtbaren Gefai-
lumen gréRerer GefalRe, wurden nach manueller Sichtung unter lichtmikroskopischen Be-
dingungen nicht erfasst. Dennoch war eine Unterscheidung zwischen immunreaktiven Zel-
len in kleinsten GefaRanschnitten von Kapillaren und Immunzellen im umliegenden Gewebe
nicht immer maglich.

In den meisten Hirnregionen, in denen signifikante Unterschiede zwischen Erkrankten und
Gesunden gefunden wurden, waren B-Lymphozyten die verstarkt auftretende Zellfraktion.
Nur in wenigen inflammatorisch auffalligen Hirnarealen waren T-Lymphozyten dominant.
Andere Untersuchungen zeigten eine quantitativ verstarkte Haufung von T-Zellen und ge-
mischtere Resultate (31). Zudem wurden B- und T-Zellen trotz unterschiedlich immunologi-
scher Eigenschaften und Funktionen nicht fur die jeweiligen Subtypen dieser Lymphozyten
differenziert ausgewertet und zu einer gemeinsamen T-Zell oder B-Zell-Gruppe zusammen-

gefasst. Weitere Studien sind nétig, um ein differenzierteres Gesamtbild der verschiedenen
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Lymphozytenarten zu erhalten und ihren Beitrag zur Entstehung psychiatrischer Erkrankun-

gen besser verstehen zu kénnen.

4.4 Starken

In der vorliegenden Studie wurden zwei unterschiedlich methodische Vorgehensweisen an-
gewandt, um die Ergebnisse eines manuellen semiquantitativen Ansatzes mit einem auto-
matisierten bildanalytischen Prozess vergleichen zu kénnen. Die Resultate stimmten ins-
besondere dahingehend Uberein, dass sie signifikante Unterschiede zwischen affektiv Er-
krankten und Gesunden in frontalen und vorderen temporalen Hirnarealen, sowie erhdhte
Zellzahlen von CD20-positiven Lymphozyten bei uni- und bipolaren depressiven Patienten
aufzeigen konnten. Die semiquantitative Methode erzielte eine Einschatzung der vorhan-
denen Lymphozyten in den Kategorien (keine / wenige / maRig viele / viele Zellen), woge-
gen der automatisierte Ansatz jeweils eine konkrete Anzahl immunreaktiver Zellen der ent-
sprechenden Region lieferte. Der manuelle Ansatz ging dabei von einer genauen Inspektion
des jeweils gesamten Hirnschnitts aus, wobei im automatisierten Prozess die betroffenen
Areale nur in vorher definierten Gewebsausschnitten untersucht wurden. Die Kombination
beider Vorgehensweisen kann somit als eine wechselseitige Kontrollmoglichkeit und auch
als Erweiterung der jeweils anderen Untersuchungstechnik angesehen werden.

Die fur diese Arbeit erstellten farbcodierten Kartierungen der am starksten betroffenen
Hirne, ermdglichen, wie schon zuvor festgestellt, eine schnelle und einfache Ubersicht tiber

regionale Ausbreitungsarten entziindlicher Prozesse (34).
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5 Zusammenfassung

Die Atiopathogenese psychiatrischer Erkrankungen ist weiterhin Gegenstand aktueller For-
schung, wobei zunehmend immunologische Ursachen in den Fokus der wissenschatftlichen
Diskussion geraten. In diesem Sinne konnten proinflammatorische Zellen und Botenstoffe
im peripheren Blut und Liquor, sowie in zerebralen Strukturen von Schizophrenen und af-
fektiv Erkrankten nachgewiesen werden. Die Durchlassigkeit der Bluthirnschranke fir im-
munreaktive Zellen, scheint dabei, dhnlich der Entstehung anderer neuroimmunologischer
Erkrankungen, eine entscheidende Rolle zu spielen.

In der hiesigen Post-mortem-Studie, wurden Ganzhirnschnitte der Magdeburger Hirnsamm-
lung von 20 Schizophrenie-Patienten (akut paranoid und residual), 19 affektiv Erkrankten
(unipolar und bipolar) sowie von 19 Personen ohne psychiatrische Diagnose untersucht.
Nach immunhistochemischer Einfarbung der entsprechenden Hirnschnitte, erfolgte die
Uberprifung auf Vorhandensein von T-Zellen (CD3-positiv) sowie B-Zellen (CD20-positiv),
was als Hinweis flr neuroimmunologische Pathologie gedeutet wurde.

Zur Erfassung der immunreaktiven Zellen kamen zwei unterschiedliche Methoden zur An-
wendung, wobei der semiquantitative Ansatz eine manuelle mikroskopische Durchsicht al-
ler Hirnschnitte mit anschlielender Einordung in mengenméalRige Kategorien beinhaltete,
die quantitative Vorgehensweise dagegen eine automatisierte Registrierung von Zellzahlen
mittels Bildanalyseprogramm umfasste. Fir die automatisierte Methode wurden zuvor mik-
roskopische Bildaufnahmen der Ganzhirnschnitte angefertigt, und die Anzahl von T- und B-
Zellen anschlieend mit Hilfe eines Bildverarbeitungsprogramms erfasst. Die Verfahren zur
Zellerfassung erfolgten jeweils verblindet.

Fur beide methodischen Vorgehensweisen konnte eine signifikante Erh6hung von CD20-
positiven B-Zellen bei Depressiven im Vergleich zu Gesunden in kortikalen Bereichen or-
bital und hochfrontal, sowie im temporalen Marklager aufgezeigt werden. Abweichende Are-
ale von Zellerh6hungen fanden sich bei affektiv Erkrankten beziiglich CD3-positiver Zellen
fir beide Verfahren. Die Differenzen kdnnen auf die unterschiedliche Vorgehensweise zu-
riickzufiihren sein, wobei die semiquantitative Methode eine Untersuchung der kompletten
Hirnschnitte beinhaltete, die quantitative Methode dagegen nur eine punktuelle Analyse zu-
vor festgelegter Hirnareale umfasste.

Eine Korrelationsanalyse der Zellerh6hungen mit méglichen konfundierenden Variablen er-
brachte signifikante Ergebnisse in einigen wenigen Arealen fir Strangulation, Fixationszeit
und Krankheitsdauer. Dennoch deuten die Ergebnisse der Arbeit auf einen immunologi-
schen Faktor, im Sinne einer neuroinflammatorischen Teilursache von affektiven Erkran-

kungen, bei gestorter Bluthirnschranke, hin.
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Anhang

Tabelle A.1: Spearman-Korrelationen der konfundierenden Variablen mit T-Zell-Haufun-

gen (CD3- positiv) innerhalb der Diagnosegruppen fur Areale mit signifikanten Gruppen-

differenzen (semiguantitative Methode)

Region Autolysedauer Fixationszeit Krankheitsdauer
[Stunden] [Stunden] [Jahre]
Sz Dep Ges Sz Dep Ges Sz Dep
n=20) (=19 (=19 | (n=19) (=19 (n=19) | (n=18) (n=14)
Orbital s 0,198 0,198 | 0,360 0,439 0,270 | -0,215 | 0,117 0,342
Mark pe-
riph re p-Wert | 0,437 0,437 | 0,130 0,060 0,264 | 0,376 0,644 0,231
IFG ge- s 0,412 0,164 | 0,240 0,364 0,285 | -0,387 | -0,143 0,622
samtre | o wert | 0,071 0,502 | 0,322 0,012 0,237 | 0,101 0,571 0,018
Dorsola- s 0,266 0,115 | 0,240 0,364 0,302 | 0,122 | 0,138 0,273
gﬂﬁg p-Wert | 0,257 0,639 | 0,322 0,126 0,209 | 0,619 0,585 0,346
Hoch- s 0,198 0,309 n.a. 0,439 0,350 n.a. 0,117 0,582
];\r/l(;':tka:;)e- p-Wert | 0437 | 0,199 0060 | 0,142 0,644 0,029
ripher li
Hoch- s 0,198 0,105 | 0,432 0,439 0,305 | -0,043 | 0,117 0,216
ggg;i'“ i | p-wert | 0437 0,670 | 0,065 0,060 0,204 | 0,861 0,644 0,457
Hoch- rs 0,198 0,105 | 0,151 0,439 0,305 | -0,030 | 0,117 0,216
frontal
Jg;‘:r‘m p-Wert | 0437 | 0670 | 0538 | 0060 | 0204 | 0904 | 0,644 0,457
rechts
Gyrus rs 0,139 0,323 n.a. 0,473 -0,122 n.a. 0,341 0,617
%”r?;’)i'” p-Wert | 0,559 0,177 0,041 0,619 0,166 0,019
Gyrus rs 0,139 0,323 n.a. 0473 | 0122 | na 0,341 0,617
A
%”r?gx' o | P-Wert | 0559 | 0177 0041 | 0,619 0,166 0,019
Gyrus rs 0,198 | -0,033 | na 0435 | -0126 | na. 0,117 0,273
A
ggr'fl‘;;k p-Wert | 0404 | 0,893 0,063 | 0,766 0,644 0,346
rechts
Gyrus rs 0,127 0,089 n.a. 0,481 0,158 na 0,331 0,492
e
gg;gr‘;' p-Wert | 0593 | 0717 0037 | 0518 0,180 0,074
Temporal Is 0,309 0,372 n.a. 0,451 -0,284 n.a. 0,103 0,224
Kortexre | o wert | 0,244 0,117 0,079 0,238 0,725 0,442
Temporal I's 0,309 0,372 n.a. 0,451 0,178 n.a. 0,103 0,756
Mark pe-
ripirerpri p-Wert | 0244 | 0117 0079 | 0,465 0,725 0,002
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Region Autolysedauer Fixationszeit Krankheitsdauer
[Stunden] [Stunden] [Stunden]
Sz Dep Ges Sz Dep Ges Sz Dep
(n=20) (=19 (=19 | (n=19) (n=19) (n=19) | (n=18) (n=14)
CD3
Temporal Is 0,309 0,331 n.a. 0,451 0,167 n.a. 0,103 0,501
Eer.i."as' p-Wert | 0,244 | 0,166 0079 | 0,495 0,725 0,068
ular re

Temporal Is 0,273 0,361 0,206 0,442 0,103 0,351 0,084 0,507
gesamtli | o wert | 0273 | 0120 | 0412 | 0075 | 0675 | 0154 | 0757 0,064
Temporal Is 0,309 0,372 n.a. 0,451 -0,002 n.a. 0,103 0,558
gesamt | o wert | 0244 | 0117 0,079 | 0,994 0,725 0,038
rechts

Anmerkungen zu Tabelle A.1: Abkirzungen: Sz — Schizophrenie, Dep — Depression, Ges — Gesund, IFG
— inferiorer frontaler Gyrus, periph — peripher, perivask — perivaskulér, li — links, re — rechts, n.a. — nicht
anwendbar; signifikante p-Werte fett gedruckt; teilweise geringere Fallzahlen, da Angaben nicht vorlagen

61



Tabelle A.2: Spearman-Korrelationen der konfundierenden Variablen mit B-Zell-Haufun-

gen (CD20-positiv) innerhalb der Diagnosegruppen fur Areale mit signifikanten Gruppen-

differenzen (semiguantitative Methode)

Region Autolysedauer Fixationszeit Krankheitsdauer
[Stunden] [Stunden] [Stunden]
Sz Dep Ges Sz Dep Ges Sz Dep
n=20) (n=19) (=19 | (n=19) @®M=19) (=19 | (n=18) (n=14)
Orbital rs 0,127 0,135 0,280 0,481 -0,230 0,188 0,331 -0,105
Kortex
links p-Wert 0,593 0,582 0,246 0,037 0,343 0,441 0,180 0,720
Orbital I's 0,184 0,592 0,360 0,439 0,247 -0,215 0,117 -0,184
Mark pe-
ripher i p-Wert 0,437 0,122 0,130 0,060 0,555 0,376 0,644 0,528
Orbital rs 0,184 -0,199 0,360 0,439 0,126 -0,215 0,117 -0,052
Mark pe-
ripher re p-Wert 0,437 0,414 0,130 0,060 0,766 0,376 0,644 0,859
Orbital rs 0,317 -0,086 0,360 0,258 0,144 -0,215 n.a. -0,181
perivas-
kular li p-Wert 0,174 0,727 0,130 0,286 0,557 0,376 0,536
Orbital rs 0,317 -0,132 0,360 0,258 0,038 -0,215 n.a. 0,039
perivas-
kular re p-Wert 0,174 0,589 0,130 0,286 0,876 0,376 0,894
Orbital rs 0,213 -0,117 0,360 0,425 -0,082 | -0,215 0,323 0,060
gesamt
rechts p-Wert 0,368 0,633 0,130 0,070 0,846 0,376 0,191 0,839
IFG Kor- rs 0,184 0,083 0,101 0,439 0,315 0,188 0,117 0,333
texlinks | o wert | 0437 | 0734 | 0681 | 0060 | 0190 | 0441 | 0644 0,244
IFG ge- rs 0,184 -0,009 0,360 0,439 0,286 -0,215 0,117 0,285
samt li
p-Wert 0,437 0,972 0,130 0,060 0,235 0,376 0,644 0,323
Dorsola- rs 0,401 0,117 n.a. 0,300 0,227 n.a. -0,097 0,087
teral Kor-
tex i p-Wert 0,080 0,632 0,211 0,349 0,702 0,768
Dorsola- rs 0,266 0,117 n.a. 0,364 0,227 n.a. 0,138 0,087
teral Kor-
tex re p-Wert 0,257 0,632 0,126 0,349 0,585 0,768
Hoch- rs 0,116 0,082 n.a. 0,475 0,295 n.a. 0,341 0,024
frontal
Kortex li p-Wert 0,626 0,740 0,040 0,221 0,166 0,936
Hoch- rs 0,184 0,082 n.a. 0,439 0,295 n.a. 0,117 -0,024
frontal
Kortex re | p-Wert 0,437 0,740 0,060 0,221 0,644 0,936
Hoch- rs 0,184 0,035 0,192 0,439 0,476 0,000 0,117 0,244
frontal
Mark pe- | p-Wert 0,437 0,887 0,431 0,060 0,040 1,000 0,644 0,400
ripher re
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Region Autolysedauer Fixationszeit Krankheitsdauer
[Stunden] [Stunden] [Stunden]

Sz Dep Ges Sz Dep Ges Sz Dep
n=20) (n=19) (n=19) | (n=19) @M=19) (n=19) | (n=18) (n=14)

CD20
Hoch- rs 0,317 0,086 n.a. 0,258 0,336 n.a. n.a. 0,005
frontal
perivas- p-Wert 0,174 0,726 0,286 0,160 0,986
kular li
Hoch- Is 0,317 0,113 n.a. 0,258 0,340 n.a. n.a. 0,026
frontal
peri\/as- p-Wert 0,174 0,645 0,286 0,154 0,930
kular re
Hoch- rs 0,184 0,040 -0,192 0,439 0,391 0,000 0,117 0,170
frontal
gesamt p-Wert 0,437 0,870 0,431 0,060 0,098 1,000 0,644 0,561
rechts
Cauda- Is 0,198 -0,199 n.a. 0,435 0,094 n.a. 0,117 -0,296
tum peri-
vask li p-Wert 0,404 0,415 0,063 0,701 0,644 0,304
Temporal Is 0,244 0,046 n.a. 0,492 0,227 n.a. 0,062 0,279
Mark pe-
ripher i p-Wert 0,346 0,852 0,053 0,350 0,826 0,334
Temporal Is 0,295 0,149 n.a. 0,500 0,125 n.a. 0,103 0,434
Mark pe-
ripher re p-Wert 0,267 0,543 0,058 0,609 0,725 0,121
Temporal Is 0,295 0,045 n.a. 0,500 0,117 n.a. 0,103 0,340
periph re

p-Wert 0,267 0,856 0,058 0,632 0,725 0,234
Temporal rs 0,244 0,056 -0,192 0,492 0,100 0,344 0,062 0,054
gesamt li

p-Wert 0,346 0,819 0,431 0,053 0,685 0,149 0,826 0,854
Temporal rs 0,295 0,057 -0,192 0,500 0,043 0,344 0,103 0,149
gesamt
rechts p-Wert 0,267 0,816 0,431 0,058 0,861 0,149 0,725 0,611

Anmerkungen zu Tabelle A.2: Abkirzungen: Sz — Schizophrenie, Dep — Depression, Ges — Gesund, IFG
— inferiorer frontaler Gyrus, periph — peripher, perivask — perivaskulér, li — links, re — rechts, n.a. — nicht
anwendbar; signifikante p-Werte fett gedruckt; teilweise geringere Fallzahlen, da Angaben nicht vorlagen
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Tabelle A.3: Spearman-Korrelationen der konfundierenden Variablen mit T-Zell-Haufungen

(CD3-positiv) sowie B-Zell-Haufungen (CD20-positiv) innerhalb der Diagnosegruppen fur

Areale mit signifikanten Gruppendifferenzen (quantitative Methode)

Region Autolysedauer Fixationszeit Krankheitsdauer
[Stunden] [Stunden] [Jahre]
Sz Dep Ges Sz Dep Ges Sz Dep
(n=20) (n=19) (n=19) | (n=19) (n=19) (n=19) | (n=18) (n=14)

CD3
Orbital rs 0,223 0,156 0,096 0,360 0,021 0,021 -0,056 0,587
Kortex
links p-Wert 0,862 0,962 0,872 0,427 0,988 0,988 0,933 0,189
Orbital rs 0,324 0,311 -0,192 0,260 -0,215 -0,258 0,009 0,098
Kortex
rechts p-Wert 0,862 0,877 0,812 0,534 0,783 0,602 0,97 0,88
CD20
Orbital rs 0,116 -0,036 0,021 0,484 0,177 0,153 0,331 0,285
Kortex
rechts p-Wert 0,904 0,971 0,968 0,313 0,845 0,799 0,933 0,552
Dorsola- rs -0,063 0,121 -0,192 0,344 0,099 -0,301 0,117 0,602
teral Kor-
tex links p-Wert 0,949 0,962 0,812 0,448 0,951 0,518 0,933 0,189
Hoch- rs 0,139 0,101 0,035 0,471 0,318 -0,118 0,331 0,419
frontal
Kortex p-Wert 0,876 0,962 0,940 0,313 0,667 0,719 0,933 0,361
links
Hoch- rs 0,170 0,253 0,332 0,441 0,281 -0,063 0,117 0,578
frontal
Kortex p-Wert 0,862 0,877 0,724 0,313 0,724 0,924 0,933 0,189
rechts
Cauda- rs 0,205 -0,258 0,190 0,133 0,184 -0,099 0,341 0,421
tum links

p-Wert 0,862 0,877 0,812 0,782 0,845 0,924 0,933 0,361
Temporal rs 0,224 0 0,001 0,494 0,119 0,446 0,062 0,125
Kortex
links p-Wert 0,862 1 0,997 0,313 0,918 0,293 0,933 0,836
Temporal rs -0,014 0,355 -0,125 0,421 -0,05 0,076 0,107 -0,237
Kortex
rechts p-Wert 0,984 0,877 0,869 0,404 0,988 0,924 0,933 0,636
Temporal rs 0,262 0,220 n.a. 0,489 -0,067 n.a. 0,062 0,074
Mark
rechts p-Wert 0,862 0,877 0,313 0,988 0,933 0,924

Anmerkungen zu Tabelle A.3: Abkiirzungen: Sz — Schizophrenie, Dep — Depression, Ges — Gesund, n.a.
— nicht anwendbar; teilweise geringere Fallzahlen, da Angaben nicht vorlagen
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