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1 Zusammenfassung

1. Zusammenfassung:

Die Pravalenz der Schizophrenie betragt circa 1% und die Erkrankung ist auch
aufgrund des Erkrankungsalters im jungen Erwachsenenalter und haufiger sozialer
Behinderung eine der weltweit héaufigsten Ursachen fur Lebensjahre mit
gesundheitlicher Belastung. In der Pathogenese der Erkrankung wurde bisher eine
neuronale Entwicklungsstérung schon wéahrend der Perinatalphase postuliert, die zur
Entstehung der Schizophrenie beitragen kdnnte. Der menschliche Hippokampus ist
ein wichtiges Zentrum, das an Gedachtnisprozessen und zusammen mit den
Amygdalae an der Regulation des Affekts beteiligt ist. Bei Patienten mit
Schizophrenie wurde eine Funktionsstérung des Hippokampus postuliert, so haben
die Patienten kognitive Defizite und Stérungen der emotionalen Regulation. Durch
Studien mittels struktureller Magnetresonanztomographie (SMRT) und post-mortem
Studien konnte ein Volumenverlust der medialen Temporalregion, vor allem des
Hippokampus, bei Schizophrenie nachgewiesen werden. Insbesondere zeigten
Magnet Transfer Imaging (MTI)- und Diffusions-Tensor Imaging (DTI)-Befunde eine
Reduktion an Myelin und/oder axonalen Membranen und Stérungen der fraktionellen
Anisotropie der wei3en Substanz als Zeichen der Dyskonnektivitat, insbesondere
auch im Fornix des Hippokampus. Aktuelle Studien mittels design-basierter
Stereologie und Untersuchung von Neuronen, Oligodendrozyten und Astroglia in
verschiedenen Subregionen des posterioren Teils des Hippokampus zeigten eine
Reduktion der Anzahl und Dichte von Oligodendrozyten in der rechten und linken
Subregion der hippokampalen Subregion CA4. Dagegen erwies sich die Anzahl von
Neuronen als unverandert. Die Ergebnisse einer verminderten Oligodendrozytenzahl
legen eine gestdrte Konnektivitdt von CA4 im posterioren Teil des Hippokampus als
maoglicher  pathologischer Mechanismus nahe. Die pathophysiologischen
Hintergrinde sind dabei weitgehend nicht verstanden und sind vermutlich auf
Veranderungen zellularer Subfraktionen der Oligodendrozyten zurtickzufiihren. Die
signifikant reduzierte Anzahl der Oligodendrozyten wurde zudem in post-mortem
durchgefiihrten stereologischen Studien mittels Nissl-Farbung detektiert. Deshalb
wurden in vorliegender Studie mittels immunhistochemischer Farbungunterschiedlich
reife Oligodendrozytenpopulationen im posterioren Hippkampus von schizophrenen

Patienten und gesunden Kontrollen untersucht. Des weiteren sollte durch eine
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2 Einleitung

Immunhistochemie-basierte  Quantifizierung die mehr Untersucherabhangige
Quanitfizierung von Nissl-gefarbten Zellen verifiziert werden. Diesbeziglich
untersuchten wir Gewebeschnitte von jeweils 10 Patienten und 10 Kontrollen. Es
wurde die Dichte zweier Oligodendrozytenpopulationen in CAl, 2/3, 4, und
Subikulum des posterioren Anteils des Hippokampus ermittelt. Die Untersuchung
erfolgte mittels spezifischer immunhistochemischer Farbung mit OLIG1- und OLIG2-
Antikorpern. Somit erfasste OLIG1 die unreiferen und OLIG2 die weiter gereiften
myelisierenden Oligodendrozyten in Subregionen des Hippokampus.

In unserer Arbeit fanden wir fir OLIG1-positive Oligodendrozyten einen Trend zu
reduzierter Zelldichte in CA2/3 rechts sowie in CA4 beidseits. Fir die OLIG2-
immunpositiven Zellen ergab sich kein signifikanter Unterschied zwischen der
Patienten- und der Kontrollgruppe. Dies ist ein Nachweis daflr, dass moglicherweise
nur eine Subpopulation der Oligodendrozyten mit einem geringeren Reifegrad bei
Schizophrenie betroffen ist. Allerdings kénnte bei einer Vielzahl von statistischen
Tests und nicht durchgefiihrter Bonferroni-Korrektur fur multiples Testen der Befund
als falsch positive angesehen werden. Nach unseren Ergebnissen liegt demnach
keine Verminderung der immunhistochemisch gemessenen Dichte der
Oligodendrozyten bei der Schizophrenie im posterioren Teils von Hippokampus vor.
Das Resultat unserer Arbeit scheint demzufolge mit der Hypothese der Pathologie
der Oligodendrozyten® bei der Schizophrenie weniger in Einklang zu stehen und
somit das Vorliegen einer Storung der Myeliniserung im posterioren Hippkampus bei
Schizophrenie nicht zu unterstitzen. Allerdings sind Dichtemessungen im Gegensatz
zu stereologischen Untersuchungen einer gesamten Subregion mit methodischen
Fehlern behaftet und werden mdoglicherweise beinflusst durch unterschiedliche
Schrumpfung des Gewebes zum Beispiel durch Krankheitseinfluss, Fixierung und

Farbemethoden.

2. Einleitung
Die Schizophrenie ist mit einer Préavalenz von 1% eine haufige und schwere

psychiatrische Erkrankung. Der Begriff “Schizophrenie” stammt aus dem

Altgriechischem oyiCeivschizein = “abspalten” und @privphrén= Seele, Zwerchfell.
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2 Einleitung

Sie pragt sich mit einer heterogenen Form aus, die ein vielfaltiges, und komplexes
klinisches Erscheinungsbild aufweist. Diese Vielfaltigkeit betrifft sowohl die

Symptome als auch die bislang bekannten Ursachen.

1896 formulierte Emil Kraepelin den Begriff “Dementia Praecox” (Kraepelin 1919),
bevor der Begriff “Schizophrenie” vor fast 100 Jahren von Eugen Bleuler eingefuhrt
wurde (McNally 2009). Bleuler bevorzugte den Ausdruck “Schizophrenie” statt
“Dementia Praecox”, weil fur ihn die Spaltung der Personlichkeit als Hauptsymptom
im Vordergrund stand (Stotz-Ingenlath 2000, Azorin et al. 2008). Nach der

Publikation seines Buches ,Schizophrenie
Bedeutung (Bennett et al. 2006).

, erlangte dieser Begriff eine grol3e

2.1. Symptomatik und Diagnostik
Mit Hilfe von Liddles (Liddle, 1987) "Drei-Faktoren-Modell" wird die Symptomatik der

Schizophrenie wie folgt beschrieben:
-Positiv-Symptomatik
-Desorganisation
-Negativ-Symptomatik

Unter Positiv-Symptomatik wie zum Beispiel Halluzinationen, Ich-Stérungen, Wahn
und formale Denkstorungen, versteht man die Symptome, die verglichen mit den
Gesunden Personen infolge gesteigerter Produktivitat und Aktivitat auftreten.
Negativ-Symptomatik, wie z.B. Alogie (Sprachverarmung), Antriebsmangel, Apathie,
sozialer Ruckzug und Aufmerksamkeitsstérungen beschreiben dagegen Ausfalle

gegeniuber Gesunden.

In den letzten Jahrzehnten hat die Einteilung der Symptomatik nach Positiv- und

Negativsymptomatik zunehmend an Interesse gewonnen.

Die Symptome der Schizophrenie werden heute durch die Weiterentwicklung von
Eugen Bleulers Grundsymptomen (Stérungen des Denkens und Stérungen der
Affektivitat) und akzessorischen Symptomen (Wahn, Halluzinationen und katatone
Stérungen) in Symptome des ersten und zweiten Ranges nach Kurt Schneider
(Tabelle 1) beschrieben (Koehler 1977, Koehler et al.1977).
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2 Einleitung

Man sollte jedoch beachten, dass das klinische Bild der Erkrankung bei den

verschiedenen Patienten nicht einheitlich ist.

Symptome nach Kurt Schneider | Beispiele

Wahnwahrnehmungen
Akustische Halluzinationen
Gedankenlautwerden
Symptome ersten Ranges Gedankenentzug
Gedankenausbreitung
Gedankeneingebung

Beeinflussungserlebnisse

Wahneinfall
Symptome zweiten Ranges Sonstige Halluzinationen

Affektveranderung

Tabelle 1

Nach wie vor wird die Diagnose noch klinisch gestellt. MalRgebend fir die Diagnose
sind klinische Beobachtungen durch den Arzt und Eigen- und Fremdanamnese.
Nach ICD-10 mussen mindestens eines der Symptome von der Gruppe 1 bis 4
eindeutig oder es miussen mindestens zwei der Symptome 5 bis 8 (Tabelle 2) Uber

eine Zeitspanne von mindestens einem Monat vorhanden sein (Feighner et al. 1972).
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2 Einleitung

Symptome nach ICD10:

1. Gedankenlautwerden, Gedankeneingebung oder -entzug,
Gedankenausbreitung

2. Kontrollwahn, Beeinflussungswahn, Gefunhl des Gemachten,
Wahnwahrnehmung

3. Kommentierende oder dialogische Stimmen

4. Anhaltender, kulturell unangemessener und vollig unrealistischer Wahn

5. Anhaltende Halluzinationen jeder Sinnesmodalitat

6. Gedankenabreissen oder Einschiebungen in den Gedankenfluss

7. Katatone Symptome

8. Negative Symptome wie Apathie, Sprachverarmung, verflachter oder
inadaquater Affekt

Tabelle 2:Symptome der Schizophrenie nach ICD-10

Fur die Diagnosestellung nach DSM-IV oder seit Kurzem nach DSM-V missen
hingegen die Symptome der Erkrankung (Wahn, Halluzinationen, Zerfahrenheit,
katatone Storungen, Negativsymptomatik, Verschlechterung der sozialen Adaption)
kontinuierlich Uber einen Zeitraum von mindestens 6 Monaten bestehen. Obwohl es
in den diagnostischen Systemen Unterschiede hinsichtlich der erforderlichen
Zeitraume gibt, besteht aber auch groRe Ubereinstimmung, was die Einteilung der
Symptome anbelangt (Moller 2005, Heckers et al. 2013).

Fur die Diagnosestellung ist es notwendig, dass vor der Diagnosestellung alle
anderen mdoglichen organischen Ursachen wie zum Beispiel Epilepsie, Schlaganfall,
Stérungen durch Substanzmissbrauch, Kopfverletzungen, intrakranielle Tumoren

oder zerebrale Vaskulitiden ausgeschlossen werden (Schultz und Andreasen 1999).

2.2 Unterformen der Schizophrenie
Die Schizophrenien kénnen nicht als einheitliches Krankheitsbild definiert werden -

stattdessen wird die Bezeichnung “schizophrener Formenkreis® verwendet (Pearlson
2000). Heutzutage wird davon ausgegangen, dass die Schizophrenie eine Gruppe

von Krankheiten ist (Henn 1995). Schizophrenie wird in verschiedene Subtypen
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2 Einleitung

unterteilt. Zu denen gehoéren unter anderem die paranoid-halluzinatorische (ICD-10
F20.0), die hebephrene (ICD-10 F20.1) und die katatone Schizophrenie (ICD-10
F20.3), sonstige Schizophrenien, wie die zoenasthetische (ICD-10 F20.8) sowie ein
undifferenzierte Unterform (ICD-10 F20.3), die Schizophrenia simplex (ICD-10 F20.6)
und das schizophrene Residuum (ICD-10 F20.5) (Pomarol-Clotet et al. 2010).

2.3. Verlauf der Schizophrenie
Der Ausbruch der Erkrankung ist meist schleichend. Dabei beobachtet man einen

schrittweisenden Ubergang von mdglicherweise bestehenden pramorbiden
Personlichkeitsmerkmalen (ber das Auftreten von bis zu 5 Jahren vor
Ersthospitalisierung  bestehenden  Prodromalsymptomen bis zur eindeutig
psychotischen Erkrankung. (Barbato 1998, Hafner et al. 2013). Haufig kommt es
aber nach unspezifischen Prodromalsymptomen wie z.B. Angst, Misstrauen,
Schlafstérungen, Appetitlosigkeit, Depression oder aber auch Negativsymptomatik

zur Exazerbationen der Erkrankung (Herz und Melville 1980, Hafner et al. 2013).

Man beobachtet folgende Verlaufsformen: kontinuierlich, episodisch mit stabilem
Residuum, episodisch mit zunehmendem Residuum oder episodisch remittierend,

mit unvollstandiger oder vollstandiger Remission (Arolt 2007).

Tabelle 3 fasst die Verlaufsformen nach ICD-10 zusammen.

F 20.x0 Kontinuierlich

F 20.x1 episodisch, mit zunehmendem Residuum
F 20.x2 episodisch, mit stabilem Residuum

F 20.x3 episodisch remittierend

F 20.x4 unvollstandige Remission

F 20.x5 vollstandige Remission

F 20.x8 Andere

F 20.x9 Beobachtungszeitraum weniger als ein Jahr

Tabelle 3: Verlaufsformen der Schizophrenie nach ICD-10 (nach Dilling 2011, S.
88f)
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2 Einleitung

Darlber hinaus wird noch zwischen Friihschizophrenien (erste Manifestation ab dem
20. Lebensjahr), Spatschizophrenien (Erstmanifestation nach dem 40. Lebensjahr)
und Altersschizophrenien (Manifestation nach dem 60. Lebensjahr) unterschieden
(Arolt 2007).

Prognostische Voraussagen uber individuelle Krankheitsverlaufe sind dadurch
erschwert, dass eine kleine Anzahl der Patienten nur eine einzige Episode, ohne
bleibende Beeintrachtigungen aufweist. Es gibt aber Faktoren, anhand deren der
Verlauf der Erkrankung prognostiziert wird. Im Zusammenhang mit einer ginstigen
Prognose stehen Faktoren wie z.B. spater Beginn der Erkrankung, weibliches
Geschlecht, Ehe, gute soziale Kompetenzen vor dem Krankheitsbeginn, eine
kontinuierliche antipsychotische Therapie und ein akuter Ausbruch der Erkrankung

mit Positiv- Symptomatik (Jablensky 1995).

Ungefahr ein Drittel der Patienten weist einen gunstigen Verlauf mit einer einzigen
oder wenigen Episoden mit akuter Positiv-Symptomatik und minimalen
Beeintrachtigungen nach Ende der psychotischen Episode auf. Ein weiteres Drittel
zeigt aber dagegen signifikante Beeintrachtigungen nach der ersten
Krankheitsepisode, hauptsichtlich infolge der Negativ-Symptomatik. Das letzte Drittel
leidet unter fortschreitenden Residuen und einer chronischen Krankheitsform (Huber
et al. 1979, Pearlson 2000).

2.4 Epidemiologie

Die Lebenszeitpravalenz der Schizophrenie liegt in Deutschland durchschnittlich bei
1%. Dabei erkranken Manner und Frauen gleich haufig. Das durchschnittliche
Pradilektionsalter liegt zwischen der Pubertdt und dem 30.Lebensjahr (Lewis und
Lieberman 2000). Manner erkranken allerdings in der Regel drei bis vier Jahre friher
als Frauen, leiden an grolBeren kognitiven Defiziten und sind haufiger mit
strukturellen Hirnabnormalitaten belastet (Leung und Chue 2000, Hafner et al. 2013).
Fur eine multifaktorielle Erkrankung ist die unveranderte Inzidenzrate der
Schizophrenie in Bevolkerungen mit unterschiedlichen Kulturen ungewo6hnlich
(Jablensky 1997). Patienten mit Schizophrenie kommen gehauft aus niedrigen
sozialen Schichten. Dies wurde als kausaler psychosozialer Faktor angenommen.
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2 Einleitung

Diese Tatsache wird jedoch inzwischen mit der Drift-Hypothese beschrieben, wobei
davon ausgegangen wird, dass Patienten mit Schizophrenie im Krankheitsverlauf
einen geringeren soziodkonomischen Status erlangen, was meist auch mit der

Arbeitslosigkeit der Betroffenen verbunden ist (Aro et al. 1995).

2.5. Atiologie
Schizophrenie ist eine Erkrankung des Gehirns, die zwar seit Uber einem

Jahrhundert intensiv untersucht wird, aber ihre Atiologie weiterhin viele unklare
Faktoren aufweist. Es wurde jedoch festgestellt, dass folgende Risikofaktoren in der
Entstehung der Erkrankung eine Rolle spielen:

2.5.1 Genetik
Die familiare Haufung bei den schizophrenen Erkrankungen ist sehr deutlich, und

deutet auf die Relevanz der genetischen Faktoren bei ihrer Entstehung. Dabei ist das
Risiko an Schizophrenie zu erkranken bei Verwandten eines Betroffenen im
Vergleich zu Verwandten einer Kontrollperson, deutlich hher (Thaker et al. 1993).
Das Risiko an Schizophrenie zu erkranken, ist bei Personen, deren Eltern psychisch
krank sind, signifikant erhoht. Im Vergleich zu der Kontrollgruppe, wiesen die
Nachkommen der an Schizophrenie erkrankten Eltern ein etwa 6-fach erhohtes
Risiko auf, ebenfalls an Schizophrenie zu erkranken (Goldstein et al. 2010). Laut
Familienstudien besteht mit zunehmendem Verwandtschaftsgrad ein erhéhtes
Erkrankungsrisiko (McGuffin et al. 1995). Gendefekte, deren Folge eine abnorme
Aktivitat oder Dysfunktion von Neurotransmittern wie zum Beispiel Serotonin und

Dopamin zur Folge haben, sind nachgewiesen (Prasad et al. 2002).

Durch Adoptions-, Zwillings- und Familienstudien wurde gezeigt, dass genetische
Faktoren die Atiologie der Schizophrenie sehr stark beeinflussen kénnen. Je naher
die genetische Verwandtschaft zu einem Patienten mit Schizophrenie ist, desto
hoher ist das Erkrankungsrisiko fur Schizophrenie (McGuffin et al. 1995). Dabei wird
die Konkordanz fur Schizophrenie bei monozygoten Zwillingen (MZ), die identisches

Genom besitzen, mit der Konkordanz bei zweieigen Zwillingen, bei denen nur 50%
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2 Einleitung

ihres Genoms identisch ist, verglichen. In verschiedenen Studien wurde eine
Konkordanzrate bei monozygoten Zwillingen von etwa 41-65% nachgewiesen, was
signifikant hoher ist als die Rate von 0-28% bei dizygoten Zwillingen (DZ) (Cardno
und Gottesman 2000, Kringlen, 2000, Franzek und Beckmann 1996). Eine Meta-
Analyse von 12 Zwillingsstudien bestétigte die Heritabilitdt fir Schizophrenie von
81% (Sullivan et al. 2003). Risikogene kdnnen auch bei der Schizophrenie zu einem
verminderten Volumen von Substrukturen des Hippocampus beitragen. Es wurde ein
Zusammenhang zwischen Neuregulin-1 (NRG1) Haplotyp HAP(ICE) Tragern und
einem Kkleineren relativen hippocampalen Volumen bei schizophrenen Patienten
sowie ihren gesunden Verwandten beschrieben (Gruber et al. 2008). Zudem wurde
anhand genetischer sowie post-mortem Studien eine abnorme Funktion des
disrupted in schizophrenia 1 (DISC1) Gens bei schizophrenen Patienten identifiziert,
das eine Rolle in der Entwicklung und in der Plastizitdt des Nervensystems spielt
(Lipska et al. 2006).

2.5.2. Umweltfaktoren
Schwangerschafts- und Geburtskomplikationen erhdéhen das relative Risiko der

Erkrankung um das 1,5 bis 2-fache (Verdoux und Sutter 2002). Es ist schon seit
langerer Zeit bekannt, dass die Patienten mit Schizophrenie haufiger
Geburtskomplikationen, die eine Hypoxie beinhalten, in der Vorgeschichte aufweisen
(Geddes und Lawrie 1995, Dalman et al. 1999, Cannon et al. 2002, Clark et al. 2006,
Haukvik und Agartz 2010, Schmitt et al. 2014). Das Auftreten von haufigeren
Geburts- und Schwangerschaftskomplikationen und deren Folgen wie z.B. das nicht
proportionale Verhéltnis zwischen Korperlange und Koérpergewicht wurde bei
schizophrenen Patienten belegt (Hultman et al. 1997). Die an Schizophrenie
erkrankten Patienten weisen eine siebenfach hohere Haufigkeit von perinatalen
Hirnschadigungen auf (Jones et al. 1998). Die Verletzung der periventrikularen
weil3en Substanz (PWMI) ist die haufigste Form der Hirnschadigung von
Frihgeborenen. Es wird postuliert, dass die Hypoxie-vermittelte vorzeitige Reifung
der Oligodendrozyten zu einer Verringerung im Pool von proliferierenden
Oligodendrozytenvorlauferzellen fuhrt, was méglicherweise in einer Verringerung der

Gesamtzahl von myelinisierenden Zellen im Gehirn mtndet. Dartiber hinaus kann die
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2 Einleitung

abnorme Entwicklung oder gestérte Funktion der Oligodendrozyten die
Myelinisierung des Gehirns negativ beeinflussen (Akundi und Rivkees 2009).
Infektionen des Zentralnervensystems wahrend der Schwangerschaft, insbesondere
Coxsackie-Virus B5 und Influenza, gehen mit einem erhdhten Risiko einher, im
Erwachsenenalter an Schizophrenie oder einer anderen Psychose zu erkranken
(Rantakallio et al. 1997). Weitergehende Studien, die auf Tiermodellen basieren,
wiesen eine bemerkenswerten Effekt einer perinatalen mutterlichen Infektionen bei
der Entwicklung schwerer neuropsychiatrischen Stdrungen inklusive Symptomatik
der Schizophrenie auf (Meyer und Feldon 2009, Ellman et al. 2009, Hagberg et al.
2012, Schmitt et al. 2014). In letzter Zeit weisen mehrere Studien darauf hin, dass
auch eine Exposition gegeniber einer nicht-viralen Infektion mit einem erhdhten
Risiko fur Schizophrenie assoziiert ist (Sorensen et al. 2009). Tiermodelle zeigten
dariiber hinaus, dass die Exposition gegeniber einem pranatalen Proteinmangel das
Risiko von neuropsychiatrischen Stérungen wie zum Beispiel Depression,
Schizophrenie sowie Aufmerksamkeits-Defizit-Hyperaktivitdtsstorung (ADHS) im
erwachsenen Alter erhoht. Dabei wurde festgestellt, dass der pranatale
Proteinmangel die dopaminerge Neurotransmission im medial-prafrontalen Kortex
und die dopaminerge und serotonerge Antwort gegenlber psychosozialem Stress
verandert (Mokler et al. 2007). Es wurde zudem im Sinne einer Gen-Umwelt-
Interaktion Uber das Vorhandensein von Risiko-Genen berichtet, die in der
neurovaskularen Funktionen involviert sind oder durch zusatzlich durch
Geburtskomplikationen hervorgerufene Hypoxie reguliert werden, und somit das

Schizophrenie-Erkrankungsrisiko erhéhen (Nicodemus et al. 2008).

Aus anderen Studien liegen Ergebnisse vor, die eine hohe Pravalenz der
Schizophrenie bei ethnischen Minderheiten, besonders bei Immigranten afro-
karibischer Herkunft in Grol3britannien bestatigen. Der psychosoziale Stress, der
durch Migration verursacht wird, kann somit als Ursache in Betracht gezogen werden
(Cooper 2005). Laut "Vulnerabilitats-Stress-Modell" beeinflussen genetische und
nicht-genetische Faktoren das neuronale Netzwerk. Biologische und psychische
Stressoren fihren bei Personen mit einer erhdohten Vulnerabilitat aufgrund
herabgesetzter Verarbeitungskapazitat und nicht ausreichenden
Bewaltigungsstrategien zu einer Funktionsstérung mit dem Auftreten von

Symptomen der Schizophrenie (Zubin und Spring 1977).
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2.6. Therapie
Nach dem aktuellen Stand der Wissenschaft steht keine kurative Therapieoption der

Schizophrenie zu Verfligung. Angesichts der multifaktoriellen Atiopathogenese wird
immer ein mehrdimensionales Therapiekonzept angesetzt. Dies beinhaltet
Soziotherapie, Verhaltenstherapie, Arbeitstherapie, Pharmakotherapie sowie
Elektrokrampftherapie, die in lebensbedrohlichen katatonen Fallen zum Einsatz

kommt. Dabei wird ein mdglichst symptomarmes, selbstandiges Leben angestrebt.

Eine besondere Rolle in der Behandlung der akuten Episoden sowie der
Langzeitprophylaxe spielt die Verwendung von typischen Neuroleptika wie z.B.
Haloperidol oder atypischen Antipsychotika wie Clozapin, wobei psychologische und
soziotherapeutische MaRnhahmen die Therapie ergdnzen sollten (Hasan et al. 2012,
2013). Erschwert wird die Therapie jedoch durch die haufig bestehende Non-
Compliance der Patienten, nicht zuletzt durch die bestehenden Nebenwirkungen der
Medikation (Moller 2005). Der hauptsachliche Unterschied zwischen typischen
Neuroleptika und atypischen Antipsychotika ist die geringere Auspragung oder das
Fehlen der extrapyramidalen motorischen Nebenwirkungen bei den Atypika (Breier
1999, Hasan et al. 2012, 2013).

Bei allen Subtypen der Schizophrenie kommen Antipsychotika zum Einsatz. Zwar
dauert der Wirkungseintritt einige Tage bis Wochen, jedoch kann die Mehrzahl der
Patienten von einer Symptomreduktion, insbesondere der Positiv-Symptomatik,
profitieren (Kane 1987).

2.6.1. Typische Neuroleptika
Die typischen Neuroleptika entfalten ihre Wirkung vor allem in den mesolimbischen

und nigrostriatalen Anteilen des Gehirns mittels Blockade der Dopamin-D2-
Rezeptoren (Bartzokis et al. 2001). Die antipsychotische Wirkung der Neuroleptika
tritt erst nach Tagen bis einige Wochen ein, wohingegen eine Blockade des
Dopamin-D2-Rezeptors sofort vorhanden ist. Von daher missen auch andere

Neurotransmitter in das Therapiekonzept einbezogen werden, insbesondere da die
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maoglicherweise involvierten GABAergen (y-aminobutyric acid) und glutamatergen

und acetylcholinergen Transmitter eng miteinander verschaltet sind (Karow 2009).

Als sehr potentes Antipsychotikum verursacht Haloperidol aufgrund der
ausgepragten Dopamin D2-Rezeptorblockade im Striatum starke, jedoch reversible
extrapyramidalmotorischen Nebenwirkungen wie Tremor, Akinese, akute Dystonien
und Akathasien, die als “funktioneller Parkinsonismus® bezeichnet werden. Dies
kann mit Anticholinergika behandelt werden (Lullman 1999). Die zum Tell
schwerwiegenden Nebenwirkungen der typischen Neuroleptika wie z.B. das Maligne
Neuroleptische Syndrom, Spatdyskinesien, anticholinerge Effekte, endokrine
Veranderungen und kardiovaskulare Wirkungen wie Tachykardien und orthostatische
Hypotension limitieren deren Einsatz. In seltenen Fallen kann es auch zu den
gravierenden malignen neuroleptischen Syndromen fuhren (Barbato 1998). Bei etwa
50-70% der mit typischen Neuroleptika behandelten Patienten werden auch
extrapyramidalmotorische Symptome beobachtet (Hoiberg und Nielsen 2006).

2.6.2. Atypische Antipsychotika
Clozapin ist das erste atypische Antipsychotikum, das eine deutlich bessere Wirkung

im Vergleich zu den konventionellen Neuroleptika zeigte (Kane et al. 1988).

Im Verlauf wurden mehrere atypische Substanzen wie Olanzapin, Sertindol, Risperi-
don oder Quetiapin entwickelt (Ichikawa und Meltzer 1999, Hasan et al. 2012, 2013).
Diese Gruppe von Antipsychotika ist in ihren chemischen, pharmakologischen und
klinischen Eigenschaften nicht homogen (Grinder et al. 2001). Etwa 30-60% der
Patienten, bei denen die konventionellen Neuroleptika nicht angeschlagen haben,
profitieren von einer Verbesserung der psychotischen Symptome (Buchanan, 1995).
Charakteristisch fur Substanzen dieser Gruppe ist die Affinitat zu mehreren
unterschiedlichen Neurotransmitter-Rezeptoren wie zum Beispiel fur Serotonin-,

Acetylcholin- und muskarinerge Rezeptoren (Kretzschmar 1999) .
Zu den Eigenschaften dieser Gruppe gehdéren (Kinon und Lieberman 1996) :

-Seltener auftretende extrapyramidal-motorische Nebenwirkungen und

Spatdyskinesien
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- bessere Effektivitat hinsichtlich Positiv-, Negativ- oder kognitiver Symptome

Charakteristisch fur Clozapin ist die hohe Bindungsaffinitat zu alpha-1-adrenergen-,
D-1-, D-4-, 5-HAT 1c-, 5-HT 2- und muskarinergen M1-Rezeptoren und niedrige
Affinitat zu alpha-2-adrenergen-, D-2-, D-3-, D-5-, 5-HTla-, 5-HT3- und
muskarinergen M2-Rezeptoren (Markstein 1994, Reinbold 1998) .

Obwonhl Clozapin die beste Effektivitat bei der Behandlung der Schizophrenie besitzt,
limitiert das erhOhte Risiko fur Agranulozytose seinen Einsatz in der Praxis und es
wird erst beim Auftreten von Ruckféallen der psychotischen Symptomatik eingesetzt.
Dieses erfordert eine strenge Uberwachung des Blutbildes (Gaszner et al. 2002).
Ebenso werden EEG-Veranderungen und bei bis zu 10% der Patienten
Krampanfalle durch Clozapin ausgelost (Devinsky et al., 1991) . Clozapin fihrt
jedoch viel seltener zum malignen neuroleptischen Syndrom als typische
Neuroleptika (Buchanan 1995).

2.7. Hippokampus und Schizophrenie

2.7.1.Hippokampusfunktion
Der menschliche Hippokampus ist an Gedachtnisvorgdngen und zusammen mit den

Amygdalae an der Regulation des Affekts, der bei der Schizophrenie gestort ist,
beteiligt (Heckers und Konradi 2002). Der Hippokampus kann in unterschiedlichen
Subregionen wie Cornu Ammonis (CA) 1, 2,3, Subikulum und Gyrus dentatus
eingeteilt werden (Amaral und Lavanex 2007). Er ist im medialen Temporallapen,
angrenzend der Medialwand des Seitenventrikelunterhorns, lokalisiert. Hier sind
mehrere Afferenzen und Efferenzen verschaltet. Somit entsteht unter anderem der
Papez-Neuronenkreis, der die Kommunikation vom Hippokampus, Thalamus und
Gyrus cinguli gestattet. Das hippokampale System ist beim Menschen am
episodischen, verbalen und raumlichem Gedachtnis sowie an der Verbindung zur
Amygdala und am emotionalen Gedachtnis beteiligt. Bei Patienten mit geschadigtem
Hippokampus ergaben Auffalligkeiten in Form von verbalen Ged&achtnisstérungen in
neuropsychologischen Testungen, in denen sie aufgefordert wurden, eine raumliche

Szene mit vielen Einzelheiten zu beobachten und sich danach an die Lokalisation
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jedes einzelnen Objekts zu erinnern (Milner 1968, Jones-Gotman und Milner 1978).
Patienten mit Hippokampussklerose und temporaler Epilepsie leiden unter gestortem
verbalen und non-verbal episodischem Gedachtnis (Tudesco Ide et al. 2010).
DarUber hinaus ist bei schizophrenen Patienten und in geringer Auspragung bei
Hochrisikopersonen und nichtpsychotischen Verwandten das Hippokampus-
assoziierte verbale deklarative Gedachtnis gestort (Cirillo und Seidman 2003). Diese
Tatsache unterstreicht die Erblichkeit der kognitiven Kernsymptome und
Hippokampusdysfunktion bei der Schizophrenie (Gruber et al. 2008)

2.7.2. Strukturelle MRT und DTI bei Schizophrenie
Die Metaanalyse  struktureller ~ Magnet-Resonanz-Tomoghraphie (MRT)-

Untersuchungen ergab bei schizophrenen Patienten eine Volumenminderung in
unterschiedlichen Gehirnregionen. Betroffene Regionen waren der mediale
Temporallappen inklusive dem Hippokampus und parahippokampalem Gyrus
(limbisches System), der heteromodale Assoziationskortex sowie der prafrontale und
parietale Kortex und der superiore temporale Gyrus. Der Reduktionsgrad der grauen
Substanz im fronto-temporo-limbischen Netzwerk betragt circa 5-10% (Wright et al.
2000, Shenton et al. 2001). Der entorhinale Kortex verbindet die kortikalen Regionen
mit dem Hippokampus (Weinberger 1999). Zahlreiche MRT-Studien zeigten eine
Volumenverminderung im posterioren Anteil des Hippokampus (Becker et al. 1996,
Bogerts et al. 1993, Hirayasu et al., 1998, Narr et al. 2001 , Rametti et al. 2007,
Velakoulis et al. 2001,Yamasue et al. 2004), wahrend eine kleinere Anzahl an
Studien auch auf eine Volumenreduktion im anterioren Anteil hinwies (Pegues et al.
2003, Szeszko et al. 2003). Ein verkleinertes Hippokampusvolumen wurde bei der
Schizophrenie repliziert, und kénnte mit neuronaler Atrophie und dem Verlust von
Neuropil (Dendriten, Axone) verbunden sein (Harrison 2004, Steen et al. 2006). Ob
die Reduktion des Hippokampusvolumens bei der Schizophrenie statisch ist oder
wahrend des Krankheitsverlaufs fortschreitet, ist jedoch bislang unbekannt (Steen et
al. 2006). Funktionelle MRT-Untersuchungen ergaben bei schizophrenen Patienten
eine Hypoaktivitdt des Hippokampus sowie einen Zusammenhang zwischen der
Beeintrachtigung des Arbeitsgedéchtnis und einer inadaquaten Konnektivitat mit dem
dorsolateralen prafrontal Kortex (DLPFC) (Weiss und Heckers, 2001, Glahn et al.
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2005). Die hippokampale Aktivitdt war wahrend des Entschlisselns und Erkennens
von Wortern reduziert (Jessen et al. 2003). Wahrend der Wort- und
Gesichtserkennung, die zum deklarativen Gedachtnis gehéren, wiesen schizophrene
Patienten eine bilaterale Hypoaktivitat des Hippokampus auf (Rametti et al. 2009).
Die neuen Entwicklungen in bildgebenden Techniken wie in vivo funktionelle
MRT(fMRT) und Diffusions-Tensor-Bildgebung (DTI) ermdglichen die Untersuchung
der Konnektivitatsstorung in neuronalen Netzwerken. Insbesondere zeigten Magnet
Transfer Imaging (MTI) und DTI-Befunde eine Reduktion an Myelin oder axonalen
Membranen in kortikalen Regionen und Stdérungen der fraktionellen Anisotropie
(eine Messung der Kohédrenz entlang des weiRen Substanztrakts) der weil3en
Substanz, auch im Fornix des Hippokampus (Davis und Donnan 2003). Diese
Unterbrechung der Konnektivitat in prafronto-temporalen neuronalen Netzwerk kann
Symptome der Schizophrenie wie kognitive Defizite und Negativsymptomatik zufolge
haben (Rajarethinam et al. 2001, Harrison 2004, Kuroki et al. 2006). Diffusion Tensor
Imaging (DTI)- Studien der weil3en Substanz des Fornix-Korpers des Hippokampus
bei schizophrenen Patienten zeigten eine Verminderung der fraktionellen Anisotropie
und unterstitzten somit die funktionale und strukturelle Dyskonnektivitatshypothese
(Kalus et al. 2004, White et al. 2007). DTI- Untersuchungen zeigten ebenfalls, dass
die gestorte Integritdt des Fornix zur Konnektivitatsstérung bei der Schizophrenie
beitragt (Takei et al. 2008). Pathophysiologisch liegt der verminderten Konnektivitat
maoglicherweise eine Schadigung von Myelin zugrunde, was die klinischen

Symptome der Patienten erklaren konnte (Konradi et al. 2012).

2.7.3. Storung der Makrokonnektivitit
Eine klassische neurodegenerative Erkrankung mit einhergehender verminderter

Neuronenzahl und Astrozytose, scheint bei der Schizophrenie nicht vorzuliegen
(Schmitt und Falkai 2014), deshalb wird eine Stdérung der Neuroplastizitat und als
Konsequenz dysfunktionaler Neuronen und Synapsen angenommen (Schmitt et al.
2011). Definitionsgemal bedeutet Neuroplastizitat oder synaptische Plastizitat die
Fahigkeit von Neuronen und Synapsen sich abhangig von Beanspruchung und
Einflissen in ihren Eigenschaften und Morphologie zu verandern. Desweiteren spielt

maoglicherweise eine gestorte Neubildung von Neuronen im Gyrus dentatus des
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Hippokampus oder der subventrikularen Zone als gestérte Neurogenese bei
Schizophrenie eine Rolle (Schmitt et al. 2009, Reif et al. 2006). AuRerdem kdnnte
zugleich eine Verminderung der Oligodendrozytenzahl, auch bezeichnet als
Makrokonnektivitdtsstérung mit verminderter Myelinisierung neuronaler Bahnen,
durch eine Stoérung der Erregungsweiterleitung in myelinisierten, axonalen Bahnen,
einen Beitrag zur Pathophysiologie der Erkrankung leisten (Schmitt et al. 2009, Hof
et al. 2002).

2.7.4. Post-mortem Befunde auf zellulirer Ebene
Post-mortem Studien bei der Schizophrenie bestatigten die strukturellen MRT-

Befunde und ergaben einen Volumenverlust im Hippokampus (Heckers 2001).
Dariber hinaus zeigten post-mortem Studien einen Volumenverlust in
Hippokampussubregionen, welche mit der Positiv-Symptomatik der Schizophrenie
assoziiert sein kénnte (Bogerts et al. 1990, Bogerts 1997). Bisherige quantitative
mikrosokopische Studien des Hippokampus deuten auf eine reduzierte
Interneuronendichte vor allem von Parvalbumin-immunreaktiven Zellen, ohne
Anderungen der Dichte von Pyramidenzellen (Benes et al. 1990, Zhang et al. 2002).
Obwohl die Mehrzahl dieser Studien keine Veranderung in der neuronalen Zelldichte
nachwiesen (Arnold et al. 1995, Dwork 1997, Harrison 1999), beschrieb eine Studie
von Falkai und Bogerts eine verminderte Pyramidenzelldichte bei Schizophrenie
(Falkai und Bogerts 1986). Friihere Studien Uber den Hippokampus und entorhinalen
Kortex beschrieben eine verminderte Gliazelldichte wie auch ein unveréndertes
neuro-gliales Verhdaltnis (Falkai und Bogerts 1986, Falkai et al. 1988). Einige
Autoren fanden eine Reduktion der Dichte der Gliazellen im Hippokampus von
mannlichen schizophrenen Patienten (Falkai und Bogerts 1986), eine Astrogliose als
Zeichen einer klassischen Neurodegeneration wurde allerdings im Hippokampus
Ubereinstimmend in  zweidimensionalen  Dichte- und dreidimensionalen
stereologischen Untersuchungen nicht entdeckt (Casanova et al. 1990,Schmitt et al.
2009). Eine weitere Studie zeigte jedoch eine Zunahme der Dichte von spezifisch
S100B-positiven astroglialen oder oligodendroglialen Zellen bei Patienten mit
paranoider Schizophrenie (Steiner et al. 2008). Eine sichere Differenzierung

zwischen den verschiedenen glialen Zelltypen ist hierbei jedoch nicht méglich. Zwei
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stereologische Studien berichteten zudem keinen Unterschied in der absoluten
Neuronenzahl im Hippokampus schizophrener Patienten. Eine Studie untersuchte
jedoch nur die gesamte Neuronenzahl (Heckers et al. 1991), wahrend in der anderen
Studie zwischen verschiedenen Zelltypen nicht unterschieden wurde und zudem
Patienten mit Schizophrenie und mit schizoaffektiven Stérungen eingeschlossen
wurden (Walker et al. 2002). Die elektronenmikroskopische Untersuchung des post-
morten Gewebes zeigten qualitativ strukturelle Abweichungen in Myelinscheiden und
quantitativ regressive Veranderungen der Oligodendrozyten im préfrontalen Kortex
und im Hippokamus, die auf eine Entwicklungsstérung, Apoptose oder einen

nekrotischen Zelltod hinweisen (Kolomeets und Uranova 2008).

2.7.5. Oligodendrozyten in post-mortem Studien der Schizophrenie
Oligodendrozyten sind eine Gruppe hochspezialisierter Gliazellen im zentralen

Nervensystem, die fur die Bildung lipidreicher Myelinscheiden zustandig sind. Die
OLIG1- und OLIG2-Antikdrper wurden zur immunhistochemischen Markierung zweier
Untergruppen der Oligodendrozyten mit zwar Uberlappendem aber etwas
unterschiedlichem Reifegrad verwendet. OLIG1 dient in dieser Studie als
Entwicklungs-Marker zur Detektierung weitgehend unreifer Oligodendrozyten (Lu et
al. 2000, Arnett et al. 2004, Ligon et al. 2006), wahrend OLIG2 uberwiegend in
reiferen Oligodendrozyten vorkommt. ZahlenmaRlig sind Oligodendrozyten in der
grauen Substanz haufiger als Astrozyten und Mikroglia zu beobachten und
funktionieren dort als Satelliten-Zellen der Neurone, die sie trophisch ernahren (Polak
und Szuchet 1988). Oligodendrozyten haben einen kleinen, runden Zellkérper und
etwa vier bis funf Auslaufer, und kdénnen abhangig vom Durchmesser bis zu 60
Axone myelinisieren (Fawcett 1994, Miller 2002). Je nach Lokalisation werden drei
Arten von Oligodendrozyten im Gehirn, namlich perivaskulér, perineuronal und
interfazikular beschrieben (Connor und Menzies 1996, Yokoo et al. 2004).
Oligodendrozyten sind auch in der Nahe von Blutkapillaren lokalisiert und tragen dort
zur Aufrechterhaltung der Blut-Hirn-Schranke bei (Descamps et al. 2003). Die
gezielte Untersuchung der Oligodendrozyten und des Myelinisierungsprozesses bei
Schizophrenie scheint wegweisend zu sein, da es in mehreren Gehirnregionen wie
dem préafrontalen Kortex und dem Fornix des Hippokampus einen engen zeitlichen

Zusammenhang zwischen Abschluss der Myelinisierung und Manifestation der
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Symptome besteht (Goldman-Rakic und Selemon 1997). In letzter Zeit wurde
mittels  design-basierter  Stereologie und Untersuchung von Neuronen,
Oligodendrozyten und Astroglia in verschiedenen Subregionen des posterioren Teils
von Hippokampus keine Verdnderungen der Neuronenanzahl, aber eine Reduktion
der Anzahl und Dichte der Oligodendrozyten in der rechten und linken Subregion
CA4  festgestellt (Schmitt et al. 2009). Die Ergebnisse einer verminderten
Oligodendrozytenzahl lassen auf eine gestorte Konnektivitat von CA4 des
posterioren Teils des Hippokampus schlielRen. CA4 ist die tiefe polymorphe Schicht
des Gyrus dentatus, die kollaterale Moosfasern der Kornerzellen enthalt (Amaral und
Lavanex 2007, (Harrison and Eastwood, 2001, Lavanex 2012). Die reduzierte Anzahl
der Oligodendrozyten kann entweder durch Defizite bei der Proliferation, ihrer
Reifung oder Myelinisierungsprozesse entstehen (Bartzokis et al. 2003).
Ultrastrukturelle post-mortem Untersuchungen ergaben eine Atrophie der
myelinisierten Axonen und eine Schwellung in periaxonalen Oligodendrozyten im

prafrontalen Kortex (Uranova et al. 2007).

2.8. Ziel der vorliegenden Studie
Eine stereologische post-mortem Studie, die an Nissl-gefarbten Gehirnschnitten

durchgefuihrt wurde, entdeckte eine signifikante Verminderung der Anzahl von
Oligodendrozyten im linken und rechten CA4 im posterioren Hippokampus (Schmitt
et al. 2009). Die Unterscheidung zwischen Neuronen und Oligodendrozyten mittels
Nissl-Farbung anhand morphologischer Kriterien kann jedoch untersucherabhéangig
sein. Deshalb untersuchten wir in der vorliegende Studie mittels
immunhistochemischer Farbung der Oligodendrozyten im posterioren Hippokampus
von schizophrenen Patienten und gesunden Kontrollen, um die stereologischen
Befunde an histologisch gefarbten Gehirnschnitten zu validieren. In vorliegender
Arbeit wurde eine unterschiedliche Markierung von Oligodendrozyten mittels zweier
spezifischer Antikorper (OLIG1 und OLIG2) erwartet. Zudem unterschieden wir in der
vorliegenden Arbeit zwischen spezifischer Farbung mit OLIG1 und OLIG2
Antikorpern, um unreifere Oligodendrozyten (OLIG1) und weiter gereifte,
myelinisierende Oligodendrozyten (OLIG2) (Arnett et al., 2004, Kuhlmann et al. 2008,

Mosebach et al. 2013) mit zu erfassen.
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3. Methodik

3.1. Patientenkollektiv und Kontrollgruppe
Das Gewebematerial stammt aus 10 Gehirnen von Patienten mit Schizophrenie

(Diagnose nach DSM-IV, Diagnostic Statistical Manual, 4th Revision) und 10
Kontrollgehirnen von Personen ohne neuropsychiatrische Erkrankungen. Als
Ausschlusskriterien galten in beiden Gruppen Alkohol- oder Drogenabhangigkeit,
Demenz, neurologische Erkrankungen, und Schadel-Hirn Traumata.
Neuropathologische Erkrankungen wurden durch Inspektion eines Neuropathologen
ausgeschlossen. Die Praparate der Kontrollgruppe bestanden aus histologischen
Gehirnschnitten von Personen, deren Krankengeschichte keine neurologische und
psychiatrisch Erkrankungen, Alkohol- und Drogenabusus, Trauma, Demenz oder
chronische terminale Erkrankungen beinhaltete (n=10, gematcht nach Alter und
Geschlecht, 5 Manner, 5 Frauen; Durchschnittsalter 50,2 +10.0 Jahre, PMI
36,8+20,3h). In der Gruppe der schizophrenen Patienten wurden jeweils 5 Frauen
und 5 Manner zwischen 33 und 66 Jahren untersucht (Durchschnittsalter: 55,1 + 7,6
Jahre). Der Zeitraum zwischen dem ersten Krankenhausaufenthalt der Patienten und
dem Todeseintritt wurde als Erkrankungsdauer bezeichnet. Diese betrug in
vorliegender Studie 24,7 Jahre. Alle Patienten waren mit typischen Neuroleptika
behandelt, die Dosis und Dauer der Medikation lag jedoch nicht vor. Als Post-
mortem-Intervall (PMI), wurde die Zeitspanne zwischen dem Tod und der
Asservierung des Gewebes definiert. Es lag bei den Kontrollen bei 36,8 + 20,2 h und
bei Patienten mit bei 42 h (Tabelle 4). Fur beide Gruppen, an Schizophrenie
erkrankte Patienten und Kontrollen, wurden der Mittelwert und der Standardfehler
(SEM) des Mittelwertes fur alle untersuchten Variablen, getrennt fur linke und rechte
Hemisphare ausgewertet. Die Studie wurde von der Ethikkommission der Universitat
Magdeburg genehmigt. Die Autopsie erfolgte jeweils bei Vorlage einer schriftlichen

Einverstandniserklarung des Hirnspenders oder eines befugten Angehdorigen.
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Kontrollgruppe

Kode A G PMI Todesursache

N3 56 m 24 Herz-Kreislauf-Versagen
N10 50 m 24 Myokardinfarkt

N19 33 w 72 Herz-Kreislauf-Versagen
N20 64 m 35 Herz-Kreislauf-Versagen
N21 52 w 48 Herz-Kreislauf-Versagen
N22 47 w 26 Karido-polmunale Insuffizienz
N23 38 m 19 Myokardinfarkt

N27 50 w 72 Aortenaneurysmaruptur
N29 47 m 24 Akutes Herzversagen
N34 65 w 24 Herz-Kreislauf-Versagen
Mean 50,2 36,8

Patientengrupe KD

P3 48 m 24 18 Suizid durch Strangulation
P7 66 w 24 30 Herz-Kreislauf-Versagen
P9 65 m 60 26 Herzinsuffizienz

P10 46 m 48 18 Myokardinfarkt

P12 53 w 48 20 Myokardinfarkt

P13 60 w 48 16 Akute Herzinsuffizienz
P14 51 m 48 28 Herz-Kreislauf-Versagen
P18 63 w 72 41 Suizid durch Strangulation
P20 47 m 24 23 Kammerflimmern

P23 52 w 24 28 Ertrinken

Mean 55,1 42,0 24.8

Tabelle 4: Auflistung des Kontroll- und Patientenkollektivs: A (Alter), G(Geschlecht),P
(Patient),K (Kontrolle), PMI (Post- mortem
Intervall), KD (Krankheitsdauer), (mannlich),w (weiblich)

3.2. Gewebematerial
Wir untersuchten jeweils beide Hemispharen. Zur Herstellung der histologischen

Praparate wurden die Gehirne zunachst im Ganzen gleichmaldig Uber 7 Monate in
10%iger phosphatgepufferter Paraformaldehydlosung fixiert (pH 7,0, T 15-20°C). Im
Anschluss wurden die Frontal- und Okzipitallappen beider Hemispharen mittels
koronarer Schnitte vor dem Genu des Corpus callosum und hinter dem Splenium
vom Mittelhirn getrennt. Der vordere und mittlere Block, der den vollstandigen
Hippokampus enthalt, wurden in Paraffin eingebettet. Mit Hilfe eines Mikrotoms
(Polycut S Leica) wurde eine koronare Schnittserie mit einer Schnittdicke von 20um
hergestellt. Anschlielend folgte eine Dehydratation mittels aufsteigender
Ethanolreihe. Jeder 50. Schnitt mit einem Gesamtabstand von 1mm wurde mit Cresyl

Violet und Luxol Fast Blue (Kluver-Barrera) gefarbt. AbschlielRend wurde die aktuelle
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Schnittdicke durch Fokussierung der Ober- und Unterflache mittels Lichtmikroskop
mit 1000facher VergroRerung kontrolliert, indem die Koordinaten der z-Axen der
unteren von den Koordinaten der oberen Flache subtrahiert wurden (Danos et al.
2002). Die mittlere Schnittdicke betrug nach der Fixierung und Féarbung 18,9 +
1,2um, so dass der Distanz zwischen jedem funfzigsten Schnitt ein Wert von 1
Millimeter zugeordnet werden konnte (Bogerts et al. 1990). Pro Patienten- und
Kontrollgehirn lagen jeweils 2 Gehirnschnitte vor, die aus dem posterioren

Hippokampus stammen.

3.3. Materialliste Immunhistochemie:

Phosphatgepufferte Salzlésung Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim,
Deutschland

Citratpuffer 190 ml Lésung A (2,101 g Zitronenséaure-
Monohydratin 11 Aqua dest.)
H202 1,5% Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Ziegennormalserum G9023
Streptavidin-biotinylated peroxidase complex

Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Deutschland
Amersham Biosciences, Little Chalford,
GrofRbritannien (RPN 1051V)
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

80 ml Base (8,5 NaCl + 18g Di-
Natriumhydrogen- phosphat -Dihydrat in
1l Aqua dest.) 12 ml Saure (8,5 NaCl +
13,89 Natriumdihydrogenphosphat-
Monohydrat in 1 Aqua dest.)
908 ml Aqua dest.

PBS 0,01M: 1 Packchen ,Phosphate buffered saline

Diaminobenzidin
Ammonium nickel(Il)sulfat
PBS 0,1M: (Waschpuffer fir Hirnschnitte)

(Antikdrperverdiinnung und DAB-Farbung)
Formaldehyd 37%

Ethanol 96% und 99,9%

Chloroform

Paraplast/ Shandon Histoplast

Xylol

Kresylviolett (Acetat)
Ethansaure 99-100%

EUKIT

Tri-Natriumcitrat-Dihydrat 294,10 g/mol
Natrium-Chlorid 58,44 g/mol
Di-Natriumhydrogenphosphat- Dihydrat
177,99 g/mol
Natriumdihydrogenphosphat- Monohydrat
137,99 g/mol
Ethanséaure-Alkohol-L6sung:

powder*
CG Chemikalien, Laatzen, Deutschland
Berkel AHK, Berlin,Deutschland
Merck,Darmstadt, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, Dreieich,
Deutschland
Chemie-Vertrieb Magdeburg, Schénebeck,
Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
J.T. Baker- Avantor Performance Materials,
Deventer, Niederlande
O.Kindler GmbH, Freiburg, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

1988 ml Ethanol 12 ml Ethansaure 99-100%
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3.4. Immunhistochemische Farbungen
Die Schnitte wurden zuerst mittels Xylol (2x 10 min) entparaffiniert. Anschlie3end

erfolgte eine absteigende Ethanolreihe (100%, 96%, 80%, 70%, 50% jeweils fur 5
min) und zweimalige Spulung mit Aqua dest. (Aqua destillata) (2 x 5 min). Die
Obejekttrager wurden dann in Kresylviolett geschwenkt. Dann wurden sie erneut mit
Aqua dest. gesplilt (2 x 5 min). Nachdem das optimale Farbe-Ergebnis nach Zugabe
von Ethanséure-Alkohol-Losung mikroskopisch kontrolliert wurde, wurden die
Schnitte erneut mit Aqua dest. gespllt (2 x 5 min). Die gefarbten Schnitte durchliefen
dann eine ansteigende Ethanolreihe (96%- 2 x 100%, jeweils 5 min) und konnten,
nach 2 x 10-minutiger Behandlung mit Xylol, eingedeckt werden. Sie wurden dann
zur Antigen-Demaskierung 4 Minuten lang in Citratpuffer pH6.0/10mM gekocht und
10 Minuten in H202/PBS, 1.5% gelegt, um die endogene Peroxidase- Aktivitat zu
unterbinden.  AnschlieRend wurden die Schnitte 4 Minuten in der
phosphatgepufferten Salzlosung (PBS) (2 x 5 min) gespllt. Danach wurden die
Schnitte mit dem Ziegennormalserum 1:10 betrdufelt und eine Stunde in der
Raumtemperatur inkubiert, um eine unspezifische Bindung des Ziel-Antikdrpers zu
verhindern. Dann wiedeholte man das Waschen mit PBS (2 x5 min). Die Schnitte
wurden mit dem primaren Antikorper zuerst OLIG 1 mit Konzentration von 1:50
betraufelt. Die abgedeckten Schnitte wurden 2 Tage im Kuihlschrank bei 4°C
inkubiert. Dann wurden sie nochmal in PBS (2 x 5 min) gespult. So entfernte man
nicht gebundene Antikdrper und verhinderte eine starke Hintergrundfarbung. Die
gespulten Schnitte wurden mit dem sekundéren Antikorper als Brickenantikorper
(Anti-mouse IgG Dbiotinylated/Healthcare) mit einer Konzentration von 1:100
betraufelt. (Abbildung 1). Hier fungierte die OLIG1 als Antigen. Hinterher wurde eine
Spulung mit PBS 2 Mal fir jeweils 5 Minuten durchgefiihrt. Die Schnitte wurden dann
mit dem tertidren Antikdrper (Streptavidin-biotinylated horseradish peroxidcomplex)
mit einer Konzentration von 1:100 betraufelt und eine Stunde in der Raumtemperatur
inkubiert. Die inkubierten Schnitte wurden mit PBS (2 x 5 min) gespdlt. Die Farbung
wurde mit DAB/ANV (Diaminobenzidine tetrahydrochlorid) verstarkt. Die

Seite

22



3 Methodik

Farbereaktion erfolgte mit DAB/ANV ~ und Ammunium  nickel(ll)sulfat
Hexahydrat/FLUKA (Substrat H,O,). DAB wurde 20 Minuten vorher auftauen
gelassen und AmMmNISO4 ebenso lange vorgelést. 0,5 AmmNiISO,4 wurde in etwas
PBS/SIGMA vorgel6st. Die beiden Losungen wurden dann zusammengegeben und
mit PBS auf 25ml aufgeflillt und anschlielRend gefiltert. Dazu wurde 250 pL von einer
1 %gen H,0,-Losung hinzugegeben und die Schnitte wurden damit betraufelt und 10
Minuten in der Raumtemperatur inkubiert. Die Schnitte wurden 2 Mal in destilliertem
Wasser gespult. Die Schnitte wurden danach durch die aufsteigende Alkoholreihe
gefuhrt. Sie wurden danach eingedeckt und nach zweimaliger Spulung mit Aqua
dest. (Aqua destillata) (2 x 5 min) wurden die Objekttrager in Kresylviolett
geschwenkt und erneut mit Aqua dest. gespilt (2 x 5 min). Die Starke der
Farbereaktion wurde durch Zugabe von Ethansaure-Alkohol-Lésung gesteuert und
das optimale Farb-Ergebnis mittels mikroskopischer Sichtung kontrolliert. Nach
erneutem Spulen mit Aqua dest. (2 x 5 min) durchliefen die gefarbten Schnitte eine
ansteigende Ethanolreihe (96% - 2 x 100%, jeweils 5 min) und konnten, nach 2 x 10-

minutiger Behandlung mit Xylol, eingedeckt werden.

Fur die OLIG2-Farbung wurde Millipore#AB 9610 (ein polyclonaler Antikdrper) mit
einer Konzentration von 1:150 angesetzt. Als Sekundarantikérper fungierte hier der
polyklonale Anti-Kaninchen, um OLIG2 zu detektieren (siehe Tabelle 5). Die Schritte
der Immunhistochemie fur OLIG2 ist in jedem Punkt genauso wie unter OLIG1
beschrieben (ABC Methode).
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Verdiinnung

GrofBbritannien

Firbung Primirantikérper Sekundiirantikorper
Olig1 Anti-Olig-1 Anti-Maus

Klonalitit Monoklonal Monoklonal

Ursprung Ziege

Firma R & D Systems: Abingdon, GE Healthcare: Freiburg,

Deutschland

1:100

Olig2
Klonalitit
Ursprung

Firma

Verdiinnung

Anti-Olig-2

Polyklonal

Kaninchen

Millipore/ Merck KGaA: Darmstadt,

Deutschland

Anti-Kaninchen
Polyklonal

Ziege

DakoCyomation: Glostrup,
Déanemark

1:100

Tabelle 5: verwendete Primar- und Sekundarantikoérper (Mosebach et. al 2014)
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{Strept-) Avidin-
Biotin-

\ m Enzymkomplex
Briicken-

antikdrper,
biotinyliert

)L Primarantikérper

(Strept-) Avidin-Biotin-Complex

ABC-Methode

Abbildung 1: Prinzip der Immunhistochemie nach der ABC-Methode
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Abbildung 2: Darstellung der Subregionen des posterioren Anteils des Hippokampus in
einer koronaren Schnittebene einer Kontrolle. Die Schichtdicke des hochauflésenden
photomikrographischen Bildes betragt 20 pm. MaRRstab= 1mm. 20-fache VergroRerung
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Abbildung 3: Oligodendrozyten (schwarze Pfeile) in OLIG 1-Farbung der Subregionen des
Hippokampus, links Kontrolle (K), rechts Patient (P). CA: Cornu Ammonis, Sub: Subiculum
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Abbildung 4: Oligodendrozyten (schwarze Pfeile) in OLIG 2-Farbung der Subregionen des
Hippokampus. Links Kontrolle (K), rechts Patient (P). CA: Cornu Ammonis, Sub: Subiculum
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3.5. Die Dichtebestimmung der Oligodendrozyten
Die Analyse in der vorhandenen Studie wurde bezilglich Diagnose und

demographischer Daten verblindet durchgefuhrt. Im posterioren Hippokampus wurde
die auszuwertende Region zwischen dem Korpus genikulatum laterale (CGL)
(anterior) und dem Splenium des Korpus Kallosum (posterior) abgegrenzt. Pro Fall
wurden 4 Schnitte ausgewertet. Verschiedene Regionen des Hippokampus (CAL,
CA2/3, CA4 und Subikulum) wurden abgegrenzt (Price et al. 2001) (Abbildung 2) und
unabhangig voneinander ausgewertet. Aufgrund der schwierigen
lichtmikroskopischen Unterscheidung zwischen CA2 und CA3 wurde wie bei
vorherigen Studien (Schmitt et al. 2009) die beiden CA2 und CA3 Regionen bei der
Auswertung als eine Einheit ausgewertet. Mittels eines modifizierten Lichtmikroskops
(BX50; Olympus, Tokyo, Japan), Olympus Uplan Apo Objektiven (1,5%, 20x,
40xOlobjectiv, 50xOlobjektiv, 100xOlobjektiv) ausgestattet mit einem dreiachsigen,
hochauflosenden computergesteuerten Schrittmotorsystem und einem linearen
elektronischen Focusencoder (Microcator) wurde der jeweilige Gehirnschnitt an der
stereologischen Arbeitsstelle analysiert. Die Ubertragung der mikroskopischen Bilder
auf einen 17-inch Monitor erfolgte mit Hilfe einer 3-CCD Color Camera HV-C20 A/AM
(Hitachi Kokusai Electric Inc., Tokyo, Japan). Die Auswertung am Computer erfolgte
mit Hilfe einer stereologischen Software (Stereoinvestigator, MBF Biosience,
Williston, ND, USA). Die Abgrenzung der ausgewerteten Regionen erfolgte
individuell am jeweils vorliegenden Schnitt mit Hilfe einer digitalen Kamera, deren
Bild auf den Computerbildschirm Ubertragen wurde. In der vorliegenden Studie
wurden die Oligodendrozyten anhand der OLIG1- oder OLIG2-positiven
immunhistochemischen Farbung markiert (Abbildung 3 und 4). Es wurden alle Zellen
in den abgegrenzten Subregionen des Hippocampus bei einer 40-fachen
Vergrolierung gezahlt und es erfolgte eine separate Auswertung der rechten und
linken Hemisphare. Alle Analysen wurden verblindet flr die Diagnose durchgefihrt,
die Gehirnschnitte waren mit Nummern kodiert. Die OLIG-1 oder OLIG-2
immunpositiven Zellen wurden mittels der optischen Dissektormethode ausgewertet.
Die ausgewertet Schnittdicke betrug 16 pum und befand sich jeweils im Zentrum des
Schnittes. Alle Oligodendrozyten, die sich innerhalb dieses Zahlvolumens befanden,
wurden ausgewertet. Unter Berlcksichtigung der Gewebeschrumpfungsfaktoren, des

Volumens der Subregion in den einzelnen Schnitten und der Schnittdicke konnte
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eine Berechnung der numerischen Zelldichte (Anzahl der Zellen/um?) erfolgen. Es

wurde schlie3lich der Mittelwert aus der Anzahl der Gehirnschnitte ermittelt.
Zuséatzlich zur Zelldichte wurde anhand der zwei vorliegenden Schnitte aus dem
posterioren Hippokampus das gemittelte gemessene Volumen dieser Schnitte in den
Subregionen aufgezeichnet. Hier wurde das Gesamtvolumen von jeweils zwei
Schnitten pro Fall, die aus unterschiedlichen Ebenen des posterioren Hippkampus
stammten mittels 3-dimensionaler Volumenmessung ermittelt. Eine

Volumenmessung fir einzelne Regionen wurde hier nicht durchgefiuhrt.

3.5.1 Intra-Rater-Reliabilitat
Um die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zu testen, wurde die Zelldichte in der

Region CA4 beider Hemispharen in acht Fallen fur OLIG1- und OLIG2-Farbung
erneut gemessen. Hierbei ergab sich eine Intra-Rater-Reliabilitdt mit einem intraclass

correlation coefficient (ICC) von >0.8.

3.6. Statistische Methoden:
Alle Analysen wurden mit SPSS 19 durchgefihrt. Es wurden zweiseitige

Hypothesentests mit Fehlerwahrscheinlichkeit 1. Art o = 0.05 durchgefihrt. Die
unabhangige Variable war in der vorliegenden Studie die Diagnosegruppe
(Kontrollen (n=10), schizophrene Patienten (n=10). Die abhangigen Variablen waren
jeweils fir die OLIG1- und OLIG2-Farbung ausgewerteten Volumina und die
Zelldichten in CAL, CA 2/3, CA4 und im Subikulum (links und rechts). Alter, PMI und

Geschlecht stellten die intervenierenden Variablen dar.

Mit einfaktorieller Varianzanalyse (ANOVA) wurden die Mittelwerte fir Alter und PMI
zwischen den Diagnosegruppen schizophrene Patienten und Kontrollen verglichen.
Ob zwischen den Gruppen eine signifikante Geschlechtsungleichverteilung bestand,
wurde mit dem Chi2-Test auf Unabhangigkeit Uberprift. In der Gruppe der
schizophrenen Patienten wurden die deskriptiven Statistiken (Mittelwert,

Standardabweichung) der Krankheitsdauer berechnet.
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Die Normalverteilung ist eine statistische Verteilung, die in der Natur haufig auftritt
und durch den Mittelwert und die Standardabweichung eindeutig charakterisiert wird.
Mit dem Kolmogorov-Smirnov-Test wurde fir alle abhangigen Variablen getestet, ob
signifikante Abweichungen von der Normalverteilungsannahme vorlagen. Wenn das
der Fall war, wurde eine logarithmische Transformation durchgefiuhrt. Falls sich auch
fur die logarithmierten Variablen Abweichungen von der Normalverteilungsannahme

ergaben, wurde eine weitere logarithmische Transformation angewandt.

Um zu untersuchen, ob die Ergebnisse mit den intervenierenden Variablen
korrelierten, wurden bivariate Produkt-Moment-Korrelationen nach Pearson zwischen
den Zelldichten sowie den ausgewerteten Volumina sowohl mit dem Alter als auch
mit dem Post-mortem-Intervall fir die Olig 1- und die Olig 2-Farbung in CA1, CA 2/3,
CA4 und im Subikulum (links und rechts) getrennt in den Gruppen Kontrollen und
schizophrene Patienten berechnet. Fur die schizophrenen Patienten wurden die
Pearson-Korrelationen zwischen den abhangigen Variablen und der Krankheitsdauer
berechnet. Die Analyse auf Geschlechtseinfliisse wurde fur die gesamte Stichprobe
und fir alle abhangigen Variablen mittels einfaktorieller ANOVA durchgefuhrt.

Als Hauptanalysen wurden fur alle abhangigen Variablen Kovarianzanalysen
(ANCOVA) mit den Zwischen-Subjekt-Faktoren Diagnose (Kontrollen, schizophrene
Patienten) und Geschlecht (mannlich, weiblich) durchgefiihrt. Als Kovariaten wurden

dabei Alter, und Post-mortem-Intervall in die Analyse einbezogen.
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4. Ergebnisse

4.1. Demographie
Es ergaben sich keine signifikanten Altersunterschiede zwischen den beiden

Diagnose-Gruppen. Es zeigte sich ein Trend zu reduzierter PMI bei schizophrenen
Patienten (p=0.051). Es ergaben sich keine signifikanten
Geschlechtsverteilungsdifferenzen zwischen den Gruppen.

4.2. Normalverteilung
OLIG1-Farbung: signifikante Abweichungen von der Normalverteilungsannahme

ergaben sich fur CAl1 (Dichte, rechts), CA2/3 (Volumen rechts), CA4 (Volumen,
Dichte rechts). Nach logarithmischer Transformation ergaben sich nur noch fur das
Volumen  von CA4, rechts  signifikante ~ Abweichungen  von der
Normalverteilungsannahme. Nach nochmaliger logarithmischer Transformation ergab
sich auch hier keine signifikante Abweichung von der Normalverteilungsannahme
mehr. Fur die weiteren Auswertungen wurden die transformierten Variablen

verwendet.

OLIG2-Farbung: signifikante Abweichungen von der Normalverteilungsannahme
ergaben sich fur CAl (Volumen, rechts) und CA4 (Volumen, links).Nach
logarithmischer Transformation ergaben sich keine signifikanten Abweichungen von
der Normalverteilungsannahme mehr. Fir die weiteren Auswertungen wurden

deshalb die transformierten Variablen verwendet.

4.3. Korrelationen der Volumina der Schnitte aus der OLIG1- und

OLIG2-Farbung:
Um zu Uberprifen, wie die Volumina der mit Oligl und Olig2 gemessenen Schnitte

korrelieren, wurden Pearson Korrelationen zwischen diesen Messungen berechnet.
Falls sich fur mindestens eines der beiden beteiligten Volumina Abweichungen von
der Normalverteilungsannahme ergaben (d.h. fir CAl rechts, CA2/3 rechts, CA4
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links und rechts), wurden die logarithmisch transformierten Volumina verwendet, um

die Korrelationen zu berechnen und die Streudiagramme anzufertigen.

Hohe Korrelationen zwischen den Volumina aus Oligl und Olig2 ergaben sich in CA4
(links: r = 0.78, p < 0.0005, rechts: r = 0.81, p < 0.0005) und mit Abstrichen in CA1
rechts (r = 0.57, p = 0.013), CA2/3 rechts (r = 0.58, p = 0.010) und im Subikulum
links (r = 0.68, p = 0.002), wahrend sich in CAl links (r = 0.18, p = 0.47), CA2/3 links
(r =0.39, p = 0.13) und im Subikulum rechts (r = 0.43, p = 0.076) nur relativ kleine
Korrelationen ergaben. (Abbildung 5)
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Abbildung 5: Korrelationen der Volumina OLIG1- und OLIG2-Farbung
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4.4. Korrelationen der Zelldichten aus der Olig1- und Olig2-Farbung
AuRRerdem wurden die sich aus den Oligl- und Olig2-Farbungen ergebenen
Zelldichten korreliert. Falls sich fur eine der beiden beteiligten Dichten Abweichungen
von der Normalverteilungsannahme ergaben (d.h. fir CA1 rechts, und CA4 rechts),
wurden die Korrelationen zwischen den logarithmisch transformierten Dichten
berechnet.

Signifikante Korrelationen zwischen den Zelldichten aus Oligl und Olig2 ergaben
sich in CAL (links: r = 0.66, p = 0.003, rechts: r = 0.53, p = 0.023), in CA4 rechts (r =
0.57, p = 0.010) und im Subikulum links (r = 0.48, p = 0.044), wahrend sich in CA2/3
(links: r = 0.33, p = 0.19, rechts: r = 0.41, p = 0.083), CA4 links (r = 0.19, p = 0.44)
und im Subikulum rechts (r = 0.30, p = 0.23) keine signifikanten Korrelationen
ergaben. (Abbildung 6)
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Abbildung 6: Korrelationen der Dichten aus OLIG1- und OLIG2-Farbung
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4.5. Geschlechtseinfliisse
OLIG1-Farbung: Bei den Volumina ergaben sich signifikante Reduktionen im

Vergleich weiblich vs. ménnlich in CA1L, links (-20%, F(1, 17) = 5.0, p=0.038) und in
CA4, links (-21%, F(1, 17) =5.8, p=0.028). Bei den Zelldichten ergaben sich
signifikant erhohte Werte im Vergleich weiblich vs. mannlich in CAl, links (+138%,
F(1, 17) = 9.9, p=0.006), in CA1 rechts (CAl re:+126%, F(1, 18) =9.5, p=0.007), in
CA2/3 links (+201%, F(1, 16) = 8.7, p=0.010) und im Subikulum links (+101%, F(1,
17) =5.5, p=0.032).

OLIG2-Farbung: Bei den Zelldichten ergaben sich signifikant erhdhte Werte im
Vergleich weiblich vs. mannlich in CALl, links (+54%, F(1, 17) = 11.7, p=0.003), in
CA1l rechts (+51%, F(1, 16) = 13.7, p=0.002), in CA2/3 links (+61%, F(1, 17) = 10.3,
p=0.005), in CA2/3 rechts (+69%, F(1, 17) = 12.5, p=0.003) und in Sub, links (+33%,
F(1, 17) = 9.3, p=0.007).

4.6. Korrelation mit dem Alter
Die untersuchten Merkmale der Oligodendrozyten (Volumen und Dichte) zeigten in

der vorliegenden Studie folgende Korrelation mit dem Alter:

OLIG1-Farbung: Fur das Gesamtsample ergab sich eine signifikant negative
Korrelation mit dem Alter fur die Dichte in CA2/3 links (r=-0.51, p=0.029). In der
Kontrollgruppe zeigten sich ebenfalls signifikant negative Korrelationen in CA2/3 links
(zellzahl: r=-0.84, p=0.008, Dichte: r=-0.82, p=0.012) und in CA4 rechts (Dichte: r=-
0.65, p=0.041) sowie eine signifikant positive Korrelation fir CA1l, rechts, Volumen
(r=0.73, p=0.015).

OLIG2-Farbung: Nur bei den schizophrenen Patienten ergaben sich signifikant
negative Korrelationen mit dem Alter fur das Volumen in CAl links (r=-0.6, p=0.046)
und im Subikulum rechts (r=-0.70, p=0.036).
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4.7. Korrelation mit der Krankheitsdauer:
OLIG1-Farbung: Es zeigte sich eine signifikant negative Korrelation der

Krankheitsdauer mit dem Olig1l-Volumen CA2/3 rechts: r=-0.70, p=0.024.

OLIG2-Farbung: Es ergab sich eine signifikant negative Korrelation der
Krankheitsdauer mit dem Olig 2 -Volumen CA1 links: r=-0.66, p=0.039.

4.8. Korrelation mit dem Post-mortem-Interval (PMI)
OLIG1-Farbung: In der Kontrollgruppe zeigte sich eine signifikant positive Korrelation

und im Subikulum rechts (Zellzahl: r=0.64, p=0.045), bei den Zelldichten in CAl
rechts (r=0.65, p=0.041). Bei den schizophrenen Patienten ergaben sich keine

signifikanten Korrelationen mit dem PMI.

OLIG2-Farbung: Fur die Gesamtstichprobe ergab sich eine signifikant positive
Korrelation mit dem PMI fur die Zelldichte im Subikulum rechts (r=0.65, p=0.041). Bei
den Kontrollen zeigte sich eine positive Korrelation mit dem PMI in CA2/3 (r=0.69,
p=0.039), Volumen (r=0.80, p=0.010).

4.9. Diagnosegruppendifferenzen, Ergebnisse der ANCOVA
OLIG1-Farbung: Es ergab sich ein signifikant erhohtes Volumen der Substruktur

CA2/3 rechtsseitig bei schizophrenen Patienten verglichen mit gesunden
Kontrollprobanden (CA2/3 re: +49%, F=(1, 4), p=0.030). In allen anderen Regionen
ergaben sich keine Unterschiede.

Es ergaben sich bei schizophrenen Patienten verglichen mit gesunden Kontrollen
Trends zu reduzierter Oligodendrozytendichte und in CA4 rechtshemisphérisch
(54%, F(1, 14)=3.7 p=0.074) sowie zu reduzierter Zelldichte in CA2/3
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Oligodendrozyten, Olig1 Farbung:
Volumen CA 2/3 rechts (mm?)

rechtshemispharisch (-57%, F(1, 14), =4.0, p=0.066) (Abbildung 7 und 8). In den
anderen Subregionen fanden sich keine Unterschiede.
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Abbildung 7: signifikante Volumenzunahme (a) und Trend zu reduzierter Zelldichte in
CAZ2/3 rechts (b) bei Schizophrenie
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Abbildung 8: Trend zu reduzierter Zelldichte in der OLIG1-Farbung in CA4 rechts bei
Schizophrenie

OLIG2-Farbung: Es ergaben sich keine signifikanten Effekte oder Trends fir den
Faktor Diagnose.
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5. Diskussion

5.1. Zelldichte der immunhistochemisch gefirbten Oligodendrozyten
In der vorliegenden Studie fanden wir in der linken CA4 Subregion einen Trend zu

einer reduzierten Oligodendrozytendichte von OLIG1 immunpositiven Zellen bei
schizophrenen Patienten verglichen mit gesunden Kontrollen, jedoch war dieser
Unterschied nicht signifikant. Das Ergebnis zeigt zwar keinen Gruppenunterschied,
geht jedoch in dieselbe Richtung wie die Resultate einer stereologisch ermittelten
reduzierten Oligodendrozytenzahl in der CA4-Region des posterioren Hippokampus
bei teilweise demselben Patientenkollektiv (Schmitt 2009). Diese Untersuchungen
waren jedoch an histologisch gefarbten Gehirnschnitten ermittelt worden, und unsere
an immunhistochemisch gefarbten Gehirnschnitten erhobenen Ergebnisse sind
maoglicherweise mit weniger Zahlfehlern aufgrund Unsicherheiten bei der
morphologischen Analyse dieser Zellpopulation behaftet. Mit der in dieser Studie
verwendeten immunhistochemischen Methode zur Farbung und Markierung der
beiden spezifisch in den Oligodendrozyten vorkommenden OLIG1- und OLIG2-
Proteinen konnten wir eine bessere Differenzierung zwischen Oligodendrozyten und
Astrozyten sowie alle anderen vorhandenen Zellen im Hippokampus darstellen und
somit die Ergebnisse der vorherigen stereologischen Studien (Schmitt et al. 2009)
erganzen. Andererseits haben wir nur eine Dichtemessung an 4 zufallig
ausgewahlten Gehirnschnitten durchgefiihrt, die eine Schrumpfung des Gewebes
durch Formalinfixierung sowie immunhistochemische Farbungen nur unzureichend
bertcksichtigt (Williams und Rakic 1988). Der Grund fir Diskrepanz zwischen den
Ergebnissen der genannten Studien und unseren Ergebnissen kann auch aus der
Verwendung unterschiedlicher Farbemethoden stammen. Zudem wurden in der
vorliegenden Arbeit nur Subregionen des posterioren Anteils des Hippokampus bei
einer relativ kleinen Fallgruppe (10 Patienten und 10 Kontrollen) untersucht und
Untersuchungen in gro3eren Stichproben und im anterioren Hippokampus sollten

zusatzlich erfolgen, um unsere Ergebnisse zu verifizieren.

Unsere Ergebnisse weisen darauf hin, dass eine Verminderung der
immunhistochemisch gemessenen Oligodendrozytenzahl bei der Schizophrenie nicht
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im posterioren Hippokampus und damit nicht in allen bislang untersuchten
Gehirnregionen vorkommt. So wurde bei schizophrenen Patienten eine Reduktion
der mit CNPase immunhistochemisch gefarbten Oligodendrozytendichte sowie der
stereologisch ermittelten Oligodendrozytenzahl im prafrontalen Kortex berichtet
(Byne et al. 2006, Hof et al., 2002, Hof et al. 2003, Stark et al. 2004, Tkachev et al.
2003, Uranova et al. 2004, Vostrikov et al. 2008).

Die CA4-Region, in der wir einen Trend zur Reduktion von OLIG-1 positiven
Oligodendrozyten fanden, ist die tiefe polymorphe Schicht des Gyrus dentatus
(Lavanex 2012). Defizite der Oligodendrozyten-basierenden Myelinisierung kdnnten

hier zu Stérungen der Konnektivitat im Hippokampus selbst flhren.

Unsere Ergebnisse bestatigen nicht die Befunde mehrerer Diffusions-Tensor-
Bildgebungs-Studien (DTI) der weil3en Substanz des Fornix-Korpers und des
posterioren Anteils des Hippokampus bei ersterkrankten und chronischen
schizophrenen Patienten. Diese Studien zeigten eine Verminderung der fraktionellen
Anisotropie (FA), also der Integritat der weiRen Substanz und somit Myelinisierung in
diesen Hippokampusregionen, und unterstitzten somit die funktionale und
strukturelle Dyskonnektivitatshypothese (Kalus et al. 2004, Kuroki et al., 2006, White
et al. 2007, Zhou et al., 2008, Fitzsimmons et al., 2009, 2014). Dabei korrelierte die
Abnahme der FA im linken Fornix mit dem Ausmald der Positivsymptomatik(Abdul-
Rahman et al. 2011), wahrend eine neuere Studie keine Korrelationen fand (Goghari
et al. 2014). Allerdings ist zu bedenken, dass in-vivo DTI-Studien auf
Magnetresonanz-Tomographie (MRT) Basis so kleine Strukturen wie CA4 nicht
detektieren kdnnen und somit bislang keine Alternativen zu histologischen oder

immunhistochemischen Untersuchungen am post-mortem Gewebe bestehen.

5.2. OLIG1- und OLIG2- Farbung
OLIG1 und OLIG2 sind sogenannte basic helix-loop-helix Transkriptionsfaktoren im

Zentralnervensystem (ZNS), die sequentiell in Motorneuronen und Oligodendrozyten
generiert werden, und deren biologische Funktionen in der Entwicklung des ZNS im
grodten Teil unabhangig voneinander eine Rolle spielt (Meijer et al. 2012). Diese
evolutionar gut konservierten Gene sind lokalisiert auf Chromosom 21 und sind
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regulatorische Faktoren der Oligodendrozyten. Dabei werden sie als wichtiges
Element fur die Entwicklung sowie Differenzierung der Oligodendrozyten angesehen
werden (Takebayashi et al. 2000, Lu et al. 2000, Fu et al. 2002).
Genexpressionsstudien konnten mit einem mRNA-Mikroarray-Ansatz  sowie
quantitativer Real-Time Polymerase-Kettenreaktion (qPCR) in unterschiedlichen
kortikalen Regionen einschlie3lich dem Brodmann-Areal 32/34 (anteriorer cingularer
Kortex) zeigen, dass neben multiplen Genen auch die Expression von OLIG2 bei
schizophrenen Patienten herab reguliert ist (Katsel et al. 2005). Im Hinblick auf die
Ursprung der Oligodendrozyten und ihrer Vorlauferzellen sowie ihrer Ahnlichkeiten
zu den anderen Zellpopulationen konnte durch Erfassen der OLIG1 und OLIG2
Transkriptionsfaktoren neue anatomische und pathophysiologische Erkenntnisse
gewonnen werden (Zhou et al. 2000, Takebayashi et. al 2000, Lu et. al 2000, Lu et
al. 2002). Es wird vermutet, dass die veranderte Expression dieser Faktoren mit
deutlichen Funktionsverdnderungen der Oligodendrozyten verbunden ist. Multiple
Sklerose und Gliome sind die ersten Krankheitsbilder, bei denen man die OLIG1 und
OLIG2 Expression im menschlichen adulten Hirngewebe untersuchte (Lu et al. 2001,
Ligon et al. 2004, Arnett et. al 2004). Tierexperimentelle in vitro-Studien zeigten,
dass eine ektope OLIG1 Expression in kortikalen Stammzellen der Ratten zur
Induktion von Oligodendrozytenvorlauferzellen fuhrt (Lu et. al 2000). Diese Studien
fuhrten dazu, dass die Bedeutung von OLIG1 beim Myelinisierungsprozess in den
letzten Jahren diskutiert wurde (Xin et al. 2005). Die
Oligodendrozytentranskriptionsfaktoren kommen sowohl in den reiferen Zelltypen als
auch in den Oligodendrozyten-Vorlauferzellen des erwachsenen Hirns vor, sodass
man sie als zuverlassiger Marker fiur die Entwicklung der Oligodendrozyten im
adulten Hirngewebe betrachten kann (Lu et. al 2000, Ligon et al. 2006). Zur exakten
Markierung der beiden spezifischen OLIG1 und OLIG2 Proteine, verwendeten wir die
immunhistochemische Methode. In unserer Arbeit fanden wir fir OLIG1-positiven
Oligodendrozyten ein Trend zu reduzierter Zelldichte in CA2/3 rechts sowie in CA4
beidseits. Fur die OLIG2-immunpositiven Zellen ergab sich jedoch kein signifikanter
Unterschied zwischen Patienten- und Kontrollgruppen. Dies spricht dafir, dass
maoglicherweise nur eine Subpopulation der Oligodendrozyten bei der Schizophrenie
mit einem geringeren Reifegrad betroffen ist. Dies wird bestatigt durch den im
adulten Gehirn vorliegenden geringeren Reifegrad der OLIG-1 positiven
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Oligodendrozyten gegenuber den OLIG-2 positiven Zellen (Arnett et al. 2004,
Kuhlmann et al. 2008, Barley et al. 2009, Mosebach et al. 2013). Passend zu dieser
Annahme wurde die Hypothese einer Assoziation zwischen einer reduzierten
Oligodendrozytenzahl aufgrund eines Proliferationsdefektes mit gestorter Reifung der
Oligodendrozyten und einem Mangel an normaler Myelinisierung bei der
Schizophrenie aufgestellt (Bartzokis et al. 2003). Ubereinstimmend damit fanden
Uranova et al. (2007) in lhrer elektronenmikroskopischen Studie an post-mortem
Gewebe aus dem prafrontalen Kortex schizophrener Patienten eine Atrophie der
myelinisierten Axone und eine Schwellung in periaxonalen Oligodendroyzten.
Derartige mikrostrukturelle Verdnderungen sind also auch im Hippokampus nicht
auszuschlieBen, kdnnen aber nur an Gehirngewebe mit duRerst kurzen post-mortem
Intervallen  durchgefiihrt werden und diese  Verdnderungen  kdnnen

lichtmikroskopisch nicht detektiert werden.

Die Abweichungen zwischen den Ergebnissen der OLIG1- und OLIG2-Farbung sind
auch auf die zeitlichen, strukturellen und funktionellen Unterschiede bei der
Expression der beiden Transkriptionsfaktoren zuriickzufihren. Es wurde gezeigt,
dass OLIG1 und OLIG2 weitgehend Uberschneidungsfreie Rollen in der Reparatur
sowie in der Entwicklung von Geweben und Krankheiten des Nervensystems haben
(Meijer et al. 2012).

5.3. Gemessene Volumina in hippokampalen Subregionen
In der vorliegenden Arbeit zeigte sich ein signifikant erhdhtes gemessenes mittleres

Volumen der ausgewerteten vier Gehirnschnitte in CA2/3 rechts bei den
schizophrenen Patienten. Es gibt eine groRe Anzahl von strukturellen
Magnetresonanztomographie (MRT) -Studien, die ein vermindertes Volumen im
posterioren Anteil des Hippocampus oder des gesamten Hippocampus zeigten
(Adriano et al. 2012, Becker et al. 1996, Bogerts et al. 1993, Hirayasu et al. 1998,
Narr et al. 2001, Rametti et al. 2007, Shepherd et al. 2012, Stein et al. 2012,
Velakoulis et al. 2001, Yamasue et al. 2004). Korrespondierend zeigten Bogerts et al.
(1990) in einer grolReren Stichprobe in post-mortem Gehirnschnitten des

Hippokampus eine Volumenreduktion des gesamten Hippokampus bei
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Schizophrenie. Eine neue, hochauflosende MRT-Studie hippokampaler Subregionen
zeigte, dass die Volumenreduktion des Hippokampus bei schizophrenen Patienten
und Patienten mit bipolaren Stérungen einem bestimmten Muster folgt, namlich einer
beidseitigen Volumenminderung in CA2/3, CA4/Gyrus Dentatus und Subikulum
(Haukvik et al. 2014). Dieses Ergebnis kdnnen wir in unserer Untersuchung nicht
replizieren, allerdings berechneten wir das Volumen nur anhand von 4
Gewebeschnitten und nicht anhand der gesamten Struktur der posterioren
Hippokampus. Zuséatzlich ist jedoch zu beachten, dass eine stereologische post-
mortem Studie am posterioren Hippokampus, die die gesamte Struktur untersuchte,
keinerlei Unterschiede im Volumen der Substrukturen berichtete. Dies ist
maoglicherweise, genau wie in unserer Studie, ein Effekt der kleinen Gruppengrole,
im Gegensatz zur oben genannten MRT-Studie, die Uber 200 Patienten mit
Schizophrenie und 300 gesunde Kontrollprobanden erfasste (Haukvik et al. 2014).
Einschrankend lasst sich weiter diskutieren, dass wir die CA2/3 Region als eine
Einheit, die aus CA2 und CA3 zusammengesetzt ist betrachten. Diese Abgrenzung
bereitet aufgrund ihrer anatomischen Ungenauigkeit in lichtmikroskopischen
Untersuchungen Schwierigkeiten und kann somit zu einer mehr oder weniger
signifikanten Verschiebung der Grenzlinien bei der Analyse dieser Regionen fuhren.
Auch ist bei unserer Untersuchung zu beachten, dass die Veré&nderungen wie
Schrumpfungsprozesse durch Fixierung und Farbung, die die einzelnen Regionen
auf jedem Schnitt wahrend des Gewebeaufarbeitungsprozesses erfahren, durchaus

zu Volumenabweichungen in den verschiedenen Regionen fuhren kdnnen.

5.4 Konfundierende Variablen
Die vorliegende Arbeit weist einen signifikanten Einfluss des Geschlechts auf

die Dichte der Oligodendrozyten und das gemessene Volumen in mehreren
Subregionen in beiden Versuchsgruppen auf. Somit zeigten sich bei der Zelldichte
eine signifikante Erhohung bei Frauen verglichen mit Mannern sowie eine
signifikante Volumenreduktion im Vergleich weiblich vs. mannlich. Ubereinstimmend
mit diesem statistischen Einfluss zeigten tierexperimentelle Studien eine
unterschiedliche Regulation von Proliferation und Tod der Oligodendrozyten sowie

Myelinproteinen mit erhéhtem Umsatz bei weiblichen verglichen mit mannlichen
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Ratten (Cerghet et al. 2006). Nicht nur fir Oligodendrozyten, sondern auch fir
Neurone wurde ein Geschlechtsunterschied in tierexperimentellen Studien berichtet
(Andrade et al. 2000). Um solche Geschlechtsunterschiede auszuschlieRen, haben
wir in unserer Studie eine gleiche Verteilung mannlicher und weiblicher Probanden in
beiden Versuchsgruppen angestrebt. Dennoch kann im humanen Gehirn-Gewebe
die  Geschlechtsunterschiede  beziglich  der  Oligodendrozytenfunktionen,
einschlie3lich der Myelinisierung nicht ausgeschlossen werden. Zudem gibt es bei
schizophrenen Patienten gut dokumentierte Unterschiede zwischen den
Geschlechtern wie zum Beispiel das Alter beim Beginn der Erkrankung und der
unterschiedliche Verlauf der Erkrankung (Seeman 2000, Hafner et al. 2013).

In der OLIG1-Farbung wurde fur die Gesamtstichprobe ein signifikanter Einfluss
(negative  Korrelation) des Alters mit der Dichte der immunpositiven
Oligodendrozyten in unterschiedlichen Regionen in beiden Gruppen nachgewiesen.
In der OLIG2-Farbung aber zeigte sich nur bei schizophrenen Patienten ein
signifikanter Einfluss des Alters (negative Korrelation) in CA1 linkshemisphérisch und
dem Subikulum rechtshemisphéarich. Mehrere post-mortem Studien zeigten, dass
eine altersbedingte Zunahme der Oligodendrozytenzahl und progressive
Myelinisierung, die bei psychiatrisch gesunden Kontrollprobanden belegt sind bei
schizophrenen Patienten unterbrochen werden kénnen (Bartzokis et al. 2003, van
Haren et al. 2008, (Vostrikov und Uranova 2011). Zudem wurden bei Patienten mit
Schizophrenie im Gegensatz zu Kontrollprobanden eine signifikante altersassoziierte
Reduktion der fraktionellen Anisotropie, eine progressive Verringerung der weil3en
Substanz im Frontallappen, gefunden (Ho et al. 2003, Skelly et al. 2008, Hazlett et al.
2008).

Die Behandlung der Patienten mit typischen Neuroleptika stellt in unserer Arbeite
eine Einschrankung dar, da es hierdurch zur Veranderungen in unterschiedlichen
Subregionen des Hippokampus beziiglich der Dichte der Oligodendrozyten und dem
gemessenen Volumen kommen konnte. Wie es schon unter Zelldichte diskutiert
wurde, fanden wir in der vorliegenden Arbeit jedoch keine Korrelation zwischen
Erkrankungsdauer, die eng mit der Dauer der Medikation verknipft ist sowie der
Zelldichte. Demzufolge ist der Trend zu reduzierter Oligodendrozyten-Dichte

aufgrund der von uns berechneten Korrelationen nicht mit dem Einfluss der
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Medikation in Zusammenhang =zu bringen, kann jedoch nicht ganzlich
ausgeschlossen werden. So scheint die weitere Durchfuhrung von
tierexperimentellen Studien zu Klarung dieser Frage sinnvoll zu sein. Eine
stereologische tierexperimentelle Studie der grauen Substanz Zeigte eine
signifikante Reduktion der Anzahl der Astrozyten und eine nichtsignifikante
Reduktion der Anzahl der Oligodendrozyten nach Behandlung mit Antipsychotika
wie Haloperidol und Olanzapin, wahrend sich die neuronale Dichte als erhdht zeigte
(Konopaske et al. 2007, Konopaske et al. 2008). Wahrend im Hippokampus von
einer erhohten Stammzellproliferation unter Behandlung mit atypischen
Antipsychotika berichtet wurde, ergaben sich bei der Behandlung mit typischen
Neuroleptika keine Unterschiede (Halim et al. 2004, Kodama et al. 2004, Newton und
Duman 2007). In einer Studie bei Mausen, welche drei bis sechs Monate mit
Haloperidol behandelt wurden, konnte zwar eine erhdhte Expression von OLIG2
beobachtet werden, jedoch zeigte sich keine Veranderung der Oligodendrozytenzahl
(Wang et al. 2010). So ist bislang unklar, ob sich die proliferierenden Stammzellen
tatsachlich auch zu Oligodendrozyten ausdifferenzieren. Obwohl eine durch
Antipsychotika moglicherweise angeregte Stammzellproliferation zu einer erhdhten
Oligodendrozyten-Dichte fuihren kénnte, fanden wir in unserer Arbeit einen Trend zur
reduzierten Dichte der OLIG1- immunpositiven Oligodendrozyten, was auf einen eher
krankheitsspezifischen Effekt hinweist. Bezliglich der OLIG2 Expression wurde ja auf
die Erhdéhung nach Haloperidol hingewiesen (Wang et al. 2010), so dass
krankheitsbedingte Effekte hier durch Antipsychotikatherapie maskiert werden

koénnten.

Das post-mortem Intervall (PMI) zeigte in unserer Studie einen signifikanten Einfluss
auf die Zellzahl, Zelldichte und Volumen in unterschiedlichen Regionen sowohl
hinsichtlich OLIG1-immunopositiver als auch OLIG2-immunopositiver Zellen.
Aufgrund neuer Forschungstechniken sind fir Gen-und Proteinexpressionsstudien
schockgefrorenes Gewebe erforderlich. Die Verwendung von gefrorenem Gewebe
besitzt jedoch einige Einschrankungen in der Immunhistochemie, bei der gefrorenes,
unfixiertes Gewebe nicht geeignet erscheint. Fir immunhistochemische Farbung und
histologische Methoden sowie fur die stereologische Zellzahlung und
Dichtebestimmungen sollten das Gewebe in Formalin sowie in Paraffin eingebettet

und fixiert werden. In diesem Fall kann das Post-mortem- Intervall langer als 48
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Stunden sein. Zu beachten ist, je langer die Zeit zwischen dem Tod der Patienten
und dem Fixieren oder Einfrieren des Gewebes ist, desto mehr degradieren die
MRNA und Proteine. Zudem kénnen verschiedene Fixierungsmittel auch die Qualitat
von immunhistochemischen Farbungen beeinflussen. Der pH-Wert des Gewebes als
Marker fur die Gewebequalitdt wird durch den agonalen Zustand mit Hypoxie, die
Dauer des Todeseintritts sowie die post-mortem Verzdgerung bis zur
Gewebeasservierung beeinflusst (Buesa et al. 2004). Die suboptimale Kuhlung der
Leichen oder auch krankheitsbedingte Gehirnschadigung beim Versterben kénnen
ebenfalls den pH-Wert des Gewebes beeinflussen. In unserer Studie war der pH-
Wert des Gewebes nicht bekannt, aber es erfolgte eine rasche Formalinifixierierung
und Paraplast-Einbettung um die Strukturen so gut wie méglich zu erhalten. Die
OLIG1- und  OLIG2-Antikérper  markierten immunhistochemisch zwel
Subpopulationen der Oligodendrozyten mit zwar Uberlappendem aber etwas
unterschiedlichem Reifegrad. OLIG1 fungierten in dieser Studie als Entwicklungs-
Marker zu Detektierung weitgehend unreifer Oligodendrozyten (Lu et al. 2000, Arnett
et al. 2004, Ligon et al. 2006), deren Anzahl laut unserer Ergebnisse Veranderungen
aufwies. OLIG2 wurden zur Markierung der reiferen Oligodendrozyten verwendet, die
in vorliegender Arbeit keine Veranderung zeigten. Dementsprechend liegen

Korrelationen zwischen beiden Zellpopulationen nicht in allen Regionen vor.

5.5. Bedeutung fiir die Schizophrenie
Unsere Ergebnisse konnten das Vorliegen einer Stérung der Myelinisierung im

posterioren Hippocampus bei der Schizophrenie nicht bestatigen, da wir im
Gegensatz zu stereologischen Studien an histologisch gefarbten Gehirnschnitten
keinen signifikanten Unterschied der Oligodendrozytendichte zwischen den Patienten
und Kontrollen fanden. Demzufolge scheint das Resultat unserer Arbeit mit der Idee,
dass die Pathologie der Oligodendrozyten eine wichtige Rolle in der Schizophrenie
spielt weniger vereinbar zu sein. Obwohl DTI- und MIT-Studien eine erh6hte
fraktionelle Anispotropie berichteten, sind ihre Ergebnisse aufgrund kleiner
Patientenkollektive und Auswahl unterschiedlicher Methoden inhomogen (Hdistad et

al. 2009) und eine andere Studien die Ganz-Trakts-Messungen und Messungen
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entlang einzelner Trakte des Fornix durchfuhrte zeigte keine Unterschiede zwischen
schizophrenen Patienten und Kontrollen (Goghari 2014).

Der Grund, dass sich die Abnahme der OLIG1 immunpositiven Zellen nur als Trend
darstellt konnte daran liegen, dass wir hier eine relativ kleine Patienten- und
Kontrollgruppe untersuchten. Hier lagen pro Patient/Kontrolle nur zwei zufallig
ausgesuchte Schnitte vor und die Studie wurde anhand der Dichtebestimmung von
Oligodendrozyten mit einem spezifischen Marker nur im hinteren Anteil des
Hippokampus durchgefuhrt. Die Immunhistochemische Methode birgt diesen
Nachteil in sich, dass die Farbung aus Kostengrinden bei den vorliegenden
postkartengrofRen Ganzhirnschnitten nicht seriell sondern in nur einzelnen Schnitten
erfolgt und somit eine stereologische Auswertung nicht mdglich ist. Es sind noch
weitere Studien mit grol3erer Patientenkollektiv und Anwendung anderer Marker

notwendig um die Befunde der vorliegenden Arbeit zu verifizieren.

Oligodendrozyten sind besonders gegentber Storfaktoren und Erkrankungen im
Laufe der Entwicklung sowie degenerativen Einflissen wahrend des Lebens sensibel
(Bartzokis 2004, Bartzokis 2011, Vostrikov et al. 2007, Marner et al. 2003, Stark et. al
2004). Eine bedeutende Rolle in der Atiologie der Schizophrenie kénnen die
Umweltfaktoren wie z.B. Schwangerschafts- und Geburtskomplikationen spielen. Das
Auftreten von haufigeren Schwangerschafts- und Geburtskomplikationen und deren
Folgen wie z.B. Verringerung des Hippokampusvolumens (Van Erp et al. 2002) und
das nichtproportionale Verhaltnis zwischen Korperlange und Kérpergewicht wurde
bei schizophrenen Patienten belegt. (Hultman et al.1997). Die an Schizophrenie
erkrankten Personen weisen eine siebenfach hohere Haufigkeit von perinatalen
Hirnschadigungen auf (Jones et al.1998). Man vermutet, dass die Hypoxie-
vermittelte vorzeitige Reifung der Oligodendrozyten wahrend der Gehirnentwicklung
zu einer Verringerung in dem lebenslangen Pool von proliferierenden
Oligodendrozytenvorlauferzellen fihrt, was hier moglicherweise den Trend zur
Verringerung von OLIG1 immunpositiven Zellen bei schizophrenen Patienten
wiederspiegelt. Dieses Szenario wiederum konnte eine Verringerung der Gesamtzahl
von myelinisierenden Zellen im Gehirn zufolge haben. Somit kann die abnorme
Entwicklung oder gestérte Funktion der Oligodendrozyten die Myelinisierung des
Gehirns beeinflussen (Kaifu et al. 2003, Akundi und Rivkees 2009). Diese
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Vorlauferzellen werden bis zum fiinften Lebensjahrzent zur Myelinisierung der Axone
im Marklager der préafrontalen, parietalen und temporalen Hirnregionen rekrutiert
(McTigue und Tripathi 2008, Butts et al. 2008). Tiermodelle zeigten, dass die
Oligodendrozyten besonders hypoxiesensibel sind (Jelinski et al. 1999, Rosin et al.
2005).

In der Pathogenese der Schizophrenie wird seit l&ngerer Zeit das Konzept der
"Neuronalen Entwicklungsstorung” diskutiert (Weinberger, 1987, Weinberger und
Lipska 1995). Bei der neuronalen Entwicklung handelt sich um einen Zeitraum, der
den Prozess der Hirnentwicklung und Reifung beinhaltet und sich auf fast ganzes
Leben von pranataler Phase bis in das 20. Lebensjahr oder sogar bis in das mittlere
Lebensalter erstreckt (Wood, 1998, Bartzokis et. al 2001). Post-mortem Studien
wiesen ein Defizit von perineuronalen Oligodendrozyten bei erwachsenen Patienten
mit Schizophrenie auf (Vostrikov et. al 2007). Da Oligodendrozyten trophisch die
eingeschlossenen Axone beeinflussen, kann eine perinatale Hypoxie neben
verschlechterter Myelinisierung zur Schwellung der Axone fiihren (Kaur et al. 2006).
Die Degeneration der Axone in den langen Bahnen resultiert dann in gestorten
Makrokonnektivitat und Funktion der Hirnareale fuhren (Benes, 1989, (Fuster, 1999,
Bartzokis 2001).

Risikogene der Schizophrenie sind eine andere mogliche Erklarung far die
Volumenveranderungen des Hippokampus. Es wurde ein Zusammenhang zwischen
Neuregulin-1 (NRG1) Haplotyp HAP(ICE) Tragern und einem kleineren relativen
hippokampalen Volumen bei schizophrenen Patienten sowie ihren gesunden
Verwandten beschrieben (Gruber et. al 2008). Dieses Gen ist an der Myelinisierung
und in der Proliferation von Oligodendrozyten beteiligt (Corfas et al. 2004, Harrison
und Weinberger 2005, Parlapani et al. 2010, Mei und Nave 2014). Bislang ist unklar,
ob die Risikovariante eine erhohte oder erniedrigte Expression von Neurigulin-1
verursacht, aber beide Veranderungen gehen im transgenen Tiermodell auch mit
einer verminderten synaptische Plastizitat einher, wobei die Uberexpression auch mit
Schizophrenie-ahnlichem Verhalten der Mause einhergeht (Agarwal et al. 2014).
Ebenfalls wurde bei der Schizophrenie die abnorme Funktion des disrupted in
schizophrenia 1 (DISC1) Risiko-Gens, das in der Entwicklung und in der Plastizitat
des Nervensystems involviert ist, identifiziert (Harrison und Weinberger 2005, Lipska
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et. al 2006). Die beschriebenen Risikogene bei der Schizophrenie haben einzeln
betrachtet jedoch nur einen kleinen Effekt auf die Pathogenese der Schizophrenie,
da diese Erkrankung polygenetischer Natur ist (Schmitt et al. 2014). Zudem ist die
regulatorische Funktion solcher Gene auf molekularer Ebene weitegehend unklar.
Andere an der Myelinisierung beteiligte Gene sind zwar nicht als Risikogene der
Schizophrenie identifiziert worden, konnen aber durch eine veranderte Expression in
funktionellen Kaskaden einen Einfluss auf die Pathophysiologie der Erkankung
haben. Es wurde gezeigt, dass zum Beispiel MAG (Myelin assoziiertes Glykoprotein),
QKI (,Quaking homolog®), TF (Transferrin) und CNP (2',3'-cyclic nucleotide 3'-
phosphodiesterase) eine enge Assoziation mit Myelinisierungsprozessen und
Oligodendrozyt-Neuron-Interaktion aufweisen und im post-mortem Gewebe bei

Schizophrenie stark herab reguliert sind (Haroutunian und Davis 2007).

5.5.1. Limitierungen der vorliegenden Studie
Eine Limitierung der vorliegenden explorativen Studie ist, dass die Stichprobe klein

war und da wir keine Bonferroni-Korrektur fir multiples Testen durchgefiihrt haben,
sollten die Ergebnisse in einer unabhangigen Stichprobe repliziert werden. Es ist
deshalb nicht ausgeschlossen, dass der in unserer Studie gefundene Trend der
reduzierten Zelldichte in CA4 in der Oligl Farbung nur ein zuféllig positives Ergebnis
war und die Interpretation der Daten ist mit Vorsicht durchzufihren. Eine weitere
Einschrdnkung ist die langfristige Behandlung der Patienten mit typischen
Neuroleptika, die unsere Ergebnisse beeinflusst haben kdnnte. Somit kann die
Behandlung mit Neuroleptika die Zellendichten in unserer Studie beeinflusst haben.
Haloperidol verursachte im Tiermodell die verstarkte Expression von OLIG 2 im
Hippokampus und Kortex, wohingegen Quetiapin und Olanzapin die Expression von
sowohl OLIG1 als auch OLIG 2 erhohten (Wang et al. 2010, Giftzahn et al. 2013).
Zusatzlich wurde jedoch gezeigt, dass Haloperidol und Clozapin eine schiitzende
Wirkung auf unreife Oligodendrozyten gegen Energie-Entzug ausiiben (Steiner et al.
2011). Dartber hinaus verbessert Quetiapin nach Cuprizione-induzierter
Demyelinisierung die Regeneration der Oligodendrozyten und Myelin-Reparatur
(Zhang et al. 2012). Somit kann die unveranderte Dichte der OLIG 1 - und OLIG 2-
positiven Zellen in den Schizophrenie-Patienten in unserer Studie die Folge der
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erhdhten Expression von Oligodendrozyten aufgrund langfristiger antipsychotischen
Behandlung sein.

Es muss aullerdem beachtet werden, dass in dieser Studie keine Bonferroni-
Korrektur fur multiples Testen durchgefiihrt wurde. So ist die Entstehung falsch
positiver Resultate, also zufalliger Ergebnisse zur Objektivierung der zu untersuchten
Zellpopulation bezlglich der Dichtemessung nicht ausgeschlossen.

In der vorliegenden Studie erfolgte die Gewebeentnahme aus unterschiedlichen
Ebenen des posterioren Hippokampus, sodass sich in jedem Schnitt unterschiedliche
Volumina von Subregionen resultierten. In der vorliegenden Arbeit wurde lediglich
jeweils das Gesamtvolumen jedes einzelnen Schnittes mittels 3- dimensionaler
Volumenmessung von jeweils zwei Schnitten pro Fall gemessen. Hier wurde keine
echte Volumenmessung flr einzelne Regionen durchgeflihrt, sodass eine ,interne

Validierung“ nicht maoglich ist.

5.5.2 Ausblick in zukiinftige Forschungsfelder
Wie schon erwahnt hat die immunhistochemische Methodik mit anschlieRender

Dichtemessung der Oligodendrozyten in nur wenigen Schnitten den Nachteil, die
Gewebeschrumpfung nur unzureichend zu erfassen und daher ungenauere
Ergebnisse zu liefern als die Stereologie. Von daher ist es sinnvoll zukunftig die
Oligodendrozyten immunhistochemisch zu farben und sie dann stereologisch anhand
seriell gefertigter Schnitte zu untersuchen, was dementsprechend kostenintensiver
ist und mehr von dem nur selten erhaltlichen Gehirnmaterial verbraucht. Dieser
Aufwand scheint aber notwendig zu sein, um die bisherigen Ergebnisse beziiglich
der zellularen Unterschiede zwischen Patienten und Kontrollen zu verifizieren. Neben
der OLIG1 und OLIG2 Farbung stellt das sogenannte Myelin-assoziierte Enzym
2°,3"-cyclic Nucleotid 3"-phosphodiesterase (CNPase) einen anderen spezifischen
Marker dar, der sich zur immunhistochemischen Farbung und stereologischen
Untersuchung von Oligodendrozyten bewahrte (Patrick et al. 2003).

Man sollte auRerdem nicht nur den posterioren Hippokampusanteil sondern auch die
anterioren hippokampalen Subregionen bei der Schizophrenie untersuchen. Es ist

auch sinnvoll, dass die Oligodendrozyten in Tiermodellen fir Risikogene und
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Umweltfaktoren in der Atiologie der Schizophrenie zu untersuchen, damit man mehr
Kenntnisse Uber die Ursache der Veranderungen auf zellularer Ebene gewinnt. Es
gibt mittlerweile Tiermodelle der Schizophrenie mit veranderter Expression des
Neuregulin-1 Gens (Deakin et al. 2009, Agarwal et al. 2014), die als moglicher
Kandidat zur Untersuchung der Oligodendrozytenzahl dienen kdnnen.
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