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Einleitung

1 Einleitung

1.1  Das Krankheitsbild der Schizophrenie

Die schizophrenen Psychosen gehoren zu der Gruppe der endogenen Psychosen. Wie bei den
meisten psychiatrischen Erkrankungen handelt es sich um eine komplexe Erkrankung, da die
Atiologie der Erkrankung nicht durch eine genetische Stérung alleine oder einen einzelnen
genetischen Einflussfaktor erkldrt werden kann. Bei dieser Erkrankung kommt es zum
Auftreten charakteristischer, symptomatisch oft sehr vielgestaltiger psychopathologischer
Querschnittsbilder, die in Positivsymptomatik mit Wahn, Halluzinationen, formalen
Denkstérungen und Ich-Stérungen, sowie in Negativsymptomatik mit Affektstorungen,
sozialem Riickzug und Antriebsarmut unterteilt werden konnen. Zudem erfolgt je nach
Vorherrschen bestimmter Symptome eine weitere Aufteilung in Subgruppen (Moller und
Deister, 2000).

Die Préavalenz der schizophrenen Psychosen liegt bei 0,5 bis 1%, die jdhrliche Inzidenzrate bei
0,05%. Die Wahrscheinlichkeit im Laufe des Lebens an Schizophrenie zu erkranken liegt bei
etwa 1%. Frauen und Minner sind gleich héufig betroffen. Aufgrund des haufig chronischen
Verlaufs, werden die direkten und indirekten Kosten, die allein in den USA entstehen, auf
etwa 4,3 Milliarden US$ geschitzt {Knapp, Chisholm, et al. 2002 2971 /id}.

Das durchschnittliche Pradilektionsalter fiir den Ausbruch der Erkrankung liegt bei Madnnern
im Alter von 21 Jahren, bei Frauen etwa fiinf Jahre spiter. Der Beginn der Erkrankung kann
akut oder schleichend einsetzen. Nach der Erstmanifestation folgt ein sehr variabler
Krankheitsverlauf, der von Phasen voélliger Remission unterbrochen sein kann. In anderen
Féllen verlauft die Schizophrenie aber auch chronisch, ohne Phasen deutlicher Remission, es
kann aber auch zur vollstdndigen und bleibenden Remission kommen.

Aus der Vielgestaltigkeit der Symptomatik und des mdglichen Verlaufs wird die
Heterogenitidt der Erkrankung deutlich. Die Heterogenitit wird vor allem durch die
Unterteilung in Subgruppen, zum Beispiel in paranoide, hebephrene, katatone und

undifferenzierte Schizophrenie, beriicksichtigt.
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1.2 Die Atiologie der Schizophrenie
1.2.1 Allgemeine Konzepte

1.2.1.1 Neurotransmitter

Die verschiedenen Hypothesen zu Entstehung und Ursache schizophrener Psychosen
betreffen hauptsdchlich das Neurotransmittersystem. Die 1964 von Carlsson formulierte
Dopaminhypothese basiert auf den Beobachtungen, dass die neu entwickelten Neuroleptika
die Dopaminrezeptoren vom Typ D2 blockierten. Die antipsychotische Wirkung entfaltet sich
durch Blockade der D2-Rezeptoren im priafrontalen Kortex, in Arealen des limbischen
Systems sowie im Nucleus accumbens, wahrend die parkinsondhnlichen Nebenwirkungen
durch Blockade der D2-Rezeptoren in den Basalganglien verursacht wurden. Die vermehrte
Dopaminausschiittung ist mit einer Verstirkung der Positivsymptomatik bei schizophrenen
Patienten verbunden (Abi-Dargham et al., 1998), so dass der Dopaminiiberschull zwar die
Psychose, nicht aber die bei schizophrenen Patienten auftretende Negativsymptomatik erklart.
Durch die Theorie des mesolimbisch-mesokortikalen Ungleichgewichts wird als Ursache der
Positivsymptomatik ein Uberschuss dopaminerger Funktionen im mesolimbischen Bereich
diskutiert, wahrend die Negativsymptomatik durch ein dopaminerges Defizit im frontalen
Kortex verursacht wird (Carlsson und Lindqvist, 1963).

Zunehmend wird auch eine Unterfunktion des glutamatergen Systems diskutiert. Vieles
spricht allerdings dafiir, dass die gestorte Neurotransmission die Folge eines anderen

Primirdefektes ist (Mahadik und Mukherjee, 1996).

1.2.1.2 Neuropathologie

Frithere histopathologische Untersuchungen von postmortalen Gehirnen von schizophrenen
Patienten zeigten eine geringe Reduktion der neokortikalen grauen Hirnsubstanz, eine
verminderte Neuronenzahl und Neuronengréfle im Hippocampus und im Frontallappen
(Benes, 2000) (Bogerts, 1999a) (Sanfilipo et al., 2000). AuBerdem konnte eine verdnderte
Neuronenanordnung in den vertikalen und horizontalen Ordnungsprinzipien des Kortex
beobachtet werden (Lamination), was als eine Migrationsstorung im Rahmen der
Hirnentwicklung zum Beispiel wéhrend des zweiten und dritten Trimenons der
Schwangerschaft interpretiert werden kann (Falkai et al., 2000). Zu diesem Befund passt auch
der Nachweis einer deutlichen Reduktion Reelin-positiver Zellen im Hippocampus und
Kortex, die das sekretorische Protein Reelin produzieren, welches fiir die normale Lamination

des Gehirns verantwortlich ist (Impagnatiello et al., 1998). Die am haufigsten beschriebene
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Verianderung ist eine Erweiterung der Seitenventrikel, die besonders bei Patienten mit
ungiinstigem klinischen Verlauf und schlechtem Ansprechen auf die neuroleptische
Behandlung beobachtet wird (Falkai et al., 2000). Der ursdchliche Ort fiir diese
Ventrikelerweiterung konnte jedoch bisher noch nicht identifiziert werden (Hyde und
Weinberger, 1990). Neuropsychologische Studien konnten eine niedrigere Durchblutung des
frontalen Cortex und damit einen Hinweis auf ein funktionelles Defizit feststellen. Wahrend
man bei den frithen Studien davon ausgegangen ist, dass es sich um stabile morphologische
Verianderungen handelt, zeigen neuere Untersuchungen, zumindest in einer Subgruppe der
Schizophrenie, einen fortschreitenden Volumenverlust der grauen Hirnsubstanz (DeLisi et al.,
1997). Diese Befunde stiitzen die Hypothese eines progredienten Entwicklungsdefizits des

Gehirns als mdgliche Ursache fiir das spétere Auftreten der Schizophrenie.

1.2.2  Genetik bei Schizophrenie

Eine genetische Komponente in der Atiologie der Schizophrenie gilt durch genetische
epidemiologische Studien als gesichert. Die Hauptansétze zur Identifizierung mutmaBlicher
Gene basieren auf Kopplungsanalysen und Assoziationsstudien sowie Familien-, Zwillings-
und Adoptionsstudien. Analysen von Studien {iber das erneute Auftreten der Erkrankung bei
verschiedenen Verwandtschaftsgraden erlauben es, eine monogenetische Vererbung, also die
Moglichkeit das die Erkrankung durch ein einziges dominant oder rezessiv vererbtes Gen
weitergegeben wird, auszuschlieBen (Murray et al., 1985). Vielmehr erfolgt die Ubertragung
wie bei anderen Krankheiten, zum Beispiel Diabetes mellitus oder Koronare Herzkrankheit,
komplex, indem viele Gene einen additiven Effekt auf die Krankheitsentstehung haben
(McGue und Gottesman, 1989). Der hiufigste Ubertragungsmodus ist moglicherweise
oligogen (20-30 Gene) oder polygen (iiber 100 Gene), bzw. eine Mischung aus beiden
(McGuffin et al., 1995). Der Anteil der genetischen Komponente am Gesamtrisiko an
Schizophrenie zu erkranken, die sogenannte Heritabilitit, wird mit 80-85% angegeben
(Jurewicz et al., 2001).

Zur Untersuchung des Einflusses von erblichen und Umweltfaktoren wurden Adoptions- und
Zwillingsstudien durchgefiihrt (Vinogradov et al., 1991). Eine Analyse der Zwillingsstudien
der Jahre 1920 bis 1987 =zeigte, dass die Konkordanzrate fiir das Auftreten einer
Schizophrenie unter monozygoten Zwillingen gegeniiber der Normalbevolkerung lediglich
bei 41 bis 65% liegt, bei dizygoten Zwillingen bei 9 bis 26% (Cardno und Gottesman, 2000).
Dieses ldsst auf einen wichtigen duBleren Einflussfaktor schlieBen, denn wenn die

Schizophrenie vollstindig genetisch bedingt wére, miissten monozygote Zwillinge eine
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Konkordanz von 100% aufweisen und dizygote Zwillinge wiirden eine halb so hohe
Konkordanz zeigen.

In Kopplungsanalysen werden Familien mit zwei oder mehr an Schizophrenie erkrankten
Mitgliedern untersucht, um die Kosegregation, d.h. die gemeinsame Ubertragung von "Gen"
und Storung in mehrfach belasteten Familien zu identifizieren. Sowohl das gesamte Genom
als auch einzelne Chromosomenabschnitte sind bei Familien mit schizophrenen Erkrankungen
untersucht worden. Hierbei werden Kandidatengene oder hochpolymorphe Marker, die in
kurzen Abstinden tber das Genom verteilt sind, untersucht. Zur Zeit werden sieben
Chromosomenabschnitte, 5q, 6p, 8p, 10p, 13q, 18p und 22q diskutiert, die moglicherweise
Risikogene fiir schizophrene Erkrankungen enthalten. Eine der ersten genetischen Studien
zeigte eine Kopplung eines definierten schizophrenen Phénotyps mit dem Chromosom 5q11-
ql3 in sieben Familien aus GroBbritannien und Island (Bassett und Chow, 1999). Mehrere
Studien konnten diesen Befund jedoch nicht replizieren (Tsuang, 2000). Erst Schwab et al.
konnten 1997 erneut eine Kopplung bei deutschen und israelischen Familien feststellen, so
dass das Chromosom 5 wieder als Kandidatengen fiir die Schizophrenie diskutiert wird
(Schwab et al., 1997).

Bei der Assoziationsanalyse wird durch Vergleich einer Patienten- mit einer
Kontrollstichprobe ein mit der Erkrankung assoziiertes genetisches Merkmal nachgewiesen.
Aufgrund der oben beschriebenen neurochemischen Hypothesen der Schizophrenie wurden
mittels der Assoziationsanalyse Kandidatengene untersucht, die im Zusammenhang mit den
Neurotransmittersystemen von Dopamin und Serotonin stehen. Eine deutliche Verbindung zur
Schizophrenie zeigten zum einen das gehédufte Auftreten des Ser—Gly-Polymorphismus in
Position 9 des ersten Exons des fiir den Dopaminrezeptor D3 (DRD3) kodierenden Gens
(Crocq et al., 1992), und zum anderen der T102C-Polymorphismus des HTR2A-Gens fiir den
Serotoninrezeptor 2a (HTR2A) (Williams et al., 1998).

Assoziationsuntersuchungen sind besonders anfillig fiir falsch positive Befunde, wenn
Patienten- und Kontrollgruppen aus verschiedenen Bevolkerungsgruppen zusammengesetzt
sind. Ein Nachteil der Fall-Kontrollstudien sind ethnische Unterschiede, die zu falsch
positiven Befunden fiihren. Ein klarer Vorteil ist die Moglichkeit des Nachweises von
Risikogenen mit geringerem Beitrag zur Krankheitsentstehung, also die deutlich hohere
Sensitivitdt. Dieses begriindet die Anwendung der Assoziationsstudien bei komplexen
Erkrankungen, bei der die Kombination mehrerer Risikogene vermutet wird. Bei

Kopplungsstudien ist hingegen die Wahrscheinlichkeit der Replikation eines falsch positiven
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Befundes gering. Replikationen stellen daher ein entscheidendes Argument fiir die Validitét
eines Kopplungsbefundes dar.

Der endgiiltige Beweis fiir Suszeptibilititsgene in einer Kandidatenregion erfordert allerdings
den direkten Nachweis von pathogenen Mutationen, zum Beispiel von funktionellen
Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNP), bei denen ein einfacher Nukleotidaustausch auf

DNA-Ebene zu einem Aminosaureaustausch auf Proteinebene fiihrt.

1.2.3  AuBere EinfluBfaktoren bei Schizophrenie

Mehrere epidemiologische Studien weisen darauf hin, dass Komplikationen wéhrend der
Schwangerschaft und Geburt das relative Risiko um 1,5 bis 2,0 erhdhen, wobei aber eine
weitere Spezifikation dieser Risikofaktoren nur unzureichend moglich ist (Pedersen und
Mortensen, 2001a). Weiterhin wurde ein Zusammenhang mit dem Aufwachsen in der Stadt
(Lewis et al., 1992) (Pedersen und Mortensen, 2001b), sowie das Aufwachsen mit dlteren
Geschwistern und in groBen Haushalten auf kleinem Raum diskutiert (Yolken und Torrey,
1995). Interessant erscheint in diesem Zusammenhang die Beobachtung von Pedersen et al.,
dass sich das Risiko wieder verringert, wenn die Familie innerhalb der ersten finf
Lebensjahre aus der GroBstadt aufs Land zieht und umgekehrt sich bei Geburt in einer
landlichen Gegend das Risiko fiir Schizophrenie erhoht, wenn innerhalb der ersten
Lebensjahre ein Umzug in eine GrofBstadt erfolgt (Pedersen und Mortensen, 2001a). Ein
weiterer mehrfach replizierter Befund ist der von 5-8% hohere Anteil von in Winter-
/Friihlingsmonaten Geborenen, der spiter an Schizophrenie erkrankten, sowohl auf der
nordlichen als auch auf der siidlichen Hemisphére (Torrey et al., 1997). Sowohl Urbanizitit
als auch Saisonalitit wurden als indirekte Hinweise auf eine prd- oder perinatale [Virus-
Jinfektion diskutiert, was einen Risikofaktor fiir das spitere Auftreten einer Schizophrenie
darstellt (Pedersen und Mortensen, 2001b). Zusitzlich weisen die Befunde von Pedersen et al.
darauf hin, das eine mdglicherweise chronifizierte bzw. latente Virusinfektion bestehen
konnte, da auch zu einem spiteren Zeitpunkt noch eine Gefahrdung fiir das Kind besteht.
Hierzu passt die Beobachtung, dass eine Virusinfektion des ZNS in der Kindheit zu einem
fiinffach erhohten Risiko spéter an Schizophrenie zu erkranken fiithrt (Rantakallio et al.,
1997).

Auch die bereits angefiihrte erniedrigte Konkordanzrate von weniger als 50% bei
monozygoten Zwillingen kdnnte im Zusammenhang mit einer Virusinfektion wihrend der
Schwangerschaft stehen. Monozygote Zwillinge konnen sich eine Plazenta teilen

(monochorion), beide konnen aber auch iiber eine eigene Plazenta (dichorion), mit eigener
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Blutzirkulation, erndhrt werden. Die Konkordanzraten fiir monochorione Zwillinge sind héher
als bei dichorionen (Davis und Phelps, 1995). Diese Beobachtung fiihrt zu der
Schlussfolgerung, dass die hohere Inzidenz fiir monozygote Zwillinge die sich eine Plazenta
teilen, an Schizophrenie zu erkranken, durch eine [Virus-]infektion der Plazenta
hervorgerufen wird, iiber die das infektiose Agens, zum Beispiel ein Virus, in den
Blutkreislauf beider Zwillinge gelangt, und deren Entwicklung beeinflusst (Squires, 1997).
Die beobachtete Diskordanz kann auch durch eine virusgetriggerte Autoimmunreaktion
erklart werden, da monozygote Zwillinge ein unterschiedliches T-Zell Repertoire aufweisen,
und so ein Virus zwar beide Zwillinge gleichzeitig infizieren, aber die Immunantwort
unterschiedlich ausfallen kann. Diese indirekten Hinweise, zusammen mit der Fahigkeit
teratogener Viren eine prinatale Gehirnschddigung zu bewirken, stehen im Einklang mit
direkten Hinweisen aus epidemiologischen Studien, die anhand von Grippe-Epidemien nach
dem 1.Weltkrieg und aus dem Jahr 1957, den Zusammenhang zwischen Influenza der
Schwangeren und Schizophrenie der Nachkommen, untersuchten (Menninger, 1919;
Menninger, 1926; Menninger, 1928). Diese Studien fiihrten zu unterschiedlichen Ergebnissen
und werden kontrovers diskutiert. Experimentelle Befunde weisen auf einen Zusammenhang
zwischen einer Influenza-Infektion und einer gestorten kortikalen Migration der Neurone hin.
Dies konnte auf eine infektionsbedingte Verminderung der Reelinexpression zuriickzufiihren

sein (Fatemi et al., 1999), die bereits im Rahmen der Neuropathologie angesprochen wurde.
1.3 Schizophrenie und Immunologie

1.3.1 Antikdrper bei Schizophrenie

Aufgrund der bereits beschriebenen Virushypothese waren Antikdrper gegen neurotrope
Viren jahrelang Inhalt verschiedenster Studien (Kirch, 1993). Die meisten Studien
fokussierten auf der Herpes Simplex-Familie, wobei einige Arbeitsgruppen erhohte Titer in
Serum und Liquor fanden (Bartova et al., 1987; Pelonero et al., 1990), andere hingegen diese
Befunde nicht replizieren konnten (Rimon et al., 1978); (Torrey et al., 1978) (DeLisi et al.,
1986). Die Gruppe von Ramchand et al. beobachtete erhdhte Serumkonzentrationen von
Immunglobulin E (IgE), der typischen Antikdrperklasse atopisch-allergischer Reaktionen, die
insbesondere bei schizophrenen Patienten mit schlechtem Ansprechen auf Neuroleptika
gesteigert waren (Ramchand et al., 1994). Deutlich erhéhte IgG-Konzentrationen im Liquor
fanden sich vor allem bei Patienten mit ausgeprigter Negativsymptomatik (Miiller und

Ackenheil, 1995).

11



Einleitung

1937 erfolgte von Lehmann-Facius die erste Publikation in der von anti-Hirn-Antikdrpern
berichtet wurde. Es folgte eine ganze Reihe von Publikationen, die hochaffine Antikérper
gegen menschliches Hirngewebe, zum Beispiel im Hippocampus, im Septum, in der
Amygdala und im frontalen Cortex beschrieben (Baron et al., 1977; Pandey et al., 1981)
(Plioplys et al., 1987) (Sundin und Thelander, 1989). Ebenso wurden Antikdrper gegen
bestimmte Zellen im ZNS nachgewiesen (Kelly et al., 1987) (Jankovic et al., 2001). Auch hier
konnten die meisten Befunde allerdings bisher nicht repliziert werden. Insgesamt sprechen
zwar zahlreiche Befunde fiir eine verstirkte humorale Immunantwort bei schizophrenen
Patienten, es stellt sich aber aufgrund der uneinheitlichen Antigenspezifitit die Frage, ob die
wiederholt als erhoht beschriebene Antikdrperproduktion bei schizophrenen Patienten, nicht
eher Ausdruck eines unspezifischen Autoimmunvorgangs ist. Zudem befindet sich die Suche
nach Antikorpern noch im Stadium eines ersten Screenings, bei dem die moglichen
pathophysiologischen Konsequenzen der Antigen-Antikorper Interaktion noch nicht
untersucht wurden.

Die Antigen-Antikorper Interaktion kdnnte aber zum Beispiel fiir funktionelle Verdnderungen
im Gehirn einer Subgruppe von schizophrenen Patienten verantwortlich sein (Rothermundt et
al., 2001). Diese Hypothese passt zu der Tatsache, dass bei schizophrenen Gehirnen
normalerweise keine Glianarben oder andere grofe Defekte nachweisbar sind, sondern
vielmehr eine Verminderung von Dendriten und Synapsen zu beobachten ist (Bogerts,
1999b).

Zellen bei Schizophrenie

Bereits am Anfang des 20. Jahrhunderts beobachteten Bruce und Peebles erhohte
Leukozytenzahlen, vor allem wéhrend der akuten Phase der Erkrankung (Bruce und Peebles,
1903). Wihrend Zorrilla et al. die Befunde replizieren konnte (Zorrilla et al., 1996), fanden
Rothermundt et al. keine Leukozytose bei schizophrenen Patienten (Rothermundt et al.,
1998).

Bei der Untersuchung der Lymphozytenzahl fanden sich widerspriichliche Ergebnisse, die bis
heute nicht erkldrt werden konnten, auch nicht durch Subtypisierung von Lymphozyten.
Einige Studien beobachteten unveridnderte, (Coffey et al., 1983; Rothermundt et al., 1998),
andere erhohte Lymphozytenzahlen (Masserini et al., 1990). B-Lymphozyten waren bei
einigen Untersuchungen zumindest in einer Subgruppe erhoht (DeLisi et al., 1982)
(McAllister et al., 1989b; Masserini et al., 1990; Printz et al., 1999), wihrend andere Gruppen
keine Unterschiede zwischen schizophrenen Patienten und gesunden Kontrollen feststellen

konnten (Villemain et al., 1987; Ganguli et al., 1993) (Rothermundt et al., 1998). T-
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Lymphozyten wurden als erniedrigt (DeLisi et al., 1982; Henneberg et al., 1993) (Muller et
al., 1991a; Sperner-Unterweger et al., 1999), erhoht (Coffey et al., 1983) oder unveridndert
beschrieben (Villemain et al., 1987; Sasaki et al., 1994; Schattner et al., 1996) (Wilke et al.,
1996; Rothermundt et al., 1998) (Printz et al., 1999).

Weitere Studien untersuchten Lymphozyten-Subpopulationen und fanden unter anderem eine
Erhohung der CD4-positiven T-Zellen (Muller et al., 1993a) und eine verdanderte Ratio von
Helfer-/Suppressorzellen (Muller et al., 1993a). Allerdings beschrieb Cazzullo gegenteilige
Ergebnisse aus einer Studie, in der er schizophrene Patienten mit deren Verwandten und
gesunden Kontrollpersonen verglich (Cazzullo et al., 1998). Cazzullo beschrieb zudem eine
vermehrte Anzahl naiver T-Zellen (CD4/CD45RA"), bei erniedrigter Anzahl der T-
Gedichtniszellen (CD4'/CD45RA’). Wihrend die Aktivitit der Suppressor-T-Zellen
vermindert ist (Muller et al., 1993b), existieren beziiglich der Anzahl der Suppressor-T-Zellen
jedoch widerspriichliche Befunde, die sowohl eine erhohte, als auch eine erniedrigte Zahl
beschreiben (DeLisi et al., 1982; Achiron et al., 1994). Ebenfalls wurde sowohl ein erhohtes,
als auch erniedrigtes CD4"/CD8"-Verhiltnis bei schizophrenen Patienten beschrieben (Muller
et al.,, 1993b; Cazzullo et al., 1998). Bei der Untersuchung der Expression von
Adhisionsmolekiilen auf T-Lymphozyten mit Bestimmung des ICAM-1-Liganden LFA-1
(CD11a) auf T-Helferzellen (CD4" T-Zellen) und zytotoxischen T-Lymphozyten (CD8"
Zellen) wurde kein Unterschied zwischen Patienten und Kontrollpersonen beziiglich der
Anteile LFA-1-positiver CD4- und CD8-Zellen festgestellt, doch zeigten Patienten mit einer
Beeintrachtigung der Blut-Hirn-Schranke einen deutlich héheren Anteil an LFA-1-positiven
CD4-Zellen, als die Patienten ohne Schrankenstérung (Miiller et al., 1999). Besonders die
Subgruppe der CDS5-positiven B-Lymphozyten wird mit Autoimmunitidt in Verbindung
gebracht, da diese fdhig sind Autoantikorper zu bilden. Unabhédngig von der Neuroleptika-
Medikation wurde eine Vermehrung dieser Zellen beobachtet (McAllister et al., 1989a), die

jedoch von Villemain et al. nicht bestétigt werden konnte (Villemain et al., 1989).

Die Auszéhlung absoluter oder relativer Lymphozytenzahlen im Patientenblut hilft
offensichtlich nicht, die Immunpathogenese zu erkléren. Zudem kdnnen Infektionen die nicht
das ZNS betreffen, sowie Stress und Medikamenteneinnahme die Zahl und Zusammensetzung
der immunkompetenten Zellen verdndern. Die Fokussierung auf das funktionale
Leistungsvermogen, und das Ausmall der Aktivierung von spezifischen Untersystemen,

scheint erfolgsversprechender zu sein.
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Verianderungen im Liquor hingegen weisen auf eine anhaltende Pathologie im ZNS hin, und
konnten unspezifische Zeichen einer ZNS-Infektion darstellen. Interessant erscheint in diesem
Zusammenhang auch die Beobachtung, das Monozyten sowohl im Blut als auch im Liquor
schizophrener Patienten erhoht waren (Nikkila et al., 1999). Die morphologische Analyse
ergab ein breites Spektrum aller Entwicklungsstadien. Das gelegentliche Auftreten von
Rosetten, Aggregate aus Lymphozyten und Makrophagen ldsst auf eine erhohte
Adhésionsfahigkeit schlieen, ein Befund, der gut zum aktivierten Zustand der Zellen passt.
Wenn in diesem Zusammenhang die Makrophagen als antigenprisentierende Zellen
fungieren, konnte die interzellulire Bindung eine funktionelle immunstimulierende
Interaktion darstellen (Santambrogio et al., 1993; Carson et al., 1999). Die
Monozyten/Makrophagen konnten sowohl aus dem Knochenmark stammen, als auch
mobilisierte ~ Mikrogliazellen  reprdsentieren  (Gehrmann et al., 1995). Die
Makrophagendominanz im ZNS konnte einen fortschreitenden Neurodegenerativen Prozess
andeuten, der insbesondere im Hinblick auf den Verlust an Hirnsubstanz ohne Gliose

interessant erscheint.
1.3.2 Aktivierungsmolekiile bei Schizophrenie

1.3.2.1 Zytokine bei Schizophrenie

Die Funktion der T-Zellen, als bedeutender Anteil des spezifischen Immunsystems, ist in den
letzten Jahren in den Mittelpunkt immunologischer Untersuchungen geriickt. Zytokine
reprisentieren eine Klasse von Signalproteinen, die von immunkompetenten Zellen produziert
werden, und eine wichtige Funktion bei der Immunregulation einnehmen. Die
immunpsychiatrische Forschung konzentriert sich auf die Messung von Zytokinen in vivo, im
Liquor und auf die in-vitro-Produktion.

Zytokine spielen eine wichtige Rolle in der Differenzierung und Reifung des Gehirns, sowie
in der Modulation neurochemischer Ubertragungsmechanismen, wie zum Beispiel im
katecholaminergen, dopaminergen, serotonergen und glutamatergen Neurotransmittersystem
(Shuto et al., 1997; Kamata et al., 2000).

Die Beobachtung neuropsychiatrischer Symptome mit Beeintrachtigung von Affekt,
Kognition, Verhalten und Orientierung nach i.v.-Verabreichung von IFN- oder IL-2 bei
Patienten mit malignen Erkrankungen, gab erste Hinweise auf eine Beeinflussung des
psychischen Zustandes durch Zytokine (Adams et al., 1984). IL-2 und IFN-y spielen eine
entscheidende Rolle in der Aktivierung des zelluliren Immunsystems. Interleukin-2

beeinflusst dosisabhéngig die Freisetzung von Dopamin. Es wurde eine erhohte
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Dopaminausschiittung bei geringen IL-2-Konzentrationen und eine verminderte Freisetzung
bei hohen Konzentrationen des Interleukins gemessen (Petitto et al., 1997). Eine signifikant
erniedrigte IL-2 Produktion von peripheren Lymphozyten ist einer der am héaufigsten
replizierten immunologischen Befunde bei Schizophrenie, der mit dem akuten
Krankheitsstadium und spéter auftretender Erstmanifestation der Krankheit assoziiert wird
(Ganguli et al., 1989) (Ganguli et al., 1992) (Nimgaonkar et al., 1995) (Ganguli et al., 1994).
Neuere Studien konnten zwar die erniedrigte IL-2 Produktion in vitro bestétigen, fanden aber
keinen Zusammenhang zur Psychopathologie (Arolt et al., 2000). Die Messung der
Serumkonzentrationen ergab unverdnderte Konzentrationen (Becker et al., 1990). Beziiglich
der IL-2 Spiegel im Liquor gibt es einige Kontroversen. So wurden erhohte (Licinio et al.,
1993) (McAllister et al., 1995) oder unveranderte IL-2 Liquorspiegel gemessen (Rapaport et
al., 1997) (Barak et al., 1995) (Mittleman et al., 1997). Wiederholt wurden erhohte
Serumspiegel des 16slichen IL-2-Rezeptors, der das Ausmal} der T-Helferzellen Aktivierung
anzeigt, bei schizophrenen Patienten beschrieben (Ganguli und Rabin, 1989; Rapaport und
Lohr, 1994; Rapaport et al., 1994). Allerdings fiihrt sowohl Rauchen (Pollmécher et al.,
1997), als auch eine antipsychotische Therapie mit atypischen Neuroleptika wie Clozapin
oder Risperidon zu einer Erhohung der sIL-2R-Konzentrationen (Pollmacher et al., 1995;
Maes et al., 1996)(Maes et al., 1996; Miiller et al., 1997).

Ganguli war einer der Ersten, die signifikant erhohte Serumkonzentrationen von IL-6 bei
schizophrenen Patienten gegeniiber gesunden Vergleichspersonen beschrieb (Ganguli et al.,
1994). Innerhalb der Patientengruppe korrelierten die IL-6-Konzentrationen mit der
Erkrankungsdauer, ein Befund, der repliziert werden konnte (Akiyama, 1999; Kim et al.,
2000). Kim beschrieb zudem einen Zusammenhang zwischen Serum-IL-6 und verstirkter
Negativsymptomatik (Kim et al., 2000). Erhohte Serum-IL-6-Konzentrationen bei
schizophrenen Patienten wurden auflerdem von verschiedenen anderen Gruppen bestétigt
(Naudin et al., 1996; Frommberger et al., 1997; Lin et al., 1998; Maes et al., 2000). Einige
Gruppen beschrieben dariiber hinaus eine deutliche Reduktion der IL-6-Konzentrationen nach
Remission der Symptomatik (Maes et al., 1995; Naudin et al., 1996; Frommberger et al.,
1997). Nur wenige Studien konnten die erhohten IL-6-Werte bei schizophrenen Patienten
nicht replizieren (Baker et al., 1996; Monteleone et al., 1997). Pollmécher und Kollegen
wiesen darauf hin, dass die Konzentration von IL-6 im Serum wichtigen Einflussfaktoren wie
Rauchen, Geschlecht, Alter, Korpergewicht (body mass index), Infektionen, sowie der
Behandlung mit Clozapin unterliegt (Haack et al., 1999). Die induzierende Wirkung der
Therapie mit Clozapin auf IL-6 wurde auch von Maes et al. beschrieben (Maes et al., 1997).
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In-vitro Versuche ergaben hauptsidchlich erhohte Konzentrationen von IL-10 und IL-3,
wihrend die IFN-y Produktion in den meisten Studien erniedrigt war. Im Liquor war IFN-y

erniedrigt, IL-4 erhoht (Schwarz et al., 2001a).

Th-1 Th-2
in-vitro IFN-y || IL-10 ¢t
IL-2 || IL-3 1
in-vivo IFN-y & IgE 11
IL-2 & Antikorper gegen
siL-2R 11 diverse Antigene 11
sICAM-1 | IL-6 11
Liquor IL-2 1] IgG 1
IFN-y | IL-4 1
sICAM-1 | TGF-B1 «
TGF-R2 «

Tab.2: Th1/Th2 Parameter bei Schizophrenie

11 oder || bedeutet, dass die replizierten Daten fiir eine Erh6hung bzw. Erniedrigung des jeweiligen Parameters
sprechen; 1 oder | bedeutet Einzelbefunde, oder selten replizierte Befunde; «> steht fiir keine Anderung; |1

bedeutet widerspriichliche Daten

1.3.2.2 Oberflichenmolekiile bei Schizophrenie

Untersuchungen ergaben erniedrigte SICAM-1 Konzentrationen bei schizophrenen Patienten.
(Schwarz et al., 2000) Dieser Befund konnte auf eine verringerte zelluldre Immunitit
hinweisen. Bei antipsychotischer Therapie stiegen die sSICAM-1 Konzentrationen wieder an,
die zelluldire Immunitit normalisierte sich wieder (Schwarz et al., 2000).

Bei Patienten mit Negativsymptomatik wurden hohere SICAM-Werte ermittelt und diese mit

schlechtem Therapieansprechen assoziiert (McAllister et al., 1989a; Ramchand et al., 1994).

1.3.3 Hypothesen zur Rolle der Immunologie bei Schizophrenie

In drei unterschiedlichen Hypothesen zur Rolle des Immunsystems bei Schizophrenie wurde
bislang versucht, die immunologischen Befunde zusammenzufassen. Die "Dopamin-
Rezeptor-stimulierende Antikdrper-Hypothese® von J.G.Knight postuliert Dopamin-Rezeptor-
stimulierende Autoantikérper in Verbindung mit dem Auftreten einer medikamentds
therapierbaren  Positivsymptomatik.  Alternativ  konnte  die  Positivsymptomatik
moglicherweise auch durch Antikérper bedingt sein, welche priasynaptische Autorezeptoren

blockieren und so zu einer unangemessenen Freisetzung von Dopamin fiihren. Die
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therapieresistente Negativsymptomatik konnte eine autoimmunologisch bedingte enzephalitis-
dhnliche Erkrankung sein, die, eventuell virusgetriggert, zu einer Destruktion von
dopaminergen Regionen fiihrt (Knight, 1982). Diese Hypothese konnte allerdings nicht
bestitigt werden Eine andere Hypothese von R.S.Smith befasst sich mit der Interaktion von T-
Lymphozyten und Makrophagen (Smith, 1992). Die Hypothese postuliert eine T-
Lymphozyten Aktivierung in Verbindung mit dem Prodromalstadium der Schizophrenie, die
jedoch unter der Kontrolle von Makrophagen steht. In der akuten Phase der Schizophrenie
entfillt diese Kontrolle durch eine ungeklirte Storung auf Makrophagenebene. Die fehlende
Suppression und Kontrolle der T-Lymphozyten fiihrt nun zur exzessiven Ausschiittung von
IL-2, IL-2R und IFN-y. Die stark erhohten Konzentrationen von IL-2 und IL-2R bewirken
dann wie bereits oben beschrieben, durch verminderte Dopaminfreisetzung die
Positivsymptomatik. Die dritte Hypothese von Markus Schwarz wurde durch Vergleich der
wichtigsten immunologischen Daten aus der Schizophrenieforschung abgeleitet. Die "Th2-
Hypothese" postuliert einen Shift zur Th-2 dominierten Immunantwort (siche Tab.1) in einer
Subgruppe von schizophrenen Patienten. Diese Subgruppe ist zudem durch eine ausgeprigte
Negativsymptomatik und ein schlechtes Therapieansprechen charakterisiert (Schwarz et al.,

2001b).
1.4 Das Immunsystem

1.4.1 Aufbau und Funktion des Immunsystems

Die immunologischen Abwehrreaktionen des menschlichen Korpers werden in spezifische
und unspezifische Reaktionen eingeteilt. Die primédre Abwehr erfolgt {iber das unspezifische
Immunsystem, an dem sowohl zelluldre, als auch humorale Komponenten beteiligt sind.
Physiko-chemische Eigenschaften der Haut, der Schleimhdute und des Blutes, sowie das
Komplementsystem repriasentieren die humorale Immunantwort. Direkt durch Zellen
vermittelte Abwehr, zum Beispiel durch phagozytierende Granulozyten und das
mononukledre, phagozytotische System, also Monozyten und Makrophagen, stellt die
unspezifische zelluldre Immunantwort dar.

Die spezifische Immunantwort setzt ein genaues Erkennen von korperfremden Substanzen
voraus und ist spezifisch gegen sie gerichtet. Die Sekretion von Antikérpern durch B-
Lymphozyten ist wesentlichster Bestandteil des spezifischen Teils der humoralen Abwehr, die
zelluldre Antwort erfolgt vorwiegend durch T-Lymphozyten mit zytotoxischen Eigenschaften
(Tabelle 1). Alle zelluldren Elemente des Immunsystems entwickeln sich aus gemeinsamen,

hdmatopoetischen, pluripotenten, sich selbst erneuernden Stammzellen des Knochenmarks.
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Immun- unspezifisch spezifisch

antwort

humoral Komplementsystem  B-Lymphozyten Immunglobuline
Interferon

zellulir Granulozyten T-Lymphozyten (Zytotoxische, Helfer-
Makrophagen und "Supressor"-Zellen
natiirliche
Killerzellen

Tab.2: schematischer Aufbau des Immunsystems

Die Differenzierung und Reifung der Lymphozyten erfolgt antigenunabhdngig, und zwar
reifen die T-Lymphozyten im Thymus und die B-Lymphozyen in der Bursa Fabricii bzw.
deren Aquivalent. In den sekundir-lymphatischen Organen - Milz, Lymphknoten und diffuses
Lymphgewebe- kommt es zum Kontakt zwischen Antigen und Lymphozyten und damit zur
antigenspezifischen Lymphozyten-Stimulation und Differenzierung. Alle Lymphozyten
besitzen spezifische Rezeptoren an ihrer Oberfliche, um die Antigene zu erkennen. T-Zellen
entwickeln sich im Thymus in mehreren Phasen in denen es zur Modifizierung ihrer T-Zell
Rezeptoren kommt und die Selektion erfolgt. Unreife T-Zellen, deren Rezeptoren eigene
Antigene erkennen, werden eliminiert. Dieses gewdhrt die Selbsttoleranz und wird als
negative Selektion bezeichnet. Im Rahmen der positiven Selektion werden die T-Zellen
entfernt, die nicht auf eigene MHC-Molekiile ansprechen, denn T-Lymphozyten miissen in
der Lage sein eigene MHC-Rezeptoren zu erkennen, auf denen Fremd-Antigene présentiert
werden. So kann das Immunsystem zwischen eigen und fremd unterscheiden, und
selbstrestringiert spezifisch auf fremde Antigene reagieren. Reife T-Lymphozyten lassen sich
sowohl funktionell als auch phénotypisch unterscheiden: zytotoxische oder Suppressor-T-
Lymphozyten, die iiber die Mechanismen der Perforin- und Granzymsekretion und Apoptose
zur Abtotung der Zielzelle fiihren. Sie exprimieren das Oberflichenmolekiill bzw. den
Differenzierungsmarker CD 8 und erkennen den Komplex aus HLA-Klasse-I-Molekiil und
Peptid.

T-Helferzellen sind charakterisiert durch das Oberflaichenmolekiil CD 4 und erkennen ihr
spezifisches, antigenes Peptid in Assoziation mit HLA-Klasse-II-Molekiilen. Thre Aufgabe
besteht in der Produktion bestimmter Zytokine und Hilfe fiir die B-Lymphozyten (Férderung
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von Wachstum und Differenzierung, sowie Induzierung der Antikdrpersekretion). Je nach
Muster der sezernierten Zytokine unterscheidet man TH1-artige (Produktion von IL-2 und
IFN-), TH2-artige (IL-4, IL-5 und IL-10) und THO-artige (IL-2, IL-4, IL-5, IL-10 und IFN-)
T-Helferzellen.

B-Lymphozyten internalisieren die an ihre Oberflachenrezeptoren gebundenen Antigene und
produzieren dann spezifisch gegen diese gerichtete Antikorper. Die meisten B-Zellen des
Menschen exprimieren im peripheren Blut zwei Immunglobulinisotypen auf ihrer Oberfldche,
das IgM und IgD. Primdr werden die IgM-Antikorper gebildet, die Antigen-Antikorper-
Komplexe bilden und die Elimination des so gebundenen Antigens erleichtern. Die in der
Sekundirantwort gebildeten Antikdrper weisen eine hohere durchschnittliche Affinitét als die
primidr gebildeten IgM-Antikorper auf. Dies geht mit einer Umschaltung von IgM auf IgG
einher, da bei der IgM-Antwort keine Reifung der Affinitit stattfindet. Die Infektionsabwehr
erfolgt liber drei Wege: Indem Antikorper an Pathogene binden, konnen sie eine Adhésion
und Infektion oder toxische Effekte verhindern. Dies wird als Neutralisierung bezeichnet.
Opsonierung bedeutet das Einhiillen des Pathogens mit Antikdrpern und die Induktion von
Phagozytose {iiber deren Fc-Fragmente. Der dritte Weg ist die Aktivierung des
Komplementsystems, das die Opsonierung verstirkt und zur Bakteriolyse fiihrt. Ist die akute
Auseinandersetzung mit dem Pathogen voriiber, werden einige B-Lymphozyten zu
Gedichtniszellen, die bei erneutem Kontakt mit demselben Antigen innerhalb kiirzester Zeit
die entsprechenden IgG-Antikdrper ausschiitten konnen. Weitere Ig-Isotypen sind IgA fiir die
Abwehr auf Schleimhéuten, IgE zur Sensibilisierung von Mastzellen und IgD, das auf reifen
naiven B-Zellen mit IgM koexprimiert wird.

Die B-Zell Differenzierung, der Switch von einem Ig-Isotyp zum anderen und das Entstehen
von B-Gedéchtniszellen erfolgt tiber selektive Aktivierung und Zytokinabgabe von T-Zellen.
Die Stammzellen aus dem Knochenmark sind auch Vorlduferzellen des mononukledr
phagozytierenden Systems. Monozyten/Makrophagen lagern sich an den Mikroorganismus an
und verdauen ihn, wenn er an spezielle Rezeptoren der Zelle gebunden ist. Diese
verschiedenen Rezeptoren haben wahrscheinlich verschiedene Funktionen, wir die
extrazelluldre Abtotung, Opsonierung und Phagozytose. Andere Molekiile wie CR3 (CD11b,
MAC-1), die fiir die Adhésion verantwortlich sind, erscheinen vor allem auf aktivierten
Makrophagen. Dort treten sie zusammen mit den "leucocyte function antigens" LFA-1
(CD11Ic) auf. Sowohl MAC-1 als auch LFA-1 finden sich in intrazytoplasmatischen Vesikeln
der Makrophagen und werden nach Aktivierung rasch exprimiert. Zusidtzlich tragen

Makrophagen und Monozyten auch Rezeptoren fiir Zytokine wie IL-2, IFN-y und den
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Migrationshemmfaktor (MIF). Makrophagen benétigen fiir ihre Aktivierung mindestens zwei
Signale. Eines dieser Signale stellt INF-y dar, das andere Signal, ein CD40-Ligand auf der Th-
1-Zelle, der mit der CD40-Bindungsstelle auf dem Makrophagen kontaktiert, wird benétigt,
um die Makrophagen gegeniiber IFN- y zu sensibilisieren. Th-2 Zellen hingegen konnen
Makrophagen nicht aktivieren, da diese IL-10 produzieren, ein Zytokin welches Makrophagen
inaktiviert.

Die Funktion der Mikroglia, die die residente Makrophagenpopulation des Gehirns darstellt,
wird im Kapitel 1.4.3 beschrieben.

1.4.2 Immunologische Parameter

1.4.2.1 Adhasionsmolekulle

Das Gehirn wird durch die Blut-Hirn-Schranke (BHS), eine funktionelle und physikalische
Barriere, vom peripheren Immunsystem getrennt. Die BHS besteht aus einem Netzwerk von
Endothelzellen, das aullen von einer mit Perizyten assoziierten Basalmembran umgeben ist.
Die dem GefaBlumen zugewandte Oberfldche ist von einem Netzwerk bedeckt, das aus den
FiiBchenfortsidtzen von Typ-I-Astrozyten besteht. Diese spezialisierten Gliazellen induzieren
in den Epithelzellen die Ausbildung von Tight Junctions. Diese komplexen Strukturen
gewihrleisten den Durchtritt von Wasser und Lipiden und schliefen gleichzeitig den Ubertritt
grofler Molekiile aus dem Blut aus. Die Passage der BHS durch aktivierte Lymphozyten ist
entscheidend fiir die Etablierung inflammatorischer Prozesse im ZNS. Wesentlich fiir die
Adhésion an und Passage von Lymphozyten durch die BHS ist die Interaktion zwischen
lymphozytiren Oberfldchenproteinen und Adhésionsmolekiilen, die auf Endothelzellen der
Hirnzellkapillaren exprimiert werden. In einem ersten Schritt adhédrieren Lymphozyten an
Proteine der Selektinfamilie (z.B. E-, L- oder P-Selektin), um anschlieBend eine hoher affine
integrinvermittelte Bindung mit Adhésionsmolekiilen der Immunglobulin(Ig)-Superfamilie
wie ICAM-1 (CD54) oder VCAM (vascular cell adhaesion molecule, CD106) einzugehen
(Springer, 1994). Die Expression dieser Adhdsionsmolekiile auf den Endothelien wird durch
proinflammatorische Zytokine wie TNF-a oder IFN-y stark erhoht (McCarron et al., 1993),
wohingegen antiinflammatorische Zytokine wie IL-4 die Expression von endothelialen
Adhisionsmolekiilen reduzieren (Kotowicz et al., 2000). Im ZNS befindet sich ICAM-1 auf
Neuronen, Astrozyten und Mikrogliazellen (Hery et al., 1995). Um aus der Blutbahn ins
Hirngewebe einzuwandern, miissen T-Lymphozyten aktiviert werden (Hickey, 1991). Beim
Vorliegen von Schrankenstérungen hingegen ist der Aktivierungszustand der eingewanderten

Lymphozyten jedoch nicht mafBgebend (Trotter et al., 1985). Die Aktivierung von T-
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Lymphozyten setzt mindestens zwei unterschiedliche Signale voraus. Neben der
Antigenprdsentation durch die MHC-Molekiile auf Makrophagen oder B-Lymphozyten
benotigt die T-Zelle ein zweites Aktivierungssignal von der Zelloberflache, zum Beispiel
ICAM-1 (Lamphear et al., 1998). Die Lymphozytenaktivierung erhdht deren Mobilitdt und
induziert eine vermehrte Expression von verschiedenen Oberfldchenrezeptoren, einschlieBlich
Adhisionsmolekiilen wie ICAM-1, die bei der transendothelialen Migration mitwirken
(Greenwood et al., 1995; Lidington et al., 1998).

Das Adhisionsmolekiil ICAM-1 ist ein Mitglied der Immunglobulin-Superfamilie und ein
transmembranales Glykoprotein mit fiinf immunglobulin-dhnlichen extrazelluldren Doménen.
ICAM-1 hat zwei verschiedene Liganden, das auf Lymphozyten exprimierte Integrin LFA-1
(Ilymphocyte function-associated antigen-1, CD11a/CD18) und das auf Monozyten und
Makrophagen exprimierte Integrin MAC-1 (Macrophage-1 antigene, CD11b/CD18) (Hogg
und Leitinger, 2001).

Neben der zellgebundenen existiert auch eine 16sliche Form des ICAM-1, die durch
proteolytische Losung von der Zellmembran entsteht (van de Stolpe und van der Saag, 1996).
Losliches ICAM-1 (sICAM-1) wird als Marker fiir die entziindliche Beeintrdchtigung der
Bluthirnschranke (BHS) diskutiert, da es offensichtlich eine Differenzierung zwischen
immunologisch bedingter Schidigung und anderen Griinden fiir eine BHS-Beeintrachtigung
ermdglicht. (Rieckmann et al., 1993; Ben-Shachar D. et al., 1994).

Die kodierende Region fiir ICAM-1 befindet sich auf Chromosom 19p13.1-13.2. Das
menschliche ICAM-1 Gen besteht aus sieben Exons, welche durch sechs Introns getrennt
werden. Jede der fiinf immunglobulin-dhnlichen Doménen des ICAM-1 wird durch ein
unterschiedliches Exon kodiert (Voraberger et al., 1991). Das ICAM-1-Protein besteht aus
505 Aminosduren. Die immunglobulin-dhnlichen Doménen werden von 453 vorwiegend
hydrophoben Aminosduren gebildet, gefolgt von einem ebenfalls hydrophoben
transmembranalen und einem geladenen zytoplasmatischen Teil (Staunton et al., 1988). Wie
oben beschrieben existieren auf diversen Zellen zwei Liganden fiir ICAM-1: das LFA-1 und
MAC-1. Die Bindungsstelle fiir LFA-1 liegt in der fiinften IG-Doméne, wihrend die dritte Ig-
Doméne die MAC-1-Bindungsstelle darstellt (Vora et al., 1994). Die beiden am héufigsten
untersuchten Single-Nukleotid-Polymorphismen (SNP) des ICAM-1-Gens liegen in diesen
beiden Domidnen: Der G—>A Polymorphismus auf Position 241 im vierten Exon, das fiir die
MAC-1-Bindungsstelle kodiert (Vora et al., 1994) und der A—G Polymorphismus auf
Position 469 in Exon 6, das fiir die LFA-1-Bindungsstelle kodiert (Joling et al., 1994). Beide
Polymorphismen fiihren zu einem Aminosdureaustausch in der Proteinsequenz des ICAM-1
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(Glycin [GGG] zu Arginin [AGG] auf Position 241 und Lysin [AAG] zu Glutamat [GAG] auf
Position 469) (Vora et al., 1994).

Deutliche Unterschiede beziiglich der Genotypverteilung und Allelfrequenz der beiden
Polymorphismen wurden in diversen immunvermittelten Erkrankungen wie rheumatoider Arthritis
(RA) (Macchioni et al., 2000), Morbus Behcet (Boiardi et al., 2001), Multiple Sklerose (Mycko et
al., 1998), oder Insulin-abhéngiger Diabetes mellitus (Nishimura et al., 2000) beschrieben.

1.4.2.2 Zytokine

Zu den Zytokinen werden die vorwiegend von Leukozyten produzierten Interleukine und die
hidmatopoetischen Wachstumsfaktoren gerechnet, sowie als Subgruppe der Zytokine die
vorwiegend von Lymphozyten sezernierten Lymphokine, die Interferone und die von
Makrophagen produzierten Monokine. Zytokine stellen chemische Botenstoffe zwischen
Immunzellen dar.

Veridnderte Konzentrationen von Interleukinen und Interferonen weisen auf ein
infektiologisches oder immunologisches Geschehen hin. Der Schwerpunkt der
immunologisch-psychiatrischen Forschung beruht auf der Messung von Zytokinen im Blut
und Liquor schizophrener Patienten, sowie im Zellkulturiiberstand nach in-vitro-Stimulation
von Lymphozyten, da die Messung der Zytokine oder ihrer weitaus stabileren 16slichen
Rezeptorkomponenten Aufschluss iiber die aktuelle Immunsituation des Organismus gibt
(Bienvenu et al., 2000).Im folgenden sind einige wichtige Zytokine beschrieben, die in der

psychiatrischen Forschung grof3e Beachtung finden.

Typ-1 Zytokine und ihre genetische Lokalisation

IL-2:

Interleukin-2 wird hauptsidchlich von Th-1 Zellen produziert und ist auch als T-Zell-
Wachstumsfaktor bekannt. Der IL-2-Rezeptor besteht aus drei Untereinheiten, a-, - und y-,
wobei die a-Untereinheit spezifisch fiir IL-2 ist. Die Bindung von IL-2 an seinen IL-2R auf
T-Zellen fiihrt zu einer Zellproliferation und zur verstarkten MHC-II Expression (Feghali und
Wright, 1997). IL-2 agiert als Wachstumsfaktor fiir T-Zellen, NK-Zellen und B-Zellen, und
unterstiitzt die Entwicklung von Lymphokin-aktivierten Killerzellen (Arai et al., 1990; Cohen
und Cohen, 1996). Es ist ein wichtiger Regulator sowohl der zelluldren, als auch der
humoralen chronisch entziindlichen Immunantwort (Feghali und Wright, 1997). Alle drei
Rezeptoruntereinheiten wurden auf Hirngewebe des Menschen und von Nagern nachgewiesen

(Petitto und Huang, 1994; Petitto und Huang, 1995; Petitto et al., 1998). Das fiir 1L-2
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kodierende Gen liegt auf Chromosom 4, in der Region 4q26. Ein hiufig beschriebener
Polymorphismus ist der T330G SNP in der IL-2 Promotorregion.

IL-12:

Interleukin-12 spielt eine wichtige Rolle wiahrend der frithen Phase der Immunreaktion und
spielt eine entscheidende Rolle bei der Ausdifferenzierung der T-Helfer-Lymphozyten (Hsieh
et al., 1993). Es wird hauptsdchlich von Makrophagen, Monozyten und dendritischen Zellen
produziert (D'Andrea et al., 1992; Macatonia et al., 1995). IL-12 besteht aus zwei Ketten, p35
und p40. Die gleichzeitige Expression beider Ketten von der selben Zelle bewirkt die
Produktion von biologisch aktivem IL-12. (Tahara et al., 1996). Die wichtigste Funktion von
Interleukin-12 in vivo ist die Induktion von IFN- von NK- und T-Zellen (Golab, 2000).

TNF-:

Tumornekrosefaktor-a wird vor allem von aktivierten Makrophagen freigesetzt. Es existieren
zwel Rezeptoren, der TNF-R p55 und der TNF-R p75. Diese befinden sich sowohl
membrangebunden als Signaltransduktoren, als auch in loslicher Form in der extrazelluldren
Fliissigkeit (Opal und DePalo, 2000). Wéhrend der TNF-R p55 den wichtigsten Rezeptor fiir
das zirkulierende TNF-o darstellt, fungiert der TNF-R p75 als Rezeptor fiir das
membrangebundene TNF-a (Grell, 1995). Der 16sliche TNF-R p55 blockiert die TNF-
Aktivitat (Steinshamn et al., 1995). TNF-a spielt eine wichtige Rolle bei der Entziindung des
ZNS, indem es die Expression von Adhisionsmolekiilen und Chemokinen durch
Unterstiitzung der Mikroglia-Aktivierung und Demyelinisierung induziert (Aloisi et al.,
2000).

Die kodierende Region fiir TNF-a liegt bei 6p21.-21.3.. Fiir den G308A Polymorphismus
wird ein direkter Effekt auf den TNF-o Plasmaspiegel beschrieben. Einige Autoren fanden
eine erhohte Transkription, verbunden mit einer erhdhten TNF-a Produktion, bei Vorliegen

des TNF2-Allels, andere allerdings unverdnderte Plasmaspiegel (Tarkowski et al., 2000).

Th-2 Zytokine und ihre genetische Lokalisation

1L-4:

Interleukin-4 wird gréBtenteils von Th-2 Zellen und Mastzellen produziert (Seder et al.,
1991). Der klassische IL-4R wird hauptsdchlich auf hdmatopoetischen Zellen exprimiert, und
besteht aus der gemeinsamen IL-4R- und --Kette. Die alternative Form von IL-4R wird

hauptséchlich auf nicht himatopoetischen Zellen exprimiert und schliet die IL-4R- und IL-
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13R-Kette ein. Die Signaliibertragung von IL-4 erfolgt durch die alternative Form (McKenzie
et al., 1998). IL-4 stimuliert Wachstum und Differenzierung von B-Zellen, induziert v.a. die
Antikorper 1gG1 und IgE, fordert die Bildung von TH-2-Zellen und supprimiert die Bildung
der TH-1-Zellen. Dabei erfolgt die Aktivierung der TH-2-Zellen durch Kostimulation von
MHC-II-Antigen und IL-4 aus Mastzellen, Basophilen und Eosinophilen.

IL-6:

Interleukin-6 wird vor allem von Monozyten und Makrophagen produziert (Schibler et al.,
1992). IL-6 unterstiitzt die Differenzierung von proliferierenden B-Zellen zu Plasmazellen
und stimuliert deren Antikorpersekretion (Barton, 1997); (Cerutti et al., 1998). Im ZNS wirkt
IL-6 auf Gliazellen, unterstiitzt die Differenzierung von Neuronen und reguliert das Fieber
(Gadient und Otten, 1997a).

Das C-Allel des G174C-SNP in der Promoterregion des Chromosoms 7 (7p21) ist mit

erniedrigten IL-6-Plasmaspiegeln assoziiert (Fishman et al., 1998).

IL-10:

IL-10 wurde urspriinglich bei tierexperimentellen Studien als ein Produkt von Th-2 Zellen
entdeckt (Fiorentino et al., 1991) und als ,,Zytokin-Synthese inhibierender Faktor bezeichnet.
Beim Menschen wird IL-10 zudem von CD4+ Th-0 und Th-1 Zellen gebildet (Yssel et al.,
1992). IL-10 und IL-6 benutzen im Zytoplasma den gleichen Signaltransduktionsweg (Lai et
al., 1996). IL-10 bewirkt eine vermehrte [L-1RA Freisetzung aus Monozyten und Leukozyten,
fordert Wachstum, Aktivierung und Chemotaxis von CD8+ T-Zellen (Chen und Zlotnik,
1991) und B-Zellen (Banchereau et al., 1993), sowie eine verstdrkte Antikorperproduktion
(Banchereau et al., 1993). IL-10 inhibiert die Produktion von IFN-y, IL-2 und TNF-o durch
Th-1 Zellen (Fiorentino et al., 1991), vermindert deren kostimulatorische Aktivitit auf
Makrophagen (Bogdan und Nathan, 1993) (Mertz et al., 1994), und wirkt hemmend auf die
Sekretion von TNF-a, IL-1o und IL-18 (Cassatella et al., 1993) (Takanaski et al., 1994).

IL-13:

Interleukin-4 und Interleukin-13 teilen sich kaum 25% ihrer primédren Aminosduren-
Homologie, dennoch entsprechen sich die wichtigsten helikalen Regionen, die essentiell fiir
ihre Aktivitit sind (Aversa et al., 1993). Wie IL-4 wird auch IL-13 hauptsidchlich von Th-2
Zellen und Mastzellen gebildet. Ebenso teilen sie sich die IL-4R-Kette. Wahrend IL-4 direkt

mit dem IL-4R einen aktiven Rezeptorkomplex bildet, bindet IL-13 IL-4R indirekt, um die
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Signaltranduktion zu initialisieren (Zurawski und de Vries, 1994). lhre gemeinsamen
Funktionen bestehen in der Aktivierung von B-Zellen zur Produktion von IgE (Punnonen und
de Vries, 1994) und in der Supprimierung der TNF- und IL-1 Produktion von Makrophagen
und Monozyten (Hart et al., 1995). Der Hauptunterschied zwischen IL-4 und IL-13 beruht auf
ihrem Effekt auf T-Zellen. IL-4 fiihrt zur Th-2 Differenzierung, wéhrend IL-13 nur sehr
geringe Auswirkungen auf die T-Zell Funktion hat (Zurawski und de Vries, 1994).

1.4.3 Immunsystem und Zentralnervensystem

Die Funktion der Bluthirnschranke und die Rolle von Adhésionsmolekiilen beziiglich der
Unterscheidung von peripherem und zentralem Immunsystem wurden bereits oben
beschrieben. An dieser Stelle soll die Funktion der Mikroglia, der residenten
Makrophagenpopulation des Gehirns, néher beschrieben werden. Mikroglia stammt von
Knochenmarkszellen ab und ist damit - im Gegensatz zu anderen Gliazellen -
hidmatopoetischer, mesodermaler Abstammung. In Silberkarbonatimprdgnationsstudien hat
erstmals 1932 del Rio-Hortega bei Nagetieren gezeigt, dass Mikroglia gegen Ende der
Ontogenese bzw. in sehr frithen postnatalen Stadien in das Gehirn einwandert. Nach ihrer
frilhen Einwanderung stellt die Mikroglia einen sehr stabilen Zellpool dar, und wird praktisch
nicht mehr durch hdmatopoetische Zellen ersetzt (Hickey et al., 1992). Im normalen Gehirn
befindet sich die Mikroglia in einem ruhenden Zustand (Perry und Silveira, 1988). Aufgrund
ihrer hohen Sensitivitit gegeniiber Schiidigungen des Gehirns unterschiedlichster Atiologie
und ihrer raschen Aktivierbarkeit liegt die Annahme nahe, dass Mikroglia der
immunologische Waéchter des Gehirns darstellt. Infolge ihrer Aktivierung durch
verschiedenste Noxen verdndert sich nicht nur die Morphologie, die Mikroglia wandelt sich in
amoboide Zellen um, sondern auch zu phénotypischen Verdnderungen. Zum einen wird auf
der Oberfliche LCA (CD45) mit Signaltranduktionsfunktion exprimiert, zum anderen werden
die Integrine MAC-1 und LFA-1 gebildet, deren Ligand wie oben beschrieben ICAM-1
darstellt. Aulerdem werden MHC-Klasse-I- und II-Molekiile und das Zelladhdsionsmolekiil
ICAM-1 selber de novo induziert (Vass und Lassmann, 1990; Schluter et al., 1991; Deckert-
Schluter et al., 1994). Durch die MHC-I- und II-Expression kann die Mikroglia Antigene an
CD4'-T-Zellen prisentieren, was in in-vitro-Studien nachgewiesen werden konnte, in denen
sie eine starke Proliferation von T-Zellen induzierte (Suzumura et al., 1987; Cash et al.,
1993). Es gibt allerdings Hinweise dafiir, dass Mikroglia eher eine inkomplette Form der T-
Zell-Aktivierung unterstiitzt, indem basisches Myelinprotein (MBP)-reaktive CD4 -T-Zellen
zur Produktion von Zytokinen wie IFN- und TNF-, nicht jedoch von IL-2 oder zur
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Proliferation anregt. Stattdessen kam es nach der Interaktion zwischen T-Zellen und
Mikrogliazellen zur Apoptose der CD4'-Zellen (Ford et al., 1996). Insgesamt bleibt

festzuhalten, dass diese Beobachtungen zurzeit noch kontrovers diskutiert werden.

1.5 Fragestellung der vorliegenden Arbeit

Aufgrund der in der Einleitung zusammengefassten immunologischen Befunde bei
schizophrenen Patienten, und der mdglichen Beteiligung immunologisch relevanter Gene am
Erkrankungsrisiko fiir Schizophrenie, formulierten wir folgende Ausgangshypothesen:
1) Funktionelle Polymorphismen in Genen die fiir Immunfaktoren kodieren, sind mit
Schizophrenie assoziiert
2) Die in Vorbefunden beschriebenen erniedrigten SICAM-1 Serumkonzentrationen bei
schizophrenen Patienten beruhen auf einer genetischen Disposition im ICAM-1 Gen,
d.h., es besteht ein Zusammenhang zwischen sSICAM-1 Serumkonzentrationen und

dem ICAM-1 Genotyp.

Auf den Ausgangshypothesen basierend fiihrten wir die folgenden Untersuchungen durch:

1) Untersuchung der moglichen Assoziation der bei schizophrenen Patienten verdnderten
Immunantwort mit den oben fiir die Schizophrenie vorgestellten funktionell
immunologisch relevanten Gene mittels einer Kandidatengenstudie im Fall-Kontroll-
Design. Neben der Gegeniiberstellung der Gesamtgruppen wurde auch ein moglicher
geschlechtsspezifischer Unterschied zwischen den Gruppen untersucht.

2) Bestimmung des SICAM-1 im Zusammenhang mit den immungenetischen Parametern

in einer Subgruppe der Patienten und Kontrollen.
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2 Material und Methode

2.1 Patienten und gesunde Kontrollgruppe

2.1.1 Schizophrene Patienten

Die Untersuchung von Serum- und EDTA-Blutproben hinsichtlich genetischer und
immunologischer Verdnderungen wurde von der Ethikkommission der Medizinischen
Fakultit genehmigt. Vor der Gewinnung des Blutserums wurden die Probanden iiber die
Freiwilligkeit ihrer Blutabgabe und die rein wissenschaftliche Verwendung des Serums, sowie
tiber den Inhalt und die Fragestellung der Untersuchung aufgekldrt. Die Einhaltung des
Datenschutzes wurde zugesichert und die schriftliche Zustimmung des Patienten wurde
eingeholt. Die schizophrenen Patienten waren zur stationdren Behandlung in die
psychiatrische Klinik der Universitit Miinchen aufgenommen. Die klinischen Diagnosen
mussten die Kriterien der Schizophrenie nach ICD-10 und DSM IV erfiillen.
Ausschlusskriterien fiir die schizophrenen Patienten waren akute Infektionen, sowie akute
inflammatorische oder immunologische Prozesse und Alkoholabusus. Nikotingebrauch
wurden vermerkt, fithrte jedoch nicht zum Ausschluss.

Der psychopathologische Befund wurde anhand der PANSS-Skala (Positive and Negative
Syndrome Scale; Kay S.R. ,Schizophr. Bulletin,1987) erfasst. Diese Skala besteht aus drei
Kategorien, einer Plus-Skala und einer Negativ-Skala mit je sieben Bewertungseinheiten, die
die Ausprigung von positiven bzw. negativen Symptomen beurteilen, sowie einer Globalskala
mit 16 Untereinheiten. Fiir jede Untereinheit konnen je nach Ausprdgung 1 bis 7 Punkte
vergeben werden. Daraus errechnet sich der Gesamt- und der Globalscore (Bewertungsbogen

siche Anhang).

Es wurden Blutproben von insgesamt 263 nicht verwandten schizophrenen Patienten
kaukasischer Herkunft (154 Ménner, 109 Frauen, mit einem Durchschnittsalter von 33.5+12.0
Jahren, in der Altersspanne von 17-78 Jahren) untersucht. Das Erstmanifestationsalter lag bei
27.3+£19.8 Jahren. Bei 72 Patienten (27%) handelte es sich um eine Erstmanifestation. Bei
73.8% der Patienten wurde ein paranoider Typus der Schizophrenie (DSM IV: 295.3x,
ICD10: F20.0) diagnostiziert, bei 2% ein residualer (DSM IV: 295.6x, ICD10: F20.5) bzw.
bei 13.2% ein desorganisierter Typus (DSM 1V: 295.1x, ICD10: F20.1). 1% der Patienten
wurden als kataton schizophrene (DSM-IV: 295.2x), 5.8% als undifferenziert schizophrene
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Patienten (DSM-IV: 295.9x) klassifiziert und 4.2% hatten eine schizophreniforme Erkrankung
(DSM-1V: 295.4x).

2.1.2  Neuropsychiatrisch gesunde Kontrollgruppe

Kontrollblutproben wurden von freiwilligen Probanden gewonnen. Auch diese durften weder
an einer akuten Infektion, noch an einer Autoimmunkrankheit leiden. Weder die Probanden
selbst, noch deren Verwandte ersten Grades durften psychiatrische Auffilligkeiten zeigen
oder sich schon einmal in psychiatrischer Behandlung befunden haben, was anhand eines
klinischen Interviews eruiert wurde. Auch eine allgemeine medizinische Anamnese und

Untersuchung einschlieflich labormedizinischer Untersuchung wurden durchgefiihrt.

Bei den Kontrollpersonen handelte es sich um insgesamt 275 nicht verwandte Personen aus
Miinchen und Umgebung, davon 129 Frauen und 146 Ménner, die zufdllig ausgewéhlt
wurden. Das Durchschnittsalter betrug 39.3 Jahre mit einer Standardabweichung von + 14

Jahren und einer Altersspanne von 18 bis 76 Jahren.

2.1.3  Subgruppe fiir die Bestimmung von sSICAM-1 im Serum

Da vorausgehende Untersuchungen gezeigt haben, dass eine neuroleptische Behandlung einen
Einfluss auf die Blutkonzentrationen des sICAM-1 hat, wurden nur Patienten mit einer
Auswaschzeit von mindestens 8 Wochen in diese Untersuchung eingeschlossen. 70
schizophrene Patienten, darunter 41 Ménner und 29 Frauen mit einem Durchschnittsalter von
31,2 £ 10,6 Jahren, sowie eine Gruppe von 129 gesunden Kontrollpersonen (71 méannlich, 58
weiblich; Durchschnittsalter: 30,0 £ 9,7 Jahre) wurden hinsichtlich des 16slichen s SICAM-1
untersucht. 44,6% der schizophrenen Patienten und 56,5% der Kontrollpersonen gaben an zu

rauchen.
2.2 Labor-Untersuchungen

2.2.1 Serumproben

Nach Blutabnahme standen die Serumrdhrchen eine halbe Stunde bei Raumtemperatur um die
Ausbildung des Blutkuchens zu ermoglichen. AnschlieBend wurden sie in einer
Tischzentrifuge 10 min lang bei 5.000 g und +10°C zentrifugiert. Gleich darauf wurde das
iiberstechende Serum in 500 ul Portionen in Eppendorf-Probengefille pipettiert, beschriftet
und bei -80° C tiefgefroren.
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2.2.2 DNA-Isolierung

Die Isolierung von genomischer DNA aus 10 ml EDTA Blut erfolgte unter Verwendung des
Priparationsverfahrens der Firma Qiagen (QIAamp Blood Kit). Die Methode beruht auf der
Anlagerung von DNA an eine Silica Gel Matrix (Anionen Austauscher), welche in Sdulen
gepackt ist, und auf einem optimierten Puffersystem fiir die Zell- und Kernlyse, sowie fiir die
Eluierung der DNA aus dem Séulenmaterial. Dieses Verfahren ermdglicht den Verzicht auf
toxische und mutagene Substanzen wie Phenol, Chloroform und Isoamylalkohol.

Zur Lysierung der Zellen wurden 10 ml EDTA Blut mit 10 ml kaltem Puffer C1 und 30 ml
kaltem H,O 10 Minuten auf Eis inkubiert, dann 15 Minuten bei 1300 x g und 4°C
zentrifugiert, der Uberstand wurde verworfen. Das erhaltene Pellet wurde in 2 ml kaltem
Puffer C1 und 6 ml H,O suspendiert, nochmals 15 Minuten bei 1300 x g zentrifugiert und der
Uberstand abgeschiittelt.

Zur Lysierung der Zellkerne und zum Abbau von Proteinen wurde der Riickstand durch die
Zugabe von 10 ml Puffer G2 und 200 pl Protease K Losung aufgelost und anschlieBend 60
Minuten bei 50° inkubiert.

Nachdem der Equilibrierung der Qiagen Tips 500 Sdulen mit 10 ml QBT Puffer, wurden die
Zellkernlosungen auf das Sdulenmaterial aufgebracht, 2 mal mit je 15 ml Puffer QC

gewaschen und zuletzt mit 15 ml Puffer QF eluiert.

2.2.3 Polymerase Kettenreaktion

Fiir die Entwicklung der Polymerase Kettenreaktion (PCR) wurde Kary B. Mullis 1993 der
Nobelpreis verlichen. Durch die PCR wird ermoglicht, definierte DNA Abschnitte
millionenfach zu vervielfaltigen.

Zunéchst wird die zu replizierende DNA durch Hitze in ihre beiden Einzelstringe gespalten.
Die DNA Stringe werden denaturiert. Beim Abkiihlen lagern sich die Oligonukleotide
(Primer) komplementér an die interessierenden DNA Abschnitte an. Ein hitzebestindiges
Enzym, die Tag-Polymerase ergénzt die Primersequenzen komplementidr zur DNA-Vorlage.
Hierzu benotigt das Enzym dNTP’s (desoxyribonucleosidtriphosphate). Als Endprodukt erhalt
man zwei identische DNA-Doppelstrange, die im ndchsten Zyklus abermals gespalten und

wieder zu Doppelstrangen ergidnzt werden. Die Zyklen werden 20- bis 30-mal wiederholt.

2.2.4 SNaPshot-Methode
Fiir die Genotypisierung der beiden Kodons (G241A and A469G) des ICAM-1 Gens auf
Chromosom 19p13.1-13.2 etablierte ich eine neue Methode, die SNaPshot-Methode, die sich

hervorragend fiir die Detektion von bereits bekannten ,,single nucleotide polymorphisms*
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(SNPs) und zur Unterscheidung zwischen homozygoten und heterozygoten Kombinationen
eignet. Zundchst wird mittels konventioneller PCR, wie oben beschrieben, eine
Amplifizierung der DNA durchgefiihrt. Im néchsten Schritt werden die iiberzdhligen Primer
und dNTP’s enzymatisch mittels ,,Shrimp Alkaline Phosphatase* (SAP) und ,,Exonuclease I
(Exo I) aus dem Reaktionsansatz entfernt. Im néchsten Schritt wird die aufgereinigte DNA
denaturiert, ein sogenannter SNaPshot-Primer angelagert und der Primer mit dem zum
nichsten Nukleotid komplementdren Didesoxynukleotid (ddNTP) verldngert. Da der zu
untersuchende SNP in seiner Position bekannt ist, wird ein SNaPshot-Primer mit einer Linge
von ungefahr 20 Basenpaaren zugegeben, der sich direkt vor dem Polymorphismus anlagert.
Das 3 'Hydroxyende des SNaPshot-Primers wird jetzt durch die 5 -Triphosphatgruppe eines
einzigen fluoreszenzmarkierten 2'3'-ddNTP verlédngert. Eine Verldngerung des Strangs ist
nicht mehr moglich, da keine freie 3’-Hydroxylgruppe vorhanden ist. Da sich der Primer
direkt neben der zu untersuchenden Basenvariante anlagert und auch keine dNTP’s im
Reaktionsansatz vorhanden sind, konnen sich die vier farblich unterschiedlich markierten

ddNTP’s nur komplementéir zum jeweiligen Polymorphismus anlagern und somit detektiert

werden.
ddNTP Farbstoff Farbe
A dR6G Griin
C dTAMRA Gelb
G dR110 Blau
U (T) dROX Rot

AnschlieBend werden die iiberschiissigen ddNTP’s durch SAP aus dem Reaktionsansatz
entfernt. Im letzten Schritt erfolgt die Elektrophorese und Detektion. Der gro3e Vorteil dieser
Methode stellt also die quantitative Bestimmung von SNPs ohne zeitaufwendige
Sequenzierung dar.

Vor Durchfiihrung der SnaPshot-Methode bei ICAM-1 mussten sdmtliche Parameter
optimiert werden. Die Amplifizierung der DNA wurde zunéchst fiir jeden Polymorphismus
einzeln, dann als Multiplex-PCR gemeinsam durchgefiihrt. Die Temperatur des Annealing-
Zyklus wurde zwischen 56 und 59°C modifiziert.

Nach der Restriktion mit SAP und Exo I wurde eine DNA-Konzentrationsbestimmung mittels

UV-Messung bei 260 nm durchgefiihrt.
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2.2.4.1 ICAM-1

Die Genotypisierung der beiden Kodons (G241A and A469G) von ICAM-1 wurde mittels der
zuvor beschriebenen SNaPshot-Methode durchgefiihrt. Hierzu benutzte ich den PTC-200
Thermo-Cycler (MJ Research, Watertown, MA) und den Genetic-Analyser ABI Prism 310.
Im ersten Schritt fiihrt man eine Multiplex PCR fiir beide Kodons gemeinsam durch (siehe
Abb.2):

Vorwirts-Primer: 5° - ACT CCC CCA CAA CTT gTC Ag-3"/5" - gAg ATC TTg Agg gCA
CCT ACC - 3’ (A469G); Riickwirts-Primer: 3’ - TCA CAC TgA CTg Agg CCT Tg - 5°
(G241A) /3° - TCT TgA TCT TCC gCT ggC - 5’ (A469G); Die PCR wurde mit 50 ng DNA
auf einem Gesamtvolumen von 25 pl durchgefiihrt. Dieses beinhaltete zusétzlich 0,25 ul
AmpliTaqGold, 2,5 pl 10xPCR-Mix, 0,625 pl von jedem Primer und 2,5 pul dNTP’s fiir 29
Denaturierungs-  (95°C),  Anlagerungs-(Annealing) (58°C) und  Verldngerungs-
(Extension)Zyklen (72°C). Nach der Restriktion mit SAP und Exo I, wurde eine SNAPshot
PCR fiir beide Kodons mit den SNAPshot-Primern ICAM4-S 5° - CCg TTg TCT gTT CCC
Tgg AC - 3’ (G241A) und ICAMG6-S 5° - AgA gCA CAT TCA Cgg TCA CCT - 3’ (A469G)
durchgefiihrt. Diese PCR wurde mit einem Gesamtvolumen von 10 pl, beinhaltend 1,0 pl
Probe and 1 pl SNaPshot-Primer sowie 5,0 ul SNaPshot-Ready-Reaction-Premix ausgefiihrt.
Die Annealingtemperatur betrug 60°C. AnschlieBend wurde eine erneute Restriktion
durchgefiihrt. Danach wurden die SNAPshot PCR Produkte am ABI Prism 310 genetic

Analyser sequenziert.

2.2.5 Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer Methode

Unter Verwendung des Light Cycler Systems (Roche Diagnostics) lassen sich die Fluoreszenz
Resonanz Energie Transfer Methode (FRET) und die Schmelzpunktanalyse kombinieren, die
eine Verifizierung des Amplifikationsproduktes und eine Analyse von Punktmutationen
erlaubt. Die Synthese eines spezifischen Amplifikationsproduktes kann wéhrend der Reaktion
iiber zwei benachbarte hybridisation probes gemonitort werden. Diese Probes liegen innerhalb
des Amplifikationsprimerpaares. Das 3'-Ende der einen Probe ist mit dem Donor-Fluorophor
(Fluoreszein) markiert, wohingegen des 5'-Ende der benachbarten Probe mit dem Akzeptor-
Fluorophor markiert ist. Wahrend FRET wird der Donor-Fluorophor iiber eine externe
Lichtquelle angeregt und emittiert Licht, das durch den zweiten Akzeptor-Fluorophor
absorbiert wird. Dieser Energietransfer kann nur passieren, wenn die zwei Probes hybridisiert
haben und in enger Nachbarschaft zueinander sind. Der Akzeptor-Fluorophor emittiert nun

Licht einer anderen Wellenlidnge, das spezifisch gemessen wird.
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Die Schmelzpunktanalyse basiert darauf, dass jede DNA bei einer charakteristischen
Temperatur, der Schmelztemperatur (T,,) schmilzt, das heillt bei dieser Temperatur ist die
Halfte der helikalen Struktur der DNA verlorengegangen. Die Schmelztemperatur eines
DNA-Molekiils wird stark durch die Basenzusammensetzung beeinflusst: DNAs mit GC-
reichen Bereichen haben einen héheren Ty, als solche mit einem Ubergewicht von AT-Basen.
Die Kombination des Prinzips der Schmelzpunktanalyse mit ,hybridization probes*
ermoglicht die Detektion von Genmutationen in homo- wie heterozygoter Form. Wenn keine
Mutation in der Zielsequenz vorliegt, hybridisieren die Probes vollstindig. Bei einem
mutationsbedingten Mismatch erniedrigt sich jedoch der T,,-Wert des Hybrids, der sich in

einem verschobenen Peak der Schmelzkurve darstellt.

2.2.5.1 TNF-a

Fiir die Darstellung der Punktmutation G308A in der TNF-o Promotorregion, wurden
folgende Parameter verwendet: Vorwirts-Primer: 5°- TCC TgC ATC CTg TCT ggA Ag -3°;
Riickwirts-Primer: 5°- gTC TTC Tgg gCC ACT cAC Tg — 3°; Donor-Hybridisations Probe:
5'- TTg Agg ggC ATg ggg ACg ggg T- fluorescein-3"; Akzeptor-Hybridisations Probe: 5°-
LCRed640-AgC CTC CAg ggT CCT ACA CAC AAA TCA gTC — 3". Die PCR wurde mit
50 ng DNA auf einem Gesamtvolumen von 10 pl, beinhaltend 1 pl Reaktionsmix, 0.4 uM
MgCl,, 0.25 pM von jedem Primer und 0.1 puM von der jeweiligen Hybridisations Probe
entsprechend den Herstellerangaben fiir 45 Zyklen denaturatiert (95°C, 0 s, Aufheizungsrate
(ramp rate) 20°C/s), Angelagert (Annealing) (58°C, 10 s, ramp rate 20°C/s) und Verldngert
(Extension) (72°C, 10 s, ramp rate 20°C/s). Nach der Amplifikation wurde eine
Schmelzpunktkurve generiert, indem die Reaktion fiir 30 Sekunden bei 40°C gehalten und
dann vorsichtig auf 95°C mit einer ramp rate von 0.1°C/s aufgeheizt wurde. Das
Fluoreszenzsignal wurde gegen die Temperatur aufgetragen um die Schmelzkurven
darzustellen. Die Peaks fiir das A-Allel wurden bei 63°C und fiir das G-Allel bei 68°C

erhalten.

2252 1IL-2

Fiir den T—>G SNP and Position -330 des IL-2 Promotors wurden die folgenden Bedingungen
gewdhlt: forward primer: 5°- ATg CAA TTA gCT CTT TgT gTg g — 3°; reverse primer: 5’ -
TTC TTT AAA CCC CCA AAg ACT g - 3’; donor hybridization probe: 5°- TTT CTT TgT
CAT AAA ACT ACA C - fluorescein-3"; acceptor hybridization probe: 5°- LCRed640- ACA
TgT gAA TAg CAT ATT gTg gTg gAC Aag - 3°. Die PCR wurde mit 50 ng DNA in einem
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Gesamtvolumen von 10 pl durchgefiihrt, das 1 pl Reaktionsmischung, 0,4 uM MgCl,, 0,25
uM eines jeden Primers und 0,1 uM jeder hybridization probe entsprechend der Anleitung des
Herstellers fiir 45 Zyklen Denaturierung (95°C, 0 s, ramp rate 20°C/s), Annealing (58°C, 10 s,
ramp rate 20°C/s) und Extension (72°C, 10 s, ramp rate 20°C/s). Nach der Amplifikation
wurde eine Schmelzkurve durch halten der Reaktion bei 40°C fiir 30 s und anschlieBender
Erhitzung auf 95°C mit einem Anstieg von 0,1°C/s. Das Fluoreszenzsignal wurde gegen die
Temperatur aufgetragen um die Schmelzkurve fiir jede einzelne Probe zu erhalten. Die

charakteristischen Peaks traten bei 54°C fir das T-Allel und bei 51°C fiir das G-Allel auf.

2253 1IL-6

Wie fiir die IL-2-Genotypisierung wurde die Genotypisierung —C174G SNP in der Promoter
Region des IL-6 Gens mittels FRET-Methode am Light Cycler (Roche Diagnostics)
durchgefiihrt: forward primer: 5°- ACT ggA ACg CTA AAT TCT AgC C —3’; reverse primer:
5’- TgA CgT gAT ggA TgC AAC AC — 3’; donor hybridization probe: 5’- TTg TgT CTT
gCg ATg CTA AAg gAC - fluorescein—3’; acceptor hybridization probe: 5’- LCRed640-
TCA CAT TgC ACA ATC TTA ATA Agg TTT CCA -3’

2.2.6 Bestimmung von sICAM-1

Der Nachweis des 16slichen ICAM-1 in Serum wurde mittels ELISA unter Verwendung eines
kommerziellen Testkits (CELLFREE® human ELISA sICAM-I, Endogen Inc., USA)
durchgefiihrt. Die Sensitivitit dieses Assays wird vom Hersteller mit einer minimal
nachzuweisenden Menge an sSICAM-1 von weniger als 0,3 ng/ml bei einem Nachweisbereich
von 0,3 bis 10 ng/ml angegeben. Inter- und Intratest-Genauigkeit unterliegen einem

Variationskoeffizienten von weniger als 7,5 %.
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3 Ergebnisse

3.1 Immungenetik

3.1.1 Demographische Daten

Es zeigte sich ein deutlicher Unterschied in der Altersverteilung zwischen den Gruppen. Die
schizophrenen Patienten (33.5 #+ 12 Jahre) waren deutlich jiinger als die gesunden
Kontrollpersonen (39.3 + 14 Jahre) (T=-5.126, df=534, p<0.001). Die Geschlechtsverteilung
zwischen schizophrenen Patienten und Kontrollen war hingegen ausgeglichen (X*=1.627,

df=1, p=0.202).

3.1.2 ICAM-1 A241G Polymorphismus

Bei der Untersuchung des A241G SNP fand sich bei 213 der Kontrollpersonen und bei 193
der schizophrenen Patienten das homozygote G241-Allel, wihrend 55 gesunde Kontrollen
und 65 Patienten das heterozygote polymorphe Allel aufwiesen. Das sehr selten beobachtete
homozygote A-Allel konnte lediglich bei 4 Kontrollpersonen und 2 Patienten gefunden
werden. Der statistische Vergleich der Genotyp-Verteilung zeigte einen keinen signifikanten
Unterschied zwischen den beiden untersuchten Gruppen (Chi*=2.216, df=2, p=0.330). (siche
Tab.1)

ICAM-1 tatsiichliche Genotypen erwartete Genotypen
A241G GG GA AA GG GA AA
SCH 193 65 2 196 60 5
CON 213 55 4 213 56 4

Tab.1: Tatsdchliche und nach Hardy-Weinberg-Gesetz erwartete Genotypverteilung des ICAM-1
G241A Polymorphismus bei schizophrenen Patienten (SCH; n=260) und gesunden Kontrollpersonen
(CON; n=272)

Im Folgenden wurde die mogliche Geschlechtsabhidngigkeit des G241A Polymorphismus
untersucht. Hierbei zeigte sich, dass die weiblichen Patienten eine beinahe identische
Genotypverteilung aufwiesen wie die weiblichen Kontrollpersonen (X?=0,155; df=1;
p=0,925), minnliche Patienten jedoch zu 26,6% versus 16,8% signifikant héiufiger
heterozygot waren, als die ménnlichen Kontrollpersonen (X?*=6,052; df=1; p=0,049; siche

Tabelle 2). Da in der Gruppe der mannlichen schizophrenen Patienten im Gegensatz zu den
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entsprechenden Kontrollen keine Homozygotie fiir das A-Allel auftrat, wurden die

geschlechtsabhingigen Gruppenunterschiede anhand der Genotypverteilung berechnet.

ICAM-1 Frauen Miinner
A241G GG GA AA GG GA AA
SCH 83 24 2 110 40 0
CON 96 31 2 117 24 2

Tabelle 2: Genotypverteilung des ICAM-1 G241A Polymorphismus bei weiblichen (n=109) bzw.
méannlichen (n=150) schizophrenen Patienten und weiblichen (n=129) bzw. ménnlichen (n=143)

gesunden Kontrollpersonen.

Es zeigte sich im Vergleich zwischen ICAM-1 241 Genotyp (GG vs. GA oder AA) und
Psychopathologie zum Zeitpunkt der Aufnahme wiederum kein Zusammenhang (PANSS
positiv: T=-0,246; df=192; p=0,806; PANSS negativ: T=0,451; df=192; p=0,652; PANSS
global: T=-0,527; df=192; p=0,599). AuBlerdem bestand kein Zusammenhang zwischen
Genotyp und Erstmanifestationsalter der Patienten (T=-0,823; df=176; p=0,411), oder
Zugehorigkeit zu einer der  Haupt-Diagnosegruppen  paranoid-halluzinatorisch,
desorganisiert/hebephren, bzw. andere diagnostische Subgruppen der Schizophrenie

X2=2,428; df=2; p=0,297).

3.1.3 ICAM-1 A469G Polymorphismus

Bei der Untersuchung des A469G Polymorphismus waren 83 der Kontrollpersonen
homozygot fiir das A-Allel wihrend 133 heterozygot und 55 homozygot beziiglich des G-
Allels waren. Die schizophrenen Patienten zeigten ungefahr die gleiche Genotyp-Verteilung
mit 75 homozygoten A-Allel-Triagern, 86 heterozygoten und 32 homozygoten G-Allel-
Tragern (Chi*=.131, df=2, p=.937). Tabelle 3 zeigt die tatsdchliche und die nach dem Gesetz
von Hardy und Weinberg erwartete Genotypverteilung, die weder fiir die Patienten- noch fiir
die Kontrollgruppe signifikant von den tatsachlich ermittelten Genotypen abweicht (Patienten:
X?=0,050; df=2; p=0,976; Kontrollen: X>=0,017; df=2; p=0,992). Ein geschlechtsbezogener
Vergleich der beiden Gruppen zeigte weder fiir weibliche (X?=0,034; df=2; p=0,983), noch
fiir méannliche Studienteilnehmer (X°?=0,081; df=2; p=0,960) eine Assoziation des A469G-

Polymorphismus mit der Erkrankung.
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ICAM-1 tatsiichliche Genotypen erwartete Genotypen
A469G AA AG GG AA AG GG
SCH 75 129 51 76 126 52
CON 83 133 55 82 134 54

Tabelle 3: Tatsdchliche und nach dem Hardy-Weinberg-Gesetz erwartete Genotypverteilung des
ICAM-1 A469G Polymorphismus bei schizophrenen Patienten (SCH; n=255) und gesunden
Kontrollpersonen (CON; n=271).

Ein geschlechtsbezogener Vergleich der beiden Gruppen zeigte weder fiir weibliche
(X2=0,034; df=2; p=0,983), noch fiir ménnliche Studienteilnehmer (X?>=0,081; df=2; p=0,960)
eine Assoziation des A469G-Polymorphismus mit der Erkrankung.

ICAM-1 Frauen Mainner
A469G AA AG GG AA AG GG
SCH 34 49 22 41 79 29
CON 43 60 26 40 73 29

Tabelle 4: Genotypverteilung des ICAM-1 469 Polymorphismus bei weiblichen (n=105) bzw.
minnlichen (n=149) schizophrenen Patienten und weiblichen (n=129) bzw. ménnlichen (n=142)

gesunden Kontrollpersonen.

Wiederum bestand kein Zusammenhang zwischen dem ICAM-1 469 A—G Genotyp und der
mit PANSS erhobenen Psychopathologie bei Aufnahme der Patienten (PANSS positiv
ANOVA: F=0,236, df=2; p=0,790; PANSS negativ ANOVA: F=2,955; df=2; p=0,055;
PANSS global ANOVA: F=0,956; df=2; p=0,386). AuBlerdem bestand kein Zusammenhang
zwischen Genotyp und Erstmanifestationsalter der Patienten (ANOVA: F=0,055; df=2;
p=0,947), oder Zugehorigkeit zu einer der Haupt-Diagnosegruppen paranoid-halluzinatorisch,
desorganisiert/hebephren, bzw. andere diagnostische Subgruppen der Schizophrenie

X=8,788; df=4; p=0,067).

3.1.4 G308A Polymorphismus bei TNF-a

Bei der Untersuchung des G308 A Polymorphismus des TNF-o Gens auf Chromosom 6 fand

sich ebenfalls kein signifikanter Unterschied in der Genotypverteilung (Chi*=1.857, df=2,
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p=0.395). 188 schizophrene Patienten und 193 gesunde Kontrollpersonen trugen das
homozygote G-Allel, wihrend 60 Patienten und 76 Kontrollen den heterozygoten
Polymorphismus aufwiesen. Homozygotie fiir das polymorphe A-Allel (‘TNF2-Allel’)

zeigten nur drei Patienten und sechs Kontrollpersonen (s. Tab. 5)

TNF-a - tatsiichliche Genotypen erwartete Genotypen
G3084 AA AG GG AA AG GG
SCH 3 60 188 4 57 189
CON 6 76 193 7 74 194

Tabelle 5: Tatséchliche und nach Hardy-Weinberg-Gesetz erwartete Genotypverteilung des TNF-a
G381A Polymorphismus bei schizophrenen Patienten (SCH; n=251) und gesunden Kontrollpersonen
(CON; n=275).

Fasst man wegen des seltenen Auftretens des homozygoten A-Allel die Patienten bzw.
Kontrollpersonen, die das polymorphe A-Allel tragen, zusammen, so zeigt sich ein
Unterschied beziiglich des TNF-a Genotyps zwischen ménnlichen Patienten und Kontrollen.
Minnliche Patienten weisen wesentlich hédufiger den GG-Genotyp auf (X?=4,261; df=I;
p=0,039, siche Tabelle 6), wihrend sich die weiblichen Patienten nicht von den Kontrollen

unterscheiden (X*=0,270; df=1; p=0,603).

Frauen Minner
TNF-a GG GA/AA GG GA/AA
G308A
SCH 76 27 108 35
CON 99 30 94 52

Tabelle 6: Genotypverteilung des TNF-o -308 Polymorphismus (A-Allel vorhanden bzw. nicht
vorhanden) bei weiblichen (n=103) bzw. minnlichen (n=143) schizophrenen Patienten und weiblichen

(n=129) bzw. ménnlichen (n=146) gesunden Kontrollpersonen.

Es zeigte sich ebenfalls kein Zusammenhang zwischen TNF-o Genotyp (GG vs. GA oder
AA) und Psychopathologie zum Zeitpunkt der Aufnahme (PANSS positiv: T=-0,543; df=191;
p=0,588; PANSS negativ: T=-0,636; df=191; p=0,526; PANSS global: T=0,339; df=191;
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p=0,735). AuBerdem bestand kein Zusammenhang zwischen Genotyp und
Erstmanifestationsalter der Patienten (T=0,130; df=176; p=0,896), oder Zugehorigkeit zu
einer der Haupt-Diagnosegruppen paranoid-halluzinatorisch, desorganisiert/hebephren, bzw.

andere diagnostische Subgruppen der Schizophrenie X?=0,311; df=2; p=0,856).

3.1.5 T330G Polymorphismus bei IL-2

Bei der Untersuchung des T330G SNP des IL-2 Gens zeigte sich ein signifikant hiufigeres
Auftreten des homozygoten T-Allels bei schizophrenen Patienten als bei gesunden
Kontrollpersonen (X?=8,016; df=2; p=0,018). 52% der schizophrenen Patienten gegeniiber
42% der gesunden Kontrollpersonen waren homozygot fiir das T-Allel, wihrend 38% der
Patienten und 51% der Kontrollpersonen heterozygot waren. Sowohl Patienten (X*=0,770;
df=2; p=0,680), als auch Kontrollen (X?>=2,785; df=2; p=0,249) lagen bei dieser
Genotypverteilung im Hardy-Weinberg-Equilibrium. (siche Tabelle 7 )

IL-2 tatsiichlicher Genotyp erwarteter Genotyp
1330G GG GT TT GG GT TT

SCH 24 90 123 20 98 119

CON 20 132 109 28 115 117

Tabelle 7: Tatsdachliche und nach Hardy-Weinberg-Gesetz erwartete Genotypverteilung des IL-2 —330
T—G Polymorphismus bei schizophrenen Patienten (SCH; n=237) und gesunden Kontrollpersonen

(CON; n=261).

Aufgrund des relativ seltenen Auftretens des homozygoten G-Allels bot es sich erneut an, die
Genotypverteilung beziiglich Vorhandensein bzw. Nicht-Vorhandensein des G-Allels zu
analysieren. Hier zeigte sich ein auffallend selteneres Vorkommen des G-Allels in der Gruppe
der schizophrenen Patienten (48%) verglichen zur gesunden Kontrollgruppe (58%; X?=5,129;
df=1; p=0,024). Dieser Gruppenunterschied war bei ménnlichen (X*=4,538; df=1; p=0,033)
und weiblichen (X?=1,792; df=1; p=0,181) Studienteilnechmern etwa gleichermallen
ausgeprigt (siche Tabelle 9).

IL-2 T GT/GG
T330G
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SCH 123 (52%) 114 (48%)

CON 109 (42%) 152 (58%)

Tabelle 8: Genotypverteilung des IL-2 -330 Polymorphismus (G-Allel vorhanden bzw. nicht
vorhanden) in der Gesamtgruppe der schizophrenen Patienten (SCH; n=237) und in der Gruppe der
gesunden Kontrollpersonen (CON; n=261).

IL-2 Frauen Minner

T330G TT GT/GG TT GT/GG
SCH 49 50 73 64
CON 52 73 57 79

Tabelle 9: Genotypverteilung des IL-2 -330 Polymorphismus (G-Allel vorhanden bzw. nicht
vorhanden) bei weiblichen (n=99) bzw. mannlichen (n=137) schizophrenen Patienten und weiblichen

(n=125) bzw. ménnlichen (n=136) gesunden Kontrollpersonen.

Beim Vergleich des Genotyps (TT vs. GT oder GG) mit der Psychopathologie zum Zeitpunkt
der Aufnahme zeigte sich, dass Patienten mit homozygotem IL-2 —330 T-Allel hohere Werte
in der PANSS Globalscore aufwiesen, was fiir eine allgemein schwerere Ausprigung der
klinischen Symptomatik spricht (PANSS global: T=-2,433; df=183; p=0,016). Allerdings
fand sich kein Zusammenhang zwischen den PANSS-Scores flir Positiv-/
Negativsymptomatik und dem IL-2 Genotyp (PANSS positiv: T=-1,869; df=183; p=0,063;
PANSS negativ: T=-0,825; df=183; p=0,410). Zudem bestand kein Zusammenhang zwischen
Genotyp und Erstmanifestationsalter der Patienten (T=1,033; df=167; p=0,303), der
Zugehorigkeit zu  einer der  Haupt-Diagnosegruppen  paranoid-halluzinatorisch,
desorganisiert/hebephren, bzw. anderen diagnostischen Subgruppen der Schizophrenie

X>=0,042; df=2; p=0,979).

3.1.6 G174A Polymorphismus bei IL-6

Bei der Untersuchung des G174A SNP in der Promotorregion des fiir IL-6 kodierenden Gens
auf Chromosom 7p21 zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den schizophrenen
Patienten und den gesunden Kontrollen (X?=4,910, df=2, p=.086). Tabelle 10 zeigt die

Genotypverteilung und die nach dem Hardy-Weinberg-Gesetz erwartete Verteilung, die fiir
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beide Gruppen im Equilibrium lag (Patienten: X?-=0,002; df=2; p=0,999; Kontrollen:
X2=0,002; df=2; p=0,999).

IL-6 tatsichliche Genotypen erwartete Genotypen
G1744 CC CG GG CC CG GG

SCH 35 111 90 35 112 90

CON 55 131 80 55 132 80

Tabelle 10: Tatsdchliche und nach Hardy-Weinberg-Gesetz erwartete Genotypverteilung des IL-6 -174
Polymorphismus bei schizophrenen Patienten (SCH; n=236) und gesunden Kontrollpersonen (CON;
n=266).

Es bestand kein Zusammenhang zwischen IL-6 -G174C Genotyp und Psychopathologie bei
Aufnahme der Patienten (PANSS positiv ANOVA: F=0,705, df=2; p=0,495; PANSS negativ
ANOVA: F=0,744; df=2; p=0,477; PANSS global ANOVA: F=0,071; df=2; p=0,931).
AuBlerdem fand sich keine Assoziation zwischen Genotyp und Erstmanifestationsalter der
Patienten (ANOVA: F=0,210; df=2; p=0,811), sowie Zugehorigkeit zu einer der
Hauptdiagnosegruppen paranoid-halluzinatorisch, desorganisiert/hebephren, bzw. anderen

diagnostischen Subgruppen der Schizophrenie X?=8,431; df=4; p=0,077).

3.2 sICAM-1 Konzentration im Serum

Die beiden untersuchten Gruppen unterschieden sich weder beziiglich Alter (schizophrene
Patienten: 31,2 + 10,6 Jahre, gesunde Kontrollen: 30,0 £ 9,7 Jahre; T=0,763; df=197;
p=0,447), noch beziiglich Geschlechtsverteilung (29 weibliche und 41 ménnliche Patienten;
58 weibliche und 71 ménnliche Kontrollpersonen; X°?=0,230; df=1; p=0,631). 44,6% der
Patienten und 56,5% der Kontrollpersonen gaben an zu rauchen, was keinen signifikanten
Unterschied darstellte (X?=2,727; df=1; p=0,099).

In der beschriebenen Subgruppe der seit mindestens acht Wochen medikamentenfreien 70
schizophrenen Patienten und der 129 gesunden Kontrollpersonen wurden die
Serumkonzentrationen des ldslichen ICAM-1 bestimmt. Der bereits in einer kleineren
Population beschriebene Unterschied bestdtigte sich: Die schizophrenen Patienten wiesen

deutlich niedrigere sSICAM-1-Konzentrationen (305,5 = 106,1 ng/ml) auf, als die
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Kontrollpersonen (338,8 + 80,3 ng/ml; einseitiger t-Test: T=-2,295; df=112,8; p=0,012). Das
Ergebnis ist in Grafik 1 dargestellt.

1000

800

*117
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4004

200+

sICAM-1 Serum [ng/ml]

T T
N= 70 129
Schizophrenie Kontrollen

Grafik 1: Serumkonzentrationen des sICAM-1 bei schizophrenen Patienten und gesunden
Kontrollpersonen. Die Gruppe der schizophrenen Patienten wies signifikant niedrigere Werte auf

(p=0,024).

3.3 Zusammenhang zwischen Serumkonzentration von sICAM-1 und Polymorphismen im

ICAM-1 Gen

Da sich die beiden Studienpopulationen beziiglich ihrer sICAM-1 Serumkonzentration
deutlich unterschieden, wurde die mogliche Abhéngigkeit der SICAM-1 Serumkonzentration
vom ICAM-1-Genotypen in den einzelnen Gruppen untersucht. Wie in Tabelle 11a und b
dargestellt, zeigt sich bei schizophrenen Patienten weder beziiglich des G241A (T=-1,012;
df=68; p=0,315) noch beziiglich des A469G Polymorphismus (ANOVA: F=2,758; df=2;
p=0,071) ein Zusammenhang zur Serumkonzentration des 1dslichen ICAM-1.

Ein deutlicher Zusammenhang zwischen den Serumkonzentrationen und dem G241A-
Polymorphismus zeigte sich allerdings bei Betrachtung der gesunden Kontrollpersonen:
Hohere sSICAM-1 Konzentrationen fanden sich bei homozygoten Trigern des Wildtyp-Allels
(T=-2,370; df=126; p=0,019). Allerdings lieB sich auch in der Gruppe der gesunden
Kontrollpersonen kein Zusammenhang zwischen dem A469G-Polymorphismus und den

Serumwerten nachweisen (ANOVA: F=0,327; df=2; p=0,722) (siche Tabelle 12a und b).
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ICAM-1 G241A (SCH)

GG (52)
GA/AA (17)

sICAM-1

Serumkonzentration
298,0 £ 107,5 ng/ml
327,3 £101,5 ng/ml

ICAM-1 A469G (SCH)

AA (15)
GA (38)
GG (15)

sICAM-1
Serumkonzentration
261,8 £ 94,0 ng/ml
320,8 £ 106,6 ng/ml
304,0 £ 111,1 ng/ml

Tabelle 11a + b: Zusammenhang des ICAM-1 G241A- (oben) bzw. des A469G-Polymorphismus und

der sSICAM-1 Serumkonzentrationen bei schizophrenen Patienten. Es zeigte sich weder fiir den

G241A- (p=0,315) noch fiir den A469G-Polymorphismus (p=0,071) ein signifikanter Zusammenhang.

ICAM-1 G241A (CON)

GG (104)
GA/AA (25)

sICAM-1
Serumkonzentration
345,8 £ 82,7 ng/ml
304,5 £ 54,7 ng/ml

ICAM-1 A469G (CON)

AA (47)
GA (54)
GG (27)

sICAM-1
Serumkonzentration
333,5 £ 95,8 ng/ml
336,6 £ 72,5 ng/ml
348,1 £ 62,3 ng/ml

Tabelle 12a +b: Zusammenhang des ICAM-1 G241A (oben) bzw. des A469G Polymorphismus und

der sSICAM-1 Serumkonzentrationen bei gesunden Kontrollpersonen. Es zeigte sich fiir den G241A-

(p=0,019), nicht jedoch fiir den A469G-Polymorphismus (p=0,722) ein signifikanter Zusammenhang.
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Grafik 2: Zusammenhang des ICAM-1 G241A-Polymorphismus und der sICAM-1
Serumkonzentrationen bei gesunden Kontrollpersonen. Bei den gesunden Kontrollpersonen wiesen die
homozygoten Triager des Wildtyps deutlich hohere sICAM-Konzentrationen auf, als Triger des
polymorphen Allels G241A- (p=0,019).
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4 Diskussion

Eine genetische Komponente in der Atiologie der Schizophrenie gilt wie eingangs
beschrieben durch genetische epidemiologische Studien als gesichert. Wie ebenfalls
beschrieben weist der auffillige immunologische Phanotyp schizophrener Patienten auf die
Beteiligung eines Immunvorgangs an der Pathophysiologie der Schizophrenie hin. Zudem
sprechen zahlreiche Daten fiir eine eventuelle prinatale Infektion und bestimmte
Umweltfaktoren als Ausloser der Erkrankung. Da die Schizophrenie ohne Zweifel vor allem
eine Erkrankung des ZNS darstellt, welches durch eine funktionelle und physikalische
Barriere, die Bluthirnschranke, vom peripheren Immunsystem getrennt wird, erschien uns vor
allem die Untersuchung von Parametern, die direkt mit der Integritidt der BHS in Verbindung
stehen, als interessant. In einer molekulargenetischen Assoziationsstudie zur Identifizierung
priadisponierender Gene, die an der Regulation der BHS und der Typ-1/Typ-2 Balance
beteiligt sind, wéhlten wir Gene aus, fiir die bereits bei anderen Erkrankungen funktionelle
Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNP) beschrieben wurden. Zum einen interessierten uns
zwei Polymorphismen des ICAM-1 Gens, da ICAM-1 eine zentrale Funktion bei der
Regulierung der Bluthirnschranke, bei der Balance zwischen zelluldrer und humoraler
Immunabwehr, sowie bei der Virusabwehr im ZNS einnimmt. Zudem untersuchten wir einen
SNP des TNF-a Gens, da der Tumorneurosefaktor-alpha die Expression von
Adhisionsmolekiilen wie ICAM-1 stark erhoht, eine entscheidende Komponente bei der
Immunregulation darstellt, und zudem mehrere Linkage-Analysen bei Schizophrenie auf
einen Genlokus auf Chromosom 6p22, auf dem das TNF-a Gen liegt, hinweisen. Zusétzlich
wihlten wir aufgrund der von unserer Arbeitsgruppe aufgestellten Hypothese zur Imbalance
des Th1/Th2-Gleichgewichts bei schizophrenen Patienten jeweils einen charakteristischen

Parameter, IL-2 als typisches Th-1 Zytokin, IL-6 als Vertreter der Th-2 Zytokine.

4.1 Zusammenhang zwischen ICAM-1 Genotyp und sSICAM-1

Bei der Untersuchung des G241A SNP im ICAM-1 Gen wurde kein signifikanter
Unterschied in der Genotypverteilung und der Allelfrequenz zwischen schizophrenen
Patienten und gesunden Kontrollpersonen gefunden. In der geschlechtsspezifischen
Auswertung der Ergebnisse fiel jedoch auf, dass etwa 27% der ménnlichen schizophrenen
Patienten im Gegensatz zu lediglich 17% der ménnlichen Kontrollpersonen heterozygote

Trager des polymorphen 241A-Allels waren (X?*=6,052; df=2; p=0,049).
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Das ICAM-1 Gen liegt auf Chromosom 19 in der Region 19p13.3-p13.2 (Vora et al., 1994).
Es besteht aus sieben Exons, die durch sechs Introns voneinander getrennt sind. Jede der fiinf
Immunglobulindoménen des ICAM-1-Molekiils ist auf einem eigenen Exon kodiert
(Voraberger et al., 1991). Das ICAM-1-Protein besteht aus 505 Aminosduren, wobei die
immunglobulin-dhnlichen Doménen von 453 vorwiegend hydrophoben Aminosduren gebildet
werden, gefolgt von einem ebenfalls hydrophoben transmembranalen und einem geladenen
zytoplasmatischen Teil (Staunton et al., 1988). Wie oben beschrieben existieren auf diversen
Zellen zwei Liganden fiir [CAM-1: das LFA-1 und MAC-1. Die Bindungsstelle fiir LFA-1
liegt in der flinften IG-Doméne, wéhrend die dritte Ig-Doméne die MAC-1-Bindungsstelle
darstellt (Vora et al., 1994). Der von uns untersuchte G241A-Polymorphismus befindet sich
im vierten Exon, das fiir die MAC-1-Bindungsstelle kodiert (Vora et al., 1994), und fiihrt zu
einem nicht-synonymen Nukleotidaustausch, der auf Proteinebene in einem nicht-
konservativen Austausch der aliphatischen Aminosdure Glycin gegen die alkalische
Aminosdure Arginin resultiert. Ein verdndertes Bindungsverhalten zwischen ICAM-1 und
MAC-1 kann also stark vermutet werden. Aufgrund fehlender experimenteller Daten konnte
jedoch die biochemische Funktionalitdt des G241A-Polymorphimsus bislang noch nicht direkt
bestitigt werden.

Neben dieser biochemischen Evidenz weist auch die Assoziation des Polymorphismus mit
verschiedenen immunvermittelten Erkrankungen auf die Funktionalitit des G241A-
Polymorphismus hin. Ein nahezu verdoppeltes Vorkommen des polymorphen A-Allels im
Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen wurde bei rheumatoider Arthritis (Macchioni et al.,
2000), bei Morbus Behcet (Boiardi et al., 2001), bei Riesenzellarteriitis (Salvarani et al.,
2000) und bei Colitis ulcerosa (Yang et al., 1995) beschrieben.

ICAM-1 stellt ein wichtiges kostimulatorisches Signal bei der Aktivierung der zelluldren
Immunantwort dar. Wahrend Typ-1-Zellen ein zusétzliches Aktivierungssignal wie ICAM-1
benotigen, um die Produktion von IL-2 zu induzieren und die Produktion von IFN-y zu
verstdrken, besitzen Th2-Zellen die Fahigkeit, auch ohne ein weiteres Aktivierungssignal ihr
typisches Zytokin IL-4 zu produzieren (Croft und Dubey, 1997). Bei einer verdnderten
Funktion des ICAM-1 Signals wiirde somit die Thl/Th2-Balance in Richtung Th2-

vermittelter Immunabwehr verschoben.

In diesem Zusammenhang konnte der beschriebene funktionelle Polymorphismus im ICAM-

1-Gen auch relevante Auswirkungen auf die Entwicklung der im ZNS residenten
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Immunzellen, das heiit auf die Mikrogliazellen haben. Wie bereits beschrieben wandern
parenchymale Mikrogliazellen wéhrend einer Phase der fetalen Hirnentwicklung in das
Hirngewebe ein. An diesem Prozess sind vor allem Adhédsionsmolekiile wie das ICAM-1
entscheidend beteiligt (Rezaie et al., 1997; Dalmau et al., 1997). Eine veridnderte Funktion
oder Affinitdt des ICAM-1 konnte also bereits in der frithesten Phase der Entstehung der

zentralnervosen Immunabwehr eine Storung verursachen.

Es ist zu vermuten, dass das zuvor diskutierte verdnderte Bindungsverhalten des ICAM-1 an
seine Liganden auch Auswirkungen auf die Extravasation von Immunzellen durch die Blut-

Hirnschranke haben dirfte.

Aufgrund des bisher fehlenden Nachweises einer Funktionalitit des G241A SNP auf
Proteinebene und zur moglichen Erkldrung der von unserer Arbeitsgruppe beobachteten
erniedrigten SICAM-1 Serumkonzentration bei schizophrenen Patienten, untersuchten wir den
moglichen Zusammenhang zwischen ICAM-1 Genotyp und sSICAM-1 Serumkonzentration.

Die schizophrenen Patienten wiesen mit durchschnittlich 305,5 ng/ml signifikant erniedrigte
sICAM-1 Serumspiegel gegeniiber den gesunden Kontrollpersonen (337,7 ng/ml) auf. Es
zeigte sich kein Unterschied zwischen beiden Gruppen hinsichtlich Genotyp- und
Allelverteilung, allerdings zeigte der statistische Vergleich der sSICAM-1 Serumspiegel bei
gesunden Kontrollpersonen, dass heterozygote als auch homozygote Triger des A-Allels
signifikant erniedrigte sSICAM-1 Serumkonzentrationen aufwiesen als Tridger des
homozygoten GG Wildtyps (304,5 ng/ml; p=0,019). In der Gruppe der schizophrenen
Patienten zeigte sich keinerlei Zusammenhang zwischen Polymorphismus und sICAM-1

Serumspiegel.

Die signifikant erniedrigten sSICAM-1 Serumkonzentration bei gesunden Kontrollpersonen,
die das polymorphe A-Allel aufweisen, geben einen ersten Hinweis auf die Funktionalitit des
G241A Polymorphismus, die in einer vom Genotyp abhingigen Expression der 16slichen
Isoform des ICAM-1 bei gesunden Personen besteht. Diese Beobachtung steht im Einklang
mit dem Ergebnis einer kiirzlich publizierten Studie tiber den Zusammenhang des sICAM-1

Serumspiegel und dem ICAM-1 G241A SNP (Ponthieux et al., 2003).

Das membranstindige ICAM-1 (mICAM-1) wird konstitutiv auf Endothelzellen,

Keratinozyten, Leukozyten, Astrozyten und Neuronen exprimiert, wobei proinflammatorische

46



Diskussion

Zytokine wie IL-2, IL-1p und TNF-a eine verstirkte Expression induzieren (Boyd et al.,
1988; Sobel et al., 1990; Budnik et al., 1996; Miller et al., 1996; Lyons und Benveniste,
1998). Uber die Interaktion mit seinen Liganden LFA-1 und MAC-1 iibertriigt ICAM-1 wie
oben beschrieben verschiedene Funktionen wie Leukozytenadhésion (Springer, 1995) und die
Aktivierung von T-und B-Zellen (Siu et al., 1989; Lane et al., 1991). Immunhistochemische
und durchfluBzytometrische Studien zeigten eine Uberexpression von mICAM-1 auf
Endothelzellen und zirkulierenden Immunzellen in diversen Autoimmunerkrankungen wie
rheumatoider Arthritis (Cush et al., 1993) oder Multipler Sklerose (Bo et al., 1996).

sICAM-1 besteht aus der kompletten extrazelluliren Domédne des mICAM-1 und kann im
normalen Serum bzw. Plasma nachgewiesen werden (Rothlein et al., 1991; Seth et al., 1991).
Prinzipiell gibt es zwei Moglichkeiten der Produktion des sICAM-1: Die Synthese iiber
differentielles Splicing der mRNA (Wakatsuki et al., 1995; Komatsu et al., 1997) und die
proteolytische Abspaltung der membrangebundenen Form (Budnik et al., 1996; Lyons und
Benveniste, 1998). Bislang ging man davon aus, dass die Blutkonzentrationen des sSICAM-1
der Expression der membrangebundenen Form entsprechen (Haught et al., 1996) zudem galt
SICAM-1 als valider Marker fiir den Krankheitsverlauf inflammatorischer Erkrankungen
(Gearing und Newman, 1993). Wiahrend der akuten Exazerbation der Multiplen Sklerose
wurden deutlich erhdhte Serum- und Liquorkonzentrationen des sICAM-1 beschrieben
(Sharief et al., 1993; Trojano et al., 1996), die gleichzeitig mit Bildgebungsbefunden der
Patienten korrelieren (Rieckmann et al.,, 1997). Allerdings stiegen die sICAM-1
Blutkonzentrationen auch unter Therapie mit IFN- mit deutlicher Besserung der klinischen
Symptomatik und einer Reduktion der morphologischen Auffilligkeiten in der
Kernspintomographie signifikant an (Trojano et al.,, 1998; Trojano et al., 1999). Diese
kontrdren Befunde sprechen gegen die alleinige Korrelation von sSICAM-1-Konzentration und
Schweregrad der Erkrankung und zeigen, dass die Konzentrationen auch von zusétzlichen
Faktoren, wie zum Beispiel die hier nachgewiesene Abhingigkeit der sICAM-1

Serumkonzentration vom Genotyp gesunder Personen, abhéngen.

Die Ursache der erniedrigten sSICAM-1 Konzentrationen bei schizophrenen Patienten und die
fehlende Korrelation der sSICAM-1 Serumkonzentrationen bei schizophrenen Patienten mit
dem Genotyp bleibt weiterhin spekulativ. Es konnte bei schizophrenen Patienten ein
krankheits-assoziierter regulierender Faktor vorliegen, der den Effekt durch den Genotypen
maskiert. Wie in der Einleitung bereits aufgefiihrt beschreibt die Th1/Th2 Hypothese der

Schizophrenie eine Dysbalance mit verminderter zelluldrer und verstirkter humoraler
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Immunantwort bei einer Subgruppe von schizophrenen Patienten. So produzieren
beispielsweise Astrozyten durch den Th-2 Shift das regulatorische IL-10 (Aloisi et al., 2000)
und das Th2-typische TGF-B, die beide die Expression von MHC II und ICAM-1 auf
Makrophagen/Mikroglia hemmen (Hailer et al., 1998), was wiederum zur verminderten T-
Zell Aktivierung fiihrt. Zu dieser Beobachtung passt auch der Befund von Bocchio Chiavetto
et al., die drei SNPs des IL-10 Gens auf Chromosom 1 (q31-q32), einem Suszeptibilititsgen
in einer Kandidatenregion fiir Schizophrenie untersucht hat (Bocchio Chiavetto L.,2002). Der
bei schizophrenen Patienten signifikant hdufiger vorkommende homozygote GCC Genotyp
wird mit einer erhéhten IL-10 Produktion assoziiert.

Die Expression von ICAM-1 wird vor allem durch proinflammatorische Zytokine wie TNF-a,
IFN-y und IL-2 heraufreguliert. Sowohl fiir IFN-y als auch fiir IL-2, zum Beispiel basierend
auf dem in dieser Arbeit beschriebenen T330G Polymorphismus, wurden eine verminderte in-
vitro Produktion bei schizophrenen Patienten nachgewiesen, so dass ein Uberwiegen der
Th2-artigen Immunabwehr eine Ursache fiir die reduzierten sSICAM-1 Konzentrationen bei
Schizophrenie darstellen konnte. Gleichzeitig wiére damit ein zusitzlicher regulierender
Faktor gefunden, der im Gegensatz zu den gesunden Kontrollpersonen die Unabhédngigkeit

der sSICAM-1-Spiegel vom ICAM-1 Genotyp erkldren konnte.

4.2  Moglicher Einfluss des IL-2 -330T-Allels auf die Schizophrenie

Einer der am héaufigsten replizierten Befunde verdnderter Zytokinkonzentrationen bei
schizophrenen Patienten gegeniiber gesunden Kontrollpersonen ist die deutlich erniedrigte in-
vitro Produktion von IL-2 (Ganguli et al., 1992; Yang et al., 1994; Ganguli et al., 1995; Kim
et al., 1998; Arolt et al., 2000).

Das Gen fiir IL-2 liegt auf Chromosom 4q26-q27 (Degrave et al., 1983) und mehrere
Kopplungsuntersuchungen weisen auf einen Risikogenort fiir Schizophrenie auf dem langen
Arm von Chromosom 4, z.B. in der Region 4q22-23, oder 4q31 hin (Kennedy et al., 1999;
Mowry et al.,, 2000). In der Promotorregion, etwa 300 Basenpaare 5’ proximal der
kodierenden Sequenz des IL-2-Gens, liegen die Bindungsstellen fiir Transkriptionsfaktoren
wie dem Nuclear factor of activated T-cells (NFAT), die fiir die T-zell-spezifische
Transkription des IL-2-Gens verantwortlich sind (Crabtree und Clipstone, 1994). In dieser
Region wurde wiederholt ein funktioneller T—>G SNP auf Position —330 (John et al., 1998)
beschrieben, und in-vitro-Studien an anti-CD3/CD28  stimulierten  peripheren

Blutlymphozyten von 40 gesunden Probanden zeigten, dass Homozygotie fiir das G-Allel mit
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einer frilh einsetzenden und lang anhaltenden erhdhten Produktion von IL-2 assoziiert ist
(Hoffmann et al., 2001).

Das gehdufte Auftreten des mit verminderter IL-2 Produktion assoziierten T-Allels
(Hoffmann et al., 2001) bei schizophrenen Patienten in unserer Untersuchung, steht also im
Einklang mit den Berichten iiber eine reduzierte IL-2-Produktion bei schizophrenen Patienten.
Die Korrelation sowohl mit genetischen, als auch mit immunologischen Daten zur
Schizophrenie unterstreicht die Relevanz dieses Befundes, so dass der G330T SNP einen bei

Kopplungsanalysen beschriebenen Risikogenort fiir Schizophrenie darstellen konnte.

IL-2 spielt eine zentrale Rolle in der spezifischen Immunantwort, wirkt als Wachstumsfaktor
auf T-Zellen, NK-Zellen und B-Zellen und regt die Reifung von Lymphokin-aktivierten
Killerzellen an (Arai et al., 1990; Cohen und Cohen, 1996; Feghali und Wright, 1997). Naive
T-Zellen konnen Jahre ohne Zellteilung im Korper existieren. Diese ruhenden T-Zellen
konnen nach Aktivierung wieder in den Zellzyklus eintreten und die durch rasche Zellteilung
entstandenen Nachkommen differenzieren zu T-Effektorzellen. Die Proliferation und
Differenzierung wird durch Interleukin-2 vermittelt, welches durch die aktivierte T-Zelle
selbst produziert wird. Der initiale Kontakt mit einem spezifischen Antigen in Anwesenheit
des notwendigen costimulatorischen Signals bewirkt den Eintritt der bisher naiven T-Zelle in
die G1-Phase des Zellzyklus. Zur gleichen Zeit wird die Synthese von IL-2 zusammen mit
der a-Kette des IL-2 Rezeptors induziert. Der IL-2 Rezeptor besteht aus drei Ketten: a, f und
v. Ruhende T-Zellen exprimieren eine nur aus P- und y-Ketten bestehende Form des
Rezeptors, welcher IL-2 nur mit moderater Affinitdt bindet und so ruhenden T-Zellen nur eine
Antwort auf sehr hohe IL-2 Konzentrationen zuldsst. Die Assoziierung der a-Kette mit der 3-
und y-Kette bewirkt die Exprimierung eines Rezeptors mit erheblich hoherer Affinitét fiir IL-
2, was der Zelle ermdglicht, bereits auf geringe IL-2 Konzentrationen zu reagieren. Die
Bindung von IL-2 an den hochaffinen Rezeptor bewirkt dann die Progression durch den Rest
des Zellzyklus und eine klonale Expansion der spezifischen T-Effektorzellen.

Die Antigenerkennung durch den T-Zell Rezeptor induziert die Synthese zahlreicher
Transkriptionsfaktoren wie den oben bereits erwdhnten NFAT. Dieser Faktor bindet an die
Promotorregion des IL-2 Gens, in der ja bekanntlich der von uns untersuchte T—>G SNP auf
Position —330 liegt, und ist fiir die Aktivierung der Transkription essentiell. Die IL-2 Gen-
Transkription allein bewirkt jedoch nicht die Produktion von IL-2, dieses benétigt zusdtzlich

die Bindung von B7 an CD28, welches in einer Stabilisierung der IL-2 mRNA und in einer
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erhohten IL-2 mRNA Transkription durch die Aktivierung weiterer Transkriptionsfaktoren
(AP-1 und NF«xB) resultiert.

Die schwere kombinierte Immundefizienz (SCID) wird mit einer fehlenden IL-2-Produktion
durch T-Zellen assoziiert (Pahwa et al., 1989; Weinberg und Parkman, 1990). Diese Patienten
weisen nicht nur Zeichen einer Immundefizienz auf, sondern auch Manifestationen von
Autoimmunerkrankungen. Allerdings wurde die der Storung zugrunde liegende genetische
Lision bislang nicht identifiziert, sodass nicht klar ist, ob der Phinotyp lediglich eine fehlende
IL-2-Antwort reflektiert (Nelson, 2002). Bei einem Patienten konnte jedoch eine Mutation des
IL-2-o Rezeptorgens beschrieben werden, die zu einer fehlenden Expression des IL2Ra
(CD25) fiihrte (Sharfe et al., 1997). Wie oben bereits angefiihrt kommt die fehlende
Expression des IL-2-Rezeptors einem stark reduzierten IL-2-Signal gleich. Demgegeniiber
fiihrt der bei schizophrenen Patienten hdufiger auftretende IL-2 Promotorpolymorphismus
zumindest in vitro zu einer reduzierten IL-2-Produktion. Das minnliche Kind zeigte
verstirkte Empféanglichkeit gegeniiber viralen, bakteriellen und Pilzinfektionen und litt bereits
im Alter von sechs Monaten unter anderem an einer CMV-Pneumonie und einer Adonovirus-
Gastroenteritis. Im Serum konnten erniedrigte Konzentrationen von IgA, normale IgM-Werte
und erhdhte IgG-Konzentrationen nachgewiesen werden. Die CD4" T-Zellen waren deutlich
erniedrigt, was zu einer abnormen CD4"/CD8 -Ratio von 1:1 (normal: 2:1) fiihrte. In diesen
Zusammenhang passt das gehdufte Auftreten positiver AntikOrpertiter gegen CMV bei
schizophrenen Patienten, welches mit einem durch den IL-2 Promotorpolymorphismus
bedingten reduzierten IL-2-Signal assoziiert sein konnte. Auch bestehen Parallelen zwischen
dem von Sharfe beschriebenen Fall und schizophrenen Patienten beziiglich der erhohten IgG-
Konzentrationen, die bei schizophrenen Patienten sowohl im Liquor (Muller und Ackenbheil,

1995), als auch mit unterschiedlicher Antigenspezifitidt im Serum beschrieben wurden.

Zu beriicksichtigen ist auch, dass eine verdnderte IL-2 Produktion, z.B. basierend auf dem
Promotorpolymorphismus, vielféltige Auswirkungen auf die Regulation und Expression von
anderen Zytokinen und Zytokinrezeptoren hat, beispielsweise auf die Induktion der
Produktion von IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a bei Monozyten (Bosco et al., 2000) und TGF-j3,
TNF-o,, TNF-B, IFN-y, IL-10 und diversen Chemokinen bei Lymphozyten durch IL-2
(Nelson, 2002). Zudem werden die Expression der beiden TNF-Rezeptoren, des IL-12-
Rezeptors und einiger Chemokinrezeptoren von IL-2 induziert (Nelson, 2002).
Dementsprechend weisen Knock-out-Mause, denen die Expression des IL-2Rf3 fehlt, die also

das IL-2-Signal nicht verwerten konnen, eine extrem gesteigerte Differenzierung von B-
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Zellen in Plasmazellen mit daraus resultierenden hohen Serumkonzentrationen von IgG1 und
IgE auf (Suzuki et al., 1995). Die von Ramchand und Kollegen berichteten erhohten IgE-
Serumkonzentrationen bei therapieresistenten schizophrenen Patienten (Ramchand et al.,
1994) konnten also in Zusammenhang mit einem genetisch bedingt verminderten IL-2-Signal

stehen.

IL-2 beeinflusst die neuronale Aktivitdt und Neurotransmitterausschiittung im Gehirn mit
Auswirkungen auf Schlaf, Geddchtnis, Kognition und Lokomotion. In pico- bis nanomolaren
Konzentrationen beeinflusst IL-2 zum Beispiel die Differenzierung und das Uberleben von
Neuronen und Gliazellen. So fiihrt es beispielsweise zu einem verstdrkten Neuritenwachstum
hippocampaler Neurone und unterstiitzt das Uberleben hippocampaler, corticaler, septaler und
cerebellarer Neurone (Sarder et al., 1993). Eine z.B. durch den von uns untersuchten
Promotorpolymorphismus verminderte IL-2-Produktion konnte also zu einem verstirkten
Untergang hippocampaler, corticaler, septaler und cerebellarer Neurone bei schizophrenen
Patienten fiihren, die mit der Beobachtung einer reduzierten Neuronenzahl im Hippocampus
und Frontallappen bei schizophrenen Patienten korrelieren wiirde (Benes et al., 1986; Benes

und Bird, 1987; Benes et al., 1991; Arnold et al., 1995; Goldman-Rakic und Selemon, 1997).

IL-2 moduliert auch die Neurotransmission von Acetylcholin, Dopamin und Noradrenalin in
einer dosisabhéngig, teilweise biphasischen Weise und erweist sich als spezifischer Regulator
der Neurotransmission in Frontalkortex, Hippocampus, Striatum und Hypothalamus (Hanisch
und Quirion, 1995; Petitto et al., 1997). In geringen Konzentrationen (100 U/ml) fiihrt es zur
Depolarisation hippocampaler Neurone in Kultur, wihrend es in hoherer Konzentration (1000
U/ml) eine Hyperpolarisation induziert (Yao et al., 1994). Je nach Menge und Ort der
intrathekalen bzw. intracerebralen Applikation von IL-2 fiihrt es zu verstirkter
lokomotorischer und explanatorischer Aktivitdt, oder induziert Sedierung, Schlaf und
Synchronisation der elektrokortikalen Aktivitit (De Sarro und Nistico, 1990; Nistico und De
Sarro, 1991a; Nistico und De Sarro, 1991Db).

Das Kletterverhalten von Mausen gilt als Modell fiir die Aktivitdt des dopaminergen Systems,
da es von den Dopaminrezeptoren D1 und D2 abhéngig ist (Zalcman, 2002). Eine téglich {iber
fiinf Tage hinweg durchgefiihrte intraperitoneale Injektion von IL-2 (0,4 pg/d) fiihrte zur
Verdoppelung des Kletterverhaltens. Der Effekt von IL-2 auf das Kletterverhalten war durch
DI1- oder D2-Rezeptorantagonisten hemmbar (Zalcman, 2002). Dieser Versuch verdeutlicht

die Wirkung von IL-2 auf das dopaminerge System. In einem anderen Tierversuch an Méusen
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wurde gezeigt, dass systemisch verabreichtes IL-2 (1,0 pg) zu einer deutlichen Reduktion
interstitiellen Dopamins im Nucleus accumbens fiihrt (Song et al., 1999). Auch die
Untersuchungen von Lacosta und Kollegen belegen eine Reduktion der dopaminergen
Aktivitit durch IL-2 (Lacosta et al., 2000).

Bei verminderter in vivo Produktion von IL-2 — beispielsweise bedingt durch den G330T
SNP — konnte also dieser dopaminreduzierende Effekt des IL-2 weniger ausgeprigt sein und
so zu einer verstirkten dopaminergen Neurotransmission fiihren, wie sie bei Schizophrenie

seit Einfithrung der ersten Neuroleptika diskutiert wird (Carlsson und Lindqvist, 1963).

Insgesamt steht das haufigere Vorkommens des IL-2 —330 TT-Genotyps bei unseren
Untersuchungen im Einklang mit den bisherigen Kopplungsstudien, die einen Risikogenort in
der Region des IL-2-Gens beschreiben, als auch mit der bei schizophrenen Patienten
beobachteten erniedrigten IL-2 Konzentration, und konnte somit einige der typischen
immunologischen Veranderungen bei Schizophrenie erkldren. Aufgrund der Auswirkungen
von IL-2 auf das Nervensystem korreliert unser Befund zusdtzlich mit einigen
neurochemischen und neurobiologischen Erkldrungsmodellen der Schizophrenie. Zudem
lassen die erniedrigte IL-2 Konzentration, z.B. durch den Polymorphismus in der
Promotorregion des IL-2 Gens bedingt, als auch die vorher diskutierte verminderte SICAM-1
Konzentration, als kostimulatorisches Signal fiir die Aktivierung von nativen T-Zellen, den
Verdacht auf eine herabgesetzte zelluldre Immunitdt bei schizophrenen Patienten mit der

damit verbundenen erhdhten Empfindlichkeit gegeniiber viralen und bakteriellen Erregern zu.

Da man bei der Schizophrenie von einem oligogenen oder polygenen
Ubertragungsmechanismus ausgeht, kann dieser SNP lediglich einen von vielen Risikogenen
fiir Schizophrenie darstellen. Zudem muss die mogliche Heterogenitidt der Erkrankung
beriicksichtigt werden. Dies konnte bedeuten, dass der beschriebene SNP nur fiir eine
Subgruppe schizophrener Patienten einen Risikofaktor darstellen kann. Diese
Einschriankungen stehen jedoch im Einklang mit unserem Befund: Das polymorphe Allel
kommt, wenn auch seltener, bei gesunden Probanden vor, und ein deutlicher Anteil der
schizophrenen Patienten ist homozygot fiir das Wildtyp-Allel. Bei gesunden Probanden, die
das polymorphe Allel tragen fehlen moglicherweise zusitzliche Risikofaktoren fiir das
Auslosen einer Schizophrenie, oder sie verfligen iliber einen schiitzenden Mechanismus.
Schizophrene Patienten, die den SNP nicht aufweisen, gehdren moglicherweise einer anderen

Subgruppe der Schizophrenie an.
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4.3 Keine Assoziation des IL-6-174G— A Polymorphismus mit Schizophrenie

Zahlreiche Publikationen beschreiben erhohte IL-6 Serumkonzentrationen bei schizophrenen
Patienten (Ganguli et al., 1994; Naudin et al., 1996; Frommberger et al., 1997; Lin et al.,
1998; Akiyama, 1999; Kim et al., 2000; Maes et al., 2000). Das G-Allel des G174C-SNP in
der Promoterregion des Chromosoms 7 (7p21) ist mit erhdhten IL-6-Plasmaspiegeln assoziiert
(Fishman et al., 1998) Dieser Befund konnte zwar teilweise nicht repliziert werden, da nur
eine Gruppe tendenziell erhohte IL-6-Serumkonzentrationen bei Tragern des G-Allels fanden
(Fernandez-Real et al., 2000), wihrend andere Gruppen keine solche Assoziation beschrieben
(Pignatti et al., 2001). Dennoch geben die Daten zumindest einen Hinweis auf die mogliche
Assoziation dieses Polymorphismus mit erhéhter IL-6 Produktion.

Die wichtigsten IL-6 produzierenden Zellen stellen Monozyten und Makrophagen dar
(Schibler et al., 1992). IL-6 induziert bei proliferierenden B-Zellen die Differenzierung in
Plasmazellen und induziert die Produktion von Antikdrpern (Barton, 1997; Cerutti et al.,
1998). Trotz seiner duferst pleiotropen Wirkungen wird IL-6 oft unter die Typ-2-typischen
Zytokine subsummiert (Li-Weber und Krammer, 2003).

IL-6 und seine Rezeptorkomponenten IL-6Ra und gp130 werden auch auf neuronalen Zellen
und Gliazellen exprimiert. IL-6 spielt im ZNS nicht nur wéahrend Infektionen eine wichtige
Rolle, sondern auch bei der Hirnentwicklung und man geht inzwischen davon aus, dass IL-6
auch die Funktion ausgereifter Neurone modulieren kann (Gadient und Otten, 1997b; Juttler
et al., 2002). Verschiedene in-vitro Studien an embryonalen kortikalen Neuronen der Ratte
zeigten die dosisabhingige Eigenschaft von IL-6, die Anzahl der sich entwickelnden Neurone
im Gehirn zu reduzieren (Jarskog et al., 1997; Marx et al., 2001). Ein Genpolymorphismus
mit Auswirkung auf die Produktion von IL-6 konnte also in Zusammenhang mit einer
gestorten oder zumindest verdnderten Hirnentwicklung stehen. Aufgrund der berichteten
histologisch/morphologischen Auffalligkeiten in Gehirnen schizophrener Patienten beziiglich
Anzahl und GréB8e der Neurone oder Ausbildung der synaptischen Verbindungen (Rajkowska
et al., 1998; Young et al., 2000; Glantz und Lewis, 2000), wire ein solcher
Genpolymorphismus ein geeigneter Kandidat fiir genetische Untersuchungen bei

schizophrenen Patienten.

In der von uns untersuchten Gruppe schizophrener Patienten trat das polymorphe G-Allel
allenfalls tendenziell etwas héaufiger auf als bei gesunden Kontrollpersonen und erreichte nicht

das Signifikanzniveau von 0,050 (p=0,086). Bei polygenem Ubertragungsmodus und der
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wahrscheinlichen Heterogenitit der Erkrankung wiirde man zwar in der Gesamtgruppe der
schizophrenen Patienten keinen starken Effekt einzelner Gene erwarten, allerdings gelang es
auch hier nicht, eine Subgruppe schizophrener Patienten anhand klinischer oder
immunologischer Parameter zu definieren, die durch ein signifikant gehduftes Auftreten des
IL-6 —174 G-Allels gekennzeichnet ist. Insgesamt kann also nicht gezeigt werden, dass der
hier beschriebene IL-6 Polymorphismus einen klaren Beitrag fiir das Gesamtrisiko an

Schizophrenie zu erkranken leistet.

4.4 Keine Assoziation des G308A Polymorphismus des TNF-a Gens mit der Schizophrenie

Bei der Untersuchung des G308A Polymorphismus des TNF-a Gens auf Chromosom 6
konnte kein signifikanter Unterschied hinsichtlich Allelfrequenz und Genotypverteilung
zwischen schizophrenen Patienten und gesunden Kontrollen festgestellt werden. Allerdings
fiel beim geschlechtsspezifischen Vergleich ein hiufigeres Auftreten des homozygoten G-
Allels bei schizophrenen Minnern (76%) im Vergleich zu gesunden maénnlichen
Kontrollpersonen auf (64%; X*=4,261; df=1; p=0,039).

Das Gen fiir TNF-a liegt in der HLA-III-Region auf Chromosom 6p21.3 (Wilson et al.,
1997). Da wiederholt Kopplungsanalysen auf diese Region als Risikogenort fiir Schizophrenie
hinweisen (Wright et al., 2001; Schwab et al., 2003a), ist auch das TNF-a Gen ein
interessantes Kandidatengen fiir die Schizophrenie. Fiir den biallelen Basenaustausch wird ein
direkter Effekt auf den TNF-a Plasmaspiegel beschrieben. Einige Autoren fanden eine
erhohte Transkription, verbunden mit einer erhdhten TNF- a -Produktion, bei Vorliegen des
TNF2-Allels (homozygot AA) (Allen, 1999), andere allerdings unverdnderte Plasmaspiegel
(Stuber et al., 1995; Tarkowski et al., 2000)Uglialoso 1998).

TNF-alpha wird von Makrophagen, Lymphozyten und Mastzellen gebildet und triagt zur
Immunantwort gegen Pathogene {iber verschiedene Mechanismen einschlieBlich der
Aktivierung sekundérer und tertidrer Lymphorgane, der Stimulation von NK- und T Zell-
Differenzierung, sowie als direkt agierendes Effektormolekiil in der Abwehrreaktion bei
(Locksley et al., 2001). Das iiber die TNF-Rezeptoren iibertragene Signal kann prinzipiell in
zwei verschiedene Signaltransduktionswege eingeteilt werden, zum einen induziert es die
Apoptose iiber die sogenannte zytoplasmatische ,Death Domain’ (DD) durch Interaktion mit
den auf Korperzellen exprimierten sogenannten Todesrezeptoren Fas und TRAIL (TNF-

related apoptosis inducing ligand), zum anderen 10st es eine inflammatorischen
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Immunreaktion und/oder das Uberleben der Zellen iiber den sogenannten TNF-Rezeptor-
assoziierten Faktor (TRAF) aus (Benedict, 2003).

Viren wie z.B. CMV (Browne et al., 2001), HSV (Raftery et al., 1999) und HIV (Xu et al.,
1999) nutzen den erstgenannten Signaltransduktionsweg, indem sie beispielsweise den Fas-
Liganden (FasL) oder TRAIL infizierter Zellen induzieren und so die infizierte Zellen gegen
Angriffe zytotoxischer Zellen schiitzen, indem bei diesen durch die Liganden der
Todesrezeptoren die Apoptose auslosen (Benedict, 2003). So wurde beispielsweise im Falle
des Cytomegalievirus eine FasL/TRAIL-abhingige Apoptose aktivierter T-Zellen nach
Inkubation dendritischer Zellen mit CMV beobachtet (Raftery et al., 1999). Diese Beispiele
verdeutlichen die entscheidende Rolle des TNF-Systems in der antiviralen Abwehrreaktion,
die so groB ist, dass es fiir diverse Viren einen evolutionidren Vorteil bedeutet, direkt auf
dieses System einzuwirken.

In diesem Zusammenhang ist von Bedeutung, dass der von uns untersuchte
Promotorpolymorphismus nach einer Studie von Hurme und Helminen auch mit einem
erhohten Risiko fiir CMV-Infektion assoziiert ist. 70% von 315 anti-CMV seropositiven
Personen, aber nur 61% von 85 seronegativen waren homozygot fiir das G-Allel, wihrend
lediglich 28% der seropositiven, aber 37% der seronegativen heterozygote Triger des
polymorphen A-Allels waren (Hurme und Helminen, 1998). Bezogen auf diese Beobachtung
konnte das hdufigere Auftreten der Homozygotie fiir das G-Allel bei schizophrenen Ménnern
(76%) im Vergleich zu gesunden ménnlichen Kontrollpersonen (64%; X°=4,261; df=1;
p=0,039) durchaus Relevanz haben. Wegen der herausragenden Bedeutung des TNF-a in der
antiviralen Abwehrreaktion ist eine verdnderte Empfanglichkeit gegeniiber Virusinfektionen
eine der wahrscheinlichsten Konsequenzen des Polymorphismus.

Das hdufigere Auftreten der Homozygotie fiir das G-Allel bei schizophrenen Ménnern im
Vergleich zu gesunden minnlichen Kontrollpersonen bestétigt auch die deutsch-israelische
Arbeitsgruppe um Wildenauer und Lerer, die den —308 SNP in 79 Familien mit gehiuft
auftretender Schizophrenie und bei 128 schizophrenen Patienten im Vergleich zu ihren beiden
Elternteilen untersuchte. Der Transmissions-Disequilibirum-Test zeigte eine deutliche
Assoziation des G-Allels mit Schizophrenie (Mondabon et al., 2002). In einer erweiterten
Studie mit insgesamt 207 Familien bestétigte sich die Assoziation des G-Allels mit

Schizophrenie (Schwab et al., 2003b).

Im Gegensatz zu unserem Untersuchungsergebnis konnte Boin et al. (Boin et al., 2001) eine

Assoziation von G308A Polymorphismus und Schizophrenie herstellen. Bei der
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Untersuchung von 84 schizophrenen Patienten (polymorphes A-Allel 21%) und 138 gesunden
Kontrollen (polymorphes A-Allel 11%) in Norditalien konnte Boin et al. eine
hochsignifikante Assoziation des A-Allels (p=0.00042) und der Genotypverteilung (p=0.002)
bei schizophrenen Patienten herstellen. In dieser Studie war keine der 138 Kontrollpersonen,
aber 6 der 84 schizophrenen Patienten (7%) homozygot fiir das A-Allel.

In der von uns publizierten Replikationsstudie fanden wir wie oben bereits angefiihrt keine
Assoziation des —308 SNP mit Schizophrenie (Riedel et al., 2002). Wir diskutierten dieses
widersprechende Ergebnis mit moglichen ethnischen Unterschieden in der Genotypverteilung,
die bereits in anderen Studien belegt worden war: So fand sich eine signifikante Reduktion
des A-Allels bei M. Bechterew-Patienten aus Siiddeutschland, nicht jedoch bei solchen aus
GrofBbritannien (Milicic et al., 2000) und das A-Allel korrelierte mit Asthma in einer
Population aus GroBbritannien, nicht aber in einer aus Siidasien (Winchester et al., 2000).
Gallagher wies bereits auf die groen ethnischen Unterschiede in der Haufigkeit des A-Allels
hin (Gallagher et al., 1997). Als weitere Erklarungsmoglichkeit diskutierten wir ein
statistisches Artefakt aufgrund der geringen Fallzahlen. Die Ergebnisse von Boin wurde erst
vor kurzem druch eine brasilianische Studie bestétigt, bei der 4,5% der 186 untersuchten
schizophrenen Patienten, aber nur bei 1% der 657 gesunden Kontrollen Homozygotie fiir das
A-Allel aufwiesen, wihrend Heterozygotie mit 23,5% vs. 21% etwa gleich héufig auftrat
(Meira-Lima et al.,, 2003). Im Gegensatz dazu konnte eine australische Gruppe in vier
Kohorten schizophrener Patienten unterschiedlicher ethnischer Herkunft aus dem asiatisch-
pazifischen Raum keine Assoziation des —308 SNP mit Schizophrenie nachweisen. Lediglich
in einer der untersuchten Populationen zeigte sich tendenziell ein gehéduftes Vorkommen des
G- und nicht des A-Allels bei Schizophrenie (Handoko et al., 2003). Auch eine Studie aus
Korea fand keinen Zusammenhang zwischen Schizophrenie und dem TNF
Promotorpolymorphismus (Pae et al., 2003). Zudem fand sich weder ein Zusammenhang mit
der Subgruppe der paranoid-halluzinatorischen Schizophrenie, noch mit dem Geschlecht der
Patienten.

Eine weitere Funktion des TNF-a steht offenbar in direktem Zusammenhang mit der unter
antipsychotischer ~Therapie, speziell unter atypischen Neuroleptika, beobachteten
Gewichtszunahme. TNF-o wird von Adipozyten produziert (Kern et al., 2001) und spielt so
eine Schliisselrolle in der para- und autokrinen Kontrolle der Adipozytenfunktion (Warne,
2003). Zirkulierendes TNF-a ist bei adipdsen Menschen erhdht und nimmt bei
Gewichtsabnahme ab (Dandona et al., 1998). In Bezug auf die Gewichtszunahme bei

Neuroleptikaeinnahme ist bekannt, dass Clozapin die Serumkonzentrationen von TNF-o und
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Leptin erhoht (Pollmacher et al., 1996), (Haack et al., 1999)indem es die Freisetzung von
Leptin aus Adipozyten induzieren kann (Argiles et al., 1997; Auwerx und Staels, 1998).
Basierend auf diesen Daten wurde der G-308A SNP des TNF-a Promotors in Zusammenhang
mit Gewichtszunahme unter Clozapintherapie untersucht (Basile et al., 2001). Hierbei nahmen
homozygote Triger des A-Allels doppelt so hoch an Gewicht zu, wie Triger des G-Allels. Da
eine Metaanalyse mehrerer Studien zur funktionellen Relevanz des —308 SNP eine dreifach
erhohte Produktion des TNF bei homozygoten Trigern des A-Allels nachgewiesen wurde

(Allen, 1999), konnte hier ein kausaler Zusammenhang vorliegen.

4.5 Mogliche Auswirkungen der Immungenetik auf die Immunpathophysiologie bei

Schizophrenie

Bereits 1991 beschrieb die Arbeitsgruppe um Norbert Miiller eine deutlich verminderte
zelluldre Immunreaktion bei schizophrenen Patienten: Auf in-vitro-Stimulation mit
Tuberculin, einem typischen Induktor der Thl-Antwort, reagierten Lymphozyten von
schizophrenen Patienten deutlich schwicher als Lymphozyten gesunder Kontrollpersonen
(Muller et al., 1991b). Als zusitzlicher indirekter Hinweis auf eine reduzierte zelluldre
Immunreaktion bei schizophrenen Patienten konnte auch die mehrfach replizierte negative
Korrelation zwischen Schizophrenie und rheumatoider Arthritis gewertet werden (Vinogradov
etal., 1991).

Die erniedrigte IL-2 Konzentration, z.B. durch den Polymorphismus in der Promotorregion
des IL-2 Gens bedingt, als auch die vorher diskutierte verminderte SICAM-1 Konzentration,
als kostimulatorisches Signal fiir die Aktivierung von nativen T-Zellen, unterstiitzen die
Hypothese einer herabgesetzten zelluliren Immunitit bei schizophrenen Patienten.

Der IL-2 G330T SNP und das hiufigere Auftreten des homozygoten G-Allels des G308A
Polymorphismus im TNF-a Gen bei schizophrenen Méannern, kdnnte zudem eine genetische
Préadisposition fiir eine verdnderte Virusabwehr darstellen. Dies ist besonders hinsichtlich der
bereits in der Einleitung angefiihrten Hypothese interessant, in der eine prénatale
Virusinfektion wéhrend der Hirnreifung zu Hirnentwicklungsstérungen fiihrt (Marenco und
Weinberger, 2000) (Yolken et al., 2000). Ein genetischer Faktor, der die Virusabwehr des
Feten beeinflusst, konnte zudem eine Verbindung zwischen Hereditdt und Umweltfaktoren
darstellen (Yolken et al., 2000). ICAM-1 konnte einer dieser Faktoren sein, da es wihrend
einer Virusinfektion sowohl die Antigenpridsentation als auch die Aktivierung des zelluldren
Immunsystems reguliert (Marker et al., 1995). Bei Patienten mit aktiver Hepatitis C wurde ein

deutliches Uberwiegen der Thl-Antwort beschrieben, withrend bei chronisch persistierender
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Hepatitis C ohne Aggressivitit der Immunreaktion ein Uberwiegen der Th2-Zellen beobachtet
wurde (Tsai et al., 1997). Es konnte auch gezeigt werden, dass Th2-Zellen eine
proinflammatorische Reaktion nach Virusinfektion im Gehirn unterdriicken (Gimsa et al.,
2001). Es besteht also ein Zusammenhang zwischen einer latenten, chronifizierten
Virusinfektion und der durch verminderte IL-2 Expression und erniedrigte sICAM-1
Konzentration Th2-dominierten Immunabwehr.

Die Rolle von ICAM-1 in der Aktivierung der zelluldren Immunantwort ist so herausragend,
dass die Hemmung des ICAM-1 als neue Strategiec in der Therapie von
Autoimmunerkrankungen verfolgt wird (Anderson und Siahaan, 2003). Die Hemmung des
ICAM-1-Signals fiihrt dabei zu einer deutlich erh6hten Produktion der Th2-Zytokine IL-4 und
IL-5 (Salomon und Bluestone, 1998).

Bei der Therapie mit atypischen Neuroleptika wie Clozapin kommt es zu einer Verschiebung
der Zytokinproduktion in Richtung Thl-typischer Zytokine. Auch in vitro wurde
nachgewiesen, dass Neuroleptika einen Shift von Th2-dominierter hin zu Thl-typischer
Zytokinproduktion induzieren (Song et al., 2000). Eine gezielte Beeinflussung der Th1/Th2-
Balance konnte aufgrund dieser Beobachtung, und der in dieser Arbeit untermauerten
Hypothese einer reduzierten zelluldren Immunantwort bei schizophrenen Patienten, eine neue
Strategie in der Therapie der Schizophrenie darstellen. Es stellt sich also die Frage, ob die
gezielte Verschiebung der Th1/Th2-Balance durch Minderung der Th2-Pradominanz einen
positiven therapeutischen Effekt bei schizophrenen Patienten haben konnte.

Die Beeinflussung der Th1/Th2-Balance wurde bei Inhibitoren der Cyclooxygenase-2 (COX-
2) beschrieben. Die COX-2 stimuliert {iber die Produktion von Prostaglandin E2 eine
verstarkte Produktion der Th2-Zytokine IL-6 und IL-10 und inhibiert die Synthese des Thl-
Zytokins IL-12. Durch Hemmung der COX-2 wird entsprechend die Produktion von IL-10
gehemmt und die Produktion von IL-12 stimuliert (Hinson et al., 1996; Hilkens et al., 1996).
In einer doppelblinden, placebo-kontrollierten Studie konnte an insgesamt 50 Patienten
gezeigt werden, dass der COX-2 Inhibition zu einer deutlich schnelleren Besserung der
schizophrenen Symptomatik fiihrt (Miiller et al., 2002).

Weitere, den Mechanismus der verdnderten Immunantwort bei schizophrenen Patienten
aufkldrende Untersuchungen werden helfen, die Pathophysiologie der Schizophrenie besser
zu verstethen, um neue Angriffspunkte fiir eine immunmodulierende Therapie der

Schizophrenie zu definieren..

58



Diskussion

4.6 Methodische EinflussgroBen bei der Untersuchung von SNPs

Fall-Kontroll Studien sind besonders anfillig fiir falsch positive Befunde, da Patienten- und
Kontrollgruppen aus verschiedenen Bevdlkerungsgruppen zusammengesetzt sind. Infolge von
Unterschieden in der Hiufigkeit eines genetischen Merkmals, bei dieser Arbeit also eines
SNPs, in unterschiedlichen ethnischen Bevdlkerungsgruppen, kann die Assoziation einer
bestimmten Ausprigung eines Polymorphismus mit einer Bevdlkerungsgruppe, die

Assoziation mit der Erkrankung vortdauschen.

Ein weiteres Problem bei der Identifizierung der risikomodulierenden Gene in den durch
Kopplungsanalysen ermittelten Kandidatenregionen fiir die Schizophrenie ist die jeweilige
Breite der Region (ca. 20 cM), so dass die weitere Eingrenzung dieser Regionen und die
Identifikation von Suszeptibilititsgenen entweder Zufall, zum Beispiel durch eine geringe
Gendichte der Region, oder voraussichtlich langfristige systematische Suche erfordert. In
unserem Fall erscheint die Auswahl der untersuchten Polymorphismen in den
Kandidatenregionen aufgrund der Funktionalitit der SNPs, und auf deren mdgliche
Auswirkungen auf die bereits vorher beschriebenen Verédnderungen in der Immunpathologie
der Schizophrenie, sinnvoll. Die Tatsache, dass diese Genloci nicht zuvor durch Linkage
Analysen beschrieben wurden konnte auf der viel zu geringen Sensitivitit dieser Methode

beruhen, die Vielzahl der postulierten Gene zu entdecken.

Eine weitere Einflussgrofle fiir die Fall-Kontroll Studie stellt das erhdhte Durchschnittsalter
der gesunden Kontrollpersonen gegeniiber den schizophrenen Patienten dar. Da allerdings fiir
die von uns rekrutierten gesunden Kontrollen, die das Risikoalter fiir das Auftreten einer
Schizophrenie noch nicht vollstindig durchlebt haben, eine spitere Erkrankung an
Schizophrenie nicht generell auszuschlieBen ist, erscheint das hohere Alter der
Kontrollpersonen gegeniiber den schizophrenen Patienten eher als Vorteil, da so

Spédtmanifestationen unwahrscheinlicher werden.

4.7  Schlussfolgerung

AbschlieBend ldsst sich zusammenfassen, dass die hier gewonnenen Befunde und
Schlussfolgerungen einen moglichen Zusammenhang zwischen Hereditdt der Erkrankung,
Anfilligkeit fiir bestimmte duBere Einflussfaktoren, wie zum Beispiel eine Virusinfektion,
und dem immunologischen Phénotyp fiir eine Subgruppe der Schizophrenie herstellen.

Entscheidend ist, dass die Modulation des Immunsystems nicht auf ein einzelnes Zytokin oder
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einen einzigen SNP zuriickzufiihren ist, sondern vielmehr ein komplexes Zusammenspiel von
Molekiilen mit verschiedenen und teilweise entgegengesetzten Wirkungen ein Equilibrium
bewirkt, das bei beim Auftreten der Schizophrenie gestort ist. Die Untersuchung genetischer
Polymorphismen stellt einen niitzlichen Versuch dar, die Atiologie der Schizophrenie besser
zu verstehen, aber es bedarf noch einer weitreichenden Zahl weiterer Untersuchungen zur
genaueren Definition der Haplotyp-Verteilung bezogen auf die Schizophrenie und vor allem

auf die Unterteilung in weitere Subgruppen.
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5 Zusammenfassung

Eine genetische Komponente in der Atiologie der Schizophrenie gilt durch genetische
epidemiologische Studien als gesichert.

In dieser Arbeit wurde eine Reihe von Kandidatengenstudien im Fall-Kontroll-Design
durchgefiihrt. Basierend auf den =zahlreichen Hinweisen auf eine Beteiligung des
Immunsystems an der Atiogenese und Pathophysiologie der Schizophrenie und speziell
basierend auf der Hypothese zur Imbalance des Th1/Th2-Gleichgewichtes bei schizophrenen
Patienten wéhlten wir als Kandidatengene solche aus, die fiir Zytokine kodieren, denen eine
herausragende Rolle in der Th1/Th2-Balance und/oder in der antiviralen Abwehrreaktion des
Korpers zukommt. Zudem untersuchten wir das fiir das Adhésionsmolekiil ICAM-1
kodierende Gen, nachdem eigene Voruntersuchungen auf eine verdnderte Expression dieses
Adhidsionsmolekiils bei schizophrenen Patienten hingewiesen hatten. In diesem
Zusammenhang bestimmten wir erneut die SICAM-1 Serumkonzentration in einer Subgruppe
von 70 schizophrenen Patienten und 129 gesunden Kontrollen und untersuchten die mogliche
Assoziation mit dem ICAM-1 Genotyp.

Insgesamt wurden 263 schizophrene Patienten und 275 gesunde Kontrollpersonen hinsichtlich

der folgenden Kandidatengene untersucht:

IL-2 T—>G SNP auf Position —330 in der Promotorregion (Chromosom 4q26-q27);
IL-2 ist ein typisches Th1-Zytokin.

e IL-6 G—>A SNP auf Position —174 in der Promotorregion (Chromosom 7p21);
IL-6 ist ein typisches Th2-Zytokin.

e TNF-o G—>A SNP auf Position —308 in der Promotorregion (Chromosom 6p21.3);

TNF-a ist maligeblich an der antiviralen Immunabwehr beteiligt.
e ICAM-1 G—A auf Position 241 und A—G auf Position 469 in der kodierenden

Region des Gens (Chromosom 19p13.3-p13.2); ICAM-1 ist wie oben beschrieben ein

Adhésionsmolekul.
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Bei der Untersuchung des T330G SNP des IL-2 Gens zeigte sich ein signifikant hdufigeres
Auftreten des homozygoten T-Allels bei schizophrenen Patienten als bei gesunden
Kontrollpersonen (X?=8,016; df=2; p=0,018). Die Untersuchung des G174A SNP in der
Promotorregion des fiir IL-6 kodierenden Gens, des G308A Polymorphismus des TNF-a
Gens, des A241G SNP sowie des A469G SNP des ICAM-1 Gens erbrachten keine
signifikanten Unterschiede.

Der Befund zum IL-2 -330 T—>G SNP bestitigt die Hypothese, dass Polymorphismen in
Genen die fiir Immunfaktoren kodieren, mit Schizophrenie assoziiert sind. Zudem sprechen
die Ergebnisse zum TNF-a -308 G—>A SNP und zum ICAM-1 241 G—>A SNP fiir
unterschiedliche (immun-)genetische Risikofaktoren bei ménnlichen und weiblichen
schizophrenen Patienten.

Unsere bereits publizierten Vorbefunde von erniedrigten Serumkonzentrationen von sSICAM-1
bei schizophrenen Patienten lieen sich bestétigen.

Zudem konnten wir unsere Arbeitshypothese, dass die erniedrigten SICAM-1 Konzentrationen
bei schizophrenen Patienten auf einer genetischen Disposition im ICAM-1 Gen beruhen, nicht
bestdtigen. Es miissen also andere Faktoren, wie zum Beispiel ein krankheits-assoziierter
Faktor bei schizophrenen Patienten, die erniedrigten Konzentrationen verursachen. In diesem
Zusammenhang konnte das Uberwiegen der Th2-artigen Immunabwehr die Ursache fiir die
reduzierten SICAM-1 Konzentrationen bei Schizophrenie darstellen

Die signifikant erniedrigte sSICAM-1 Serumkonzentration bei gesunden Kontrollen, die das
polymorphe A-Allel aufweisen, geben einen ersten Hinweis auf die Funktionalitidt des

Polymorphismus
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7 Gerate und Materalien

7.1  Probenverarbeitung

Zentrifuge: Heraeus Septatech Omnifuge 2.0 RS
Heraeus Sepatech Biofuge fresco
Vortex Genie 2 — Scientific Industries
96-V-Mikrotiterplatte Art.Nr. 710880, BiozymDiagnostik GmbH
DistriTip Mini Syringes fiir die Distrimon"Mrepetitive pipette, eppendorf
PCR Softstrips 0,2 ml, Biozym
LightCycler Capillaries, Roche Diagnostics
Formamide (deionisiert), International Biotechnologies, INC

Ethanol pro analysi, Merck

7.2 Polymerase Ketten Reaktion

PTC Peltier ThermoCycler — Biozym
Elektrophoreseapparat: Wide Mini Sub Zelle, Biorad
Sequi-Gene Gelkammer, Biorad
Gel-Dokumentationsgerit: Eagle Eye II, Stratagene
Agarosegel 0,8-1,5% in TBE-Puffer

1%ige Ethidiumbromidlésung

Laufpuffer: TBE

7.3 Sequenzierung

Light Cycler Version 3.5 - Roche Diagnostics

ABI PRISM™310 Genetic Analyser — Applied Biosystems

GeneScan® Polymer: Performance Optimized Polymer 4 (POP 4)
GeneSCAN® Polymer ohne TSR

GeneScan® Capillaries, 47 cm x 50 pm, in Verbindung mit POP 4

310 Genetic Analyzer Buffer + EDTA

SNaPshot Ready Reaction Mix, PE Biosystems

SNaPshot Control Primers, PE Biosystems

pGEM -3Zf(+)

Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP), Roche Biosystems

Exonuclease I, New England BioLaps
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7-deaza-2'Deoxyguanosine 5'-Triphosphate 5 mM Solution pH 7,5, Amersham Pharmacia
Biotech Inc

20 mM dNTP, Amersham Pharmacia Biotech Inc

Ampli Taq Gold und 10x PCR Puffer, Applied Biosystems by Roche Biosystems
Fluorescence Amide Matrix, PE Biosystems

ABI PRISM®310 Collection 2.0

GeneScan Analysis 3.1

GenoTyper 2.0
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8 Abkiirzungen

AP-1 = alkalische Phosphatase 1

BHS = Bluthirnschranke

CD = cluster of differentiation

CON = Kontrollperson

COX = Cyclooxgenase

CSF = Cerebrospinalfliissigkeit

DSM = Diagnostisches u. statistisches Manual
DD = Death Domain

dNTP = desoxyribonukleotidphosphat

ddNTP = didesoxyribonukleotidphosphat
FRET = Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer
ICAM = intercellular adhaesion molecule
IDDM = insulin depend diabetes mellitus

Ig = Immunglobulin

IL = Interleukin

LFA = leukocyte functional antigene

MAC = Macrophage-1 antigene

MBP = myelin basic protein

MHC = major histocompatibility complex
mICAM = membrane bound ICAM

MS = Multiple Sklerose

NFAT = nuclear factor of activated T cells
NK-Zellen = natural killer Zellen

PANSS = positive and negative syndrome scale
PCR = polymerase chain reaction

RA = rheumatoide Arthritis

SAP = shrimp alkaline phosphatase

SCID = severe combined immunodeficiency syndrome

SCH = schizophrener Patient

sICAM = 16sliche Form des interzellularen Zelladhasionsmolekiils-1

sIL-2R = 16sliche Form des Interleukin-2-Rezeptors

SNP = single nucleotide polymorphism
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Tm = Schmelztemperatur

TNF-a = Tumor Nekrose Faktor a

TRAIL = TNF related apoptosis inducing ligand
TRAF = TNF receptor associated factor

VCAM = vascular cell adhaesion molecule

ZNS = zentrales Nervensystem
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