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1 Zusammenfassung

Die Alzheimer-Krankheit (AK) ist eine chronisch progrediente neurodegenerative
Erkrankung, die sich Kklinisch durch eine Demenz &ufert. Aufgrund des demographischen
Wandels in Kombination mit der Altersabhéngigkeit der AK wird die wirtschaftliche und
medizinische Bedeutung dieser bereits jetzt sehr hdufigen Erkrankung in den kommenden
Jahren immens zunehmen. Die derzeit Kklinisch eingesetzten Biomarker —
Liquorkonzentrationen der Proteine Amyloid B142 (AB142), TAU-Protein (TAU) und
phosphoryliertes TAU-Protein 181 (p-TAU), sowie strukturelle und funktionelle bildgebende
Verfahren — sind entweder invasiv oder teuer zu bestimmen und spiegeln den
pathophysiologischen Prozess der Erkrankung in einem Stadium wider, in dem die
Neurodegeneration bereits irreversibel vorangeschritten ist. VVoraussetzung fiir eine potentielle
kausale Therapie der AK waére deshalb ein diagnostisches Mittel, welches den
Krankheitsprozess bereits vor dem symptomatischen Stadium mit irreversibler

Neurodegeneration erkennt.

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit loslichem Amyloidvorléuferprotein Beta (engl.
soluble amyloid precursor protein beta, SAPPB), welches ein Zwischenprodukt in der
Amyloid B-Synthese darstellt und damit in der Amyloidkaskade oberhalb des neurotoxischen
Endprodukts AB;.4, entsteht. Konzentrationen von sAPPf bei kognitiv gesunden Probanden,
Patienten mit einer leichten kognitiven Stérung (engl. mild cognitive impairment, MCI) mit
und ohne beginnender AK, sowie Patienten mit ausgeprégter Demenz bei AK, wurden in den

Biomaterialien Liquor und Blutplasma miteinander verglichen.

Messungen der Konzentrationen von sAPPB im Liquor wurden erst in wenigen Studien
durchgeftuihrt, Messungen im Blut sind neu. Um die Validitat der Ergebnisse zu sichern wurde
die Messmethodik daher durch labortechnische Verfahren optimiert. Diese werden hier
ebenfalls besprochen und dienen der kritischen Auseinandersetzung mit den Messergebnissen

der vorliegenden Studie, wie auch mit Werten aus Laboruntersuchungen im Allgemeinen.

Die Ergebnisse der Messungen im Liquor zeigten, dass bereits SAPPR alleine eine gesunde
Kontrollgruppe von einer Gruppe von MCI Patienten mit beginnender AK mit einer
Sensitivitat von 81 % und einer Spezifitat von 85 % voneinander trennte, wobei die SAPP§-

Konzentrationen in der MCI Gruppe signifikant erh6éht waren. Innerhalb einer Gruppe von
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Patienten mit MCI wurden die Kombinationen von je einem Biomarker der Amyloid-
Pathologie (APi142 bzw. sAPPB) mit einem der Neurodegeneration (TAU bzw. p-TAU)
bezuglich der Pradiktion einer dementiellen Entwicklung miteinander verglichen. Unter
Berlcksichtigung des Patientenalters zeigte sich eine Verbesserung der Prédiktion der
Entwicklung einer Demenz bei wahrscheinlicher AK durch die Kombination von sAPPS mit
p-TAU gegenuber der Kombination von APi.. mit TAU. Der Austausch des Amyloid-
Markers APi.42 durch SAPPB trug mehr zur Verbesserung der Prédiktion bei, als der
Austausch des Neurodegenerationsmarkers TAU durch p-TAU. Diese Ergebnisse lassen
vermuten, dass SAPPp den Klinisch etablierten Liquor-Biomarkern in der AK-Friiherkennung

uberlegen sein konnte.

Innerhalb einer Stichprobe aus kognitiv gesunden Kontrollprobanden konnte Kkeine
signifikante Korrelation der Konzentrationen von sAPPB im Blutplasma und im Liquor

festgestellt werden.

Messungen von SAPPB im Blutplasma zeigten eine signifikante Reduktion der SAPP(-
Konzentration bei Patienten mit Demenz bei wahrscheinlicher AK im Vergleich zu gesunden
Kontrollprobanden. Dies ist ein erster Hinweis darauf, dass SAPPf als blutbasierter AK-
Biomarker dienen konnte, was weitreichende Folgen fur die klinische Praxis der AK-
Diagnostik hatte und aufgrund der minimal invasiven und kostengunstigen Blutuntersuchung

AK-Screening-Programme ermdglichen wirde.

Weiterfiihrende unabhéngige Studien werden bendtigt, um die vorliegenden Ergebnisse in

einen breiteren Kontext zu stellen.
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2 Einleitung

2.1  Grundlagen

2.1.1 Epidemiologie

Die Delphi Consensus Studie von 2005 schatzte die weltweite Pravalenz der Demenz auf 24,3
Millionen Menschen mit einer Inzidenz von 4,6 Millionen Fallen pro Jahr und prognostizierte
eine Verdopplung der Pravalenz uber je 20 Jahre. Es wird erwartet, dass 2040 weltweit 81,1

Millionen Menschen an einer Demenz erkrankt sein werden (Ferri, Prince et al. 2005).

Der Hauptgrund flr diesen Anstieg ist der demographische Wandel hin zu einer alteren
Bevolkerung und betrifft die Entwicklungs- und Schwellenlander mit einer Anstiegsrate von
uber 300 % noch stéarker als die Industrienationen mit 80-190 % (Hampel, Prvulovic et al.
2011). Die Pravalenz von Demenzerkrankungen steigt exponentiell mit einer Verdopplung
alle vier bis funf Jahre von 0,8 % bei 65- bis 69-jahrigen auf fast 30 % bei ber 90-jahrigen
Menschen (Lobo, Launer et al. 2000). Aufgrund ihrer hoheren Lebenserwartung sind Frauen
haufiger betroffen als Manner (Bickel 2000). Neuere Studien lassen jedoch vermuten, dass die
Demenzpravalenz in Europa trotz der alternden Bevolkerung stabil bleibt. Als Griinde dafir
werden die bessere Kontrolle wichtiger Risikofaktoren wie z.B. Bluthochdruck und Diabetes,
sowie das ansteigende Bildungsniveau der europdischen Bevolkerung in Betracht gezogen
(Matthews, Arthur et al. 2013, Qiu, von Strauss et al. 2013).

Im Jahr 2000 litten Schéatzungen zufolge 900 000 Menschen in Deutschland an einer Demenz,
bei ca. 200 000 Neuerkrankungen pro Jahr. Der Anteil von Demenz bei Alzheimer-Krankheit
(AK) an diesen Féllen betréagt etwa 60 % (Bickel 2000).

Die 0Okonomischen Folgen sind enorm. Allein im Jahr 2008 wurden durch
Demenzerkrankungen in Europa Kosten von etwa 160 Milliarden Euro verursacht bei 22 000
Euro Kosten pro Patient. Mit 56 % tragt der Anteil an informellen Pflegeleistungen — zum
Beispiel durch Angehotrige — am stérksten zu diesen Kosten bei. Hierbei werden neben den
direkten auch indirekte Kosten, wie Verdienstausfalle der Pflegenden mitberlcksichtigt
(Wimo, Jonsson et al. 2011). Die gesellschaftlichen und wirtschaftlichen Probleme, die durch
diese ,,moderne Epidemie* (Hampel, Prvulovic et al. 2011) auf uns zukommen, kénnen kaum

Uberschétzt werden.
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2.1.2 Neuropathologie

2.1.2.1 Die Amyloid-Hypothese

Die Amyloid-Hypothese ist das aktuell am weitesten verbreitete Erklarungsmodell fur die
Pathogenese der AK. Sie basiert auf der Annahme, dass ein Ungleichgewicht zwischen
Produktion und Abbau von Amyloid Beta (AP) den grundlegenden Prozess in der
Pathogenese der AK darstellt (Blennow, Hampel et al. 2010). Ap ist der Hauptbestandteil der
bereits 1907 von Alois Alzheimer beschriebenen senilen Plaques (Masters, Simms et al.
1985). Es entsteht durch enzymatische Spaltung aus einem Transmembranprotein, dem
Amyloidvorlauferprotein (engl. amyloid precursor protein, APP) (Kang, Lemaire et al. 1987).
Patienten mit AK bilden einen gréReren Anteil an dem 42 Aminosduren langem AR (AB1-42),
welches starker zu Ablagerungen im Gehirn neigt, als das von Gesunden vorwiegend
gebildete 40 Aminoséuren lange AP (APi-40) (Suzuki, Cheung et al. 1994). Mutationen in drei
mit der AK assoziierten Genen — APP (Tanzi, Gusella et al. 1987), Présenilin 1 (Sherrington,
Rogaev et al. 1995) und Présenilin 2 (Levy-Lahad, Wasco et al. 1995) — erhdhen die
enzymatische Synthese von Ap;.4, aus APP (Scheuner, Eckman et al. 1996) und verursachen
die sehr seltene familiare Form der AK (Blennow, de Leon et al. 2006). Die Amyloid-
Hypothese beruht auf diesen wenigen Mutationstrégern (s. 2.1.2.3), was fiir ihre Aussagekraft

gleichzeitig eine wichtige Einschrankung darstellt.

Fur die Entstehung der haufig auftretenden sporadischen Form der AK werden Faktoren des
Alterungsprozesses in Kombination mit genetischen Risikofaktoren und Umwelteinflissen als
urséchlich angenommen. Diese fuihren ebenfalls zu erhéhter Bildung, veranderter Faltung und
Ablagerung, sowie zu einer Storung des Abbaus und der Ausscheidung von AB (Blennow,
Hampel et al. 2010).

GemaR der Amyloid-Hypothese flhrt die Neurotoxizitat der abgelagerten AB-Oligomere zu
entziindlichen  Prozessen, oxidativem  Stress, sowie verdnderter Kinase- und
Phosphataseaktivitat, aus der eine Hyperphosphorylierung des TAU-Proteins und die flr die
AK typischen Neurofibrillen resultieren. Uber ahnliche Mechanismen scheinen auch l6sliche
ungebundene Ap-Oligomere zur Pathophysiologie der AK beizutragen. Diese Prozesse
bewirken schlieBlich eine herabgesetzte Funktion der Neuronen und Synapsen, eine defizitare

Langzeitpotenzierung im Hippocampus und weitere Komponenten der Neurodegeneration.
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Sich manifestierende Symptome wie kognitive Dysfunktion stellen den Endpunkt der
Wirkungskette der Amyloid-Kaskade dar. (Walsh and Selkoe 2007, Blennow, Hampel et al.
2010, Klein 2013)

2.1.2.2 Die Prozessierung des Amyloidvorlauferproteins
Die enzymatische Prozessierung des APP ist in Abbildung 1 dargestelit.

Abbildung 1: Die enzymatische Prozessierung des Amyloidvorlauferproteins.
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Auf dem amyloidogenen Weg wird APP durch die B-Sekretase geschnitten, wodurch sAPP freigesetzt wird. Die y-Sekretase
schneidet das in der Zellwand verbliebene carboxy-terminale Fragment. Als Spaltprodukte entstehen AB,,, sowie weitere
Amyloid-Isoformen. Bei der Prozessierung von APP durch die a-Sekretase entsteht sAPPa, sowie nach einem weiteren Schnitt
mit der y-Sekretase das p3 Fragment (nicht gezeigt). Schneidet die a-Sekretase CTFB, entstehen kiirzere AB-lsoformen
(Vassar, Bennett et al. 1999, Beher, Wrigley et al. 2002, Blennow, Hampel et al. 2010, Portelius, Price et al. 2011,

Chasseigneaux and Allinquant 2012).

Abkiirzungen: APP=Amyloidvorlduferprotein; CTF=carboxy-terminales Fragment; IZF=intrazelluldres Fragment; AB=Amyloid

Beta; sAPP=I6sliches Amyloidvorlauferprotein.
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2.1.2.3 Genetische Einflusse

Die familidre Form der AK wird autosomal dominant vererbt, ist durch einen Beginn der
dementiellen Symptomatik vor dem 65. Lebensjahr gekennzeichnet und mit einer Pravalenz
von unter 0,1 % nur fir sehr wenige AK-Félle urséchlich (Harvey, Skelton-Robinson et al.
2003, Blennow, de Leon et al. 2006). Ihr liegen Mutationen in den Genen APP, Présenilin 1
und Prasenilin 2 zugrunde. Mutationen von APP auf Chromosom 21 begunstigen die
Amyloidogenese, indem sie APP zum bevorzugten Substrat der - bzw. y-Sekretase machen
und die Bildung von AB-Fibrillen verstarken. Mutationen auf den Prasenilingenen éndern die
Aktivitat der y-Sekretase und flhren so zu einer gesteigerten Produktion von APs.4, (Sisodia
and St George-Hyslop 2002).

Fur die sporadische Form der AK wurde eine Vielzahl genetischer Risikofaktoren
identifiziert, wobei eindeutige Zusammenhange mit dem Auftreten sporadischer AK aktuell
fur 10 dieser Gene nachgewiesen werden konnten (Hampel, Prvulovic et al. 2011). Der am
besten untersuchte genetische Risikofaktor fur sporadische AK ist der Genotyp fir
Apolipoprotein E (ApoE). Das Vorliegen eines ApoE g4-Allels erhoht das Erkrankungsrisiko
fir die AK um das 3-fache bei hetero- und um das 15-fache bei homozygoten Tragern (Farrer,
Cupples et al. 1997). Das mittlere Erkrankungsalter sinkt pro ApoE €4-Allel um etwa 8 Jahre
(Corder, Saunders et al. 1993). Damit ist der ApoE-Genotyp der mit Abstand starkste
genetische Risikofaktor fiir die sporadische Form der AK und der Effekt ist auf
Bevolkerungsebene wesentlich starker als der, der kausativen Mutationen. Die funktionellen
Zusammenhange sind noch nicht vollstdndig geklart. ApoE hat eine wichtige
Transportfunktion im Fettstoffwechsel des Gehirns. Das Vorliegen des ApoE e4-Allels
scheint einerseits die Neuroplastizitat, die synaptische Funktion und den Amyloidabbau zu
beeintrachtigen und andererseits die Bildung von Ap-Fibrillen zu begunstigen (Schellenberg
and Montine 2012).

2.1.3 Kilinik

Die dementielle Symptomatik der AK zeichnet sich durch einen schleichenden Beginn und
langsame Progression aus. Neben dem Verlust des episodischen Gedé&chtnisses treten
neuropsychologische Symptome wie Aphasie, Agnosie und Apraxie auf, sowie
Einschrankungen der Alltagskompetenz wie zum Beispiel Urteilsfahigkeit, Orientierung und

Entscheidungsfindung (Blennow, de Leon et al. 2006). Eine h&ufige Begleitsymptomatik ist
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in frihen Stadien die Depression, wahrend im spéteren Krankheitsverlauf psychotische
Symptome, Agitation und Aggression auftreten kdnnen (Lopez, Becker et al. 2003). Erreicht
die Erkrankung ihr Endstadium, sind die Patienten meist vollpflegebedurftig und versterben
schliellich an unspezifischen Ursachen, wie Herz-Kreislauf- oder Infektionskrankheiten
(Kukull, Brenner et al. 1994).

Die Uberlebenszeit nach der Diagnosestellung variiert stark und ist von Faktoren wie
Zeitpunkt der Diagnose, Alter, Komorbiditdten etc. abhangig. Im Mittel betragt sie vier bis

sechs Jahre und ist bei Mannern geringer als bei Frauen (Larson, Shadlen et al. 2004).

Schatzungen zufolge beginnt der neuropathologische Prozess der AK bereits 20 bis 30 Jahre
vor dem Auftreten erster Symptome (Davies, Wolska et al. 1988). In der symptomatischen
Phase ist der pathophysiologische Prozess somit schon weit vorangeschritten und zu grof3en
Teilen irreversibel. Der Erkennung der AK-Pathologie in der préklinischen Phase kommt

daher fur die Entwicklung einer kausalen AK-Therapie eine entscheidende Bedeutung zu.

2.1.4 Diagnostik
Die definitive Diagnose der AK kann derzeit nur post mortem, nach einer histopathologischen

Untersuchung des Gehirns, gestellt werden.

Die 1984 von der ,National Institute of Neurological and Communicative Diseases and
Stroke and the Alzheimer’s Disease and Related Disorders Association® (NINCDS-ADRDA)
vorgeschlagenen Kriterien zur Diagnosestellung beschréanken sich neben Erfassung der
klinischen Symptomatik hauptsachlich auf den Ausschluss von Differentialdiagnosen und
unterscheiden die unwahrscheinliche, die mogliche und die wahrscheinliche AK (McKhann,
Drachman et al. 1984). Diese Kriterien sind zwar heute noch gebrduchlich, bedirfen aber
aufgrund der biotechnologischen Entwicklungen der vergangenen 20 Jahre einer
Aktualisierung. Der Versuch einer solchen Revision wurde 2011 von einer Arbeitsgruppe des
,National Institute on Aging and the Alzheimer’s Association® verdffentlicht. Die hier neu
vorgeschlagenen Kriterien beziehen sowohl die klinische Symptomatik als auch diagnostische
Hinweise auf eine Amyloid-Pathologie und Neurodegeneration mit ein, welche durch Liquor-

Biomarker und bildgebende Verfahren gewonnen werden (McKhann, Knopman et al. 2011).
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Aufgrund der neuropathologischen Erkenntnisse der letzte Jahrzehnte werden aktuell zwei
Vorstufen der voll ausgepragten Demenz bei AK unterschieden: Die préklinische Phase, in
der die neuropathologischen Prozesse bereits begonnen haben, aber noch keine Symptomatik
auftritt, sowie die Prodromalphase, welche sich symptomatisch in einer leichten kognitiven
Storung (engl. mild cognitive impairment, MCI) auf3ert. MCI zeichnet sich durch eine gering
ausgepragte kognitive Symptomatik aus, welche die Unabhangigkeit und Alltagskompetenz
nicht relevant beeintrachtigt und kann verschiedene Ursachen haben. Sowohl in der
praklinischen Phase als auch in der Phase der MCI kénnen mit den modernen diagnostischen
Mitteln Aussagen Uber die Wahrscheinlichkeit der Entwicklung einer Demenz bei AK
getroffen werden. Kriterien zur Klassifizierung dieser Wahrscheinlichkeiten wurden vom
,»National Institute on Aging and the Alzheimer’s Association* 2011 vorgeschlagen (Albert,
DeKosky et al. 2011, Sperling, Aisen et al. 2011).

Inwieweit sich diese neuen Kriterien klinisch etablieren werden, bleibt abzuwarten. Insgesamt
zeichnet sich die Tendenz zu einer Positivdiagnose der ,Demenz mit AK-

pathophysiologischem Prozess* ab.

Trotz der genannten Fortschritte eignen sich die derzeitig eingesetzten diagnostischen Mittel
nur eingeschrankt zur Diagnose der AK im pradementiellen Stadium und gar nicht zur
Diagnose der praklinischen AK. Die Fruherkennung des AK-pathophysiologischen Prozesses
in der praklinischen oder MCI-Phase bleibt somit nach wie vor eine wissenschaftliche

Herausforderung.

2141 Klinische Testverfahren

Grundlage der Diagnostik von Demenzerkrankungen sind neuropsychologische Testungen.
Gangige Demenz-Testungen sind zum Beispiel der Fragebogen des ,,Consortium to Establish
a Registry for Alzheimer’s Disease” — CERAD (Morris, Mohs et al. 1988), das ,,Clinical
Dementia Rating“ — CDR (Hughes, Berg et al. 1982) und der Uhrentest nach Shulman
(Shulman 2000). Diese Tests bewerten objektiv sowohl kognitive Komponenten wie
Merkfahigkeit, Orientierung, Wortflussigkeit, Visuokonstruktion etc. (CERAD) als auch
Aspekte der Alltagskompetenz wie Korperpflege, Urteilsféahigkeit, soziale Interaktion etc.
(CDR).

10
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2.14.2 Bildgebende Verfahren
Bildgebende Verfahren sind ein weiterer wichtiger Bestandteil der Demenz-Diagnostik. Sie
dienen zum einen dem Ausschluss wichtiger Differentialdiagnosen (z.B. Apoplex, Hirntumor)

als auch der strukturellen und funktionellen Einordnung der Neurodegeneration.

Muittels struktureller Magnetresonanztomographie (MRT) kdnnen Substanzverluste der grauen
und weillen Substanz des Gehirns, wie Hippocampusatrophie oder
Temporallappendegeneration beurteilt werden. Funktionelle Magnetresonanztomographie
(fMRT) zeigt tUber die Messung des Blutsauerstofflevels VVerédnderungen der Gehirnaktivitat
wahrend der Durchfuhrung kognitiver Aufgaben an. Axonale Degeneration kann mit
diffusionsgewichteter MRT dargestellt werden. Positronen-Emissions-Tomographie (PET)
ermdglicht mit [*®F]-Fluordesoxyglucose als Radiopharmakon die Beurteilung des
Glucosemetabolismus (FDG-PET) oder mit dem Radiopharmakon [*'C]-Pittsburgh compound
B (PiB-PET) die Darstellung von Amyloidablagerungen im Gehirn (Ewers, Sperling et al.
2011). Klinisch eingesetzt werden an spezialisierten Zentren derzeit strukturelle MRT, sowie
PET-Verfahren.

2.1.43 Biomarker im Liquor
Mit den Proteinen APi.42, Gesamt-TAU-Protein (TAU) und phosphoryliertes TAU-Protein
181 (p-TAU) sind derzeit 3 Liquor-Biomarker im klinischen Gebrauch.

APi-42 Spiegelt den pathologischen Amyloidmetabolismus wider und ist bei Patienten mit
Demenz bei AK im Liquor signifikant erniedrigt. Dies wird darauf zurtickgefthrt, dass durch
die Aggregation von AP in zerebralen Plaques der Anteil an AP, welcher in den Liquor
diffundiert, verringert wird (Blennow, Hampel et al. 2010). Studien zeigen einen inversen
Zusammenhang zwischen Aps.s2-Konzentrationen im Liquor und der Menge an zerebralen
amyloiden Plaques bzw. fibrillarem A, welche durch PiB-PET oder bei der Autopsie
bestimmt wurden (Fagan, Mintun et al. 2006, Tapiola, Alafuzoff et al. 2009). Die
Verringerung der Api.4-Konzentrationen geht der Erhohung der TAU-Konzentrationen
zeitlich voran und wurde schon bei alteren, kognitiv gesunden Menschen beobachtet, welche
in der nachfolgenden Zeit eine Demenz bei AK entwickelten (Skoog, Davidsson et al. 2003,
Gustafson, Skoog et al. 2007).

11
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TAU ist ein axonales Protein, welches an Mikrotubuli bindet und deren Stabilitdt und
Formation beeinflusst. Erhéhte Konzentrationen von TAU im Liquor zeigen krankheits-
unspezifisch die Degeneration von Neuronen im Gehirn an. So finden sich erhohte TAU
Konzentrationen nicht nur bei AK-Patienten, sondern auch voriibergehend nach
Schlaganféallen oder besonders ausgeprdgt bei Patienten mit stark neurodegenerativen
Erkrankungen, wie zum Beispiel der Creutzfeldt-Jakob-Erkrankung (CJD) (Otto, Wiltfang et
al. 1997, Hesse, Rosengren et al. 2001, Blennow, Hampel et al. 2010).

Im Gegensatz dazu Korreliert die Konzentration von p-TAU — an Position Thrl81 oder
Thr231 phosphoryliertes TAU-Protein — im Liquor AK-spezifisch sowohl mit der Menge an
neokortikalen Neurofibrillen als auch mit der Starke der Hippocampusatrophie (Hampel,
Burger et al. 2005, Buerger, Ewers et al. 2006). Die Kombination aus erhéhtem TAU und p-
TAU im Liquor spricht differentialdiagnostisch fur das Vorliegen einer AK und gegen eine
Demenz anderer Ursache (Blennow, Hampel et al. 2010).

Symptomatische AK-Patienten von kognitiv gesunden &lteren Menschen zu unterscheiden ist
durch jeden dieser drei Biomarker mit einer Sensitivitdt und Spezifitit von 80-90% mdglich.
Eine Kombination dieser Biomarker ermdglicht die Abgrenzung der AK gegenuber
Differentialdiagnosen wie Morbus Parkinson und Depression, sowie — wenn auch noch
unzureichend genau — gegeniiber Demenzen anderer Ursache wie frontotemporale, Lewy-
Korperchen- oder vaskuldare Demenz (Hampel, Buerger et al. 2004, Blennow, Hampel et al.
2010). Auch die Identifizierung von Féallen prodromaler AK unter Patienten mit MCI wird mit
dieser Biomarker-Kombination versucht. Eine individuelle Voraussage tiber die Entwicklung
einer Demenz bei AK bei kognitiv gesunden é&lteren Menschen ist mit den genannten

Biomarkern jedoch ungenau (Blennow, Hampel et al. 2010).

Eine Vielzahl von weiteren Liquor-Biomarkern fur die AK wurde in den letzten Jahren
vorgeschlagen, jedoch h&ufig mit nicht reproduzierbaren Ergebnissen. Mdgliche neue Liquor-
Biomarker sind unter anderem [-Sekretase-Aktivitét, kirzere Ap-lsoformen, AB-Oligomere,
APP, endogene Ap-Autoantikorper, neuronale und synaptische Marker (z.B. Visinin-like
Protein 1), F2-Isoprostane und l6sliches Amyloidvorlauferprotein o und B (engl: soluble

amyloid precursor protein, SAPPa/B) (Blennow, Hampel et al. 2010). Die Vorteile von sAPPf3
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gegenuiber anderen Biomarkern und die aktuelle Studienlage zu sAPPp als Biomarker fur die

AK werden separat besprochen (s. 2.2).

2.14.4 Biomarker im Blut
In den vergangenen Jahren wurden einige Stoffe auf ihre Eignung als blutbasierte Biomarker
fir die AK hin getestet — mit maRigem Erfolg.

Der am besten untersuchte Plasma-Biomarker fir die AK ist A (Blennow, Hampel et al.
2010). So fanden einige Studien Zusammenhénge der Konzentrationen von APi.4p, bzw.
AP1-40 iIm Plasma oder deren Verhéltnis zueinander mit dem Vorliegen oder der Vorhersage
einer Demenz bei AK (Mayeux, Honig et al. 2003, Pomara, Willoughby et al. 2005, van
Oijen, Hofman et al. 2006, Graff-Radford, Crook et al. 2007). Andere Studien konnten diese
Zusammenhange jedoch nicht bestétigen (Irizarry 2004). Die Inkonsistenz dieser Ergebnisse
kdnnte darin begrundet sein, dass AP auch aulerhalb des Gehirns produziert wird (Mehta,
Pirttila et al. 2000) und aufRerdem als lipophiles Molekil an Plasmaproteine bindet
(Koudinov, Berezov et al. 1998, Kuo, Emmerling et al. 1999), wodurch maskierende Effekte

bei der Messung mit Immuno-Assays auftreten.

In einer weiteren Studie wurden 18 Signalproteine im Plasma identifiziert, mit denen gesunde
Kontrollprobanden von Patienten mit einer Demenz bei AK mit 90%iger Sicherheit
unterschieden werden konnten und mit deren Hilfe eine Progression von MCI zu Demenz bei
AK vorhergesagt werden konnte. Diese 18 Proteine wurden aus insgesamt 120 getesteten
Proteinen  herausgefiltert und erfullen unterschiedlichste  Funktionen fur die

Signaltransduktion, Immunantwort und Hamatopoese (Ray, Britschgi et al. 2007).

Erste Hinweise auf eine potentiell mdgliche Erkennung der Alzheimer-Krankheit im
praklinischen Stadium durch eine Blutuntersuchung lieferte eine Studie mit einem
lipidomischen Ansatz (Mapstone, Cheema et al. 2014). Eine Reproduktion der Ergebnisse der
proteomischen bzw. lipidomischen Studien steht noch aus.

Weitere auf ihre Verwertbarkeit als AK-Biomarker untersuchte Plasma-Molekule sind unter
anderem Komplementfaktor H und ay-Makroglobulin (Hye, Lynham et al. 2006), das
Verhéltnis der Mikrozirkulationsmarker mittelregionales pro-atriales natriuretisches Peptid
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(MR-proANP) und C-terminales Endothelin-1 (Buerger, Ernst et al. 2009), sowie

Homozystein und C-reaktives Protein (Lepara, Alajbegovic et al. 2009).

Bis auf das hydrophobe und auch peripher produzierte A fehlt all diesen Biomarkern der
unmittelbare Bezug zur Pathogenese der AK unter Voraussetzung der Amyloid-Hypothese.
Ein Biomarker, dessen Position in der Amyloidkaskade klar definiert ist, der im Blut gelost
vorliegt und der einen Zwischenschritt und nicht den Endpunkt der Pathogenese reprasentiert,
ist SAPP.

2.145 Wertigkeit der diagnostischen Verfahren

In einer Analyse der Datenbank der ,,Alzheimer's Disease Neuroimaging Initiative* (ADNI)
wurde 2011 die prognostische Wertigkeit von individuellen Risikofaktoren, klinischen
Testverfahren, von Substanzverlusten im MRT und der Biomarker TAU und Ap;.42 im Liquor
miteinander verglichen. In einer Stichprobe von Patienten mit MCI zeigte sich eine
Uberlegenheit der Kklinischen kognitiven Testverfahren gegentiber den meisten MRT- und
Liquorbiomarkern fiir die Prognose einer Progression zur AK in einem Follow-up-Zeitraum
von 2 Jahren (Gomar, Bobes-Bascaran et al. 2011). Neue bildgebende Verfahren wie FDG-
PET bzw. PiB-PET oder Biomarker wie p-TAU oder sAPPB wurden in dieser Untersuchung
nicht bertcksichtigt. Im Hinblick auf das langfristige Ziel — die AK bereits im praklinischen
Stadium zu erkennen — sind kognitive Tests jedoch nicht geeignet und daher ist die Forschung

an Pathophysiologie und Biomarkern der AK weiterhin von entscheidender Bedeutung.

Die Unsicherheit der Diagnose in der Friiherkennung erfordert einen verantwortungsvollen
Umgang mit der Information, die durch die Bestimmung von Biomarkern gewonnen wird. In
Anbetracht der Tatsache, dass bisher noch keine langfristig wirksame Therapie der AK
existiert (s. 2.1.5) sind die psychischen und sozialen Konsequenzen einer Frihdiagnose zu
bedenken. Mdgliche Folgen wie Depression, Suizidalitat, Veranderung sozialer Beziehungen
und die Unsicherheit der beruflichen Zukunft kénnen die Lebensqualitat deutlich herabsetzen.
Die Beobachtung des Verlaufs einer dementiellen Erkrankung durch klinische Tests und
Biomarker-Bestimmungen ist sowohl aus differentialdiagnostischen wie auch aus
wissenschaftlichen Griinden dennoch angezeigt. Dabei ist zu beachten, dass eine Diagnose nie
ohne Beriicksichtigung der klinischen Symptome gestellt werden sollte. Die Patienten sollten
mit der Information nicht alleine gelassen, sondern begleitet werden. Spezielle Programme,
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welche biologische, psychische und soziale Aspekte der Erkrankung mitberiicksichtigen
mussen dringend entwickelt werden, um Patienten mit demenziellen Erkrankungen und deren

Angehorigen suffiziente Hilfestellung anbieten zu kdnnen. (Perneczky and Kurz 2012)

2.1.5 Therapie

Die derzeit zugelassenen Behandlungsoptionen fiir Demenz bei AK beschranken sich auf
wenige symptomatisch wirkende Medikamente in Kombination mit nicht-medikamenttsen
Therapieansétzen. Diese beinhalten sowohl Geddachtnistraining als auch Hilfestellungen zum

Umgang mit der Krankheit fur Patienten und Angehorige.

Basierend auf der ,.cholinergen Hypothese“, welche einen Mangel an Acetylcholin im
erkrankten Gehirn als wichtige ursachliche Komponente der kognitiven Symptomatik ansieht,
werden Acetylcholinesterase-Inhibitoren zur Stabilisierung der Gedachtnisleistung eingesetzt.
Der Effekt dieser Medikamente hélt jedoch nur fir maximal 12 bis 24 Monate an und

verlangsamt nicht den Nervenzelluntergang (Giacobini 2000, Haas 2012).

Als weiterer Faktor der Neurodegeneration bei AK wurde eine neuronale Uberstimulation
durch Glutamat an NMDA-Rezeptoren festgestellt (Lau and Tymianski 2010), weshalb der
NMDA-Rezeptorantagonist Memantin zur medikamentésen AK-Therapie eingesetzt wird.
Die neuroprotektive Wirkung von Memantin ist jedoch ebenfalls nicht von langer Dauer
(Haas 2012).

Zusétzlich sind einige Nootropika wie Ginko Biloba zur Behandlung der AK zugelassen,

deren Wirksamkeit jedoch umstritten ist (Birks and Grimley Evans 2009).

Ziel der derzeitigen pharmakologischen Forschung ist die Entwicklung von Pharmaka, welche
direkt den pathophysiologischen Prozess der AK gemdR der Amyloid-Hypothese
beeinflussen. In Kklinischen Tests befinden sich daher aktuell eine Vielzahl von B- und y-
Sekretaseinhibitoren, o-Sekretase-stimulierende Medikamente, sowie Inhibitoren der Ap-
Aggregation. Ein weiterer Ansatz in diese Richtung ist die antikdrperbasierte Ap-
Immunotherapie (Haas 2012).

Gerade im Hinblick auf neue therapeutische Ansatze, welche den AK-pathophysiologischen
Prozess beeinflussen sollen, ist die Erkennung dieses Prozesses bereits vor dem Auftreten

klinischer Symptome entscheidend.
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Fazit:

Den neurodegenerativen Prozess der AK rechtzeitig zu erkennen und noch vor dem Auftreten
der demenziellen Symptomatik zu stoppen oder mal3geblich zu verzdgern ist die Vision der

aktuellen Demenzforschung.
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2.2  Losliches Amyloidvorlauferprotein p als neuer Biomarker fur die
Alzheimer-Krankheit

2.2.1 Struktur

SAPPB ist ein 654 Aminosauren langes Protein und entsteht bei der enzymatischen
Prozessierung von APP durch die B-Sekretase (s. Abb. 1, Abb. 2). Von APP existieren 3
Isoformen von je 770, 751 und 695 Aminosduren L&nge, wobei letztere ausschliellich in
Neuronen exprimiert wird (Rohan de Silva, Jen et al. 1997). Die funktionellen Einheiten des
sAPPB Molekiils sind in Abbildung 2 schematisch dargestellt.

Abbildung 2: Schematische Darstellung der funktionellen Struktur von sAPPB.

Membran
Lumen [ ] Zytosol

R-Sekretase

SAPPR
a W i
B T (ke

. Heparin-Bindungsstellen (96-110, 131-166, 316-346, 382-447)
B GFLD Domane (28-123)
B RERMS Sequenz (319-335)

« Kupfer-bindende Domane (135-155)
— Zink-bindende Domane (181-200)

« Neurotrophe Domanen
«— Neuroprotektive Domanen

Das sAPPB-Molekiil enthilt sowohl neurotrophe als auch neuroprotektive Doméanen. Die Heparin-Bindungsstellen (HBS)
an Postition 316-346 und die der GFLD (96-110), sowie die RERMS Sequenz fordern das Neuritenwachstum. GFLD und
eine weitere HBS (382-447) haben neuroprotektive Eigenschaften. Die KPI Sequenz findet sich nur in nicht-neuronalen

sAPP-lsoformen.

Abkiirzungen: sAPPB=losliches Amyloidvorlauferprotein Beta; AB=Amyloid Beta, CTF=carboxy-terminales Fragment;
KPI=Kunitz-Protease-Inhibitor; GFLD=growth factor like domain; RERMS=Einbuchstabencode der fiinf Aminosaduren (AS)

dieser Sequenz; die Zahlen beziehen sich auf die Position der AS in der 695 AS langen APP-Isoform.

Grafik und Text modifiziert nach Chasseigneaux und Allinquant (Chasseigneaux and Allinquant 2012). Abbildung in

abgednderter Form publiziert (Perneczky, Alexopoulos et al. 2014).
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2013 wurden zwei C-terminale Varianten von sAPPB bestimmt: SAPPB-M671, sowie SAPPj-
Y681. Die Positionsangaben beziehen sich hierbei auf die das 770 Aminosauren lange APP
(Brinkmalm, Brinkmalm et al. 2013).

2.2.2 Eigenschaften

Es wurden einige funktionelle Einheiten von sAPPf beschrieben, welche alle auch Teil von
APP und sAPPa sind, da diese Proteine die sAPPB-Sequenz jeweils komplett beinhalten. Die
Funktionen der gemeinsamen Einheiten scheinen in allen drei Molekilen identisch zu sein,
sodass die funktionellen Unterschiede auf die jeweils zusétzlichen carboxyterminalen
Fragmente von APP und sAPPa zuriickzufiihren sind (Chasseigneaux and Allinquant 2012).

Einige Domanen von sAPPB (HBS, GFLD, RERMS, s. Abb. 2) scheinen neurotrophe
Funktionen zu besitzen (Chasseigneaux and Allinquant 2012). In vitro zeigten neuronale
Zellkulturen durch die Zugabe von sAPPa oder sAPPB verringerte Zelladhdsion und
verstarktes axonales Wachstum (Chasseigneaux, Dinc et al. 2011). Die neuronale
Differenzierung von menschlichen embryonalen Stammzellen wird von sAPPJ stérker

induziert als von sAPPa (Freude, Penjwini et al. 2011).

In Studien mit Knockout-M&usen wies sAPPJ verschiedene neuroprotektive Effekte auf. So
zeigte eine Studie aus dem Jahr 2010, dass die Funktion der neuroprotektiven Substanzen
Transthyretin und Klotho sAPPB-abhéngig, jedoch APP- und APP-like protein 2 (APLP2)-
unabhéngig ist (Li, Wang et al. 2010). Auch gegen Glukoseentzug, Excitotoxizitat, und Ap-
Toxizitat scheint sAPPpB neuroprotektiv zu wirken (Barger and Harmon 1997, Chasseigneaux
and Allinquant 2012). Insgesamt scheint der neuroprotektive Effekt von sAPPB jedoch
deutlich geringer zu sein als der von sAPPa, was auf die fehlenden 16 C-terminalen
Aminoséuren zurtickgefuhrt wird, welche sAPPB von sAPPa strukturell unterscheiden
(Chasseigneaux and Allinquant 2012).

Auch einige neurotoxische Effekte von sAPPB sind beschrieben. So hat SAPPB einen
stimulierenden Effekt auf Mikrogliazellen, welche inflammatorische Prozesse im Gehirn
auslosen (Barger and Harmon 1997). Eine weitere Studie zeigte, dass sAPPJ eine Rolle bei
der Apoptose peripherer Neuronen spielt, die kinstlich durch den Entzug von

Wachstumsfaktoren ausgeldst wurde. Dies erfolgte ber die Bindung von sAPPB an den
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neuronalen DR6-Rezeptor. Dieser VVorgang konnte auch zur zentralen Neurodegeneration der
AK beitragen (Nikolaev, McLaughlin et al. 2009).

Weiterhin scheint sAPPP im Gegensatz zu sAPPa keine Rolle bei der Langzeitpotenzierung
zu spielen (Chasseigneaux and Allinquant 2012).

Die Ergebnisse fuhren zu dem Schluss, dass die APP-Prozessierung auf dem amyloidogenen
Weg nicht ausschlieBlich schadliche Effekte hat. Ein moglicher therapeutischer Ansatz sollte
die AB-Produktion daher wohl eher modulieren als inhibieren (Chasseigneaux and Allinquant
2012).

2.2.3 Eignung

1998 veroffentlichten das “Ronald and Nancy Reagan Research Institute of the Alzheimer's
Association” und die ‘“National Institute on Aging Working Group” Kriterien daftr, welche
Eigenschaften ein idealer Biomarker fir die AK aufzuweisen hat. Demnach sollte der
Biomarker (1) ein grundlegendes Merkmal des AK-pathophysiologischen Prozesses
erkennen, (2) in seiner Genauigkeit durch neuropathologische Untersuchungen bestétigt sein,
(3) prazise sein und eine hohe differentialdiagnostische Genauigkeit auch im Frihstadium
besitzen, (4) eine hohe Reliabilitat haben, (5) nicht invasiv, (6) technisch leicht zu bestimmen

und (7) diese Bestimmung kostenginstig sein (Assoc 1998).

Die Punkte (6) und (7) schranken die klinische Anwendung der bildgebenden Verfahren
MRT, fMRT, sowie FDG-PET und PiB-PET auf eine breite Masse von Patienten ma3geblich
ein. Vor allem fMRT und PET-Untersuchungen sind teuer, zeit- und materialaufwéndig und
nur an spezialisierten Zentren durchfiihrbar. AulRerdem sollte die Strahlenbelastung und damit

Invasivitat einer PET-Untersuchung nicht auBer Acht gelassen werden (5).

Die derzeit gebrdauchlichen Liquor-Biomarker erftillen alle geforderten Kriterien bis auf (5)
und (6). Die Gewinnung von Liquor durch eine Lumbalpunktion ist eine fiir Patienten
unangenehme invasive MaBnahme und nicht bei jedem Patienten durchfihrbar.
Kontraindikationen fur eine Lumbalpunktion sind unter anderem Blutgerinnungsstérungen,
lokale Infektionen und erhohter intrakranieller Druck. Als Komplikationen kdnnen
Infektionen, Blutungen und in 9-26% der Falle (je nach Beschaffenheit der verwendeten
Nadel) postspinaler Kopfschmerz auftreten (Wright, Lai et al. 2012).
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Neuropsychologische Tests sind zwar keine Biomarker, koénnen aber dennoch als
diagnostisches Mittel der AK mit den oben genannten Kriterien validiert werden. So erfillen
sie einige der genannten Kriterien wie (5) und (7), konnen die Erkrankung jedoch erst
erkennen, wenn sie bereits symptomatisch geworden ist. In der Friuhphase der MCI-
Symptome ist die Abgrenzung der AK von wichtigen Differentialdiagnosen (3) wie der
frontotemporalen Demenz allein auf der Basis neuropsychologischer Tests schwierig (Storey,
Slavin et al. 2002).

Ein blutbasierter Biomarker, der eine direkte Rolle in der Amyloidkaskade hat, AK-
spezifische Veranderungen zeigt und mit einer gangigen Labormethode zu bestimmen ist,
wirde alle geforderten Voraussetzungen erflllen. Eine Blutentnahme ist kaum invasiv,

kostenguinstig, komplikationsarm und meist einfach durchzufuhren.

SAPPS im Liquor hat gegenuber den derzeit gebrauchlichen Liquor-Biomarkern den Vorteil,
dass es ein Zwischen- und nicht das Endprodukt auf dem Weg zur Amyloidpathologie
darstellt. Veranderungen der ApPi.4-Konzentration spiegeln bereits neurotoxische
Amyloidablagerungen wider, TAU und p-TAU schon irreversibel zerstorte Nervenzellen.
Konzentrationsanderungen von sAPPp im Liquor kdnnten somit Hinweise auf frilhere Stadien
im AK-pathophysiologischen Prozess liefern, was fur eine potentielle ursachliche Behandlung
entscheidende Vorteile bringen wiirde. Was bleibt sind die Nachteile einer Lumbalpunktion.

SAPP im Blut erfillt die Voraussetzungen beziiglich AK-Pathophysiologie (1), Invasivitat
(5), Durchfiihrbarkeit (6) und Kosten (7) und waére bei ausreichender diagnostischer

Genauigkeit ein ann&hernd idealer Biomarker zur Friiherkennung der AK.

2.2.4 Studienlage
Konzentrationen von sAPPJ im Liquor wurden bereits mehrfach auf ihre Verwertbarkeit als

Biomarker fir die AK getestet. Die Ergebnisse sind divergent.

So fanden schwedische Studien keine Unterschiede der sAPPB-Konzentrationen im Liquor
von Patienten mit Demenz bei AK, MCI und kognitiv gesunden Kontrollen (Zetterberg,

Andreasson et al. 2008, Johansson, Mattsson et al. 2011, Rosen, Andreasson et al. 2012).

Folgende Studien aus Deutschland widersprechen diesen Ergebnissen: Lewczuk et al. stellten

signifikant erhohte Konzentrationen von sAPPf im Liquor bei Patienten mit Demenz bei AK
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im Vergleich zu gesunden Kontrollen fest (Lewczuk, Popp et al. 2012). Die Ergebnisse einer
Follow-up Studie von Perneczky et al. sprechen fir sAPPp als Biomarker zur Friherkennung
der AK. Die Konzentrationen von sAPPB im Liquor waren innerhalb einer Gruppe von
Patienten mit MCI bei denjenigen Patienten signifikant erhéht, bei denen die kognitiven
Symptome Ausdruck einer prodromalen AK waren, im Gegensatz zu den Patienten, welche in

der Folgezeit keine Demenz bei AK entwickelten (Perneczky, Tsolakidou et al. 2011).

Weiterfuhrende Untersuchungen ergaben sowohl eine starke Korrelation der Liquor-
Konzentrationen von sAPPB und sAPPa bei Patienten mit Demenz bei AK bzw. MCI, sowie
bei gesunden Kontrollprobanden, als auch erniedrigte Konzentrationen von SAPPo/f im
Liquor von Patienten mit Demenz bei AK im Vergleich zu Patienten mit MCI. Letzteres
Ergebnis wird auf ein Uberwiegen potentieller neuroinflammatorischer und zerebrovaskulérer
Prozesse in der spaten Phase der Erkrankung im Gegensatz zum Uberwiegen der
Amyloidpathologie im MCI-Stadium zurtickgefuhrt und bestérkt das Potential von SAPP zur
Friherkennung der AK. Weitere Ergebnisse waren hohere Liquorkonzentrationen von sAPPa
und sAPPB bei weiblichen im Vergleich zu ménnlichen AK-Patienten, sowie ein fehlender
Einfluss des ApoE &4 Allels auf die Konzentrationen von sAPPa/B (Alexopoulos, Tsolakidou
et al. 2012). Zuséatzlich konnten Zusammenhénge zwischen der Amyloid- und der TAU-
Pathologie des AK-pathophysiologischen Prozesses Uber Konzentrationen von sAPPB, TAU
und loéslichem ,.Sortilin-related Rezeptor“ (SORL1) im Liguor in Korrelations- bzw.
Regressionsmodellen gezeigt werden (Alexopoulos, Guo et al. 2012). Eine positive
Korrelation der Liquor-Konzentrationen von sAPPP und der Aktivitdt der B-Sekretase bei
Patienten mit Demenz bei wahrscheinlicher AK wurde ebenfalls nachgewiesen und kann
durch den Vorgang der enzymatischen APP-Prozessierung (s. 2.1.2) erklart werden
(Tsolakidou, Alexopoulos et al. 2013).

Diese Ergebnisse unterstreichen die Notwendigkeit der weiteren Forschung an sAPPB im
Liquor als Biomarker fur die AK.

Zur Verwendung von sAPPp als blutbasiertem Biomarker fur die AK lagen noch keine Daten
vor. Lediglich in einer Studie zu schwerem Autismus wurde neben einer Erhdhung der
SAPPa- eine verminderte sAPPB-Konzentration im Plasma der Patienten im Vergleich zu
gesunden Kontrollprobanden gemessen (Ray, Long et al. 2011).
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2.3 Zielsetzung

Die Erkennung der AK-Pathologie im fruhestmdglichen Stadium ist fur die AK-Forschung
von entscheidender Bedeutung. Studien zeigen, dass der Biomarker sAPPB den aktuell
Klinisch eingesetzten Biomarkern APi.42, TAU und p-TAU in der Friherkennung uberlegen

sein kdnnte.

Vor diesem Hintergrund sollten die Mdglichkeiten von sAPPp als Biomarker fur die AK
durch neue Messergebnisse von verschiedenen Seiten beleuchtet werden. Hierzu dienten die
Biomaterialien Liquor und Blut.

2.3.1 Qualitatskontrollen

Die Etablierung eines neuen Biomarkers erfordert eine Kontrolle der Qualitat der Messungen
durch labortechnische Methoden. Die Aussagekraft der Messergebnisse von sAPP in den
verschiedenen Biomaterialien sollte durch diese Methoden bewertet werden.

2.3.2 Losliches Amyloidvorlauferprotein g im Liquor

Die Ergebnisse aus einer VVorgéangerstudie zu léslichem Amyloidvorlauferprotein im Liquor
(Perneczky, Tsolakidou et al. 2011) sollten durch die Einbeziehung einer neu rekrutierten,
kognitiv gesunden Kontrollgruppe in einen breiteren Kontext gestellt werden. Ermdglicht
durch die Nachbestimmung des Biomarkers p-TAU, sollten Kombinationen aus allen derzeit
Klinisch eingesetzten Liquor-Biomarkern fur die AK in Kombination mit sAPPB auf ihre
Vorhersagekraft fir die Entwicklung einer Demenz bei AK bei vorliegender MCI getestet

werden.

2.3.3 Losliches Amyloidvorlauferprotein g im Blut

Durch den Vergleich von Patienten mit Demenz bei AK mit einer kognitiv gesunden
Kontrollgruppe sollte die Eignung von sAPPp als blutbasierter Biomarker bewertet werden.
Aulerdem sollte gezeigt werden, ob ein Zusammenhang der Konzentrationen von sAPPf im
Blut und Liquor besteht.
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3 Material und Methoden

3.1 Gesamtkollektiv

Das Gesamtkollektiv setzte sich aus 56 Patienten mit MCI, 31 Patienten mit Demenz bei AK
und 30 gesunden Kontrollprobanden zusammen. Fur die vorliegende Studie wurden die
Patienten und Probanden je nach Diagnose, sowie Verfligbarkeit von Biomaterial und
Messergebnissen zum Zeitpunkt 5/2012 in verschiedene Untergruppen aufgeteilt. Die Studie
wurde gemdl den Richtlinien der ,,Deklaration von Helsinki zu ethischen Grundsitzen fiir die

medizinische Forschung am Menschen* durchgefiihrt.

3.1.1 Patienten

Die Gruppe der Patienten mit Demenz bei AK bestand aus 16 Ménnern und 15 Frauen, die im
Zeitraum vom 1.9.2010 bis 16.12.2011 in der psychiatrischen Klinik des Klinikums Rechts
der Isar der Technischen Universitit Minchen (MRI) von den behandelnden Arzten auf
kognitive Erkrankungen hin untersucht wurden. Die Rekrutierung der Gruppe von MCI-
Patienten (29 Manner und 27 Frauen), deren Selektion nach Ein- und Ausschlusskriterien,
Erhebung von Follow-up-Daten und Gruppenzuordnung nach Verlauf sind nicht Teil dieser

Arbeit, sondern Gegenstand einer VVorgangerstudie (Perneczky, Tsolakidou et al. 2011).

Die Diagnosestellung nach ICD 10 einer Demenz bei AK (F00.-*) oder einer leichten
kognitiven Storung (F06.7) erfolgte nach Anamnese, korperlicher Untersuchung,
psychometrischer Testung, sowie bildgebenden Verfahren und Blutuntersuchung im Labor.
Die Blutuntersuchung beinhaltete sowohl Tests auf Differentialdiagnosen, wie zum Beispiel
metabolische (z.B. Hypothyreose) oder infektiologische (z.B. Neuroborreliose) Ursachen, als
auch eine Bestimmung des ApoE-Genotyps. Bei einem Teil der Patienten wurde zusétzlich
eine Lumbalpunktion mit anschlielender Liquoruntersuchung auf die AK-Biomarker A;.42,
TAU und p-TAU durchgefihrt.

Alle Patienten unterzeichneten die ,,Einverstdndniserklarung zur Aufbewahrung und Analyse
entnommener Blut- und Gewebeproben sowie von Datenmaterial aus bildgebenden

Untersuchungen des Gehirns zum Zwecke der Diagnostik, der Wissenschaft und der Lehre®.
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3.1.2 Kontrollprobanden

Die Gruppe der kognitiv gesunden Kontrollprobanden setzte sich aus Patienten zusammen,
die sich am MRI im Zeitraum vom 17.05.2011 bis 12.01.2012 einem chirurgischen Eingriff
unterzogen, der in Spinalandsthesie durchgefiihrt wurde. Die Operationen betrafen
orthopédische Erkrankungen der unteren Extremitat (z.B. Hallux valgus), sowie urologische
Erkrankungen (z.B. transurethrale Resektionen bei Blasentumoren bzw. benigner
Prostatahyperplasie).

Hierfur wurden die Patienten vor der Operation uUber das Wesen und die Bedeutung der Studie
sowie Uber die Freiwilligkeit der Teilnahme ausfihrlich aufgekléart. Die Einwilligung zur
Anamnese und psychometrischen Testung, zur Entnahme von Blut und Liquor, sowie der
Nutzung von Biomaterial fir Forschungszwecke erfolgte schriftlich. Die Patienten wurden
mittels einer internistischen, neurologischen und psychiatrischen Anamnese, Erhebung
demographischer Angaben, sowie psychometrischer Testungen auf die Ein- und

Ausschlusskriterien zur Teilnahme an der Studie getestet.

Einschlusskriterien bei der Rekrutierung waren ein Mindestalter von 50 Jahren sowie
internistisch gesunde oder nur leicht in ihrer Leistungsfahigkeit eingeschrankte Patienten
gemal der Klassifikation der American Society of Anesthesiologists (ASA) — Status 1 bis 2 —
bei einem elektiven Eingriff.

Ausschlusskriterien waren neurologische oder psychiatrische Begleiterkrankungen, eine
transfusionspflichtige Andmie, eine herabgesetzte kognitive Leistungsfahigkeit und eine

affektive Begleiterkrankung, sowie ein ASA-Status gréfiier 2.

Die Entnahme von jeweils vier Milliliter Liquor erfolgte nach Punktion des Spinalkanals und
unmittelbar vor der Injektion des Andsthetikums zur Spinalanasthesie (Carbostesin 0,5 %
isobar), sodass keine zusétzliche Lumbalpunktion nétig war. Die Blutentnahmen erfolgten aus
der peripher-vengsen Verweilkanile, welche den Patienten im Rahmen der Narkoseeinleitung

gelegt wurde.
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3.2 Methoden

3.2.1 Kilinische Testverfahren

Kognitive Einschrankungen der Patientengruppe wurden durch die betreuenden Arzte
psychometrisch mittels des Fragebogens des Consortium to Establish a Registry for
Alzheimer’s Disease — CERAD (Morris, Mohs et al. 1988), des ,,Clinical Dementia Rating*
Fragebogens (Hughes, Berg et al. 1982) und des Uhrentests nach Shulman (Shulman 2000)

objektiviert.

Der kognitive Status der Kontrollprobanden wurde mit einem Fragebogen zur subjektiven
kognitiven Leistungsfahigkeit, Subjective Memory Complaints (Geerlings, Jonker et al.
1999), sowie mit dem Mini-Mental-Status Test — MMST (Folstein, Folstein et al. 1975)
beurteilt. Eine relevante affektive Begleiterkrankung wurde mit der Durchfihrung des
»Montgomery-Asberg Depression Rating Scale* Fragebogens — MADRS (Montgomery and
Asberg 1979) ausgeschlossen.

3.2.2 Labordiagnostik

Die Blut- und Liquorproben wurden unmittelbar nach der Entnahme verarbeitet. Je 80 % des
entnommenen Liquors wurden zehn Minuten bei 3148 x g zentrifugiert, aliquotiert, zunachst
bei -20 °C und zur langfristigen Lagerung bei -80 °C eingefroren. Die restlichen 20 % wurden
zur neurologischen Basis-Liquordiagnostik (Zellzahl, Glucose-, Lactat-, Gesamtprotein-,
Albumin- und Immunglobulinkonzentrationen) in das Liquorlabor der Neurologischen Klinik
und Poliklinik des MRI weitergeleitet. Die Serum- und EDTA-Monovetten wurden je 15
Minuten bei 2000 x g zentrifugiert und das so gewonnene Serum und Plasma ebenfalls

aliquotiert und bei -20 °C bzw. -80 °C eingefroren.

3221 Konzentrationsbestimmung von l6slichem Amyloidvorlauferprotein

durch Immunoassay-Verfahren

3.2.21.1 Prinzip und Durchfiihrung der Immunoassays

Zur Konzentrationsbestimmung von sAPPB im Liquor und im Plasma wurden die
Immunoassays der Firma ,Immuno-Biological Laboratories* (IBL), ,,Human sAPPB-w
(highly sensitive)* - Assay IP 27732 und ,,Human sAPPB-w (Wild Type Assay)*“ - Assay IP
27722, verwendet.
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Hierbei handelt es sich um ,,sandwich — enzyme linked immunosorbent assays* (Sandwich-
ELISASs). Bei dieser Art der Protein-Konzentrationsbestimmung binden zwei verschiedene
Antikorper an unterschiedliche Epitope des zu bestimmenden Proteins. Der erste Antikorper
(Capture-Antikorper) fixiert das Protein auf einer Mikrotiterplatte. An den zweiten Antikdrper
(Detektions-Antikdrper) ist ein Enzym gekoppelt. Dieses Enzym bewirkt nach Zugabe eines
Chromogens einen Farbumschlag. Mittels Photometrie wird die Absorption von Licht einer
definierten Wellenldnge durch den Reaktionsansatz gemessen, aus der die Konzentration des

zu bestimmenden Proteins mit Hilfe einer Standardkurve errechnet werden kann.
Der in der vorliegenden Studie verwendete Assay besteht aus folgenden Komponenten:

e Eine 96-Well Mikrotiterplatte, die mit ,,Anti-Human sAPPB-wild Type Rabbit IgG*
als Capture-Antikorper beschichtet ist

e Der Detektionsantikorper ,,Anti Human APP (R101A4 bzw. 10D1) Mouse IgG*, an
den das Enzym Meerrettichperoxidase (engl: horseradish peroxidase, HRP) gekoppelt
ist

e Der Standard — rekombinantes humanes sAPPB-Wildtyp Protein

e Eine Pufferlosung (EIA Puffer) aus 1 % bovinem serumalbumin (BSA) und 0,05 %
Polysorbat 20 (Tween20) in phosphatgepufferter Salzlésung (PBS)

e Tetramethylbenzidin- (TMB) Ldsung als Chromogen

e H,SO4 L6sung zum Stoppen der Farbreaktion

e Eine Waschlosung (40X) aus 0,05 % Tween20 in Phosphat-Puffer

Zundachst wurde durch serielle Verdiinnung des Standards mit EIA-Puffer eine Standardreihe
mit den Konzentrationen 50 ng/ml, 25 ng/ml, 12,5 ng/ml, 6,25 ng/ml, 3,13 ng/ml, 1,56 ng/ml
und 0,78 ng/ml, sowie ein ,,Test Sample Blank* aus reinem EIA-Puffer hergestellt. Die zu
testenden Plasma- bzw. Liquorproben wurden auf Raumtemperatur gebracht und ebenfalls
mit EIA-Puffer verdiinnt. Die passende Verdinnung ist von der Art des Biomaterials und dem
Messbereich des verwendeten Assays abhéngig (s. 4.3.2; 5.3.2). Es wurden je 100 pl der
Standardreihe, des Test Sample Blanks und des verdiinnten Biomaterials in die Wells der mit
dem Capture-Antikorper beschichteten Mikrotiterplatten pipettiert. Die Platten wurden tber
Nacht bei 4 °C inkubiert. Nach mehrfachem Waschen wurden je 100 pl des mit EIA-Puffer

verdunnten Detektionsantikdrpers in die Wells pipettiert und 30 Minuten bei 4 °C inkubiert.
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Die Platten wurden nun wieder gewaschen, worauf die Wells mit je 100 pl des Chromogens
TMB versetzt wurden. Nach einer 30-minutigen Inkubation bei Raumtemperatur wurde die
Reaktion mit der H,SO,4 L6sung gestoppt. Alle Inkubationsschritte fanden lichtdicht statt.

Die photometrische Messung bei 450 nm erfolgte mit dem Photometer ,,FLUOstar Omega,
BMG Labtech*; die Berechnung der blank-korrigierten Konzentrationen mit der zugehorigen
Software ,,MARS Data Analysis Software*, Version 2.40.

Alle Arbeitsschritte erfolgten nach Protokoll des Herstellers.

32212 Wahl des Biomaterials und der passenden Verdinnung
Liquor wurde bereits in einigen Studien als Biomaterial zur Messung von sAPPj-

Konzentrationen verwendet (Perneczky, Tsolakidou et al. 2011).

Fur die Messung von sAPPp im Blut standen Serum und Plasma als mogliche Biomaterialien
zur Verfligung. Zur Auswahl des geeigneten Materials wurden von 8 Patienten je Serum- und
Plasmakonzentrationen von sAPPP gemessen, die Ergebnisse analysiert und eine

Studienrecherche zu diesem Thema durchgefihrt.

Zur Wahl der passenden Verdinnung wurden 8 Proben in unterschiedlich starken
Verdinnungen gemessen. Die Ergebnisse der Messungen dieser Proben mit den

Verdunnungsfaktoren 0, 2, 4, 5, 8, 10 und 15 wurden miteinander verglichen.

3.2.2.1.3 Qualitatskontrollen

Die Messung von sAPPB im Liquor mittels Immunoassay war noch wenig etabliert, die
Messung im Plasma war neu (5/2012). Zur Kontrolle der Zuverlassigkeit der Messergebnisse
wurden daher folgende Qualitatskontrollen zusétzlich zu den vom Hersteller vorgesehenen

Kontrollen (Blank und Reinheitskontrolle) durchgefiihrt:

Die Messung der in der Studie verwendeten Konzentrationen erfolgte in Duplikaten. Zur
Sicherung der Reliabilitdt innerhalb einer Reaktionsplatte wurden auf einer Platte 4
Plasmaproben 7- bzw. 8-fach jeweils mit und ohne Spike aus rekombinantem Protein

gemessen.
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Zwei Pools aus mehreren Plasma-, bzw. Liquorproben wurden hergestellt und auf jeder Platte
gemessen, um die Vergleichbarkeit der Ergebnisse von unterschiedlichen Platten zu
gewahrleisten.

Spikeproben aus rekombinantem Protein mit unterschiedlich hohen, definierten
Konzentrationen von sAPP wurden zu einem Teil der Proben hinzugefugt. Eine
ausreichende Wiederfindung dieser Spikes in der Konzentrationsmessung war eine

Voraussetzung fur die Verwertung der Daten.

Um die Vergleichbarkeit der Immunoassays ,,Human sAPPB-w (highly sensitive)* und
,2Human sAPPB-w (Wild Type Assay)“ zu testen, wurden 5 Liquorproben mit beiden Assays
gemessen und die Abweichungen bestimmt.

Die Bedeutung der Prdanalytik wurde durch Altern des Biomaterials bei Raumtemperatur
uber mehrere Tage, sowie durch mehrere Gefrier-Tau-Zyklen des Plasma- bzw. Liquorpools

beurteilt.

3.2.2.2 Bestimmung des ApoE-Genotyps mittels Genamplifikation und
Gelelektrophorese

Die Genotypisierung setzte sich aus den Teilschritten DNA-Extraktion aus Vollblut,

Genamplifikation durch die Polymerase-Kettenreaktion (engl. polymerase chain reaction,

PCR), Restriktionsanalyse des PCR-Produkts, sowie Zuordnung der Bandenmuster zum

Genotyp zusammen.

3.2221 DNA-Extraktion aus Vollblut

Zum Lysieren der Erythrozyten wurde das EDTA-BIlut mit Erythrozyten-Lyse-Puffer (RBC
Lysis Solution) versetzt. Nach Zentrifugation wurde der Uberstand verworfen und die im
Prazipitat abgesetzten Leukozyten Uber Nacht in einem Zell-Lyse-Puffer (eng. cell lysis
solution, CLS, Qiagen) aufgeldst. CLS lysiert Zellen und RNA und stabilisiert gleichzeitig die
vorhandene DNA. Zur Erhoéhung der Reinheit der ausgefallenen DNA folgte eine
Proteinprézipitation mit Ammoniumacetat, Ausfallung der DNA in Isopropanol und ein
Waschschritt der DNA mit 70 % Ethanol. Zur Aufbewahrung wurde die DNA in ,,DNA
Hydration Solution® (Qiagen) rekonstituiert.
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3.2.2.22 Genamplifikation durch die Polymerase-Kettenreaktion
Die PCR ermdglicht es definierte DNA-Fragmente zu amplifizieren und wurde 1983 von Kry
Mullis entwickelt.

Die Doppelhelix der DNA wird hierflr durch thermische Denaturierung bei 94 °C in ihre 2
Einzelstrange aufgetrennt. Nach Abkihlung auf 55 °C kdnnen 2 zuvor hinzugeflgte Primer
an die Einzelstrdnge binden. Primer sind Oligonukleotide, die komplementér an einen vorher
definierten Abschnitt jeweils eines der DNA-Einzelstrdnge binden (annealing). Ausgehend
von den gebundenen Primern synthetisiert eine thermostabile (Tag-) DNA-Polymerase bei 72
°C die komplementdaren DNA-Strdnge mit den ebenfalls vorher hinzugefugten
Desoxyribonukleosid-Triphosphaten in 5°-3° Richtung. Nach erneuter Denaturierung kdnnen
die Primer an den jeweils neu synthetisierten Gegenstrang binden, der nun ebenfalls von der
Tag-Polymerase in 5°-3° Richtung verldangert wird, wodurch DNA-Fragmente in definierter
Lange entstehen. Diese werden durch mehrfache Wiederholung des Vorgangs exponentiell

vervielfaltigt.

Bei der in der Studie durchgefuhrten Genamplifikation von ApoE wurden Primer aus

TM)’

individueller  Kundensynthese  (Invitrogen sowie kommerzielle Enzyme und

Pufferlosungen (Epicentre® Biotechnologies) verwendet. Die Durchfihrung der PCR-
Reaktionsschritte fand in 96-Well-Platten in einem Thermocycler (Applied biosystems™)

statt. In 35 Reaktionszyklen wurden die 218 Basenpaare langen PCR-Produkte amplifiziert.

3.2.2.2.3 Restriktionsanalyse des PCR-Produkts

Das PCR-Produkt wurde im folgenden Schritt mit zwei verschiedenen
Restriktionsendonukleasen geschnitten. Diese Enzyme schneiden DNA an jeweils einer genau
definierten Stelle. So entstehen bei unterschiedlichen Genotypen durch das Schneiden des
betreffenden Genabschnitts mit den gleichen Restriktionsenzymen DNA-Fragmente
unterschiedlicher L&nge. Markiert man diese DNA Fragmente mit einem DNA-
interkallierenden Farbstoff und ldsst sie im Gel durch ein elektrisches Feld wandern,
entstehen durch die unterschiedlichen L&ngen, Molekulargewichte und Ladungseigenschaften

der Fragmente Genotyp-spezifische Bandenmuster.

Die Restriktion des ApoE-PCR-Produkts erfolgte nach der Methode von Chapman et al.
(Chapman, Estupinan et al. 1996). Es wurden die Restriktionsenzyme Afl 111 und Hae 11 (New
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England BioLabs® Inc.) verwendet. Fur jedes der Enzyme wurde ein separater
Reaktionsansatz mit den Komponenten Aqua ad injektabile, BSA, NEB-Puffer (New England
BioLabs® Inc.), dem jeweiligen Restriktionsenzym und dem PCR-Produkt angesetzt
(Mengen nach Protokoll). Die Restriktionsreaktion erfolgte (ber Nacht in einem
Thermocycler (MWG-Biotech AG) bei 37 °C.

Die so entstandenen DNA-Fragmente wurden im zuvor gegossenen 4 % Mosiv 500
Agarosegel bei 110 Volt im elektrischen Feld Uber 1,5 Stunden aufgetrennt. Anschlielend
wurden die mit Ethidiumbromid markierten DNA-Banden auf einem Transilluminator mit

UV-Lichtquelle abfotografiert.

3.2.2.24 Zuordnung der Bandenmuster zum Genotyp

Das 218 Basenpaare lange PCR-Produkt wurde von den Restriktionsenzymen in
unterschiedlich lange Fragmente geschnitten, die nach der Gelelektrophorese spezifischen
Banden entsprechen. Auf dem Agarosegel wurden die durch Afl 11 und Hae Il geschnittenen
Fragmente einer Person jeweils nebeneinander aufgetragen. So kann aus der Kombination von
2 nebeneinanderliegenden Bandenmustern der Genotyp einer Person bestimmt werden. Bei 2
Allelen pro Person mit je 3 mdglichen Polymorphismen ergeben sich 6 mégliche Genotypen.
Die Zuordnung der Restriktionsfragmente zu den ApoE-Genotypen ist in Tabelle 1

dargestellt.

Tabelle 1: Zuordnung der Restriktionsfragmente zu den ApoE-Genotypen.

ApoE - Genotyp Afl I Hae Il

€2/ ¢€2 168 + 50 218

€3/¢3 168 + 50 195 (+23)

ed /el 218 195 (+23)

€2 /€3 168 + 50 218 + 195 (+23)
€2/ €4 218 + 168 + 50 218 + 195 (+23)
€3/ &4 218 + 168 + 50 195 (+23)

Angegeben ist die Anzahl der Basenpaare der jeweiligen Fragmente.

Abkiirzungen: ApoE=Apolipoprotein E; Afl Ill/ Hae lI=Namen der Restriktionsenzyme.
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3.2.3 Statistische Datenanalyse
Die statistischen Tests wurden mit der Software PASW® Statistics 18 durchgefuhrt. P-Werte
von < 0,05 wurden als statistisch signifikant gewertet.

Die demographischen und biologischen Variablen der Patienten- und Kontrollgruppen
wurden je nach Skalenniveau mit Hilfe eines exakten Tests nach Fischer, eines y*-Tests nach
Pearson, eines T-Tests fir unabhéngige Stichproben bzw. einer Varianzanalyse (ANOVA)

miteinander verglichen.

Das genetische Merkmal ApoE-Genotyp wurde fur die statistische Auswertung in die beiden

Kategorien ApoE e4-Alleltrager ja bzw. nein dichotomisiert.

Die Prifung auf Normalverteilung der Variablen innerhalb der einzelnen Gruppen erfolgte

mittels Kolmogorov-Smirnov-Test.

Der Vergleich der Konzentrationen von sAPPB im Plasma erfolgte mit Hilfe des Mann-
Whitney-U-Tests bei unabhdngigen Stichproben, da die Konzentrationen in der

Patientengruppe nicht normalverteilt waren.

Einflisse von Kovariablen auf die Biomarker-Konzentrationen wurden mittels linearer

Regression bewertet.

Eine logistische Regression mit den Biomarkern als unabhangige und der Diagnose als
abhangige Variable diente der Kombination verschiedener Marker in den
Préadiktionsmodellen (s. Tabelle 4). Multikollinearitdt wurde Uber die Bestimmung der
Varianzinflationsfaktoren (VIF) ausgeschlossen. Die Bestimmung der diagnostischen
Malizahlen erfolgte nach anschliellender Receiver Operating Characteristic Analyse (ROC-
Analyse) mit den vorhergesagten Wahrscheinlichkeiten als Testvariable und der Diagnose als

Zustandsvariable.
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4 Ergebnisse

4.1  Qualitatskontrollen
4.1.1 Qualitatskontrollen im Liquor

4111 Vergleich der beiden verwendeten Immunoassays

Der Vergleich der Messergebnisse von 5 Liquorproben, von denen sAPPB-Konzentrationen
mit beiden verwendeten Assays der Firma IBL gemessen wurden, ist in Tabelle 2 dargestellt.
Der neuere Assay, ,,Human sAPPB-w (highly sensitive)“ mal3 bei diesen Proben konstant
hohere Werte als der Vorgéinger, ,,Human sAPPB-w (Wild Type Assay)“. Die Ergebnisse der
beiden Assays wiesen eine hochsignifikante zweiseitige Korrelation nach Pearson auf (r =
0,97; p = 0,006).

Tabelle 2: Vergleich der Liquor-Messergebnisse der beiden sAPPB-Immunoassays: ,,Human sAPPB-w (highly sensitive)”

und ,,Human sAPPB-w (Wild Type Assay)“.

Probe Immunoassay Abweichung
Human sAPPB-w Human sAPPB-w
(highly sensitive) (Wild Type Assay)
sAPPJ [ng/ml] sAPPJ [ng/ml]

1 1975 1474 -254%

2 1707 1607 -59%

3 1717 1590 -7,4%

4 426 302 -291%

5 602 270 -55,1 %

Mittlere Abweichung
- 24,6 (£20,0) %

Abkiirzungen: sAPPB=l6sliches Amyloidvorlauferprotein Beta.

Fiir die Messungen von sAPPf im Plasma wurde ausschlielich der Assay ,,Human sAPPB-w

(highly sensitive)* eingesetzt.
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41172 Altern und Gefrier-Tau-Zyklen von Liquorproben

Sowohl das Altern des Liquorpools tber 7 Tage bei Raumtemperatur als auch das funfmalige
Einfrieren der Probe auf -20 °C und Wiederauftauen hatten keinen relevanten Einfluss auf das
Messergebnis im Vergleich zur praanalytisch korrekt behandelten Probe desselben Pools. Die
Abweichungen lagen hier unter 10 % des erwarteten Wertes, sowohl mit als auch ohne

Zugabe eines Spikes von 10 ng/ml rekombinantem Protein.

4.1.1.3 Verdunnung des Liquors

Es wurden 56 Liquorproben in der Verdiinnung 1:60 und 20 Proben in der Verdinnung 1:15
gemessen. Die Spikewiederfindung von 10 ng/ml rekombinantem sAPPP lag in jeder
verwendeten Verdinnung bei tber 85 %. Die mittleren Konzentrationen von sAPPB im
Liquor lagen deutlich hoher als im Plasma, sodass darauf zu achten war, dass die gemessenen
Werte innerhalb der Kalibrationskurve und nicht dariiber lagen. Dies war bei der Verdiinnung
1:60 bei allen Proben der Fall. Bei der Verdunnung 1:15 lagen 3 der gemessenen Proben
oberhalb des Messbereichs. Fur diese Proben wurde der hochste Wert, den die

Auswertungssoftware extrapolierte als Naherungswert angenommen.
4.1.2 Qualitatskontrollen im Blut

4121 Vergleich von Serum und Plasma

Der Vergleich von Serum- und Plasmaproben von jeweils 8 Patienten ergab deutlich
abweichende Werte in allen Verdiinnungen mit einer mittleren Korrelation nach Pearson, R =
0,584 (p < 0,01). Die Wiederfindung eines jeder Probe hinzugefligten Spikes von 10 ng/ml
rekombinantem sAPPB war im Plasma im Mittel um 56 % besser als im Serum. Aufgrund
dieser Ergebnisse und der Studienrecherche zu diesem Thema wurde Plasma als geeigneteres

Biomaterial flir die Messung von sAPPf im Blut ausgewéhlt (s. 5.1.2).

41.2.2 Altern und Gefrier-Tau-Zyklen von Plasmaproben
Das Altern des Plasmapools Uber 7 Tage bei Raumtemperatur hatte eine Erhdéhung des
Messergebnisses um 43 %, flinf Gefrier-Tau-Zyklen eine Erh6hung des Messergebnisses um

14 % gegenuber der praanalytisch korrekt behandelten Probe desselben Pools zur Folge.

In einem weiteren Alterungsversuch wurde eine EDTA-Monovette mit Vollblut vor dem

Zentrifugieren 5 Tage lang bei Raumtemperatur aufbewahrt, wéhrend eine andere Monovette
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desselben Patienten direkt nach der Blutentnahme zentrifugiert und das Plasma aliquotiert und
eingefroren wurde. Das Altern des Vollbluts erhéhte das Messergebnis des anschlieBend
gewonnenen Plasmas im Vergleich zur praanalytisch korrekt behandelten Probe um den
Faktor 7. Aufgrund dieser Ergebnisse gingen in die vorliegende Studie nur Plasma-
Messergebnisse von Blutproben ein, deren Zentrifugation, Aliquotierung und Einfrieren

innerhalb weniger Stunden nach der Blutentnahme erfolgt war.

4.1.2.3 Verdinnung des Plasmas

Bei der Wahl der Verdinnung der Plasmaproben waren zwei limitierende Faktoren zu
beriicksichtigen: Bei zu starker Verdinnung (Verdunnungsfaktor 15) fiel die Konzentration
von sAPPP in einem groflen Teil der Proben unter den Messbereich des Assays. Bei zu
schwacher Verdinnung (Verdinnungsfaktoren 0, 2, 4, 5, 8) war die Wiederfindung der dem
Plasma hinzugefligten Spikeproben aus rekombinantem Protein bei der Messung

unzureichend.

Eine 10-fache Verdiinnung des Plasmas erwies sich als der bestmdglich zu erzielende
Mittelweg zwischen zu niedriger sAPPB-Konzentration und zu geringer Spike-

Wiederfindung.

4,124 Mehrfachmessungen

Innerhalb eines Assays wurden die sAPPB-Konzentrationen von 4 Plasmaproben 7- bzw. 8-
fach in der gleichen Verdunnung, jeweils mit und ohne 10 ng/ml rekombinantem sAPPJ als
Spike gemessen. Die Standardabweichung innerhalb dieser 8 Messreihen betrug in 6 Fallen

unter 8% des Mittelwertes der jeweiligen Messreihe, einmal 23 % und einmal 43 %.

4.2  Losliches Amyloidvorlauferprotein g im Liquor

Drei Gruppen wurden bezuglich ihrer Konzentrationen von sAPPB im Liquor miteinander
verglichen: Eine Gruppe setzte sich aus kognitiv gesunden Kontrollprobanden zusammen
(NL). Die Vergleichsgruppen von MCI-Patienten mit Follow-up wurden von einer
Vorgangerstudie Ubernommen. Diese Studie zeigte unter anderem eine signifikant geringere
Konzentration von sAPPB und TAU im Liquor bei Patienten mit einer leichten kognitiven
Storung ohne Progression zu einer Demenz in der Nachuntersuchung (MCI-NAK) im
Vergleich zu MCI-Patienten mit Progression zu Demenz bei wahrscheinlicher AK im Follow-
up Zeitraum (MCI-AK) (Perneczky, Tsolakidou et al. 2011). Tabelle 3 zeigt eine Erweiterung
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dieser Studie um die Kontrollgruppe und um den AK-Biomarker p-TAU in allen Gruppen.
Die 3 Gruppen wurden beziglich der Merkmale Alter, Geschlecht, Bildungsjahre, ApoE-
Genotyp, Follow-up-Zeitraum sowie der Konzentrationen von Amyloid P42, TAU, p-TAU

und sAPPB im Liquor miteinander verglichen.

Tabelle 3: Merkmalsverteilungen der Gruppen mit Konzentrationsbestimmung von sAPPB im Liquor.

NL (n=20) MCI-NAK (n =35) MCI-AK (n=21)
Alter, Jahre, MW (SD) 63,65 (9,22) 61,91 (7,79) 67,95 (8,81)
Geschlecht, m:w 11:9 20:15 9:12
Bildungsjahre MW (SD)* 15,02 (4,50) 12,46 (3,04) 11,72 (4,32)
ApOE ¢4 Tréger, ja:nein 5:10 (n=15) 10:18 (n=28) 11:8 (n=19)
Follow-up-Zeitraum, Monate - 33,57 (19,55) 33,10 (21,87)
(SD)
Amyloid B1.42, Ng/L, MW 1073,80 (211,24) 789,91 (383,12) 622,95 (275,66)
(SD)**+
TAU, ng /L, MW (SD)*** 193,60 (56,88) 340,2 (203,77) 542,10 (276,66)
p-TAU, ng/L, MW (SD)** 42,10 (14,25) 57,39 (25,96) 84,87 (28,55)
SAPPB, ng/ml, MW (SD)*** 623,55 (169,43) 931,88 (399,44) 1200,29 (452,42)

Neu erhobene Daten sind blau hinterlegt. Die weiteren Daten wurden bereits in der Vorgangerstudie erhoben

(Perneczky, Tsolakidou et al. 2011).

Abkiirzungen: NL=Kontrollgruppe; MCI-NAK=leichte kognitive Stérung ohne Progression zu einer Demenz; MCI-
AK=leichte kognitive Storung mit Progression zu einer Demenz bei wahrscheinlicher Alzheimer-Krankheit; p-TAU=an

Position 181 phosphoryliertes TAU-Protein; sAPPB=l6sliches Amyloidvorlauferprotein Beta.

* Signifikanter Unterschied zwischen der Kontrollgruppe und der MCI-AK-Gruppe (p < 0,05).
** Signifikanter Unterschied zwischen der Kontrollgruppe und der MCI-NAK-Gruppe (p < 0,05) und zwischen der
Kontrollgruppe und der MCI-AK-Gruppe (p < 0,01).

*** Signifikanter Unterschied zwischen der Kontrollgruppe und beiden MCI-Gruppen (p < 0,01).

Der Vergleich der Kontrollgruppe mit den beiden MCI-Gruppen ergab keinen signifikanten
Unterschied beziiglich der Geschlechterverteilungen (NL/MCI-NAK: ¥* = 0,024, p = 0,877,
NL/MCI-AK: * = 0,605, p = 0,437), des Vorliegens eines ApoE e4-Allels (NL/MCI-NAK: 5
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= 0,024, p = 0,876, NL/MCI-AK: y* = 2,030, p = 0,154) und des mittleren Alters (NL/MCI-
NAK: p = 1,000, NL/MCI-AK: p = 0,324). Die Kontrollgruppe hatte mehr Bildungsjahre als
die beiden MCI-Gruppen, wobei dieser Unterschied lediglich fir die MCI-AK-Gruppe
signifikant wurde (NL/MCI-NAK: p = 0,094, NL/MCI-AK: p = 0,035).

Die Konzentrationen der herkdémmlichen AK-Biomarker lagen in der Kontrollgruppe in den
erwarteten Bereichen fur AB;.s, und TAU (Hulstaert, Blennow et al. 1999), sowie fur p-TAU
(Koopman, Le Bastard et al. 2009).

Die mittleren Konzentrationen von sAPPB, TAU und p-TAU im Liquor waren in der
Kontrollgruppe signifikant niedriger als in der MCI-NAK-Gruppe (sAPPB: p < 0,01, TAU: p
< 0,01, p-TAU: p < 0,05), und hochsignifikant niedriger als in der MCI-AK-Gruppe (sAPPB,
TAU, p-TAU: p <0,001). Die Konzentrationen von AB.4; waren in der Kontrollgruppe héher
als in den MCI-Gruppen (NL/MCI-NAK: p < 0,01, NL/MCI-AK: p < 0,001).

Die Verteilungen von sAPP im Liquor in den 3 Gruppen sind in Abbildung 3 dargestelit.
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Abbildung 3: Sdulendiagramm der sAPPB-Konzentrationen im Liquor.
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NL MCI-NAK MCI-AK
MCI-NAK und MCI-AK wurden bereits in der Vorgidngerstudie erhoben

(Perneczky, Tsolakidou et al. 2011). Dargestellt sind die Mittelwerte und 95 %

Konfidenzintervalle.

Abkiirzungen: NL=Kontrollgruppe, MCI-NAK=leichte kognitive Stérung ohne
Progression zu einer Demenz; MCI-AK=leichte kognitive Storung mit
Progression zu einer Demenz bei wahrscheinlicher Alzheimer-Krankheit;

sAPPB=l6sliches Amyloidvorlauferprotein Beta.

Ein signifikanter Einfluss der Variablen Alter, Geschlecht, Bildungsjahre und ApoE-Genotyp
auf die Konzentrationen von sAPPB im Liquor in der Kontrollgruppe sowie auf p-TAU in

allen Gruppen konnte mittels linearer Regression ausgeschlossen werden.

Mit Hilfe einer logistischen Regression (Einschlussmethode) und anschlieender ROC-
Analyse  wurden zZwei verschiedene Biomarker-Kombinationen auf ihre
Vorhersagewahrscheinlichkeiten beziiglich der Progression von vorliegender MCI zu Demenz
bei wahrscheinlicher AK miteinander verglichen. Beide Gruppen beinhalteten die Variable
Alter, sowie jeweils einen Marker der Amyloid-Pathologie und des neurodegenerativen
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Prozesses. Das konventionelle Modell beinhaltete Api.4; fur Amyloid-Pathologie und TAU
fur Neurodegeneration. Zum Vergleich wurde eine neue Biomarker-Kombination mit SAPPJ
fur Amyloid-Pathologie und p-TAU fir Neurodegeneration vorgeschlagen. Die
diagnostischen Malzahlen sind in Tabelle 4 dargestellt. Kombinationen von TAU- mit p-
TAU-Konzentrationen innerhalb eines Modells wurden aufgrund von Multikollinearitat (VIF

> 4) ausgeschlossen.

Tabelle 4: Diagnostische MafRzahlen der Biomarker-Kombinationen beziiglich der Pradiktion von Progredienz einer

leichten kognitiven Stérung zu Demenz bei wahrscheinlicher Alzheimer-Krankheit unter Beriicksichtigung des Alters der

Patienten.
Alter, AB1.42, TAU Alter, SAPPB, p-TAU

ROC AUC 0,782 0,841

Genauigkeit [%] 69,6 78,9

Sensitivitat [%] 76,2 84,2

Spezifitét [%] 65,7 75,8

Positiver Vorhersagewert [%] 57,1 66,7

Negativer Vorhersagewert [%] 82,1 89,3

Abkiirzungen: AB;s=Amyloid B;.; p-TAU=an Position 181 phosphoryliertes TAU-Protein; sAPPB=I6sliches

Amyloidvorlauferprotein Beta; ROC AUC=Flache unter der Receiver Operating Characteristic-Kurve.

Die neue Kombination von Alter, p-TAU und sAPPB zeigte eine Verbesserung aller
diagnostischer Mal3zahlen im Vergleich zum konventionellen Modell. Der Austausch des
Amyloid-Markers Ap1.42 durch SAPPf trug mehr zur Verbesserung der Préadiktion bei, als der
Austausch des Neurodegenerationsmarkers TAU durch p-TAU (nicht gezeigt). Abbildung 4

zeigt die ROC-Kurven der beiden Pradiktionsmodelle.
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Abbildung 4: ROC-Kurven der Biomarker-Kombinationen beziiglich der Pradiktion von Progredienz einer leichten

kognitiven Stérung zu Demenz bei wahrscheinlicher Alzheimer-Krankheit unter Beriicksichtigung des Alters der

Patienten.
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Abkirzungen: AB;.,,= Amyloid B,.4,; SAPPB=l6sliches Amyloidvorlduferprotein Beta; p-TAU=an Position 181

phosphoryliertes TAU-Protein

Des Weiteren war eine deutliche Differenzierung der gesunden Kontrollgruppe von der MCI-
AK-Gruppe durch sAPPB mdglich, mit einer Sensitivitat von 81 % und eine Spezifitat von
85 %. Abbildung 5 zeigt die dazugehorige ROC-Kurve.
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Abbildung 5: ROC-Kurve der Differenzierung der kognitiv gesunden Kontrollgruppe von der Gruppe mit einer
leichten kognitiven Stérung mit Progression zu Demenz bei wahrscheinlicher Alzheimer-Krankheit durch

I6sliches Amyloidvorlauferprotein Beta im Liquor als Testvariable.
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4.3  Lo6sliches Amyloidvorlauferprotein g im Blut

Es wurden zwei Gruppen beziglich ihrer Konzentrationen von sAPPJ im Blutplasma
miteinander verglichen — eine Gruppe mit klinisch diagnostizierter Demenz bei
wahrscheinlicher AK und eine kognitiv gesunde Kontrollgruppe. Die Ausprédgungen der
Merkmale Alter, Geschlecht, Bildungsjahre, ApoE-Genotyp und Konzentrationen von sAPPf3
im Plasma innerhalb der Gruppen sind in Tabelle 5 dargestellt.
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Tabelle 5: Merkmalsverteilungen der Gruppen mit Konzentrationsbestimmung von sAPP im Plasma.

NL (n =30) AK (n=31)
Alter, Jahre (SD)* 65,30 (9,25) 70,39 (9,61)
Geschlecht, m:w 19:11 16:15
Bildungsjahre (SD) 14,68 (4,30) 12,60 (3,45)
ApOE ¢4 Tréger, ja:nein 9:12 (n=21) 8:9(n=17)
Plasma-sAPP, ng/ml, Median (IQR)* 4,04 (5,35) 1,77 (4,59)

Abkiirzungen: NL=Kontrollgruppe; AK=Demenz bei wahrscheinlicher Alzheimer-Krankheit; sAPPB=I6sliches

Amyloidvorlauferprotein Beta; IQR=Interquartilsabstand.

* Signifikanter Unterschied zwischen der Kontrollgruppe und der AK Gruppe (p < 0,05).

Der Vergleich der Kontrollgruppe mit der AK-Gruppe ergab keinen signifikanten Unterschied
beziiglich der Geschlechterverteilung (x* = 0,856, p = 0,355), der Bildungsjahre (p = 0,056)
und des Vorliegens eines ApoE g4-Allels (x> = 0,067 p = 0,796). Die Kontrollgruppe war
junger als die AK-Gruppe (p = 0,040).

Die mittlere Konzentration von sAPPJ im Plasma war in der AK-Gruppe im Vergleich zur
Kontrollgruppe signifikant erniedrigt (p < 0,05).

Die Verteilungen der Konzentrationen von sAPPp im Plasma sind in Abbildung 6 dargestellt.
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Abbildung 6: Boxplots der sAPPf-Konzentrationen im Plasma.
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Abkirzungen: NL=Kontrollgruppe; AK=Demenz bei wahrscheinlicher Alzheimer-

Krankheit; sAPPB=I6sliches Amyloidvorlauferprotein Beta.

Ein signifikanter Einfluss der Variablen Alter, Geschlecht, Bildungsjahre und ApoE-Genotyp
auf die Konzentrationen von sAPPB im Plasma in beiden Gruppen konnte mittels linearer

Regression ausgeschlossen werden.

Bei 20 kognitiv gesunden Probanden wurden die Konzentrationen von sAPPB sowohl im
Liquor als auch im Plasma gemessen. Eine Korrelation der Konzentrationen nach Pearson
ergab kein signifikantes Ergebnis (R = 0,187, p = 0,431). Die Liquor- und
Plasmakonzentrationen sind in Abbildung 7 gegeneinander aufgetragen.
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Abbildung 7: Streudiagramm der Konzentrationen von sAPPf im Liquor und

Plasma von 20 kognitiv gesunden Probanden.
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Abkiirzungen: sAPPB=I6sliches Amyloidvorliduferprotein Beta; R2=BestimmtheitsmaR

der Korrelation.
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5 Diskussion

5.1 Qualitatskontrollen und generelle Einschrankungen
Messungen von sAPPB im Liquor und Blutplasma sind wenig etablierte Verfahren, weshalb

die Aussagekraft der Ergebnisse durch labortechnische Qualitatskontrollen bewertet wurde.

5.1.1 Qualitatskontrollen im Liquor

Der Vergleich der beiden verwendeten Immunoassays ergab geringere gemessene
Konzentrationen von sAPPB im Liquor durch den dlteren Immunoassay ,,Human sAPPB-w
(Wild Type Assay)“ im Vergleich zu dem neueren Assay ,,Human sAPPB-w (highly
sensitive)“, bei einer signifikanten Korrelation zwischen den beiden Assays. Da lediglich die
sAPPB-Liquorkonzentrationen der Kontrollgruppe mit dem neueren Assay gemessen wurden
und diese dennoch signifikant geringer sind als die der MCI-Gruppe, kénnte der tatsachliche
Unterschied der Konzentrationen noch deutlicher sein, als es die Ergebnisse der vorliegenden

Studie implizieren.

Der nicht vorhandene Einfluss von Altern und Gefrier-Tau-Zyklen auf die gemessene
Konzentration von sAPPB im Liquor unterstreicht die Wertigkeit und Stabilitdt dieses
Biomaterials fiir die Messung von sAPPB, was die Prdanalytik erleichtert und damit Vorteile
fur den klinischen Alltag mit sich bringt.

In allen verwendeten Verdinnungen wurde die Qualitdt der Messergebnisse durch
Zusatzkontrollen mit Spikes aus rekombinantem Protein bestatigt.

5.1.2 Qualitatskontrollen im Blut
Da sAPPB-Konzentrationen im Blut bisher noch kaum bestimmt wurden, war ein Vergleich
von Serum und Plasma bezuglich der Eignung zur sAPPB-Konzentrationsbestimmung mit

Immunoassays notwendig.

Enzymaktivitaten vieler Enzyme sind im Serum im Vergleich zum Plasma erhoht, was durch
Freisetzung der Enzyme aus Blutzellen bei der Gerinnung bedingt ist (Solbach, Englhardt et
al. 1962). Die geringere Spike-Wiederfindung im Serum im Vergleich zum Plasma ist daher
moglicherweise auf einen verstirkten enzymatischen Abbau von sAPPB im Serum
zuriickzufuhren. Des Weiteren werden bei der Koagulation des Blutes in der Serum-
Monovette AB und sAPPPB aus Thrombozyten freigesetzt (Li, Whyte et al. 1998). Diese
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Erkenntnisse sprechen dafiir, dass die Konzentrationen von sAPPB im Plasma eher der
Situation in vivo entsprechen als die im Serum, weshalb Plasma und nicht Serum fir die

Blutuntersuchungen verwendet wurde.

Sowohl Altern von Plasma und Vollblut als auch Gefrier-Tau-Zyklen von Plasma fiihrten zu
erhohten Messergebnissen im Vergleich zur préanalytisch korrekt behandelten Probe. Diese
Abweichung war fir das 5 Tage lang bei Raumtemperatur bis zur eintretenden Hamolyse
gealterte EDTA Blut mit einem 7-fach erhohten Messwert besonders auffallig. Aufgrund
dieser Ergebnisse scheint es unbedingt notwendig nur préanalytisch saubere und
vergleichbare Proben fiir die Messung von sSAPPJ im Plasma zu verwenden (s. 3.2.2).

Bei der Wahl der Verdinnung sollte ein Mittelweg zwischen Konzentrationen unterhalb des
Messbereichs des Immunoassays bei zu starker - und einer zu geringen Spike-Wiederfindung
bei zu schwacher Verdiinnung gewahlt werden. Die mangelhafte Wiederfindung des Spikes
einer definierten Konzentration aus rekombinantem sAPPJ bei zu schwacher Verdinnung (s.
4.1.2.1) ist vermutlich auf plasmaspezifische Stdrfaktoren wie zum Beispiel Fibrinogen und

andere maskierende Substanzen zurtickzufthren.

5.1.3 Generelle Einschrankungen
Generelle Einschrankungen der Studie beinhalten die Rekrutierung der Patienten und
Probanden an einem Universitatsklinikum, eine limitierte Stichprobenzahl, sowie eine

fehlende histopathologische Verifizierung des AK-Befundes in der Patientengruppe.

5.2  Losliches Amyloidvorlauferprotein p im Liquor

Die Vergleiche der Liquorkonzentrationen von sAPP in den Patienten- und Kontrollgruppen
ergaben eine deutliche Differenzierung der kognitiv gesunden Kontrollprobanden wvon
Patienten mit prodromaler AK durch sAPPB. Eine Verbesserung der Vorhersage einer
dementiellen Entwicklung in einer MCI Gruppe konnte durch den Einsatz der Biomarker p-
TAU und sAPPf im Vergleich zu TAU und A1.42 erreicht werden.

Diese Daten unterstitzen die Annahme, dass sAPPB im Liquor als Biomarker zur
Friherkennung der AK geeignet ist.

Damit sind die Resultate in einer Reihe mit den bisherigen Ergebnissen deutscher
Forschungsgruppen zu diesem Thema (Perneczky, Tsolakidou et al. 2011, Lewczuk, Popp et
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al. 2012) und widerspriichlich gegenlber den Ergebnissen aus Schweden (Zetterberg,
Andreasson et al. 2008, Johansson, Mattsson et al. 2011, Rosen, Andreasson et al. 2012).
Direkte Vergleiche mit letzteren Studien sind jedoch aufgrund von unterschiedlicher

Messmethodik (z.B. ELISA vs. Multiplex Assay) nur eingeschrankt aussagekréftig.

Bereits sAPPP alleine trennte gesunde Kontrollprobanden von MCI-Patienten mit
prodromaler AK mit einer Sensitivitat und Spezifitat von Uber 80 % und erfiillte damit die

geforderte diagnostische Genauigkeit der Biomarker-Kriterien von 1998 (Assoc 1998).

Die Genauigkeit aller diagnostischen Malizahlen wurde durch die Kombination von Alter,
SAPPB und p-TAU im Vergleich zur Kombination aus Alter, ABi.s2 und TAU in Bezug auf
die AK-Pradiktion bei vorliegender MCI erhoht. Im Vergleich zu der 2011 verdffentlichten
Kombination aus Alter, ABi.42, SAPPB und TAU erreichte das Modell mit SAPPf und p-TAU
eine hohere Sensitivitat (84,2 % vs. 81 %) bei geringerer Spezifitat (75,8 % vs. 80 %)
(Perneczky, Tsolakidou et al. 2011).

Im Gegensatz zu sAPPP waren Konzentrationen von Ap;.4, bei Patienten mit AK im
Vergleich zu gesunden Kontrollprobanden nicht erhoht, sondern erniedrigt. Als Erklarung
hierfur wird eine verstarkte Ablagerung von APi4, im erkrankten Gehirn und damit eine
geringere Ausscheidung in den Liguor angenommen (Blennow, Hampel et al. 2010). Die
signifikant hoheren Konzentrationen von sAPPB im Liquor bei MCI-Patienten mit
prodromaler AK im Vergleich zu gesunden Kontrollprobanden erscheinen dennoch unter der
Annahme einer verstarkten Amyloidogenese als initialem Schritt des AK-
pathophysiologischen Prozesses plausibel, da es als l6sliches Protein frei in den Liquor
diffundieren kann. Verringerte Konzentrationen von sAPPp in post mortem untersuchten AK-
Cortices im Vergleich zu denen gesunder Kontrollprobanden sprechen gegen die Aggregation
von sAPPB im Gehirn und fiir eine freie Ausscheidung des Proteins in den Liquor (Wu,

Sankaranarayanan et al. 2011).

Im Vergleich der Biomarker-Kombinationen trug der Austausch von APi.4; durch sAPPJ
starker zur Verbesserung des Modells bei, als der Austausch von TAU durch p-TAU. Der
entscheidende Vorteil von sAPPB gegenlber anderen Liquor-Biomarkern liegt in der friihen
Position des Proteins in der Amyloidkaskade (s. Abb. 1). Im Gegensatz zu deren

neurotoxischem Endprodukt Ap;.4> sowie den Neurodegenerationsmarkern TAU und p-TAU,
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spiegelt sAPPB ein Stadium der Pathologie der AK wider, das zeitlich vor dem
Nervenzelluntergang einzuordnen ist. Diese Tatsachen legen die Vermutung nahe, dass
Verénderungen der Konzentrationen von sAPPB im Liquor bereits zu einem Zeitpunkt
nachzuweisen sind, an dem eine potentiell ursdchliche Therapie ansetzen und die AK-

Neurodegeneration verlangsamen oder sogar aufhalten konnte.

5.3  Losliches Amyloidvorlauferprotein g im Blut

Die in dieser Arbeit erhobenen Daten geben erste Hinweise auf eine mogliche Verwertbarkeit
von sAPPpB als blutbasiertem Biomarker zur Diagnostik der AK. Es sind die ersten
vorliegenden Ergebnisse zu sAPPp als blutbasiertem Biomarker fir die AK (Datenauswertung
5/2012).

Anders als im Liquor fanden sich im Plasma von Patienten mit Demenz bei wahrscheinlicher
AK im Vergleich zu gesunden Kontrollprobanden signifikant geringere sAPPp-

Konzentrationen.

Das Wissen uber die Transportvorgange von sAPPp (ber die Blut-Hirn Schranke spielt fur
das Verstandnis dieses Ergebnisses eine wichtige Rolle. Aktuell wird diskutiert, dass eine
gestorte Amyloidausscheidung tber die Blut-Hirn-Schranke eine wichtige Komponente der
Akkumulation von AB in AK-erkrankten Gehirnen darstellen konnte (Mawuenyega,
Sigurdson et al. 2010). Ebenso kdnnten pathologisch verdnderte Transportmechanismen der
Blut-Hirn-Schranke eine Verringerung der Plasma-sAPPf-Konzentrationen der AK-Patienten
erklaren. Welche Kandle oder Transporter die Ausscheidung von sAPPp aus dem Gehirn tber
die Blut-Hirn-Schranke ermdglichen ist jedoch bisher noch unklar, und sollte in

weiterfiihrenden Studien untersucht werden.

Weitere mogliche Ursachen fir die erniedrigte Plasma-sAPPB-Konzentration in der
Patientengruppe sind geringere Expression von APP, verringerte enzymatische Spaltung von
sAPPp aus APP, oder ein verstarkter sAPPB-Abbau. Diese Mdglichkeiten erscheinen jedoch
mit der Annahme der Amyloid-Hypothese weniger gut vereinbar, als eine veranderte

Ausscheidung tber die Blut-Hirn-Schranke.

Der hier berichteten Verringerung der SAPPB-Konzentration im Blut bei AK-Patienten steht

das Resultat einer Studie entgegen, in der eine um 17 % erhohte Aktivitat der B-Sekretase in
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Membranen lysierter Thrombozyten bei AK-Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollen
festgestellt wurde (Johnston, Liu et al. 2008). Dieses Ergebnis lieRe als Konsequenz eine
erhohte statt erniedrigte SAPPB-Konzentration im Blut der Patientengruppe vermuten.
Allerdings enthélt Blutplasma keine Thrombozyten, da diese bei der Gewinnung des Plasmas
zusammen mit anderen zelluldaren Blutbestandteilen ohne das Auftreten von Hamolyse
abzentrifugiert werden. Ein Ruckschluss von der Aktivitadt thrombozytarer -Sekretase auf
SAPPB-Konzentrationen im Plasma ist daher nur eingeschrankt moglich.

Unklarheiten liegen aul3erdem in der Grolie der Fraktion des an Plasmaproteine gebundenem
sAPPp und der Unterscheidung von neuronalen und nicht-neuronalen sAPPp-Isoformen. Die
letztere Fragestellung konnte mit Hilfe eines labortechnischen Verfahrens angegangen
werden, welches die Kunitz-Protease-Inhibitor Sequenz (s. Abb. 2) auf dem sAPP Molekil
erkennt, da sich diese ausschliel3lich auf nicht-neuronalem sAPP befindet (Chasseigneaux and
Allinquant 2012).

Bei der Interpretation des Ergebnisses von sAPPf im Blut sollte auRerdem das geringere Alter
der gesunden Kontrollgruppe im Vergleich zur Patientengruppe beachtet werden. Allerdings
ergab die durchgefiihrte Regression keinen Einfluss der Variable Alter auf die

Plasmakonzentration von sAPP}.

Ebenso keinen Einfluss auf die Plasma- und Liquorkonzentrationen von sAPPR hatte in allen
Gruppen der ApoE-Genotyp. Dieses Ergebnis deckt sich mit friiheren Befunden und l4sst
vermuten, dass der Einfluss von ApoE &4 auf die AK-Pathologie nicht Uber eine
Modifizierung der sAPP-Proteolyse, sondern (ber alternative Mechanismen erfolgt
(Alexopoulos, Tsolakidou et al. 2012).

Uber die Ursachen der nicht vorhandenen Korrelation der Plasma- und Liquor-sAPPp-
Konzentrationen bei kognitiv gesunden Probanden kann nur spekuliert werden. Fir das tiefere
Verstdndnis dieses Ergebnisses werden ebenfalls genauere Erkenntnisse Uber die
Sekretionsmechanismen von sAPPJ sowohl in den Liquor als auch iiber die Blut-Hirn-
Schranke, sowie Uber die Plasmaproteinbindung von sAPPR durch weiterfiihrende Studien

bendétigt.
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Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die vorliegenden Ergebnisse trotz vieler
offener Fragen deutlich darauf hinweisen, dass sAPPB im Plasma als Biomarker zur
Erkennung der AK geeignet sein konnte. Aufgrund der im Vergleich zur Lumbalpunktion
einfachen und komplikationsarmen Blutentnahme, sowie der im Vergleich zu bildgebenden
Verfahren Zeit und Kosten sparenden Laboruntersuchung mittels ELISA Technik wiirde sich

eine solche Untersuchung als potentielles Screening-Verfahren anbieten.
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6  Ausblick

Die vorliegende Arbeit liefert Hinweise darauf, dass SAPPJ in Liquor und Blut als Biomarker
der AK geeignet sein konnte. Um diese Annahme zu bestdtigen ist es notwendig, die
Replizierbarkeit der Ergebnisse in weiteren Stichproben zu testen. Weiterfiihrende Studien
sollten deshalb die Messung von sAPPf in Plasma und Liquor bei kognitiv gesunden &lteren
Menschen, MCI-Patienten, AK-Patienten sowie aus anderen Ursachen dementiell Erkrankten
mit Follow-up der Laborchemie und Klinik in méglichst groRen multizentrischen Stichproben
beinhalten. Zirkadiane Konzentrationsunterschiede von sAPPf, die Korrelation von sAPPf-
Konzentrationen mit nicht-laborchemischen diagnostischen Mitteln wie MRT, FDG-PET,
kognitiven Tests etc., sowie Anderungen der Konzentrationen im klinischen Verlauf der AK
mussten  ebenfalls  untersucht  werden. Durch  die  Kombination  dieser
Untersuchungsergebnisse sollte gezeigt werden, inwieweit sich die diagnostischen Verfahren
gegenseitig ergdnzen oder gegebenenfalls widersprechen. Bei entsprechenden Ergebnissen
konnte schlieBlich die Wertigkeit von SAPPJ als Marker fiir klinische Arzneimittelprifungen

getestet und Implikationen fur kausale Therapieansatze abgeleitet werden.

Fur weitere Messungen von sAPPf im Blut sollte der hierfir eingesetzte ELISA bezuglich
seines Messbereichs, sowie der Trennung von neuronalem und nichtneuronalem sAPPJ
optimiert werden. Hierfir ist eine Zusammenarbeit mit den jeweiligen Biotechnologiefirmen

notwendig.

Sollte die Uberlegenheit von sAPPp, oder einer Kombination von sSAPPB mit anderen
diagnostischen Mitteln gegenuber den aktuellen Verfahren in den oben genannten
Untersuchungen bestétigt werden, wére die internationale Etablierung und Vermarktung des
Testverfahrens der né&chste Schritt. Im Idealfall einer ausreichenden Genauigkeit als AK-
Prédiktor in der préklinischen Phase und dem Vorhandensein einer kausalen Therapie
konnten mit dem entsprechenden Test erste AK-Screening-Verfahren durchgefihrt werden.
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7 Verzeichnis der Abktrzungen

AP

AK
AFL 111
ANOVA
APLP2
ApoE
APP
ASA
BSA
CDR
CERAD
CJD
CLS
ELISA
fMRT
Hae 11
HRP
IBL
ICD 10

MADRS
MCI
MCI-AK

MCI-NAK

MMST

MRI
MR-proANP
MRT

Amyloid Beta

Alzheimer-Krankheit

Restriktionsenzym fiir ApoE Genotypisierung

Varianzanalyse

APP-like Protein 2

Apolipoprotein E

Amyloidvorlauferprotein (engl. amyloid precursor protein)
American Society of Anesthesiologists

Bovines Serumalbumin

Demenz-Testung: Clinical Dementia Rating

Consortium to Establish a Registry for Alzheimer’s Disease
Creutzfeldt-Jakob-Erkrankung

Zell-Lyse-Puffer (engl. cell lysis solution)

Enzyme linked immunosorbent assay

Funktionelle Magnetresonanztomographie

Restriktionsenzym fir ApoE Genotypisierung
Meerrettichperoxidase (engl: horseradish peroxidase)
Immuno-Biological Laboratories

Internationale statistische Klassifikation der Krankheiten und
verwandter Gesundheitsprobleme, 10. Version
Montgomery-Asberg Depression Rating Scale

Leichte kognitive Storung (engl. mild cognitive impairment)
Leichte kognitive Stérung mit Progression zu Demenz bei
wahrscheinlicher Alzheimer-Krankheit im Follow-up Zeitraum.
Leichte kognitive Stérung ohne Progression zu einer Demenz im
Follow-up Zeitraum.

Mini-Mental-Status Test

Klinikum rechts der Isar der Technischen Universitat Miinchen
Mittelregionales pro-atriales natriuretisches Peptid

Magnetresonanztomographie
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NINCDS-ADRDA

NL

PCR

PBS

p-TAU

PET/ FDG-PET/ PiB-
PET

ROC Analyse

ROC AUC

SAPPo/f

SORL1
TMB
TAU
VIF

National Institute of Neurological and Communicative Diseases and

Stroke and the Alzheimer’s Disease and Related Disorders
Association

Kognitiv gesunde Kontrollprobanden
Polymerase-Kettenreaktion (engl. polymerase chain reaction)
Phosphatgepufferter Salzlosung

An Position Thr181 phosphoryliertes TAU-Protein
Positronen-Emissions-Tomographie/ mit Radiopharmakon [*® F]-
Fluordesoxyglucose/ bzw. [** C]-Pittsburgh compound B
Receiver Operating Characteristic Analyse

Flache unter der Receiver Operating Characteristic Kurve
Losliches Amyloidvorlauferprotein alpha/beta (engl. soluble
amyloid precursor protein alpha/beta)

Sortilin-related Rezeptor 1

Tetramethylbenzidin

Gesamt-TAU-Protein

Varianzinflationsfaktor
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8 Verzeichnis der Abbildungen

Abbildung 1
Abbildung 2
Abbildung 3
Abbildung 4

Abbildung 5

Abbildung 6
Abbildung 7

Die enzymatische Prozessierung des Amyloidvorlduferproteins.
Schematische Darstellung der funktionellen Struktur von sAPPf.
Saulendiagramm der SAPPB-Konzentrationen im Liquor.
ROC-Kurven der Biomarker-Kombinationen bezuglich der
Pradiktion von Progredienz einer leichten kognitiven Stérung zu
Demenz bei wahrscheinlicher ~ Alzheimer-Krankheit  unter
Berlicksichtigung des Alters der Patienten.

ROC-Kurve der Differenzierung der kognitiv gesunden
Kontrollgruppe von der Gruppe mit einer leichten kognitiven
Stérung mit Progression zu Demenz bei wahrscheinlicher
Alzheimer-Krankheit durch l6sliches Amyloidvorlauferprotein
Beta im Liquor als Testvariable.

Boxplots der sAPPB-Konzentrationen im Plasma.

Streudiagramm der Konzentrationen von sAPPB im Liquor und
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