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1. Zusammenfassung der Publikationen

Die Richtlinien des National Institutes of Aging and Alzheimer’s
Disease (NIA-AA) schlagen die Inkorporierung von Biomarkern zur
Einschatzung der individuellen Wahrscheinlichkeit des Vorliegens
der Alzheimer Krankheit (AK) bei klinischen Studien vor (McKhann
et al. 2011). Auch die internationale Arbeitsgruppe IWG
befurwortet eine Integration von Biomarkern fur die
Diagnosestellung im Rahmen klinischer Forschung, sowohl in
praklinischen, als auch in symptomatischen Krankheitsstadien
(Dubois et al. 2014). Obwohl die NIA-AA Kriterien fur praklinische
Alzheimer Demenz (AD) und symptomatische Stadien bereits in
Verbindung mit bildgebenden Biomarkern angewendet wurden, gibt
es fur die Anwendbarkeit der Kriterien auf Biomarkerinformationen
aus der Cerebrospinalflussigkeit (CSF) noch wenige
Untersuchungen. Die NIA-AA Kriterien deuten darauf hin, dass es
eine signifikante Grauzone gibt, in der nicht festgestellt werden
kann ob der einzelne Patient fur einen bestimmten Biomarker
positiv oder negativ ist (Molinuevo et al. 2014). Vorausgesetzt der
Annahme, dass Biomarkerveranderungen bei AD Jahre, oder sogar
Jahrzehnte vor dem Auftreten von klinischen Symptomen auftreten
und wahrend der klinischen Krankheitsphase stabil bleiben (Jack
et al. 2013; Villemagne et al. 2013; Aisen et al. 2017; McDade and
Bateman 2017), implizieren sowohl NIA-AA- und IWG-Kriterien,
dass Biomarker im Demenzstadium im Allgemeinen positiv fur AD
sind. Daher sollte ein hohes MaRk an Ubereinstimmung zwischen
den Biomarkern erwartet werden. Vorherige Studien haben den
Grad der Ubereinstimmung zwischen verschiedenen Biomarkern
bei AD untersucht. Eine Reihe von Studien berichtete Uber eine
gute, aber immer noch unvollstandige Ubereinstimmung zwischen
den Ergebnissen Amyloid-B (AR)-Positronenemmisionstomographie
(PET) und den AR42-Spiegeln im CSF, wahrend der Grad der
Ubereinstimmung zwischen anderen etablierten Biomarkern fiir AD
als schlecht befunden wurden (Fagan et al. 2006; Jagust et al.
2009a; Yakushev et al. 2012; Landau et al. 2013; Alexopoulos et



al. 2014; Leuzy et al. 2015; Skillback et al. 2015). Die meisten
Untersuchungen umfassten eine Kombination aus Bildgebungs-
und CSF-Biomarkern und es gibt nur begrenzte Belege fiur die
Vergleiche zwischen CSF-Biomarkern. Dennoch wurde eine CSF-
Analyse fur die routinemalige klinische Aufarbeitung der
symptomatischen AD empfohlen, um die diagnostische
Wirksamkeit zu erhdhen. CSF-Biomarker zeigen mit relativ hoher
Genauigkeit die neuropathologischen Veranderungen der AD auf
(Wallin et al. 2006; Shaw et al. 2009; Molinuevo et al. 2014;
Bocchetta et al. 2015; Schjonning Nielsen et al. 2016; Herukka et
al. 2017; Simonsen et al. 2017). Daruber hinaus haben die
bisherigen Studien eine Dichotomisierungsstrategie zur
Klassifizierung von Biomarkern angewendet, wobei die Tatsache
vernachlassigt wurde, dass Grenzwerte in der klinischen Praxis

nicht eindeutig als positiv oder negativ eingestuft werden kdnnen.

Ziel der ersten Studie war, den Grad der Ubereinstimmung und die
Wechselbeziehung zwischen den etablierten CSF-Biomarkern AR
1-42, Gesamt-Tau und phosphoryliertem Tau (pTau181) in zwei
unabhangigen Kohorten zu untersuchen. Es wurden eine
multizentrische und eine monozentrische Kohorte mit AD Patienten
untersucht. Hierfir wurde eine Dichotomisierungs- und eine
Trichosomisierungsstrategie verwendet. Hier zeigte sich in beiden
Kohorten, sowohl nach Trichotomisierung, als auch nach
Dichotomisierung eine geringe Ubereinstimmung und
Wechselbeziehung zwischen den Biomarkern. Ausnahme war eine
moderate Ubereinstimmung zwischen pTau/Gesamt-Tau in der
monozentrischen Kohorte nach Dichotomisierung. Diese
Ergebnisse sprechen gegen die vereinfachte Annahme einer

generellen Biomarkerpositivitat im Stadium der AD.

Die zweite Studie umfasste eine monozentrische Kohorte mit
gesunden Kontrollen, Krankheitskontrollen und Patienten mit

symptomatischer AD, sowie eine multizentrische Kohorte mit



gesunden Kontrollen und Patienten mit AD und hatte zum Ziel, die
verschiedenen Liquorbiomarkerkonstellationen zu kategorisieren
und auf die NIA-AA Kriterien anzuwenden. Die CSF-Biomarker
AR42, Gesamt-Tau und pTau181 wurden mit handelsublichen
Assays gemessen. Die Biomarkerwerte wurden far das Vorliegen
einer Alzheimerpathologie in die Kategorien negativ, grenzwertig
oder positiv trichotomisiert. In Kontrollen variierte das
Vorhandensein normaler CSF-Profile zwischen 13,6 und 25,4% in
den untersuchten Gruppen, wahrend bis zu 8,6% von ihnen
abnormale CSF-Biomarker aufwiesen. Bei 40,3 bzw. 52,9% der
Patienten mit klinischer AD wurde ein typisches CSF-Profil fur AD
festgestellt. Ungefahr 40% der potenziellen Biomarker-
Konstellationen werden in den NIA-AA-Richtlinien nicht
berucksichtigt und mehr als 40% der Teilnehmer konnten nicht in
die NIA-AA-Kategorien mit unterschiedlichen Biomarker-
Konstellationen eingeteilt werden. In dieser Studie wurde ein
verfeinertes Schema vorgeschlagen, dass alle moglichen
Biomarker-Konstellationen abdeckt. Die Ergebnisse der Studie
weisen auf eine Diskrepanz zwischen klinischer Symptomatik bzw.

Diagnose und CSF-Biomarkern hin.

2. Einleitung

2.1 Epidemiologie und Risikofaktoren der Alzheimer Demenz

Die AD ist mit 60-80% aller Demenzerkrankungen die haufigste
Demenzform (Blennow et al. 2006). Es handelt sich hierbei
vorwiegend um eine Erkrankung des alteren Menschen. Die
Wahrscheinlichkeit fur dber 85-jahrige an einer AD zu erkranken
betragt zwischen 25-40% (Golde et al. 2011). Demenz ist der
Hauptrisikofaktor fur Pflegebedurftigkeit im Alter weltweit. Somit
wirkt sich Demenz auf viele unterschiedliche Bereiche
(korperliche, soziale und 6konomische) der Betroffenen aus und
beeintrachtigt deren Beziehungen zu Familie und Gesellschaft
(WHO 2022). Weltweit sind ca. 50 Millionen Menschen von
Demenz betroffen (Cahill 2020). In Deutschland leben aktuell fast



1,8 Millionen Demenzkranke; zwei Drittel von ihnen sind von AD
betroffen. Jahrlich treten etwa 440.000 Neuerkrankungen auf
(Gesellschaft 2023). Infolge der demographischen Entwicklungen
kommt es zu weitaus mehr Neuerkrankungen als zu Sterbefallen
unter den bereits Erkrankten. Somit nimmt die Zahl der
Demenzkranken kontinuierlich zu und bis zum Jahr 2050 ist eine
Verdoppelung der Demenzerkrankungen zu erwarten (Golde et al.
2011).

Die weltweiten Kosten durch Demenz verursacht betrugen im Jahr
2015 geschatzt 818 Millionen US-Dollar. Dies entsprach einem
Anstieg von 35% gegenuber dem Jahr 2010 (Wimo et al. 2017).

Der wichtigste und somit Hauptrisikofaktor fur eine sporadische
bzw. spat manifeste Demenz ist das hohere Lebensalter. Als
weiterer gesicherter epidemiologischer Risikofaktor fur die
sporadische AD gilt das Apolipoprotein-E-Gen (ApoE), dass es in

drei unterschiedlichen Allelen gibt: €2, €3, €4.

Das ApoE4-Allel erhdht das Risiko an einer AD zu erkranken; fur
Heterozygote um ca. das Dreifache und fur Homozygote um ca.
das 15-fache (Forstl 2017). Aullerdem gibt es seltene genetisch
bedingte Formen der AD, die autosomal-dominant vererbt werden
und bei jungeren Patienten mit einer hohen Penetranz auftreten.
Sie werden durch Mutationen im Amyloid-Precursor-Protein (APP-
Gen), Im Prasenilin-Gen oder im Prasenilin-2-Gen verursacht
(Blennow et al. 2006).

Zu den beeinflussbaren Risikofaktoren fir die AD zahlen eine
geringe Schulbildung, geringe geistige und korperliche Aktivitat
wahrend des Lebens, Schadel-Hirn-Traumata, Ernahrungsfaktoren
(erhdhter Alkoholkonsum, Ubergewicht) sowie typische
kardiovaskulare Risikofaktoren (z.B. Hypertonie,
Hypercholesterinamie, Typ-2-Diabetes, Nikotinkonsum) (de la
Torre 2010; Vos et al. 2015). Beispielsweise zeigte sich in einer

Metaanalyse mit insgesamt 96.158 Teilnehmern, dass eine



antihypertensive Therapie bei Patienten mit arterieller Hypertonie
sowohl das Risiko einer Demenz als auch das Risiko kognitiver

Einschrankungen reduziert (Hughes et al. 2020).

2.2 Neuropathologie

Der bayerische Neuropathologe und Psychiater Alois Alzheimer
beschrieb 1906 erstmals die histopathologischen Veranderungen
im Gehirn einer Frau, Auguste D., die an einer prasenilen Demenz
verstorben war. Hierbei handelte es sich um die sogenannten
intrazellularen Neurofibrillen und die extrazellularen
Amyloidplaques (Abbildung 1), sowie neuronalen Zellverlust
(Grundke-lgbal et al. 1986).

Darauf wurde durch Blennow et al. die Amyloidkaskaden-
Hypothese formuliert. Diese Hypothese beschreibt ein
Ungleichgewicht zwischen B-Amyloid-Produktion und dessen
Abbau, der auf Dauer zu einem Nervenzellverlust fuhrt und in
einer Demenz mundet (Blennow et al. 2006). Die
Amyloidkaskaden-Hypothese ist bis heute gultig, wenngleich der
gesamte Pathomechanismus bislang noch nicht verstanden ist.

Tangles

Abbildung 1: links extrazelluldre Amyloidplaques (Plaques), rechts intrazellulére
Neurofibrillen (Tangles) (Blennow et al. 2006)



AB-Plaques entstehen aus der enzymatischen Spaltung eines
Transmembranproteins, dem sogenannten Amyloid-Vorlaufer-
Protein. Der physiologische bzw. nicht-amyloidogene
Abbauprozess von APP erfolgt durch die a-Sekretase, welche APP
in 2 Bruchstucke spaltet, die einem kompletten enzymatischen
Abbau unterliegen (Abbildung 2). Beim amyloidogenen Abbauweg
entstehen AB-Plaques aus aggegiertem hydrophilem AB42, dass
aus pathologischer enzymatischer Abspaltung durch die B- und die
y-Sekretase von APP abgespalten wird (Forstl 2017).

Die AB42-Fragmente aggregieren und bilden Oligomere, die dann
als extrazellulare Amyloidplaques im Gehirngewebe abgelagert
werden und zu einer gestdorten Synapsenfunktion und einer
inflammatorischen Reaktion durch Mikroglia und Astrozyten

fihren.

Physiologische | IBl I A4 | |
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Abbildung 2: Schematische Abbildung der physiologischen (oben) und der
pathologischen Spaltung (unten) von APP (Férstl 2017).

Der zweite gestorte Mechanismus bei der AD ist die Tau-
Pathologie. Sie fuhrt zur intrazellularen Ablagerung der
sogenannten Neurofibrillenbindel. Bei den Neurofibrillen handelt

es sich um abnormale intrazellulare Ablagerungen von



hyperphosphoriliertem Tau-Protein (Grundke-Igbal et al. 1986).
Tau ist ein Mikrotubuli-stabilisierendes Protein, dass an
Mikrotubuli gebunden ist und zur integralen Zellstruktur gehort.
Bei der AD kommt es zu einer Hyperphosphorilierung von Tau-
Protein, sodass die Bindung an Mikrotubuli destabilisiert wird
(Drechsel et al. 1992).

Es kommt zu einer Storung des axonalen Transportes in der Zelle,
die Zelle geht zugrunde. Tau akkumuliert und bildet sogenannte
Neurofibrillenbundel, die als ,Grabsteine® der Zelle nach dem
Zelluntergang verbleiben (Gendreau and Hall 2013). Warum es zu
einer abnormen Hyperphosphorilierung kommt ist bisher
unbekannt.

Der durch die Erkrankung bedingte Neuronenzellverlust fuhrt zu
einem cholinergen Defizit im Nucleus basalis Meynert (NBM),
welcher sich dann symptomatisch durch kognitive Defizite
bemerkbar macht (Hardy and Selkoe 2002; Forstl 2017).

Bei der genetischen Form der AD spielen Mutationen im APP-Gen
und im Prasenilin1- und Prasenilin2-Gen eine Rolle. Praseniline
sind Bestandteile der y-Sekretase, die den amyloidogenen
Abbauweg von APP bedingen.

Bei der sporadischen AD werden hohes Alter und der ApoE4-
Genotyp als die wichtigsten Risikofaktoren genannt. ApoE4 kodiert
fur einen intrazerebralen Cholesterintransporter. Zum einen wird
ApoE4 als weniger effizient als die anderen ApoE-Allele vermutet,
zum anderen soll es eine zusatzliche Rolle beim amyloidogenen
Abbauweg spielen, indem es als Chaperon far die Entstehung von
AB42 sorgt (Blennow et al. 2006).

2.3 Symptome

Die Symptome der AD entwickeln sich uber Jahre langsam
schleichend progredient. Es ist eine degenerative Erkrankung, die
letzten Endes letal verlauft. Zu Beginn kommt es bei einem
typischen Verlauf zu einem Verlust des episodischen

Gedachtnisses, sowie Einschrankungen der Alltagskompetenz, wie



zum Beispiel der Urteilsfahigkeit, Orientierung und
Entscheidungsfindung (Blennow et al. 2006). Zusatzlich konnen
neuropsychologische Symptome wie Aphasie, Agnosie und Apraxie
und psychische Verhaltensstérungen wie Depression und in spaten
Stadien Agitation, Aggression, Apathie, Wandern, Unruhe und
Storungen des Schlaf-Wach-Rhythmus auftreten (Cook et al.
2003).

Mit dem Fortschreiten der Erkrankung werden die Patienten
zunehmend pflegebedurftig und versterben schliel3lich an
unspezifischen Ursachen, wie Herz-Kreislauf-Erkrankungen oder
Infektionskrankheiten (Kukull et al. 1994).

Die NIA-AA beschreibt in ihren Richtlinien drei Stadien der AD, in
der die Bestimmung der bildgebenden und Liquorbiomarker
Anwendung findet. Eine praklinische Phase, die Phase der
leichten kognitiven Beeintrachtigung (LKB) und die der manifesten
AD. Sie postulieren eine lange asymptomatische Phase, in der der
pathophysiologische Prozess der Amyloidpathologie und
Neurodegeneration ohne bzw. nur mit subtilen kognitiven
Veranderungen einhergeht. Die praklinische Phase wird in drei
Stadien unterteilt. Im ersten Stadium besteht eine Amyloid-
Positivitat in Liquor oder Bildgebung. Im zweiten Stadium kommen
Zeichen der Neurodegeneration hinzu. Im dritten Stadium kénnen
zudem subtile kognitive Defizite bemerkt werden, die noch keine
kognitive Storung diagnostizieren lassen (Sperling et al. 2011).
Diese Gruppe asymptomatischer Individuen hat in erster Linie eine
Bedeutung fur die Forschung mit dem Ziel Faktoren zu definieren,
die kognitive Defizite oder den Progress in eine AD in der Zukunft
bei amyloidpositiven Individuen voraussagen (Sperling et al.
2011). Das Stadium der LKB, oder ,Mild cognitive imparment (MCI)
genannt, ist gekennzeichnet durch klinische Kernkriterien, die auf
eine Einschrankung von kognitiven Leistungen ohne
Beeintrachtigung im alltaglichen Leben deuten. Unterstutzend

sollen Bildgebungs- und Liquorbiomarker auf die Atiologie einer



AD vor allem im Forschungssetting hinzugezogen werden (Albert
et al. 2011).

Das Stadium der AD wird in unterschiedliche Wahrscheinlichkeiten
eingeteilt. Hierbei wird unterschieden, je nach Biomarkerpositivitat
bzw. -verfugbarkeit, ob es sich um eine moégliche, wahrscheinliche
oder pathophysiologisch diagnostizierte AK, oder ob es sich um
eine Demenzform mit anderer zugrundeliegender Atiologie handelt
(McKhann et al. 2011).

2.4 Diagnostik

Die Diagnose einer Demenz ist eine Syndromdiagnose, die anhand
klinischer Kriterien (z.B. ICD-10) gestellt wird. Die klinische
Diagnosestellung einer kognitiven Beeintrachtigung oder eines
Demenzsyndromes erfolgt in erster Linie durch eine Eigen-
und/oder Fremdanamnese (Forstl 2017). Hier geht es vor allem um
die zeitliche Dynamik der Symptome und es mussen
Einschrankungen in der Alltagsbewaltigung vorliegen. Die
Erhebung eines psychopathologischen Befundes, eine klinisch
internistische und neurologische Untersuchung spielen eine
erhebliche Rolle in der Differentialdiagnostik der Demenzen und

dienen vor allem dem Ausschluss potentiell reversibler Ursachen.

2.4.1 Kognitive Kurztestung/ Neuropsychologische Diagnostik
Kognitive Kurztests wie der Mini-Mental-Status-Test (MMST), der
Demenz-Detektions-Test (DemTect), sowie der Montreal Cognitive
Assessment Test (MoCA) und Addenbrooke’s Cognitive
Examination Il (ACE-Ill) sind geeignete Instrumente fur ein
Demenz-Screening. Hierbei wird auch durch die Prifung einzelner
kognitiver Domanen bereits eine differentialdiagnostische
Einordnung des Syndroms ermoglicht. Fur die ausfuhrliche
kognitive Testung eignet sich unter anderem die Testbatterie des
Consortium to establish a Registry for Alzheimers Disease
(CERAD) oder des Alzheimer’s Disease Assessment Scale —
Cognitive subscale (ADAS cog) (Rubin et al. 1989; Morris 1993;



Kueper et al. 2018). Der CERAD Uuberpruft Fahigkeiten der
Orientierung, der Sprache, der konstruktiven Praxis und des
Gedachtnisses. Ein weiteres Werkzeug ist der Clinical Dementia
Rating Scale, welcher dariber hinaus eventuelle Stérungen des

sozialen und hauslichen Lebens und der Pflege berucksichtigt.

2.4.2 Bildgebung

Der bildgebenden Diagnostik kommt im Wesentlichen zwei
Funktionen zu. Zum einen sollen behandelbare Ursachen einer
Demenz detektiert werden (z.B. Tumoren, Hamatome,
Normaldruckhydrozephalus, Infektionen). Zum anderen kann sie
anhand des Atrophiemusters oder weiterer struktureller
Auffalligkeiten zur atiologischen Differenzierung primarer
Demenzerkrankungen beitragen. Bei ca. 5% aller
Demenzerkrankungen wird eine potentiell behandelbare bzw.
reversible Ursache durch die zerebrale Bildgebung entdeckt
(Deutsche Gesellschaft fur Psychiatrie und Psychotherapie 2016).
Daher sollte im Rahmen einer Demenzabklarung ein zerebrales
MRT, oder bei Kontraindikationen ein zerebrales CT durchgefuhrt
werden.

Strukturell ist die AD durch eine progrediente Hirnatrophie mit
besonderer Akzentuierung im medialen Temporallappen und im
Hippocampus charakterisiert.

In klinisch unklaren Fallen oder im Rahmen von klinischen Studien
kommen nuklearmedizinische Verfahren, wie das 18F-FDG-PET
bzw. 99mTc HMPAO-SPECT, zum Einsatz. Hier werden der
Glukosemetabolismus bzw. die zerebrale Perfusion dargestellt,
wobei ein negativer Befund die Alzheimer-Diagnose praktisch
ausschlielt (Scheltens et al. 2016). Es gibt moderne
Bildgebungsverfahren, die in hochspezialisierten Zentren
vorhanden sind und die die Amyloid Pathologie und die Tau
Pathologie detektieren konnen (Hall et al. 2017; Ruan and Sun
2023).



2.4.3 Labordiagnostik

Die klinische und neuropsychologische Untersuchung allein weisen
auf das Demenzsyndrom hin, lassen jedoch keinen Schluss Uber
die atiologische Zuordnung des Demenzsyndroms zu. So wird in
den meisten Leitlinien empfohlen potenziell reversible Ursachen
der Demenz mit Hilfe laborchemischer Untersuchungen
auszuschlieRen. In den meisten Leitlinien werden Blutbild,
Elektrolyte, Blutzucker, TSH, CRP, Blutsenkung, Leber- und
Nierenfunktionswerte, Vitamin B12 und Folsaure als
Standardbestimmung genannt (Deutsche Gesellschaft far
Psychiatrie und Psychotherapie 2016).Vielversprechende neuere
Ergebnisse weisen auf den potenziellen Nutzen von pTau als
Blutbiomarker hin, der mit hoher Sensitivitat und Spezifitat die AD
detektieren konnen (Thijssen et al. 2021).

2.4.3.1 Bestimmung des Apolipoprotein-E-Genotyps

Das Apolipoprotein-E-Gen ist in Abhangigkeit von der
Allelkonstellation (¢4) ein Risikofaktor fur die AK. In der
deutschen Leitlinie zur Diagnostik und Therapie der Demenzen
wird die Bestimmung des Apolipoprotein-E-Genotyps nicht
empfohlen (Deutsche Gesellschaft fur Psychiatrie und
Psychotherapie 2016).

2.4.3.2 Liquordiagnostik

Die Liquordiagnostik dient dem Ausschluss anderer, z.B.
entzundlicher ZNS-Erkrankungen und kann bei Bestimmung der
Neurodegenerationsmarker AR42, pTau und Gesamt-Tau die
Diagnose einer neurodegenerativen Erkrankung, wie der
Alzheimerkrankheit stitzen. Um eine differentialdiagnostische
Einschatzung gegenuber anderen Demenzen treffen zu kdnnen
oder fur eine Verlaufsbeurteilung eignen sich die
Degenerationsmarker nicht. Im Kontext aller vorliegenden Befunde

konnen die Marker im klinischen Alltag jedoch hinweisend fur eine



Alzheimerkrankheit unterstitzend wirken (Deutsche Gesellschaft

fur Psychiatrie und Psychotherapie 2016).

Je nach Verfugbarkeit der Biomarker und ihrer Positivitat wird in

den Richtlinien der NIA-AA von unterschiedlichen

Wahrscheinlichkeiten fur das Vorliegen einer AD ausgegangen.

In der praklinischen Phase werden drei verschiedenen Stadien

postuliert, die zunachst eine Positivitat der Amyloidmarker in

Liquor oder Bildgebung beschreiben. Im Verlauf kommen Marker

der Neurodegeneration hinzu und schlieBlich kann es zu einem

subtilen kognitiven Verfall kommen, der jedoch noch keine

Diagnose einer LKB zulasst. Im symptomatischen Stadium der LKB

und der AD werden unterschiedliche Wahrscheinlichkeiten

(moglich, wahrscheinlich, mit Nachweis der Alzheimer Pathologie

und Demenz wahrscheinlich anderer Atiologie) postuliert (Albert et
al. 2011; McKhann et al. 2011).

Die folgende Tabelle erlautert die AD Demenz Kriterien mit

Integration der Biomarker.

Diagnosekategorie

Biomarker weisen
auf AD Atiologie

hin

Amyloidbiomarker
(PET oder CSF)

Neurodegeneration
(CSF Tau, FDG-
PET oder
strukturelles MRT)

Mogliche AD

Basierend auf

klinischen Kriterien

Mit 3
Evidenzstufen
bzgl. AD
Pathophysiologie

Uninformativ

Intermediar

Intermediar

Nicht verfigbar,
widerspruchlich,
nicht bestimmt

Nicht verfigbar,

nicht bestimmt

Positiv

Nicht verfigbar,
widersprichlich
oder nicht bestimmt

Positiv

Nicht verfigbar

oder nicht bestimmt




Wahrscheinliche
AD
(einschlieBlich
atypischer
klinischer

Prasentation)

Basierend auf

klinischen Kriterien

Mit Evidenz fiur AD
Pathophysiologie

Demenz aufgrund
anderer Atiologie

Hoch

Uninformativ

Hoch aber schliel3t
andere Atiologie

nicht aus

Niedrigste
Wahrscheinlichkeit

Positiv

Nicht verfigbar,
widersprichlich
oder nicht

bestimmt

Positiv

Negativ

Positiv

Nicht verfigbar,
widersprichlich

oder nicht bestimmt

Positiv

Negativ

Tabelle 1: Demenz Kriterien der AD mit Berlicksichtigung von
Biomarkern (McKhann et al. 2011).

2.5 Therapie

2.5.1 Medikamentdse Therapien

Die zurzeit zugelassenen Medikamente in Deutschland sind nur

gering wirksam und dienen ausschlie3lich zur symptomatischen

Behandlung der Kernsymptomatik (u.a. kognitive Stérungen,

Beeintrachtigung der Alltagstatigkeiten) und der Behandlung von
psychischen Verhaltenssymptomen (z.B. Depression, Wahn,
Halluzinationen, Apathie). Zugelassene Medikamente in
Deutschland sind die Acetylcholinesterasehemmer und der nicht-
kompetitive NMDA-Antagonist Memantin (Deutsche Gesellschaft
fur Psychiatrie und Psychotherapie 2016).



2.5.1.1 Acetylcholinesterasehemmer
Acetylcholinesterase-Hemmer (Donepezil, Galantamin und
Rivastigmin) sind zur Behandlung der leichten bis mittelschweren
AD zugelassen. Sie verbessern die Acetylcholin-vermittelte
neuronale Signalubertragung, die durch die Neurodegeneration im
Rahmen der Alzheimererkrankung vermindert ist. Uber eine
Inhibition der Cholinesterase und somit des Abbaus des
Neurotransmitters steht Acetylcholin Uber eine langere Dauer im
synaptischen Spalt cholinerger Synapsen zur Verfigung.
Galantamin beeinflusst dariber hinaus die nikotinergen
Rezeptoren der Prasynapse und bewirkt somit eine zusatzliche
Acetylcholinfreisetzung (Deutsche Gesellschaft fur Psychiatrie und
Psychotherapie 2016).

2.5.1.2 Memantine

Memantine sind nicht-kompetitive NMDA-Antagonisten. Sie
bewirken eine Inhibition der Freisetzung von Glutamat. Bei der AK
wird dem chronischen Uberschuss der Glutamatfreisetzung eine
Rolle der Alzheimer-bedingten Zellfunktionsstérung und
Zelldegeneration zugesprochen. Zugelassen ist Memantin im
moderaten bis schweren Demenzstadium bei AD (Deutsche

Gesellschaft fur Psychiatrie und Psychotherapie 2016).

2.5.1.3 Pharmakotherapie von psychischen Verhaltenssymptomen
Beim Auftreten psychotischer Symptome, Depressionen mit
Apathie oder Unruhe kdnnen Neuroleptika (z.B. Risperidon,
Olanzapin, Quetiapin) oder Antidepressiva (Citalopram,

Venlafaxin, Mirtazapin) eingesetzt werden.

2.5.1.4 Antikoérper Therapie

Die Europaische Arzneimittelbehdorde EMA hat den Antrag auf
Zulassung von Aducanumab im Dezember 2021 abgelehnt. In den
USA ist der Wirkstoff unter dem Namen Aduhelm seit Juni 2021

zugelassen (e.V.). Es handelt sich um einen monoklonalen



Antikorper, der sich gegen B-Amyloid richtet und zu einer Plaque-
Reduktion fuhrt (Woloshin and Kesselheim 2022). In den
bisherigen Studien konnte jedoch kein klinischer Benefit fur das
Medikament gezeigt werden, sodass die Zulassung der US-Food
and Drug Administration FDA kontrovers diskutiert wird (Avgerinos
et al. 2021).

Rezent ist eine erste grolle positive Studie erschienen, in der der
monoklonale AntikOrper Lecanemab zu einer Reduktion der
Amyloidkonzentrationen, sowie zu einem geringeren Fortschreiten
der kognitiven Einschrankungen bei beginnender AK gefuhrt hat
(van Dyck et al. 2023).

2.5.2 Nicht-medikamentdose Therapien

Eine grole Bedeutung kommt den nicht-medikamentdsen
Therapien der an AD erkrankten Menschen zu, um eine moglichst
lange Selbstandigkeit der Aktivitaten des taglichen Lebens zu
ermoglichen. Dazu zahlen sogenannte Begleittherapien wie z.B.
Ergotherapie, Verhaltenstherapie, Logopadie, Kunst-
/Musiktherapie, Gedachtnistraining, Selbsterhaltungstherapie,

sowie Gesprachsrunden fur Patienten und Angehorige.

3. Material und Methoden Publikation 1

3.1 Studiendesign und Stichprobe

Die Studie umfasste Patienten mit AD, die zwischen 2005 und
2012 am Zentrum fur kognitive Storungen des Klinikums rechts der
Isar der Technischen Universitat Munchen (TUM, monozentrische
Kohorte, N=119) im Rahmen einer diagnostischen Abklarung ihrer
kognitiven Beschwerden vorstellig wurden. Die zweite Stichprobe
enthalt Patienten der Phase 1 und 2 der Alzheimer Dementia
Neuroimaging Initiative (ADNI 1 und 2, multizentrische Kohorte,
N=178). Die in dieser Studie verwendeten ADNI-Daten wurden am
6.Juli 2015 aus der ADNI-Datenbank unter http://www.adni-info.org

abgerufen.



Alle Studienteilnehmer erfullten die NIA-AA Kriterien und die
diagnostischen Richtlinien des NINDS-ADRDA fur AD bzw.
wahrscheinliche AD (McKhann et al. 1984; McKhann 2011). Die
Studienverfahren wurden von den institutionellen
Prifungsausschlussen aller teilnehmenden Zentren genehmigt und
alle Teilnehmer und oder Bevollmachtigten erteilten eine

schriftliche Einverstandniserklarung.

3.2 Liquorprobenanalyse

Die CSF-Peptidkonzentrationen wurden in ADNI mit der Multiplex-
xMAP-Luminex-Plattform mit Reagenzien auf Basis des
Innogenetics Immunoassay-Kits im ADNI Biomarker-Kernlabor der
University of Pennsylvania nach veroffentlichten Methoden (INNO-
BIA AlzBio 3; Gent, Belgien) gemessen (Shaw et al. 2009; Kim et
al. 2011). An der TUM wurden die Biomarkerwerte mit im Handel
erhaltlichen enzymgebundenen Immunosorbens-Assays (ELISA,
Innogenetics, Gent, Belgien) bestimmt (Vandermeeren et al. 1993;
Vanderstichele et al. 2000; Alexopoulos et al. 2013).

3.3. ApoE-Genotypisierung

ApoE-Genotypen wurden durch Analyse von Blutproben unter
Verwendung der zuvor beschriebenen Standard-Polymerase-
Kettenreaktion und Restriktionsenzymverdauung bestimmt
(Wenham et al. 1991; Zivelin et al. 1997; Saykin et al. 2010). Die
Teilnehmer wurden als Trager oder Nicht-Trager des ApoE-g4-

Allels klassifiziert.

3.4 Klassifizierung neurochemischer Biomarkerwerte

Der Biomarkerwert jedes Patienten wurde in einer
Dichotomisierungsstrategie (positiv oder negativ fur AD) und in
einer Trichotomisierungsstrategie (positiv, negativ oder
borderline) eingestuft. Die Dichotomisierungsstrategie basierte auf
zuvor veroffentlichten Biomarker-Cutoffs, die fur jede verwendete

Messmethode spezifisch waren, sodass in beiden Datensatzen



unterschiedliche Grenzwerte angewendet wurden (Hulstaert et al.
1999; Jagust et al. 2009a; Shaw et al. 2009; Landau et al. 2013).
In den folgenden Tabellen sind die angewendeten Grenzwerte in

den unterschiedlichen Kohorten aufgefuhrt.

TUM-Kohorte ADNI-Kohorte

AlR42-
Konzentration < 642 <192
(ng/l)
t-Tau-
Konzentration > 252 > 94
(ng/l)
p-Tau-

Konzentration > 61 > 24
(ng/l)

Tabelle 2: Positiv-Grenzwerte der beiden Kohorten TUM und ADNI
in ng/l. Alle anderen Biomarkerwerte wurden als negativ
angesehen.

Die Trichotomisierungsstrategie stutzte sich auf zuvor
veroffentlichte Grenzwertbereiche, die mit dem Ziel definiert
wurden einen vernunftigen Kompromiss zwischen der Minimierung
der Wahrscheinlichkeit einer kinstlichen Kategorisierung von
Grenzwerten als positiv oder negativ zu erzielen (Alexopoulos et
al. 2016). Gleichzeitig wurde ein uberwaltigender Teil der
Messwerte jeden Biomarkers als Grenzwert eingestuft(Alexopoulos
et al. 2016).

TUM-Kohorte Positiv Negativ Borderline
AR42-

Konzentration |< 579,72 > 704,28 579,72-704,28
(ng/l)




t-Tau-
Konzentration > 331,11 <172,89 172,89-331,11
(ng/l)

p-Tau-
Konzentration |> 68,68 < 53,32 53,32-68,68
(ng/l)

Tabelle 3: Grenzwerte der Trichotomisierungsstrategie in der
TUM-Kohorte in ng/l.

ADNI-Kohorte Positiv Negativ Borderline

AR42-
Konzentration < 177,62 > 206,38 177,62-206,38

(ng/l)

t-Tau-
Konzentration > 104,15 < 83,85 83,85-104,15
(ng/l)

p-Tau-
Konzentration |> 27,41 < 20,59 20,59-27,41
(ng/l)

Tabelle 4: Grenzwerte der Trichotomisierungsstrategie in der
ADNI-Kohorte in ng/l.

Basierend auf der Anzahl positiver Biomarker nach
Dichotomisierung und Trichotomisierung wurden die Patienten in
die vier Klassen der Skala Paris-Nord, Lille, Montpellier (PML)
eingeteilt, sodass ein detaillierter Charakter der Organisation in
Studiengruppen vorgestellt wird (Lehmann et al. 2014). Die PML-
Skala besteht aus vier Klassen, die einem (Klasse 1), zwei (Klasse
2), drei (Klasse 3) oder keinen (Klasse 0) pathologischen Markern

entsprechen.

3.5 Statistische Analyse
Die statistischen Analysen wurden mit SPSS v19.0 fur Windows
(IBM Corp., Somers, NY, USA) und in MATLAB R2012a



(MathWorks, MA, USA) durchgefuhrt und umfasste die
Distanzkorrelationsanalyse (DCA) und die Kappa (k)-Statistik.
DCA wurde durchgefuhrt um die Wechselbeziehung zwischen
einzelnen CSF-Biomarkern zu untersuchen. DCA ist ein nicht
lineares Mald fur die statistische Abhangigkeit, das zwischen 0 und
1 liegt, wobei Werte nahe 0 die Unabhangigkeit anzeigen (Székely
et al. 2007). Es reagiert empfindlich auf nichtlineare
Wechselbeziehungen, die durch Standardkorrelationsmalle wie den
Pearson-Koeffizienten und den Spearman-Koeffizienten
moglicherweise ubersehen werden und ist nicht von der
Klassifizierung des Biomarkers abhangig. Die zufallskorrigierte
Ubereinstimmung wurde unter Verwendung von Cohens und Fleiss’
Kappa (k) berechnet.

In dieser Statistik zeigt k < 0,40 eine schlechte, 0,41-0,60 eine
mafRige, 0,61-0,80 eine gute und k > 0,81 eine sehr gute
Ubereinstimmung an. Im Gegensatz zu Cohens Kappa, mit dem
zwei Bewertungen einer Variablen verglichen werden, ist Fleiss’
Kappa ein statistisches Mal fur die Bewertung der Zuverlassigkeit
und Ubereinstimmung zwischen mehr als zwei Bewertungen (Fleiss
JL 2003).

Data set Monocentric (TUM) Multicentric
(ADNI)
APOE €4 Carriers Yes No Yes No
N 59 27 126 52
Distance correlation
AB42/p-Tau 0.188 0.470 0.230 0.438
AB42/t-Tau 0.169 0.451 0.194 0.336
p-Tau/t-Tau 0.917 0.914 0.643 0.718
Dichotomization of biomarker values
Fleiss kappa 0.032 0.357 0.052 0.338
Cohen’s kappa
ApB42/p-Tau —0.122 0.408 — 0.026 0.424
ApB42/t-Tau — 0.139 0.216 — 0.031 0.282
p-Tau/t-Tau 0.427 0.456 0.280 0.397
Trichotomization of biomarker values
Fleiss kappa 0.094 0.190 0.004 0.301
Cohen’s kappa
AB42/p-Tau — 0.003 0.230 0.152 0.346
AB42/t-Tau 0.031 0.246 0.015 0.252

p-Tau/t-Tau 0.288 0.152 0.136 0.368




Tabelle 5: Studienstichprobe und Grad der Ubereinstimmung der

Biomarker

4. Material und Methoden Publikation 2

4.1 Studiendesign und Stichprobe

Das Studiendesign wurde von den institutionellen
Prifungsausschissen aller teilnehmenden Zentren genehmigt. Alle
Teilnehmer oder deren Bevollmachtigten erteilten eine schriftliche
Einverstandniserklarung. Die Analysen umfassten einen
monozentrischen Datensatz, im Weiteren MUC genannt, der
Personen umfasste, die am Universitatsklinikum TUM rekrutiert
wurden und einen multizentrischen Datensatz, der Teilnehmer der
ersten Phase der ADNI mit verfugbaren CSF-Daten zu
Konzentrationen von AR42, t-Tau und p-Tau. ADNI ist ein
Gemeinschaftsprojekt von akademischen Institutionen und privaten
Unternehmen in den USA und Kanada. Die in dieser Publikation
verwendeten ADNI-Daten wurden am 31.Juli 2013 aus der ADNI-
Datenbank (www.adni-info.org) abgerufen. Die allgemeinen
Zulassungskriterien fur ADNI sind unter adni-
info.org/Scientists/ADNIGrant/ProtocolSummary.aspx beschrieben.
Die Datensatze bestanden aus Patienten mit AD und Kontrollen.
Patienten mit AD erfullten die NIA-AA Kriterien und die Kriterien
der National Institute of Neurological and Communicative
Disorders und der Stroke/AD and Related Disorders Association
(NINCDS-ADRDA) fur eine AD und eine wahrscheinliche AD
(McKhann et al. 1984; Petersen et al. 2010; McKhann et al. 2011).
Gesunde Kontrollen in beiden Datensatzen umfassten altere
Personen ohne neuropsychiatrische Storungen oder subjektive
Gedachtnisbeschwerden und mit normalen neurokognitiven
Testergebnissen, die in ihrem taglichen Leben unabhéangig waren
(Petersen et al. 2010; Perneczky et al. 2013). Die Liquorproben
der gesunden MUC-Kontrollgruppe wurden im Rahmen geplanter
urologischer und orthopadisch chirurgischer Eingriffe unter

Spinalanasthesie im Krankenhaus der TUM gewonnen (Perneczky



et al. 2013). Der MUC-Datensatz enthielt auch eine Stichprobe von
Krankheitskontrollen, bei denen keine Storung des ZNS
diagnostiziert wurde. Sie hatten keine subjektiven
Gedachtnisbeschwerden und waren in ihren taglichen Aktivitaten
unabhangig. Lumbalpunktion und strukturelle Bildgebung zeigten
keine Auffalligkeiten. Die Erhebung der Neurodegenerationsmarker
dieser Stichprobe wurde nicht zur Erstellung einer klinischen

Diagnose verwendet.

4.2 Liquorprobenanalyse

Die Liquor-Peptidkonzentrationen wurden in ADNI mit einer
Multiplex-Plattform (Kim et al. 2011) und in MUC mit einem
handelsublichen enzymgebundenen Immunosorbens-Assays
gemessen (Vandermeeren et al. 1993; Vanderstichele et al. 2000;

Alexopoulos et al. 2013).

4.3 Apo-E-Genotypisierung

Apo-E-Genotypen wurden mit der Standardmethode der
Polymerase-Kettenreaktion bestimmt (Jagust et al. 2009b). Fir
Krankheitskontrollen stehen keine APO-E-Genotypdaten zur
Verfugung, da von lhnen keine schriftliche

Einverstandniserklarung eingeholt wurde.

4.4 Klassifizierung neurochemischer Biomarkerwerte

Die Biomarkerwerte jedes Patienten wurden entweder als positiv
fur AD, negativ fur AD oder als grenzwertig eingestuft. Die
Definition der Grenzwertbereiche basierte auf zuvor
veroffentlichten Biomarker-Grenzwerten, die fuir jede verwendete
Messmethode spezifisch waren (Hulstaert et al. 1999; Jagust et al.
2009b; Shaw et al. 2009; Landau et al. 2010; Guo et al. 2013a).
Die Standardabweichungen (SD) in der monozentrischen und
multizentrischen Stichprobe wurden getrennt bestimmt, da die fur
die Peptidmessungen in beiden Datensatzen verwendeten

Methoden unterschiedlich waren. Der Bereich der Grenzwerte



wurde mit dem Ziel festgelegt, einen Kompromiss zwischen der
Minimierung der Wahrscheinlichkeit einer kinstlichen
Kategorisierung als positiv oder negativ und der gleichzeitigen
Klassifizierung von <25% der gemessenen Werte jedes Biomarkers
als Grenzwert zu erzielen. Werte innerhalb von 20% der SD ab
dem jeweiligen Cutoff wurden als Grenzwert klassifiziert. AR42-
Konzentrationen, die niedriger als der definierte Bereich der
AR42-Grenzwerte und t-Tau- bzw. p-Tau-Werte, die hdher als die
jeweiligen Grenzbereiche lagen, wurden als positiv fir das
Vorliegen einer AD angenommen. Alle anderen Biomarkerwerte
wurden als negativ angesehen.
In der MUC-Stichprobe wurden die folgenden Konzentrationen als
positiv fir AD angesehen:

AR42 <579,72 ng/l

t-Tau > 331,11 ng/l

p-Tau >68,68 ng/l.
Die folgenden Konzentrationen wurden als negativ fur AD
angesehen:

AR42 > 704,28 ng/l

t-Tau <172,89 ng/l

p-Tau <53,32 ng/l.
Die AD-Positivitat im ADNI-Datensatz wurde definiert als:

AR42 <177,62 ng/l

t-Tau >104,15 ng/l

p-Tau >27,41 ng/l.
Die AD-Negativitat wurde definiert als:

AR42 >206,38 ng/l

t-Tau <83,85 ng/l

p-Tau <20,59 ng/l.

4.5 NIA-AA Kategorisierung der Teilnehmer
Gemald den NIA-AA Algorithmen und ihren Liquorbiomarkerwerten
wurden die Kontrollen in die praklinischen AD Stadien 1 oder 2

oder als nicht pathologisch in Bezug auf das Vorhandensein der



AD eingestuft. Patienten mit einer Demenz wurden in Gruppen mit
hohen Zwischenstufen, eine geringe Wahrscheinlichkeit fur das
Vorliegen einer Alzheimerpathologie oder als nicht aussagekraftig
bezliglich einer Alzheimerpathologie eingeteilt. Teilnehmer mit
Biomarkerkonstellationen, die nicht von den NIA-AA-Richtlinien
berucksichtigt wurden, konnten nicht in die NIA-AA-Kategorien
eingeteilt werden. An dieser Stelle werden Modifikationen der NIA-
AA-Algorithmen vorgeschlagen, sodass alle potenziellen
Biomarkerkonstellationen integriert und spezifiziert werden
konnen. In dem modifizierten Algorithmus ist die relative
Bedeutung von AR42 im Vergleich zu t-Tau und p-Tau grofRer.
Personen mit positiven AR42-Werten werden mindestens als hohe
Wahrscheinlichkeit fur das Vorliegen einer AD eingestuft, wahrend
Personen mit negativen AR42-Werten als niedrig wahrscheinlich
eingestuft werden. Personen mit negativen AR42- und negativen
oder grenzwertigen Neurodegenerationsmarkern werden in die
Kategorie mit der niedrigsten Wahrscheinlichkeit eingeteilt.
Personen mit grenzwertigen AR42 in Verbindung mit mindestens
einem positiven Neurodegenerationsmarker p-Tau oder t-Tau
werden als mittlere AD Wahrscheinlichkeit eingestuft, wahrend
Personen ohne positive Neurodegenerationsmarker als Personen
mit geringer AD Wahrscheinlichkeit eingestuft werden.

Bei einer Reihe von Teilnehmern (n=18) war nur ein Biomarker fur
Neurodegeneration (t-Tau oder p-Tau) verfugbar. Aufgrund eines
hohen Korrelationsgrades zwischen p-Tau/t-Tau stellten wir die
Hypothese auf, dass nicht verfugbare Biomarker mit dem

verfugbaren Biomarker Ubereinstimmen (Mattsson et al. 2009).

4.6 Statistische Analyse

Die statistischen Analysen wurden in SPSS v19.0 fur Windows
(IBM Corp., Somers, NY, USA) und in der Version MATLAB
R2012a (Mathworks, Natick, MA) durchgefuhrt. Die Normalitat der
Datenverteilung wurde mit dem Kolmogorov-Smirnov-Test

uberpruft. Die Unterschiede zwischen den diagnostischen Gruppen



in Bezug auf demografische Daten und Biomarkerdaten, sowie
APO-E4-Allelverteilung wurden mit Varianzanalyse, Bonferroni-
Post-hoc-Analyse, Kruskal-Wallis-Test, Mann-Whitney-Test und
Chi-Quadrat-Test nach Bedarf und in jedem Datensatz separat
bewertet. Die Rohbiomarkerdaten beider Datensatze wurden
mittels nichtnegativer Matrixfaktorisierung (NNMF) grafisch
dargestellt, einer Datenlerntechnik, die sich besonders zur
Analyse positiv bewerteter Daten eignet, um die verfugbaren
Informationen in einer niedrigen Dimension (2D) zu verdichten.
Die Gesamtmenge der Messungen Xi = {AB42, t-tau, p-tau},
unwahrscheinlich i, i= 1,2, ..., N, wobei N die Gesamtzahl der
Teilnehmer ist, wurde als X [Nx3 angenadhert]=W [Nx2] B [2x3],
um den durch die Frebenius-Form verursachten
Rekonstruktionsfehler zu minimieren: || X-WB || 2. Auf diese
Weise nahm der dem i-ten Teilnehmer zugeordnete Messvektor Xi
die Form von Xi = wi1 B1 + wi2 B2 an, wobei B1, B2 die
Einheitslangenvektoren fur eine sparsame 2D-Darstellung und wi1,
wi2 die entsprechenden Komponenten waren. Ein zweiseitiges

Signifikanzniveau von 0,05 wurde verwendet.

5. Themenubergreifende Diskussion

5.1 Zusammenfassung der Hauptergebnisse

In der ersten Publikation wurden nach einer Dichotomisierung der
Biomarkerwerte 56,7% der Patienten in der TUM-Stichprobe und
64,6% der Teilnehmer aus der ADNI-Stichprobe in die PML-Skala
Klasse 3 eingestuft. Die Cohen-Kappa-Werte schwankten zwischen
-0,005 und 0,379, wahrend der Fleiss-Kappa-Wert in den TUM-
und ADNI-Stichproben 0,145 bzw. 0,197 betrug. Nach der
Trichotomisierung der Biomarkerwerte wurden 37,5% bzw. 55,6%
der Patienten in der TUM- bzw. ADNI-Stichprobe in die PML-Skala
Klasse 3 eingestuft. Die Cohen’s Kappa-Werte lagen zwischen
0,076 und 0,272. Der Fleiss-Kappa-Wert betrug 0,104 in der TUM-
Stichprobe und 0,152 in der ADNI-Stichprobe. Sowohl die Fleiss-,

als auch die Cohen’s Kappa-Werte deuten auf eine schlechte



Ubereinstimmung zwischen den Liquorbiomarkern hin, sowohl nach
Dichotomisierung, als auch nach Trichotomisierung der Werte.
Bemerkenswert ist, dass die Kappa-Werte in der ADNI-Kohorte mit
Ausnahme von t-Tau/p-Tau nach Dichotomisierung hoher waren.
Die hier festgestellte schlechte Ubereinstimmung zwischen den
verschiedenen Biomarkern ist nicht auf die
Kategorisierungstrategien zuruckzufiuhren, da DCA-Werte von
weniger als 0,273 ebenfalls auf einen geringen Grad der
Abhangigkeit hindeuten.

Die Ergebnisse der Ubereinstimmungs- und Korrelationsanalysen
bei ApoE e4-Tragern und Nicht-Tragern zeigen bei ersteren eine
schlechte Ubereinstimmung zwischen den Biomarkern in beiden
Datensatzen mit Ausnahme von t-Tau/p-Tau in der TUM-Kohorte
nach Dichotomisierung der Biomarkerwerte. Bei Nicht-Tragern
deuten die Kappa-Werte auf eine schlechte oder mafige
Ubereinstimmung hin. Bemerkenswert ist, dass in beiden
Datenséatzen der Grad der Ubereinstimmung bei ApoE-g4-Nicht-
Tragern hdoher war als bei Tragern, auller bei p-Tau/t-Tau nach
Trichotomisierung in der TUM-Kohorte. Diese Unterschiede sind
nicht auf die verwendeten Kategorisierungsstrategien
zuruckzufuhren, da sie mit den Ergebnissen der DCA
ubereinstimmen, die auf einen hoheren Grad der Abhangigkeit bei
ApoE-g4-Nicht-Tragern als bei Tragern hinweisen, mit Ausnahme

von p-Tau/t-Tau in der TUM-Stichprobe.



Data set Monocentric (TUM) Multicentric (ADNI)
Dichotomization of biomarker values
CSF Ap42 values positive/negative for AD (%) 76.9/23.1 92.7/7.3
CSF p-Tau values positive/negative for AD (%) (N=102)71.2/28.8 91.0/9.0
CSF t-Tau values positive/negative for AD (%) 91.3/8.7 66.9/33.1
PML Scale
Class 0 (no positive biomarkers) (%) 1.9 2.8
Class 1 (one positive biomarker) (%) 13.5 79
Class 2 (two positive biomarkers) (%) 27.9 24.7
Class 3 (three positive biomarkers) (%) 56.7 64.6
Fleiss kappa 0.145 0.197
Cohen’s kappa
Ap42/p-Tau 0.103 0.287
Ap42/t-Tau - 0.005 0.116
p-Tau/t-Tau 0.379 0.332
Trichotomization of biomarker values
CSF Ap42 values positive/borderline/negative for AD (%) 61.5/22.1/16.3 89.9/3.4/6.7
CSF p-Tau values positive/borderline/negative for AD (%) (N =102) 56.7/23.1/20.2 86.5/8.4/5.1
CSF t-Tau values positive/borderline/negative for AD (%) 81.7/16.3/1.9 59.6/14.0/26.4
PML Scale
Class 0 (no positive biomarkers) (%) 8.7 39
Class 1 (one positive biomarker) (%) 20.2 11.8
Class 2 (two positive biomarkers) (%) 33.7 28.7
Class 3 (three positive biomarkers) (%) 375 55.6
Fleiss kappa 0.104 0.152
Cohen’s kappa
Ap42/p-Tau 0.084 0.272
Ap42/t-Tau 0.076 0.111
p-Tau/t-Tau 0.203 0.218

Tabelle 6: Grad der Ubereinstimmung der Biomarker nach

Dichotomisierung und Trichotomisierung der Biomarkerwerte

In der zweiten Publikation bestanden signifikante Unterschiede in
Alters- und Geschlechtsverteilung in der MUC-Kohorte. Die
Krankheitskontrollen waren signifikant junger als die Kohorte der
AD-Patienten (p=0,03), wahrend Frauen in der Gruppe der
gesunden Kontrollen signifikant seltener waren als in der Gruppe
der AD (p<0,01). Wie erwartet war in beiden Datensatzen das
Vorhandensein des ApoE-e¢4-Allels bei Patienten mit AD signifikant
haufiger als bei Gesunden Kontrollpersonen. Eine graphische
Darstellung der AB42-, t-Tau und p-Tau-Konzentrationen im Liquor
der Teilnehmer unter Verwendung von NNMF zeigt die Diskordanz
zwischen Liquorprofilen und Diagnosestatus. Sie verdeutlicht,
dass in beiden Datensatzen trotz des eindeutig unterschiedlichen
diagnostischen Status der Teilnehmer ihre Biomarkerprofile Uber

ein kontinuierliches Spektrum zwischen beiden entgegengesetzten



Randern verteilt sind, wobei Kontrollen mit normalen Biomarkern
(unterer rechter Quadrant der Grafiken) und Patienten mit AD und
positiven Biomarkern (oberer linker Quadrant der Grafiken) die

extremen Enden darstellen.
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Abbildung 3: Verdichtete Darstellung in Form eines 2D-Streudiagramms des
monozentrischen (MUC) und multizentrischen (ADNI) Datensatzes (oberes bzw.
unteres Feld). Das Ensemble der trivarianten Messungen von B-Amyloid 1-42 im
Liquor, hyperphosphoryliertem Tau an Threonin 181 und Gesamt-Tau fiir alle
Teilnehmer wurde mittels nicht-negativer Matrixfaktorisierung (NNMF) analysiert und
durch einen bivariaten Datenschwarm approximiert, der die Gesamtvariation in den
Originaldaten bequem darstellt. In der abgeleiteten Karte zeigen die Beschriftungen
die verschiedenen Gruppen an.

Im MUC-Datensatz wiesen nur 22,5% der gesunden Kontrollen und
13,6% der Krankheitskontrollen ein eindeutig normales
neurochemisches Profil auf, wahrend bei ADNI der Anteil der
Kontrollen mit eindeutig normalem Liquorprofil signifikant hdoher

ausfiel (35,4%; p=0,06). Die jeweiligen Anteile der gesunden



Kontrollen bei denen alle Biomarkern abnorm ausfielen (typisches
neurochemisches AD-Profil) betrugen 2,5% in MUC und 8,6% in
ADNI. Bei keiner der Krankheitskontrollen waren alle
Liquorbiomarker positiv fur AD. Die Verteilung der Kontrollen, bei
denen alle Biomarker abnormal waren unterschied sich nicht
zwischen den Datensatzen (p=0,16). Interessanterweise hatten
19,5% der MUC und 18,9% der ADNI-Gesundheitskontrollen, sowie
4,5% der MUC-Krankheitskontrollen positive p-Tau- und/oder t-
Tau-Werte in Verbindung mit negativen oder grenzwertigen Ap42-
Werten.

In den Kohorten der klinisch diagnostizierten AD wiesen 40,3% in
MUC und 52,9% in ADNI ein fuar AD typisches Biomarkerprofil auf.
Eine ganzliche Biomarker-Negativitat bei Patienten mit AD kam
nur in 0,4% der MUC- und in 2,9% der ADNI-Kohorte vor (p=0,34).
Bei 30,3% der MUC- und 6,9% der ADNI-Patienten mit AD wurden
positive p-Tau- und/oder t-Tau-Werte mit negativen oder
grenzwertigen AB42-Konzentrationen beobachtet.

Der Versuch, den NIA-AA-Algorithmus fuar praklinische AD auf
gesunde und erkrankte Kontrollen anzuwenden ergab, dass nur
sieben von achtzehn beobachteten Biomarkerkonstellationen nach
dem NIA-AA-Algorithmus kategorisiert werden konnten. Daruber
hinaus erfullten 4,9% der MUC- und 15,5% der ADNI-
Gesundheitskontrollen und 4,5% der MUC-Krankheitskontrollen die
Kriterien fur das praklinische Stadium 2 (mindestens ein Amyloid-
und ein Neurodegenerationsmarker positiv), wahrend 4,8% der
MUC-Gesundheitskontrollen und 6,4% der ADNI- und 22,7% der
MUC-Krankheitskontrollen die Kriterien fir das praklinische
Stadium 1 (nur AB-Positivitat) erfullten. 68,3% der gesunden
Kontrollen des MUC-Datensatzes und 32,8% der ADNI-Kontrollen
wiesen Kombinationen auf, die in den NIA-AA-Richtlinien nicht
aufgefuhrt sind. Bei den MUC-Kontrollen lag der entsprechende
Anteil bei 59,1%. Nur vier der achtzehn potenziellen
Biomarkerkonstellationen lassen sich nach dem NIA-AA-

Algorithmus fur AD in Kategorien unterschiedlicher



Wahrscheinlichkeit fur das Vorliegen einer AD einordnen. In MUC
wurden 40,3% und 13,4% der Patienten mit AD in die Gruppe
hoher (alle Biomarker positiv) bzw. mittlerer (positives AB42 und
sowohl p-Tau, als auch t-Tau grenzwertig oder umgekehrt)
Wahrscheinlichkeit fur das Vorliegen einer AD eingeteilt. Mit
Ausnahme eines einzigen Patienten mit der geringsten
Wahrscheinlichkeit fur eine AD (alle verfiugbaren Biomarker
negativ) wurden alle anderen Biomarkerkombinationen der MUC-
Patienten, also 45,4% von den NIA-AA-Richtlinien entweder als
uninformativ eingestuft oder gar nicht spezifiziert. Bei ADNI
konnten 52,9%, 2% und 3% der Patienten mit hoher, mittlerer bzw.
geringer Wahrscheinlichkeit fur das Vorliegen einer AD eingestuft
werden. Alle anderen ADNI-Patienten, also 42,1% wiesen
Kombinationen von Biomarkerbefunden auf, die entweder nicht
aussagekraftig waren oder von den NIA-AA-Kriterien nicht definiert

werden.

5.2 Diskussion mit Bezug zur aktuellen Literatur

Die erste Studie ergab wider Erwarten eine geringe
Ubereinstimmung und Wechselbeziehung der verschiedenen
Liquorbiomarker bei Probanden mit fortgeschrittener Alzheimer
Demenz. Dies lasst vermuten, dass die Annahme von einer
allumfassenden Positivitat der Biomarker im Demenzstadium
vereinfacht ist. Die derzeitigen Konzepte Uuber die temporale
Evolution der Alzheimerbiomarker, die sich aus
Querschnittsstudien ergeben, entsprechen dieser Vorstellung
(Jack et al. 2013; Bertens et al. 2015; McDade and Bateman
2017). Auch wenn die Kappa-Werte auf eine schlechte
Ubereinstimmung in beiden Stichproben hinweisen, war der Grad
der Ubereinstimmung in der ADNI-Stichprobe héher als in der
TUM-Stichprobe, mit Ausnahme von p-Tau/t-Tau. Dieser
Unterschied konnte auf die Tatsache zuruckzuflihren sein, dass
die TUM-Patienten im naturlichen klinischen Umfeld einer

universitaren Gedachtnisambulanz rekrutiert wurden, was weniger



anfallig fur Uberselektion und Rekrutierungsverzerrungen ist als
der hochselektive Rahmen einer multizentrischen
Forschungsstudie wie ADNI (Alexopoulos et al. 2016). Trotzdem
zeigen die DCA in der TUM-Stichprobe eine hohere Abhangigkeit
zwischen p-Tau/t-Tau, sowie zwischen AB42/t-Tau im Vergleich zu
ADNI. Die Unterschiede in den Ubereinstimmungsgraden zwischen
den beiden Stichproben sollten daher kritisch betrachtet werden,
insbesondere im Hinblick auf die kinstliche Definition der
Grenzwertbereiche und die unterschiedlichen Eigenschaften der
verwendeten Laborversuche.

Der relativ hohe Grad der Wechselbeziehung zwischen den beiden
Biomarkern, die mit der Tau-Pathologie in Verbindung gebracht
werden (p-Tau und t-Tau) beruht moglicherweise auf dem direkten
Zusammenhang zwischen der Tau-Hyperphosphorylierung, der
Ablésung von Tau von den Mikrotubuli, dem neuronalen Tod und
dem Anstieg von Tau im Liquor bei der Alzheimer Krankheit
(Gendron and Petrucelli 2009).

Das Vorhandensein des ApoE-c4-Allels war in beiden Datensatzen
mit geringeren Ubereinstimmungsgraden und Zusammenh&angen im
Vergleich zu Nicht-Tragern verbunden. Erwdhnenswert ist, dass in
beiden Datensatzen keine Unterschiede zwischen Leistung in
MMSE und Alter bei Tragern des ApoE-e4-Allels und Nicht-Tragern
bestanden (Daten in Publikation nicht gezeigt). ApoE-¢4 ist der
starkste genetische Risikofaktor fur die sporadische AK und
beeinflusst die Entwicklung der zentralen pathologischen
Merkmale AB und Tau (Yamazaki et al. 2016; Zhao et al. 2018).
Der festgestellte Unterschied im Grad der Ubereinstimmung und
der Wechselbeziehung rechtfertigt eine Replikation der Ergebnisse
und weitere Untersuchungen. Die bei ¢é4-Tragern beobachtete
grollere Heterogenitat konnte durch die Tatsache erklart sein,
dass der Beitrag von ApoE-g4 zur AD-Pathogenese nicht auf die
Erleichterung der AB-Ablagerung und Tangle-Bildung beschrankt
ist. Es modifiziert durch sein korrespondierendes Protein

Apolipoprotein E mehrere biologische Prozesse. Es gibt



zunehmende Hinweise darauf, dass es an der Modulation der
synaptischen Plastizitat, des Lipidtransports, des
Glucosestoffwechsels, der mitochondrialen Funktion, der
vaskularen Integritat, der Neuroinflammation und der Apoptose
beteiligt ist (Persson et al. 2017; Zhao et al. 2018). All diese
pathologischen Prozesse konnen additiv zum kognitiven Verfall
beitragen (Boyle et al. 2013; Brenowitz et al. 2017), was zu
schwereren klinischen Symptomen fuhrt, als die, die der AB- und
Tau-Pathologie im Gehirn entsprechen. Alternativ kann die
Hypothese aufgestellt werden, dass das Vorhandensein des ApoE-
e4 -Allels bei symptomatischer Alzheimer Krankheit im Vergleich
zu Nicht-Tragern zu groReren Veranderungen der Liquorbiomarker
im Laufe der Zeit fuhren kann. Nichtsdestotrotz sind und bleiben
diese Interpretationen eher spekulativ, solange keine tieferen
Einblicke im Sinne von Langsschnittstudien der
Liquorbiomarkerwerte und die Auswirkungen von ApoE-e4 auf

diese gewonnen werden.

Unsere Beobachtungen stehen in Einklang mit weiteren Studien,
unter anderem unsere zweite Publikation, die darauf hinweisen,
dass weniger als 70% der Patienten mit AD ein AD-typisches
Liquorbiomarkerprofil aufweisen (Alexopoulos et al. 2014;
Skillback et al. 2015; Alexopoulos et al. 2016).

Unsere Ergebnisse sind mit der Vorstellung vereinbar, dass der
klinische Phanotyp, der die klinische Diagnose AD stutzt nicht
einhergeht mit dem typischen AD-Biomarkerprofil. Sie lassen
vermuten, dass das klinische Bild keine direkte Folge des
Vorhandenseins der pathologischen Veranderungen ist, wenn wir
davon ausgehen, dass die etablierten Liquorbiomarker diese
pathologischen Veranderungen genau und spezifisch
widerspiegeln (Rosenmann 2012). Mdglicherweise ist der klinische
Phanotyp das Ergebnis eines komplexen Zusammenspiels
zwischen interagierenden Co-Pathologien (z.B. zerebrovaskulare

Veranderungen, Lewy-Korperchen, mitochondriale Anomalien) und



sowohl schadlicher als auch schutzender Umweltfaktoren (z.B.
Ernahrungs- und Lebensstilparameter, geistige Aktivitat, kognitive
Reserve) (Boyle et al. 2013; Guo et al. 2013b; Korczyn 2013;
Brenowitz et al. 2017; lturria-Medina et al. 2017). Die genannten
Faktoren konnten die klinische Auspragung von AD-assoziierten
pathologischen Merkmalen verstarken oder abmildern und das
Fortschreiten der klinischen Symptome beschleunigen oder
verlangsamen (Boyle et al. 2013; Weiner et al. 2017). Unter der
Annahme, dass die pathologischen Veranderungen die klinische
Auspragung der AD widerspiegeln ist zu vermuten, dass bei
Individuen mit inhomogenem Liquorprofil ein Co-Faktor die
klinische Auspragung der Symptome potenziert, da das
Liquorbiomarkerprofil keine so weit fortgeschrittene Pathologie
impliziert, wie das klinische Bild anzeigt. Alternativ kann
behauptet werden, dass die festgestellte geringe Ubereinstimmung
und Wechselbeziehung zwischen den Liquorbiomarkern bei AD auf
Veranderungen der Biomarker zuruckzufuhren ist, die wahrend der
symptomatischen Phasen der Krankheit auftreten. Leider kdnnen
auch diese Erklarungsversuche nicht durch Langsschnittstudien
gestutzt werden.

Die beobachtete Inhomogenitat der Liquorbiomarker bei Patienten
mit AD kdnnte Auswirkung auf deren Behandlungsstrategie haben.
Unsere Beobachtungen unterstreichen die Notwendigkeit,
biomarkerbasierte Diagnosen in klinische Studien einzubeziehen,
damit diese nicht durch den Einbezug von Probanden mit
atypischen Biomarkerkonstellationen verzerrt werden, deren
Pravalenz bei uber 30% zu liegen scheint. Der Einschluss von
Patienten mit klinischer Diagnose einer AD, aber mit variablen
(typischen und atypischen) Biomarkerprofilen in klinische Studien
kdnnte zu deren Scheitern gefihrt haben und noch laufende
Studien verzerren (Weiner et al. 2017). Daher kOnnte der gezielte
Einschluss von Patienten mit einem far die AD typische
Biomarkerprofil die Aussagekraft klinischer Studien verbessern.

Daruber hinaus kdonnte die festgestellte Heterogenitat der



Biomarkerkonstellationen die Frage nach moglichen Unterschieden
in der therapeutischen Wirksamkeit der derzeit verfugbaren
Medikamente gegen Demenzsymptome aufwerfen. Diese Fragen
sollten in zukunftigen Studien naher beleuchtet werden, auch um
in Zukunft personalisierte Therapiestrategien zu formulieren (Reitz
2016).

Die Ergebnisse beider Studien deuten auf ein Kontinuum
neurochemischer Biomarkerprofile ausgehend vom kognitiv
gesunden Altern bis zum Demenzstadium hin. Obwohl die
Studienteilnehmer einen unterschiedlichen Diagnosestatus
aufwiesen, waren Spektren abnormer und normaler
Biomarkerbefunde nachzuweisen. Dies steht im Einklang mit
Berichten aus grofRen klinischen Studien far
krankheitsmodifizierende Medikamente, die zeigten, dass 10-35%
der Patienten mit klinisch diagnostizierter AD negative ApB-
Positronenemissionstomographie-Scans, also keine messbare Ap-
Pathologie aufwiesen (Salloway et al. 2014). Auch sind die
derzeitigen klinischen Diagnosemethoden und die Biomarkerdaten
im Zusammenhang mit der histopathologischen Diagnose
unzureichend validiert (Sensitivitat 71-88%, Spezifitat 44-71%)
(Beach et al. 2012).

Abnorme Biomarkerbefunde im Liquor konnten sowohl in der
multizentrischen, als auch in der monozentrischen Kontrollgruppe
festgestellt werden. Unsere Beobachtungen stehen im Einklang mit
friheren Berichten, die zeigten, dass mehr als 50% der kognitiv
gesunden alteren Menschen mindestens einen positiven
bildgebenden Alzheimerbiomarker haben (Jack et al. 2012; Jack et
al. 2014).

Nachweisliche Biomarker-Anomalien ohne klinische Symptome
sind mit dem Konzept der praklinischen Alzheimer Krankheit
vereinbar (Sperling et al. 2011). Demnach beginnen sich die
pathologischen Merkmale der Alzheimer-Krankheit viele Jahre vor

dem Auftreten klinischer Symptome zu entwickeln. Infolgedessen



werden AD-ahnliche Gehirnveranderungen haufig bei Personen
ohne kognitive Symptome gefunden. Das Konzept der Hirn- und
kognitiven Reserve liefert eine Erklarung dafiur, wie pathologische
Veranderungen uber einen langeren Zeitraum akkumulieren
konnen, ohne dass es zu klinischen Anzeichen einer Demenz
kommt (Perneczky et al. 2011; Guo et al. 2013b). Das Gehirn ist
somit in der Lage funktionelle und strukturelle Veranderungen zu
tolerieren, zu maskieren oder sogar durch reparative Prozesse
darauf zu reagieren (Solomon et al. 2014). Die Diskrepanz
zwischen Biomarkerprofilen und klinischen Symptomen sollte
grundlich untersucht werden, da sie einen entscheidenden
Parameter nicht nur fur klinische Studien und die Definition von
Surrogatendpunkten in deren Rahmen darstellt, sondern auch far
die Entwicklung wirksamer Praventionsstrategien, die nicht mit
dem Pathomechanismus der Alzheimer Krankheit in
Zusammenhang stehen.

Die Beobachtungen der vorliegenden Studie in Bezug auf
Kombinationen von abnormalen p-Tau- und/oder t-Tau-Werten mit
negativen oder grenzwertigen ApB42-Konzentrationen untermauern
das Vorhandensein von Personen mit fehlenden Anzeichen fur
eine Amyloid-Akkumulation, aber abnormen Biomarkern far
neuronale Schadigung, die in der Literatur als ,non-suspected AD-
pathophysiology (SNAP)“ Erwahnung finden. Die (zweite) Studie
stimmt mit den vorherigen Studien insofern Uberein, dass der
Anteil der Personen mit SNAP in jeder Diagnosegruppe nicht Uber
30% liegt (Jack et al. 2012; Lowe et al. 2013; Alexopoulos et al.
2014). Interessanterweise wies der monozentrische Datensatz der
Personen mit wahrscheinlicher AD deutlich mehr Patienten mit
SNAP auf als die ADNI-Stichprobe (30,3% vs. 6,9%). Dieser
Unterschied kommt mdglicherweise durch die unterschiedliche
Selektion der Kohorten zustande. Die ADNI-Kohorte wurde zu
Forschungszwecken an spezialisierten Forschungszentren
rekrutiert, mit der Absicht fur zukunftige Therapiestudien zu

rekrutieren, wahrend die MUC-Stichprobe in einem naturlichen



klinischen Umfeld und nicht ausschlieBlich im Rahmen von
Forschungszwecken rekrutiert wurden. Letztere ist somit
moglicherweise weniger anfallig fur Verzerrungen oder
Uberselektion.

Die Ergebnisse der zweiten Studie unterstreichen, dass die NIA-
AA-Algorithmen nicht alle moglichen Biomarker-Konstellationen
berucksichtigen. Etwa 40% der beobachteten Biomarker-
Konstellationen konnten nach den NIA-AA-Algorithmen nicht
klassifiziert werden. Widerspruchliche Biomarker-Kombinationen
innerhalb einer Kategorie (z.B. neuronale Schadigung) oder
zwischen den verschiedenen Biomarker-Kategorien, wie z.B. die
auf SNAP hindeuten, werden nicht berucksichtigt oder als
uninformativ eingestuft. Im Zeitalter der personalisierten Medizin
ist es jedoch wichtig, dass alle moglichen
Biomarkerkonstellationen berlcksichtigt und in den Algorithmus
zur Bestimmung von Gruppen mit unterschiedlicher
Wahrscheinlichkeit fur das Vorliegen einer AD einbezogen werden
(Escudero et al. 2013; Souslova et al. 2013).

In dem in der Publikation vorgestellten modifizierten Schema wird
eine Zuordnung der Gruppen mit unterschiedlichen
Biomarkerkonstellationen auf ihren Bezug zur gleichen Pathologie
bzw. Biomarker-Klassifizierung und unabhangig von der klinischen
Symptomatik vorgeschlagen (McKhann et al. 2011; Sperling et al.
2011). Diese Zuordnung sagt nichts uber ein bestimmtes Muster
der klinischen Prognose oder Symptomatik aus, da beides nicht
ausschlie3lich von der AD-Pathologie abhangig ist (Perneczky et
al. 2014). In dem modifizierten Schema werden Amyloidmarker im
Vergleich zu Markern der Neurodegeneration in Bezug auf die
Wahrscheinlichkeit fur das Vorliegen einer AD priorisiert, da Ap42
spezifischer fur Alzheimer ist als Tau. Auch ist mit einer friheren
Abweichung des AB42-Spiegels im Vergleich zu t-Tau und p-Tau zu
rechnen, wenn man das Modell der zeitlichen Dynamik
berucksichtigt (Jack et al. 2013). Der NIA-AA Algorithmus far

praklinische AD und zuvor vorgeschlagene Verfeinerungen des



NIA-AA-Algorithmus priorisieren ebenfalls Amyloidbiomarker
(Sperling et al. 2011; Lowe et al. 2013). Nichtsdestotrotz muss
das vorgeschlagene modifizierte Zuordnungsschema durch
empirische Beweise, z.B. durch pathologische Diagnosestellung
validiert werden. Wunschenswert ware hier auch ein naher

zeitlicher Zusammenhang zur Liquorgewinnung.

5.3 Limitationen der Studien

Bei der ersten Studie war die Definition des Grenzwertbereiches
kunstlich gewahlt. Nichtsdestotrotz zeigt sich nicht nur bei der
Trichotomisierung, sondern auch bei der Dichotomisierung eine
schlechte Ubereinstimmung zwischen den unterschiedlichen
Liquorbiomarkern. Zusatzlich deuten die DCA auf geringe
Zusammenhange hin. Aullerdem wurden die Konzentrationen der
einzelnen Biomarker in den beiden Studienproben nicht mit
demselben Labortest gemessen. Dennoch basierten die Analysen
in beiden Laboren (TUM und ADNI-Biomarker-Kernlabor an der
Universitat von Pennsylvania) auf hochprazisen und gut
etablierten Assays (Shaw et al. 2009).

Eine weitere Einschrankung der Studie ist die fehlende
histopathologische Verifizierung der klinischen Diagnosen.
Ausserdem ist die Verallgemeinbarkeit der Studienergebnisse auf
die interessierende Population relativ begrenzt, da beide Kohorten
an spezialisierten Zentren rekrutiert worden sind. Daher sind
weitere Studien, die sich auf die Ubereinstimmung der Biomarker
im Liquor und den Grad der Wechselbeziehung konzentrieren,

sowie Grenzwerte fur Biomarker berlcksichtigen gerechtfertigt.

In der zweiten Studie umfasst die diagnostische Abklarung der
Kontrollgruppe keine neuropsychologische Testung. Daher kann
nicht ausgeschlossen werden, dass ein Teil der Kontrollgruppe an
sehr leichten kognitiven Defiziten litt, die jedoch keine subjektiven
Gedachtnisbeschwerden oder Beeintrachtigungen bei den

Aktivitaten des taglichen Lebens verursachten. Darlber hinaus ist



die GroRe der Krankheits-Kontrollgruppe relativ klein. AuRerdem
beschrankte sich die neuropsychologische Beurteilung der
gesunden Kontrollen auf etablierte kognitive Messungen, die
subtile kognitive Beeintrachtigungen nicht erkennen kdnnen
(Sperling et al. 2011). Folglich kann nicht ausgeschlossen werden,
dass einige der kognitiv Gesunden mit einem typischen
neurochemischen Alzheimer-Profil dem Stadium 3 der
praklinischen AD hatten zugeordnet werden kdnnen, wenn sie auf
subtile kognitive Defizite getestet worden waren. Es sollte jedoch
betont werden, dass die Kombination von bildgebenden Verfahren
mit neurochemischen Biomarkerdaten zwar fur die Forschung
relevant sein kann, aber aufgrund von Einschrankungen in Bezug
auf die Scanner-Verfugbarkeit und das Fachwissen im Bereich der
Bildanalyse nur selten im klinischen Alltag anwendbar ist. Daruber
hinaus fordern die NIA-AA-Richtlinien nicht die Verfugbarkeit von
bildgebenden Biomarkerdaten (McKhann et al. 2011; Sperling et
al. 2011). Trotz der fruher berichteten Einflusse von Alter und
Geschlecht auf die Entwicklung der AD-Pathologie scheint es
unwahrscheinlich, dass die festgestellten signifikanten
Unterschiede in der Alters- und Geschlechterverteilung zwischen
den Diagnosegruppen der MUC-Kohorte unsere Beobachtungen
verzerrt haben, da unsere Studie darauf abzielte, die
Biomarkerprofile von Kontrollen und Patienten mit AD
naturalistisch zu beschreiben und die NIA-AA-Kriterien
anzuwenden. Entsprechend dieser Annahme war der Anteil der
Kontrollen mit normalen Biomarkern bei ADNI im Vergleich zu MUC
deutlich héher, obwohl die ADNI-Kontrollen alter waren als die
MUC-Kontrollen. Daruber hinaus unterschied sich die Verteilung
der Kontrollen mit abnormalen Biomarkern nicht zwischen den
Datensatzen. Es kann davon ausgegangen werden, dass der
beobachtete hohe Anteil von Teilnehmern, die von den NIA-AA-
Algorithmen nicht klassifiziert werden konnten auf den definierten
Bereich der Grenzwerte zuruckzufuhren ist. Angesichts des

Mangels an empirischen Daten zur Definition des



Grenzwertbereichs sind unsere Ergebnisse mit Vorsicht zu
geniessen. Die NIA-AA-Richtlinien spezifizieren eindeutig das
Vorhandensein von grenzwertigen Biomarkerwerten und lassen
etwa 40% der potenziellen Biomarkerkonstellationen
unberucksichtigt. Folglich sind weitere Studien, die grenzwertige

Biomarkerwerte berlcksichtigen, gerechtfertigt.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Ergebnisse beider
vorliegenden Studien die Polymorphie der neurochemischen
Profile von Patienten mit AD und alteren kognitiven gesunden
Menschen verdeutlichen. Sie weisen auf eine Diskordanz zwischen
dem Liquorbiomarkerprofil und dem Diagnosestatus hin. Diese
Diskrepanz ist eine Folge der Komplexitat der Entstehung der
klinischen Symptome bei Alzheimer und moglicherweise der
Veranderungen der Biomarker im Laufe der Zeit. Diese
Polymorphie und Komplexitat sollten bericksichtigt werden, um
unsere diagnostischen und therapeutischen Strategien zu
verbessern und zu optimieren. Diese Beobachtungen bereichern
die Diskussion Uber die NIA-AA-Richtlinien und tragen
moglicherweise dazu bei, den Weg fur eine Verfeinerung der
Leitlinien zu ebnen, damit sie alle potenziellen

Biomarkerkonstellationen berlcksichtigen.
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Abstract

The cerebrospinal fluid (CSF) levels of -amyloid 42, total tau, and phosphorylated tau 181 are supposed to be all continu-
ously abnormal in dementia due to Alzheimer’s disease (AD), being the most advanced disease stage. The aim of the present
study, which included a monocentric and a multicentric sample (N = 119 and 178, respectively), was to investigate the degree
of CSF biomarker agreement and interrelation in AD dementia. Based on previously published cut-off values, biomarker
values were categorized as positive or negative for AD (dichotomization strategy) and as either positive, negative, or border-
line (trichotomization strategy). The statistical analyses relied on distance correlation analysis and kappa (k) statistics. Poor
agreement (k < 0.4) and low interrelations between the studied biomarkers were detected in all cases with the exception of
the interrelation between the markers total tau and phosphorylated tau 181, especially in the monocentric sample. Interest-
ingly, lower interrelation and agreement degrees were observed in carriers of the Apolipoprotein E €4 allele compared to
non-carriers. The clinical phenotype currently referred to as “AD dementia” is characterized by an inhomogeneous CSF
biomarker profile, possibly mirroring the complex genesis of AD-typical dementia symptoms and pointing to the necessity
of shedding more light on the hypothesis of biomarker stability over time in symptomatic AD.

Keywords p-Amyloid 1-42 - Total tau - Phosphorylated tau 181

Introduction

Mirroring the increasing significance of biomarkers in the
diagnostic workup of Alzheimer’s disease (AD) (Bocchetta
et al. 2015; Bier et al. 2015), recently published sets of diag-
nostic guidelines advocate the incorporation of biomarkers

Data used in preparation of this article were obtained from the
Alzheimer’s Disease Neuroimaging Initiative (ADNI) database
(http://adni.loni.usc.edu). As such, the investigators within the
ADNI contributed to the design and implementation of ADNI
and/or provided data but did not participate in analysis or writing
of this report. A complete listing of ADNI investigators can be
found at: http://adni.loni.usc.edu/wp-content/uploads/how_to_
apply/ADNI_Acknowledgement_List.pdf.

Panagiotis Alexopoulos and Jennifer Roesler have contributed
equally.

P4 Panagiotis Alexopoulos
panos.alexopoulos @upatras.gr

Extended author information available on the last page of the article

into diagnosing AD in clinical research settings, both in
preclinical and symptomatic disease stages [National Insti-
tute on Aging-Alzheimer Association, NIA-AA (McKhann
et al. 2011), International Working Group, IWG (Dubois
et al. 2014)]. Interestingly, the NIA-AA criteria suggest
that there is a fairly significant gray zone within which it is
impossible to tell whether the individual patient is positive
or negative for a certain biomarker (Molinuevo et al. 2014).
In line with the assumption that biomarker alterations in AD
occur years (or perhaps decades) prior the onset of clinical
symptoms and remain stable during the symptomatic disease
stages (Jack Jr et al. 2013; Villemagne et al. 2013; Aisen
etal. 2017; McDade and Bateman 2017), both NIA-AA and
IWG criteria imply that biomarkers are in general positive
for AD in the dementia stage, being the most advanced stage
of symptomatic AD. Therefore, a high degree of agreement
between the different types of markers should be expected.

The previous studies have investigated the degree of
agreement between biomarkers in AD dementia. A series of
studies reported good but still imperfect agreement between
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amyloid-p (AP) positron emission tomography (PET) find-
ings and AP42 levels in the cerebrospinal fluid (CSF), whilst
the degrees of agreement between other established bio-
markers of AD were found to be poor (Leuzy et al. 2015,
2016; Alexopoulos et al. 2014; Yakushev et al. 2012; Jagust
et al. 2009; Fagan et al. 2006; Landau et al. 2010, Skillback
et al. 2015). Most of the previous research included com-
binations of imaging and CSF studies, and there is limited
evidence on comparisons among CSF biomarkers. Nonethe-
less, CSF analysis has been recommended for the routine
clinical workup of symptomatic AD to increase diagnostic
efficacy, since CSF markers reflect AD neuropathological
changes with relatively high, albeit not perfect, accuracy
(Bocchetta et al. 2015; Molinuevo et al. 2014; Herukka
et al. 2017; Simonsen et al. 2017; Schjonning Nielsen et al.
2016; Shaw et al. 2009; Wallin et al. 2006; Schoonenboom
et al. 2012). Moreover, most of the previous studies imple-
mented a dichotomization strategy for classifying biomarker
values neglecting the fact that borderline values cannot be
unambiguously categorized as positive or negative in clini-
cal practice.

The aim of the present study was to investigate the degree
of agreement and interrelation between the established CSF
AD biomarkers Ap42, being a marker of amyloid plaques,
total tau (t-Tau), which is a marker of axonal damage, and
phosphorylated tau 181 (p-Tau), being a marker of neurofi-
brillary tangles, in dementia due to AD in two independent
cohorts. It is noteworthy that despite the reported utility of
further molecules in improving diagnostic and prognos-
tic efficiency [for instance AP40 and neurofilament light
chain protein (Dumurgier et al. 2015; Lista et al. 2017)],
only the aforementioned three CSF markers were included
in the recently published diagnostic guidelines for AD. A
dichotomization as well as a trichotomization strategy were
implemented for categorizing biomarker values.

Methods
Participants

The study included patients with AD dementia recruited
between 2005 and 2012 at the Centre for Cognitive Disor-
ders (outpatient memory clinic) of the hospital of the Tech-
nical University of Munich (TUM, monocentric cohort,
N =119) within the framework of the diagnostic workup of
their cognitive complaints, and patients of the phases 1 and
2 of the AD Neuroimaging Initiative (ADNI 1 and 2, mul-
ticentric sample, N = 178). ADNI is a collaborative project
of academic institutions and private corporations across the
USA and Canada which began in October 2004. The primary
goal of ADNI has been to test whether serial magnetic reso-
nance imaging, PET, other biological markers, and clinical
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and neuropsychological assessment can be combined to
measure the progression of mild cognitive impairment and
early AD. The study is coordinated by the Alzheimer’s Dis-
ease Cooperative Study at the University of California, San
Diego. The study is registered at http://www.ClinicalTrials.
gov (identifier, NCT00106899). ADNI data are disseminated
by the Laboratory for Neuro Imaging at the University of
Southern California. For up-to-date information, see http://
www.adni-info.org. ADNI data used in this study were
obtained from the ADNI database at http://www.adni-info.
org on July 6th, 2015.

All study participants fulfilled the NIA-AA criteria and
the diagnostic guidelines of the National Institute of Neuro-
logical and Communicative Disorders and Stroke-AD and
Related Disorders Association (NINCDS-ADRDA) for AD
dementia and probable AD, respectively (McKhann et al.
1984, 2011). The study procedures were approved by the
institutional review boards of all participating centres and
written informed consent was obtained from all participants
or authorized representatives.

CSF analysis

The CSF peptide concentrations were measured in ADNI
with the multiplex XMAP Luminex platform with Innogenet-
ics immunoassay kit-based reagents at the ADNI biomarker
core laboratory at University of Pennsylvania according
to published methods (INNO-BIA AlzBio 3; Ghent, Bel-
gium) (Kim et al. 2011; Shaw et al. 2009). At TUM, bio-
marker levels were determined with commercially available
enzyme-linked immunosorbent assays (Innogenetics, Ghent,
Belgium) as previously described (Alexopoulos et al. 2013;
Vandermeeren et al. 1993; Vanderstichele et al. 2000).

APOE genotyping

Apolipoprotein € (APOE) genotypes were determined
through analysis of blood samples using standard polymer-
ase chain reaction and restriction enzyme digestion as pre-
viously described (Zivelin et al. 1997; Saykin et al. 2010;
Wenham et al. 1991). Participants were classified as carriers
or non-carriers of the APOE €4 allele.

Classification of neurochemical biomarker values

Each patient’s biomarker value was categorized as positive
or negative for AD (dichotomization strategy) and as either
positive for AD, negative for AD or borderline (trichotomi-
zation strategy). The dichotomization strategy was based on
previously published biomarker cutoffs, being specific for
each employed measurement method (Landau et al. 2013;
Shaw et al. 2009; Jagust et al. 2009; Hulstaert et al. 1999). It
is of note that different cutoffs were applied in the two data
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sets, since the methods employed for peptide measurements
in the two cohorts were different. Within the framework of
the dichotomization strategy, AB42 concentrations lower
than 642 ng/l in the TUM sample or 192 ng/l in ADNI, t-Tau
levels higher than 252 or 94 ng/l in the TUM and ADNI data
set, respectively, and p-Tau concentrations higher than 61 or
24 ng/l in the TUM sample and ADNI data set, respectively,
were classified as positive for AD. All other biomarker val-
ues were considered negative.

The trichotomization strategy relied on previously
published ranges of borderline values (Alexopoulos et al.
2016), which were defined with the aim to achieve a rea-
sonable compromise between minimizing the chance of an
artificial categorization of borderline values as positive or
negative and at the same time of classifying an overwhelm-
ingly large part of measured values of each biomarker as
borderline (Alexopoulos et al. 2016). In the TUM sample,
biomarker abnormality was indicated by Ap42 levels lower
than 579.72 ng/l; t-Tau and p-Tau concentrations higher than
331.11 and 68.68 ng/l, respectively. AP42 levels higher than
704.28 and t-Tau and p-Tau concentrations lower than 172.89
and 53.32 ng/l, respectively, were regarded as negative for
AD. AD positivity in the ADNI sample was defined as Ap42
levels lower than 177.62 ng/l, t-Tau concentrations higher
than 104.15 ng/l and p-Tau levels higher than 27.41 ng/l.
AP42 concentrations higher than 206.38 ng/l, and t-Tau and
p-Tau levels lower than 83.85 and 20.59 ng/l, respectively,
indicated AD biomarker negativity in the ADNI sample. All
other biomarker values were classified as borderline.

Based on the number of positive biomarkers after dichot-
omization and trichotomization, patients were classified into
the four classes of the Paris-North, Lille, Montpellier (PML)
scale (Lehmann et al. 2014), so that an in-depth character-
ization of the study groups is presented. The PML scale
is composed of four classes, corresponding to one (class
1), two (class 2), three (class 3), or no (class 0) pathologic
markers.

Statistical analysis

The statistical analyses were performed in SPSS v19.0 for
Windows (IBM Corp., Somers, NY, USA) and in MATLAB
R2012a (MathWorks, Natick, MA, USA); and encompassed
distance correlation analysis (DCA) and kappa (k) statis-
tics. DCA was carried out to study the interrelation between
individual CSF biomarkers. DCA is a non-linear measure
of statistical dependence that ranges between 0 and 1, with
values near 0 indicating independence (Székely et al. 2007).
It is sensitive to non-linear interrelations that may be missed
by standard correlation measures like Pearson’s coefficient
and Spearman’s coefficient and is not contingent on bio-
marker value classification. The chance-corrected agree-
ment was calculated using Cohen’s and Fleiss” kappa (k)

statistics, where k < 0.40 indicates poor, 0.41-0.60 moder-
ate, 0.61-0.80 good, and k > 0.81 very good agreement. In
contrast to Cohen’s kappa which is used to compare two
ratings on a variable, Fleiss” kappa is a statistical measure
for assessing the reliability of agreement between more than
two ratings (Fleiss et al. 2003).

Results

Characteristics of the study samples are presented in Table 1.
Frequencies of positive, negative, and borderline values, as
well as of the four classes of the PML scale in each data set
are presented in Table 2. After biomarker value dichotomi-
zation, 56.7% of patients in the TUM sample and 64.6% of
participants in the ADNI sample were classified into PML
scale class 3. Cohen’s kappa values varied between — 0.005
and 0.379, whilst the Fleiss kappa value was 0.145 and 0.197
in the TUM and ADNI samples, respectively (Table 2).
After biomarker value trichotomization, 37.5 and 55.6% of
patients in the TUM and ADNI sample, respectively, were
categorized into PML scale class 3. Cohen’s kappa values
varied between 0.076 and 0.272 (Table 2). The Fleiss kappa
value was 0.104 in the TUM sample and 0.152 in the ADNI
sample (Table 2). Both Fleiss and Cohen’s kappa values
point to poor agreement between the CSF biomarkers, not
only after trichotomization, but also after dichotomization of
the values. Of note, kappa values were higher in the ADNI
cohort except for t-Tau/p-Tau after dichotomization. The

Table 1 Description of the study sample and degrees of biomarker
interrelation

Data set Monocentric (TUM)  Multicentric (ADNI)
N 104 178

Age, years® 69.06 (9.10) 75.20 (7.56)

Gender (female%) 52.9 42.1

APOE ¢4 carriers (%) (N = 86), 68.6 67.5

MMSE* 22.21 (4.04) 23.34 (1.98)

CSF Ap42, ng/I* 554,19 (210.70) 139.05 (39.43)

CSF p-Tau, ng/I* 81.46 (42.02) 48.01 (26.45)

CSF t-Tau, ng/I* 649.09 (423.44) 127.01 (60.80)
Distance correlation
AP42/p-Tau 0.203 0.273
Ap42/t-Tau 0.215 0.178
p-Tau/t-Tau 0.905 0.652

TUM patients with Alzheimer’s disease recruited at the Hospital of
Technical University of Munich, ADNI patients with Alzheimer’s dis-
ease recruited within the framework of the Alzheimer’s Disease Neu-
roimaging Initiative, APOE Apolipoprotein E, MMSE mini-mental
state examination, CSF cerebrospinal fluid, Ap42 p-amyloid 1-42,
p-Tau tau phosphorylated at threonine 181, 7-Tau total tau

“Data presented as mean (SD)
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Table 2 Degrees of biomarker agreement after dichotomization and trichotomization of biomarker values

Data set

Monocentric (TUM) Multicentric (ADNI)

Dichotomization of biomarker values

CSF Ap42 values positive/negative for AD (%) 76.9/23.1 92.7/1.3

CSF p-Tau values positive/negative for AD (%) (N=102)71.2/28.8 91.0/9.0

CSF t-Tau values positive/negative for AD (%) 91.3/8.7 66.9/33.1
PML Scale

Class 0 (no positive biomarkers) (%) 1.9 2.8

Class 1 (one positive biomarker) (%) 13.5 7.9

Class 2 (two positive biomarkers) (%) 27.9 24.7

Class 3 (three positive biomarkers) (%) 56.7 64.6
Fleiss kappa 0.145 0.197
Cohen’s kappa

Ap42/p-Tau 0.103 0.287

AP42/t-Tau —0.005 0.116

p-Tau/t-Tau 0.379 0.332
Trichotomization of biomarker values

CSF Ap42 values positive/borderline/negative for AD (%) 61.5/22.1/16.3 89.9/3.4/6.7

CSF p-Tau values positive/borderline/negative for AD (%) (N =102) 56.7/23.1/20.2 86.5/8.4/5.1

CSF t-Tau values positive/borderline/negative for AD (%) 81.7/16.3/1.9 59.6/14.0/26.4
PML Scale

Class 0 (no positive biomarkers) (%) 8.7 39

Class 1 (one positive biomarker) (%) 20.2 11.8

Class 2 (two positive biomarkers) (%) 33.7 28.7

Class 3 (three positive biomarkers) (%) 37.5 55.6
Fleiss kappa 0.104 0.152
Cohen’s kappa

Ap42/p-Tau 0.084 0.272

Ap42/t-Tau 0.076 0.111

p-Tau/t-Tau 0.203 0.218

TUM patients with Alzheimer’s disease recruited at the Hospital of Technical University of Munich, ADNI patients with Alzheimer’s disease
recruited within the framework of the Alzheimer’s Disease Neuroimaging Initiative, PML Scale The Paris, Lille and Montpellier Scale
Trichotomization of biomarker values: values categorized as positive, negative, or borderline; CSF Ap42 positive/negative for AD: $-amyloid
1-42 levels in cerebrospinal fluid (CSF) < 579.72 ng/l or 177.62 ng/l/> 704.28 ng/l or 206.38 ng/l for the TUM and ADNI data set, respec-
tively; CSF p-Tau values positive/negative for AD: tau phosphorylated at threonine 181 levels in CSF > 68.68 ng/l or 27.41 ng/l/< 53.32 ng/l or
20.59 ng/1 1 for the TUM and ADNI data set, respectively; CSF t-Tau values positive/negative for AD: total tau levels in CSF > 331.11 ng/l or
104.15 ng/l/< 172.89 ng/l or 83.85 ng/l for the TUM and ADNI data set, respectively

Dichotomization of biomarker values: values categorized as positive or negative; CSF Ap42 positive for AD: f-amyloid 1-42 levels in cerebro-
spinal fluid (CSF) < 642 ng/l or 192 ng/1 for the TUM and ADNI data set, respectively; CSF p-Tau values positive for AD: tau phosphorylated at
threonine 181 levels in CSF > 61 ng/l or 24 ng/l for the TUM and ADNI data set, respectively; CSF t-Tau values positive for AD: total tau levels
in CSF > 252 ng/l or 94 ng/1 for the TUM and ADNI data set, respectively

detected poor agreement between the different biomarkers
was not driven by the categorization strategies, since DCA
values of lower than 0.273 indicate low degrees of depend-
ency, too (apart from the pair t-Tau/p-Tau, especially in the
TUM sample, Table 1).

The results of the agreement and interrelation analy-
ses in APOE €4 carriers and non-carriers separately
are presented in Table 3. In the former, poor agreement
between the biomarkers was detected in both data sets
with the exception of t-Tau/p-Tau in the TUM cohort
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after dichotomization of biomarker values. In non-carri-
ers, kappa values point to poor agreement or moderate
agreement. Of note, in both data sets, agreement degree
was higher in APOE €4 non-carriers compared to carri-
ers except for p-Tau/t-Tau after trichotomization in the
TUM cohort. These differences are not attributable to the
employed categorization strategies, since they are in line
with the results of the DCA, indicating higher degrees of
dependency in APOE €4 non-carriers than carriers apart
from p-Tau/t-Tau in the TUM sample (Table 3).
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Table3 Degrees of biomarker interrelation and agreement after
dichotomization and trichotomization of biomarker values in APOE
&4 carriers and non-carriers

Data set Monocentric (TUM) Multicentric
(ADNI)
APOE €4 Carriers Yes No Yes No
N 59 27 126 52
Distance correlation
Ap42/p-Tau 0.188 0.470 0.230 0.438
Ap42/t-Tau 0.169 0.451 0.194 0.336
p-Tau/t-Tau 0.917 0.914 0.643 0.718
Dichotomization of biomarker values
Fleiss kappa 0.032 0.357 0.052 0.338
Cohen’s kappa
AP42/p-Tau —-0.122 0.408 —-0.026 0.424
AP42/t-Tau -0.139 0.216 —0.031 0.282
p-Tau/t-Tau 0.427 0.456 0.280 0.397
Trichotomization of biomarker values
Fleiss kappa 0.094 0.190 0.004 0.301
Cohen’s kappa
AP42/p-Tau —0.003 0.230 0.152 0.346
AP42/t-Tau 0.031 0.246 0.015 0.252
p-Tau/t-Tau 0.288 0.152 0.136 0.368

TUM patients with Alzheimer’s disease recruited at the Hospital of
Technical University of Munich, ADNI patients with Alzheimer’s
disease recruited within the framework of the Alzheimer’s Disease
Neuroimaging Initiative, Trichotomization of biomarker values values

categorized as positive, negative or borderline, Dichotomization of

biomarker values values categorized as positive or negative

Discussion

Despite the expected high agreement and interrelation
between different CSF biomarkers in advanced AD, our

findings argue against the simplistic assumption of over-
all biomarker positivity in the dementia stage, which is
suggested by current concepts about the temporal evolu-
tion of AD biomarkers, mainly based on the findings of
cross-sectional studies (Bertens et al. 2015; Jack Jr et al.
2013; McDade and Bateman 2017). The observations of
the present study are not in line with the proposed homo-
geneity of biomarker findings in the stage of AD dementia.
The detected biomarker inhomogeneity is in accordance
with the previous reports pointing out that less than 70%
of patients with AD dementia have an AD-typical CSF
biomarker profile (Skillback et al. 2015; Alexopoulos
et al. 2016). Our findings are, in fact, compatible with the
notion that the presence of the clinical phenotype currently
referred to as “AD dementia” does not suffice for the pres-
ence of the typical AD CSF biomarker profile and that it
may not be a straight-forward consequence of the pres-
ence of AD pathological changes, if we assume that the
established CSF markers accurately and specifically mirror
these pathological changes (Rosenmann 2012). The clini-
cal phenotype of AD dementia is the result of a dynamic,
complex interplay between interacting co-pathologies
(e.g., AD, cerebrovascular alterations, Lewy-bodies, and
mitochondrial abnormalities), and harmful and protective
environmental factors (e.g., diet and lifestyle parameters,
mental activity, brain, and cognitive reserve) (Brenow-
itz et al. 2017; Korczyn 2013; Iturria-Medina et al. 2017;
Boyle et al. 2013; Guo et al. 2013) (Fig. 1). The interact-
ing factors involved in this interplay could potentiate or
ameliorate the clinical expression of AD-associated patho-
logical hallmarks and accelerate or decelerate the progres-
sion of clinical symptoms (Boyle et al. 2013; Weiner et al.
2017). Thus, it can be reckoned that under the assumption
that biomarkers accurately reflect AD-associated brain
changes, the clinical expression of AD-associated brain
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alterations in patients with AD dementia and an inhomo-
geneous CSF biomarker profile may be somehow potenti-
ated, since these alterations are only partially sufficiently
advanced to become clinically recognizable, as indicated
by biomarker values. Alternatively, it can be claimed that
the detected low agreement and interrelation between CSF
markers in AD dementia may be attributable to changes in
biomarker levels occurring during the symptomatic phases
of the disease. Unfortunately, these explanatory endeav-
ours cannot be empirically supported by biomarker data
of studies with longitudinal design.

The detected CSF biomarker inhomogeneity in patients
with AD dementia may have implications for AD treatment
strategies. Our observations highlight the necessity of incor-
porating biomarker-based diagnoses in clinical trials, so that
they are not biased by inclusion of participants with atypi-
cal AD biomarker constellations, the prevalence of which
seems to exceed 30% among patients with AD dementia.
The inclusion of patients suffering from AD dementia but
with variable (typical and atypical) AD biomarker profiles
into clinical trials could have led to their failure or could
bias still ongoing studies (Weiner et al. 2017). Hence, a
more targeted inclusion of patients with a typical AD bio-
marker profile could improve the power of clinical trials.
Moreover, the detected biomarker heterogeneity could raise
questions regarding possible differences in the therapeutic
efficacy of currently available anti-dementia symptomatic
drugs in patients with AD dementia and different biomarker
constellations. Such questions merit in-depth investigation,
so that our therapeutic strategies become more personalized
or even enriched with additional therapeutic tools, if neces-
sary (Reitz 2016).

Even though kappa values point to poor agreement in
both study samples, the degrees of agreement were higher
in the ADNI sample compared to the TUM sample with
the exception of p-Tau/t-Tau. This difference may stem from
the fact that TUM patients were recruited in the naturalis-
tic clinical setting of a university outpatient memory clinic,
being less prone to over-selection and enrolment biases as
opposed to the highly selective framework of a multicen-
tre research study such as ADNI (Alexopoulos et al. 2016).
Nonetheless, DSAs indicate higher dependency in the TUM
sample between p-Tau/t-Tau, as well as between AP42/t-Tau
in comparison to ADNI. Thus, the differences in agreement
degrees between the two samples should be approached cau-
tionally, especially in the light of the artificial definition of
the range of borderline values and the different properties
of the applied laboratory essays. The relatively high degree
of interrelation between the two biomarkers linked to tau
pathology (p-Tau and t-Tau) possibly relies on the straight-
forward relationship between tau hyperphosphorylation,
tau detachment from microtubules, neuronal death, and tau
increase in CSF in AD (Gendron and Petrucelli 2009).
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The presence of the APOE €4 allele was related to lower
degrees of agreement and interrelation in comparison to
non-carriers in both data sets (the higher agreement degree
between p-Tau/t-Tau after trichotomization of biomarker
values in APOE g4 carriers than in non-carriers in the TUM
cohort is probably a spurious finding). APOE €4 is the
strongest genetic risk factor for sporadic AD and affects the
development of the core pathologic hallmarks of AD, Ap,
and tau pathology (Yamazaki et al. 2016; Zhao et al. 2017).
It should be underlined that in both data sets, performance
on MMSE and age did not vary between APOE €4 carriers
and non-carriers (data not shown). The detected difference
in agreement and interrelation degrees warrants replication
and further investigation. The higher heterogeneity observed
in €4 carriers could be explained by the fact that the contri-
bution of APOE €4 to AD pathogenesis is not restricted to
facilitating AP deposition and tangle formation. APOE mod-
ulates multiple biological processes through its correspond-
ing protein apolipoprotein E. Mounting evidence suggests
that it is involved in the modulation of synaptic plasticity,
lipid transport, glucose metabolism, mitochondrial func-
tion, vascular integrity, neuroinflammation, and apoptosis
(Zhao et al. 2017; Persson et al. 2017). All these pathologi-
cal processes may additively contribute to cognitive decline
(Brenowitz et al. 2017; Boyle et al. 2013), resulting in more
severe clinical symptoms than that corresponding to brain
AP and tau pathology. Alternatively, it can be hypothesized
that the presence of the APOE 4 allele may pertain to larger
changes in CSF biomarkers over time in symptomatic AD in
comparison to non-carriers. Nonetheless, these interpreta-
tions are and will remain rather speculative until in-depth
insights into longitudinal CSF biomarker value variations
and the effects of APOE €4 on them are gained.

The present study should be viewed in the light of some
limitations. As already mentioned, the definition of the range
of borderline values was artificial. In the light of lacking
empirical data with regard to borderline value range defini-
tions, our findings should be treated with caution. Nonethe-
less, not only the trichotomization but also the dichotomiza-
tion strategy revealed poor agreement between the studied
CSF biomarkers. In addition, the DCAs point to low inter-
relations apart from p-Tau/t-Tau, especially in the TUM
sample. Furthermore, the concentrations of each biomarker
were not measured with the same laboratory assay in the
two study samples. Nevertheless, the analyses in both labo-
ratories (TUM and ADNI biomarker core laboratory at Uni-
versity of Pennsylvania) were based on high precision and
well-established assays (Shaw et al. 2009). An additional
limitation of the study is the lack of histopathological verifi-
cations of clinical diagnoses. Moreover, the generalizability
of the study findings is relatively limited to the population
of interest, due to the fact that both cohorts were recruited
at specialized centres. Thus, further studies focused on CSF
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biomarker agreement and interrelation degrees and consider-
ing borderline biomarker values are warranted.

In conclusion, the findings of the present study illustrate
the polymorphy of the neurochemical profiles of patients
with AD dementia and point to the complexity of the gen-
esis of AD-typical dementia symptoms and possibly of bio-
marker changes over time in the stage of AD dementia. This
polymorphy and complexity should be taken into account,
to improve and optimize our diagnostic and therapeutic
strategies.
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Abstract The National Institute on Aging—Alzheimer’s
Association (NIA-AA) guidelines for Alzheimer’s disease
(AD) propose the categorization of individuals accord-
ing to their biomarker constellation. Though the NIA-AA
criteria for preclinical AD and AD dementia have already
been applied in conjunction with imaging AD biomark-
ers, the application of the criteria using comprehensive
cerebrospinal fluid (CSF) biomarker information has not
been thoroughly studied yet. The study included a mono-
centric cohort with healthy (N = 41) and disease (N = 22)
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controls and patients with AD dementia (N = 119), and a
multicentric sample with healthy controls (N = 116) and
patients with AD dementia (N = 102). The CSF biomark-
ers P-amyloid 1-42, total tau, and phosphorylated tau at
threonine 181 were measured with commercially available
assays. Biomarker values were trichotomized into positive
for AD, negative, or borderline. In controls the presence
of normal CSF profiles varied between 13.6 and 25.4 %
across the studied groups, while up to 8.6 % of them had
abnormal CSF biomarkers. In 40.3-52.9 % of patients with
AD dementia, a typical CSF profile for AD was detected.
Approximately 40 % of the potential biomarker constel-
lations are not considered in the NIA-AA guidelines, and
more than 40 % of participants could not be classified into
the NIA-AA categories with distinct biomarker constel-
lations. Here, a refined scheme covering all potential bio-
marker constellations is proposed. These results enrich the
discussion on the NIA-AA guidelines and point to a dis-
cordance between clinical symptomatology and CSF bio-
markers even in patients with full-blown AD dementia,
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who are supposed to have a clearly positive for AD neuro-
chemical profile.

Keywords Dementia - Cognitive aging - Biomarkers -
Diagnostic criteria

Introduction

Reflecting the tremendous progress done in the field of bio-
markers of Alzheimer’s disease (AD) in the last decades,
the National Institute on Aging and Alzheimer’s Associa-
tion (NIA-AA) diagnostic guidelines for AD [1-3] propose
algorithms for categorizing cognitively healthy individuals
and patients with AD dementia into groups with distinct
constellations of biomarkers [4]. AD biomarkers predict
with high accuracy the presence of the core brain patholog-
ical alterations observed in the disease, mainly p-amyloid
(AB) accumulation [e.g., decreased levels of cerebrospinal
fluid (CSF) AB42] and neuronal injury [e.g., CSF total tau
(t-Tau) and phosphorylated tau at threonine 181 (p-Tau)]
[5].

The NIA-AA criteria do not use a uniform nomen-
clature for the groups with distinct biomarker constella-
tions into which individuals without cognitive deficits and
patients with dementia are categorized [2, 3]. According to
the NIA-AA algorithm, each biomarker value can be clas-
sified as positive for AD, negative or borderline. Abnormal-
ity of biomarkers in cognitively healthy individuals justi-
fies the presence preclinical AD. Preclinical AD is further
divided into three stages. Preclinical stage 1 is character-
ized by asymptomatic AP accumulation, while preclinical
stage 2 is characterized by asymptomatic A accumulation
in conjunction with evidence of neuronal injury. At preclin-
ical stage 3, subtle cognitive deficits are present in addition
to positive AB- and neuronal injury markers. On the other
hand, the criteria for AD dementia establish how prob-
able it is that the AD pathology is present and causes the
dementia syndrome. The highest probability is indicated
by a combination of both abnormal AB- and neural injury
biomarkers, and the lowest probability by normality of both
AB- and neural injury markers [2, 3]. If neuronal injury bio-
markers are unavailable or indeterminate and AP biomark-
ers are positive, or vice versa, the patient is assigned an
intermediate probability to suffer from AD [2]. In the NIA—
AA guidelines for both preclinical AD and AD dementia,
information yielded by conflicting biomarkers are classified
as uninformative (e.g., positive p-Tau in combination with
negative t-Tau) or are not considered at all (e.g., positive
p-Tau in conjunction with negative Af).

Recently, efforts were undertaken to apply the NIA-
AA criteria to actual patient populations with preclinical
AD and full-blown AD dementia. However, most of those

@ Springer

studies were exclusively focused on imaging biomarkers
[6, 7], or combined imaging biomarkers with only a single
neurochemical biomarker [8]. A recently published multi-
centric study which considers all established CSF biomark-
ers is exclusively focused on patients with mild cognitive
impairment, being a predementia clinical syndrome [9],
and not on preclinical AD or dementia due to AD [10].
Another report focused on CSF biomarkers, and cogni-
tively healthy controls was based on dichotomization of
biomarker values (i.e., negative vs. positive), neglecting the
fact that the NIA—AA guidelines also consider borderline
biomarker values, and that in many cases biomarker values
are in fact neither clearly positive nor negative [2, 11]. As
a consequence, there is a critical gap regarding the appli-
cation of the NIA-AA algorithms for preclinical AD and
AD dementia in conjunction with comprehensive fluid bio-
marker information.

The main aims of the present study were (1) to unravel
the neurochemical profile of patients with AD dementia
and of cognitively healthy elderly individuals and (2) to
apply the NIA-AA recommendations for preclinical AD
and AD dementia, using CSF biomarker information, in
order to investigate whether the NIA—-AA algorithms con-
sider all biomarker constellations observed in controls and
patients with AD dementia.

Methods
Study design and sample

The study procedures were approved by the institutional
review boards of all participating centers, and written
informed consent was obtained from all participants or
authorized representatives. The analyses included a mono-
centric dataset (MUC), comprising individuals recruited at
the hospital of Technische Universitit Miinchen (TUM), and
a multicentric dataset, encompassing participants of the first
phase of AD Neuroimaging Initiative (ADNI), with avail-
able CSF concentrations of AP42, t-Tau, and p-Tau. ADNI
is a collaborative project of academic institutions and private
corporations across the USA and Canada. The ADNI data
used in this study were obtained from the ADNI database at
www.adni-info.org on July 31, 2013. ADNI general eligibil-
ity criteria are described at www.adni-info.org/Scientists/
ADNIGrant/ProtocolSummary.aspx. The datasets consisted
of patients with AD dementia and controls. Patients with AD
dementia fulfilled the NIA-AA and the National Institute of
Neurological and Communicative Disorders and Stroke/AD
and Related Disorders Association (NINCDS-ADRDA) cri-
teria for AD dementia and probable AD [2, 12, 13]. Healthy
controls in both datasets were elderly individuals without
neuropsychiatric disorders or subjective memory complaints
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and with normal neurocognitive test results. They were
independent in their activities of daily living [12, 14]. CSF
samples of MUC healthy controls were obtained as part of
scheduled urological or orthopedic surgery procedures under
spinal anesthesia at the hospital of TUM [14]. The MUC
dataset included also a convenience sample of disease con-
trols, who were not diagnosed with a central nervous system
disorder. They had no subjective memory complaints and
were independent in their activities of daily living. Lumbar
punctures and structural brain imaging did not reveal any
abnormalities. It should be underscored that AD biomarker
findings were not used for establishing clinical diagnoses.

CSF acquisition and analysis

The CSF peptide concentrations were measured in ADNI
with a multiplex platform [15] and in MUC with com-
mercially available enzyme-linked immunosorbent assays
(ELISA) as previously described in detail [16-18].

APOE genotyping

APOE genotypes were determined using standard polymer-
ase chain reaction methods [19]. No APOE genotype data
were available for disease controls since no written informed
consent for genotyping has been obtained from them.

Classification of neurochemical biomarker values

Each patient’s biomarker values were categorized as either
positive for AD, negative for AD or borderline. The defini-
tion of the range of borderline values was based on previ-
ously published biomarker cutoffs, being specific for each
employed measurement method [9, 19-22], and the standard
deviations (SD) which were calculated in the whole mono-
centric and multicentric dataset separately, since the methods
employed for peptide measurements in the two datasets were
different. The range of borderline values was specified with
the aim to reach a reasonable compromise between minimiz-
ing the chance of an artificial categorization as positive or neg-
ative and at the same time classifying <25 % of the measured
values of each biomarker as borderline. Values within 20 %
of the SD from the respective cutoff were classified as bor-
derline. AP42 concentrations lower than the defined range of
AP42 borderline values and t-Tau and p-Tau levels higher than
the respective borderline ranges were assumed to be AD posi-
tive. All other biomarker values were considered negative. In
the MUC sample the following concentrations were regarded
as positive for AD: AB42 < 579.72 ng/l, t-Tau > 331.11 ng/l
and p-Tau > 68.68 ng/l. The following concentrations
were regarded as negative for AD: AB42 > 704.28 ng/l,
t-Tau < 172.89 ng/l and p-Tau < 53.32 ng/l. AD positiv-
ity in the ADNI dataset was defined as AP42 < 177.62 ng/l,

t-Tau > 104.15 ng/l and p-Tau > 27.41 ng/l. AD negativity
was defined as AB42 > 206.38 ng/l, t-Tau < 83.85 ng/l and
p-Tau < 20.59 ng/l.

NIA-AA categorization of participants

According to the NIA-AA algorithms and their CSF bio-
marker values, controls were categorized into the preclin-
ical AD stages 1 or 2 or as not harboring AD pathology,
while patients with dementia due to AD were classified
into groups with high, intermediate, or lowest probability
for AD pathology, or as having biomarker combinations
being uninformative with regards to the presence of AD.
Participants with biomarker constellations being not con-
sidered by the NIA-AA guidelines could not be classified
into the NIA-AA categories. Modifications of the NIA-
AA algorithms are here proposed, so that all potential fluid
biomarker constellations are integrated and specified in the
refined schemata, and the nomenclature used for subjects
with preclinical AD and patients with AD dementia is har-
monized. In the modified algorithm, the relative importance
of AB42 is greater compared to t-Tau and p-Tau. Individu-
als with positive AB42 values are classified at least as high
AD likelihood, whereas subjects with negative AB42 values
are categorized as having AD likelihood not higher than
low. Individuals with negative AB42 and neurodegeneration
markers negative or borderline are classified into the low-
est likelihood category. Individuals with borderline Ap42
in conjunction with at least one positive neuronal injury
marker are classified as having intermediate AD likelihood,
while in the absence of positive neurodegeneration markers
individuals are categorized as having low AD likelihood.

In a number of participants (N = 18), only one neuro-
chemical neuronal injury biomarker was available. Due to
the previously reported high degree of correlation between
p-Tau/t-Tau [23], it was hypothesized that the unavailable
biomarker stood in agreement with the available neurode-
generation biomarker. This strategy embodies a compro-
mise solution. It does not indicate that p-Tau and t-Tau
yield exactly the same information and are interchangeable.

Statistical analysis

The statistical analyses were performed in SPSS v19.0 for
Windows (IBM corp., Somers, NY, USA) and in MATLAB
R2012a version (MathWorks, Natick, MA). Normality
of data distribution was checked using the Kolmogorov—
Smirnov test. Differences between diagnostic groups with
regards to demographic and biomarker data and APOE ¢4
allele distribution were assessed with analysis of variance,
Bonferroni post hoc analysis, Kruskal-Wallis test, Mann—
Whitney test and Chi-square test as appropriate and in each
dataset separately. The raw biomarker data of both datasets
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Table 1 Description of the study sample

Group Monocentric dataset (MUC) P value Multicentric dataset (ADNI) P value
HC DC AD HC AD
N 41 22 119 116 102
Age (years)* 67.44 (10.62) 62.82 (9.65) 68.50 (8.90) 0.04 75.61 (5.16) 75.13 (7.87) 0.60
Gender (female %) 293 40.9 55.5 0.01 50.0 422 0.28
APOE ¢4 carriers (%) (N =40),36.6 NA (N =287),49.6 <0.01 24.1 69.6 <0.01
MMSE#* 29.20 (1.01) NA 21.81 (4.90) <0.01 28.09 (1.02) 23.56 (1.90) <0.01
CSF AB42 (ng/)* 998.46 (325.20)  772.82(282.31) 565,61 (220.76) <0.01 206.36 (54.68) 142.98 (40.79) <0.01
CSF AB42 values 9.8/7.3/82.9 27.3/22.7/50.0 62.2/19.3/18.5 <0.01 21.9/11.2/56.9 87.3/4.9/7.8 <0.01
positive/borderline/
negative for AD (%)
CSF p-Tau (ng/l)* 49.95 (16.77) 43.68 (13.82) (N=102)81.46  <0.01 25.85(16.51)  41.60(19.74)  <0.01
(42.40)
CSF p-Tau values 19.5/14.6/65.9  4.5/13.6/81.8 (N=102) <0.01 13.8/12.1/74.1  57.8/12.7/29.4 <0.01
positive/borderline/ 55.9/23.5/20.6
negative for AD (%)
CSF t-Tau (ng/l)* 259.20 (106.62) (N =21)219.90 (77.83) 654.94 (419.31) <0.01 70.13 (30.29)  120.27 (57.80) <0.01
CSF t-Tau values 26.8/46.3/26.8 (N =21)9.5/61.9/28.6 83.2/15.1/1.7 <0.01 13.8/4.5/74.1  52.0/12.7/29.4 <0.01

positive/borderline/
negative for AD (%)

MUC: sample recruited at the Hospital of Technische Universitidt Miinchen; ADNI: sample recruited with the framework of the Alzheimer’s
Disease Neuroimaging Initiative; HC: Healthy controls; DC: Disease controls; AD: Dementia due to Alzheimer’s disease; APOE: Apolipoprotein
E; MMSE: Mini mental state examination; CSF AB42 positive/negative for AD: B-amyloid 1-42 levels in cerebrospinal fluid (CSF) < 579.72 or
177.62 ng/1/>704.28 or 206.38 ng/l for the monocentric and multicentric dataset, respectively; CSF p-Tau values positive/negative for AD: tau
phosphorylated at threonine 181 levels in CSF > 68.68 or 27.41 ng/1/<53.32 or 20.59 ng/1 1 for the monocentric and multicentric dataset, respec-
tively; CSF t-Tau values positive/negative for AD: total tau levels in CSF > 331.11 or 104.15 ng/l/<172.89 or 83.85 ng/l for the monocentric and

multicentric dataset, respectively

* Data presented as mean (SD)

were graphically presented by means of nonnegative matrix
factorization (NNMF) [24], a data-learning technique that
is particularly suited for analyzing positive valued data,
in order to condense the available information in a low-
dimensional (2D) space. The overall set of measurements
X; = {Ap42, t-Tau, p-Tau}unlikely , i = 1,2, ..., N where
N is the total number of participants, was approximated as
Xinx3) ® Winxa) Blaxs) S0 as to minimize the reconstruction
error induced by the Frobenius norm: IIX — WBIP. In this
way, the vector of measurements X; associated with the ith
participant took the form of X; = w;; B; + wj, B,, where
B,, B, were the unit length vectors for a parsimonious 2D
representation and w;;, w;, were the corresponding compo-
nents. A two-sided level of significance of 0.05 was used.

Results
Sample characteristics
The characteristics of the datasets are presented in

Table 1. Age and gender distribution significantly dif-
fered across the MUC groups; disease controls were
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significantly younger in comparison with patients with
AD dementia (P = 0.03), while women in the healthy
control group were significantly less frequent than in the
AD dementia group (P < 0.01). As expected, in both data-
sets the presence of APOE €4 was significantly higher
in patients with AD dementia compared with healthy
controls. In the MUC dataset, CSF levels of AB42,
t-Tau, and p-Tau were [mean (SD)] 688.17 (311.38),
514.82 (395.56), and 68.59 (28.39) ng/l, respectively.
In the ADNI dataset, AB42, t-Tau, and p-Tau concen-
trations were 176.70 (57.99), 93.59 (51.67), and 33.22
(19.72) ng/l, respectively. Figure 1, being a graphical
presentation of participants” AB42, t-Tau, and p-Tau CSF
levels using NNMF points to discordance between CSF
profiles and diagnostic status. It highlights that in both
datasets despite the clearly distinct diagnostic status of
the participants (controls vs. patients with AD dementia),
their biomarker profiles are distributed over a continu-
ous spectrum between the two opposite edges, in which
controls with normal biomarkers (lower right quadrant of
the graphs) and patients with AD dementia and positive
neurochemical biomarkers (upper left quadrant of the
graphs) represent the extreme ends.
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Fig. 1 Condensed representation, in the form of a 2D scatterplot,
of the monocentric (MUC) and multicentric (ADNI) dataset (upper
and lower panel, respectively). The ensemble of trivariate measure-
ments of CSF B-amyloid 1-42, hyperphosphorylated tau at threonine
181, and total tau for all participants has been analyzed via nonnega-

Neurochemical profiles

In the MUC dataset, only 22 % of healthy controls and
13.6 % of disease controls had a clearly normal neuro-
chemical profile, while in ADNI the proportion of controls
with a clearly normal CSF profile tended to be significantly
higher (35.4 %) (P = 0.06) (Fig. 2) The respective pro-
portions of healthy controls with all biomarkers abnormal
(typical AD neurochemical profile) were 2.5 % in MUC
and 8.6 % in ADNI. No disease controls had all CSF bio-
markers positive for AD. The distribution of controls in
whom all biomarkers were abnormal did not differ across

component 1

tive matrix factorization (NNMF) and approximated by means of a
bivariate data swarm that conveniently represents the total variation in
the original data. In the derived map, the labels indicate the different
groups and lend semantics to the plot

the datasets (P = 0.16). Interestingly, 19.5 % of MUC and
18.9 % of ADNI healthy controls and 4.5 % of MUC dis-
ease controls had positive p-Tau and/or t-Tau values in con-
junction with negative or borderline AB42 values.
Regarding the neurochemical profile of patients with
clinically diagnosed AD dementia, 40.3 % in MUC and
52.9 % in ADNI had a typical fluid biomarker profile for
AD. The distribution of the typical AD neurochemical
profile did not differ between patients with AD demen-
tia in MUC and ADNI (P = 0.08) (Fig. 3). All available
CSF markers were negative in only 0.8 % of patients with
AD dementia in MUC and 2.9 % in ADNI (P = 0.34).
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«Fig. 2 Biomarker profiles of healthy and disease controls of the
monocentric (MUC) and multicentric (ADNI) dataset, National
Institute on Aging—Alzheimer’s Association (NIA-AA) assignments
and a refined classification scheme based on CSF B-amyloid 1-42
(AP42), hyperphosphorylated tau at threonine 181 (p-Tau) and total
tau (t-Tau)

In 30.3 % of MUC and 6.9 % of ADNI patients with AD
dementia, positive p-Tau and/or t-Tau values with negative
or borderline AB42 concentrations were observed.

NIA-AA categorization

The attempt to apply the NIA-AA algorithm for preclinical
AD to healthy and disease controls revealed that only seven
of 18 observed biomarker constellations could be categorized
according to the NIA—-AA algorithm (Fig. 2). Moreover, 4.9 %
of MUC and 15.5 % of ADNI healthy controls and 4.5 % of
MUC disease controls met the criteria for preclinical stage 2
(at least one amyloid and one neural injury marker positive),
while 4.8 % of healthy controls in MUC and 6.4 % in ADNI
and 22.7 % of MUC disease controls fulfilled the criteria for
preclinical stage 1 (AP positivity only). 68.3 % of healthy
controls of the MUC dataset and 32.8 % of ADNI had combi-
nations that are not specified in the NIA—AA guidelines. The
respective proportion in MUC disease controls was 59.1 %.

Only four of the 18 potential biomarker constellations
can be classified into categories with different probability
for the presence of AD according to the NIA-AA algorithm
for AD dementia. In MUC 40.3 and 13.4 % of patients with
AD dementia were categorized into the groups with high
(all biomarkers positive) and intermediate (positive Ap42
and both pTau and tTau borderline or vice versa) AD prob-
ability, respectively. With the exception of a single patient
with the lowest probability of AD (all available biomarkers
negative), all other MUC patients’ biomarker combinations
(45.4 %) either would be classified as uninformative by the
NIA-AA guidelines or will not specified by them at all. In
ADNI 52.9, 2 and 3 % of patients could be classified as
having high, intermediate, and lowest probability of AD,
respectively. All other ADNI patients (42.1 %) had combi-
nations of biomarker findings that are either uninformative
or are left undefined by the NIA-AA criteria (Fig. 3).

The application of the refined NIA—AA algorithm is pre-
sented in Fig. 2 for controls and in Fig. 3 for patients with
AD dementia. The refined algorithm considers all potential
CSF biomarker constellations.

Discussion

The findings of the present study indicate a continuum of
neurochemical biomarker profiles from cognitively healthy

aging to AD dementia despite the clearly distinct diagnos-
tic status of the study participants. They are in line with
reports from large clinical trials of disease-modifying drug
candidates which showed that 10-35 % of patients with
clinically diagnosed AD dementia have negative AB posi-
tron emission tomography scans, i.e., no measureable AP
pathology [25]. The detected atypical for AD biomarker
profiles in patients suffering from AD dementia can be
attributed to the relatively low, in the absence of biomarker
data, accuracy of current clinical AD diagnostic meth-
ods in predicting histopathologic diagnoses (sensitivity
71-88 %, specificity 44-71 %) validated by the standard
pathologic diagnosis at autopsy [26]. Clinical symptoms
in AD dementia are not a straightforward consequence of
the presence of AD pathology, being reflected in biomarker
abnormality. As autopsy reports underscore, a plethora of
pathologies accompany AD pathological alterations in the
aging brain (for instance, cerebrovascular alterations or
Lewy body pathology) [27, 28]. Such concurrent patholo-
gies can synergistically lower the threshold for the develop-
ment of clinical symptoms, making it more likely that an
individual will develop cognitive deficits, which will then
justify the diagnosis of AD dementia. Such co-pathologies
potentiate the clinical expression of AD-associated brain
alterations which would have remained clinically silent in
the absence of co-pathologies, because they are still not
sufficiently advanced to become clinically recognizable
[29, 30]. Thus, clinical symptoms in AD dementia are not a
straightforward consequence of AD pathology, but the con-
sequence of a complex interplay [30].

CSF biomarker abnormalities were detected in both
the multicentric and monocentric groups of controls. Our
observations are in line with previous reports which showed
that more than approximately 50 % of cognitively healthy
elderly individuals have at least one positive imaging AD
biomarker [6, 7]. As already underscored, the presence
of positive biomarkers does not straightforwardly lead to
clinical symptoms. Biomarker abnormality in the absence
of clinical symptoms is compatible with the recently
defined concept of preclinical AD [3]. According to it, AD
pathological hallmarks begin to develop many years prior
the onset of clinical symptoms. As a consequence, AD-
type brain changes are often found in individuals without
any cognitive symptoms. The brain is in fact able to tol-
erate, mask, or even respond to structural changes [29].
For instance, the concept of neural or cognitive reserve
provides an explanation why pathological alterations can
accumulate for a long time without any clinical signs or
symptoms [31, 32]. The discordance between biomarker
profiles and clinical symptoms warrants thorough investi-
gation, since it embodies a crucial parameter not only for
clinical trials and for defining surrogate endpoints within
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«Fig. 3 Biomarker profiles of patients with dementia due to Alz-
heimer’s disease (AD) of the monocentric (MUC) and multicentric
(ADNI) dataset, National Institute on Aging—Alzheimer’s Association
(NIA-AA) assignments and a refined classification scheme based on
CSF B-amyloid 1-42 (Ap42), hyperphosphorylated tau at threonine
181 (p-Tau) and total tau (t-Tau)

their framework, but also for developing effective preven-
tion strategies not pertaining to AD pathomechanism.

The observations of the present study with regard to
combinations of abnormal p-Tau and/or t-Tau values with
negative or borderline AB42 concentrations further sup-
port the presence of individuals with normal or borderline
amyloid biomarkers and abnormal biomarkers of neuronal
injury. The term “suspected non-AD pathophysiology
(SNAP)” has been recently proposed to designate subjects
without evidence of amyloid accumulation but with abnor-
mal biomarkers of neuronal injury [6, 8, 33]. In accordance
with prior reports, proportions of individuals with SNAP in
our study did not exceed 30 % in each diagnostic group [6,
8, 33]. Interestingly, the monocentric AD dataset encom-
passed clearly more patients with SNAP than the ADNI AD
sample (30.3 vs. 6.9 %). This difference could be explained
by the different characteristics of the two samples. The
ADNI cohort was mainly recruited for research purposes
at specialized research centers, while the MUC samples
were recruited in a more naturalistic clinical setting and not
exclusively within the framework of research activity. As a
consequence, the latter are less contingent on over-selec-
tion and research center enrollment biases.

Our results underscore that the NIA-AA algorithms do
not consider all possible biomarker constellations. Approxi-
mately 40 % of biomarker combinations observed could not
be classified according to the NIA-AA algorithms. Con-
flicting biomarker results within the same biomarker cate-
gory (e.g., neuronal injury) or between different biomarker
categories as well as biomarker constellations indicating
SNAP are not considered or are classified as uninformative.
However, in the era of personalized medicine [34, 35], it
is important that all potential biomarker combinations are
considered and incorporated into the algorithm for defin-
ing groups with different AD likelihoods. In the modified
assignment scheme, which is here presented, a harmoniza-
tion of the nomenclature used for the groups with distinct
biomarker constellations regardless clinical symptoms is
proposed, since the classification into groups is based on
the same biomarkers and refers to the same pathologi-
cal changes [2, 3]. Group assignment does not indicate a
specific pattern of clinical prognosis or symptomatol-
ogy, since prognosis and clinical symptoms are in fact not
exclusively contingent on AD pathology [30]. In the pro-
posed modified algorithm, amyloid biomarkers are prior-
itized compared with biomarkers of neuronal injury, since
AP42 is more specific to AD than t-Tau, and AB42 levels

become abnormal earlier than p-Tau and t-Tau according
to the model of temporal evolution of AD biomarkers [36].
The NIA-AA algorithm for preclinical AD also prioritizes
amyloid information [3]. Previously proposed refinements
of the NIA-AA algorithm for AD dementia, which were
based on different biomarker modalities, prioritized amy-
loid biomarker information too [8]. Nonetheless, the pro-
posed modified assignment schema has to be justified
through empirical evidence, for instance through pathologi-
cal diagnoses established in close temporal relation to the
acquisition of CSF.

The present study should be viewed in the light of some
limitations. The diagnostic workup of the disease control
group did not include a neuropsychological assessment.
As a result, it cannot be excluded that some of the disease
controls suffered from very mild cognitive deficits, which,
however, did not cause any subjective memory complaints
or impairment of their activities of daily living. In addition,
the size of the disease control group is relatively small.
Moreover, the healthy controls’ neuropsychological assess-
ment was restricted to established cognitive measures that
cannot detect very subtle cognitive impairment [3]. As a
consequence, it cannot be ruled out that some of the cog-
nitively healthy individuals with a typical neurochemical
AD profile could have been assigned to stage 3 of preclini-
cal AD, if they had been tested for subtle cognitive defi-
cits Furthermore, no histopathologic (definite) diagnoses
were available, and we did not consider imaging biomarker
data. However, it should be underscored that while com-
bining imaging with neurochemical biomarker data may
be relevant for research settings, it is rarely applicable to
clinical settings because of limitations related to scanner
equipment and sophisticated image analyses expertise.
Moreover, the NIA-AA guidelines do not necessitate the
availability of imaging biomarker data [2, 3]. Despite the
previously reported significant influences of age and sex
on the development of AD pathology [37, 38], it seems
unlikely that the detected significant differences in age
and sex distribution between the diagnostic groups of the
MUC cohort have biased our observations, since our study
aimed to describe naturalistically the biomarker profiles of
controls and patients with AD dementia and to apply the
NIA-AA criteria. In line with such an assumption, the
proportion of controls with normal biomarkers was signifi-
cantly higher in ADNI compared with MUC, though ADNI
controls were older than MUC controls. In addition the
distribution of controls with abnormal biomarkers did not
differ across the datasets. Furthermore, it can be reckoned
that the observed high proportion of participants who could
not be classified by the NIA-AA algorithms is attributable
to the defined range of borderline values. In the light of
the lack of empirical data with regard to definitions of the
range of borderline values, our findings should be treated
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with caution. Nonetheless, the NIA—AA guidelines clearly
specify the presence of borderline biomarker values and do
not take into account approximately 40 % of the potential
biomarker constellations. As a result, further studies con-
sidering borderline biomarker values are warranted.

To conclude, the findings of the present study illustrate
the polymorphy of the neurochemical profiles of patients
with AD dementia and elderly cognitively healthy indi-
viduals. They point to discordance between CSF biomarker
profile and diagnostic status. This discordance is a conse-
quence of the complexity of the genesis of clinical symp-
toms in AD. Our observations enrich the discussion on the
NIA-AA guidelines and possibly contribute to paving the
way toward refining the guidelines, so that they address all
potential biomarker constellations.
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