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1 Zusammenfassung

Die Alzheimer-Demenz (AD) ist eine fortschreitendeurodegenerative Erkrankung
und durch den demographischen Wandel ein weltweithsendes Problem. Eine
Schlusselrolle in der Pathogenese der AD nehmekulzae Risikofaktoren ein, die zu
einer Verdnderung der zerebralen Mikrozirkulatiofihrén. Trotz innovativer
Fortschritte im Bereich der Diagnostik und insbekye im Bereich der
Biomarkerforschung gibt es bislang keinen Biomarldar bereits in einem friihen
Stadium der AD die Diagnosestellung mit hinreichelnoher Wahrscheinlichkeit

unterstitzt.

In der vorliegenden Arbeit wurden prospektiv im Blon 94 Patienten mit einer AD
und 53 gesunden Kontrollen die (Mikro-) Zirkulatesnarker CT-proET-1, MR-
proADM und MR-proANP als potentielle Biomarker eid untersucht. Die Analysen
des Blutplasmas erfolgten verblindet mit Sandwitimunlumineszenz-
Assaysystemen. Zuerst wurden die KonzentrationerEdeelmarker und ihrer Ratio
Indices (Vasodilatator/Vasokonstriktor) zwischendea Diagnosegruppen verglichen.
In einem zweiten Schritt wurde zur Untersuchung ®erhersagegenauigkeit der
Marker das Gesamtkollektiv in ein Trainings- und @estset unterteilt, das jeweils aus
der Halfte der AD-Patienten und gesunden Kontrobestand. Der im Trainingsset
errechnete optimale Cut off Wert wurde auf das skedstibertragen und daraus die

Sensitivitat und Spezifitat ermittelt.

In der Gruppe der AD-Patienten waren die Konzeiotnah der Marker MR-proADM

und MR-proANP gegenuber der Kontrollgruppe sigrifik erhoht, dagegen die
Konzentration von CT-proET-1 signifikant erniedrifie errechneten Ratio Indices der
Vasodilatatoren/Vasokonstriktoren konnten in eihggistischen Regressionsanalyse
signifikant zwischen den Diagnosegruppen untersigmei Der hdchste diagnostische
Voraussagewert wurde hierbei mit dem Ratio Index-pMBANP/CT-proET-1 mit einer

Spezifitat von 82% und einer Sensitivitdt von 81%inb Trainingsset und einer

Spezifitat von 80% und einer Sensitivitat von 728tbTestset erreicht.

Das Ergebnis unserer Untersuchungen stutzt die tHgpe einer gestorten
mikrovaskularen Homoostase bei der AD. Die Kombamatder Blutmarker MR-

proANP und CT-proET-1 kbénnte eine vielversprechebBdginzung der diagnostischen
Marker der AD sein. Dieser Befund bedarf einer Begting durch weitere klinische

Untersuchungen.






2 Einleitung
2.1 Grundlagen

2.1.1 Einfihrung

Die Demenz vom Alzheimer-Typ wurde 1906 von demtsighen Nervenarzt Alois
Alzheimer (1864-1915) erstmals klinisch an dem Fsiner Patientin Auguste D.
beschrieben, die funf Jahre lang an fortschreiterki®gnitiven Defiziten litt. Nach
deren Tod im April 1906 untersuchte Alois Alzheintaxs Gehirn seiner Patientin. Er
fand in ihrem Gehirn Amyloidablagerungen, neurodfidre Blndel und
arteriosklerotische Veranderungen. 1911 wurde agriB ,,Alzheimer-Demenz* (AD)
von Kraepelin fur die prasenile Demenz eingeféiifunachst bezog sich der Begriff
der AD also nur auf diejenigen Demenzen, die von @&b. Lebensjahr auftraten und
durch die Trias der Amyloidplaques, der neurofiarén Bundel und der Zellatrophie
gekennzeichnet warénSeit den 70er Jahren werden auch alle senilen Begne die
weder klinisch noch pathologisch oder anatomischietdchiede zur AD aufweisen,

dieser Gruppe zugeordriet.

Heute klassifiziert man die Erkrankung insbesonderach pathogenetischen
Gesichtspunkten und unterscheidet in erster Limeefaimilidre und damit genetische
Form von der sporadischen Form der AD, die in degdR im Senium auftritt und

polyatiologischer Genese ist.

2.1.2Epidemiologie

Die Alzheimer-Erkrankung ist weltweit ein grofResdudurch den demographischen

Wandel wachsendes Problem.

Die Delphi Consensus Studie aus dem Jahr 2005 zcl@é& weltweite Zahl an
Demenzerkrankten auf 24,3 Millionen Menschen mmeeiNeuerkrankungsrate von 4,6
Millionen pro Jahr und erwartet 81,1 Millionen Eakkte im Jahre 2040.

In Deutschland wird aktuell von 1,0-1,5 Millionere®enzkranker ausgegangen, von
denen 765 000 bis 1,1 Millionen Patienten an eiizteiden.

Die AD, die circa zwei Drittel aller Demenzen begtinist die wichtigste Ursache

dementieller Stérungen. Die Pravalenz der AD isitlteh altersabhangig und steigt von
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weniger als 1% in der Altersgruppe der 65-75 J&mriguf fast 30% bei den Uber 85-
jahrigen ar. Eine Metaanalyse, basierend auf elf europaischiedieh aus dem Jahr
2000, ergab bei Uber 65-jahigen eine durchsclehtliPravalenz von 4,4% und zeigt
eine Verdopplung der Pravalenzrate alle 4-5 Leladmsf

Der weitaus Uberwiegende Teil der Erkrankten ist @euppe der sporadischen AD

zuzuordnen. Weniger als 5 % der Patienten ist waorfadniliaren AD betroffen.

2.1.3 Neuropathologie der AD

Die von Alois Alzheimer vor Uber einem Jahrhundeschriebenen morphologischen
Veranderungen finden sich in unterschiedlichem AafSmn allen Gehirnen von
Patienten mit einer AD.

Makroskopisch ist die AD durch eine ausgepragteil@atiophie charakterisiert, wobei

der temporoparietale und frontale Kortex, sowie digppokampusformationen

besonders betroffen sind.

Abb. 1: Gehirn bei M. Alzheimer mit typischer tempearietaler Atrophie (mit freundlicher
Genehmigung von Prof. Dr. H. Braak)

Mikroskopisch kennzeichnend sind umfangreiche Adtaggen durch extrazellulare

Amyloidplaques und intrazellulare neurofibrillarémiel.

Das Verteilungsmuster der Amyloidablagerungen setezidet sich allerdings von dem
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der neurofibrillaren Bindel. Auch treten erst imdBadium der AD beide Lasionen

gleichermal3en auf.

2.1.3.1 Amyloidplaques

Die zentralen neuropathologischen Veranderungehzim einen die Amyloidplagués
wobei bei den Patienten Plaques verschiedenereBtagifunden werden kénn&n?
Man unterscheidet nach ihrer Struktur diffuse, [grr, neuritische und ,burned out”
Plaques?

Die extrazellular liegenden Plaques bestehen awes gerdichteten Proteinablagerung
und haben einen Durchmesser von 10 bis 150 pmPRiteinablagerungen bestehen
hauptsachlich aus einem 39 bis 43 Aminosauren waf@en Peptid das fibrillar
angeordnet ist und auf Grund seiner 3-FaltblattikBir AR-Peptid oder 3-Amyloid

genannt wird. AR entsteht nach Spaltung durch dieurfy] y-Sekretase aus dem
Vorlauferprotein Amyloid Precursor Protein (APP)neam Transmembranprotein. Je
nach Schnittstelle resultieren unterschiedlicheP&ptide. Ein geringer Anteil ist N-

und C-terminal verkurzt, der vorherrschende TeilAl&-Peptide ist 40-43 Aminoséauren
lang (Ao, ARy, Aly3) und besitzt je nach Schnittstelle und Lange wscteedliches

biochemisches und biophysikalisches Verhaltet?.

Abb.2: B-Amyloidplaques, Versiberug, (mit freuictiier Geneigung von Prof.Dr. H. Braak)



Die neurotoxische Wirkung von AR scheint maf3gebtialch den Aggregationszustand
bestimmt zu werdet Das langere AR, das den iberwiegenden Anteil in den AD-
Plagues ausmacht, zeigt eine sehr hohe Aggregasgmusig und lagert sich mit
weiteren AR-Peptiden zu l6slichen, toxischen Oligoen zusammel. Diese
Oligomere scheinen inhibitorischen Einfluss auf digmaptische Plastizitdt zu haben
und fiihren somit héchstwahrscheinlich zu einem redignten Synapsenverldst!’

Lange ging man davon aus, dass erst die Plaquest &ehnkheitsverursachend sind. In
den letzten Jahren konnte aber gezeigt werden, etabgreits vor Auftreten vonpA
Plaques zu Einbul3en der kognitiven Leistungen kommdtvielmehr die im Liquor frei
zirkulierenden, toxischen Oligomere pathogen simd mit dem Krankheitsausmalf3
korrelieren'® '° Die Plaques scheinen méglicherweise durch eine uinvermittelte
Entziindungsreaktion zur Neutralisation der toxisckdigomere zu entstehéh.Sie
treten Uberwiegend in der Entorhinalrinde, dem dggmpus sowie der GroRhirnrinde
auf, sind in fortgeschrittenen Stadien zudem in 8&mmganglien, der Kleinhirnrinde
und anderen subkortikalen Strukturen zu fintfeund korrelieren nicht mit dem

Schweregrad der kortikalen Dysfunktieh.

2.1.3.2 Neurofibrillare Bindel

Die aus abnorm hyperphosphoryliertem Tau-Proteistdbenden neurofibrillaren
Biindel (neurofibrillare Tangles, NFT's) sind dasites wesentliche Merkmal der AB.
Diese treten insbesondere in den Neuronen, abeh #cGliazellen auf und
korrelieren mit dem Erkrankungsgrad der Patieften.

Das normale Tau-Protein fungiert im Gegensatz zathglogischen Tau-Protein als
Stabilisator der intrazellularen Mikrotubuli. Diespielen im Bereich der axonalen
Transportvorgénge und der zelluldren Regulatiorngrmge eine entscheidende Réfle.
Das hyperphosphorylierte Tau entsteht durch diesptarylierung des Tau-Proteins an
verschiedenen Epitopéh.Dieses pathologische Tau-Protein akkumuliert zeHalar
und bildet neurofibrillare Tangles aus. Durch denunk&ionsverlust des
hyperphosphorylierten Tau-Proteins als Stabilisater intrazellularen Mikrotubuli,
entsteht eine Unterbrechung des axonalen Transpodsdamit eine Dysfunktion mit

konsekutiver irreversibler neuronaler Degeneratfon.



Abb.3: Neurofibrillare Bindel (mit freundlicher Gatlmmigung von Prof. Dr. H. Braak)

Die Ursache flr die abnorme Hyperphosphorylierung Aggregation des Tau-Proteins
konnte bisher nicht abschlieRend geklart werderchNaktuell herrschender Meinung
scheint AR, wie spater weiter ausgefiihrt, eine &ddlrolle in der Genese der

Hyperphosphorylierung zu spieléh.

Man unterteilt die neurofibrillaren Bilndel in dréruppen. Im frihen Stadium, dem
.pretangle stage”, findet man eine gleichmafigeariting von hyperphosphoryliertem
Tau in allen Teilen des Perikaryons und der Zdhfitze. Im folgenden Stadium kommt
es durch Akkumulation des hyperphosphoryliertem Tauwr Ausbildung der
.Klassischen“ neurofibrillaren Tangles. Zwischeres#in Bindeln kommt es wiederum
zu einer Quervernetzung die vermutlich die Ursafthiedie Unldslichkeit der NFT's
darstellt. Letztlich gehen die Zellen zugrunde, wwoti die zuvor intrazellular
gelegenen neurofibrillaren Bindel extrazellular alsg. ,ghost tangles* gefunden

werden konner?



Abb.4: Drei Stadien der neurofibrillaren Bindel pptetangle “ Stadium (links), ,klassischen” Blndel
(Mitte) und ,ghost tangles* (rechts) (mit freundigr Genehmigung von Prof. Dr. H. Braak)

Die charakteristische zeitliche und raumliche Aeglong wurde durch Braak et al. in
sechs Stadien eingeteift. In den Kklinisch stummen Stadien | und I, den
Lransentorhinalen Stadien®, sind nur di&ellschichten der Lamina principalis externa
der Regio transentorhinalis betroffen. Die ,limliisa Stadien” lll und 1V sind durch
Veranderungen im Allokortex und auch in geringeré&usmall im Neokortex
charakterisiert. Es kommt zur Zerstorung deZellschichten der Lamina principalis
externa und interna der Regio transentorhinalis dexdRegio entorhinalis mit ersten
Veranderungen im Hippocampus. Hiermit kommt es Stdrung und Zerstérung des
limbischen Kreislaufs und folglich zu ersten kogreh Stérungen. Die ,neokortikalen
Stadien® V und VI zeichnen sich durch ausgepragbdagerungen neurofibrillarer
Tangles im nahezu gesamten Kortex aus. Klinisofjt z&¢h hier das Vollbild der AD.

2.1.4 Pathogenese

Pathogenetisch kann man die AD in zwei Untergrupplia familiare und somit
genetisch bedingte Form und die sporadische Forarteilen. Der sporadische Typ

macht tber 95% aller AD-Erkrankungen aus, die fam@lForm der AD (FAD) weniger
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als 5%>* Bei der sporadischen Form der AD ist die Pathogemécht abschlieRend
geklart. Man geht von einer multifaktoriellen Gememus, bei der sowohl genetische
Faktoren als auch Konstitution oder Umwelteinfliisse Rolle spielen.

Aus den Erkenntnissen der Forschung an der fammlidForm der Alzheimer-
Erkrankung leitet sich die popularste pathogenleéiddypothese der sporadischen Form
ab - die Amyloid-Hypothese. Mutationen des Amyl&icecursor Protein Gens (APP),
des Prasenilin-1 Gens (PS1) sowie des PréasenilBells (PS2), die bei Vorliegen
immer in einer Manifestation der familidren Fornr @&® resultieren, fuhren zu einer
gesteigerten Produktion von AR welches zu senilen Plaques akkumulieren und
aggregieren kann. Durch voranschreitende neurdiseid synaptische Schadigungen
kommt es zu einer Beeintrachtigung der neuronaleguRtionsvorgdnge und zu einer
gestoérten Kinase- und Phosphataseaktivitat. Died fiu einer Hyperphosphorylierung
von Tau und damit zu neurofibrillaren Ablagerungetie wiederum in einer

progredienten Neurodegeneration resultiéretf.

Als ein weiterer bedeutender pathogenetischer Fakio die Entstehung der

sporadischen AD wird oxidativer Stress diskutiert.

GefalRendothelzellen, Neurone und Gliazellen sindeinLage auf bestimmte Stimuli,
wie sie vor allem auch durch chronische Hypopeoiusund Hypoxie entstehen,
reaktive Sauerstoffmolekile (reactive oxygen sgedROS) und vasoaktive Substanzen
zu synthetisieref> Immunhistochemische post mortem Studien an Getiuoa AD-
Patienten konnten zeigen, dass Neurone durch Apeptugrunde gehéf. Die
,oxidative Stress Hypothese® geht davon aus, dasschd die reaktiven
Sauerstoffradikale der apoptotische Zelluntergaktyviart wird und es damit zum
neuronalen Zelluntergang komiit.Gerade die zerebrovaskuldren Risikofaktoren

spielen hierbei eine Rolle.

2.1.5 Risikofaktoren der sporadischen AD

In den letzten Jahren wurde eine Vielzahl von Risiktoren diskutiert. Gesicherte
Risikofaktoren sind das Alter, das Vorliegen leicliis mafiggradiger kognitiver
Stérungen, eine genetische Disposition und dasavisténsein des Apog Allels. 38 3
Zudem manifestiert sich, dass vaskulare Risikofa@kteine bedeutende Stellung in der
Pathogenese der sporadischen AD einnetthen.
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2.1.5.1 Alter und Vorliegen leicht- bis maRiggradigr kognitiver
Storungen

Das Alter gilt derzeit als wichtigster Risikofakt@n einer sporadischen AD zu
erkranken. Zahlreiche Untersuchungen konnten eiemleutigen Zusammenhang

zwischen Lebensalter und Auftreten einer AD nackar & #*

40+ Abb. 5: Prozentualer
354 ] Anteil der
30 — Gesamtbevolkerung mit
] einer AD nach H. Bickéf
254 -
0, I
% 20 -
151 ]
101 ]
o_ﬂ—ﬁ_— ‘ ‘
<50 50-60 60-70 70 - 80 80-90
Alter

Die zweite Risikogruppe umfasst Menschen mit kagait Defiziten, die jedoch nicht
dem Schweregrad einer dementiellen Erkrankung eedkpn. Die Pravalenz dieser
Gruppe mit leichten- bis maRiggradigen kognitivendr@gen ist in &lteren
Bevolkerungsgruppen sehr hoch und liegt je nacherAlbei 11-30% der
Gesamtbevélkeruntf. Prospektive Studien ergaben, dass 15% davon ialfedines
Jahres an einer Demenz erkranken und damit desgkoRieutlich héher liegt als mit

2% in der altersgleichen Normalbevélkerdfig?

2.1.5.2 Genetische Risikofaktoren und Apok4

Neben der familiaren Form der AD, bei der es difotliiegen genetischer Mutationen
zu einer sicheren Erkrankung kommt, ist auch bei sigoradischen Form der
Alzheimer-Erkrankung eine genetische DispositiostAestellen. So steigt das relative
Risiko an einer AD zu erkranken bei AngehorigertegrsGrades bereits um das 3,5-
fache, bei zwei an AD erkrankten Angehérigen erGesdes sogar um das 7,5-faéhe.

In einer anderen Untersuchung lag das Lebensieitrésn einer AD zu erkranken bei
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erstgradigen Verwandten eines AD Patienten bei% 2B zum 94. Lebensjahr, jedoch

nur bei 22,1% bei Personen ohne positive Familiemaresé’

Daneben wurden eine Vielzahl von Genloci beschnigloge fur die Pathogenese der
sporadischen AD relevant erscheinen. Der bishebesten untersuchte Risikofaktor ist

das Apolipoproteirk.

ApolipoproteinE (Apo E) ist ein auf Chromosom 19 kodiertes Plasmaprdi@rden
Transport von Triglyceriden und Cholesterin. Im ZN@rd es von Astrozyten
exprimiert. Von diesem Gen existieren drei unteestiiche Allele €2, €3, €4), aus
denen sechs verschiedene Phanotypen resultierensdallel ist bei Patienten mit
sporadischer AD besonders haufig ausgepragt und atgl Risikofaktor fir eine
sporadische AD® wobei durch das Vorliegen wohl mehr das Erkrankaitgr

herabgesetzt wird, als dass das allgemeine Risil@rer AD zu erkranken steibt.>®

2.1.5.3 Kardio- und zerebrovaskulare Risikofaktoren

Eine Vielzahl von Untersuchungen lassen einen Zusamhang zwischen der
sporadischen AD und vaskularen Erkrankungen vermu@ige Autoren spekulieren
sogar, dass die Genese der AD auf dem Boden esskulren Grunderkrankung
beruht.>*

Bereits Anfang der 90er Jahre konnte gezeigt werdass es bei der AD zu einer
chronischen zerebralen Minderperfusion mit Storwey vaskuldren Homoostase
kommt® 3 In den folgenden Jahren erschien eine betrachtlidmzahl von

Vero6ffentlichungen, die eine zerebrovaskulare Mrddechblutung als Hauptursache

der AD annehmen lassen.

In epidemiologische Studien konnte ein Uberzufalligiufiges Auftreten von
kardiovaskularen Erkrankungen in Koinzidenz miteei\lzheimer-Demenz gezeigt
werden>* >* *°Eine klinische Longitudinalstudie berichtet eirdsellere Krankheits-
progression bei AD-Patienten mit kardiovaskularesik@faktoren>’ Weiterhin fand

sich in einer histopathologischen Untersuchung 4% Gehirnen mit gesicherter AD
eine signifikant hohere Anzahl cerebrovaskularersituden, verglichen mit 230
Kontrollgehirner?

Es scheint, dass ein positiver Zusammenhang zwisatterieller Hypertonie wie auch

13



einer Hypercholesterinamie und der Entwicklung e bestehf® °° Die Ergebnisse
einiger epidemiologischer Untersuchungen lassenmutan, dass Statine als
medikamentoses Therapeutikum der Hypercholesteraémen positiven Einfluss auf
die Entwicklung einer AD zu haben scheifférf?auch wenn diese Vermutung bisher in
klinisch-pharmakologischen Studien nicht bestatigerden konnt&® Als weitere
Risikofaktoren gelten das Vorliegen eines Diabetetlitus oder eines metabolischen
Syndroms, das durch einen gestorten Insulin-, Gletcand Lipoproteinmetabolismus,

eines arteriellen Hypertonus und Adipositas gekeiohnet isf* ¢°

Als weitere Cofaktoren, die zu einer Entwicklungepdumindest Verschlechterung der
AD fuhren, gelten ein stattgehabter Schlaganfaipesondere lakunare Infarkte sowie

eine Herzinsuffizienz in der Anamne¥e®” 8

Es scheint, dass es - insbesondere bei Vorliegesedivaskularen Risikofaktoren -
durch eine zerebrale Mangeldurchblutung zu einemramalen Minderversorgung
kommt, aus der eine fehlerhafte Protein-Syntheseltiert. Durch diese fehlerhafte
Synthese kommt es potentiell zu den klassischetogaghologischen Veranderungen,

wie den Amyloidplaques oder den neurofibrillaremBeéln®®

2.1.6 Klinik, Verlauf und Prognose

Typisch fur die sporadische Form der AD sind kageitStérungen, die meist bei
Patienten ab dem 65 Jahre schleichend begifin@harakteristischerweise ist der
Verlauf gleichférmig progredient und zeigt sich tweders in einem weiteren Abbau der
mnestischen Fahigkeiten wie Gedachtnis und Denkigem, zudem in Symptomen
wie Orientierungsstorung, eingeschrankter visuokaksver Fahigkeit, Aphasie,
Apraxie, Agnosie und Verlust der Selbststandigkeid AlltagskompetenZ Nicht
selten treten bei den Patienten zusatzliche psytholpgische Symptome auf, héaufig
in Form einer depressiven Symptomatik. In spate®¢adien zeigen sich schwere
Beeintrachtigungen in allen Lebensbereichen, @ditienten bettlagerig und schwerst
pflegebediirftig werden und meist in Folge von Itf@kskrankheiten oder anderen
unspezifischen Ursachen versterién.

In einer Studie von 1991 konvertierten Uber 50%lailshtgradig dement eingestufter
Patienten innerhalb von finfzehn Monaten in eirdiBta mittelgradiger oder schwerer
DemenZz.* Als ungiinstig fiir die Krankheitsprogression gelen friher Krankheits-
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beginn sowie das Vorliegen extrapyramidaler unatpstischer Symptom&: *°

Die durchschnittliche Uberlebenszeit bei Diagnaskstig der AD liegt in groRen
epidemiologischen Untersuchungen im Mittel bei 8ahren, wobei ménnliche AD-

Patienten friiher versterbéh/®

2.1.7 Diagnose und Differentialdiagnose der AD

2.1.7.1 Diagnosestellung

Die Diagnose der AD entwickelt sich in den letziamren bei Vorliegen eines typischen
klinischen Profils mit fuhrender Gedachtnisstorungter Berlucksichtigung von
Liguormarkern (Tau-Protein oder R-Amylgil und spezieller Bildgebungsverfahren
wie MRT oder PET deutlich in Richtung einer Posltagnose.

Eine eindeutige Diagnosestellung kann allerdingsten@n erst post mortem durch

Analyse der histopathologischen Veranderungen imr@gestellt werden.

In spezialisierten Zentren betragt die Genauig#teit Diagnosestellung 80-90% relativ
zur Autopsie, doch wird diese meist erst in weittdeschrittenen Stadien der

Erkrankung gestellt, wenn die Patienten schon detitliche Symptome zeigén.

Im Fruhstadium der AD ist eine Diagnosestellung seél schwieriger. Aber gerade in
diesem frihen Stadium scheinen Therapieansatzdictieetfektiver zu sein, als bei

einer lang bestehenden ausgepragten Neurodegenéfati

Die Diagnosestellung erfolgt klinisch nach den D8WMKriterien (Diagnostisches und
statistisches Manual Mentaler Stérungen) der AraeriPsychiatric Association oder
wie in Deutschland nach den ICD-10 Kriterien (Intgfonal statistical classification of
diseases and related health problems) (Anhang)issenschaft und Forschung erfolgt
die Diagnosestellung primér nach den NINCDS-ADRD#tétien von McKhann et al.,
die im Gegensatz zu den anderen beiden Diagnosesgstin absteigender Reihenfolge
nach Diagnosesicherheit unterscheidet: eine ,s&her(autoptisch), eine
~,wahrscheinliche* (ho6chster klinisch erreichbarerich@rheitsgrad) sowie eine
».maogliche” (bei Vorliegen atypischer Faktoren hoiglich Verlauf, klinischem Bild
oder Auspragungsgrad) Demenz vom Alzheimer-Typ @2
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2.1.7.2 Differentialdiagnose

Eine multidimensionale diagnostische und differdtagnostische Demenzabklarung
ist vor allem in Hinblick auf die vielen moglicheDifferentialdiagnosen sehr

aufwendig.

So findet man in der Literatur ca. 70 Erkrankungiea,zu einem dementiellen Syndrom
fiuhren konneR? Die Hirnleistungsstdrungen kénnen entweder in reipgméren
Demenz begriindet sein, zu denen die primare negeoeeative, vaskulare oder einer
gemischt neurodegenerative-vaskulare Genese gewdéhlt oder auch sekundar als
Folge einer anderen Erkrankung (sekundare Demeufeten, die bei rechtzeitiger
Diagnosestellung und Therapie potentiell reversilsgid. Unter den priméren
Demenzen nimmt die AD mit ca. 70% aller Falle dahAbstand grof3ten Stellenwert
ein, gefolgt von der vaskularen Demenz mit einerschyétzten Anteil von etwa 15-
25%°2°

Priméare Demenzen Sekundéare Demenzen
Alzheimer-Demenz Depression

Vaskulare Demenz Schlaf-Apnoe-Syndrom

Demenz mit Lewy-Korperchen Infektiose Erkrankungen (Lues, HIV)
Frontotemporale Demenz Zerebrale Raumforderungen (z.B.
Kortikobasale Degeneration Tumore)

Progressive supranukleére Blickparese | Aresorptiver Hydrocephalus

Morbus Parkinson Metabolische Ursachen (z.B.
Creutzfeld-Jakob-Krankheit Hypothyreose,
Down-Syndrom Diabetes mellitus)
Chorea Huntington Toxische Ursachen (z.B. Alkohol,
Multiple Sklerose Medikamente)
Demenz mit Silberkdrnern Mangelerkrankungen (z.B. Vitamin:8
Mangel)
Traumatische Ursachen
Epilepsien
Delir

Abb. 6: Ubersicht tiber die wichtigsten priméaren und sekundaren Demenzen
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Klinisch  erfolgt, insbesondere auch im Hinblick aufdie mdglichen
Differentialdiagnosen, eine ausfuhrliche Diagnostiklusive neurologischer und
psychiatrischer Untersuchung, psychometrischer umhgst  Blut- und

Liguoruntersuchung sowie eine cerebrale Bildgebung.

2.1.8 Therapie

Um Patienten bei variabler Symptom- und Problemtadiasion der Erkrankung

gerecht zu werden, sollte die Therapie individuall multimodal gestaltet werden.

Zugelassen fur die Behandlung der Alzheimer-Erkuaigksind derzeit im frih- und
mittelgradigen  Stadium Acetylcholinesterase-Inli@h (AChE-Hemmer) und
Nootropika. Den Acetylcholinesterase-Inhibitorereglti die ,Acetylcholinmangel-
hypothese* zu Grunde, der zufolge im Rahmen demamalen Degeneration die
Ausschittung des an Lern- und Erinnerungsprozedseteiligten Acetylcholins
abnimmt®® Diese AChE-Hemmer zeigen in  multiplen  doppelblimde
placebokontrollierten Studien positive Effekte aden Erkrankungsverlauf mit
Stabilisierung der kognitiven Leistungen der Pd@anund Stabilisierung oder sogar
Verbesserung der AlltagskompetéizBei umstrittener Wirksamkeit von Nootropika
wie Gingko biloba geht man von einer Verbesserueg dellmetabolismus aus, sowie
von einer zellprotektiven Wirkung durch Schutz ®ehéadigungen durch endo- oder

exogene Noxen.

In mittelschweren bis schwergradigen Stadien der KD der Glutamatmodulator
Memantine zugelassen, der am NMDA-Rezeptor antagech wirkt, hier vor
glutamatinduzierten pathologisch hohen Kalziumkotrzgionen schitzt und somit

neuroprotektive Wirkung besit.

Zur Behandlung der nicht-kognitiven Begleitsymptormée Angst, depressiver
Verstimmung oder motorischer Unruhe stehen einigdikbhmente aus dem Bereich der
Psychopharmaka und Neuroleptika zur Verfugung. Neber Wirkung auf die
Begleitsymptome konnte eine Verbesserung der kivgnit Fahigkeiten beobachtet
werden. Dies wurde insbesondere bei Pharmaka, di& skrotonerge System

beeinflussen, festgestefft.

Neben der medikamentdsen Therapie sind nicht-pHariogische Interventionen eine
17



wesentliche Erganzung. Ziel dieser Therapien ist abem die Erleichterung des
Umgangs mit der Krankheit und eine Forderung dehnmrhandenen Fahigkeiten. Als
therapeutische  Strategien stehen insbesondere tkegni Verfahren  wie

Gedachtnistraining oder Erlernen von Memotechnikespwie psychosoziale
Interventionen zur Verfiigurig.

In der Entwicklung befinden sich insbesondere imtherapeutische Ansatze mittels
aktiver und passiver Immunisierung sowie Hemmer 8ekretasen, um direkt die
Entstehung des AR-Peptides oder die Bildung destben Oligomere zu verhindern
oder bestehendes AR abzubafferEinige der vielversprechenden Immunansatze
befinden sich derzeit in klinischer Studfe®*
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2.2 Biomarker

Insbesondere zur Krankheitsfrihdiagnostik und Himhg einer raschen Therapie als
auch zur Differentialdiagnostik und Therapiekorngaind zuverlassige und spezifische

Biomarker notwenig.

Bis heute hat sich die Biomarkerforschung insbesmnduf den Liquor cerebrospinalis,
die das zentrale Nervensystem (ZNS) umgebende igkiésts konzentriert. Hier
konnten bereits mit R-Amyloid Gesamt-Tau und Phospho-Tau (pTau)
vielversprechende und bereits Kklinisch relevanterkigla etabliert werden, die
insbesondere in Kombination gut zwischen Patiem@nAD und gesunden Personen

abgrenzen konnett: %

Die differenzialdiagnostische Trennschéarfe zwische
verschiedenen Demenzformen als auch ihre Eignungeslaufsmarker der Erkrankung

ist heute allerdings noch unzureichéfid.

Biomarker aus dem Blutplasma waren auf Grund ibenefachen und wenig invasiven
Gewinnung ideal. Im Plasma sind Proteine allergbeni Organsysteme wie auch dem
ZNS selbst enthalten. Die im Liquor gut untersuch®eoteine 3-Amyloigh, Gesamt-
Tau und pTau haben im Blut leider keine diagnosgssussagekraft. Weiterhin wurden
insbesondere Uber den methodischen Ansatz derodfridesinige Proteine wie z.B.
alpha-1-Antitrypsin, Komplementfaktor H, alpha-2-kiaglobulin, Apolipoproteine J
und A-l gefunden, allerdings zeigten diese Proteinsher keine konstante

Aussagekraft®

Das Ronald und Nancy Reagan Institut der Alzheifssociation und die NIA-
Working Group veroffentlichten 1998 Richtlinien tibdie Kriterien, die der ,ideale”
Biomarker zur Detektion der AD erfiillen séfl:

1. Er soll ein grundséatzliches Merkmal der Neuropaipm der Erkrankung
detektieren,

2. seine Giiltigkeit soll in neuropathologisch bestatgAD Fallen bewiesen sein,

w

eine hohe Prazision besitzen, d.h. er soll die ADeinem frihen Stadium
nachweisen und von anderen Demenzformen untergshkihnen,

eine hohe Reliabilitat haben,

nicht invasiv sein,

einfach nachzuvollziehen und

N o o bk

kostengiinstig sein.
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Man einigte sich darauf, dass dieser ,ideale” Bidtae eine diagnostische Sensitivitat
und Spezifitat von mindestens 80% aufweisen soll.
Keiner der bisher etablierten Biomarker erfilleglier geforderten Eigenschatften.

Die vorliegende Untersuchung einen Biomarker zueki@n der AD zu finden, erfolgt

mit dem Ziel diese geforderten Kriterien moglicivgtitgehend zu erfillen.

Primér sollen die Proteine den neuropathologisdhiatergrund widerspiegeln, prazise

und reliabel sein, gut zu gewinnen, kostengunsideinfach in der Analytik sein.

Die hier untersuchten Marker Endothelin-1, Adrendoién und das Atriale

Natriuretische Peptid sind Peptidhormone, die bergut als Regulatoren der
Mikrozirkulation und Herzfunktion untersucht wurdebDie Konzentrationen dieser
Peptide sind bei einigen vaskularen und kardiovi@s&n Erkrankungen verandert. Eine
zusatzliche Aufgabe scheinen sie als potentiellardteansmitter, Neuromodulatoren

und Neurohormone zu habgh.

Wie oben ausgefiihrt scheint die zerebrovaskulareddtdurchblutung und die
Veranderung der vaskuldren Homoostase, Uber einema&e Minderversorgung und
daraus resultierende fehlerhafte Protein-Synthes® entscheidende Rolle bei der

Pathogenese der sporadischen AD zu spielen.

Es wurde vermutet, dass Endothelin-1, Adrenomeduifid das Atriale Natriuretische
Peptid bei der AD durch eine gestorte zerebrova@skuHomoostase verandert sind. Da
die untersuchten Peptidhormone in vivo und ex wigbabil und somit fur die klinische
Diagnostik unbrauchbar sind, wurden deren korredigoende Prohormone verwendet,
welche stabile und zuverléassige Vertreter der neifdtiven Hormone sind.

2.2.1 Endothelin-1/C-terminales Endothelin-1 (CT-poET-1)

Endothelin-1 ist ein 21 Aminosauren umfassendesidegas sowohl autokrin als auch
parakrin als ein potenter Vasokonstriktor fungides ist das in der Familie des
Endothelins (ET-1, ET-2 und ET-3) am haufigstenkeonmende Peptid. Eine Synthese
findet im GefalRendothel und den glatten Muskelpnetler Arterien, dem Herzen, der

Lunge, den Nieren wie auch im ZNS in Astrozyten dledironen staft®

ET-1 ist an einer Vielzahl von pathologischen unaygiologischen Prozessen im
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Kdrper, vor allem im kardiovaskuldren System, bigtieiEin Anstieg des Endothelin-1
konnte bereits bei arterieller und pulmonaler Hypaie™ °° bei Vorliegen einer
HerzinsuffizienZ®* beim akuten Myokardinfark® und bei septischen Geschelén
nachgewiesen werden. Auf die glatten Muskelzellen GefaRe wirkt es Uber die
Bindung und Aktivierung der ETA- und ETB-Rezeptgremodurch es zu einer

Calziumausschiittung intrazellular und konsekutiv\zasokonstriktion kommit®*

ET-1 stammt von dem Vorlauferprotein pre-proET-1 @lmem aus 212 Aminosauren
bestehenden Peptid. Nach Abspaltung der Signalsequed weiteren proteolytischen
Umbauten entsteht das ,big” ET-1, bestehend ausr3®osauren. Erst nach Spaltung
durch das Endothelin Converting Enzym (ECE-1) ehtstlas reife 21 Aminosauren
umfassende ET-1%°

Wegen der Instabilitdt des ET-1 und seiner Bindandrezeptoren und Plasmaproteine
messen wir das ET-1 auf indirekte Weise Uber dabilst CT-proET-1, dem
abgespaltenen C-terminalen Ende des pre-proETiéHessd aus den Aminosauren 168-
2121

big ET-1
—
ET-1
f_H
1 17 53 73 90 109 123 168 212

RSSEEHLRQTRSET MRNSVKSSFHDPKLKGKP SRERYVTHNRAH

Vi

—
CT-proET-1

Abb. 7: Sequenz von pre-pro-ET-1 vor proteolytiscBpaltung mit den Untereinheiten big-ET-1, ET-1
und CT-proET-1
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2.2.2. Adrenomedullin/Mittelregionales pro-Adrenomelullin (MR-
proADM)

MR-proADM ist das korrespondierende Prohormon zuVARinem 52 Aminosauren
umfassendes Protein, das ein Derivat von pre-proABPiMem aus 185 Aminoséauren

bestehenden Vorlauferpeptid, 1&t.

Beim posttranslationalen Umbau des pre-proADM ehest neue Peptide, das
biologisch aktive PAMP (proadrenomedullines N-terates 20 Peptid) und zwei das
ADM umgebende Peptide, das proAlpM, (mittelregioneler Teil von pro ADM) und
das proADMs3.185(C-terminaler Teil von proADM).

Das hier untersuchte ADM ist das proAlR, das so genannte mittelregionale
proADM (MR-proADM).

Signal PAMP ADM

A A A
r Y A

-
1 21 45 92 95 146 185

ELRMSS SYPTGLADVK AGPAQTLIRP QDMKGASRSP EDSSPDAARI RV

N~—_ 7
—

MR-proADM

Abb. 8: Sequenz von pre-pro-ADM vor proteolytisciggaltung mit den Untereinheiten PAMP, ADM
und MR-proADM

ADM ist sowohl ein zirkulierendes Hormon als auokdler parakriner Mediator mit

einer Vielzahl biologischer Funktionen.

Zum einen ist es ein potenter Vasodilatator undesicdamit eine ausreichende Blut-
und damit Sauerstoffzufuhr zum jeweiligen Zielorgdom anderen wirkt es intrarenal
Uber tubulare und vaskulare Mechanismen pronatiseie und ist somit ein potenter

Blutdrucksenket®® 109 110

Adrenomedullin  wird in vielen verschiedenen Gewebembesonders im
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Nebennierenmark aber auch in der Niere, der Ludgs Gefal3endothel, den glatten
GefalBmuskelzellen, dem Myokard und dem zentralemrvedsystem (ZNS)
synthetisiert.

Im ZNS findet man die gréf3ten Mengen im Thalamuos,Hypothalamus und in der
Adeno- und NeurohypophySéHier wird es sowohl in den Neuronen als auch in de
Gliazellen exprimiert-*

Die hochsten Plasmakonzentrationen des Adrenomeslukind bei arteriellem
Hypertonus, dem akuten Koronarsyndrom, bei Herfiizgenz und beim septischen

Schock zu messéen?

2.2.3 Atriales natriuretisches Peptid/ Mittelregiorales pro-atriales
natriuretisches Peptid (MR-proANP)

Das Prohormon des atrialen natriuretischen PefpicsANP) ist ein 126 Aminoséauren
umfassendes Polypeptid. Das davon abgespalteraeatratriuretische Peptid (ANP)
besteht aus den Aminosauren 99-126 und macht it @8 Hauptanteil der im Blut
zirkulierenden natriuretischen Peptide &tis!'* Das N-terminale Ende des proANP,
das proANR.gg auch NT-proANP genannt, ist deutlich stabiler @dds ANP und somit
besser messbar. Durch die Entwicklung neuer Askaga man nun auch das davon
abstammende mittelregionale proANP (MR-proANP) raess welches die

Aminosauren 53-90 des proANP umfasst.

Signal ANP
A Y e % )
1 25 53 72 90 99 126
PEVPPWTGEVSPAQRDGGAL GRGPWDSSDRSALLKSKL
N
MR-proANP

Abb. 9: Sequenz von pro-ANP vor proteolytischer |&pg mit den Untereinheiten ANP und MR-
proANP
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Hauptbildungsort des vasodilatatorischen ANPs gl Myozyten im Vorhof des

Herzens, wo es vor allem bei kardialer Volumenlateg und Herzerkrankungen
sezerniert wird® Zudem konnte im ZNS eine Synthese in NeuronenAsitbzyten,

insbesondere im Hypothalamus nachgewiesen wérfidbs verfiigt iber eine hohe
Bandbreite potenter biologischer Effekte und istredm wie MR-proADM ein potenter
Blutdrucksenker. Es steigert die Natriurese undré&e, fuhrt zur Vasodilatation, wirkt
inhibierend auf das Renin-Angiotensin-Aldosterorst8yn und modulierend auf das

sympathische Nervensystém.
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2.3 Zielsetzung

Die Diagnose einer AD bewegt sich heute zunehmendg won einer
Ausschlussdiagnose hin zu einer Positivdiagnos¢gedem Fall sind die notwendigen

Untersuchungen kosten- und zeitintensiv.

Fur den Patienten ist eine frihzeitige Diagnoskstgl aus mehreren Grinden
bedeutungsvoll. Zum einem erhalten der Patientaaimde Angehorigen eine Erklarung
fur die Beschwerden, was eine vorausschauende #isklanung ermdglicht. Vor allem

aber bietet eine frihzeitige Diagnose die Aussaligfller Therapieoptionen zu einem
Zeitpunkt, zu dem die Neurodegeneration noch niahit fortgeschritten ist. Dies ist

umso bedeutungsvoller, als dass in den nachsterenJahit der Entwicklung neuer

potenter Therapieoptionen gerechnet werden kann.

Des Weiteren ware ein Marker ideal, der im Krantdwarlauf zur Therapiekontrolle

herangezogen werden kdnnte.

Trotz grol3er Fortschritte im Bereich der Biomarkesthung, insbesondere im Bereich
der Liquormarker, gibt es bislang keinen spezisgheinfach zu bestimmenden und
gunstigen Biomarker, der bereits in einem friheadfsim der AD eine mit hinreichend

hoher Wahrscheinlichkeit sichere Diagnose méglictcim’®

Ziel dieser prospektiven Arbeit ist es einen Biokearzu finden, der zum einen die
Pathophysiologie der AD widerspiegelt, zum andevenig invasiv und in der Analytik

einfach und kostengunstig ist.

Dieser Marker sollte moglichst die Kriterien eingdealen Biomarkers nach dem
Ronald and Nancy Reagan Institut der Alzheimer Aisgmn und der NIA-Working
Group erfillen.

In der vorliegenden Arbeit untersuchten wir im Blie (Mikro-)Zirkulationsmarker
CT-proET-1, MR-proADM und MR-proANP als potentielliomarker einer
eingeschrankten Mikrozirkulation und einer veratelervaskularen Homdoostase bei
Patienten mit einer AD im Vergleich zu gesunden tkaten.
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3. Material- und Methodentell
3.1. Kollektiv

3.1.1 Patienten

Die AD-Patienten wurden aus dem Patientenkollettéiv Demenzsprechstunde und der
gerontopsychiatrischen Forschungsstation D2 dercHrayischen Klinik der LMU
Minchen rekrutiert. Die Patienten und/oder deresetpiche Betreuer wurden Uber das
Ausmal3, die Risiken und den Zweck der Untersuchamsgfihrlich aufgeklart und
erteilten ihr Einverstandnis in schriftlicher ForBie Ubliche Routinediagnostik und die
Behandlung der Patienten wurden durch die freigellTeilnahme an der Studie nicht

beeinflusst.

Die Untersuchung der Patienten erfolgte entwedeektibei Vorstellung in der
Gedachtnissprechstunde oder bei stationdren Ratienim Laufe ihres

Klinikaufenthaltes. Die Diagnose einer wahrschelmdin AD erfolgte gemald der
NINCDS-ADRDA-Kriterien®? nach ausfiihrlicher Anamneseerhebung, korperlichdr

neurologischer Untersuchung, nach einer psychosebegn Testung mittels CERAD-
und Uhrzeichentest, einer Blut- und Liquoruntersungh (inklusive [3-Amyloiglso,

Gesamt-Tau-Protein und phosphoryliertes Tau-Prptesowie Bildgebung mittels
einem Standard 1,5 Tesla MRT oder einem CT. Alsséhisisskriterium wurde vor
Studienbeginn eine bestehende Herzinsuffizienmgti Da erfahrungsgeman einige
Patienten keine sichere Angabe Uber eine mdglicheikkuffizienz machen kdénnen,
wurde zudem die Einnahme von Diuretika, einer Bislikamentengruppe zur

Therapie einer Herzinsuffizienz, dokumentiert.

Insgesamt wurden 96 AD-Patienten eingeschlossendenen zwei Patienten bei einem
unvollstandigem Datensatz (fehlende ApefGenotypisierung) nicht in die Analyse

einbezogen wurden.

3.1.2 Kontrollen

Die gesunden Kontrollen wurden in Kooperation net ¢irmen BRAHMS AG und

in.vent in Hennigsdorf/Berlin rekrutiert und durclarztliches Personal der
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gerontopsychiatrischen Forschungsstation D2 dercHrayischen Klinik der LMU
untersucht. Die Probanden wurden Uber Ausmal3, ditxéR und Zweck der Studie
aufgeklart und erteilten ihr Einverstandnis in #itlicher Form.

Der Einschluss erfolgte nach einer ausfuhrlichearAneseerhebung, einer kérperlichen
und neurologischen Untersuchung, psychometrische@stumg mittels CERAD
(“Consortium to establish a registry for Alzheingedisease”) und dem Uhrzeichentest,

sowie einer Blutentnahme fir laborchemische Untdrgngen.

Als Einschlusskriterien bei den gesunden Kontrollenrden vor Studienbeginn

folgende definiert:

» Alter 55 bis 90 Jahre

» unauffallige CERAD Testung (in allen Unterpunkten)
» unauffalliger Uhrzeichentest

» keine subjektive kognitive Stérung

» keine Depression

» keine Herzinsuffizienz

» keine Einnahme von Diuretika

» keine Einnahme psychotroper Medikation

Von insgesamt 102 untersuchten Probanden erfuBerPersonen die Kriterien fr
gesunde Kontrollen. Bei den lbrigen 48 untersudh@ianden bestanden bei 27 eine
pathologische neuropsychologische Testung (CERAEx&lbhentest), 18 Probanden
beklagten subjektive kognitive Defizite und 3 Prnotben wurde bei Vorliegen einer
Depression ausgeschlossen. Einer der als gesunuteok® definierter Proband wurde

bei Fehlen der ApoE4-Genotypisierung aus der Analyse exkludiert.

Insgesamt konnten somit 53 gesunde KontrollenerAdialyse eingeschlossen werden.

Das Studienprotokoll wurde durch die Ethikkommissiter Medizinischen Fakultéat der

Ludwig-Maximilian-Universitat genehmigt.
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3.2 Methodik

3.2.1. Anamnese, kérperliche und neurologische Untaichung

Sowohl Patienten als auch Probanden wurden ausftihdurch arztliches Personal

anamnestiziert. Bei AD-Patienten erfolgte zudem Eieebung der Fremdanamnese

durch Angehoérige oder Betreuungspersonen der Ratien

Folgende Punkte wurden genau erfasst und dokumientie

YV V.V V V V V V V VY

Y VY

Aktuelle Beschwerden und Symptome, insbesonder&ddachtnisses
Orientierung

Sprache

Interessen und soziales Leben

Fahigkeit, alltagliche Anforderungen zu bewaéltigen
Psychiatrische Vorerkrankungen

Somatische Vorerkrankungen

Aktuelle Medikation

Sozialanamnese

Familienanamnese bezuglich neurologischer und jeyidther
Erkrankungen

Suchtmittelanamnese

Erhebung des psychopathologischen Befunds.

Nach dem Anamnesegesprach folgten eine kérpenindeneurologische Untersuchung

zur Erfassung des allgemeinen koérperlichen Stahas aum Ausschluss anderer, eine

Demenz verursachender Erkrankungen.

Die korperliche Untersuchung beinhaltete:

YV V. V V V

Messung von Blutdruck und Puls

Beurteilung des Allgemeinzustandes und Ernahrursjandes
Auskultation das Herzens

Auskultation und Perkussion der Lunge

Auskultation und Palpation des Abdomens

Untersuchung auf Odeme.
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Die neurologische Untersuchung umfasste:

> Untersuchung der Hirnnerven

Kdrperhaltung, Bewegungsablauf, Gang- und Standbild
Muskelkraft und Muskeltonus

Reflexe (Eigen- und Fremdreflexe, pathologischddRre)
Koordination

Sensibilitat

Nervendehnungszeichen zum Ausschluss eines Meningis

vV V. V V V V V

Untersuchung von Artikulation und Sprache.

3.2.2. Psychometrische Testung

Nach Anamneseerhebung und Untersuchung der Patientk Probanden erfolgte die
psychometrische Testung mittels der CERAD-Testhatti@klusive des Mini Mental

Status Tests und des Uhrzeichentests nach Shulman.

3.2.2.1. CERAD-Testung

Die  neuropsychologische  Testbatterie CERAD*NT erfasst  diejenigen
Funktionsbereiche, die vor allem bei der Demenz Alekeimer-Typs beeintrachtigt

sind.

Es werden die fir eine Demenzdiagnose zentralennikogn Bereiche, unter
besonderer Beriicksichtigung der Gedachtnisleistungjntersucht. Der
Schwierigkeitsgrad der Aufgaben ist so gewahlt,sdame Untersuchung Uber den

Krankheitsverlauf méglich ist°

29



Die Testbatterie besteht aus acht verschiedenegahghbereichen:

1. Verbale Fliissigkeit, Kategorie ,Tieré?!
Testung der Geschwindigkeit und Leichtigkeit der rbaten
Produktionsfahigkeit, des semantischen Gedachsjisser Sprache,
exekutiver Funktionen und der kognitive Flexibilita
Hier wird der Patient/Proband aufgefordert, mogichiele Tiere innerhalb
einer Minute aufzuzéhlen.

2. Modifizierter Boston Naming Tést
Testung der visuellen Wahrnehmung und der Wortigdu
Dem Patienten/Probanden werden 15 StrichzeichnungerGegenstanden
(funf haufigen, funf mittelhaufigen und funf seleggrvorgelegt, die jeweils
innerhalb von maximal 10 Sekunden zu benennen sind.

3. Mini Mental Status Test MM&¥
Screeninginstrument zur Erfassung des SchweregeaaesDemenz.
Er enthalt 22 Aufgaben zur Testung der Orientieya®y Merkfahigkeit, der
Aufmerksamkeit, des Kurzzeitgedachtnisses, der cBpraund des
Sprachverstandnisses, der Lese- und Schreibfahigkdider konstruktiven
Praxis. Maximal kénnen 30 Punkte erreicht werdeert&/kleiner als 23
deuten auf das Vorliegen einer Demenz hin.

4. Wortliste Gedachtni$*
Testung der Merkfahigkeit neu gelernter Informagion
Es werden dem Patienten/Probanten nacheinanddfafi@én mit jeweils
einem gebrauchlichen Begriff fur zwei Sekunden wetegt. Der
Patient/Proband wird gebeten die Woérter einzelnzwesen und sich
einzupragen. Unmittelbar nach der Prasentatiorersathdglichst viele der
gezeigten Worter genannt werden, wobei die Reiligafder Nennung keine
Rolle spielt.
Es erfolgen drei Durchgénge, mit variierender Befblge der Worter.

5. Konstruktive Praxis
Untersuchung der konstruktiven Fahigkeiten.
Hier sind innerhalb von jeweils zwei Minuten viexagnetrische Figuren mit
zunehmender  Komplexitat  abzuzeichnen  (Kreis, Rautewei

Uberschneidende Rechtecke, dreidimensionaler Wiirfel
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6. Wortliste Abrufen
Testung des verbalen episodischen Gedachtnisseszdgéste freie
Wiedergabe der zuvor gelernten Worter.
Der Patient/Proband wird aufgefordert, moglich&levider in Aufgabe vier
gelernten Woérter aufzuzéhlen.

7. Wortliste Wiedererkennen
Differenzierung der Gedachtnisstorungen in AbruferoSpeicherdefizit.
Hier werden die 10 Worter aus Aufgabe vier mit 1€uen Woértern
vermischt und der Reihe nach dem Patienten/Probandegelegt. Die
~alten” Worter sollen aus den 20 Woértern richtigmdifiziert werden.

8. Konstruktive Praxis abrufen
Testung der nonverbalen Modalitat.
Die vier geometrischen Figuren aus Aufgabe fulesaus dem Gedachtnis

reproduziert werden.

Die Durchfihrung der Testbatterie erfordert je n&&mnen der getesteten Person 20
Minuten bis zu einer Stunde. Da gezeigt werden t@ndass die Testergebnisse der
CERAD-Testung durch das Alter, die Ausbildung unas dGeschlecht beeinflusst
werden'® wurden auch diese Parameter der Patienten undjetemden Kontrollen

erfasst und bei der Diagnosestellung beachtet.

3.2.2.2 Uhrzeichentest

Dieser Test dient als Screening-Test zur Detektisnokonstruktiver Storungef®

Den Patienten/Probanden wird ein Blatt mit einenfgezeichneten leeren Kreis
vorgelegt und aufgefordert in diesen die Zifferralag einer Uhr einzutragen. Im
Anschluss sollen zwei Zeiger so eingezeichnet werdiass sie die Uhrzeit ,zehn

Minuten nach elf* anzeigen.

In der hier verwendeten modifizierten Form werdén die gezeichnete Uhr Punkte
analog der Schulnoten von ein bis sechs vergebern €ehr gut, bis 6 = keine
Darstellung einer Uhr). Ein Score vor8 Punkten weist auf eine deutliche Stérung der

visuokonstruktiven Fahigkeiten hin.
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3.2.3. Labormethoden

3.2.3.1. Blutentnahme und Probengewinnung

Den Patienten wurde parallel zu der routinemalidemgnostischen Blutentnahme
zusatzlich 30 ml Blut in vier EDTA-Monovetten mie j7,5 ml (SARSTEDT,

Numbrecht, Deutschland) abgenommen. Davon wurdenlXQr die Untersuchung der
Biomarker verwendet, 20 ml fur die genetische Wuehung (ApoEe4) und die

Bestimmung des Entziindungsmarkers CRP (C-reakiivat®in) zum Ausschluss einer
aktuell vorliegenden Entzindung. Zudem wurde im rRam der Routinediagnostik
TSH (Thyreoidea-stimulierendes Hormon; Thyreotrppirum Ausschluss einer

Schilddrisenfunktionsstérung, bestimmt.

Den Probanden wurde ebenso 30 ml ETDA Blut undtzlisé 7,5 ml Blut in Serum-
Monovetten (SARSTEDT) zur Bestimmung von TSH abgemen.

Das EDTA-Blut der Patienten wurde direkt im Ansdsluan die Blutentnahme 10
Minuten bei 2000 g und +4°C zentrifugiert und Aligsi in Polycarbonat-Réhrchen bei

— 80°C eingefroren.

Das Serum-TSH, sowie das CRP der Probanden wurtle Blatabnahme durch die
klinische Forschung der Firma BRAHMS AG (Hennigst®erlin, Deutschland)
bestimmt, das TSH und CRP der Patienten durch dadradlabor im Institut flr

Klinische Chemie der Ludwig-Maximilians-Universit@linchen, Deutschland)

Die ApoE €4 Genotypisierung der Patienten und Probanden gegfohach dem
Standardverfahren unter Verwendung eines PCR Kitdién Light Cycler (Roche
Diagnostics, Mannheim, Deutschland) durch die Abigj Psychiatrische Genetik und
Neurochemie der Klinik und Poliklinik fur Psychigr und Psychotherapie der
Psychiatrischen Klinik der LMU in Minchen.

3.2.3.2 Biomarker-Messungen

Die Bestimmung von CT-proET-1, MR-proADM und MR-pWdP erfolgte verblindet
mit kommerziellen Immunlumineszenz-Assaysystemen Kiena BRAHMS AG, die
auf einer Coated-Tube- und Chemilumineszenztedbasieren.
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Fur alle diese Testsysteme werden monoklonale uolgklpnale Antikorper als
Festphasen- bzw. Tracer-Antikorper verwendet. Diekemunoassays stellen
heterogene, nicht-kompetitive Assaysysteme, sorggasSandwich-Immunoassays dar.

Das allgemeine Assayprinzip sieht wie folgt aus:

Ein spezifischer Festphasen-Antikorper bindet enitdp des jeweiligen Prohormons
bzw. Prohormonfragments aus der Probe. Ein speldrsTracer-Antikorper, der mit
einem Acridiniumester konjugiert ist, bindet einiteees Epitop des zu detektierenden
Prohormons bzw. Prohormonfragments der Probe. Dightémission der
Acridiniumester-Konjungate wird ausgeldst durch Zlog einer sauren,B,- Losung
und anschlieRender Zugabe einer Natriumhydroxidihgs Hierbei zerfallt der
Acridiniumester in N-Methyl-Acridon, das Licht beiner Wellenlange von 430 nm
emittiert und im Luminometer gemessen werden kahls. Kalibratoren dienen

entsprechende Standardpeptide, die synthetisclestetly wurden.

Die Intensitat der gemessenen Lumineszenzsignalé (Rilative luminescence unit) ist
direkt proportional zu der Konzentration der Prahonfragmente in den Proben. Die
computergesteuerte Auswertung der gemessenen &igmidlgt basierend auf der
Standardkurve, die aus einer definierten Antigemkotration der Standardproben

errechnet wurde.

CT-proET-1:

Der Marker CT-proET-1 wurde mittels des Lumineszenmunoassays CT-proET-1
der Firma BRAHMS AG gemessen.

Vor Messbeginn wurden alle Komponenten und die eRtghproben auf
Raumtemperatur gebracht. Als Testtubes wurden imeine polyklonalen anti-proET-1-

Antikorper (Schaf) beschichtete Réhrchen verwendet.

Die gefriergetrockneten (lyophilisierten) Standauwtsl Kontrollen wurden in je 0,5 ml
Nullserum rekonstituiert. In jedes R6hrchen wurel®@ pul der Standard- und Kontroll-
Losungen sowie der Patientenproben pipettiert.

Anschlie3end gab man 200 ul der lumineszierendacefibsung (polyklonale anti-CT-
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proET-1 Antikdrper von Schafen, mit Acridiumesteankiert) in jedes Rohrchen.

Diese wurden dann auf einem Horizontalschittlezfaei Stunden bei Raumtemperatur
mit 300 rpm inkubiert.

Nach Inkubation wurden die Testréhrchen mit je 1 Wischldsung gespilt und
anschlieBend dekantiert. Nach dreimaliger Wiedewplzur Entfernung eventueller
Proben- oder Tracerreste und zehnmintutigem Abtrogfdolgte die Vermessung der
Proben im Luminometer (Berthold LB952T, Bad WildpaDeutschland). Nach

automatischer Zugabe von je 300 ul BRAHMS Basish&A Reagenzien 1 und 2

wurden die Lumineszenzsignale gemessen. Die Detedeit pro Rohrchen betrug
eine Sekunde. Die daraus erhaltenen Lichtsignaledeme automatisch mit der

Standardkurve verglichen und daraus eine Konzemtratrechnet.

100000

RLU

Abb. 10: Standardkurve fir CT-proET-1 bestimmt amhdefinierter Antigenkonzentration (Instruction
manual; Version R03en; 2006; Brahms AG; HenniggBerlin, Deutschland)

MR-proANP:

Der Biomarker MR-proANP wurde mittels des Lumineszémmunoassays MR-
proANPder Firma BRAHMS AG gemessen.

Vor Messbeginn wurden alle Komponenten und die eRtghproben auf
Raumtemperatur gebracht. Als Testtubes wurden wiedeROhrchen mit einer
polyklonalen anti-proANP Antikorper-Beschichtung cf@f) aus Polystyrene
verwendet.

Nach Temperierung und Vorbereitung aller Komponenterdiinnte man 15 pl der
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jeweiligen Probe mit 600 ul Inkubationspuffer. Digophilisierten Standards und
Kontrollen wurden in je 0,5 ml destilliertem Wass@konstituiert. Pro Rohrchen
wurden je 200 pl der verdinnten Patientenprobeetfpgot und fir 30 Minuten bei
Raumtemperatur und 300 rpm auf dem Horizontalsleniittkubiert.

Nach der Inkubation wurden alle Tubes mit je eirddittiliter Waschlosung gespult und
anschlieRend dekantiert. Dieser Waschvorgang wargdog zur Messung von CT-
proET-1 dreimal durchgefihrt. In die abgetropftarbds pipettierte man dann 200 pl
der Tracerldsung und inkubierte sie erneut fir 3auen bei Raumtemperatur und 300
rpm. Nach viermaligem Waschen der Rohrchen miirjere Milliliter Waschlésung und
zehnminutiger Abtropfzeit wurden die Rohrchen, e Vermessung von CT-proET-1
beschrieben, im Luminometer vermessen.

1e+06::

100000 -

RLU

10000+

1000

1 10 100 1000 10000
pmol /|

Abb. 11: Standardkurve fur MR-proANP bestimmt arthaefinierter Antigenkonzentration (Instruction
manual; Version R05en; 2004; Brahms AG; HenniggBerlin, Deutschland)

MR-proADM:

Der Marker MR-proADM wurde mittels des Lumineszdmanunoassays MR-
proADM der Firma BRAHMS gemessen.

Vor Messbeginn wurden wiederum alle Komponenten drel Patientenproben auf

Raumtemperatur gebracht. Als Testrohrchen wurddre3 unit einer polyklonalen anti-
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proADM Antikérper (Schaf) Beschichtung aus Polystye verwendet.

Die lyophilisierten Standards und Kontrollen wurdenje 0,5 mlNullserum (Pferd)
rekonstituiert Je 10 pl der Kontroll- und Standardlésungen soyeielOul der
Patientenproben wurden pro Réhrchen pipettiert.

Anschlielend wurden je 200 pl Tracerlésung dazugmgeund fur 30 Minuten bei
Raumtemperatur und 300 rpm auf dem Horizontalskghniittkubiert.

Nach viermaligem Waschen der Réhrchen mit je 1 m$&Mlosung und zehnminutiger
Abtropfzeit wurden die Rohrchen, wie bei Vermessung CT-proET-1 beschrieben,

luminometrisch vermessen.

1,000,000
J—
100,000 - —
~
10,000 - ./
1,000 R — —
0.1 1 nmol/l 10 100
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Abb. 12: Standardkurve fur MR-proADM bestimmt antiatefinierter Antigenkonzentration (Instruction
manual; Version R03en; 2004; Brahms AG; HenniggBerlin, Deutschland)

3.2.4 Statistische Verfahren

Die statistische Auswertung erfolgte mittels SP1(SPSS Inc, Chicagélinois,
USA).

Die Variablen Alter, Geschlecht, ApoE4 Genotyp, CRP und die Einnahme von

Diuretika wurden als Covariaten in das Model mibemogen.

Eine univariate Codierung erfolgte fur die Variabl@lter, MMST-Score und die
einzelnen Marker, eine bivarate Codierung wurdedés Geschlecht, die Apo#-
Genotyopisierung (ApoE4-Trager versus Nicht-Trager), den CRP-Wert (< odds
pg/ml), die Einnahme von Diuretika (Ja/Nein) und deeriellen Blutdruckwerte (vier

Stadien korrespondierend zu den WHO Gratgrerwendet.

Zur deskriptiven Ubersicht (Durchschnitts- und Elitterte, Minimum und Maximum
sowie Standardabweichung) wurden die demographsCinarakteristika, der MMST-
Wert, die ApoEc4-Genotypisierung sowie die Markermesswerte une Ratio Indices

fur die beiden Diagnosegruppen errechnet.
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Um mdogliche signifikante Unterschiede in den derapbischen Daten (Alter,
Geschlecht), dem MMST-Wert sowie den Konzentratonwen CT-proET-1, MR-
proANP und MR-proADM und den Ratio Indices zwisch&®D und den gesunden
Kontrollen zu finden, wurde eine One Way ANOVA-Aysé¢, d.h. eine einfache

Varianzanalyse durchgefthrt.

Bei nicht normalverteilten Blutdruckwerten verwetetewir einen Mann Whitney U-

Test zum Gruppenvergleich.

Die Analyse der Gruppenverteilungen der Apo& Genotypen und der

antihypertensiven Medikation erfolgte mittels dds’Cests.

Die Korrelationen der einzelnen Variablen untereder wurden mit der Pearson

Korrelation errechnet.

Um die MVorhersagegenauigkeit der von uns verwendeRatio Indices der
Vasodilatatoren/Vasokonstriktoren (MR-proANP/CTdpiiel und MR-proADM/CT-
proET-1) zur Differenzierung zwischen AD und gesemdontrollen zu bestimmen,

fuhrten wir eine logistische Regressionsanalysetdur

Zur stratifizierten Kreuzvalidierung wurden sowaths AD-Kollektiv als auch die
gesunden Kontrollen altersangepasst in jeweils Zreippen, ein Trainings- und ein

Testset, aufgeteilt.

Als Erstes wurde das logistische Regressionsmeadeélidas Trainingsset angewendet,
um festzustellen, ob die Ratio Indices als diagedsé Vorhersagewerte unabhangig
von den Covariaten Alter, Geschlecht, ApeE Genotyp, arteriellen Blutdruckwerten,

CRP und der Einnahme von Diuretika sind.

Folgend fuhrten wir eine ROC Analyse (receiver afet characteristics analysis) zur
Bestimmung der Sensitivitat (Richtigpositiv-Raté@r Spezifitéat (Richtignegativ-Rate)
und der optimalen Grenzwerte der Einzelmarker uad Kbmbinationen durch, um
zwischen gesunden Kontrollen und AD-Patienten inakr der Gesamtgruppe

unterscheiden zu kdnnen.

Hierbei ermittelten wir flr jeden mdglichen Grenzivelie resultierenden relativen
Haufigkeitsverteilungen und errechneten die jeweilsgehdrige Sensitivitat und

Spezifitat.
Zuvor legten wir die Sensitivitat bei einer Spdatfivon mindestens 80% fest.

Zuerst fuhrten wir die ROC-Analyse an dem Traingggsdurch, bei der die Ratio
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Indices als Pradiktor und die Diagnose als Kriteisuariable angegeben wurde.

Der hierbei errechnete optimale Cut off Wert mitegimaximalen Sensitivitat bei einer
festgelegten Mindestspezifitat von 80% wurde ansBkhd auf das Testset Ubertragen

und damit die Sensitivitat und Spezifitdt der Rétidices im Testset errechnet.
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4 Ergebnisse

4.1 Deskriptive Ubersicht tiber Studienkollektiv und
Biomarker

4.1.1 Ubersicht Uiber das Studienkollektiv

Insgesamt erfillten 94 AD-Patienten sowie 53 gesuKdntrollen die geforderten
Kriterien und wurden somit in das Studienkolleldimgeschlossen.

Die Auswertung der Alters- und Geschlechtsvertgludes MMST-Wertes und der
ApoE g4-Genotypisierung zeigte in jedem Bereich signifleaUnterschiede (p < 0,05)

zwischen der AD- und der Kontrollgruppe.

Im Altersdurchschnitt war die Kontrollgruppe (KGh iMittel um 8,4 Jahre jlinger als
die Patientengruppe.
Der Frauenanteil in der AD-Gruppe war gegeniber dégnneranteil gut doppelt so

hoch, wogegen die Kontrollgruppe eine ausgeglicli@eschlechteraufteilung zeigte.

Diagnosegemal’ bestand ein signifikanter UntersateedIMST-Werte und der ApoE
€4-Frequenz zwischen beiden Gruppen. Der MMST-Wagtiim Mittel bei den AD-
Patienten um 7,7 Punkte niedriger. Nur rund 17 % gksunden Kontrollen waren
Trager des ApoE4 Allels gegentiber 55 % der Patienten aus der AlpQe.

ALTER IN GESCHLECHT MMST* ApoE €4
JAHREN* i
MANNLICH/ TRAGER/NICHT-
WEIBLICH TRAGER
KG | (n=53)°| 65.5[+7.5] 27126 29.0[+0.8] 9/44
55.0-80.0 28-30
AD | (n=94)°| 73.9[x8.0] 21.3[+4.7]
30/64 52/42
53.4-88.8 4-28

Tabelle 1a: Ubersicht (iber das Gesamtkollektiv hinsichtlich Alters- und Geschlechtsverteilung, des MMST-
Wertes und der ApoE e4-Genotypisierung. Aufgeteilt nach Kontrollgruppe (KG) und AD-Patienten (AD)
* Mittelwert [Standardabweichung]/Minimum-Maximum]
°Signifikante Unterschiede zwischen KG und AD fir:
Alter (p<0,001), Geschlecht (p=0,023), MMST (p<0,001) und ApoE &4 (p<0,001)

Des Weiteren analysierten wir die Gruppen anhand ateamnestisch bekannten
Vorerkrankungen, sowie der kardiovaskularen Rigiktdren.
Hier zeigte sich in der AD-Gruppe, wie durch degngikanten Altersunterschied
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erwartet, ein deutlich haufigeres Auftreten einegergellen Hypertonus, einer
Hyperlipidamie und eines Diabetes mellitus. Zudesfrdgten wir die Patienten nach
Erkrankungen des rheumatischen Formenkreises uctd Tamorerkrankungen in der
Anamnese. Bei 10,6% der AD-Patienten fand sich eiaégne Grunderkrankung, in
der Kontrollgruppe bei nur 3,8%. Von einer Krankhaus dem rheumatischen

Formenkreis war insgesamt nur ein Studienteilnehawsr der Gruppe der Kontrollen

betroffen.
ERKRANKUNGEN KG (N=53) AD (N=94)
Arterieller Hypertonus 12 (22,6%) 52 (55,3%)
Hyperlipidamie 7 (13,2%) 30 (31,9%)
Diabetes mellitus 2 (3,8%) 9 (9,6%)
Rheumatische Erkrankungen 1(1,9%) 0 (0%)
Maligne Tumorerkrankung 2 (3,8%) 10 (10,6%)

Tabelle 1b: Ubersicht Gber das Gesamtkollektiv hinsichtlich der Komorbiditaten arterieller Hypertonus,
Hyperlipidamie, Diabetes mellitus, rheumat. Erkrankung, maligne Tumorerkrankung aufgeteilt nach
Kontrollgruppe (KG) und AD-Patienten (AD)

In der korperlichen Untersuchung der Patienten emirdie aktuellen Blutdruckwerte
ermittelt, die nach der Definition der WHO in vi@rade eingeteilt wurdeft® Hier
bestatigte sich in der Gruppe der Demenzpatienégradamnestisch hohere Anteil an
arteriellen Hypertonikern durch signifikant hh&letdruckwerte (p=0,025). Als

BLUTDRUCK KG (N=53) AD (N=94)
Normal 47% 29%
(<140/90 mmHg)

leichtgradige Hypertension 34% 36%
(140/90-160/100 mmHg)

mittelgradige Hypertension 19% 31%
(160/100-180/110 mmHgQ)

schwere Hypertension 0 4%

(>180/110 mmHg)

Tabelle 1c: Ubersicht (iber das Gesamtkollektiv hinsichtlich der arteriellen Blutdruckwerte aufgeteilt nach
Schweregrad und nach Kontrollgruppe (KG) und AD-Patienten (AD)

Eine antihypertensive Medikation nahmen 23% der tkdlen und 56 % der
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Patientengruppe (p = 0,003) ein.

ANTIHYPERTENSIVE MEDIKATION KG (N=53) AD (N=94)
Keine Therapie 77% 44%
[3-Blocker 13% 8%
Diuretika 2% 22%
3-Blocker & Diuretika 0 11%
Andere 8% 15%

Tabelle 1d: Ubersicht tiber das Gesamtkollektiv hinsichtlich antihypertensiver Therapie aufgeteilt nach
Kontrollgruppe (KG) und AD-Patienten (AD)

Weiterhin wurden die Kontrollen und die Patienteeziglich eines Nikotin- und

Alkoholabusus befragt.

Ein Nikotinabusus lag bei vier Kontrollen und beieid AD-Patienten vor. Ein
schadlicher Alkoholgebrauch bestand sowohl in dentkoll- als auch in der

Patientengruppe bei zwei Teilnehmern.

KG (N=53) AD (N=94)
NIKOTINABUSUS 4 (7,6%) 3 (3,2%)
ALKOHOLABUSUS 2 (3,8%) 2 (2,1%)

Tabelle 1e: Ubersicht tiber das Gesamtkollektiv hinsichtlich Nikotin- und Alkoholabusus aufgeteilt nach
Kontrollgruppe (KG) und AD-Patienten (AD)

Eine positive Familienanamnese, d.h. eine demémnti@rkrankung bei einem
erstgradigen Blutsverwandten, lag bei 24,5% deumgsn Kontrollen und bei 30,9%

der AD-Patienten vor.

KG (N=53) AD (N=94)

POSITIVE FAMILIENANAMNESE FUR DEMENZ 13 (24,5%) 29 (30,9%)

Tabelle 1f: Ubersicht iiber das Gesamtkollektiv hinsichtlich positiver Familienanamnese aufgeteilt nach
Kontrollgruppe (KG) und AD-Patienten (AD)

Bei den AD-Patienten wurden zusatzlich im Liquor reteospinalis die
neurodegenerativen Marker R-Amyloid, Tau-Protein und phosphoryliertes Tau-

Protein bestimmt. Hier zeigten 62% der von unsmsothten AD-Patienten mindestens
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einen pathologisch veranderten Degenerationsmagkgeniber Referenzwerten aus
der Literaturt?®

REVERENZWERT | AD*
R-Amyloid;.4, (Ng/ml) >500 348 [£242]
Tau-Protein gesamt(ng/ml) <450 665 [+368]
Tau-Protein phosphoryliert (ng/ml) <61 88 [+43]

Tabelle 1g: Ubersicht tiber neurodegenerative Liquormarker R-Amyloids.s2, Tau- Protein und
phosphoryliertes Tau-Protein bei AD-Patienten (AD)
* Mittelwert [Standardabweichung]

4.1.2 Ubersicht tiber die Biomarker

Betrachtet man die Einzelmarker im Gruppenvergleigigen sich fir alle drei Marker
signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen. NDittelwerte der Vasodilatatoren
MR-proANP und MR-proADM sind in der AD-Gruppe deatl gegentber der
Kontrollgruppe erhdht. Hingegen ist die mittlere r¢entration des Vasokonstriktors
CT-proET-1 bei den AD-Patienten signifikant gegestilden gesunden Kontrollen
erniedrigt.

Die deutlichste Gruppentrennung erreicht der MarkdR-proANP mit einer
statistischen Signifikanz von p < 0,001, gefolghwden Vasodilatatoren MR-proADM
mit p = 0,003 und CT-proET-1 mit p = 0,011.

MR-proADM MR-proANP CT-proET-1

(nmol/l) * (pmolfl) * (pmolfl) *

- 0.6[+0.2] 70.7[x29.2] 73.2[x15.7]

KG | (n=53) 0.4-1.2 32.8-198.0 49.3-123.0
- 0.7[x0.3] 119.6[77.6] 65.2[x19.0]

AD | (n=94) 0.3-1.9 25.3-474.0 25.3-123.0

Tabelle 2a: Ubersicht tiber das Gesamtkollektiv der Patienten hinsichtlich der einzelnen Marker
* Mittelwert [Standardabweichung]/Minimum-Maximum
°Signifikante Unterschiede zwischen KG und AD fir:

MR-proANP (p<0,001), MR-proADM (p=0,003), CT-proET-1 (p=0,011)

Die folgenden Streudiagramme geben eine Ubersisbt die Markerkonzentrationen

der einzelnen Marker unterteilt nach den Diagnagggen.
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Diagramm 1 a, b, c: Streudiagramme der Einzelmarker unterteilt nach Diagnosegruppen mit p-Werten
AD: AD-Patienten, KG: Kontrollgruppe

Nachdem wir deutlich hohere Konzentration der Vdatatoren MR-proANP und MR-
proADM, bei einer gleichzeitig erniedrigten Konzextion des Vasokonstriktors CT-
proET-1 im Blut der Patienten fanden, schlossendairaus, dass das Verhaltnis der
Vasodilatatoren zu Vasokonstriktoren bei der ADtgresst. Konsekutiv stellen wir die
Konzentrationen der Vasodilatatoren den Konzemmnatides Vasokonstriktors
gegeniber. Bei der Berechnung der Ratio Indicss, @tr Division der Vasodilatatoren
durch den Vasokonstriktor CT-proET-1, fanden sith feide Kombinationen in der

Gruppe der AD-Patienten signifikant erhéhte Weriepx0,001.

45



RATIO INDEX RATIO INDEX
proANP/proET-1* proADM/proET-1*
- 1.0[x0.4] 8.5[+1.6]
KG (n=53) 0.4-2.4 5.5-13.2
N 1.8[+1.0] 11.8[4.3]
Al (n=94) 0.5-5.0 5.6-34.2

Tabelle 2b: Ubersicht tiber das Gesamtkollektiv der Patienten hinsichtlich der Ratio Indices
* Mittelwert [Standardabweichung]/Minimum-Maximum
°Signifikante Unterschiede zwischen KG und AD fir:

Ratio index proANP/proET-1 (p<0,001)

Ratio index proADM/proET1 (p<0,001)

KG = Kontrollgruppe, AD = AD-Patienten

4.1.3 Ubersicht Uiber das Trainings- /Testset

Fur die weiteren Analysen teilten wir sowohl das-Kbllektiv als auch die Kontrollen

altersangepasst in jeweils zwei Gruppen, einemniiigs- und einem Testset, auf. In
den folgenden beiden Ubersichtstabellen sind sow@demographischen Daten wie
auch die Marker und die Ratio Indices, untertedcin dem Gesamtkollektiv, dem

Trainings- und dem Testset je Diagnosegruppe aillfigef

ALTER GESCHLECHT MMST* ApoE 4

in Jahren* | mannlich/weiblich Tragf;g Neht-

Total® | 65.5[%7.5] 27126 29.0[20.8] 9/44
(n=53) | 55.0-80.0 28-30

R TR A

ez | s5oe00 | 1810 | “opm” | 6n9

AT T

o [T EESN o | PEET | e

ean) | ssasss | 70 | Tt | aem

Tabelle 3a: Ubersicht {iber das Gesamtkollektiv der Patienten hinsichtlich Alters- und Geschlechts-
verteilung, des MMST-Wertes und der der ApoE g4-Genotypisierung aufgeteilt nach Kontrollgruppe (KG)
und AD-Patienten (AD) sowie nach Gesamtzahl je Gruppe (Total), nach Trainings (Train)- und Testset
(Test).
* Mittelwert [Standardabweichung]/Minimum-Maximum
°Signifikante Unterschiede zwischen KG und AD fir:

Alter (p<0,001), Geschlecht (p=0,023), MMST (p<0,001) und ApoE &4 (p<0,001)

KG = Kontrollgruppe, AD = AD-Patienten
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MR-proANP MR-proADM CT-proET-1 proANP / proADM /

(pmol/1)* (nmol/l) * (pmol/l) * proET-1* proET-1*

Total° | 70.7[+29.2] | 0.6[+0.2] 1.0[+0.4] 8.5[+1.6] | 73.2[+15.7]
(n=53) | 32.8-198.0 0.4-1.2 0.4-2.4 5.5-13.2 49.3-123.0
KG | Train | 69.6[+25.9] | 0.6[+0.1] 1.0[+0.3] 8.7[+1.5] | 72.6[+14.0]
(n=28) | 34.4-155.0 0.5-0.9 0.5-2.0 6.1-13.2 55.6-104.0
Test | 71.9[+33.1] | 0.6[+0.2] 1.0[+0.4] 8.3[+1.7] | 73.9[+17.7]
(n=25) | 32.8-198.0 0.4-1.2 0.4-2.4 5.5-10.9 49.3-123.0
Total°(| 119.6[+77.6]| 0.7[+0.3] 1.8[+1.0] 11.8[+4.3] | 65.2[+19.0]
n=94) | 25.3-474.0 0.3-1.9 0.5-5.0 5.6-34.2 25.3-123.0
AD | Train | 118.2[+62.1]| 0.7[+0.2] 1.8[+0.8] 11.3[+3.2] | 66.9[+20.2]
(n=47)| 37.7-283.0 0.4-1.2 0.6-3.9 7.1-22.1 29.1-118.0
Test | 121.[+91.1]| 0.8[+0.3] 1.9[+1.1] 12.3[+5.2] | 63.6[+18.0]
(n=47)| 25.3-474.0 0.3-1.9 0.5-5.0 5.6-34.2 25.3-123.0

Tabelle 3b: Ubersicht tiber das Gesamtkollektiv, sowie tiber Trainings (Train)- und Testset (Test) der
Patienten hinsichtlich der Einzelmarker und der Ratio Indices

* Mittelwert [Standardabweichung]/Minimum-Maximum
°Signifikante Unterschiede zwischen KG und AD fir:

MR-proANP (p<0,001), MR-proADM (p=0,003), CT-proET-1 (p=0,011), proANP/proET-1 (p<0,001)
proADM/proET1 (p<0,001)
KG = Kontrollgruppe, AD = AD-Patienten
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4.2 Spezifitat und Sensitivitat der Einzelmarker uml der
Ratio Indices

Die Spezifitat unserer untersuchten Marker zur Kieie einer AD wurde, wie vom
Ronald and Nancy Reagan Institut der Alzheimer Aisgimn und der NIA-Working

Group gefordert, auf mindestens 80% festgelegt.

In der ROC Analyse errechneten wir bei einer Sgérifon 81,1% bei MR-proANP
eine Sensitivitdt von 62,8%, bei MR-proADM von 4%,8ind bei CT-proET-1 eine
Sensitivitat von 43,6%.

Cut off SPEZIFITAT SENSITIVITAT
MR-proANP
87 pmol/l 81,1 % 62,8 %
[pmol/l]°
MR-proADM
0.72 nmol/l 81,1 % 46,8 %
[nmol/l]
CT-proET-1
59,4 pmol/l 81,1 % 43,6 %
[pmol/l]

Tabelle 4a: Cut off und Sensitivitdt der Einzelmarker berechnet auf das Gesamtkollektiv — AD-Patienten
gegen gesunde Kontrollen — bei einer festgelegten Spezifitat von 81,1%.

MR-proANP = Midregional pro-atrial natriuretic peptide

MR-proADM = Midregional pro-Adrenomedullin

CT-proET-1 = C-terminal Endothelin-1 precursor fragment

signifikanter Unterschied zwischen AD und gesunder Kontrollen

Bei einem verédnderten Verhéaltnis der Vasodilatatae Vasokonstriktoren bei der AD,
berechneten wir nachfolgend die SensitivitatenRigtio Indices bei einer festgelegten
Spezifitat von 81,1%. Hier konnten wir eine Verlsgasg der Sensitivitdten im
Vergleich zu den Einzelmarkern mit einer Sens#ivitvon 66,0 % fir MR-
proADM/CT-proET-1 und eine Sensitivitdt von 76,6 % fur MRANP/CT-proET-1
erreichen.

Cut off SPEZIFITAT SENSITIVITAT
MR-proANP/ 1,15 81,1 % 76,6 %
CT-proET-1
MR-proADM/ 9,69 81,1 % 66,0 %
CT-proET-1

Tabelle 4b: Cut off und Sensitivitét der Ratio Indices berechnet auf das Gesamtkollektiv — AD-Patienten
gegen gesunde Kontrollen — bei einer festgelegten Spezifitat von 81,1%.

MR-proANP = Midregional pro-atrial natriuretic peptide

MR-proADM = Midregional pro-Adrenomedullin

CT-proET-1 = C-terminal Endothelin-1 precursor fragment
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4.3 Diagnostische Vorhersagegenauigkeit der Ratimdlices

Bei der weiteren Auswertung konzentrierten wir an$ die Ratio Indices, da diese die

hdchste Sensitivitat bei einer Spezifitat von >88%&ichten.

Um einen moglichen Einfluss der Covariaten konieodin zu kénnen, fihrten wir die
logistische Regressionsanalyse unter Einbezug dmrar@aten Alter, Geschlecht,
arterielle Blutdruckwerte, ApoE4 Genotyp, CRP und die Einnahme von Diuretika
durch. Die logistische Regressionsanalyse wendeitgieweils auf das Trainingsset der
AD-Patienten und der gesunden Kontrollen an.

4.3.1 Diagnostische Vorhersagegenauigkeit des Ratalices MR-
proANP/CT-proET-1

Das Ergebnis der logistische RegressionsanalyseToEringssets zeigte, dass der
Ratio Index MR-proANP/CT-proET-1 signifikant zwisatn AD-Patienten und
gesunden Kontrollen unterscheiden kann. Zudem koanvartungsgemal’ auch durch
den ApoEe4 Genotyp und das Alter eine signifikante Gruppgacdknzierung zwischen

AD-Patienten und Kontrollen erfolgen.

B SE p
MR-proANP/CT-proET-1 3,19 0,95 0,001
ApoE €4 1,90 0,78 0,015
Alter 0,12 0,059 0,04

Tabelle 5a: Logistische Regressionsanalyse des Ratio Index MR-proANP/CT-proET-1, des ApoE €4
Genotype und des Alters bezogen auf das Trainingsset

B = Regressionskoeffizient

SE = standard error = Standardfehler

p < 0,05 = signifikanter Unterschied

Die ROC-Analyse des Ratio Index MR-proANP/CT-proETbeim Trainingsset
erbrachte eine area under curve (AUC) von 0,85%3E04). Bei einer Spezifitat von
82% lag die Sensitivitat bei 81%. Der Cut off W hier bei 1,16.
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Abbildung 13a: ROC-Kurve fir den Ratio Index MR-proANP / CT-proET-1 berechnet auf das Trainingsset.
Spezifitat von 82% bei Sensitivitat von 81% mit Cut off Wert von 1,16.

AUC (area under curve) = 0,85

SE (standard error = Standardfehler) = 0,04

Diesen am Trainingsset errechneten Cut off Wertdetan wir auf das Testset der AD-

Patienten und der gesunden Kontrollen an. Dami¢lézn wir eine Spezifitat von 80 %
bei einer Sensitivitat von 72%. Die AUC betrug rier7 (SE = 0,06).
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Abbildung 13b: ROC-Kurve fur den Ratio Index MR-proANP / CT-proET-1 berechnet auf Testset.
Spezifitat von 80% bei Sensitivitat von 72% mit Cut off-Wert von 1,16.

AUC (area under curve) = 0,77

SE (standard error = Standardfehler) = 0,06

4.3.2 Diagnostische Vorhersagegenauigkeit des Ratidices MR-
proADM/CT-proET-1

Auch zeigte der Ratio Index MR-proADM/CT-proET-1 ibeler logistischen
Regressionsanalyse angewandt auf das Trainingseetsignifikante Unterscheidung
zwischen AD-Patienten und gesunden Kontrollen. Bbearhielten wir hier eine

signifikante Gruppentrennung durch den ApgdEGenotyp und durch das Alter.

B SE P
MR-proADM/CT-proET-1° 0,58 0,24 0,015
ApoE &4 3,39 0,30 0,009
Alter 0,21 0,067 0,002

Tabelle 5b: Logistische Regressionsanalyse des Ratio Index MR-proANP/CT-proET-1, des ApoE €4
Genotype und des Alters bezogen auf das Trainingsset

B = Regressionskoeffizient, SE = standard error = Standardfehler, p < 0,05 = sig. Unterschied
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Die ROC- Analyse des Ratio Index MR-proADM/CT-proETverwendet auf das
Trainingsset, lieferte eine AUC von 0,75 (SE = (,ei einer Spezifitat von 82%
erreichten wir hier eine Sensitivitat von 68% biieen Cut off Wert des Ratio Index
von 9,62.

1,07
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0,67
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Abbildung 14a: ROC-Kurve fur den Ratio Index MR-proADM/CT-proET-1 berechnet auf das Trainings —
Set. Spezifitdt von 82% bei Sensitivitdt von 68% mit Cut off Wert von 9,62.

AUC (area under curve) = 0,78

SE (standard error = Standardfehler) = 0,05

Diesen Cut off Wert wendeten wir wiederum auf dast$et der AD-Patienten und der

gesunden Kontrollen an. Wir erreichten damit eirgez#itat von 76% bei einer
Sensitivitat von 66%. Die AUC betrug hier 0,79 (SH,05).
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Bild 14b: ROC-Kurve fur den Ratio Index MR-proADM/CT-proET-1 berechnet auf Testset. Spezifitat von
76% bei Sensitivitat von 66% mit Cut off Wert von 0,79.

AUC (area under curve) = 0,77

SE (standard error = Standardfehler) = 0,06
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5. Diskussion

Die Suche nach einem biologischen Marker zur Diagkaler AD ist eines der meist
untersuchten Gebiete in der Demenzforschung. Egzisgcher und sensibler Marker
ware nicht nur fur diagnostische Zwecke winschenswendern konnte auch Nutzen
in der Verlaufs- und auch Therapiekontrolle habed wirde damit vielleicht sogar

helfen, pathophysiologische Hintergrinde der Erkuawg besser zu verstehen. Ein
.dealer Marker soll nach den Kriterien des Ronaldd Nancy Reagan Institut der
Alzheimer Association und der NIA-Working Group erundséatzliches Merkmal der
Neuropathologie der Erkrankung widerspiegeln, dié A& einem frihen Stadium

nachweisen und von anderen Demenzformen untergehkihnen, hoch reliabel, nicht
invasiv, einfach nachzuvollziehen und kostengiursgig. Zudem soll die Gultigkeit des

Markers an neuropathologisch bestétigten AD Falemiesen seifY’

Trotz Dbereits guter Erfolge in der Biomarkerforscu auf dem Gebiet der
diagnostischen Liquormarker mit Tau-Proteinen ubeéta-Peptiden, die inzwischen als
etabliert gelten, wird weiterhin nach weniger invazu gewinnenden Markern

gesucht:*°

5.1Pathophysiologischer/neuropathologischer Hintemgind
der untersuchten Peptide CT-proET-1, MR-proADM und
MR-proANP

Grundlage der vorliegenden Untersuchung war die othgse, dass die AD mit

Mikrozirkulationsstérungen einhergeht.

Bereits in einer Vielzahl von Studien konnte nactigeen werden, dass vaskulare
Risikofaktoren und eine zerebrale Minderperfusiame eentscheidende Rolle bei der
Alzheimer-Erkrankung einnehméfi >* > *nd sogar der zerebrale Blutfluss bei AD-
Patienten deutlich vermindert St In Arbeiten mit einem transgenen APP-
Mausmodell, in dem APP Uberexprimiert wird, konm@n nachweisen, dass das
Amyloid-Beta-Peptid (AR) welches bei der AD einentzale Rolle spielt, zu einer

zerebralen Angiopathie, einer zerebralen und systdian endothelialen Dysfunktion

sowie konsekutiv zu oxidativem Stress fuihrt und idansbesondere die Fahigkeit zur

zerebralen GefaRdilatation beeintrachtigt*#3t."** Hieraus resultiert einerseits ein
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erhohtes Schlaganfallrisiko, andererseits komn#weginem gesteigerten Aufkommen

an reaktiven Sauerstoffmolekl&ii.

Viele Studien legen die Vermutung nahe, dass ddrese reaktiven Sauerstoffradikale
der apoptotische Zelluntergang aktiviert wird und damit zum neuronalen
Zelluntergang kommit’ Des Weiteren scheint AR direkt an den arterieRezeptoren
zu wirken und hier zu einer gestorten zerebrovaskual Autoregulation und damit zu
einer abnormalen Vasomotorik zu fihréhVermutlich resultiert hieraus wiederum eine
endotheliale Dysfunktioi®’ die den hier beschriebenen Pathomechanismus rkersta
Interessanterweise konnte man in post mortem Stuaheden Gehirnen von Patienten
mit einer pathologisch sicheren AD vaskulare Paihjen wie z.B. Atherosklerose
neben den typischen R-Amyloidablagerungen find&n

In der hier vorliegenden Arbeit wurden die Mikrdaifationsmarker CT-proET-1, MR-
proADM und MR-proANP im Blut untersucht. Anhand ske Marker konnte eine
veranderte Homoostase zwischen Vasokonstriktored Masodilatatoren bei AD-

Patienten gezeigt werden.

5.1.1 CT-proET-1

Insbesondere fur Endothelin gibt es in der Litaraiale Hinweise fur die systemische
und zerebrale Beteiligung an der Pathogenese egliddén Dysfunktion:*® *** Neben
einer bekannten vasokonstringierenden Komponengg die Bindung an ETA- und
ETB-Rezeptoren der GefalRwande und einer konsekuaziumausschittung geht
man davon aus, dass Endothelin direkt die NO-Rmisg im Blutgefald hemmt und
damit zu einer endothelialen Dysfunktion fiH#.

Weiterhin konnte ein praventiver Effekt auf die etiekliale Funktion durch
Endothelinrezeptorantagonisten, welche das endogemmthelinsystem blockieren,
erzielt werdert*?

Ein verstarkender Effekt kommt dadurch hinzu, dagsmyloid die vasoaktive ET-1-

Wirkung potenziert'4* 14°

Der genaue Pathomechanismus, der zur vermindendatlkelinexpression — wie hier

gemessen werden konnte — fiihrt, ist bisher nickiige

Letztendlich ist zu vermuten, dass es durch dereitserzuvor beschriebenen
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Mechanismus, Uber die AR-Ablagerungen, zu eineelbraten Angiopathie und einer
endothelialen Dysfunktion und damit zu einer rgkati Hypoxie im Gewebe kommit.
Reaktiv wird potentieller Weise eine Signalkaska#igviert, die zu einer verminderten
Endothelinexpression fuhrt. Konsekutiv kommt es enoer Gefal3weitstellung und
damit zu einer verstarkten Blutzufuhr mit Verbesser der Sauerstoffversorgung im

Gewebe.

5.1.2 MR-proADM

Adrenomedullin wurde soweit recherchierbar bishehtbei AD-Patienten untersucht.

Allerdings gibt es bereits einige Studien, die dRelle von Adrenomedullin bei
Neurodegeneration und neuronalen Zellschadigungéitep. In einem Modellversuch
in vitro an Gliazellkulturen und in vivo in einemaienmodel, bei dem man durch
Injektion von dem Organometal Trimethyltin eine Kelegeneration induzierte, kam es
konsekutiv zu einem signifikanten Anstieg von Admeredullin®*® In einer anderen
Untersuchung induzierte man bei Ratten eine hymolbdypoxie, die wiederum in
einem deutlichen Anstieg von Adrenomedullin in déguronen resultiert¥’ Dies legt
die Theorie nahe, dass es durch Sauerstoffmangifules in Nervenzellen zu einer
gesteigerten Adrenomedullinausschittung und dabehg wie durch die verminderte
Expression von Endothelin zu einer konsekutivenoddatation kommt. Im Rahmen
der AD konnte, wie bereits beschrieben, eine zatelMinderperfusion gezeigt werden,

aus der hypoxische Zustande resultieren.

Korrespondierend dazu wurde in der hier vorliegendatersuchung bei AD-Patienten
gegenuber dem Normalkollektiv eine gesteigerte Admeedullinkonzentrationen
gefunden.

5.1.3. MR-proANP

Wie auch bei ADM wurde die Rolle von ANP bisher hiidei der AD untersucht,
ebenso fehlen genauere Untersuchungen zu ANP bebraéer Minderperfusion.
Allerdings gibt es eine Vielzahl von Untersuchungdia zeigen konnten, dass die
Expression von ANP grundlegend durch Neurone imdthyglamus und Hirnstamm

gesteuert wird#® 149
56



Hier kommt es nicht nur bei Hypertension, sonderchabei hypoxischen Zustanden zu
einer Signalkaskade, die zu einer Synthese undeSekrvon ANP fihrt>® ANP bindet
dann an den Guanylyl-Cyclase-A-Rezeptor der im Gaidothel systemisch wie auch

zentral exprimiert wird>*

Korrespondierend zu dem Vasodilatator Adrenomeduit zu vermuten, dass durch
eine zentrale Minderperfusion lokale Neurone im étijalamus und Hirnstamm
stimuliert werden und dartber eine Signalkaskade ssstemischen Synthese des

atrialen natriuretischen Peptids aktiviert wird.
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5.2 CT-proET-1, MR-proANP, MR-proADM und die
Ratio indices Vasodilatatoren/Vasokonstriktor als
Blutbiomarker der AD

In der vorliegenden Arbeit wurden die Peptide CAE¥-1, MR-proANP und MR-
proADM als potentielle Blutbiomarker der AD untecbti Diese Peptide sind bekannt
als Marker einer eingeschrankten Mikrozirkulati&s. wurde gepruft ob diese Marker
bei der AD, die mutmallich mit einer gestorten hemken Mirkozirkulation einhergeht,
verandert sind. Es handelt sich hierbei um diegksibeit, die Mirkozirkulationsmarker

aus dem Blut bei der AD untersucht.

5.2.1 CT-proET-1, MR-proANP, MR-proADM als Blutbiomarker der
AD

Bei allen drei Einzelmarkern konnten signifikantengentrationsunterschiede zwischen
AD-Patienten und gesunden Kontrollen gefunden werdie Vasodilatatoren MR-
proANP und MR-proADM zeigten bei den AD-Patienterhdhte Messwerte, der
Vasokonstriktor CT-proET-1 erniedrigte Werte.

Die gemessenen Konzentrationen der EinzelmarkeeinKontrollgruppe entsprechen

den Referenzwerten fiir gesunde Kontrollen in beratoffentlichten Publikationefi®
115, 152

Bei der Berechung der Sensitivitaten bei einer malen Spezifitdt von 80%, wie von
den Konsensus-Report-Kriterien gefordépter Textmarke nicht definiert. 1 ynnte die hochste

Empfindlichkeit bei dem Vasodilatator MR-proANP r6i2,8% erzielt werden.

Bei erhohten Werten fur die Vasodilatatoren undieslmgter Konzentration des
Vasokonstriktors gegentber dem Kontrollkollektiynde die Hypothese einer gestorten
Homoostase zwischen Vasokonstriktoren und Vasedidedn bei AD-Patienten

aufgestellt.

5.2.2 Ratio indices der Vasodilatatoren/Vasokonstkior als
Blutbiomarker der AD

Gemal3 der Hypothese einer gestdrten HomoostasehemisvVasokonstriktoren und

Vasodilatatoren bei AD-Patienten wurden die Vasadibr/VVasokonstriktor Ratio
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Indices MR-proANP/CT-proET-1 und MR-proADM/CT-proHT untersucht. Diese

Ratio Indices zeigten ebenso wie die Einzelmarigifikante Gruppenunterschiede.

Mit den Ratio Indices MR-proANP/CT-proET-1 und MReADM/CT-proET-1 konnte
eine Verbesserung der Gruppendifferenzierung ingleeh zum besten Einzelmarker
MR-proANP erreicht werden. Mit MR-proANP/CT-proETyiurde im Vergleich mit
den Einzelnmarkern und dem Ratio Index MR-proADMA@®ET-1 die hochste

Sensitivitat mit 76,6% bei einer Spezifitat vonBY erzielt.

Die logistische Regressionsanalyse zur Bestimmueg \@rhersagegenauigkeit der
Ratio Indices zur Differenzierung zwischen AD-Patésn und gesunden Kontrollen
erfolgte mit Kontrolle potentieller EinflussfaktareHier wurde auf Alter, Geschlecht,
arterielle Blutdruckwerten, Vorhandensein des ApdRAllels, CRP und der Einnahme

von Diuretika geprift.

Es wurde Kreuzvalidierung durchgefiihrt, indem dadldktiv der AD-Patienten und
das der gesunden Kontrollen unter Berucksichtighngy Gruppenzugehorigkeit in ein

Trainings- und ein Testset aufgeteilt wurden.

Es zeigte sich dass die Ratio Indices der Vasaddetn/Vasokonstriktor signifikant
zwischen AD-Patienten und gesunden Kontrollen inainingsset differenzieren
konnten. Daneben konnten das Vorhandensein des Agdef&lles und das Alter

signifikant zwischen den Gruppen unterscheiden.

Der Trainingsset errechneten Cut off Werte wurdechiel3end auf das Testset

Ubertragen und daraus die Sensitivitat und Spaizdir Ratio Indices ermittelt.

Die fur das Trainingsset erhaltenden Ergebnisseyntem im Testset reproduziert
werden. Im Testset wurden bei MR-proANP/CT-proEg@hie Spezifitdt von 80% und
eine Sensitivitat von 72% erzielt, bei MR-proADM/QIOET-1 eine Spezifitdt von

76% und eine Sensitivitat von 66%.

5.2.3 Wertigkeit der Marker und des Ratio Index MR{proANP/CT-
proET-1 als Blutbiomarker der AD

Der Ratio Index MR-proANP/CT-proET-1 ist die bishgrezifischste und sensitivste
Blutbiomarkerkombination zur Differenzierung zwisth AD-Patienten und einem

59



gesunden Kontrollkollektiv nach den Kriterien delzieimer Consensus-Gruppe zur
Diagnostik der AD.

Die mit diesem Ratio Index erzielten Ergebnisseiebgn selbst unter einer

Kreuzvalidierung stabil.

Der Altersdurchschnitt der Kontrollgruppe war side@nt niedriger als das Alter der
AD-Patienten. Hier kann argumentiert werden, dads die Gruppenunterschiede auf
den Altersunterschied zwischen den diagnostischempggn zurickfihren lassen,
insbesondere auch da eine Altersabhangigkeit dekevi@ekannt ist.

In der logistischen Regressionsanalyse wurde aigngielle Einflussfaktoren u.a. auch
auf das Alter kontrolliert. Hier zeigten sich diggEbnisse nach Altersanpassung
weiterhin stabil. Zudem entsprechen die Messwerty desunden Kontrollen
weitgehend den bereits in anderen Studien verditfaten Referenzwerten fur die
jeweiligen Altersgruppeﬁffz’ Fehler! Textmarke nicht definiert., Fehler! Textmarke nicht definiert. i
alleiniger Alterseffekt fur die gemessen Markemiéinzen scheint daher eher

unwahrscheinlich.

Ebenso verhielt es sicht mit der Geschlechtsvarigilin dem Kollektiv. Im AD-
Kollektiv war der Frauenanteil signifikant hohes & der Kontrollgruppe. Die in dieser
Arbeit gemessenen Marker werden in  dem untersuchi&iterskollektiv
geschlechtsneutral exprimiert. Die gemessenen eifteen lassen sich daher nicht

durch die Geschlechtsverteilung erklaren.

Trotz der Ubereinstimmung der Messwerte fur gesuntentrollen mit den
Referenzwerten aus der Literatur ware es dennauhvail, Folgestudien alters- und
geschlechtsangepasst durchzufuhren.

Weiterhin war aufféllig, dass die AD-Patienten diggant erhohte arterielle
Blutdruckwerte im Vergleich zur Kontrollgruppe awdisen. Dies ist allerdings nicht
verwunderlich, da bekannterweise kardiovaskularsikBiaktoren wie die arterielle
Hypertonie oder Hypercholesterindamie das Risik@iaer AD zu erkranken steigéfn
82

und damit wiederum AD-Patienten haufiger kardiowdéte Risikofaktoren

aufweisen als ein Kontrollkollektiv.

Es lasst sich diskutieren, ob sich die Konzentmatilifferenzen der Marker durch das
haufigere Auftreten der kardiovaskularen Risikofa&h in der AD-Gruppe zu erklaren

sind.
Allerdings ist es methodisch kaum moglich AD-Paten ohne kardiovaskulare
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Risikofaktoren zu rekrutieren. Ein solches Patiegte entspréache nicht den reellen
Verhéltnissen und scheint gerade auch mit dem ueten pathogenetischen

Hintergrund nicht sinnvoll.

Bei allen drei untersuchten Markern ist eine sigaiite Konzentrationserhéhung bei
manifester Herzinsuffizienz bekannt. Dementspredhemurde im Studienprotokoll

Herzinsuffizienz als Ausschlusskriterium festgeleBei keinem der Patienten oder
Kontrollen konnte anamnestisch oder klinisch einerzihsuffizienz diagnostiziert

werden. Da erfahrungsgemald viele Patienten (Ubee embgliche bestehende
Herzinsuffizienz keine Angaben machen kdnnen, wireiePatienten und Kontrollen
zusatzlich die Einnahme von Diuretika dokumentidig zur Standardmedikation bei
manifester Herzinsuffizienz gehéren. Bei den gesuanBontrollen zeigten sich wie
bereits beschrieben normale Werte fur die einzeMeanker, was das Vorligen einer

Herzinsuffizienz zumindest in dieser Gruppe unweleslich macht.

Dennoch stellt sich die Frage, ob die verandertemt&\bei den AD-Patienten durch
eine nicht erkannte Herzinsuffizienz verursachh $&nnten. Vorausgegangene Studien
zeigten bei allen drei hier untersuchten Markerneesignifikante Erhdhung bei
bestehender Herzinsuffizienz, hier wurde aber b&p@ET-1 einen signifikant
erniedrigten Wert gemessen. Wir schlieBen daraass dn dem untersuchten AD-
Kollektiv keine nennenswerte Zahl an Patienten emer Herzinsuffizienz vorhanden

ist.

In weiterfihrenden Studien sollte allerdings in &isdiendesign eine kardiologische
Untersuchung mit Durchfiihrung eines Herzultrasshallm sicheren Ausschluss einer

Herzinsuffizienz aufgenommen werden.

5.2.4 Erfullen die Marker und der Ratio Index MR-proANP/CT-
proET-1 die Kriterien eines ,idealen” Blutbiomarker der AD?

Ein ,idealer* Blutbiomarker zur Detektion der ADIke nach den Kriterien des Ronald
und Nancy Reagan Institut der Alzheimer Associatiod der NIA-Working Group von
1998 einfach nachzuvollziehen und kostengtinstig E®{f! Textmarke nicht definiert.  }1q
drei Marker wurden mittels Immunlumineszenz-Assalsyen gemessen. Diese
Methode ist eine standardisierte und etabliertehbld¢ und ist daher einfach und

kostengiinstig nachzuvollziehen. Da es sich hier Bimtmarker handelt, ist die
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Probengewinnung wenig invasiv, einfach und auchchldumicht-arztliches Personal
durchfuhrbar. Die Reliabilitat der Peptidmarkerbsélkonnte schon in einigen Studien

nachgewiesen werdeff 1>+

In einem weiteren Schritt misste die Reliabilitét @eptide und der Ratio Indices als

Marker einer AD z.B. durch multizentrische Untefsuiegen verifiziert werden.

Weiterhin wird von den Kriterien des Ronald und blaReagan Institut der Alzheimer
Association und der NIA-Working Group gefordert, sda der Marker ein

grundsétzliches Merkmal der Neuropathologie deratrkung detektieren soll.

Viele Studien konnten bereits zeigen, dass esdreAD um eine Erkrankung mit einer
eingeschrankten Mikrozirkulation kommit. °® Méglicherweise kommt es durch die
Minderperfusion zu einer neuronalen Minderversoggumd zu einer gestorten

Proteinbiosynthese, die dann wiederum in der gstlirebenen Alzheimerpathologie
mit den neurofibrillaren Bindeln und den Amyloidpl@&s mindet. Die untersuchen
Peptide sind als Marker einer veranderten Mirkadakon bekannt. Allerdings sind

weitere beispielsweise auch tierexperimentelle k$nteshungen notig, um die genauen

pathophysiologischen Hintergriinde besser zu vezateh

Die Gultigkeit der Marker und der Ratio Indicesl&oln neuropathologisch bestétigten
AD-Féllen bewiesen werden. Dementsprechend waneoegenig, bei Patienten post
mortem die Klinisch diagnostizierte wahrscheinli&i2 histopathologisch bestatigen zu

lassen.

Zuletzt wird von einem ,idealen* Marker eine hoh&#sion gefordert, er soll die AD
bereits in einem frihen Stadium nachweisen und waowderen Demenzformen
unterscheiden kénnen. Hier missten weitere Stutb&gen, bei denen zum Einen
Patienten in einem sehr frihen Stadium mit mildegnitiven Einschrankungen als
auch in spateren Stadien der AD idealer Weise todgial untersucht werden um zu
priufen ob es zu Verdnderungen der Markerkonzeotrati im Krankheitsverlauf
kommt, d.h. ob eine Korrelation zwischen Markerkamzationen und der
Krankheitsauspragung besteht. Zum Anderen solliesedvielversprechenden Marker
und die Ratio Indices bei anderen Demenzerkrankungestimmt werden um
untersuchen zu koénnen, ob eine Differenzierung @ves den einzelnen

Demenzformen maoglich ist.
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6 Abktrzungen und Fachbegriffe

AR
AchE-Hemmer
AD

ADM

ANP

Apo E

APP

AUC

B

CERAD

CRP
DSM-IV

ECE-1

EDTA

ET

ET-1/-2/-3

ETA- /ETB-Rezeptoren
FAD

g

H20;

ICD-10

LMU

MMST

NFT
NINCDS-ADRDA

PAMP
PS1

3-Amyloid

Acetylcholinesterase-Inhibitoren
Alzheimer-Demenz
Adrenomedullin
atriales natriuretisches Peptid
Apolipoprotein E

Amyloid Precursor Protein
area under curve
Regressionskoeffizient
Demenztestung nach dem “Consortium to esfabh
registry for Alzheimer’s disease”

C-reaktives-Protein
Diagnostisches und Statistisches HandiRsychischer
Stoérungen in vierter Revision

Endothelin Converting Enzym-1
Ethylendiamintetraacetat

Endothelin

Endothelin-1/-2/-3

Endothelin A-/B-Rezeptoren
familiare Alzheimer-Demenz
Erdschwerebeschleunigung
Wasserstoffperoxid

Internationale statistische KlassifikatioanvKrankheiten
und verwandter Krankheitsprobleme in zehnter Renisi
Ludwig-Maximilians-Universitat
Mini Mental Status Test
neurofibrillare Tangles
Kriterien des “National Institute of édirological and
Communicative Disorders and Stroke” und der
“Alzheimer’s Disease and Related Disorders Assariat
proadrenomedullines N-terminales 20 Peptid

Prasenilin 1 Gen
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PS2

pTau

ROC Analyse
ROS

rpm

SE

TSH

WHO

ZNS

Prasenilin 2 Gen

Phosphor-Tau

receiver operated characteristietyars

reactive oxygen species, reaktive Sauensbddkile
rounds per minute

standard error/Standardfehler
Thyreoidea-stimulierendes Hormon, Thyreotropin
World Health Organisation (Weltgesundheitsaigation)

zentrales Nervensystem
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7 Anhang

Diagnose einer AD nach DSM-IV

A. Entwicklung multipler kognitiver Defizite, die sich manifestieren in:

1. kognitiven Defiziten (Unfahigkeit, neue Infornmaten zu speichern oder friher
gelerntes abzurufen)

2. zusatzlich eine (oder mehrere) der folgendegmitiven Beeintrachtigungen

a. Aphasie (Sprachstorung)

b. Apraxie (Beeintrachtigung motorische Handlundarchzufihren, trotz
intakter motorischer Funktionsfahigkeiten)

c. Agnosie (Beeintrachtigung Objekte zu erkennesr ad identifizieren, trotz
intakter sensorischer Fahigkeiten)

d. Stérung der Exekutivfunktionen (Planung, Orgatis, Abstraktions-
fahigkeit).

B. Die kognitiven Defizite der Kriterien A1 und A2 fiihren zu signifikanten
Beeintrachtigungen in sozialen wie beruflichen Tagkeiten und stellen so eine
deutliche Verschlechterung der pramorbiden Leistungn dar.

C. Charakteristisch ist ein schleichender Beginn ush progrediente
Verschlechterung der kognitiven Defizite.

D. Die kognitiven Veranderungen in A1 und A2 bescheben, sind nicht verursacht
durch:

1. andere Erkrankungen des ZNS, die zu einerdomtgende Verschlechterung der
Gedéachtnisleistungen  und der  kognitiven  Leistungefihren  (z.B.
zerebrovaskulare Erkrankungen, Morbus ParkinGbioyea Huntington, subdurales
Hamatom, Normaldruck-Hydrocephalus, Gehirntumor)

2. systemische Erkrankungen die zu einer Dememzifikonnen (z.B. Hypothyreose,
Vitamin-B12- oder Folsauremangel, Niacinmangel, éhgalzamie, Neurosyphilis,
HIV-Infektion )

3. substanzinduzierte Erkrankungen.

E. Die Defizite treten nicht ausschliel3lich wahreneines Delirs auf.

F. Die Beeintrachtigungen kénnen nicht durch Stérugen auf Achse | (z.B. Major

Depression, Schizophrenie) erklart werden.
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Diagnose nach ICD-10

Dauer der Symptomatik

Mindestens 6 Monate

Symptome

Stérung hoherer kortikaler Funktionen.ing
Gedachtnis

Denken

Orientierung

Rechnen

Lernfahigkeit

Sprache

YV V. V V V V V

Urteilsvermdgen

Begleitsymptome

Beeintrachtigung der Alltagskompetenit
Veranderung:
- der emotionalen Kontrolle
- des Sozialverhaltens

- der Motivation

Verlauf

chronisch, progredient

Ausschluss von

Bewusstseinsstorungen
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Diagnose einer wahrscheinlichen AD nach NINCDS-ADRE

Hier ist eine Einschrankung der Alltagskompeterhinzwingend erforderlich!

I. Kriterien fur die Diagnose einer wahrscheinlineD:

» Anhand einer klinischen Untersuchung erwiesene mniiddem MMST, der
Blessen Dementia Scale oder einer vergleichbardartichung dokumentierte
Demenz, die durch neuropsychologische Testungefizient wurde

» Beeintrachtigungen in mindestens zwei kognitivehgen

> Progredienter Abbau des Gedachtnisses und andsgeitiker Funktionen

> Keine Bewusstseinsstorung

» Beginn der Erkrankung zwischen dem 40. und 90zueist nach dem 65. LJ

» Ausschluss systemischer und anderer zerebraleradddngen, die fur eine
progrediente Verschlechterung der kognitiven Féadiigk verantwortlich sein
konnten

lI: Weitere Kriterien die die Diagnose einer waliaialichen AD stlitzen:

» fortschreitende Verschlechterung spezifischer kingeri Funktionen wie
Sprache (Aphasie), motorische Fahigkeiten (Ampaxund Wahrnehmung
(Agnosie)

> Beeintrachtigungen der Alltagsaktivitat und weitéeghaltensanderungen

» positive Familienanamnese ahnlicher Erkrankungensbdasondere nach
neuropathologischer Diagnosesicherung

> Zusatzliche Untersuchungsbefunde:

»  normaler Liquorbefund, mit Standardtechniken ermtitt
»  normales oder unspezifisch verandertes EEG
> Nachweis progedienter Hirnatrophie, anhand meheiaBiidgebung

I1l. Weitere diagnosestitzende Befunde nach Aussshhnderer Demenzursachen:

> Plateaus im Verlauf der Krankheitsentwicklung

» Katastrophenreaktion  mit  verbalen, emotionalen  unghysischen
Erregungszustanden, Stérung der SexualfunktionGawlichtsverlust

> bei einigen Patienten, besonders bei fortgeschette Erkrankungsstadien,
neurologische Veranderungen einschlieBlich motbesc Symptome wie
erhohter Muskeltonus, Myoklonus oder Gangstorungen.

» Krampfanfalle in fortgeschrittenen Stadien

» altersentsprechendes CT
68



IV. Befunde die eher gegen das Vorliegen einer saiwinlichen AD sprechen:

» plotzlicher, apoplektischer Beginn

» fokale neurologische Zeichen wie Hemiparese, Séngibstorungen,
Gesichtsfeldausfalle und  Koordinationsstérungen  ieinem  frihen
Erkrankungsstadium

» Krampfanfalle oder Gangstorungen bei Krankheitsihregioder in der
Anfangsphase der Erkrankung
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