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1 Einleitung

1.1 Demenz

1.1.1 Daten zu Pravalenz und Inzidenz

Das Syndrom der Demenz ist durch chronische, kortikale und/ oder subkortikale Funktionsstérungen
und einer dadurch bedingten Alltagsbeeintrachtigung charakterisiert. Patienten mit Demenz
bendtigen einen hohen Betreuungsaufwand. Krankheitsspezifische Nettokosten liegen
schweregradabhangig zwischen 15.000 - 42.000 € pro Jahr und Patient, belasten Kranken- und
Pflegesysteme und drohen das Sozialsystem insgesamt zu Uiberfordern (Leicht et al., 2011). Eine
ansteigende Belastung entsteht durch die geburtenreichen Jahrgange der Nachkriegsgenerationen,
die zunehmend ein Lebensalter mit hoherer Demenzinzidenz erreichen (Ziegler and Doblhammer,
2009). Nach Schatzungen anhand von Bevdlkerungszahlen des Statischen Bundesamtes belief sich die
Punktpravalenz in Deutschland Ende 2016 auf Gber 1,62 Millionen an Demenz erkrankten
Einwohnern (Bickel, 2018). Nach Stichprobendaten von Versicherten der gesetzlichen Krankenkassen
in Deutschland waren es im Jahr 2002 noch 1,07 Millionen Menschen, die an einer Demenz erkrankt
waren (Ziegler and Doblhammer, 2009). Die jahrliche Jahresinzidenzrate fiir alle Formen der Demenz
lag Ende 2016 in Deutschland bei ca. 316.900 neuen Fallen im Jahr (Bickel, 2018). In 50-70% der Falle
liegt als hdufigste Ursache eine Alzheimer-Krankheit zu Grunde (Qiu et al., 2007). Fiir die Alzheimer-
Krankheit existiert bisher keine kausale Therapie und auslésende Faktoren sind bislang nicht
hinreichend erforscht. Die prognostischen Aussagen der Frithdiagnostik sind unsicher. Ein besseres
Verstandnis der Pathophysiologie einhergehend mit spezifischen Biomarkern ist nétig, um neue

Therapieansatze zu entwickeln oder diese friih genug am Menschen anzuwenden.



1.1.2 Klinischer Verlauf und Diagnose der Alzheimer-Krankheit

Die Alzheimer-Krankheit durchlauft verschiedene konsekutive, klinisch voneinander abgrenzbare
Phasen. Einer langjahrigen asymptomatischen Phase folgt das Stadium der subtilen bzw. subjektiven
kognitiven Stérung, in dem erste kognitive Defizite vom Patienten wahrgenommen und eine
Verschlechterung in Verlaufstestungen dokumentiert werden kann, ohne dass sich diese durch
abnorme Ergebnisse in etablierten neuropsychologischen Tests objektivieren lassen (Sperling et al.,
2011). Im darauf folgendem Stadium der leichten kognitiven Storung bestehen testobjektivierbare
kognitive Defizite, die aber nicht mit einer Alltagsbeeintrachtigung einhergehen (Albert et al., 2011).
Im letzten Stadium, dem der Demenz, sind kognitive Defizite deutlich beeintrachtigend und
Unterstilitzung durch die Mitmenschen bei Alltagsaktivitaten ist notwendig (McKhann et al., 1984,

2011).

Bei der Diagnostik einer Alzheimer-Demenz wird zwischen einem frithen Erkrankungsbeginn (vor
dem 65. Lebensjahr) und einem spaten Erkrankungsbeginn (ab dem 65. Lebensjahr) unterschieden.
Die seltenen monogenetisch vererbte Ursachen fiihren haufig zu einem friithen Erkrankungsbeginn
(Jefferies and Agrawal, 2009). Zudem wirkt sich ein Erkrankungsbeginn in jlingeren Lebensjahren
meist schwerwiegender aus, da die Patienten haufiger noch erwerbstatig sind oder wichtige soziale
Rollen in ihrem jeweiligen Umfeld einnehmen (Jefferies and Agrawal, 2009). Bei spaterem
Erkrankungsbeginn findet sich vermehrt vaskuldre Co-Pathologie (Ortner et al., 2015) und die
kognitiven Defizite werden relativ spét als alltagseinschrankend wahrgenommen (Jefferies and

Agrawal, 2009).

1.2 Pathologie und Ursachen der Alzheimer-Krankheit

Die charakteristische Histopathologie der Alzheimer-Krankheit (AK) ist durch senile Plaques und
neurofibrillare Bindel in der grauen Substanz sowie von degenerativ veranderten Neuronen mit

zuriickgebildeten Synapsen gekennzeichnet (Braak and Braak, 1991; Thal et al., 2002a). Die



neurofibrillaren Blindel bestehen hauptsachlich aus hyperphosphorylierten, urspriinglich
mikrotuboliassoziierten Tau-Protein. Der Hauptbestandteil der senilen Plaques ist das Peptid B-

Amyloid (AB) (Serrano-Pozo et al., 2011).

1.2.1 B-Amyloid-Hypothese und neuronale Schidigung

Die physiologische Funktion von AB ist weitgehend ungeklart. AR wird durch die Beta-Sekretase
(BACE) und die Gamma-Sekretase aus dem N-terminalen extrazellularen Amyloid-Precursor-Protein
(APP) proteolytisch herausgeschnitten (Randall et al., 2010). APP vermittelt als groRes
Transmembranmolekiil zahlreiche Signalwege in und auRerhalb der Zelle (Reinhard et al., 2005). Der
hauptsachliche Umsatz von APP erfolgt jedoch liber einen nicht-amyloidergen Weg tber die Alpha-

Sekretase (90%) (Randall et al., 2010).

Fir AB sind allosterische Effekte auf die Butyrylcholinesterase bekannt (Kumar et al., 2016) und
antimikrobielle Effekte werden diskutiert (Kagan et al., 2012). AB vermittelt allerdings vor allem in
seiner allgemein als toxisch geltenden oligomeren Form Effekte auf zelluldre Prozesse der
Langzeitpotenzierung und Langzeitdepression. Die Konzentration von AR korreliert positiv mit

kognitiven Defiziten (Lesne, 2014).

Auch fiihrt eine erh6hte AB Konzentration bei Mdusen mit transgenen APP auf Zellnetzwerkebene zu
einer Hyperaktivitat des Hippocampus und folglich auch zur Desynchronisation globaler Ruhe-
Netzwerke (Busche et al., 2012). Desynchronisierte Netzwerke konnten auch beim Menschen in
Abhéangigkeit von der Menge und Lokalisation der Amyloidpathologie gezeigt werden (Pasquini et al.,

2014).

1.2.2 Biomarker der Alzheimer-Krankheit

Die etablierten Biomarker der Alzheimer-Krankheit lassen sich in drei Gruppen einteilen: Biomarker

flir Amyloidpathologie, Biomarker fir pathologische Tauverdnderungen und Biomarker fiir neuronale
8



Schadigung (Jack et al., 2018). Eine weitere Unterteilung kann in kumulierende Biomarker sowie in
Biomarker fiir Krankheitsaktivitdt vorgenommen werden (Kang et al., 2015). Die Krankheitsaktivitat
kann durch die Amyloid- (CSF-AB) und die Taukonzentration im Liquor cerebrospinalis (CSF-Tau)
dargestellt werden. Erniedrigte AB-Spiegel stehen mit der Zunahme der Amyloidablagerungen im
Gehirn in Zusammenhang. Die Taukonzentration im Extrazelluldarraum bzw. in der Folge im
Nervenwasser korreliert mit dem Grad der neuronalen Schadigung (Vos et al., 2013).
Phosphoryliertes Tau-Protein hingegen ist eher spezifisch fiir die Alzheimer-Pathologie, da sich
Hyperphosphorylierung an Epitopen nachweisen lassen, die physiologisch nicht stattfinden (Simi¢ et

al., 2016).

Die Menge der zerebralen Amyloidablagerung kann durch die Positronenemissionstomografie (PET)
mithilfe von Radiopharmaka wie [1!C]PiB (Pittsburgh compound B) oder [18F] PET-Tracer wie
Florbetaben, Flutemetamol und Florbetapir in vivo dargestellt werden (Grimmer et al., 2010; Morris
et al., 2016; Villemagne et al., 2011). Amyloidablagerungen beginnen typischerweise im Neocortex,
in der Folge in den Allocortices und finden sich schlieBlich auch in subkortikalen Arealen wie dem

Striatum und dem basalen Vorderhirn (Thal et al., 2002a).

Die akkumulierte neuronale Schadigung lasst sich friihzeitig indirekt als verminderter zerebraler
Glukosemetabolismus im PET mithilfe des Radiopharmakons [*®F]FDG (Fluorodesoxyglukose)
darstellen (Jagust et al., 2007a). Typische hypometabole Areale finden sich im posterioren Cingulum
und in den lateralen und mesialen Temporalkortizes (Minoshima et al., 1997). Ein eher spéter positiv
werdender Biomarker ist die Messung der typischen hippocampalen und hochparietalen Atrophie in
der kranialen strukturellen Kernspintomographie (Jack, 2011). Heutzutage kann auch die zerebrale
Taupathologie in vivo per PET-Radiopharmakon (z. B. [18F]AV-1451 oder [18F]MK-6240 (Saint-Aubert
et al., 2017)) dargestellt werden (Weiner et al., 2017). Tabelle 1 gibt einen Uberblick der

verschiedenen Biomarkerkategorien bei der Alzheimer-Krankheit.



Amyloidpathologie Taupathologie Neuronaler Schaden

Kumulierend
AB PET Tau PET FDG PET

cMRT

,Krankheitsaktivitat”
p-Tau CSF Tau CSF

Tabelle 1: Ubersicht iber die verschiedenen etablierten Biomarker der Alzheimer-Krankheit

AB-CSF: Amyloid-B-Protein-Konzentration im Liquor cerebrospinalis, AB-PET: Amyloid darstellende
Positronenemissionstomografie, [*®F]FDG-PET: Stoffwechsel darstellende
Positronenemissionstomografie mit Fluorodesoxyglukose, pTau: phospho-Tau-Protein, CSF:
cerebrospinal fluid [engl.: Liquor cerebrospinalis], cMRT: kraniale Kernspintomografie. Das Tau-PET

ist dunkler dargestellt, da seine klinische Wertigkeit noch grundlegend gepriift werden muss.

1.2.3 Ursachen der 3-Amyloid-Ablagerung

In den seltenen Formen der familidren Alzheimer-Krankheit fiihrt eine Uberproduktion von AB zur
Bildung der kortikalen Alzheimer-Pathologie mit zumeist frihem Symptombeginn vor dem 65.
Lebensjahr (Hardy and Selkoe, 2002). Die exakten Mechanismen bei der Entstehung der
sporadischen Alzheimer-Krankheit mit spatem Beginn sind im Detail auch aus Griinden einer
angenommen komplexen und multifaktoriellen Genese nicht vollkommen verstanden (Duyckaerts et
al., 2009). Die Hypothese, dass ein System von verschiedenen anti-amyloidergen Mechanismen einer

zerebralen AB-Akkumulation entgegen wirkt und bei der Alzheimer-Demenz dekompensiert ist, ist
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mittlerweile durch ausreichend Evidenz untermauert (Tarasoff-Conway et al., 2015). Hierfir spricht
auch, dass Patienten mit Alzheimer-Demenz im Vergleich zu kognitiv gesunden Vergleichspersonen

keine erhohte AB-Produktionsrate haben (Mawuenyega et al., 2010).

1.2.4 Abtransport und Abbaumechanismen von f3-Amyloid (Begriffsklarung "3-
Amyloid-Clearance")

Aus Tierstudien ist bekannt, dass Molekiile wie das AP, die sich im interstitiellen Raum befinden, tber

verschiedene Wege aus dem Gehirn entfernt werden (Tarasoff-Conway et al., 2015). Der oft

verwendete Begriff "Clearance" steht in diesem Zusammenhang fiir die Klarungs- oder

Entgiftungsleistung des Gehirns, also die Fahigkeit sich von spezifischen toxischen Substanzen zu

befreien. Die AB-Clearance bezieht sich somit auf die Eliminierung von A aus dem Gehirn.

AB wird von Neuronen und Zellen der endovaskuladren Einheit internalisiert (Kandimalla et al., 2009)
oder Uber die Blut-Hirn-Schranke transportiert (Shibata et al., 2000). Die kiirzliche Entdeckung eines
meningealen Lymphsystems weist auf einen weiteren Clearance-Mechanismus hin (Louveau et al.,
2015). Wahrend es so scheint, dass Metaboliten der interstitiellen Flissigkeit der weilen Substanz
vorwiegend in den Liquor drainiert werden, so deutet einiges darauf hin, dass Metaboliten aus der
kortikalen grauen Substanz Gber perivaskulare Raume entlang zerebraler kleiner Arterien und
Arteriolen abflieBen und schlieRlich in das Lymphsystem miinden (Carare et al., 2008; Szentistvanyi
et al., 1984; Weller, 1998; Zhang et al., 1992). Periventrikuldre mikroangiopathische Verdanderungen
(gestaute interstitielle FlUssigkeit) , die sich in der T2 FLAIR Sequenz im kranialen MRT als
Hyperintensitdten in der weiRen Substanz darstellen, fiihren zu einer Storung der perivaskularen
Clearance und in der Folge zu einer erhéhten zerebralen Akkumulation von AB (Grimmer et al., 2012;
Pantoni, 2010). Des Weiteren wird AB im Gehirn mithilfe von Proteasen wie Neprilysin (NEP) (Iwata
et al., 2000) oder Insulin-degrading enzyme (IDE) (Miners et al., 2008a) extra- und intrazellular

abgebaut.
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1.2.5 ApoE - Modulator der Af-Akkumulation

Das Apolipoprotein E (ApoE) ist am Lipidtransport im ganzen Kérper beteiligt und bindet als Ligand an
Rezeptoren der Low-Density-Lipoprotein-Familie (LDL-RF), zu der auch der Rezeptor Low-Density-
Lipoprotein Related Protein 1 (LRP1) gehort. Im Gehirn ist ApoE hauptsachlich tber den
Cholesterintransport an der neuronalen Plastizitat, der Langzeitpotenzierung, dem Wachstum von
Neuriten und Axonen sowie an der Synaptogenese beteiligt (Hauser et al., 2011). ApoE wird im
Gehirn eigenstandig und vorwiegend von Astrozyten produziert, ein Austausch mit dem Blutplasma
findet aufgrund der Blut-Hirn-Schranke kaum statt (Hauser et al., 2011). Das Apolipoprotein E Epsilon
4 Allel (APOE €4) hat Einfluss auf die Bindungsaffinitat von ApoE an die LDL-Rezeptorfamilie und
beeinflusst dadurch den Cholesterintransport durch ApoE im Gehirn (Mahley, 2016). Das €4-Allel
steht zudem mit einer héheren Anfalligkeit fiir neurodegenerative Prozesse im Zusammenhang
(Hauser et al., 2011). Die numerische Haufigkeit des €4-Allels des Apolipoprotein E (APOE) hat auch
Einfluss auf die Progression der AB-Akkumulation im Gehirn bei Menschen mit Alzheimer-Krankheit
(Grimmer et al., 2010). Beim ApoE €4 Genotyp wird der Komplex aus AR und ApoE vorwiegend tber
einen anderen, langsameren Clearance-Mechanismus des Very Low Density Lipoprotein Receptor
(VLDLR) tiber die Blut-Hirn-Schranke transportiert und fiihrt so eher zu AB-Ablagerungen (Deane et
al., 2008). Sich an der vaskuldren Einheit ablagernde AB-APOE-Komplexe kdnnen als Unterform einer
zerebralen Amyloidangiopathie (CAA) bei e4-Allel-Tragern mit der Alzheimer-Krankheit gefunden
werden (Thal et al., 2010). Des Weiteren hat der ApoE-Genotyp Einfluss auf die Bindungsaffinitat von
AB an die Butyrylcholinesterase und beschleunigt dadurch den Acetylcholinabbau im synaptischen
Spalt, was eine Erklarung fir das cholinerge Defizit bei der Alzheimer-Krankheit sein konnte (Kumar
et al., 2016). Die wichtigsten acetylcholinergen Projektionen in den Cortex gehen vom Nucleus
basalis Meynert des basalen Vorderhirns aus, der eine relevante Rolle bei der Gedachtnisbildung

spielt und friih bei der Alzheimer-Krankheit in seiner Funktion gestort ist (Liu et al., 2015).
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1.3 Beispiele von Clearance-Mechanismen bei der Alzheimer-Krankheit

AB wird tber verschiedene Wege aus dem Gehirn entfernt. Diese Arbeit fokussiert sich auf zwei
Clearance-Mechanismen: den Transport von AR Uber die Blut-Hirn-Schranke mittels des LRP1-
Transporters sowie die Degradation durch die Protease Neprilysin (NEP). Ziel dieser Arbeit ist es, mit
verschiedenen methodischen Ansatzen weitere Evidenz fiir die Theorie zu liefern, dass eine
verminderte Amyloid-Clearance Uber unterschiedliche Mechanismen ursachlich fir die Alzheimer-

Krankheit ist.

1.3.1 Abtransportiiber die Blut-Hirn-Schranke am Beispiel Low Density Lipoprotein-
Related Protein 1 (LRP-1)

1.3.1.1 Hintergrund zu LRP-1

Das multifunktionale Low Density Lipoprotein Receptor-related Protein 1 (LRP-1) ist ein 600 kDa
transmembranes Glykoprotein des Typs | und das gréRte Mitglied der Low Density Lipoprotein-
Rezeptorfamilie (Herz and Strickland, 2001; Van Leuven et al., 1994). LRP-1 wird im Gehirn unter
anderem von Neuronen, Gliazellen und fast allen Zellen der neurovaskuldren Einheit exprimiert, die
im Verbund vor allem durch Tight-Junctions der vaskuldren Endothelzellen die Blut-Hirn-Schranke
bilden (Kanekiyo and Bu, 2014; Ramanathan et al., 2015; Sagare et al., 2012; Zlokovic et al., 2010).
LRP-1 ist als Bestandteil des Cholesteroltransportsystems in transmembrane und nukledre
Signalkaskaden eingebunden (Herz and Strickland, 2001; Jaeger and Pietrzik, 2008). LRP1 bindet tGber
40 verschiedene Liganden, wie das ApoE, a2-Makroglobulin und AB (Kanekiyo and Bu, 2014). LRP-1
bildet mit AB-ApoE sowie AB allein Komplexe (Fuentealba et al., 2010; Jaeger and Pietrzik, 2008) und
vermittelt die Endozytose und Transzytose (Deane et al., 2008; Gylys et al., 2003). Es konnte gezeigt
werden, dass LRP-1 A sowie von ApoE gebundenes AB in Abhangigkeit der LRP1-Expression {iber die
Blut-Hirn-Schranke transportiert werden, und es bei LRP1-Inhibition zu AB-Ablagerungen kommt
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(Shibata et al., 2000; Williams et al., 1992; Zlokovic et al., 2010). Physiologisch wird A intrazellular
verstoffwechselt und nicht in perivaskuldaren Raumen deponiert. Bei Menschen mit der Alzheimer-
Krankheit kénnen in den perivaskuldaren Raumen (Bereich zwischen Glia limitans und Perizyten der
Adventitia), nahe der Basalmembran (Thal, 2009) sowie um kleine Arterien und Arteriolen (Weller,
1998) AB/ApoE-Komplexe gefunden werden. Ein Befund, der mit einer gestorten perivaskuldren

Drainage von AP vereinbar ist (Deane and Zlokovic, 2007).

Durch Proteasen von der Zellmembran abgetrenntes sLRP-1 (soluble LRP-1, engl. I6slich) zirkuliert im
Blutkreislauf und reduziert durch Komplexbildung zerebrales |6sliches AB im FlieRgleichgewicht.
Ebenso bewirkt LRP-1 in Leberzellen eine systemische AB-Clearance (Deane et al., 2009; Pflanzner et

al., 2011; Yamada et al., 2008; Zlokovic et al., 2010).

1.3.1.2 Der Polymorphismus C667T des LRP-1

Studien, die den Zusammenhang zwischen der AB-Pathologie und dem C667T Polymorphismus auf
dem Exon 3 (rs1799986) des LRP-1-Gens auf dem Chromosom 12q13-q14 (welcher nicht zu einer
Veradnderung der Aminosaurensequenz des LRP-1-Proteins flihrt) untersuchten, ergaben
widersprichliche Ergebnisse (Beffert et al., 1999; Forero et al., 2006; Glaser et al., 2004; Hatanaka et
al., 2000; Kamboh et al., 1998; Wang et al., 2017). In einer Kohortenstudie war das T-Allel des C667T-
Polymorphismus C667T des LRP-1-Gens mit einem geringeren Risiko fiir das Entwickeln einer
Alzheimer-Demenz verbunden, allerdings nur in ApoE €4-Gentragern (Kamboh et al., 1998). Zudem
hatten Patienten mit Alzheimer-Demenz mit dem T-Allel signifikant héhere LRP-1-Konzentrationen

und ein spateres Erkrankungsalter (Kang et al., 2000).
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1.3.1.3 Hypothesen zum Polymorphismus C667T des LRP-1

Da LRP-1 in viele molekulare Mechanismen involviert ist, die die Pathogenese der Alzheimer-
Krankheit durch Transzytose, Internalisierung, Prozessierung und Degradation von AR beeinflussen
kénnten, wurde in dieser Arbeit untersucht, ob der Polymorphismus C667T auf dem LRP-1-Gen das
Ausmald von zerebralen AB in einer Kohorte von 72 Patienten mit klinisch diagnostizierter Alzheimer-
Demenz beeinflusst. Da bekannt ist, dass der LRP-1-vermittelte Transport von AB mit dem ApoE-
Genotyp korreliert, wurde ebenso der Zusammenhang von LRP-1 und dem ApoE-Genotyp auf die

zerebralen Amyloidablagerungen untersucht.

Ein signifikanter Zusammenhang wirde auf den Einfluss des LRP1-Gens auf die Pathogenese der
Alzheimer-Krankheit hindeuten. Da der Polymorphismus mit einer veranderten Konzentration des
LRP-1-Proteins einhergeht, wiirde eine signifikante Korrelation zudem die Hypothese einer Amyloid-

Clearance durch Transport von AB durch LRP-1 stiitzen.

1.3.2 fR-Amyloid-Clearance durch Proteasen am Beispiel Neprilysin (NEP)

1.3.2.1 Hintergrund zu NEP

NEP ist ein integrales Membranprotein des Typs Il, das vorwiegend an der Oberflache von Neuronen
an den prasynaptischen Endigungen der Fortsatze der Axone lokalisiert ist (Huang et al., 2006). NEP
ist eine Zink-abhangige Endopeptidase, die vor allem monomere AB-Peptide (Leissring et al., 2003) 1-
40 ( AB40) und 1-42 (AB42) in vivo schneidet (Howell et al., 1995; Nalivaeva et al., 2012; Shirotani et
al., 2001). In transgenen M&usen mit Uberexpression von NEP und des APP kommt es im Vergleich zu
hAPP/NEP-knock-out-Mausen kaum zu einer Amyloidakkumulation (Leissring et al., 2003). Reduzierte

Aktivitat von NEP im Mausegehirn steigert die Konzentration von oligomeren AR-Komplexen an den
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Synapsen und flihrt zu einer Stérung der synaptischen Plastizitdt im Hippocampus, bevor es zur

Bildung von AR-Plaques kommt (Huang et al., 2006).

Die Konzentration von AB und NEP im zerebralen Cortex des Menschen und der Maus sind invers
korreliert (Akiyama et al., 2001; Eckman et al., 2006; Hellstrom-Lindahl et al., 2008; Maruyama et al.,
2005; Wang et al., 2010). Die NEP-Konzentration und die NEP-Aktivitat waren bei Menschen mit
Alzheimer-Krankheit signifikant hoher als bei kognitiv gesunden Kontrollpersonen und waren positiv
signifikant mit den Braak-Stadien der Alzheimer-Krankheit korreliert, wenn man mit der
Konzentration der Neuronenspezifischen Enolase (NSE) fiir das AusmaR an Nervenzellschdden
kontrollierte (Miners et al., 2009). Bei der Alzheimer-Krankheit konnte eine negative Korrelation von
NEP mit dem Alter gefunden werden (Hellstrom-Lindahl et al., 2008; Miners et al., 2009). NEP kann
auch im Liquor cerebrospinalis gemessen werden (Miners et al., 2008b). Es gelangt aus dem Gehirn in
voller Lange in den Liquor (Maruyama et al., 2005). Versuche an Mausen zeigten durch intrazerebrale
Injektion mit neurotoxischer Kainsdure einen dosisabhangigen Anstieg der NEP- und Tau-
Konzentration im Liquor, was den neuronalen Ursprung von NEP nachwies (Maruyama et al., 2005).
Im Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe war die NEP-Aktivitat im Liquor bei Patienten im
Stadium der leichten kognitiven Storung sowie im prodromalen Stadium der Alzheimer-Krankheit
signifikant reduziert, aber in fortgeschrittenen Stadien erhoht und war indirekt proportional zu
erreichten Punkten im Mini-Mental-Status-Test (MMST). Bei Patienten mit Alzheimer-Krankheit im
Stadium der Demenz wurde bisher kein signifikanter Zusammenhang zwischen der AR-Konzentration
und der NEP-Konzentration oder der NEP-Aktivitat im Liquor gefunden (Maruyama et al., 2005;
Sorensen et al., 2013). In einer gemischten Kohorte mit Menschen mit der Alzheimer-Krankheit im
Stadium der Demenz und der leichten kognitiven Stérung zeigte sich allerdings ein inverser
Zusammenhang mit der NEP-Aktivitat (Maruyama et al., 2005). In den zuvor genannten Studien war
zudem die Konzentration an Tau-Protein positiv mit der von NEP im Liquor korreliert. Das

liguorgéngige Tau-Protein ist sowohl bei akutem neuronalen Zelluntergang (Avila et al., 2012) als
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auch subakut nach zerebralen ischdmischen Ereignissen oder traumatischen Hirnverletzungen erhéht
(Ost et al., 2006). Ebenso finden sich erhohte Tau-Spiegel bei langsamer kontinuierlich neuronaler

Schadigung im Rahmen der Alzheimer-Krankheit (Bateman et al., 2012; Sperling and Johnson, 2013).

1.3.2.2 Hypothesen zu NEP

Im folgenden Abschnitt der Arbeit wird sowohl der Zusammenhang zwischen der Aktivitat von NEP
im Liquor mit Biomarkern fiir Neurodegeneration als auch mit Biomarkern fiir die Amyloidpathologie,
kontrolliert fir Neurodegeneration, untersucht. Da davon ausgegangen wird, dass die NEP-Aktivitat
im Gehirn proportional zu der im Liquor ist, ist ein inverser Zusammenhang zwischen der NEP-
Aktivitat im Liquor und dem zerebralen Signal an AR-Ablagerungen sowie der AR-Konzentration im
Liquor zu erwarten. Signifikante Korrelationen wiirden auf einen klinisch-bedeutsamen anti-

amyloidergen Clearance-Mechanismus von Neprilysin hinweisen.

2 Patientenkollektiv und Methoden

Das Studienprotokoll wurde durch die Ethikkommission der Medizinischen Fakultat der Technischen
Universitdat Minchen und durch das Bundesamt fiir Strahlenschutz genehmigt. Alle Teilnehmer gaben

schriftlich ihr informiertes Einverstandnis.

2.1 Patientenkollektiv

Die Patienten wurden in der Gedachtnisambulanz des Zentrums fiir kognitive Storungen an der Klinik
und Poliklinik fiir Psychiatrie und Psychotherapie des Klinikums rechts der Isar der Technischen
Universitat Miinchen in Munchen, Deutschland, rekrutiert (Grimmer et al., 2010). Sie wurden zur

diagnostischen Beurteilung von kognitiven Defiziten durch allgemeinmedizinische, neurologische und
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psychiatrische Facharztinnen bzw. -drzte sowie durch andere Einrichtungen an die Klinik Gberwiesen.
Das diagnostische Vorgehen umfasste eine ausfihrliche Eigen- und Fremdanamnese, eine
Medikamentenanamnese und eine neurologische und psychiatrische Untersuchung. Eine
neuropsychologische Testung beinhaltete den Mini-Mental-Status Test (Folstein et al., 1975) und die
neuropsychologische Testbatterie des Consortium to Establish a Registry for Alzheimer's disease
(CERAD-NAB) in deutscher Sprache. Ebenso wurden eine Routinelabor-Blutuntersuchung und die
Bestimmung des ApoE-Genotyps durchgefiihrt. Der globale klinische Schweregrad wurde mit der
Clinical Dementia Rating Scale (CDR) beurteilt (Morris et al., 1989) und die Summe der

Unterkategorien (engl. sum of boxes, SOB) berechnet (CDR-SOB).

Es wurden nur Patienten mit leichter kognitiver Stérung und leicht- bis mittelgradiger Demenz (CDR;
globaler CDR-Wert von 0,5-2) eingeschlossen, die die Kriterien des National Institute on Aging-
Alzheimer’s Association workgroups on diagnostic guidelines for Alzheimer’s disease fiir die
wahrscheinliche symptomatische Alzheimer-Krankheit erfillten (Albert et al., 2011; McKhann et al.,
2011). Um die Wahrscheinlichkeit fir eine den kognitiven Defiziten zugrunde liegende Alzheimer-
Pathologie zu erhdhen, wurden nur Patienten eingeschlossen, die einen Alzheimer-typischen
Hypometabolismus im kranialen [*®F]JFDG-PET zeigten (Hoffman et al., 2000; Jagust et al., 2007b): in
den temporo-parietalen Kortizes sowie im posterioren Cingulum mit relativer Aussparung des primar
visuellen Cortex (Minoshima et al., 1995). Damit erfillt die Kohorte ebenso die diagnostischen
Kriterien der National Institute on Aging and the Alzheimer's Association (NIA-AA) fir die
wahrscheinliche Alzheimer-Demenz mit Evidenz fiir den pathophysiologischen Prozess (McKhann et
al., 2011). Bei keinem der Patienten bestand die Verdachtsdiagnose oder eine bestatigte Diagnose

flr eine schwergradige lebenszeitlimitierende Erkrankung.

In einer Subgruppe wurde im diagnostischen Prozess eine Lumbalpunktion zum Ausschluss
entziindlicher Erkrankungen und zur Bestimmung der Neurodegenerationsmarker durchgefiihrt. Von

einer weiteren Subgruppe wurde Vollblut fiir genetische Untersuchungen gewonnen.
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Die Subgruppen zur Bestimmung von NEP im Liquor und zur Genotypisierung des Polymorphismus
C667T des LRP1-Gens Uberschneiden sich nur zum Teil. Grund hierfir ist die verschiedene
Verfligbarkeit von Vollblut und Liquor in Abhangigkeit diagnostischer Prozeduren. Aus diesem Grund
wurde auf einen direkten Vergleich beider Gruppen verzichtet. Die CSF-NEP-Aktivitat und der

untersuchte LRP1-Polymoprhismus werden als unabhéangig voneinander betrachtet.

2.2 Zerebrale Bildgebung

Im gesamten Patientenkollektiv wurde eine strukturelle Kernspintomografie, eine kraniale [*¥F]-
Fluoro-Desoxy-Glukose Positronenemissionstomografie ([*F]FDG-PET) zur Messung des zerebralen
Metabolismus und ein [**C]PiB-PET zur Erfassung der zerebralen Amyloidablagerungen nach
Standardprotokollen durchgefihrt (Grimmer et al., 2009a, 2009b, 2010). Mit Hilfe der kranialen
Kernspintomografie (1,5 T Scanner, cMRT) wurden strukturelle Anomalien des zentralen
Nervensystems (ZNS) ausgeschlossen. Die [*'C]PiB-PET- und die [*®F]FDG-PET-Bilddaten wurden mit
hochaufgelosten cMRT-Aufnahmen koregistriert und auf den standardisierten Raumkoordinationen
des Gehirns des Montreal Neurological Institute-Koordinatenraumes (MNI-Raum) mit den
Verzerrungsparametern der individuellen cMRT-Daten normalisiert, um interindividuell vergleichbare
Bilder zu erhalten. Als globales [1'C]PiB-PET-Signal wurde bei jedem Patienten das Signal des Kortex
durch das Signal des Kleinhirnvermis als globaler Cerebrum zu Vermis-Quotient (C/cv) aus den
[*1C]PiB-SUV 40-70 Minuten Aufnahmen berechnet, um fiir interindividuelle Unterschiede in der
Aufnahme des [*!C]PiB-Radiopharmakons zu kontrollieren (Grimmer et al., 2009a, 2009b, 2010). Das
globale [*F]FDG-PET -Signal wurde durch den Quotienten von Cortex zu Thalamus (C/th-Quotient)

aus [*8F]JFDG-SUV 30-50min-Aufnahmen berechnet (Ishii et al., 1998).
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2.3 Zerebrale Amyloidangiopathie

Um die Wahrscheinlichkeit einer gleichzeitig bestehenden signifikanten zerebralen
Amyloidangiopathie (CAA) zu reduzieren, wurden nur Patienten eingeschlossen, die keine Lakunen in
der Fluid-attenuated inverse recovery (FLAIR)-Sequenz oder Mikroblutungen in der T2*-Sequenz im

kranialen MRT zeigten (Goos et al., 2010).

2.4 t-Tauund AB42 im Liquor cerebrospinalis

Die Verfahren zur Bestimmung von Markern der Neurodegeneration und Amyloidpathologie im
Liquor (Tau und AR) entsprachen dem von Tsolakidou et al. (Tsolakidou et al., 2013) publizierten
Vorgehen: Liquor wurde in sterilen Rohrchen aus Polypropylen (PP) mittels atraumatischer
Punktionsnadeln gewonnen. Die Punktion wurde an den Wirbelkérperzwischenrdumen 3/4 oder 4/5
durchgefiihrt. Der Liquor wurde unverziiglich nach Gewinnung bei 1800 g bei 4 °C fir 10 Minuten zur
Abtrennung von Zellbestandteilen zentrifugiert. Die Proben wurden anschliefend bei -80 °C in PP-
EppendorfgefaRen bis zur Weiterverarbeitung aufbewahrt. Die Bestimmung der Konzentrationen von
AB1-42 und Gesamt-Tau-Protein (tTau) (Innogenetics Ghent, Belgium) im Liquor wurde mittels
kommerziell erhéltlicher Enzyme Linked Immuno Sandwich Assays (ELISAs) nach Herstellerangaben
durchgefiihrt. Verwendet fiir die ELISA-Reaktionsplattenbindung von AB1-42 wurde der monoklonale
Antikorper 21F12 (Bindung an Aminosaure 33-42 C-terminal) und detektiert wurde n-terminal mittels
biotinylierten Antikérper 3D6 (Johnson-Wood et al., 1997). Tau wurde mittels AT120 C-terminal
gecoated und mittels HT7 und BT2 N-terminal detektiert (Vandermeeren et al., 1993). In dieser
Arbeit wurde Tau nur im Liquor cerebrospinalis bestimmt und alle folgenden Erwdhnungen von Tau

beziehen sich auf die Konzentration im Liquor cerebrospinalis.
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2.5 Genetik ApoE

Die ApoE-Genotypisierung mit Bestimmung des APOE epsilon 4 Genotyp (APOE €4) wurde bei allen

Patienten durchgefiihrt (Zivelin et al., 1997).

2.6 LRP-1C667T Polymorphismus-Bestimmung

Die Genotypen wurden mithilfe der TagMan®-Polymerase-Kettenreaktion (PCR, eng. polymerase
chain reaction) mit einem Single-Nucleotid-Polymorphismus(SNP)-Analyse-Kit auf einem StepOne-
Analysator mit der StepOne-Software v2.1 nach etablierten Methoden durchgefiihrt (Guo et al.,
2012). Alle Analysekits, das Analysegerat und die Analysesoftware wurden von Applied Biosystems,
Carlsbad, CA, USA hergestellt. Die Genotypisierung wurde in 96-well-Platten gemessen. Das
endgiiltige Volumen betrug 20 pl mit 20 ng genomischer Desoxyribonukleinsdure (DNS), 10 ul des
TagMan®-Mastermix und 1 pl von 20xSNP Genotypisierungs-Analysemixtur. Das Ablesen der PCR-
Platten erfolgte nach Erhitzung auf 95 °C fiir 10 Minuten, gefolgt von 40 Zyklen mit Denaturierung bei
95 °C fur je 15 Sekunden sowie Hybridisierung/Elongation bei 60 °C flr jeweils eine Minute. Eine
doppelte Bestimmung des Genotyps wurde fiir 12,5 % aller Proben (9 von 72) zur Qualitatskontrolle

durchgefihrt.

2.7 Neprilysinaktivitiat im Liquor cerebrospinales (CSF-NEP)

Die NEP-Aktivitat wurde nach veroffentlichten Methoden gemessen (Miners et al., 2008b). Ziegen-
Antik6rper gegen humanes NEP (1,6 Kg/ml) in PBS geldst (pH 7,4) wurden auf Nunc maxi-sorp 96-well
Platten gecoatet (Fische Scientific, Lough). Unspezifisches Bindungsverhalten wurde durch
Hinzufiigen einer 1 % PBS-BSA-Losung verhindert. Nach dem Waschen der Platten wurde 100 pl
Liquor cerebrospinalis (gel6st in PBS mit pH 7,4) mit rekombinanten humanen NEP (R&D Systems
Europe) in mehreren Verdiinnungsreihen bei Raumtemperatur fir 2 Stunden unter kontinuierlichem
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Schutteln inkubiert. Nach wiederholten Waschdurchlaufen wurde der selektive NEP-Inhibitor
Thiorphan (200 nmol/I) (Sigma Aldrich) gelost in 100 mmol/I Tris-HCI pH 7,5, 50 mmol/I NaCL, 10
Kmol/l ZnCl2 oder nur gelost in Puffer hinzugegeben und die Proben wurden fiir 10 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Das fluoreszierende Peptid Mca-RPPGFSAFK(Dnp)-OH (10 Kmol/L) (R&D
Systems Europe) wurde in 100 mmol/I von Tris-HCI pH 7,5, 50 mmol/I NaCl und 10 Kmol/I gemischt,
jedem Gefal} hinzugefiigt und dann bei 37 °C drei Stunden lang im Dunkeln inkubiert. Fluoreszenz
wurde durch eine Anregungswellenlange von 320 nm ausgeldst und das emittierte Licht bei 405 nm
gemessen. Jede Probe wurde doppelt in Anwesenheit und Abwesenheit des NEP-Inhibitors
Thiorphan bestimmt. Die einzelnen NEP-Aktivitatswerte wurden durch Subtraktion der
Floreszenzintensitat ohne Thiorphan und mit Thiorphan bestimmt. Die NEP-Aktivitat wurde anhand
einer Standardkurve mit verschiedenen Verdiinnungen des rekombinanten NEP mit vollstandiger
Aminosaurensequenz interpoliert. In dieser Arbeit wurde die NEP-Aktivitat im Liquor cerebrospinalis
bestimmt. Folgend bezieht sich NEP in dieser Arbeit immer auf die Aktivitat im Liquor cerebrospinalis,
auBer wenn explizit anders bezeichnet. Fiir Liquor cerebrospinalis wird die englische im

Forschungsfeld etablierte Abkirzung CSF (engl.: cerebrospinal fluid) verwendet.

3 Statistische Analysen

3.1 LRP-1

3.1.1 C667T-Polymorphismus und globales [11C]PiB-PET-Signal

Um zu bestimmen, ob der C667T-LRP-1-Genotyp mit den globalen Amyloidablagerungen korreliert

ist, wurde eine Regressionsanalyse mit C/cv[*!C]PiB-PET-Signal als abhdngige Variable und der

Haufigkeit der T-Allele des C667T-Polymorphismus als unabhangige Variable durchgefiihrt.

22



3.1.2 C667T-Polymorphismus und globales [11C]PiB-PET-Signal und weitere

unabhingige Variablen

Um mogliche EinflussgréBen auf den Zusammenhang zwischen der C667T LRP-1-T-Allelhaufigkeit und
dem globalen [*!C]PiB-PET-Signal zu finden, wurde zur linearen Regressionsanalyse mit dem
C/cv[*!C]PiB-PET-Signal als abhéngige Variable und der C667T LRP-1-T-Allelhdufigkeit als unabhingige
Variable stufenweise folgende unabhingige Variablen hinzugefiigt: Alter bei [**C]PiB-PET, Geschlecht,
ApoE-Genotyp und Ausbildungszeit. Variablen, die zu einem erhdhten korrigiertem R? des Models

flhrten, wurden in das Modell aufgenommen.

3.1.3 C667T-Polymorphismus und regionale Unterschiede im [11C]PiB-PET-Signal

Um mégliche regional unterschiedliche Korrelationen des [*1C]PiB-PET-Signals mit der C667-LRP-1-T-
Allelhiufigkeit zu finden, wurde eine voxelbasierte Regressionsanalyse mit dem [*'C]PiB-PET-Signal
als abhangige Variable und der C667T-LRP-1-T-Allelhadufigkeit als unabhangige Variable durchgefiihrt.
In das Modell wurden wie bei 3.1.2 die gleichen unabhangigen Variablen aufgenommen. Fiir die
Analyse wurde Statistical Parametric Mapping Version 8 (SPM8) verwendet (Friston et al., 1994).
Zuvor wurden die rdumlich normalisierten [*'C]PiB-PET-Bilddatensatze quantitativ auf das Signal aus
dem Kleinhirnvermis normalisiert und geglattet (GauR-Kern von 10x10x10mm) (Grimmer et al.,
2010). Fir die voxelbasierte Regressionsanalyse wurde ein Signifikanzniveau fir Punktwolken von

0,05 korrigiert fir multiples Testen gewahlt (family-wise error: FWE).
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3.1.4 C667T-Polymorphismus und ApoE-Genotyp

Um die Interaktion der C667T-LRP-1-T-Allelhdufigkeit mit der ApoE-g4-Allelhdufigkeit zu testen,
wurde zunachst eine Korrelationsanalyse zwischen beiden Variablen durchgefiihrt. Zudem wurde der
Interaktionsterm C667T-LRP-1-T-Allelhdufigkeit x ApoE-g4-Allelhdufigkeit in die bei 3.1.2 erwahnte
Regressionsanalyse mit aufgenommen. Folgend wurden zwei lineare Regressionsanalysen nach dem

Modell 3.1.2, stratifiziert nach ApoE-e4-Alleltragern und €4-Nicht-Alleltragern, durchgefihrt.

3.1.5 C667-Polymorphismus und zusitzliche Analysen

Um auszuschlieRen, dass die vorausgegangenen Analysen durch eine Stichprobenverzerrung
beeinflusst sind, beispielsweise dadurch, dass sich Patienten mit einem T-Allel des C667T-LRP-1-
Polymorphismus in einem fortgeschrittenem dementiellen Stadium der Alzheimer-Krankheit
befinden, wurde eine Korrelationsanalyse zwischen der C667T-LRP-1-T-Allelhaufigkeit mit dem

klinischen Schweregrad (CDR-SOB) sowie mit dem Alter bei [*'C]PiB-PET durchgefiihrt.

3.2 CSF-NEP

Um zu bestimmen, ob die CSF-NEP-Aktivitat mit Biomarkern der Alzheimer-Krankheit korreliert ist,
wurden lineare Regressionsanalysen durchgefiihrt. Dabei wurden Biomarker aus zwei
Biomarkergruppen als unabhangige Kontrollvariablen eingesetzt. Dazu geh6éren zum einen Biomarker
fiir die Amyloidpathologie (das globale und regionale [*'C]PiB-PET-Signal und die Konzentration von
Amyloid 1-42 im Liquor) sowie Biomarker fir die Neurodegeneration (CSF-Tau und das globale und

regionale Signal im [*®F]JFDG-PET). Um mégliche Einfliisse dieser Variablen auf den Zusammenhang
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zwischen CSF-NEP und den Biomarkern der Alzheimer-Krankheit festzustellen, wurden jeder
Regressionsanalyse die Parameter Alter, Geschlecht, Haufigkeit des ApoE €4 Allels, CDR-SOB und
MMST stufenweise hinzugefligt und Variablen, die die Effektstarke des Modells verbesserten, in die
finale Analyse aufgenommen. In Analysen mit der abhangigen Variable Amyloidkonzentration im
Liquor oder [*1C]PiB-PET-Signal wurden CSF-Tau bzw. der C/th[*®F]FDG-PET -Quotient als
unabhangige Variablen aufgenommen, um den Effekt der Neurodegeneration auf CSF-NEP zu
kontrollieren. Zudem wurde die Interaktion zwischen der Aktivitdt von CSF-NEP und dem Biomarker
fiir Neurodegeneration (Tau-Protein oder [*®F]FDG-PET-Signal) mit einem Interaktionsterm
kontrolliert, da friihere Studien bereits eine positive Korrelation zwischen CSF-NEP und diesen
Neurodegenerationsparametern gezeigt hatten (Maruyama et al., 2005). Regionale voxelbasierte
Regressionsanalysen wurden mit der Software Statistical Parametric Mapping der Version 8 (SPM8)
durchgefiihrt (Friston et al., 1994). Vor Durchfiihrung der Analysen wurden alle [*'C]PiB-Bilddaten
individuell auf den zerebelldren Vermis (C/v[*'C]PiB-PET) und alle [®F]FDG-PET-Bilddaten auf den
Thalamus (C/th[*®F]FDG-PET) normalisiert und dann iterativ nach GauRverteilung geglattet (Gaussian
kernel of 10x10x10mm) (Grimmer et al., 2009b, 20093, 2010; Waxman, 2009). Fir die voxelbasierten
Analysen wurde ein Gruppensignifikanzniveau von 0,05 festgesetzt, kontrolliert fir multiple

Vergleiche (FWE).

3.2.1 CSF-NEP und [11C]PiB-PET-Signal

Um zu bestimmen, ob die CSF-NEP-Aktivitdat mit der globalen Amyloidmenge im Gehirn korreliert ist,
wurde eine Regressionsanalyse mit C/v[*'C]PiB-PET-Signal als abhingige Variable und die CSF-NEP-

Aktivitat als unabhangige Variable durchgefiihrt.
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3.2.2 CSF-NEP-Aktivitit und die Amyloid-Konzentrationen im Liquor

Um zu bestimmen, ob die NEP-Aktivitdt im CSF mit der Amyloid-Konzentration im CSF korreliert ist,
wurde eine Regressionsanalyse mit der Amyloid-Konzentration als abhdngiger Variable und mit der

NEP-Aktivitat als unabhangiger Variable durchgefiihrt.

3.2.3 CSF-NEP-Aktivitat und [18F]FDG-PET-Signal

Um zu bestimmen, ob die CSF-NEP-Aktivitdat mit dem globalen Glukosemetabolismus im Gehirn
korreliert ist, wurde eine Regressionsanalyse mit dem C/th[F*®]FDG-PET-Signal als abhingiger

Variable und der CSF-NEP-Aktivitat als unabhangiger Variable durchgefihrt.

3.2.4 CSF-NEP-Aktivitit und die Tau-Konzentrationen im Liquor

Um zu bestimmen, ob die CSF-NEP-Aktivitat mit CSF-Tau korreliert ist, wurde eine Regressionsanalyse
mit CSF-Tau als abhangige Variable und der CSF-NEP-Aktivitat als unabhangiger Variable

durchgefihrt.
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4 Ergebnisse

4.1 Patientenkollektiv und Ergebnisse zur C667T-LRP-1-T-Allelhdufigkeit

Die klinischen Parameter, die C667T-Allelhdufigkeit und die C/cv[*'C]PiB-PET-Signal-Quotienten der

Patientenkohorte sind in Tabelle 1 einzusehen.

Tabelle 1: Patientencharakteristika der C667T-LRP-1-Genotyp-Stichprobe

Demografische und klinische Daten

Anzahl 72

Manner : Frauen 42 : 30
C667T-LRP-1-Genotyp CC: CT: TT 57:14:1
ApoE-g4-Allelhdufigkeit: 0:1: 2 29 /28 /15

Alter bei PET in Jahren: Mittelwert £ SD (Spannweite) [69,2 + 7,86 (50-84)

MMST: Mittelwert + SD (Spannweite) 24,7 + 3,77 (11-30)

CDR-SOB: Mittelwert + SD (Spannweite) 3,34 + 2,126 (0,5-10,0)

C/cv [*1C]PiB-PET-Signal: Mittelwert + SD

1,77 + 0,347 (1,0-2,4
(Spannweite) ( )

Legende zu Tabelle 1: ApoE-€4: Apolipoprotein E epsilon 4; CDR-SOB: Clinical Dementia Rating Sum of
Boxes; C/cv: Zerebrum im Verhaltnis zum Vermiswurm; LRP-1: Low Density Lipoprotein Receptor-
related Protein 1; MMST: Mini-Mental Status Test; [*!C]PiB: Pittsburgh Compound B; SD:

Standardabweichung.

4.1.1 Globales [11C]PiB-PET-Signal und C667T-Polymorphismus

Die Regressionsanalyse mit dem globalen C/cv[*!C]PiB-PET-Signal als abhidngige Variable und der

C667T-LRP-1-T-Allelhdufigkeit als unabhangiger Variable ergab ein statistisch signifikantes Modell
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(p=0,046). Das korrigierte R? betrug 0,042 und der standardisierte Koeffizient  der C667T-LRP-1-T-
Allelhdufigkeit betrug 0,236. Dies bedeutet, dass die C667T-LRP-1-T-Allelhaufigkeit signifikant und
positiv mit erhéhten zerebralen Amyloidablagerungen in Patienten mit Alzheimer-Demenz korreliert

war.

4.1.2 Globales [11C]PiB-PET-Signal und C667T-Polymorphismus und weitere
unabhingige Variablen
In der Regressionsanalyse mit dem globalen C/cv[*'C]PiB-PET-Signal als abhangiger Variable und der
C667T-LRP-1-T-Allelhdufigkeit als unabhangiger Variable wurden die Variablen ApoE-g4-
Allelhdufigkeit und Geschlecht als weitere unabhangige Variablen aufgenommen. In diesem Modell
war das korrigierte R2=0,140 mit einer statistischen Signifikanz von p= 0,004. Der standardisierte
Koeffizient B fur die C667T-LRP-1-T-Allelhdufigkeit war 0,215 (p= 0,057). Dies bedeutet, dass das
Modell, kontrolliert fir ApoE-e4-Allelhdufigkeit und Geschlecht, 14,0 % der Variabilitat eines
erhéhten C/cv[!!C]PiB-PET-Signals erklédrte, und dass die C667T-LRP-1-T-Allelhdufigkeit positiv, wenn
auch nicht signifikant, mit zerebralen Amyloidablagerungen bei Patienten mit der Alzheimer-

Krankheit korrelierte.

4.1.3 C667T-Polymorphismus und regionale Unterschiede im [11C]PiB-PET-Signal

Die voxelbasierte Regressionsanalyse mit dem ['!C]PiB-PET-Signal als abhidngige Variable und der
C667T-LRP-1-T-Allelhdufigkeit als unabhangiger Variable, kontrolliert fir die ApoE-g4-Allelhdufigkeit
und das Geschlecht, ist in Grafik 1 zu sehen. Positive Korrelationen fanden sich vorwiegend in
temporo-parietalen kortikalen Arealen und in Regionen mit Nahe zur Hirnoberflache. Ein
Streudiagramm der starksten lokalen Korrelation im rechten mittleren Gyrus temporalis kann in

Grafik 2 eingesehen werden.

28



4.1.3.1 Grdfik 1: Regionale Korrelationen des C667T-Polymorphismus mit dem [11C]PiB-
PET-Signal

Legende zu Grafik 1: Voxelbasierte Regressionsanalyse zwischen dem C/cv['!C]PiB-PET-Signal und der
C667T-LRP-1-T-Allelhdufigkeit, kontrolliert fir die ApoE-g4-Allelhdufigkeit und Geschlecht.
Signifikante positive Zusammenhange, korrigiert fiir multiple Vergleiche mithilfe des Family-wise-
Fehlers, sind in gelb dargestellt und auf einen axialen T1-MRT-Bildatensatz anhand des Montreal
Neurological Institute-Koordinatenraumes (MNI-Raum) projiziert (152 axiale Schnittebenen,
durchgefiihrt mit SPM8). Die Zahlen stehen fir Z-Koordinaten der Schnittbilder im MNI-
Koordinatensystem in mm. C667T-LRP-1: Low Density Lipoprotein Receptor-related Protein C667T

Polymorphismus; [**C]PiB: Pittsburgh compound B.
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4.1.3.2 Grafik 2: Streudiagramm zur voxelbasierten linearen Regressionsanalyse zwischen
dem [11C]PiB-PET-Signal und den Variablen C667T-Polymorphismus, ApoE-Genotyp
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Legende zu Grafik 2: Streudiagramm der voxelbasierten linearen Regressionsanalyse mit dem
C/cv[*!C]PiB-PET-Signal als abhéngiger Variable und der C667T-LRP-1-T-Allelhiufigkeit als
unabhangiger Variable, kontrolliert fir die ApoE-e4-Allelhdufigkeit und Geschlecht, engste
Korrelation bei x= 48, y=-12, z= -14 (Koordinaten im Talairach-Koordinatensystem). C667T-LRP-1:
Low Density Lipoprotein Receptor-related Protein C667T Polymorphismus; [1*C]PiB: Pittsburgh

compound B.
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4.1.4 C667T-Polymorphismus und ApoE-Genotyp

Die Korrelationsanalyse zwischen der ApoE-g4-Allelhdufigkeit und der C667T-LRP-1-T-Allelhdufigkeit
war statistisch nicht signifikant (p= 0,470). Ebenso erreichte der Koeffizient B der unabhéngigen
Variable C667T-LRP-1-T-Allelhdufigkeit x ApoE-g4-Allelhdufigkeit in der linearen Regressionsanalyse
keine Signifikanz. Beide Ergebnisse zeigten gleichsinnig an, dass es keinen bedeutsamen
Zusammenhang zwischen ApoE und dem LRP-1-Genotyp in dieser Kohorte gibt. In den
Subgruppenanalysen von ApoE-e4-Alleltragern und ApoE-e4-Nicht-Alleltragern war das
Regressionsmodell mit dem C/cv[*'C]PiB-PET-Signal als abhingiger Variable und der C667T-LRP-1-T-
Allelhaufigkeit als unabhangiger Variable nur in der Subgruppe der ApoE-e4-Alleltrager signifikant (p=
0,018, korrigiertes R?= 0,141, standardisierter Koeffizient B fur die C667T-LRP-1-T-Allelhaufigkeit =
0,378, p=0,013), aber nicht in der Gruppe der ApoE-g4-Nicht-Alleltrager (p= 0,794). Streudiagramme

der beiden Analysen sind in Grafik 3 gezeigt.

4.1.5 C667-Polymorphismus und zusitzliche Analysen
Die Korrelationsanalysen des LRP-1-Genotyps mit der CDR-SOB oder mit dem Alter bei [*'C]PiB-PET

waren nicht signifikant (p= 0,145 und p=0,318).
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4.1.5.1 Grdfik 3: Streudiagramme der linearen Regressionsanalysen mit dem [11C]PiB-PET-
Signal mit dem C667T-Polymorphismus stratifiziert nach ApoE-Genotyp
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Legende zu Grafik 3: Streudiagramme der Subgruppenanalysen stratifiziert nach ApoE-e4-Alleltragern
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und ApoE-g4-Nicht-Alleltragern mit dem C/cv[*'C]PiB-PET-Signal als abhangiger Variable und der
C667T-LRP-1-T-Allelhdufigkeit als unabhéangiger Variable, kontrolliert fir die ApoE-g4-Allelhdufigkeit
und Geschlecht. A) innerhalb der Gruppe von ApoE-e4-Alleltragern: signifikantes Modell (p=0,018),
korrigiertes R?= 0,141, standardisierter Koeffizient f der C667T-LRP-1-T-Allelhdufigkeit= 0,378
(p=0,013). B) innerhalb der Gruppe von ApoE-g4-Nicht-Alleltrdgern: nicht-signifikantes Model (p=

0,794), korrigiertes R?= -0,034.

4.2 Patientenkollektiv und Ergebnisse zur CSF-NEP-Aktivitit

23 Patienten mit einem durchschnittlichen Alter von 65,5 Jahren bei Durchfiihrung des Amyloid-PETs
und durchschnittlich erreichten 24,0 Punkten im MMST wurden in die Analyse aufgenommen

(Tabelle 2).

Tabelle 2: Patientenkollektiv : CSF-NEP-Aktivitat

Demografische und klinische Daten

Anzahl 23

Manner : Frauen 12:11
ApoE-g4-Allelhdufigkeit: 0:1: 2 10/8/5

Alter bei PET: Mittelwert + SD (Spannweite) 65,5 + 8,10 (51-82)
MMST: Mittelwert + SD (Spannweite) 24,0 + 3,75 (14-30)
CDR SOB: Mittelwert + SD (Spannweite) 3,65 + 2,409 (0,5-11,0)

Neprilysinaktivitat im Liquor ng/ml = SD (Spannweite)| 17,9 +7,44 (4,8-34,7)

C/cv [*1C]PiB-PET-Signal: Mittelwert + SD

. 1,78 + 0,285 (1,35-2,34)
(Spannweite)

C/th[*®F]FDG-PET -Signal: Mittelwert + SD

. 0,98 + 0,109 (0,77-1,19)
(Spannweite)

Tau-Konzentration im Liquor ng/l + SD (Spannweite) 648 +304,0 (229-1723)
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Amyloid-Konzentration im Liquor ng/l + SD

. 517 £ 123,8 (346-850)
(Spannweite)

Legende zu Tabelle 2: ApoE €4: Apolipoprotein E Epsilon 4, CDR-SOB: clinical dementia rating sum of
boxes; C/cv: Cerebrum zu zerebelldrer Vermis; C/th: Cerebrum zu Thalamus; MMST: Mini-Mental-
Status-Test; [*'C]PiB: Pitsburgh compound B; [*¥F]FDG: 2-desoxy-2-[18F]Fluoro-D-Glukose, SD:

Standardabweichung.

4.2.1 CSF-NEP-Aktivitit und Amyloid-PET

Die lineare Regressionsanalyse mit dem C/cv['!C]PiB-Signal als abhangiger Variable und der CSF-NEP-
Aktivitat als unabhangiger Variable war statistisch nicht signifikant (p= 0,916, korrigiertes R-
Quadrat=r-0,047) und war ebenso nicht signifikant nach Aufnahme der Kontrollvariablen ApoE 4
Allelhiufigkeit, Geschlecht, Alter und der Variablen C/th[*8F]FDG-PET-Signalaufnahme (korrigiertes
R2=-0,075, pmoder= 0,656), als auch zusatzlich mit dem Interaktionsterm CSF-NEP-Aktivitat x
C/th[*®F]FDG-PET-Signalaufnahme (korrigiertes R?>= -0,257, pwmoder= 0,917), bzw. CSF-Tau mit dem
Interaktionsterm CSF-NEP-Aktivitat x CSF-Tau (korrigiertes R?= 0,018, pmoden= 0,420). Somit war die
CSF-NEP-Aktivitat nicht mit dem globalen zerebralen Amyloid bei Menschen mit Alzheimer-Demenz

korreliert.

In den voxelbasierten Analysen mit dem C/cv[*'C]PiB-Signalaufnahme als abhingiger Variable und
der CSF-NEP-Aktivitat als unabhdngiger Variable fand sich kein signifikanter Zusammenhang, auch

nicht nach Kontrolle aller Einflussvariablen, die bereits in der globalen Analyse verwendet wurden.

4.2.2 CSF-NEP-Aktivitat und AB42 im Liquor

Die lineare Regressionsanalyse mit AB42 im Liquor als abhangiger Variable und der CSF-NEP-Aktivitat
als unabhéangiger Variable war nicht signifikant (korrigiertes R-Quadrat=-0,029, pmodei= 0,539). Das
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finale Modell beinhaltete die Kontrollvariablen Haufigkeit des ApoE €4 Allel, Alter bei
Lumbalpunktion, das C/th[*®F]FDG-PET-Signal und den Interaktionsterm aus der Neprilysinaktivitat
mit dem C/th[*®F]FDG-PET-Signal. Das Modell war statistisch signifikant (korrigiertes R-Quadrat=
0,403, p= 0,014). Die standardisierten Koeffizienten Beta (B) fur die Kontrollvariablen werden folgend
mit dem jeweiligen p-Wert in Klammern angegeben: CSF-NEP-Aktivitat (B= 7,289, p= 0,001),
Haufigkeit des ApoE €4 Allels (B= 0,225, p= 0,264), Alter (B=-0,247, p= 0,217), C/th[*8F]FDG-PET-
Aufnahmesignal (B= 2,181, p= 0,001) und der Interaktionsterm C/th-[*®F]FDG -PET-Aufnahmesignal x
CSF-NEP-Aktivitat (B= 6,684, p= 0,002). Die nicht-standardisierten Koeffizienten B waren 1,212,
34,990, -3,780, 2477,567 und -1,266 und die B-Konstante war -1613,922 (Grafik 4A). Die Analyse
zeigte einen inversen Zusammenhang von CSF-AB42 mit der CSF-NEP-Aktivitdt bei Menschen mit

Alzheimer-Demenz. Das Modell erklarte 40,3 % der Variabilitat von CSF-AB42.

Mit dem gleichen methodischen Ansatz fir die Kontrolle der Neurodegeneration wurden in der
folgenden Analyse, statt der Variablen C/th[*8F]FDG-PET-Signalaufnahme und des Interaktionsterms
C/th[*®F]FDG-PET-Signalaufnahme x CSF-NEP-Aktivitat , die Variablen CSF-Tau und der
Interaktionsterm der CSF-Tau x CSF-NEP-Aktivitat eingesetzt. Das finale Modell enthielt die
Kontrollvariablen ApoE €4-Haufigkeit, CSF-NEP-Aktivitat, CSF-Tau und den Interaktionsterm CSF-NEP-
Aktivitdt x CSF-Tau. Auch dieses Modell war statistisch signifikant (p= 0,040, korrigiertes R?= 0,281).
Die standardisierten Koeffizienten B waren fiir die ApoE €4 Allelhaufigkeit (B=-0,270, p= 0,0162), die
Neprilysinaktivitat (B = -1,001, p= 0,032), fiir CSF-Tau (pB=-0,528, p=0,336) und fiir den
Interaktionsterm der CSF-Tau x CSF-NEP-Aktivitat (B= 1,678, p= 0,044). Die nichtstandardisierten B-
Koeffizienten waren -42,080, -0,166, -0,215 und 0,000 und die Konstante des Koeffizient p war
769,377 (Grafik 4 B). Dies zeigt, dass die CSF-NEP-Aktivitat bei Menschen mit Alzheimer-Demenz
negativ mit der AR42-Konzentration im Liquor korreliert war und dass das Modell 28,1 % der

Variabilitdt von AB42 im Liquor erklarte.
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4.2.21 Grafik4
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Legende zu Grafik 4: Streudiagramm der globalen Regressionsanalyse mit der Amyloidkonzentration
im Liquor in ng/l als abhédngiger Variable und (A) den unabhéngigen Variablen Neprilysinaktivitat im

Liquor in ng/l, Signal der C/th[*®F]FDG -PET-Aufnahme, Interaktionsterm CSF-NEP-Aktivitat x
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C/th[*®F]FDG -PET-Aufnahme, ApoE e4-Allelhdufigkeit und Alter. Das Modell ist signifikant (p=0,014),
angepasstes R-Quadrat= 0,403, standardisierter Koeffizient B flir die CSF-NEP-Aktivitat= 7,289 (p=
0,001). (B) den unabhéngige Variablen CSF-NEP-Aktivitat in ng/l, CSF-Tau in ng/l, Interaktionsterm
Neprilysinaktivitat x CSF-Tau und Haufigkeit des ApoE €4-Allels. Das Modell ist signifikant (p= 0,040),
angepasstes R-Quadrat= 0,281, standardisierter Koeffizient B fir die CSF-NEP-Aktivitat=-1,001 (p=
0,032). ApoE: Apolipoprotein E, ARB42: beta-Amyloid 1-42, C/th[*®F]FDG -PET: Quotient aus Cerebrum

zu Thalamus des Signals aus der [*®F]Fluorodesoxyglukose-Positronenemissionstomografie.

4.2.3 CSF-NEP-AKktivitit und das [18F]FDG-PET

Die lineare Regressionsanalyse mit dem globalem [*®F]FDG-PET-Signal als abhangiger Variable und
der Neprilysinaktivitat im Liquor als unabhdngiger Variable mit den Kontrollvariablen ApoE €4
Haufigkeit, Alter und Geschlecht ergab ein statistisch signifikantes Modell (p= 0,010, angepasstes R-
Quadrat=0,392). Der standardisierte Koeffizient B fur die Neprilysinaktivitat war -0,403 (p= 0,031).
Dieses Modell erklarte 39,2 % der Variabilitit des C/th[*®F]FDG-PET-Signals und zeigte, dass die
Neprilysinaktivitat im Liquor negativ mit dem C/th[*®F]FDG-PET-Signal korreliert war. Es kam zu
keiner Verbesserung des Modells, wenn man CSF-Tau und den Interaktionsterm mit CSF-Tau x

Neprilysinaktivitat einschloss.

Die voxelbasierte Regressionsanalyse mit dem C/th[*®F]FDG -PET-Signal als abhingiger Variable und
der Neprilysinaktivitat im Liquor als unabhangiger Variable, kontrolliert fiir die ApoE €4 Haufigkeit,
Alter, Geschlecht und dem Interaktionsterm C/th[*®F]FDG-PET-Signal x Neprilysinaktivitat, ist in Grafik
5 zu sehen. Regionale Zusammenhinge zwischen der Neprilysinaktivitidt und dem C/th[*®F]FDG-PET-
Signal fanden sich vorwiegend bilateral im frontalen Cortex, im linken okzipitalen Lobus und bilateral
in den hippocampalen Arealen. Lokale Maxima fanden sich bei 32/-18/56 und bei 24/-72/0 (x/y/z

Talairach-Raum).
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4.2.3.1 Grdfik 5:

Legende zu Grafik 5: Voxelbasierte Regressionsanalyse zwischen dem C/th[*®F]FDG -PET-
Aufnahmesignal und der CSF-NEP-Aktivitat, kontrolliert fir die ApoE €4-Allel-Haufigkeit, Alter und
Geschlecht. Signifikante positive Zusammenhange, korrigiert fiir multiple Vergleiche mithilfe des
Family-wise-Fehlers (Bonferroni-Korrektur p*=0,05/n), sind in Gelb dargestellt und auf einen axialen
T1-MRT-Bilddatensatz anhand des Montreal Neurological Institute-Koordinatenraumes (MNI-Raum)
projiziert (152 axiale Schnittebenen, durchgefiihrt mit SPM8). Die Zahlen stehen fiir z-Koordinaten
der Schnittbilder im MNI-Koordinatensystem in mm. NEP: Neprilysin, C/th[*®F]FDG-PET: Quotient von
Cerebrum zu Thalamus [*®F]Fluorodesoxyglukose-Positronenemissionstomografie, CSF: engl. cerebral

spinal fluid (dt. Liquor cerebrospinalis).
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4.2.4 CSF-NEP-Aktivitat und die Konzentration des Tau-Proteins im Liquor

Die lineare Regressionsanalyse mit CSF-Tau als abhangiger Variable und der CSF-NEP-Aktivitat als
unabhangiger Variable ergab ein signifikantes Modell (p= 0,004, angepasstes R-Quadrat= 0,288) und

der standardisierte Koeffizient  fiir die CSF-NEP-Aktivitat war 0,565 (p= 0,004).

Die lineare Regressionsanalyse mit CSF-Tau als abhdngiger Variable und der CSF-NEP-Aktivitat als
unabhangiger Variable, kontrolliert fiir Geschlecht, ergab ein signifikantes Modell (p= 0,007,
angepasstes R-Quadrat= 0,377). Der standardisierte Koeffizient B fir die CSF-NEP-Aktivitat war 0,538
(p=0,005). Das Modell erklarte 37,7 % der Variabilitdt von CSF-Tau. Die Neprilysinaktivitat steht mit

CSF-Tau signifikant und positivim Zusammenhang.

5 Diskussion

Diese Arbeit konnte weitere Evidenz fiir verschiedene anti-amyloiderge Mechanismen zeigen, die
entweder mit der globalen zerebralen Amyloidmenge oder mit der AB42-Konzentration im Liquor

cerebrospinalis in Zusammenhang stehen.

5.1 Diskussion zum LRP1 C667-Polymorphismus

LRP1 transportiert Amyloid vom Hirn Gber die Blut-Hirn-Schranke ins Blut. In dieser Arbeit wurde
gezeigt, dass der C667T-Polymorphismus des LRP1-Gens die zerebrale Amyloidmenge, gemessen mit
[11C]PiB-PET, signifikant beeinflusst, vor allem bei Tragern des ApoE-g4-Allels. Der Effekt war in
temporo-parietalen kortikalen Arealen und in Regionen mit Nahe zur Hirnoberflache am starksten

und unabhangig vom klinischen Schweregrad.

Eine Metaanalyse mit 4668 Alzheimer-Demenz-Patienten und 4473 kognitiv gesunden
Kontrollprobanden konnte keinen Unterschied in der Haufigkeit von T-Alleltragern des C667T-LRP-1-

Polymorphismus zwischen beiden Gruppen finden (Pritchard et al., 2005). Dieses Ergebnis konnte
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allein dadurch erklart werden, dass die Kontrollgruppe dieser Studie durch asymptomatische
Menschen mit Alzheimer-Krankheit verfdlscht wurde. So wurde in den meisten Studien nicht fiir die
flr die Alzheimer-Krankheit typischen Biomarkerveranderungen im CSF oder im PET kontrolliert. Eine
alternative Erklarung ist auch, dass der untersuchte LRP-1-Polymorphismus nicht das
Krankheitsrisiko, sondern nur den Krankheitsverlauf bedeutsam beeinflusst. Somit waren andere
Faktoren zur Krankheitsentstehung entscheidend, die z. B. zu einer gesteigerten Amyloidproduktion

fiihren, die folglich die Transportmechanismen Uberlasten.

Der ApoE-Genotyp erklarte selbst die Variabilitat der [**C]PiB-Aufnahme (p= 0,003), was mit den
Ergebnissen anderer Studien im Einklang steht (Drzezga et al., 2009; Grimmer et al., 2010). ApoE und
LRP-1 sind beide in Clearancemechanismen von A involviert (Castellano et al., 2011). Das ApoE-&4-
Allel sowie das T-Allel des LRP-1-C667T-Polymorphismus sind potentielle Risikofaktoren fiir die
Entstehung der Alzheimer-Demenz lber ihren Einfluss auf die zugrunde liegende zerebrale AB-

Pathologie (Bahia et al., 2008).

Bereits in friheren Arbeiten wurde gezeigt, dass eine eingeschrankte Amyloid-Clearance zur
Entwicklung zerebraler Amyloidablagerungen fiihrt (Thal et al., 2002b). Die mikrovaskulare
Pathologie in der weilRen Substanz als Indikator fiir beeintrachtigte perivaskulare Drainagewege
korreliert positiv mit einer erhéhten Rate an Amyloidablagerungen in Patienten mit Alzheimer-
Demenz (Grimmer et al., 2012). Die Ergebnisse dieser Arbeit weisen ebenfalls darauf hin, dass
weitere Amyloid-Clearance-Mechanismen fiir die Entwicklung einer zerebralen Amyloidpathologie

bei der Alzheimer-Demenz bedeutsam sind.

Der Transportumsatz von AB mittels LRP1 bei Menschen mit Alzheimer-Demenz kann auch durch
pharmakologische Substanzen erhéht werden. Beispielweise steigert Rifampicin den Transport von

AP aus dem Gehirn (iber die BBB durch Induktion von LRP-1 (Qosa et al., 2012). Ob ein solcher
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Mechanismus klinisch beim Menschen relevant ist, miisste allerdings erst noch in Studien gezeigt

werden.

In den Subgruppenanalysen bleibt der Zusammenhang zwischen der T-Allel-Haufigkeit des LRP1-
C667T-Polymorphismus und der Amyloidpathologie nur innerhalb der ApoE-e4-Alleltragern
signifikant, wahrend der Interaktionsterm von T-Allel-Haufigkeit x ApoE-g4-Allelhdufigkeit in der
Regressionsanalyse in der gesamten Kohorte nicht signifikant war. Dieser Unterschied zwischen
ApoE-e4-Alleltragern und ApoE-g4-Nicht-Alleltragern ist im Hinblick auf LRP-1-vermittelten Transport
von AB mit praklinischen Erkenntnissen vereinbar: AR kann mittels LRP-1 auch als ApoE-AB-Komplex
in die perivaskularen Drainagewege transportiert werden (Castellano et al., 2011). ApoE-g2 und
ApoE-€3 kdnnen, sowohl isoliert als auch im Komplex mit AB, substantiell schneller Gber die Blut-
Hirn-Schranke mittels LRP1 transportiert werden als ApoE-€4 oder der Komplex aus AB mit ApoE-e4
(Deane et al., 2008). Der Einfluss der ApoE e4-Allelhdufigkeit auf die Amyloid-Clearance mittels LRP1-
Transporter sprache dafiir, dass in Zukunft neben einer ApoE-Genotypisierung eine Bestimmung des
LRP1-C667T-Polymorphismus interessant ware, um dessen additive Wirkung abzuschatzen. Dennoch
koénnte bei héherer Fallzahl eventuell ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem LRP1-Genotyp
und dem zerebralen Amyloid unabhangig vom ApoE-Genotyp gefunden werden. Eine signifikante
Interaktion zwischen dem C667T LRP1 Polymorphismus und der ApoE €4 Haufigkeit fand sich in

dieser Arbeit nicht.

5.1.1 Regionale Variabilitit

Die voxelbasierte Korrelationsanalyse zwischen LRP-1-T-Allelhdufigkeit und zerebralen Amyloid
zeigte, dass der Zusammenhang in den temporo-parietalen Kortexregionen am starksten war. In
diesem Bereichen wird eine perivaskulare Clearance von Molekilen wie AB entlang kleiner arterieller

Gefalle (glymphatisches System) in das vendse System vermutet (Tarasoff-Conway et al., 2015).
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Subkortikale Hirnregionen werden hingegen durch andere Wege drainiert, beispielsweise durch
Diffusion von AP in den Liquor cerebrospinalis (Szentistvanyi et al., 1984). Dies wiirde erklaren,
weshalb sich kein Zusammenhang zwischen der AB-Konzentration im Liquor und der LRP-1-T-

Allelhaufigkeit finden lasst.

5.1.2 Limitation der Studienergebnisse

Die Ergebnisse aus beiden Studien missen aufgrund der kleinen Fallzahl dennoch mit Vorsicht
interpretiert werden. Die p-Werte der Korrelationsanalyse zwischen der C667T-LRP-1-T-
Allelhdufigkeit und der zerebralen Amyloidablagerungen waren nah an der Signifikanzgrenze. In einer
Post-hoc-Analyse ohne die Homozygoten fiir das C667T-LRP-1-T-Allel erreichte die Analyse keine
Signifikanz (p= 0,110). Die Subanalyse mit ApoE-e4-Alleltragern blieb hingegen signifikant (p= 0,048).
Der Zusammenhang mag sich folglich bei ApoE-g4-Alleltragern starker auswirken, und kénnte
aufgrund geringerer Effektstdrke bei den Nicht-Alleltragern nicht statistisch signifikant sein. Aus

diesem Grund ware es wichtig, die Ergebnisse in einer groReren Kohorte zu replizieren.

Die Diagnose der Alzheimer-Demenz wurde nach den Standardforschungskriterien fiir die
wahrscheinliche Alzheimer-Demenz vergeben (McKhann et al., 1984, 2011). Ein Kritikpunkt mancher
vorherigen Arbeiten ist, dass die klinischen Diagnosen nicht auf das Vorliegen einer Alzheimer-
Pathologie bestatigt wurden. In dieser Arbeit wurden stets mittels PET zerebrale
Amyloidablagerungen bei allen eingeschlossenen Patienten mit Alzheimer-Demenz nachgewiesen.

Fehlklassifikationen sind hierdurch unwahrscheinlich.
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5.2 Diskussion zu CSF-NEP

Die NEP-Aktivitat im Liquor war signifikant negativ mit Liquor-Biomarkern flr die Alzheimer-
Krankheit (AB42) und positiv flir neuronalen Zelluntergang (CSF-Tau) korreliert sowie mit dem

[*8F]FDG-PET-Signal, nicht aber mit dem globalen Amyloid-Signal gemessen im [C!]PiB-PET.

Niedrigere AB42-Spiegel im Liquor bei Menschen mit Alzheimer-Demenz gingen mit einer héheren
Neprilysinaktivitat im Liquor einher, allerdings bestand kein signifikanter Zusammenhang zwischen

Neprilysinaktivitat im Liquor und dem zerebralen Amyloid gemessen mit Amyloid-PET.

Fir NEP und AP wurde auf der Grundlage der Arbeit von Huang et al. ein gegensinniger linearer
Zusammenhang angenommen, bedingt durch die anti-amyloiderge proteatische Aktivitat von NEP
(Huang et al., 2006). Der Abbau von AB durch NEP kann im Gehirnparenchym (vor allem axonal an
der Prasynapse) (Huang et al., 2006) oder nach Lésung von NEP von der Zellmembran im
interstitiellen Raum im Gehirn oder im Liquor stattfinden. Unklar blieb, in welchen Mafen I6sliches
NEP seine proteatische Aktivitat behalt. Es wurde deshalb kein Konzentrations-, sondern ein
Aktivitatsassay verwendet, um das tatsachliche anti-amyloiderge proteolytische Potential von NEP zu
erfassen. Zudem wurden die Ergebnisse interpretiert, ohne die Moéglichkeit zu bericksichtigen, dass
die Menge von NEP von der produzierten Amyloidmenge im Gehirn beeinflusst werden konnte

(Grimm et al., 2015).

5.2.1 Neprilysin und Amyloid im Liquor

Es wurde ein gegensinnig linearer Einfluss der NEP-Aktivitat auf die AB-Konzentrationen im Liquor
gefunden. Der Zusammenhang war allerdings erst signifikant, als flir Biomarker fiir neuronale
Schadigung kontrolliert wurde. Sowohl die Kontrolle der Neurodegeneration mittels [*®F]FDG-PET-

Signal als auch mit CSF-Tau lieferten ein Gbereinstimmendes signifikantes Ergebnis mit einem
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gegensinnigen linearen Zusammenhang zwischen AP und NEP. Da NEP ein Transmembranprotein ist,
tritt NEP genauso wie Tau bei Zelltod in das Interstitium tGber und wird in den Liquor drainiert. NEP ist
daher primar ein Marker fiir Neurodegeneration; durch proteolytische Aktivitat kann NEP die Ap42-
Konzentration weiter reduzieren. Bisher konnten andere Arbeiten im Liquor keine Korrelation
zwischen der Neprilysin-Aktivitat und AR42-Konzentration herstellen, allerdings wurde in diesen
nicht fiir neuronalen Zelluntergang kontrolliert (Maruyama et al., 2005; Sorensen et al., 2013). Der
Einfluss von Neprilysin konnte insbesondere bei diagnostischen Bestimmungen der Liquorbiomarker
fiir Amyloidpathologie zu berlicksichtigen sein. Zum Beispiel kdnnte der AB42-Spiegel im Liquor
durch hohe NEP-Konzentrationen falschlich erniedrigt sein. Dies ware der Fall, wenn NEP durch
andere, nicht durch die Alzheimer-Krankheit verursachte Zellschadigung freigesetzt wird, z. B. durch
eine cerebrale Ischdmie oder durch pharmakologische Einfliisse (Yamamoto et al., 2016). Bei einer
Korrektur um den Einfluss von NEP wiirden falschlich niedrige AB42-Werte eventuell vermieden

werden.

Studien an transgenen Mdusen zeigten, dass lokal erhohte zerebrale Amyloidspiegel mit einem
lokalen Anstieg der Neprilysinkonzentration einhergehen (Mohajeri et al., 2002). Die Messung der
Produktionsrate von NEP und A konnte in dieser Studie aufgrund der methodischen Schwierigkeiten
einer in-vivo Erfassung nicht erfolgen. Sollte sich eine AB-bedingte gesteigerte Transkriptionsrate von
NEP auf die NEP-Aktivitat im Liquor auswirken, so wurde hierfiir nicht kontrolliert. Im Liquor
cerebrospinalis findet sich bei Menschen im leichtgradigen dementiellen Stadium einer Alzheimer-
Demenz (MMST>17) allerdings eher eine geringere Neprilysinaktivitat, bei Menschen im Stadium der
mittel- bis schwergradigen Demenz hingegen eine erhohte Aktivitat. In der Kohorte der vorliegenden
Arbeit fanden sich allerdings keine signifikanten Korrelationen zwischen der NEP-Aktivitat und dem
klinischen Schweregrad (MMST Pearson 0,122, p= 0,580, CDR SOB Pearson -0,185, p= 0,397) oder

dem Alter (Pearson 0, 049, p= 0,825).
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5.2.2 Neprilysin und zerebrale Amyloidablagerung

Soweit bei Fertigstellung dieser Arbeit bekannt, wurde der Zusammenhang zwischen zerebraler
Amyloidablagerungen (gemessen im [C!]PiB -PET) und der Neprilysinaktivitat im Liquor bisher nicht
untersucht. Das [C'!]PiB -PET-Signal ist ein Biomarker fiir die globalen zerebralen
Amyloidablagerungen, wahrend die Konzentration von AR42 einen Marker der Amyloid-Clearance
darstellt (Grimmer et al., 2009b). Eine signifikante Korrelation zwischen der Neprilysinaktivitat und
dem [C!]PiB -PET-Signal wurde in dieser Arbeit nicht gefunden. Andere Clearance-Mechanismen wie
Abflusswege oder Abtransport liber die Blut-Hirn-Schranke moégen also relevanter die globale
Amyloidmenge beeinflussen (Grimmer et al., 2009b, 2012, 2014) als die lokale Degradation durch
NEP, zumindest im Stadium der Demenz. Eine alternative Erklarung kann sein, dass die NEP-Aktivitat
im Liquor nicht mit der Aktivitdt im zerebralen Parenchym korreliert und damit auch nicht mit den
zerebralen Amyloidablagerungen. Zum Beispiel wird Neprilysin auch am Plexus choroideus exprimiert
(Bourne and Kenny, 1990; Gaudoux et al., 1993) und kénnte Einfluss auf die NEP-Aktivitat im Liquor,
unabhangig vom sonst in den Liquor aus dem Hirnparenchym drainierten Ursprung haben. Eine
weitere Erklarung fiir einen fehlenden Zusammenhang mit der zerebralen Amyloidmenge ware, dass
sich die NEP-Aktivitat im Krankheitsverlauf verandert. In friihen klinischen Stadien kdnnte die NEP-
Aktivitat erhoht, in den spateren erniedrigt sein (Maruyama et al., 2005). In dieser Arbeit fand sich
allerdings kein signifikanter Unterschied zwischen fritheren und spateren Krankheitsstadien. Eine
Korrelation zwischen kumulativen Biomarkern der Alzheimer-Krankheit wie den globalen
Amyloidablagerungen und der gemessenen NEP-Aktivitat wurde in der Querschnittsuntersuchung

nicht gesehen.
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5.2.3 Neprilysin und neuronaler Zelluntergang

Der Hauptanteil des sich im Liquor befindlichen NEP entspringt hochstwahrscheinlich aus
Zellmembranen untergegangener Neuronen (lwata et al., 2004) und wird in den Liquor
cerebrospinalis drainiert. Damit vereinbar war NEP positiv mit Biomarker fiir Neurodegeneration

korreliert (CSF-Tau, [*¥F]FDG -PET-Signal).

5.2.4 Neprilysin und das Tau-Protein

In der untersuchten Kohorte war NEP signifikant mit CSF-Tau korreliert. Dies ist damit vereinbar, dass
der groRRte Anteil der NEP-Konzentration im Liquor auf neuronalen Zelluntergang zurlickzufiihren ist.

Auch andere Arbeiten fanden einen positiv signifikanten Zusammenhang im Liquor zwischen CSF-Tau
und NEP (Maruyama et al., 2005; Sorensen et al., 2013). Geht NEP nach dem Zelltod eines Neurons in
die interstitielle Flissigkeit Gber (Tapiola et al., 2009), so hat es dhnliches diagnostisches Potential als
Biomarker fir Neurodegeneration wie CSF-Tau, auch ein Indikator fiir die Geschwindigkeit des

neuronalen Zelluntergangs.

5.2.5 Neprilysin und das [18F]FDG -PET

Zum ersten Mal konnte gezeigt werden, dass die NEP-Aktivitdt invers mit dem globalen und
regionalen [*®F]FDG-PET-Signal korreliert ist. Der globale Schweregrad der neuronalen Zellschadigung
gemessen mittels des zerebralen Glukosemetabolismus geht mit erhéhten NEP-Spiegeln und damit
erhohter NEP-Aktivitat einher. Ein Anstieg der NEP-Aktivitat bei hoheren klinischen Schweregraden
der Alzheimer-Demenz wurde auch von Maruyama et al. gesehen (Maruyama et al., 2005). Jedoch

fand sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem klinischen Schweregrad anhand von
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neuropsychologischen Testverfahren (MMST, CDR-SOB) und der NEP-Konzentration im Liquor in

dieser Arbeit.

5.2.6 Limitation der Studienergebnisse

Obwohl die Altersverteilung in der Kohorte einen relativ groflen Bereich abdeckt (51-82 Jahre), sind
die Ergebnisse nicht fiur die altesten Patienten (> 85 Jahre) reprasentativ. Ebenso verhilt es sich mit
der Verteilung des klinischen Schweregrades (CDR-SOB 0,5-11,0). Patienten mit schwergradigem

dementiellem Syndrom bei Alzheimer-Krankheit wurden nicht untersucht.

6 Zusammenfassung

Zum einen fand sich ein signifikanter positiver Zusammenhang zwischen der Haufigkeit der T-Allele
des LRP-1-C667T-Polymorphismus auf Chromosom 12 und globaler Amyloidablagerungen in einer
Querschnittskohorte von 72 Patienten mit Alzheimer-Demenz. Die Starke der Korrelation zeigt
regionale Variabilitat mit Signifikanz vorwiegend in den temporo-parietalen kortikalen Arealen und in
Hirnregionen mit kortikaler Nahe auf. Zudem konnte gezeigt werden, dass dieser Zusammenhang
starker in Tragern des ApoE-e4-Allels ist. Dies ist ein Indiz dafiir, dass eine Stérung der zerebralen
Clearancemechanismen ursachlich fiir AB-Akkumulation im Gehirn und méglicherweise eine Ursache

flr die Entwicklung einer Alzheimer-Krankheit ist.

Zum anderen konnte in einer Kohorte von 23 Menschen mit Alzheimer-Demenz gezeigt werden, dass
die CSF-NEP-Aktivitat mit Biomarkern der Alzheimer-Krankheit in Zusammenhang steht. Nach
Kontrolle fir Neurodegeneration war die CSF-NEP-Aktivitat negativ signifikant mit der CSF-AR42-

Konzentration korreliert, aber nicht mit der zerebralen Gesamtamyloidmenge gemessen im Amyloid-
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PET. NEP war ebenso mit Biomarkern fiir Neurodegeneration korreliert: mit dem kumulativen Maf

des [®F]FDG -PET und CSF-Tau als MaR fiir die Geschwindigkeit des neuronalen Untergangs.

7 Finanzieller Interessenkonflikt

Die Ergebnisse wurden ohne einen biomedizinischen, finanziellen oder personlichen
Interessenkonflikt gewonnen. Die Durchfiihrung der Arbeit wurde zum Teil von der Deutschen
Forschungsgemeinschaft und von der Kommission fiir Klinische Forschung (KKF) der Technischen

Universitdt Miinchen gefordert.

8 Vorveroffentlichungen

Die Ergebnisse dieser Dissertation wurden bereits wahrend des Dissertationsverfahrens in
wissenschaftlichen Fachjournalen publiziert und die Veréffentlichungen wurden bei dem Dekanat der
Technischen Universitat Miinchen angezeigt. Im Februar 2014 erschien ,,LRP-1 polymorphism is
associated with global and regional amyloid load in Alzheimer's disease in humans in-vivo” in
Neuroimage: Clinical (Grimmer et al., 2014). “Associations of Neprilysin Activity in CSF with
Biomarkers for Alzheimer's Disease” erschien im Juli 2019 in Neurodegenerative Diseases (Grimmer

et al., 2019).
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