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1 Zusammenfassung

Die Alzheimer-Krankheit (Alzheimer’s disease [AD]) ist die haufigste Ursache einer altersbe-
dingten Demenz und eine Herausforderung unserer Zeit?. Mit der Entwicklung von neuen
kausalen Therapieansatzen zur Behandlung der AD werden Screeningtests, die Uberall ver-
fugbar und gunstig sind, bedeutender, um Patienten und Patientinnen (Patient*innen) in prod-
romalen Stadien frihzeitig identifizieren zu konnen®#. Dabei sind Plasma-Biomarker Zeit und
Kosten sparend, minimal invasiv und werden von Patient*innen gut toleriert >¢. Mehrere Stu-
dien haben gezeigt, dass Biomarker aus dem Blut auch in frihen Stadien geeignet sind, um
eine AD zu erkennen’#®, es werden jedoch noch Daten aus der klinischen Praxis in Gedacht-
nisambulanzen benétigt, um den klinischen Nutzen abschéatzen zu kdnnen.

Ziel dieser Studie war es, zu prifen, ob die Plasma-Biomarker Amyloid-beta42 (ARR42),
Amyloid-beta40 (AR40), Phosphoryliertes-Tau-Protein181 (pTaul81), Total-Tau-Protein
(tTau) und Neurofilament Light (NFL) die diagnostischen Gruppen klinisches Alzheimer-De-
menz-Syndrom (Dementia of Alzheimer‘s type [DAT]), leichte kognitiver Stérung (Mild Cogni-
tive Impairment [MCI]) und subjektive kognitiver Stérung (Subjective Cognitive Decline [SCD])
in einer routinemafigen Gedachtnisambulanz auRerhalb eines hoch standardisierten For-
schungsrahmens unterscheiden kénnen.

Dazu wurden Plasmaproben von 144 Patient*innen aus der Gedachtnisambulanz der
Uniklinik KéIn untersucht. Die Plasma-Biomarker wurden mittels einer ultrasensitiven Single
Molecule Array (Simoa) Immunoassey Technologie gemessen. Die statistische Analyse um-
fasste u.a. den Kruskal-Wallis-Test, lineare Regression und Receiver-Operating-Characteris-
tics-Analysen.

Von den Plasma-Biomarkern zeigten pTaul81 (H(2)=34,43, p<0,001) und NFL
(H(2)=27,66, p<0,001) statistisch signifikante Gruppeneffekte. Patient*innen mit DAT zeigten
dabei hohere Plasmawerte als Patient*innen mit MCl und SCD. Daruber hinaus zeigten die
Ratios AR42/AR40 (H(2)=7,50, p=0,02) und pTaul81/AR42 (H(2)=25,26, p<0,001) signifikante
Gruppeneffekte. PTaul81 zeigte die hochste Flache unter der Kurve (Area under the Curve
[AUC]) zur Differenzierung der verschiedenen diagnostischen Gruppen.

Die mit der Simoa-Technologie analysierten Plasma-Biomarker konnten in einem Stu-
dienkollektiv einer Gedachtnisambulanz aul3erhalb spezifischer Forschungsbedingungen zwi-
schen verschiedenen Diagnosegruppen unterscheiden. Die Ratio AR42/AR40 erlaubte eine
signifikante Unterscheidung zwischen SCD und DAT. PTaul81 unterschied zwischen allen
Gruppen und zeigte hohere Werte in fortgeschritteneren Stadien der kognitiven Beeintrachti-

gung. Diese Ergebnisse stimmen mit friheren Ergebnissen Uberein, die zeigen, dass pTaul31l



bei Patient*innen mit DAT erhoht ist, aber auch zwischen verschiedenen frihen Stadien der
Krankheit unterscheiden kann®®. Es konnte auch bestéatigt werden, dass pTaul81/AR42 zwi-
schen Gruppen unterscheidet, wobei keine Uberlegenheit gegeniiber pTaul81 festgestellt
werden konnte. Im Gegensatz zu pTaul81 konnte NFL nicht zwischen SCD und MCI unter-
scheiden.

Die Limitationen dieser Studie ergeben sich vor allem aus dem versorgungsnahen Stu-
diendesign. Aufgrund von fehlender Empfehlung zu einer Bestimmung von Liquor-Biomarkern
bei SCD und eingeschrankter Empfehlung bei MCI, konnten diese als Validierung nicht in die
Analyse aufgenommen werden. Eine gesunde Kontrollgruppe fehlte, da die Stichprobe auf
Patient*innen der Gedachtnisambulanz begrenzt war. Aul3erdem wurde die Simoa-Technolo-
gie bislang nur in der Forschung eingesetzt und nicht in der klinischen Praxis. Zwar fuhrt das
versorgungsnahe Design zu Limitationen, jedoch ergeben sich hieraus auch Starken. Alle Pa-
tient*innen die sich in der klinischen Routine mit SCD, MCI und DAT vorstellten, konnten in die
Studie aufgenommen werden. Es gab keine studienspezifischen Ein- oder Ausschlusskrite-
rien.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass Plasma pTaul81 und NFL sowie die
Ratios AR42/AR40 und pTaul81/AR42 ausreichend robust sind, um diagnostische Gruppen
mit begrenzter StichprobengroRe in einer Gedachtnisambulanz zu unterscheiden. In Uberein-
stimmung mit jingsten Studien erwies sich pTaul81 als der vielversprechendste Biomarker.
Dies lasst auf einen potenziellen klinischen Nutzen in friihen symptomatischen Stadien schlie-
Ben. Die Einfihrung von Plasma-Biomarkern in die klinische Praxis in Gedachtnisambulanzen
und moglicherweise sogar in nicht spezialisierten und allgemeinmedizinischen Einrichtungen

wird die Zuganglichkeit zu Biomarker basierter Diagnostik erheblich verbessern.



2 Einleitung

2.1  Alzheimer-Krankheit

2.1.1 Bedeutung fir die Bevélkerung und das Gesundheitssystem

Die Alzheimer-Krankheit (Alzheimer’s disease [AD]) ist die haufigste Ursache einer altersbe-
dingten Demenz und eine der fihrenden Erkrankungen unserer Zeit. Die Belastung fir die
Gesundheitssysteme ist groR und stellt zunehmend eine weltweite Herausforderung dar2.

Im Jahr 2021 lebten in Deutschland 1,8 Millionen Menschen mit einer Demenz.° Im
Jahr 2016 waren es noch 1,6 Millionen Menschen?. Weltweit waren 2016 circa 44 Millionen
Menschen erkrankt!?. Schatzungen zufolge kénnte diese Zahl in Deutschland im Jahr 2050
auf bis zu 2,8 Millionen und weltweit auf 139 Millionen steigen. Nicht zuletzt beruht diese Ent-
wicklung auf einer zunehmenden demografischen Alterung der Bevolkerung™®.

Das klinische Alzheimer-Demenz-Syndrom (Dementia of Alzheimer‘s type [DAT]) er-
zeugt immense 6konomische, medizinische sowie soziale Kosten.? Dabei steigen die Kosten
pro Patient und Patientin (Patient*in) mit zunehmender Progression der Erkrankung stark an.
Zum Beispiel liegen die durchschnittlichen Kosten der medizinischen Behandlung und Pflege
fur Patienten und Patientinnen (Patient*innen) mit leichter DAT in Deutschland bei ca.1600

Euro pro Monat, bei Patient*innen mit schwerer DAT bei tiber 5000 Euro pro Monat*2,

2.1.2 Demenzkriterien und neuropathologische Merkmale der Alzheimer-Krank-
heit

Die Syndrom-Definition Demenz erfolgt in Deutschland aktuell nach den Kriterien des Interna-
tional Statistical Classification of Diseases and Related Health Problems (ICD) 10. Die Diag-
nosestellung der DAT beruht auf der Erfillung der allgemeinen Demenzkriterien sowie der
spezifischen Kriterien fur eine DAT der National Institute on Aging and Alzheimer’s Associa-
tion. Zu den allgemeinen Kriterien einer Demenz gehdrt die Beeintréachtigung der Funktion der
Alltagsaktivitaten, eine Verschlechterung des Zustandes im Zeitverlauf, ein objektivierbarer
Nachweis der kognitiven Verschlechterung durch neuropsychologische Testung und die Be-
eintrachtigung von mindestens zwei der folgenden Bereiche: Gedéachtnisfunktionen, Verste-

hen und Durchfiihrung komplexer Aufgaben/ Urteilsfahigkeit, raumlich-visuelle Funktionen,
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Sprachfunktionen oder Personlichkeitsveranderungen. Zu den spezifischen Kriterien einer
DAT gehdrt zusatzlich ein langsamer Symptombeginn tiber Monate bis Jahre. Dabei sind erste
und deutliche Symptome ein Defizit der episodischen Gedachtnisfunktionen kombiniert mit ei-
nem Defizit in einer weiteren der oben genannten Doméanen bei der anamnestischen Variante.
Non-anamnestische Varianten kénnen sprachbezogen, visuell-raumlich oder exekutiv sein.
Dabei miissen mogliche andere Ursachen einer Demenz ausgeschlossen sein.*

Die AD ist neuropathologisch durch die Ablagerung von Tau-Fibrillen und Beta-Amy-
loid-Plaques charakterisiert'>*". Es gibt Hinweise darauf, dass pathologische Prozesse mehr
als zwei Jahrzehnte vor Symptombeginn einsetzen. In diesem friihen Stadium zeigen sich zu-
erst Amyloid-Plagues, dann Tau Ablagerungen, gefolgt von einer Abnahme des kortikalen Me-
tabolismus 10-15 Jahre vor Symptombeginn. Nachfolgend tritt eine Hirnatrophie bereits 5-10
Jahre vor Symptombeginn auf.'81°

In dem von der National Institute on Aging and Alzheimer’s Association entwickelten
Forschungsrahmen ist die AD anhand der zugrundeliegenden pathophysiologischen Pro-
zesse, die entweder postmortem in einer Autopsie oder in vivo anhand von Biomarkern doku-
mentiert werden konnen, definiert. Biomarker werden in Marker fiir Beta-Amyloid (ARR) Ablage-
rungen, pathologisches Tau und Neurodegeneration unterteilt. Damit teilt die Amyloid-Tau-
Neurodegeneration(ATN)-Klassifikation die verschiedenen Biomarker anhand des zugrunde-
liegenden pathologischen Prozesses, der von diesen gemessen wird, ein.?°

Biomarker stellen objektive diagnostische Richtwerte dar, welche genau gemessen
werden kénnen und reproduzierbar sind. Sie sind abzugrenzen von klinischen Symptomen,
welche subjektiv durch Patient*innen angegeben und im Rahmen von neuropsychologischen

Testungen objektiviert werden kénnen.?

2.1.3 Risikostadien: Subjektive kognitive Stérung und leichte kognitive Stérung

Zu den Risikostadien einer DAT gehoren die subjektive kognitive Stérung (Subjective Cogni-
tive Decline [SCD]) und die leichte kognitive Stdrung (Mild Cognitive Impairment [MCI]).

Bei der SCD handelt es sich um eine durch die Patient*innen subjektiv wahrgenom-
mene Verschlechterung der kognitiven Leistungsfahigkeit ohne objektivierbare Nachweise bei
altersentsprechend unauffélliger neuropsychologischer Testung. SCD tritt im spaten praklini-
schen Stadium der AD auf, das kurzlich in Ubereinstimmung mit den Kriterien der US National
Institute on Aging-Alzheimer’s Association als Stadium 2 der AD bezeichnet wurde??. Auch
wenn die Ursachen einer SCD heterogen sein kénnen, stellt die SCD einen Risikofaktor fur

eine zukunftige kognitive Verschlechterung und die Entwicklung einer MCI und einer DAT
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dar??. Bei den SCD-Fallen, die zu einer Demenz fortschreiten, ist die DAT die haufigste Form,
aber auch andere Demenzformen treten auf?3. Mogliche Ursachen einer SCD kdnnen neben
einer Neurodegeneration kognitive Symptome im Rahmen anderer Erkrankungen oder Medi-
kamentennebenwirkungen, aber auch Erschopfungszustande sein?*. Differentialdiagnostisch
kann eine subjektive Verschlechterung der Kognition auch im Rahmen von Depressionen und
Angststérungen auftreten. Darlber hinaus wurde in einer kirzlich durchgefiihrten Meta-Ana-
lyse gezeigt, dass der Anteil der SCD-Falle mit Amyloid-Pathologie in den einzelnen Stichpro-
ben je nach spezifischen Rekrutierungskriterien und -bedingungen erheblich variiert?®,

Im Gegensatz zu SCD ist bei MCI typischerweise neben einer subjektiv wahrgenom-
menen Verschlechterung auch eine objektivierbare kognitive Stérung bei erhaltener Alltags-
kompetenz vorhanden!4. Auch MCI ist ein heterogenes Syndrom, das durch andere Erkran-
kungen ausgeldst werden kann?. MCI mit dem Hauptsymptom Gedachtnisstorung ist jedoch
mit einem besonderen Risiko fiir die Entwicklung einer DAT assoziiert*. Pathophysiologische
Merkmale der AD konnen schon im Stadium MCI nachgewiesen werden?’. Als Abgrenzung
zur DAT sind die Aktivitdten des alltaglichen Lebens groR3tenteils unbeeintréchtigt und damit

die Kriterien einer Demenz nicht erfiillt28.

2.1.4 Aktuelle Therapiemdglichkeiten

Momentan sind in Deutschland nur symptomatische Therapien in der Behandlung der AD zu-
gelassen. Kausale Therapieansatze zeigten bislang méaRige Erfolge mit einer leichten Progres-
sionsverzogerung der AD?3°,

In der Entwicklung befinden sich Wirkstoffe, die auf eine Vielzahl von Zielprozessen
gerichtet sind. Derzeit laufen ca. 190 Phase 1, 2 und 3 Studien, in denen Medikamente zur
Behandlung der AD untersucht werden. Dabei sind krankheitsmodifizierende Therapien mit
79% der in Studien befindlichen Arzneimitteln am haufigsten vertreten3!.

Eines dieser krankheitsmodifizierenden Medikamente ist der monoklonale Antikdrper
Lecanemab, der sich gegen AR richtet. Im Gegensatz zu vorherigen Wirkstoffen, konnte in
Studien neben der Reduktion des AR auch eine klinische Wirksamkeit und Auswirkungen auf
den Krankheitsverlauf nachgewiesen werden®. Im Januar 2023 erfolgte die Marktzulassung
in den Vereinigten Staaten®*3*, Die Zulassung in Europa wurde beantragt®.

Auch die Amyloid-Antikérper Aducanumab und Donanemab zeigten dosis- und zeitab-
hangig bei Patient*innen mit prodromaler oder leichter Alzheimer-Demenz eine Reduktion der
AR Last im Gehirn®¢%’, Donanemab zeigte zudem eine klinische Verlangsamung des kogniti-

ven Abbaus®. Neben den Amyloid-Antikorpern, die 19% der Phase 3 Studien ausmachen,
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befinden sich u.a. Wirkstoffe in Phase 3 Studien, die auf die Zielprozesse synaptische Plasti-
zitat, oxidativer Stress, Stoffwechsel, Tau und Inflammation einwirken3.
Mit der Entwicklung neuer kausaler Therapieansatze zur Behandlung der AD wird der

friihe Zeitpunkt der Diagnosestellung fur einen Therapieerfolg entscheidend sein.

2.2 Diagnostik der Alzheimer-Krankheit

2.2.1 Aktueller Standard der Diagnostik in Gedachtnisambulanzen

Gedachtnisambulanzen sind interdisziplinare Einrichtungen, die sich auf die Diagnostik und
Therapie von Gedachtnisstorungen spezialisiert haben. Ziel ist dabei, eine mdgliche De-
menzerkrankung frithzeitig zu erkennen und diese differentialdiagnostisch von normalen Alte-
rungsprozessen, Stoffwechselstérungen, anderen organischen Erkrankungen und prodroma-
len Stadien wie der SCD und MCI unterscheiden zu kdnnen. Im Anschluss kénnen entspre-
chende Patient*innen individuell betreut und evidenzbasierten Therapien zugefuihrt werden.

In einer spezialisierten Gedachtnisambulanz erfolgt der diagnostische Nachweis der
neuropathologischen Merkmale aktuell mit Hilfe von Biomarkern aus dem Liquor®®4° oder spe-
zieller radiologischer Bildgebung, wie z.B. der Amyloid-Positronen-Emissions-Tomographie
(Amyloid-PET)*. Nachweislich nehmen Laborwerte im klinischen Alltag eine zentrale Rolle ein
und beeinflussen bis zu 70% der klinisch medizinischen Entscheidungen*. Auch bei der Di-
agnostik der AD sind sie von zentraler Bedeutung, da die Préazision der nur anhand von Symp-
tomen und klinischem Erscheinungsbild gestellten Diagnose teils ungeniigend ist*.

Zu den Kernbiomarkern im Liquor zahlen Amyloid-beta42 (AR42), Total-Tau-Protein
(tTau) und das Phosphorylierte-Tau-Protein (pTau)*. Sie reflektieren Schllisselaspekte der
Pathogenese, vor allem neuronale und axonale Degeneration, Phosphorylierung von Tau in
Tangles und die Oligomerisierung, Aggregation und Ablagerung der AR42 Peptide in
Plaques*. Charakterisierend ist hierbei eine Erhdhung von tTau und pTau bei gleichzeitiger
Erniedrigung von AR42 im Liquor®®. Die diagnostische Leistung bei zusatzlicher Anwendung
der Liquor-Biomarker ist nachweislich besser als bei ausschlief3lich klinischer Diagnosestel-
lung®®. Es gibt auBerdem Hinweise darauf, dass Liquor AB42 und Amyloid-PET in symptoma-
tischen Phasen in ihrer Aussagekraft gleichwertig sind*"#8, wobei Liquor AR42 Level schon 5-
10 Jahre vor Symptombeginn erniedrigt sind, wahrend Amyloid-PET Befunde noch unauffallig
erscheinen®.

Neben der Liquorpunktion und der Amyloid-PET kann eine Bestimmung des Genotyps

erfolgen. Hierzu ist vor allem das Apolipoprotein E von Bedeutung. Das Apolipoprotein E Gen
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kodiert fur Apolipoprotein E, ein Glykoprotein, das im Gehirn stark exprimiert wird*®. Die Be-
stimmung des Genotyps ist viel mehr fur die Risikoeinteilung als fir die klinische Diagnose-
stellung von Bedeutung.

Vor allem die Kombination aus klinischer Symptomatik und Biomarker-Ergebnissen
fuhrt schlussendlich zur Diagnosestellung einer Alzheimer-Demenz. Laut den International
Working Group-2-Kriterien fur Alzheimer-Demenz muss dabei im Hinblick auf die Biomarker
mindestens ein Kriterium der Pathologie erflillt sein: Entweder muss im Liquor AR42 erniedrigt
und tTau bzw. pTau erhéht sein oder ein positiver Amyloid-PET-Befund oder der Nachweis
einer Mutation, die zu einer monogen vermittelten AD fihrt, vorliegen. Darlber hinaus erfordert
die Diagnose nach diesen Kriterien eine klinische Symptomatik, zumindest eine leichte kogni-

tive Stérung*.

2.2.2 Weiterentwicklung und Fruhdiagnostik

Mit den derzeit verfligbaren diagnostischen Mitteln ist die Diagnosestellung einer AD zwar gut
mdoglich, jedoch bringen diese auch einige deutliche Nachteile mit sich. Eine Lumbalpunktion
zur Entnahme des Liquors ist invasiv. Auch wenn das Verfahren heute als relativ sicher anzu-
sehen ist, kdnnen seltene Komplikationen auftreten, die von leichtem postpunktionalem Ru-
ckenschmerz bis hin zu potentiell schwerwiegender zerebraler Herniation reichen kénnen®™.
Ein Amyloid-PET ist teuer und Patient*innen werden Strahlung ausgesetzt. Aul3erdem ist ein
Zugang zu einer Amyloid-PET oft nur in spezialisierten Zentren vorhanden®2%3, Im klinischen
Alltag werden Lumbalpunktionen und vor allem Amyloid-PET unregelmaRig genutzt®*. Plasma-
Biomarker hingegen sind Zeit und Kosten sparend und damit auch aus 6konomischer Sicht
interessant. Blutentnahmen sind einfacher, risikodrmer, weniger invasiv und werden von Pati-
ent*innen gut toleriert>®. Im Rahmen der Basisdiagnostik ist eine laborchemische Blutuntersu-
chung zum Ausschluss von sekundéaren Ursachen einer Gedachtnisstorung bereits Teil der
Routine in Gedachtnisambulanzen .

Mit der Entwicklung von neuen kausalen Therapieansatzen zur Behandlung der AD
und der Annahme, dass fiir den Erfolg zukilnftiger Therapieverfahren vor allem der friihe Zeit-
punkt der Diagnosestellung entscheidend ist, werden Screeningtests, die Uberall verfigbar
und gunstig sind, bedeutender. So kdnnten vor allem Patient*innen in prodromalen Stadien
friihzeitig erkannt werden und von einer mdglichen Behandlung profitieren.®#

Dabei kénnen Plasma-Biomarker auch fur Verlaufsbeobachtungen und Kontrollen von

Medikamentenwirksamkeit interessant und hilfreich sein®.
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2.2.3 Herausforderungen bei der Bestimmung von Plasma-Biomarkern

Im Hinblick auf die Bestimmung von Biomarkern einer AD im Plasma sind die Unterschiede in
der Bestimmung von im Gehirn produzierten Proteinen im Liquor und Plasma von besonderer
Bedeutung. Uber die Blut-Hirn-Schranke findet eine Kommunikation zwischen zentralem und
peripherem System statt. Durch den kontinuierlichen und uneingeschrankten Austausch des
Liguors mit dem Gehirn sind Biomarker-Konzentrationen im Liquor jedoch erheblich hoher als
im Blut>®>’. Im Gehirn gebildete Proteine mussen, nachdem sie in den Blutkreislauf eingetreten
sind, mit einer komplexen Matrix aus vielen verschiedenen Plasmaproteinen, wie z.B. Albumin,
Immunglobulin-G und Transferrin, in teilweise tber 10-fach héherer Konzentration konkurrie-
ren2%8, Hinzu kommt, dass ein im Gehirn gebildetes Protein dem Stoffwechsel des peripheren
Systems unterliegt. Es ist somit wahrscheinlich, dass dieses Protein zum Beispiel durch Pro-
teasen abgebaut, in der Leber metabolisiert und Uber die Niere ausgeschieden oder durch
peripheres Gewebe in bedeutenden Mengen gebildet wird>256,

Des Weiteren stellen analytische Faktoren einen Unterschied in der Bestimmung von
Liguor- und Plasma-Biomarkern dar. Dabei kdnnen Stérungen durch heterophile Antikorper
oder Unterschiede in der Blutgewinnung, Blutabnahme, Verarbeitung und Lagerung einen gro-
Ren Einfluss auf individuelle Resultate haben®2. Neben der Schwierigkeit der Messung, stellt
die Standardisierung von Schwellenwerten zwischen verschiedenen Laboren und die Replika-
tion von Resultaten ein Problem dar*®. Diese Unterschiede missen in der Bestimmung und
Etablierung von Plasma-Biomarkern bedacht werden. Darliber hinaus kénnen Plasma-Bio-
marker bislang gut auf Gruppenebene verschiedene diagnostische Kategorien unterscheiden,
wahrend die diagnostische Schéarfe noch nicht ausreichend ist®. Dies sind unter anderem
Griinde dafur, dass es bisher keinen Goldstandard in der Bestimmung von Plasma-Biomarkern
gibt und weitere Forschung wichtig und notwendig ist.

Eine neue ultrasensitive Methode zur Bestimmung von Proteinen im Plasma in sub-
femtomolaren Konzentrationen ist die Simoa-Technologie. Hierbei handelt es sich um ein di-
gitales Enzyme-linked Immunosorbent Assay, welches von der Firma Quanterix entwickelt
wurde®?. Unter Forschungsbedingungen konnten gute Ergebnisse bei der Bestimmung der

Plasma-Biomarker erzielt werden®2%3,
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2.3 Biomarker

2.3.1 Amyloid: Amyloid-beta40 und Amyloid-beta42

Amyloid-Plaques sind Eiweil3ablagerungen, die bei AD pathologisch im Gehirn akkumulie-
ren®, Die fur AD charakteristischen Amyloid-Ablagerungen werden anhand ihres molekularen
Gewichts bestimmt und sind als R-Amyloid (AR) bekannt®. Die zwei Unterarten Amyloid-
betad0 (AR40) und AR42 sind Produkte der enzymatischen Zerschneidung des Amyloid-
Precursor-Proteins durch die Beta- und Gamma-Sekretase®®%¢, Die mangelnde Clearance von
AR wird gemal der Amyloid-Hypothese auf den Zusammenbruch homoostatischer Prozesse,
die die proteolytische Spaltung des Amyloid-Precursor-Proteins regulieren, zurtickgeftihrt®’.
Dabei sind AR42-Ablagerung in Form von Oligomeren am friihesten nachweisbar®. Plaques
und lésliche Amyloid Oligomere sind assoziiert mit dem lokalen Verlust von Synapsen und
synaptischer Dysfunktion®®7°,

Die Abnahme des Liquor AR42 bei kognitiv beeintrachtigten Patient*innen im Vergleich
zu unbeeintrachtigten Gleichaltrigen konnte in zahlreichen Studien belegt werden. Die Bestim-
mung von AR gehort zur klinischen Routinediagnostik bei Verdacht auf AD™72, Es wird ange-
nommen, dass die pathophysiologische Basis fur die Erniedrigung des Liquor AR42 bei der
AD die Aggregation des hydrophobischen Peptids ist, welches dadurch in Plagues sequestriert
vorliegt. Dementsprechend werden geringere Mengen des Peptids in den Extrazellularraum
und in den Liquor sekretiert 3.

Die Bestimmung von Plasma AR ist grundsatzlich schwierig?®. Die AR Konzentrationen
im Plasma sind circa 10 Mal niedriger als im Liquor, wobei der Gesamt-Protein-Gehalt im Blut
10-fach hoher ist®®. Dies fiihrt vor allem zu technischen Schwierigkeiten bei der Messung der
Konzentration des Plasma Biomarkers. Schon friih gab es widerspriichliche Hinweise auf mog-
liche Veranderungen von AR42 im Plasma wahrend des Krankheitsverlaufs, wobei einige Stu-
dien nicht in der Lage waren, im Querschnitt zwischen DAT und Kontrollen zu unterschei-
den4'74’75.

Seit 2018 werden mit neuen hochsensitiven Messverfahren stabil niedrige Werte bei
DAT festgestellt, wobei die Ratio AR42/AR40 vielversprechende Ergebnisse liefert” 7681, Im
Liquor ist die Ratio AR42/ARR40 bereits ein potenter diagnostischer Marker, der die AR Veran-
derungen bei Patient*innen mit DAT reprasentiert. Der Nutzen der Ratio beruht wahrscheinlich
darauf, dass AR42 die groéfRere pathologische Relevanz zu haben scheint, wohingegen AR40
die individuelle Gesamtproduktion von AR besser reprasentiert®2. Es gibt Hinweise darauf,
dass auch eine erniedrigte Ratio im Plasma auf das Vorliegen einer DAT und starkere kogni-

tive Einschrankungen hinweist’881.83:84
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2.3.2 Tau: Phosphoryliertes-Tau und Total-Tau

Tau ist ein Mikrotubuli-assoziiertes-Protein, das im physiologischen Zustand unter anderem
Mikrotubuli stabilisiert und die synaptische Integritat und Funktion aufrechterhalt 8. Die patho-
logische Ablagerung von modifiziertem Tau-Protein in Neuronen ist ein haufiger Aspekt vieler
neurodegenerativer Erkrankungen, die unter dem Begriff ,Tauopathien® zusammengefasst
werden. Bei diesen Erkrankungen nehmen die Tau-Aggregate die Form von neurofibrillaren
Tangles an®.

Bei Patient*innen mit AD verliert Tau die Fahigkeit an Mikrotubuli zu binden und damit
seine physiologische Funktion®’. Pathophysiologisch beruht dies unter anderem auf einer
anormalen Hyperphosphorylierung des Tau-Proteins®. Anormale Hyperphosphorylierung
spielt eine entscheidende Rolle bei der Bildung von neurofibrillaren Tangles und scheint eine
fuhrende Ursache des neuronalen Untergangs zu sein®. Auch wenn der exakte neurotoxische
Mechanismus noch nicht abschlieRend geklart werden konnte, wird angenommen, dass die
Tau vermittelte Neurodegeneration durch Fehlfaltung, welche sowohl zum Verlust der physio-
logischen Funktion als auch zu einem pathologischen Funktionsgewinn fihrt, entsteht®,

Bei Patient*innen mit AD sekretieren Neuronen unter anderem mehr Tau in den Extra-
zellularraum, sodass die Konzentrationen von pTau und tTau im Liquor erhoht sind*4>57. PTau
scheint ein spezifischer Marker fiir die AD zu sein. PTaul81 Level sind bei Patient*innen mit
AD erhdht, bei anderen Formen der Demenz, bei akuten Hirnverletzungen oder bei anderen
neurodegenerativen Erkrankungen jedoch nicht®®-92, Hohere tTau-Werte prognostizieren ei-
nen schnelleren Progress der kognitiven Verschlechterung*. Dies unterstitzt die Vermutung,
dass tTau-Level mit der Intensitat der Neurodegeneration zusammenhangen®2. Jedoch kon-
nen auch bei anderen neurodegenerativen Erkrankungen, wie z.B. nach traumatischen Hirn-
verletzungen, Schlaganfall oder bei der Creutzfeld-Jakob-Erkrankung, erhéhte Liquor tTau-
Werte nachgewiesen werden®?-%4, Liquor tTau und pTau gehoren zu den Kernbiomarkern in
der Alzheimerdiagnostik**.

Plasma pTaul8l ist bei Patient*innen mit MCI und noch starker bei Patient*innen mit
DAT erhoht®9%, Mittels Plasma pTaul81 kann zwischen DAT und Kontrollen unterschieden
werden®5281.95-9% Eg korreliert in mehreren Untersuchungen mit dem entsprechenden Liquor-
Biomarker und mit Amyloid-PET-Scan-Ergebnissen®9529.98.9  pTay181 scheint im Verlauf
eine Verschlechterung der klinischen Symptome und des neuropsychologischen Status prog-
nostizieren zu kénnen®2%%°_ AuRerdem gibt es Hinweise darauf, dass auch Plasma pTaul81
zwischen AD und anderen neurodegenerativen Erkrankungen differenzieren kann®99:100 |n
der Kombination mit AR42/AR40 scheint pTau der beste Biomarker in praklinischen Stadien zu

sein!®l, Andere Plasma pTau Biomarker, wie pTau217, zeigen ahnliche Ergebnissg?!:102.103,
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Auch im Plasma zeigen sich erh6hte Level von tTau bei DAT im Vergleich zu MCI und
Kontrollen®6194-1%¢_Dabei steht tTau im Zusammenhang mit schlechterer Kognition und mehr
Hirnatrophie®1051%  Eine Unterscheidung zwischen MCI und Kontrollen anhand des tTau-
Wertes scheint nicht mdglich zu sein'®. Dies deutet darauf hin, dass tTau im Plasma moglich-
erweise kein geeigneter Biomarker in friihen Stadien ist!%, Es konnte bereits gezeigt werden,
dass Plasma tTau nur schlecht mit Liquor tTau korreliert®6-105.106,

Die Ratio pTaul81/AR42 im Liguor prognostiziert eine starkere klinische Verschlechte-
rung bei Patient*innen mit MCI und zeigte eine vergleichbare Genauigkeit wie die Amyloid-
PET-Bildgebung®’.

2.3.3 Neurofilament Light

Das Protein Neurofilament Light (NFL) ist Bestandteil des axonalen Zytoskeletts und wird vor
allem in myelinisierten Axonen exprimiert%®1%°_ Veranderte NFL Werte gehen mit Hirnschadi-
gung, -atrophie und Neurodegeneration einher®,

NFL ist ein mdglicher Marker zur Einschatzung der Krankheits-Progression und des
Ansprechens auf Medikation, wobei die Werte im Blut und Liquor stark korrelieren0-113,

Der Biomarker NFL gilt als unspezifischer Marker fir Neurodegeneration!®l. Eine Er-
hoéhung kann bei verschiedenen neurodegenerativen Krankheitsbildern, wie der Multiplen
Sklerose!®, der progressiven supranuklearen Blickparese!'® oder der Amyotrophen Late-
ralsklerose!!® festgestellt werden.

Auch erste Ergebnisse der Alzheimerforschung zeigen, dass Plasma NFL eine Unter-
scheidung zwischen Patient*innen mit DAT und AR positiver MCI und Kontrollpersonen er-
moglicht!'’118, Veranderungen der Plasma NFL-Konzentration werden mit Amyloid-Ablagerun-
gen im Amyloid-PET in Verbindung gebracht!*®. NFL ist mit kognitiven Defiziten und bildge-
benden Kennzeichen der AD in friihen Stadien und im gesamten Krankheitsverlauf assozi-
iert!’’. Dabei sind hohere Baseline Plasmaspiegel mit schlechterer kognitiver Leistung im

Langsschnitt assoziiert!12117,

2.4  Fragestellung und Zielsetzung
Die vorliegende Arbeit untersucht, ob Plasma-Biomarker, im konkreten Plasma A342, AR40,

pTaul8l, tTau und NFL, zur Unterscheidung der diagnostischen Gruppen DAT, MCI und SCD

geeignet sind. Dazu wurden neben den einzelnen Biomarkern auch deren Ratios untersucht.
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Hierzu gehdoren die Ratios AR42/AR40 und pTaul81/AR42. Des Weiteren wurde Uberprift, ob
es einen Zusammenhang der Biomarker mit Alter, Bildungsjahren und dem Geschlecht gibt.

Ziel der Arbeit war die Analyse der vorliegenden Blutproben der Gedachtnisambulanz
KdIn im Hinblick auf die Bestimmung von Plasma AR42, AR40, pTaul8l, tTau und NFL. Es
wurde geprift, wie die Plasma-Biomarker bei der Unterscheidung der diagnostischen Gruppen
von Patient*innen mit DAT, MCI und SCD in einer routineméRigen Gedachtnisambulanz au-
Berhalb eines hoch standardisierten Forschungsrahmens anwendbar sind. Neben der Aus-
wertung der Blutproben bilden erhobene klinische Daten die Grundlage der Analyse.

Dabei hebt sich diese Arbeit von bisherigen Untersuchungen zum einen dadurch ab,
dass neben den diagnostischen Gruppen DAT und MCI auch das préklinische Stadium SCD
untersucht wird und zum anderen dadurch, dass es sich um ein praxisnahes Studiendesign
ohne spezifische Ein- oder Ausschlusskriterien handelt und die Ergebnisse Hinweise auf die
routinemanige Anwendbarkeit in Gedachtnisambulanzen liefern.
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Abstract

Introduction: Several recent research studies show high per-
formance of blood biomarkers to identify Alzheimer's dis-
ease also in the pre-dementia mild cognitive impairment

(MCI) stage, but data from the routine clinical care memaory
clinic setting are needed. Methods: We examined plasma
samples of 144 memory clinic patients, including dementia
of Alzheimer type (DAT, n = 54}, MCl (n = 57), and subjective
cognitive decline (SCD, n = 33), who either presented as self-
referrals or were referred by general practitioners or neural-
ogists or psychiatrists. The plasma biomarkers, amyloid-be-
tad2 (AB42), amyloid-betad0 (AB40), phospho-Taul81
(pTau181), total-tau (tTau), and neurofilament light (NFL), as
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well as different ratios, were measured using the ultrasensi-
tive single molecule array (Simoa) immunoassay technolo-
gy. Statistical analysis including Kruskal-Wallis test, linear re-
gression, and receiver operating characteristics analyses was
performed. Results: Of the single markers, we observed sta-
tistically significant group effects of pTau181 (H(2) = 34.43,p
< 0.001) and NFL (H(2) = 27.66, p < 0.001). All individual
group comparisons of pTau181 were significant, while the
contrast of SCD versus MCI for NFL was not significant. In ad-
dition, the ratios of AB42/AB40 (H(2) = 7.50, p = 0.02) and
pTaul81/AR42 (H(2) = 25.26, p < 0.001) showed significant
group effects with significant difference between all groups
for pTaul81/AB42 and an SCD wersus MCI difference for
AR42/ABA0. PTaul81 showed the highest area under the
curve of 0.85 for the discrimination of SCD and DAT with a
sensitivity of 80% and a specificity of 79% at a cut-off of 12.2
pg/mL. Age influenced AB42, AB40, and MFL concentrations.
Conclusion: Plasma pTau181 and MNFL, as well as the ratios
ABR42/AR40 and pTaul81/AB42, are biomarkers, which can
differentiate diagnostic groups in a memory clinic setting

outside of research studies. © 2022 The Author(s).
Published by 5. Karger AG, Basel

Introduction

Dementia of Alzheimer’s type (DAT) is a major health
care challenge of our times [1]. Alzheimer's disease (AD)
is neuropathologically characterized by the accumulation
of neurofibrillary tangles composed of aggregated tau
protein and amyloid deposition [2]. There is evidence
that these pathological processes begin more than two de-
cades before the onset of symptoms. Hence, biomarkers
of amyloid deposition and tau aggregation can detect the
disease in patients already in early stages [3]. Subjective
cognitive decline (SCD) occurs at the late preclinical stage
of AD, recently labeled as stage 2 [4], and is also a risk fac-
tor for the development of mild cognitive impairment
(MCI) and DAT. SCD is not speciﬁc to AD and can also
be caused by normal aging, depression, and other psychi-
atric and neurologic disorders [5]. In addition, a recent
meta-analysis reported substantial variation of the pro-
portion of SCD cases with amyloid pathology among in-
dividual samples, depending on the specific recruitment
criteria and settings [6]. In those SCD cases, who progress
to dementia, DAT is the most common, but other demen-
tia types also occur [7].

The detection of neuropathological changes in pa-
tients currently requires amyloid-positron emission to-
mography (amyloid-PET) or biomarkers obtained from

Plasma Biomarkers Distinguish Clinical
Diagnostic Groups in a Memory Clinic

cerebrospinal fluid {CSF) [8-10]. Core biomarkers in
CSF include amyloid-betad2 (AR42), total-tau protein
(ttau), and phosphorylated tau protein (pTau) [11]. Both
the use of amyloid-PET and CSF biomarkers are limited
concerning access and are either costly or invasive, and
rare complications can occur (12, 13]. The recent evolu-
tion of plasma biomarkers provides potentially novel op-
portunities in the future regarding improved accessibility
as well as lower risk [14, 15]. Since the early diagnosis of
AD before the stage of DAT is most likely critical for the
success of future therapies, accessible tests for the identi-
fication of pre-dementia stages of AD are becoming in-
creasingly important [16, 17].

There was early inconsistent evidence about potential
changes of plasma A42 throughout the disease course
[18], with some studies not being able to differentiate be-
tween DAT and controls in a cross-sectional setting (16,
19]. Stable lower effects in DAT are found from 2018 on-
ward using new measurement techniques, with the AR42/
amyloid-betad0 (AR40) ratio providing promising results
[20-26).

Plasma phospho-Taul81 (pTaulB1) distinguishes be-
tween DAT and controls and is elevated to a lesser extent
in patients with MCI [14, 27-32]. There is also evidence
that plasma pTaul81 differentiates between DAT and
other neurodegenerative diseases [29, 30|. Other plasma
pTau markers, such as pTau217, show similar results [33,
34]. The ratio of pTaul81/A42 in CSF predicted greater
clinical decline in MCI patients and showed a comparable
accuracy as PET imaging [35].

Some studies showed increased levels of tTau in DAT
compared to MCIand controls and provided evidence for
an association of tTau with poor cognition and brain at-
rophy [20, 36, 37]. Some findings suggest that the overlap
between normal aging and AD is large, implying that
tTau may not be a suitable biomarker when measured in
plasma [36]. Increased tTau values were also detected in
other neurodegenerative diseases suggesting that tTau is
a nonspecific biomarker of neuronal damage [38, 39].

The biomarker neurofilament light (NFL) is consid-
ered an unspecific marker for neurodegeneration which
can be measured in CSF, but also in plasma [40]. NFL
concentration differentiates between patients with DAT
and controls [41]. Changes in plasma NFL were associ-
ated with amyloid deposition in amyloid-PET [42]. NFL
was associated with cognitive deficits and magnetic reso-
nance imaging (MRI) characteristics of DAT at early stag-
es and throughout the disease course [41]. Higher base-
line plasma levels were associated with poorer longitudi-
nal cognition [41, 43]. The goal of this study is to testhow
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these plasma biomarkers perform with regard to the dif-
ferentiation of the diagnostic groups of patients with
DAT, MCI, and SCD in a routine care memory clinic set-
ting outside of a highly standardized research setting.

Methods

We included samples and data from patients of the memory
clinic of the Centre for Memory Disorders (ZfG) at the University
Hospital of Cologne who gave written consent to provide blood
samples for research purposes. The study was approved by the Eth-
ics Commission of the medical faculty of the University of Co-
logne. The study complied with the Declaration of Helsinki.

Study Sample

Our study included 144 patients who were clinically diagnosed
with SCD (n = 33), MCI (n = 57), or DAT (n = 54) at the memory
clinic between 2016 and 2018. Patients either presented as self-
referrals or were referred by general practitioners or neurclogists
or psychiatrists.

Clinical Examination and Diagnosis

All patients underwent a comprehensive clinical examination,
including medical history, caregiver report, psychopathological
and physical examination, the Mini-Mental State Examination
(MMSE), extended neuropsychological testing, standard blood
laboratory measures, and MRI. CSF for diagnostic purposes was
obtained in 31 DAT and 17 MCI cases. Note that according to the
current guidelines, CSF biomarker sampling is not recommended
in SCD outside of research due to the yet unclear meaning in de-
termining the individual cause and prognosis of SCD. For this rea-
son, CSF biomarkers were only obtained in 2 SCD cases, who spe-
cifically demanded AD biomarker assessment.

The syndromal diagnosis of DAT, MCIL, and SCD was estab-
lished based on all available information by the treating physician.
Patients with DAT and MCI met the clinical National Institute on
Aging and Alzheimer’s Association (NIA-AA) criteria [4]. Both
were defined by cognitive impairment as documented by the
MMSE and by extended neuropsychological testing. The groups
were discriminated by the presence of impairment in activities of
daily living, which interfere with independence based on clinical
judgment in the case of DAT and the absence thereof in the case
of MCIL Thirty-five MCI patients (61%) were multi-domain MCL
Of these, 34 patients were amnestic multi-domain. One was non-
amnestic multi-domain (language and executive function domain
affected). Twenty-one patients (37%) were single-domain MCI of
which 18 were single-domain amnestic MCI, two were single-do-
main visuo-construction, and one single-domain language. Fol-
lowing proposed criteria [5], SCD was defined by a complaint of
cognitive decline and age-, sex-, and education-adjusted unim-
paired cognitive performance in extended neuropsychological
testing.

The clinical and neuropsychological work-up together with the
laboratory and MRI information was used in all groups to exclude
non-AD causes of cognitive impairment as good as possible, in-
cluding psychiatric disorders. Patients fulfilling clinical criteria of
adepressive episode, or any other detectable non-AD cause of cog-
nitive impairment, were hot included. The DAT group comprised
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early- and late-onset cases. Note that the definition of groups in
this study is based on the clinical diagnoses of DAT, MCI, and 5CD
only and does not incorporate CSF biomarker information as in-
clusion or exclusion criterion.

Plasma Biomarkers

All patients agreed to plasma sampling for research purposes
when they first presented in the clinic. Research plasma samples
were obtained within the diagnostic process of the respective par-
ticipant and stored directly at -20° and permanently at -80°C.
MNone of the samples was thawed and refrozen before this study.
The samples were shipped on dry ice to and analyzed in Gothen-
burg (Clinical Neurochemistry Laboratory, Institute of Neurosci-
ence and Physiology, Sahlgrenska Academy). Biomarker measure-
ments were performed through ultrasensitive single molecule ar-
ray (Simoa) immunoassay technology (Quanterix, Billerica, MA,
USA) [44]. The laboratory was blinded to patient diagnoses and
other clinical data. The following numbers of measurements were
obtained: AR42 - n = 142; AR40 - n = 144; pTanl8] - n = 143;tTan
~ = 144; NFL - n = 144. Calibrators were run in duplicates, and
samples were diluted 4-fold and run in singlicates. Results were
compensated for the dilution. Two QC levels were run in dupli-
cates at the beginning and the end of each run. Intra-assay coeffi-
cients of variation were below 10%.

Statistical Analysis

Differences between diagnostic groups in age, years of educa-
tion, and plasma biomarkers were assessed using the nonparamet-
ric Kruskal-Wallis test, 3* test, and post hoc comparison. Linear
regression was used to examine the correlation between plasma
biomarkers, age, sex, and years of education. In the case of signifi-
cant associations, the group difference analyses were performed
with ANCOV As adjusted for respective covariates. To determine
the diagnostic accuracy, receiver operating characteristic (ROC)
analysis was used to calculate areas under the curve (AUCs) for the
comparisons of SCD versus (vs.) MCI plus DAT, SCD vs. MCI,
SCD vs. DAT, and MCI vs. DAT. Potential cut-off values are pro-
posed.

In addition, the plasma biomarkers across all groups of those
cases with pathological CSF biomarkers were plotted against those
with normal CSF biomarkers. Note that for this step, the clinical
routine CSF and the respective cut-off data obtained from the cen-
tral laboratory of the University Hospital of Cologne were used.
The following local cut-offs were applied to define CSF positivity:
Af42 <629 pg/mL, pTau >61 pg/mL, tTau <290 pg/mL, and AB42/
AR40 «0.095 pg/mL. In addition to plotting, the plasma measures
of CSF-positive and CSF-negative cases across all groups were
compared with ¢ tests. All analysis and statistics were performed in
SPSS (Version 26.0, IBM, Armonk, NY, USA).

Results

Sample Characteristics

The age ranged from 42 to 90 years with a mean age of
69.7 (standard deviation [SD] = 10.1) years (Table 1) with
31% of the patients being under the age of 65 (55% of
SCD, 32% of MCIL, and 15% of DAT patients). Statisti-
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Table 2. ROC performance of plasma biomarkers

Plasma biomarkers SCD versus MCl SCD versus MCI+ DAT SCD versus DAT MC1 versus DAT
AUC (p value) AUC (p value) AUC (p value) AUC (p value)
AR42 0.58 (p = 0.20) 0.57 (p=0.25) 0.55 (p=0.44) 0.54 (p=0.47)
AR40 0.55 (p = 0.44) 0.59 (p=0.10) 0.64 (p = 0.03) 0.57 (p=0.18)
pTauldl 0.72(p < 0.001) 0.78 (p < 0.001) 0.85 (p < 0.001) 0.69 (p < 0.001)
tTau 0.52 (p = 0.80) 051 (p=0.48) 0.57 (p=0.30) 0.54 (p=0.43)
MFL 061 (p=0.10) 0.70(p < 0.001) 0.81 (p < 0.001) 0.72 (p < 0.001)
AR42/AR40 0.64 (p=0.03) 0.66 (p=0.01) 0.67 (p=0.01) 0.53 (p=0.62)
pTaul81/AR42 0.72 (p < 0.001) 0.77 (p < 0.001) 0.81 (p < 0.001) 0.62 (p=10.03)

ROC, receiver operating characteristics; 5CD, subjective cognitive decline; MCl, mild cognitiveimpairment; DAT, dementia of Alzheimer's
type; AUC, area under the curve; AB42, amyloid-beta42; AG40, amyloid-beta40; pTaul81, phospho-Taul81; tTau, total-tau; MFL,

neurofilament light.

Table 3. Possible cut-off points SCD versus

MCI and 5CD versus DAT Plasma SCD versus MCl 5CD versus DAT

Remeakey cut-off, sensitivity, specificity,  cut-off,  sensitivity, specificity,
pg/mL % % po/mL b %

AR40 na na na =2736 80 42

pTaulgl =8.4 80 55 =122 80 79

MFL na na na =127 80 67

AR42/AR40 =0.048 BO 47 =0.048 80 47

pTaulB1/AR42 =058 BO 50 =077 80 75

Possible cut-off points for plasma biomarkers with significant results in ROC analysis for
SCD versus MCl and SCD versus DAT. Shown are exemplary cut-off values with a sensitivity
of 80% for comparison of biomarkers. ROC, receiver operating characteristics; SCD,
subjective cognitive decline; MCl, mild cognitive impairment; DAT, dementia of Alzheimer's
type; AR40, amyloid-betad0; AR42, amyloid-betad42; pTaul81, phospho-Taul81; NFL,
neurofilament light; na, not available due to no significant ROC analysis.

cally significant group differences in age (p < 0.001) and
years of education (p = 0.001) were observed (Table 1).
Post hoc tests showed group effects of age for SCD-MCI
(p = 0.01), SCD-DAT (p < 0.001), and MCI-DAT (p =
0.01) and of years of education for SCD-MCI (p = 0.03)
and SCD-DAT (p < 0.001}, but not for MCI-DAT (p=
0.08). There were no significant group differences for sex

(p=0.12).

Association of Plasma Biomarkers, Age, Years of

Education, and Sex

There was no association of any plasma biomarker
with years of education or sex. The age of participants af-
fected the concentration of AR42 (p < 0.001), of AB40 (p
< 0.001), and of NFL (p < 0.001). Older patients showed

186 Dement Geriatr Cogn Disord 2022;51:182-192
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increased plasma values. Other biomarkers or their ratios
were not correlated with age.

There was an association of AB42 with age also in all
individual diagnostic groups: SCD (p = 0.01), MCI (p =
0.02), and DAT (p = 0.02), and of Af40 with age in pa-
tients with SCD (p = 0.02) and DAT (p = 0.01), but not in
patients with MCI (p = 0.12). Furthermore, an increase of
NFL with age was abserved for SCD (p < 0.001), MCI (p
< 0.001), and DAT (p = 0.01).

Group Differences of Plasma Biomarkers

All plasma biomarker measures for all groups are list-
ed in Table 1. The AUCs of all comparisons are displayed
in Table 2. In Table 3, cut-offs are proposed for individ-
ual markers at a sensitivity level of 80%. Figure 1 shows

Gerards et al.
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Fig. 1. Plasma biomarker distribution across the diagnostic groups.
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Fig. 2. ROC performance of pTaul81 for SCD versus MCI and SCD versus DAT.

the distribution of the biomarker data separated by the
diagnaostic groups.

Afl42 concentrations were not significantly different
between the diagnostic groups (p = 0.4). Neither were
there any significant differences in Af842 between groups
when adjusted for age (p = 0.07). The AUC in ROC anal-
ysis was 0.58 for SCD vs. MCI (p = 0.20), 0.57 for SCD vs.
MCI + DAT (p = 0.25), 0.55 for SCD vs. DAT (p = 0.44),
and 0.54 for MCI vs. DAT (p = 0.47) indicating that the
performance of AB42 to discriminate between diagnostic
groups is poor.

The ANOVA for AR40 did not show a significant
group effect (p = 0.09). Furthermore, there were no sig-
nificant differences in AR40 between groups when adjust-
ing for age (p = 0.94). ROC analysis showed an AUC of
0.55 for SCD vs. MCI (p = 0.44), 0.59 for SCD vs. MCI +
DAT (p = 0.10), and 0.57 for MCI vs. DAT (p = 0.18).
Only the ROC for SCD vs. DAT with an AUC of 0.64 (p
= 0.03) was significant.

Significant group effects for plasma pTaul81 were ob-
served (p < 0.001). Post hoc test showed differences in all
diagnostic groups with pTaul81 increasing with the se-
verity of impairment: SCD-MCI (p = 0.01), SCD-DAT (p
< 0.001), and MCI-DAT (p=0.01). The AUC for SCD vs.
MCI was 0.72 (p < 0.001), for SCD vs. MCI + DAT 0.78
(< 0.001), for SCD vs. DAT0.85 (p < 0.001), and for MCI

Dement Geriatr Cogn Disord 2022:51:182-192
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vs. DAT 0.69 (p < 0.001) (Fig. 2). At a cut-off of 10.2 pg/
mL, pTaul81 had a sensitivity of 80% and a specificity of
79% to distinguish between SCD and DAT. Furthermore,
ata cut-off point with a sensitivity of 80%, a specificity of
55% to distinguish between SCD and MCI was reached.

tTau was not significantly different between diagnos-
tic groups (p = 0.56). ROC analysis showed an AUC of
0.52 for SCD vs. MCI (p = 0.80), 0.51 for SCD vs. MCI +
DAT (p =0.48),0.57 for SCD vs. DAT (p =0.30), and 0.54
for MCI vs. DAT (p = 0.43).

Significant group effects for NFL were observed (p <
0.001). Post hoc test showed differences between SCD-
DAT (p < 0.001) and MCI-DAT (p > 0.001) with NFL
values increasing with the severity of impairment. The
contrast SCD-MCI was not significant (p = 0.34). Signifi-
cant differences in NFL between groups remained when
adjusted for age (p = 0.04). ROC analysis was significant
for SCD vs. MCI + DAT with an AUC of 0.7 (p < 0.001),
for SCD vs. DAT with an AUC of 0.81 (p < 0.001), and for
MCIvs. DAT with an AUC of 0.72 (p < 0.001), but not for
SCD vs. MCI with an AUC of 0.61 (p = 0.09). A cut-off of
12.7 pg/mL for the differentiation of SCD and DAT
showed a sensitivity of 80% and a specificity of 67%.

The plasma biomarkers in relation to CSF positivity or
negativity of the respective marker are shown in Figure 3.
Direct comparison of the plasma biomarkers between

Gerards et al.
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Fig. 3. Plasma biomarker values in relation to CSF biomarker classification as positive or negative according to
the measurements and cut-off obtained and applied locally in routine care.

CSF-positive and CSF-negative cases revealed a signifi-
cant group difference for plasma pTaul81 when tested
one-sided (p = 0.034, a priori hypothesis of increased con-
centration in CSF-positive cases) and a trend-level differ-
ence at two-sided testing (p = 0.069). None of the other
plasma biomarkers showed a significant difference be-
tween the respective CSF-positive and CSF-negative cases.

Biomarker Ratios

Significant group effects (p = 0.02) were observed for
A42/AR40. Post hoc test showed a decrease of the ratio
between SCD-DAT (p = 0.01) and SCD-MCI (p = 0.03),
but not between MCI-DAT (p = 0.61). The ability to dis-
criminate between SCD vs. MCI with an AUC of 0.64 (p
= (1.03), between SCD vs. MCI + DAT with an AUC of
0.66 (p = 0.01), and between SCD vs. DAT with an AUC
of0.67 (p = 0.01) indicated better diagnostic performance
than Af42 or AB40 alone. The ability to discriminate be-
tween MCI vs. DAT with an AUC of 0.53 (p = 0.62) was

Plasma Biomarkers Distinguish Clinical
Diagnostic Groups in a Memory Clinic

poor. Cut-off points reached a specificity of 47 at a sensi-
tivity of 80% for SCD vs. DAT and SCD vs. MCL

Significant group effects for pTaul81/AB42 were ob-
served (p < 0.001). Post hoc test showed an increase in the
ratio between SCD-MCI (p < 0.001), SCD-DAT (p <
0.001), and MCI-DAT (p = 0.04). Furthermore, pTaul81/
Af342 showed an AUC of 0.72 (p < 0.001) for SCD vs.
MCL, 0f 0.77 (p < 0.001) for SCD vs. MCI + DAT, of 0.81
(p < 0.001) for SCD vs. DAT, and of 0.62 (p = 0.03) for
MCI vs. DAT. Cut-off points reached a specificity of 75%
at a sensitivity of 80% for SCD vs. DAT and a specificity
of 50% at a sensitivity of 80% for SCD vs. MCL

Discussion/Conclusion
Plasma biomarkers analyzed with the Simoa technol-

ogy can discriminate between diagnostic groups in a rou-
tine memory clinic setting outside of specific research

Diement Geriatr Cogn Disord 2022;51:182-192
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studies. The ratio of A842/AR40 was higher in SCD com-
pared to MCI and DAT. This agrees with the model of
amyloid level plateauing in the early phase of the disease
[3]. In agreement with previous studies, we also found
that neither plasma A42 nor AR40 alone can distinguish
between groups (16, 19]. AB42/AR40 achieved AUCs be-
tween 0.64 and 0.67 providing the best discrimination be-
tween SCD and DAT. With AUCs <0.7, these results are
of low clinical relevance but may be meaningful in the
future in combination with additional diagnostic mark-
ers. PTaul81 differed between all groups and showed
higher values in more advanced stages of impairment. It
provided the best discrimination between SCD and DAT
achieving an AUC of 0.85 and a specificity of over 79% at
a sensitivity of 80%. With a slightly lower sensitivity and
specificity, pTaul81 also differentiates between SCD and
MCI. Plasma pTaul81 concentrations were higher in CSF
pTaul81-positive cases compared with negative cases.
These findings agree with previous studies showing that
pTaul8l is increased in patients with DAT, but also dis-
criminates between different early stages of the disease
(28, 29]. We confirm that the ratio of plasma pTaul81/
AR42 differs between the groups as previously shown in
CSF [35]. The combination of pTaul81/AB42 was not su-
perior to pTaul81 alone, indicating that the combination
does not improve the ability to discriminate between di-
agnostic groups. Our study indicates that tTau discrimi-
nates poorly between the diagnostic groups. Some previ-
ous studies showed a modest association of tTau with
conversion to DAT [37], whereas others suggested that
tTau is not a suitable biomarker for discriminating DAT
from other groups, which is in agreement with our find-
ings [36]. In contrast to pTaul81, NFL did not differenti-
ate between SCD and MCI. NFL differed, however, be-
tween SCD and MCI in comparison with DAT. NFL val-
ues increased with the severity of impairment and
achieved a sensitivity of 80% and specificity of 67% for
discriminating SCD and DAT. An association between
higher NFL values and DAT diagnosis has been shown
previously [41]. NFL was correlated with age; however,
the overall statistically significant difference between the
diagnostic groups remained with adjustment for age.
Our study has limitations. We did not include CSF
biomarkers of the full sample, because the numbers of
CSF samples in the SCD group and also in the MCI group
were low due to the lack of clinical recommendation for
standard use in these groups. Furthermore, CSF was mea-
sured locally in the clinical diagnostic context, whereas
plasma biomarkers were measured in the research con-
text in the laboratory in Gothenburg. We did not include
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a healthy control group as we restricted the sampling to
memory patients attending the memory clinic only. Fur-
thermore, longitudinal data were not available as these
data are derived from routine care, which does not com-
prise systematic follow-up of patients. Finally, while
highly promising for wider application in routine care in
the future, at present, the Simoa technology is mainly
used in research and has not yet been in clinical practice.

The strength of our study is the real-world design. All
patients who presented with SCD, MCIL, or DAT in clini-
cal routine and who were willing to participate were in-
cluded. There were no additional study-specific inclusion
or exclusion criteria.

We found that the plasma measures of pTaul81 and
NFL, as well as the ratios AB42/AB40 and pTaul81/AR42,
are sufficiently robust to differentiate diagnostic groups
with limited sample size in a memory clinic setting. In
agreement with recent research studies, pTaul81 proved
to be the most promising biomarker that distinguishes
between all three groups of SCD, MCI, and DAT suggest-
ing potential clinical use also in early symptomatic stages.
The implementation of plasma biomarkers in memory
clinic procedures and potentially even in nonspecialized
and general practice settings will substantially increase
accessibility to biomarker-based diagnostics.
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4 Diskussion

Die AD ist die haufigste Ursache einer altersbedingten Demenz und eine der fihrenden Er-
krankungen unserer Zeit. Die Belastung fir die Gesundheitssysteme stellt zunehmend eine
Herausforderung dar'?. Mit der Entwicklung von neuen kausalen Therapieanséatzen zur Be-
handlung der AD wird Diagnostik, die Uberall verfiighar und giinstig ist, bedeutender, um Pa-
tient*innen in prodromalen Stadien friihzeitig identifizieren zu kénnen3*. Dabei sind Plasma-
Biomarker Zeit und Kosten sparend, minimal invasiv und werden von Patient*innen gut tole-
riert>S,

Ziel dieser Studie war es, zu prifen, ob die Plasma-Biomarker AR42, AR40, pTau181,
tTau und NFL bei der Unterscheidung der diagnostischen Gruppen DAT, MCI und SCD in
einer routinemafigen Gedachtnisklinik auf3erhalb eines hoch standardisierten Forschungsrah-
men anwendbar sind.

Die mit der Simoa-Technologie analysierten Plasma-Biomarker konnten in einer Unter-
suchung auf3erhalb spezifischer Forschungsbedingungen zwischen verschiedenen Diagnose-
gruppen unterscheiden. Dabei wich die diagnostische Trennscharfe der unterschiedlichen Bi-

omarker voneinander ab.

4.1 Diagnostische Leistung der Amyloid-Biomarker im Plasma

Fur die Konzentration von AR42 lag der Mittelwert fur SCD bei 13,2 pg/ml, fur MCI bei
12,4 pg/ml und fur DAT bei 13,0 pg/ml. Die Mittelwerte waren nicht signifikant unterschiedlich.
Die Plasmawerte waren bei ménnlichen und weiblichen Patient*innen vergleichbar. In der
Standarddiagnostik geht eine Abnahme des Liquor AR42 mit einer DAT einher’>"2, Schon friih
gab es widersprichliche Hinweise auf mdgliche Veranderungen von AR42 im Plasma wahrend
des Krankheitsverlaufs, wobei AR42 in einigen Studien nicht in der Lage war, im Querschnitt
zwischen DAT und Kontrollen zu unterscheiden*’*75, Eine Unterscheidung der Diagnosegrup-
pen mittels AR42 war auch in dieser Untersuchung nicht mdglich. Das Alter zum Untersu-
chungszeitpunkt hatte einen signifikanten Einfluss auf Plasma A342. Ein Zusammenhang zwi-
schen dem Alter und AR konnte in vorherigen Untersuchungen bereits nachgewiesen wer-

den120,121
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Plasma AR40 wies bei Patient*innen mit SCD und MCI geringere Werte als bei Patient*innen
mit DAT auf. Mit 278,8 pg/ml wies die Gruppe SCD den niedrigsten mittleren Wert auf, wohin-
gegen DAT mit 313,9 pg/ml den hochsten mittleren Wert zeigte. Im Plasma zeigten sich bisher
inkonsistente Ergebnisse fur die diagnostische Trennscharfe von AR40. Teilweise konnte der
selbe Effekt im Plasma wie auch im Liquor nachgewiesen werden®122 teilweise gab es aber
keinen Unterschied zwischen den Plasmawerten bei DAT und Kontrollen*?3,

Die Konzentration von Plasma ARR40 war in der vorliegenden Untersuchung zwischen
den Gruppen nicht signifikant unterschiedlich. Die unzureichende Unterscheidung zwischen
Diagnosegruppen wurde bereits in anderen Studien beschrieben* .

Hinzu kommt, dass AR im Zusammenhang mit Erkrankungen des vaskularen Systems,
wie zum Beispiel dem Nachweis von White Matter Lesions oder einer ischAmischen Herz-
krankheit, nachgewiesen erhoht sein kann®. Besonders altere Patient*innen weisen oft multi-
morbide Erkrankungen auf. Komorbiditaten wie eine ischamische Herzerkrankung sind Erkran-
kungen, die Einfluss auf das periphere System haben kdénnen.

Die Mittelwerte der Plasma Ratio AR42/AR40 lagen bei Patient*innen mit SCD bei 0,045, bei
Patient*innen mit MCI bei 0,042 und bei Patient*innen mit DAT bei 0,042. Die Mittelwerte wa-
ren nicht signifikant unterschiedlich. Die Ratio nahm mit Schweregrad der kognitiven Beein-
trachtigung ab, wobei es keinen Unterschied zwischen den Geschlechtern gab. Diese Be-
obachtungen sind mit anderen Studienergebnissen, in denen die Ratio bei Patient*innen mit
DAT niedriger war als in den Kontrollen, vereinbar’88384,

Der Gruppenvergleich zeigte, dass der Unterschied nur zwischen den Diagnosegrup-
pen SCD und DAT signifikant war. Dartiber hinaus wies die Ratio Al342/AR40 in der vorliegen-
den Untersuchung eine schwache Giite als Testverfahren fir die Abgrenzung einer objekti-
vierbaren kognitiven Verschlechterung im Rahmen einer MCI oder DAT von einer SCD, fiir die
Abgrenzung einer MCI von einer SCD und einer DAT von einer SCD auf. Die AUCs lagen
zwischen 0,64 und 0,67. Die Ratio AR42/AlR40 war bei SCD im Vergleich zu MCI und DAT
hoher, eine deutliche Unterscheidung zwischen MCI und DAT gab es nicht. Dies stimmt mit
dem Modell Giberein, wonach die Amyloid-Ablagerungen in der frihen Phase der Krankheit ein
Plateau erreichen'®. Ein moglicher Cut-off-Wert zur Abgrenzung einer DAT von einer SCD war
0,048.

Zusammenfassend konnte in Ubereinstimmung mit frilheren Studien gezeigt werden, dass

weder Plasma AR42 noch AR40 allein ausreichend gut zwischen den Gruppen unterscheiden
konnen*’, Die Ratio AR42/AB40 war bei SCD im Vergleich zu MCI und DAT hoher.
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AR42/AR40 erreichte AUCs zwischen 0,64 und 0,67 und bot die beste Unterscheidung zwi-
schen SCD und DAT. Mit AUCs <0,7 sind diese Ergebnisse von geringer klinischer Relevanz,
kénnten aber in Zukunft in Kombination mit zusatzlichen diagnostischen Markern von Bedeu-

tung sein.

4.2 Diagnostische Leistung der Tau-Biomarker im Plasma

PTaul81 zeigte hohere Werte in fortgeschritteneren Stadien der kognitiven Beeintrachtigung.
Patient*innen mit SCD wiesen Mittelwerte von ca. 9,5 pg/ml auf, Patient*innen mit MClI ca.17,2
pg/ml und Patient*innen mit DAT ca. 18,6 pg/ml. Dieser Effekt stimmt mit Erkenntnissen vor-
heriger Studien tberein®9%%_ Ein signifikanter Einfluss des Geschlechts auf die Plasma-Bio-
marker war nicht nachweisbar.

Der Gruppenvergleich zeigte, dass der Unterschied von pTaul81 in den verschiedenen
Diagnosegruppen signifikant war. Diese Erkenntnis deckt sich mit vorherigen Untersuchungen,
in denen Plasma pTaul8l eine ausreichend gute diagnostische Trennscharfe, auch in frihen
Stadien, zeigte®%2°5-%, Die AUCs fir pTaul81 lagen zwischen 0,69 und 0,85. PTau181 besaR
eine schwache Trennscharfe zur Differenzierung von Patient*innen mit MCI und DAT von den
objektiv unauffalligen Patient*innen mit SCD. Das bedeutet, pTaul81 war bereits fiir die Un-
terscheidung objektivierbarer kognitiver Einschrankungen von nur subjektiver kognitiver Ver-
schlechterung geeignet. Mittels Plasma pTaul81 konnte au3erdem eine Sensitivitat von ca.
80% bei einer Spezifitdt von ca. 55% zur Unterscheidung einer MCI in Abgrenzung einer SCD
erreicht werden. Somit kann pTaul81 auch zwischen friihen Stadien der Erkrankung differen-
zieren. Es ist bekannt, dass MCI und SCD heterogene Syndrome sind?®. Die pathologische
Erh6hung von Plasma pTaul81 scheint bereits ausgepragt genug um Patient*innen mit MCI
ausreichend gut von Patient*innen mit SCD differenzieren zu kénnen. Dies stimmt mit der Er-
kenntnis Uberein, dass pathophysiologische Merkmale einer AD schon im Stadium der SCD
und MCI nachgewiesen werden kdénnen?’. Mit der Annahme, dass fuir den Erfolg zukinftiger
Therapieverfahren vor allem der friihe Zeitpunkt der Diagnosestellung entscheidend ist, ist die
Identifikation von Patient*innen in prodromalen Stadien von besonderer Bedeutung®. Plasma
pTaul8l ist fur die Differenzierung in frihen Stadien geeignet und bietet die Chance, eine
mogliche Erkrankung friihzeitig zu erkennen.

Die beste Trennschéarfe wies pTaul81 bei der Unterscheidung von SCD und DAT mit
einer AUC von 0,85 auf. Hier konnte bei einer Sensitivitédt von 80% eine Spezifitdt von 79%
erreicht werden. Im Hinblick auf die Zunahme der pathologischen Veréanderungen mit dem
Schweregrad der kognitiven Einschrankungen war die beste diagnostische Leistung des

Plasma-Biomarkers bei der Unterscheidung zwischen SCD und DAT zu erwarten.
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Hingegen bot pTaul81 fur die Unterscheidung einer DAT in Abgrenzung einer MCI nur
eine schwache diagnostische Trennscharfe. Damit ist eine Abgrenzung mdoglich, jedoch von
bedingter klinischer Relevanz. Auch dies stimmt mit der Erkenntnis Uberein, dass Patient*in-
nen mit MCI bereits spezifische pathologische Merkmale einer AD aufweisen?®. Es ist demnach
wabhrscheinlich, dass sich die pathologischen Veranderungen der Diagnosegruppen MCI und
DAT ahneln, es jedoch immer noch signifikante Unterschiede im Ausmal der pathologischen
Veranderungen gibt. Plasma pTaul8l1 zeigte dariiber hinaus eine ausgezeichnete Trenn-
scharfe fur die Abgrenzung einer DAT von einer SCD. Beispielsweise zeigte ein Cut-off-Wert
von ca. 12 pg/ml eine Sensitivitat von 80% bei einer Spezifitat von 79%.

Es gab keinen Einfluss von Alter und Bildungsjahre auf Plasma pTaul81. Auch wenn
das mediane Alter des Studienkollektivs mit der Schwere der Diagnose anstieg, gab es keinen
signifikanten Einfluss auf Plasma pTaul81.

Ferner weisen andere Studien darauf hin, dass Plasma pTaul81 zwischen einer DAT
und anderen neurodegenerativen Erkrankungen unterscheiden kann und somit spezifisch fir
den Nachweis einer AD geeignet ist®®. In der vorliegenden Studie konnte nachgewiesen wer-
den, dass Plasma pTaul81 ein diagnostischer Marker fur eine DAT und ihre Risikostadien ist,
jedoch konnte keine Aussage Uber die Abgrenzung von anderen neurodegenerativen Erkran-
kungen getroffen werden.

Die Plasmawerte von tTau nahmen mit zunehmender Auspragung der Diagnose leicht ab.
Pathophysiologisch wurde vielmehr erwartet, dass Patient*innen mit AD hohere tTau Plasma-
werte aufweisen. Als Kernbiomarker im Liquor weist ein erhohtes tTau auf eine AD hin*>%7,
Auch im Plasma zeigten sich teilweise Assoziationen von tTau und der Entwicklung einer
DAT5, DAT Patient*innen zeigten im Vergleich zu Kontrollen und MCI Patient*innen erhdhte
Werte56,104—106_

Plasma tTau konnte in dieser Studie nicht zwischen den Diagnosegruppen unterschei-
den. Frihe Studien wiesen darauf hin, dass mittels tTau eine DAT von frlheren Stadien un-
terschieden werden konnte®¢1%4-16 Andere Untersuchungen legen nahe, dass tTau kein ge-
eigneter Biomarker fur die Unterscheidung einer DAT von anderen Diagnosegruppen ist und

stimmen mit den hiesigen Ergebnissen tberein?®®,

Die Ratio pTaul81/AR42 war bei Patient*innen mit DAT im Gegensatz zu MCI und SCD er-
hoht. Auch der Gruppenvergleich zeigte, dass es zwischen den Diagnosegruppen SCD und
MCI sowie SCD und DAT signifikante Unterschiede gab. Es konnte bestétigt werden, dass
sich die Ratio pTaul81/AR42 im Plasma zwischen den Gruppen unterscheidet. Dies konnte

bereits im Liquor gezeigt werden?’,
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Im Plasma wies pTaul81/AR42 eine diagnostische Trennscharfe zur Unterscheidung aller
Gruppen auf. Dabei war pTaul81/AR42 fur die Abgrenzung einer SCD von einer MCI gleich
gut geeignet wie pTaul81 allein. Fir die anderen Zustandsvariablen war die Trennscharfe
minimal schlechter als bei pTaul8l. Die Ratio aus pTaul81 und AR42 scheint die Fahigkeit

zur Gruppenunterscheidung nicht zu verbessern.

Zusammenfassend unterschied Plasma pTaul81 zwischen allen Gruppen und zeigte héhere
Werte in fortgeschrittenen Stadien der Beeintrachtigung. PTaul81 bot die beste Unterschei-
dung zwischen SCD und DAT und erreichte eine AUC von 0,85 und eine Spezifitdt von tUber
79% bei einer Sensitivitdt von 80%, konnte aber auch zwischen den frithen Stadien MCI und
SCD differenzieren. TTau scheint anhand der vorliegenden Ergebnisse ein ungeeigneter
Plasma-Biomarker zur Differenzierung der verschiedenen Diagnosegruppen zu sein. Die Ratio
pTaul81/ARR42 war pTaul81 gegeniber nicht Giberlegen. Dies weist darauf hin, dass die Ratio
die Fahigkeit zur Unterscheidung zwischen den Diagnosegruppen nicht verbessert.

4.3 Diagnostische Leistung des Biomarkers Neurofilament Light im Plasma

Die Plasmawerte von NFL stiegen mit dem Schweregrad der Diagnose an und waren bei DAT
mit einem Mittelwert von 22,1 pg/ml deutlich héher als bei SCD und MCI mit Mittelwerten von
12,9 pg/ml und 14,5 pg/ml. Dieser Effekt stimmt mit Ergebnissen aus frilheren Untersuchungen
tbereint’,

Der Gruppenvergleich zeigte, dass sich Plasma NFL zwischen den Diagnosegruppen
SCD und DAT stark sowie zwischen MCI und DAT mittelstark unterschied. Dies weist darauf
hin, dass Plasma NFL ein geeigneter Marker zur Differenzierung der Diagnosegruppen ist.
Frihere Untersuchungen bestatigen den Zusammenhang zwischen erhéhten NFL-Werten und
einer DAT Diagnose!!’.

Die Analyse der Trennscharfe von NFL zeigte, dass NFL ausreichende gut zur Abgren-
zung einer objektivierbaren kognitiven Verschlechterung im Rahmen einer MCI oder DAT von
einer SCD sowie fur die Abgrenzung einer MCI von einer DAT geeignet war. Dariiber hinaus
zeigte NFL eine ausgezeichnete Differenzierung einer DAT von einer SCD. Die AUCs lagen
zwischen 0,70 und 0,81. Ein Cut-off-Wert von beispielsweise 12,7 pg/ml fur die Unterschei-
dung von DAT und SCD wiurde bei ca. 80% der erkrankten Patient*innen ein positives Tester-
gebnis anzeigen, wahrend ca. 67% der gesunden Patient*innen auch ein negatives Ergebnis
erhalten wirden. Ahnlich gut wie Plasma pTaul181 konnte auch NFL eine DAT von einer MCI
abgrenzen. Bereits in vorherigen Studien konnte gezeigt werden, dass NFL zwischen friihen

Stadien und einer DAT unterscheiden kann!'”118, NFL zeigte hingegen keine ausreichende
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diagnostische Trennscharfe zur Unterscheidung einer MCI von einer SCD und eignete sich
somit nicht zur Unterscheidung friher Stadien.

Daruber hinaus konnte ein signifikanter Zusammenhang des Alters und des Plasma
NFLs nachgewiesen werden. Dies stimmt mit der Annahme Uberein, dass NFL vor allem ein
Marker der Hirnatrophie und Neurodegeneration ist'®. NFL korrelierte zwar mit dem Alter, der
insgesamt statistisch signifikante Unterschied zwischen den Diagnosegruppen blieb jedoch
auch nach Adjustierung fir das Alter bestehen.

Wie bereits in anderen Studien gezeigt werden konnte, scheint NFL als Marker der
Neurodegeneration bei vielen anderen neurodegenerativen Erkrankungen erhoht zu sein4-
116, Da in dem vorliegenden Fall keine vergleichende Analyse mit anderen neurodegenerativen
Erkrankungen vorgenommen werden konnte, kann an dieser Stelle keine Aussage daruber
getroffen werden, ob und wie gut mittels Plasma NFL zwischen diesen Erkrankungen unter-

schieden werden kann.

Plasma NFL ist ein geeigneter Marker zur Differenzierung einer DAT und ihrer Risikostadien.
Im Gegensatz zu pTaul81 konnte mittels NFL nicht zwischen den frihen Stadien SCD und
MCI unterschieden werden.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass Plasma pTaul81 und NFL sowie die Ratios
AR42/AR40 und pTaul81/AR42 ausreichend robust sind, um diagnostische Gruppen mit be-

grenzter Stichprobengrofe in einer Gedachtnisambulanz unterscheiden zu kénnen.

4.4 Limitationen der vorliegenden Arbeit

Begrenzungen ergaben sich vor allem aus dem praxisnahen Studiendesign. Es wurden keine
Liquor-Biomarker in die Analyse einbezogen, da die Anzahl der Liquor-Proben in der SCD-
Gruppe und teilweise auch in der MCI-Gruppe aufgrund fehlender klinischer Empfehlung fur
die Standardanwendung in diesen Gruppen gering war. Dariiber hinaus wurden die vorhande-
nen Liquor-Proben vor Ort im klinisch-diagnostischen Kontext gemessen, wéhrend die
Plasma-Biomarker im Forschungskontext in einem Labor in Goteborg gemessen wurden. Es
ist kein Vergleich von Plasma- und Liquor-Biomarkern maglich.

Hinzu kommt, dass es keine gesunde Kontrollgruppe gab, da die untersuchte Stich-
probe ausschlie3lich aus Patient*innen der Gedachtnisambulanz bestand, die aufgrund von

klinischen Symptomen in der Gedachtnisambulanz vorstellig wurden. Im Vorhinein wurden
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weder Gruppengrdofen noch Kontrollen festgelegt. Es handelte sich vielmehr um einen Quer-
schnitt der in einer Gedachtnisambulanz vorstelligen Patient*innen in der klinischen Routine
Uber einen Zeitraum von zwei Jahren.

AulRerdem standen keine Langsschnittdaten zur Verfligung, da die vorliegenden Daten
aus der Routineversorgung stammen, die keine systematische Verlaufskontrolle der Pati-
ent*innen vorsieht. Somit kann keine Aussagen uUber die Dynamik der Biomarker getroffen
werden.

Eine weitere Limitation ergibt sich aus der neuartigen Simoa-Technologie. Diese ist zwar
vielversprechend fir eine breite Anwendung in der Routineversorgung in der Zukunft, wird
derzeit aber hauptsachlich in der Forschung und noch nicht in der klinischen Praxis eingesetzt.
Somit ist zum jetzigen Zeitpunkt unklar, wie die genaue Anwendung zur Bestimmung der
Plasma-Biomarker in der Routine aussehen wird. Auch Messfehler kdnnen nicht ausgeschlos-
sen werden. Vor allem im Zusammenhang mit der Probenentnahme und der Stauungszeit bis
zur Abnahme, der Zeit bis zum Einfrieren, einer unkontrollierten Fastenzeit vor Abnahme und
dem Zeitpunkt der Blutabnahme in der klinischen Routine kénnen Fehler und eine variable
Handhabung nicht ausgeschlossen werden.

Die verschiedenen Diagnosegruppen waren nicht gleich stark vertreten. Insbesondere die
Gruppe SCD bestand mit nur 23% des Patientenkollektivs aus 33 Patient*innen. Die Gruppen-
grolRe schwacht die Aussagekraft der Evidenz. Die Patient*innen waren zwischen 42 und 90
Jahre alt. Aufgrund der mittleren GruppengrofRe fand keine Unterscheidung zwischen Pati-
ent*innen mit frihem und spatem Beginn der DAT statt. Es kann keine valide Aussage Uber
die Unterschiede in der Auspragung der Biomarker bei jingeren und alteren Patient*innen mit
DAT getatigt werden.

Begrenzend kommt hinzu, dass die vorliegende Studie ausschlie3lich Patient*innen mit
DAT und den Risikostadien MCI und SCD untersuchte. Andere neurodegenerative Erkrankun-
gen wurden nicht eingeschlossen. Allein anhand dieser Untersuchung kann keine Aussage
Uber die Spezifitéat der Plasma-Biomarker fir AD getroffen werden. Mogliche Komorbiditaten
wurden nicht in die Analyse miteinbezogen. Dabei ist nicht auszuschlieRen, dass diese einen
Einfluss auf die gemessenen Plasma-Biomarker haben.

Da sich die vorliegende Studie aufgrund der geographischen Lage der Gedachtnisam-
bulanz mit eine Stichprobe aus der Uberwiegend europaischen Bevilkerung beschaftigt, konn-
ten keine Aussagen uber ethnische Unterschiede der Konzentrationen der vorliegenden
Plasma-Biomarker getroffen werden und eine Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf andere eth-

nische Gruppen ist nicht gewahrleistet.
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Zuletzt ist eine weitere Limitation des zugrundeliegenden Studiendesigns eine Diagno-
sestellung durch verschiedene Untersucher in der klinischen Routine. Die Daten der neuropsy-
chologischen Testung entstammten den Untersuchungen bei erstmaliger Vorstellung der Pa-
tient*innen, welche in der Datenbank hinterlegt waren. Somit gab es keinen einheitlichen Un-
tersucher. Jedoch folgte die neuropsychologische Testung mittels standardisierter Testanlei-
tung, sowie die Anamneseerhebung mittels standardisiertem Aufnahmebogen, um die Interra-

ter-Reliabilitat zu reduzieren.

4.5  Starken der vorliegenden Arbeit

Aus dem versorgungshahen Design ergeben sich jedoch nicht nur Limitationen, sondern vor
allem auch die Starken der vorliegenden Arbeit. Das Studienkollektiv bestand aus Patient*in-
nen einer Gedachtnisambulanz, die im klinischen Alltag vorstellig wurden. Es handelte sich
also nicht um ein fur die Forschung akquiriertes Studienkollektiv. Dabei gab es, bis auf die
schriftliche Zustimmung durch die Patient*innen, keine weiteren Ein- oder Ausschlusskriterien.
Aufgrund dessen wurden die Patient*innen abgebildet, die sich in der klinischen Routine mit
DAT, MCI oder SCD vorstellten und die im klinischen Alltag von den genannten Ergebnissen
profitieren kénnten. Darliber hinaus wurden die bekannten Plasma-Biomarker alle bei demsel-
ben Patientenkollektiv analysiert. Somit konnte mittels Vergleiches aller Biomarker eine Aus-
sage daruber getroffen werden, wie geeignet die einzelnen Biomarker waren und ob eine Kom-
bination den einzelnen Biomarkern tberlegen war. Au3erdem wurden neben DAT auch die
Risikostadien untersucht. Insbesondere zu den Plasma-Biomarkern bei SCD gibt es bislang
wenige Daten.

Insbesondere die Kombination des versorgungsnahen Designs, der Analyse der be-
kanntesten Plasma-Biomarker an einem Patientenkollektiv und der Einschluss der Risikosta-
dien MCI und SCD neben DAT stellen die Starken der Studie dar.

46 Ausblick

Die vorliegende Studie konnte zeigen, dass Plasma pTaul81 und NFL sowie die Ratios
AR42/AR40 und pTaul81l/AR42 ausreichend robust sind, um diagnostische Gruppen mit be-
grenzter StichprobengréRe in einer Gedachtnisambulanz zu unterscheiden. In Ubereinstim-
mung mit jungsten Forschungsstudien erwies sich pTaul81 als der vielversprechendste Bio-

marker, der zwischen allen drei Gruppen von SCD, MCI und DAT unterscheiden konnte. Dies
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lasst auf einen potenziellen klinischen Nutzen in frihen symptomatischen Stadien schliel3en.
Jedoch sind weitere Untersuchungen notwendig, bevor ein Einzug in die klinische Routine
denkbar ist. Eine Analyse groRRerer Kohorten von Studienkollektiven aus Gedachtnisambulan-
zen, u.a. mit dem Einschluss einer gesunden Kontrollgruppe, und der Vergleich mit aktuellen
Biomarkern wie Liquor-Biomarkern und Amyloid-PET-Untersuchungen ist anstrebenswert.
Weiterfihrend sind Verlaufskontrollen von Patient*innen aus Gedachtnisambulanzen mit er-
neuter Bestimmung der Plasma-Biomarker interessant, um zuséatzliche Informationen Uber die
Dynamik der Biomarker erhalten zu kénnen. Auch ein systematischer Vergleich der Plasma-
Biomarker bei verschiedenen neurodegenerativen Erkrankungen kann zusatzliche Informatio-
nen Uber die Spezifitdt der Biomarker liefern. Um die Ergebnisse moglichst generalisieren zu
konnen, ist die Untersuchung und der Vergleich verschiedener Ethnizitaten wichtig. Abschlie-
Rend muss gezeigt werden, dass neuartige Bestimmungsmethoden, wie die Simoa-Technolo-
gie, auch in der klinischen Praxis in Routinelaboren eingesetzt werden kdnnen. Absehbar ist,
dass die Einflihrung von Plasma-Biomarkern in die klinische Routine der Gedachtnisambulan-
zen und moglicherweise sogar in nicht spezialisierte und allgemeinmedizinische Einrichtungen

die Zuganglichkeit zu Biomarker basierter Diagnostik erheblich verbessern wird.
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