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Blutbasierte Diagnostik der priklinischen Alzheimer-
demenz: Rekrutierungshilfe fiir klinische Studien zur
Disease Interception beim Morbus Alzheimer

Prof: Dr. med. Jens Wiltfang

Einleitung und Rationale

International besteht ein hoher Bedarf fiir erste wirksame priventive, aber auch
ursichlich wirksame und gezielt den Krankheitsverlauf beeinflussende Behand-
lungsansitze der Alzheimerdemenz (AD). Eine priventive Behandlung, hier
nicht im Sinne einer eigentlich primiren oder sekundiren Intervention gemeint,
setzt voraus, dass die Disease Interception schon bei Hochrisiko-Patienten in
priklinischen Stadien eingesetzt wird, in denen die Betroffenen noch weitge-
hend oder sogar komplett symptomfrei sind, um den weiteren Krankheitsver-
lauf moglichst frith giinstig zu beeinflussen. Aktuell sind mehrere konzeptionell
vielversprechende in die Pathophysiologie der Erkrankung eingreifende pharma-
kologische Behandlungsansitze in grofen Phase-3-Studien gescheitert (Burki,
2018, Bachmann etal., 2019). Das erklirt, dass nun auch zunehmend multimo-
dale nicht-pharmakologische priventive Therapieansitze beriicksichtigt werden
(Andrieu etal., 2017, Ngandu etal., 2015). Dabei zeichnet sich ab, dass eine nicht
nur symptomatische, sondern in die Entstehung und den Verlauf der Krankheit
eingreifende Therapie, die Disease Interception frith und Biomarker-stratifiziert
durchgefithrt werden sollte, um maglichst effektiv zu sein. In der franzdsischen
multizentrischen Interventionsstudie ,Effect of long-term omega 3 polyunsa-
turated fatty acid supplementation with or without multidomain intervention
on cognitive function in elderly adults with memory complaints (MAPT):
a randomised, placebo-controlled trial“ wurde ilteren Probanden (70 Jahre und
dlter) ein multimodales (Ernihrung, Bewegung, Psychoedukation) Interventi-
onsprogramm {iber drei Jahre angeboten. Zunichst war enttduschend, dass in der
Gesamtkohorte kein signifikanter Behandlungseffekt nachweisbar war, bei detail-
lierter Analyse aber durchaus bei Patienten mit positivem Amyloid-PET-Befund
oder einem hohen Punktwert fiir kardiovaskulires Risiko. Aus Sicht des Autors
ist wahrscheinlich, dass fir die Behandlung der komplexen sporadischen Alz-
heimerdemenz eher multimodale priventive Behandlungsansitze erfolgreich sein
werden als monokausale Strategien, die sich auf ein einziges ,treatment target”
fokussieren. Die systematische Identifizierung und Validierung entsprechender
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multimodaler Therapieansitze erfordert aber grofle multizentrische Studien und
entsprechend effektive und kostengiinstige Rekrutierungsstrategien, um interna-
tional grof3e Kohorten von Hochrisiko-Patienten behandeln zu kénnen, beispiels-
weise Patienten mit subjektiv erlebten kognitiven Defiziten (SCD; Jessen etal.,
2018) oder leichter kognitiver Beeintrichtigung (Jovicich etal., 2018). Dabei ist
es wichtig, in den klinisch-dtiologisch sehr heterogenen SCD (engl. subjective
cognotive decline) — und MCI (engl. mild cognitive impairment)-Kohorten, Bio-
marker-stratifiziert diejenigen Patienten zu identifizieren, bei denen die kognitiven
Defizite durch die molekulare Pathophysiologie der Alzheimerkrankheit bedingt
sind (SCD-AD, MCI-AD). Entsprechende international akzeptierte und vali-
dierte Biomarker fiir die priklinische Diagnostik der Alzheimerdemenz sind die
Bestimmung von Demenzbiomarkern im lumbalen Liquor (Abeta-Peptid1-42,
Abeta-Peptidquotient 42/40, jeweils erniedrigt; Gesamt-Tau, Phospho-Taul81,
jeweils erhoht) und die Quantifizierung der zerebralen beta-Amyloidablagerung
mittels Amyloid-PET. Die Liquorpunktion ist allerdings im Vergleich zur Blutab-
nahme vergleichsweise invasiv und das Amyloid-PET ist vergleichsweise teuer
(ca.2.000 Euro/ Scan). Entsprechend sind beide Verfahren zwar fiir die finale Vali-
dierung vor Einschluss in potenzielle Priaventionsstudien aufgrund ihrer Zuver-
lassigkeit gut geeignet, dagegen nicht fiir das initiale Screening von Hochrisiko-
Patienten (SCD-AD, MCI-AD). Als Screening-Verfahren werden zur Zeit die
neuropsychiatrisch-internistisch klinische Untersuchung mit Eigen- und Fremd-
anamnese, eine einfache psychometrische Testbatterie, die klinisch-chemische
Ausschlussdiagnostik und die Kernspintomographie (MRT) eingesetzt. Das MRT
dient einerseits zur Ausschlussdiagnostik, ist aber andererseits besonders wertvoll,
um im Verlauf regional-spezifische Hirnatrophiemuster nachzuweisen. Bei SCD-
oder MCI-Patienten, die iiber letztgenannte Screening-Instrumente auf der Ebene
von Gedichtnissprechstunden, Hausarzt- oder neuropsychiatrischen Facharzt-
praxen identifiziert werden, bestitigt sich aber nur in ca. 30 % der Fille, dass die
kognitiven Defizite Alzheimerdemenz-induziert sind (SCD-AD, MCI-AD). Als
»golden standard biomarker® fiir die Diagnose SCD-/MCI-Alzheimerdemenz
sind die Demenzbiomarker im Liquor und/ oder das Amyloid-PET international
gut validiert. Hilfreich wire demnach ein hochdurchsatzfihiger und kostengiins-
tiger Screeningansatz, der den aktuellen Screeningfehler vor Studieneinschluss
von etwa 70% deutlich reduziert, um hohe Kosten einzusparen und Patienten
vor tiberfliissiger Diagnostik zu schiitzen.
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Blutbasierte Friihdiagnostik der Alzheimerdemenz

Zwischenzeitlich konnten innovative Blutassays entwickelt werden, die ergidnzend
zu den oben genannten Screening-Verfahren eingesetzt werden kénnen, und die
die molekularen Surrogatmarker der Alzheimerdemenz, nimlich die beta-Amy-
loidpathologie (Abeta-Peptide) oder die neuronale Schidigung bei beginnender
Alzheimerdemenz (leichte Ketten Neurofilament), schon friith im Verlauf im Blut-
plasma nachweisbar machen. Die zugehérigen Verfahren nutzen entweder die
Veridnderung von Abeta-Peptidquotienten (Abetal-42/1-40, Abeta42/38, Abeta-
3-30/1-40) im Blutplasma (Ovod etal., 2017, Kaneko etal., 2014a + 2014b,
Nakamura etal., 2018, Shahpasand-Kroner etal., 2018) oder quantifizieren die
Zunahme der Abeta-Peptidfraktion, die eine Beta-Faltblattkonformation ange-
nommen hat (Nabersetal., 2014a,2014b, 2019). Eine Zunahme von Abeta-Pep-
tiden in Beta-Faltblattkonformation begiinstigt die Bildung loslicher neurotoxi-
scher Abeta-Peptidaggregate, und der Assay konnte damit einen frithen Schritt
in der molekularen Kaskade der Amyloidpathologie abbilden. Die oben genann-
ten Abeta-Peptid-basierten Blutassays versprechen eine diagnostische Zuverlis-
sigkeit von mindestens 80 % und fiir einige der Verfahren (Nabers etal., 2018;
Kaneko etal., 2014a + 2014 b) konnte bereits nachgewiesen werden, dass Abeta-
Peptid-abhingige Biomarkerverinderungen im Blut bereits priklinisch nach-
weisbar werden. Interessant ist, dass Abeta-Peptid-Biomarkerverinderungen im
Blut eine signifikante Korrelation mit den bereits etablierten Biomarkern der Alz-
heimerdemenz zeigen. In diesem Zusammenhang konnte unsere Arbeitsgruppe
kiirzlich nachweisen, dass die Abeta-Peptidratio 42/40 im Blutplasma nicht nur
signifikant mit der zerebralen beta-Amyloidbelastung korreliert, sondern auch
mit der Abeta-Peptidratio 42/40 und dem Quotienten Abeta 42/ Gesamt-Tau im
Liquor (vergleiche Abbildung 2 und Tabelle 1). Bei dieser Studie dienten Patien-
ten mit anderen Demenzen als Kontrollen, bei denen eine Alzheimerbeteiligung
durch Amyloid-PET oder Liquordemenzbiomarker ausgeschlossen worden war.
Die ,Receiver-Operator Curve“-Analyse differenzierte beide Demenzkollektive
mit einem Youden-Index von 0,87 (siche Abbildung 1). Hiufig wurden bisher
Biomarker im Blut bei Alzheimerdemenz und gesunden Kontrollen verglichen,
was zwar fiir die Beantwortung Grundlagen-orientierter Fragestellungen interes-
sant sein kann, in der Regel aber keine hohe klinisch Relevanz hat. Auffillig ist,
dass tiber Jahre sehr widerspriichliche Arbeiten zur klinischen Wertigkeit von
Abeta-Peptidverinderungen im Blut fiir die Diagnostik der Alzheimerdemenz
publiziert wurden, andererseits aktuell vier Arbeiten tibereinstimmend die hohe
diagnostische Relevanz des Abeta-Peptidquotienten 42/40 belegen. Gemeinsam
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ist diesen vier Publikationen, dass hier in einem ersten Schritt eine gut stan-
dardisierte aminoterminal-selektive Immunoprizipitation durchgefiihrt wurde,
die Abeta-Peptide im Eluat anreichert und gleichzeitig stérende Matrixfaktoren
hochefhzient entfernt. Da Abeta-Peptide als starke hydrophil-hydrophobe Dipole
aufgefasst werden kénnen, wobei der Aminoterminus hydrophil und der Car-
boxyterminus hydrophob geprigt sind, ist eine hochaffine Bindung, vermittelt
tiber den Carboxyterminus, an lipophile Trigerproteinen im Blut wahrschein-
lich. Zahlreiche Abeta-Immunoassays hatten in der Vergangenheit aber einen
carboxyterminal-selektiven Fangschritt genutzt, was aufgrund der maoglichen
Epitopmaskierung durch storende lipophile Bindungspartner aus methodischer
Sicht problematisch erscheint. Auch ist in diesem Kontext relevant, dass die inter-
national verfiigbaren aminoterminal-selektiven monoklonalen Antikérper mit
besonders hoher Aviditit binden, was erlaubt, zusitzlich vergleichsweise starke
Detergentien im Fangschritt einzusetzen. Auf diese Weise kann die hydrophobe
Bindung an interferierende Matrixfaktoren reduziert werden.

Als zweiten Analyseschritt setzen drei der aktuellen Methoden massenspektro-
metrische Verfahren ein. Unsere Arbeitsgruppe konnte dagegen ein innovatives
Elutionsverfahren entwickeln, iiber das die aufgereinigten Abeta-Peptide von den
magnetischen Mikropartikeln der Immunoprizipitation eluiert werden kénnen,
ohne gleichzeitig nachgeschaltete Immunoassays zu storen. Dieser Ansatz erlaubt
uns vergleichsweise preiswerte, prinzipiell hochdurchsatzfihige, breit verfiigbare
und multiplexfihige Immunoassays als zweiten Analyseschritt einzusetzen. Inte-
ressant wird zukiinftig sein, ob die kombinierte Analyse mehrerer Abeta-Peptid-
ratios — beispielsweise Abeta 42/40 und Abeta-3-40/1-42 — und die zusitzliche
Information tiber den erhdhten Anteil an Abeta-Peptid-Faltblattkonformation
die Frithdiagnostik der Alzheimerdemenz weiter verbessern wird. Besonders die
Abeta-Peptidratio 3-40/1-42 und die offensichtlich frith auftretende Erhohung
des Anteils an Abeta-Peptiden in beta-Faltblattkonformation sind vielverspre-
chend, Patienten bereits priklinisch als SCD-Alzheimerdemenz zu erkennen.
Diese Hypothese wird zur Zeit von unserer Gottinger Arbeitsgruppe in Zusam-
menarbeit mit der Bochumer Gruppe um Prof. Gerwert an Patienten aus der
multizentrischen prospektiven DELCODE-Studie des Deutschen Zentrums fiir
Neurodegenerative Erkrankungen (DZNE) iberprift. Die DELCODE-Stu-
die hat insbesondere Patienten in priklinischen Stadien der Alzheimerdemenz
rekrutiert und kann iiber die Bestimmung tiber die Demenzbiomarker im Liquor
und/ oder das Amyloid-PET differenzieren, ob SCD-Alzheimerdemenz oder sub-
jektiv wahrgenommene kognitive Defizite anderer Atiologie vorliegen, beispiels-
weise im Rahmen einer Depression im Alter (Jessen etal., 2018,). Unsere Arbeits-
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gruppe konnte kiirzlich in Zusammenarbeit mit weiteren Kollegen aus Géttingen
und Dresden fir das aminoterminal-verldngerte Abeta-Peptid 3-40 eine endo-
proteolytische Freisetzung aus dem beta-Amyloidvorlduferprotein durch andere
beta-Sekretasen als die bisher als therapeutisches , target genutzte BACE-I nach-
weisen (Beyer etal., 2016). Dariiber hinaus waren wir an Forschungsarbeiten der
Arbeitsgruppe von Weggen etal., Diisseldorf, beteiligt, die zeigen, dass die primir
oligodendroglial exprimierte alternative beta-Sekretase ADAMTS4 das besonders
amyloidogene aminoterminal-verkiirzte Abeta-Peptid 4-x endoproteolytisch aus
dem beta-Vorlduferprotein freisetzt (Walter etal., 2019). Entsprechend gibt es
zunehmend experimentelle Hinweise dass aminoterminal-modifizierte Abeta-
Peptide (verkiirzt oder verlingert) auch durch glial exprimierte alternative non-
BACE beta-Sekretasen freigesetzt werden, die wahrscheinlich bei glial-vermit-
telter Neuroinflammation besonders in Friithstadien der Alzheimerdemenz ver-
mehrt exprimiert werden, konstitutiv dagegen — im Gegensatz zur neuronalen
BACE-I — wenig zur Freisetzung von Abeta-Peptiden aus dem beta-Amyloidvor-
lauferprotein beitragen. Da die Bildgebung glialer Neuroinflammation bei Alz-
heimerkrankheit mittels Positronen-Emissionstomographie (u.a. Deprenyl-PET;
Rodriguez-Vieitez etal., 2016) gut belegen konnte, dass diese gliale Aktivierung
schon etwa 17 Jahre vor klinischer Manifestation der Demenz nachweisbar ist —
und mit zunehmender Demenz sich eher abschwicht — wiirde nicht iiberraschen,
wenn aminoterminal-modifizierte Abeta-Peptide besonders gut fiir die priklini-
sche Diagnostik der Alzheimerdemenz geeignet sind. Die frithe und ausgeprigte
Neuroinflammation bei Alzheimerkrankheit kénnte auch iiber die vermehrte
gliale Expression von non-BACE beta-Sekretasen zur pathologischen Prozessie-
rung des beta-Amyloidvorlduferproteins beitragen. Damit bieten sich glial expri-
mierte non-BACE beta-Sekretasen als innovative , therapeutic targets“ an.

Ein weiterer innovativer Blut-Biomarker fir demenzielle Erkrankungen ist die
Bestimmung der leichten Ketten der Neurofilamente (NfL) im Blutserum. Kiirz-
lich konnte hochrangig publiziert werden, dass bei autosomal-dominant vererb-
ter genetischer Alzheimerdemenz schon frith vor klinischer Manifestation der
Demenz ein Anstieg von NfL im Blut nachweisbar ist. Da das Auftreten von
NfL im Blutserum zwar sehr spezifisch eine zentralnervése neuronale Schidigung
anzeigt, gleichzeitig aber sehr unspezifisch bezogen auf die Atiopathogenese dieser
neuronalen Schidigung ist, wird bei frither sporadischer Alzheimerdemenz die
klinische Relevanz dieses Biomarkers anders zu beurteilen sein. Auch bei Multi-
pler Sklerose (Edwards etal., 2019) oder Amyotropher Lateralsklerose (Feneberg
etal., 2018) werden deutliche Anstiege von NfL im Blut gemessen. Die Mes-
sung von NfL im Blutserum kann als sehr sensitiver, aber unspezifischer Marker
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neuronaler Schidigung interpretiert werden. Daher ist zu erwarten, dass im hohe-
ren Alter — wie bei priklinischer oder frither Alzheimerdemenz — NfL im Blut
aus sehr unterschiedlichen Griinden erhéht sein kann, und bei einmaliger und
alleiniger Bestimmung hier nur eingeschrinkte klinische Relevanz haben wird.
Eigene, noch unveréffentlichte Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe legen aber nahe,
dass die Bestimmung von NfL zusammen mit oben diskutierten Abeta-Peptid-
abhingigen ,trait“ Blut-Biomarkern der Alzheimerkrankheit auch bei einmaliger
Messung (,,baseline®) einen diagnostischen Mehrwert schafft. Besonders vielver-
sprechend wird aber die Verlaufsmessung sein, wobei der Nfl-Anstieg relativ zur
»Baseline® (deltaNfL) — weitgehend unabhingig von den sehr heterogenen Aus-
gangskonzentrationen und dem Alter des Patienten — die blutbasierte Frithdia-
gnostik der Alzheimererkrankung und Alzheimerdemenz unterstiitzen kann.

Zusammenfassend zeichnet sich ab, dass die vergleichsweise preiswerte und hoch-
durchsatzfihige Messung von mehreren Abeta-Peptidquotienten im Blutplasma,
gef. erginzt durch die Quantifizierung von Abeta-Peptidkonformation und die ver-
laufsabhingige Bestimmung von Delta-NfL, zukiinftig eine blutbasierte Identifi-
zierung von Patienten mit préklinischer Alzheimerdemenz (SCD-AD, MCI-AD)
ermdglichen wird. Bevor international validierte priventive bzw. im Sinne der
Disease Interception krankheitsmodifizierende Behandlungskonzepte zur Ver-
figung stehen, wird dieser diagnostische Ansatz - auch aus medizinisch-ethi-
scher Sicht - aktuell weniger relevant fiir die klinische Routinediagnostik sein.
Es zeichnet sich aber ab, dass in Kombination mit korperlicher Untersuchung,
Eigen-/ Fremdanamnese, klinisch-chemischer Ausschlussdiagnostik, vergleichs-
weise preiswertem MRT und psychometrischem Screening-Test die zusitzliche
Durchfiithrung der hier vorgestellten blutbasierten Frithdiagnostik ermoglichen
wird, Hochrisiko-Patienten mit SCD-/MCI-Alzheimerdemenz mit deutlich ver-
besserter Sensitivitit und Spezifitit fiir die dringend benétigten multizentrischen
Studien zu rekrutieren. Dieses kombinierte in-vivo/in-vitro Screening-Verfahren
sollte ermoglichen, den ,screening failure® bei einem Einschluss in die groflen
Pivotal-Studien von derzeit 70-80% auf etwa 20% zu reduzieren und somit
Geschwindigkeit, Durchfithrbarkeit und Qualitit dieser Studien enorm zu ver-
bessern. Die systematische Untersuchung unterschiedlicher Konzepte zur multi-
modalen, nicht-pharmakologischen Langzeit-Interception (mindestens 3 Jahre)
und die systematische Untersuchung von ,drug repurposing® sollte parallel zu
den molekularen ,one target” Ansitzen der forschenden Pharmaindustrie inten-
siviert werden, um erste Therapieansitze im Sinne einer den Erkrankungsprozess
modifizierenden Disease Interception-Therapie zu identifizieren.
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Abb. 1: Abeta-2step-Immunoassay (AB-2step-lA): Die diagnostische Zuverlassigkeit liegt im Bereich
anderer innovativer Alzheimerdemenz-Bluttests (Ovod etal., 2017; Nakamura etal., 2018), jedoch
erlaubt uns ein neuartiges Elutionsverfahren nach der Immunoprézipitation mit magnetischen Mik-
ropartikeln direkt einen zweiten Multiplex-fahigen Immunoassay einzusetzen. Daher kann auf ein
massenspektrometrisches Verfahren als Zweit-Analytik verzichtet werden, was hohen Probendurch-
satz und eine breite Anwendbarkeit verspricht.

Die hier vorgestellte Studie vergleicht Patienten mit friiher Alzheimerdemenz versus Patienten mit
friihen anderen Demenzformen, wobei die Kreuzvalidierung der klinischen Diagnose mittels Liquor-
untersuchung und/oder Florbetaben-Amyloid-PET durchgefiihrt wurde (Shahpasand-Kroner etal.,
2018).
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Abb. 2: Korrelation zwischen des mittels Abeta-2step-Immunoassay (Ab-2step-lA) im Blutplasma
bestimmten Abeta-Peptidquotienten42/40 mit der mittels Florbetaben-Amyloid-PET quantifizierten
zerebralen beta-Amyloidplaquebeladung bei Patienten mit friiher Alzheimerdemenz und anderen
Demenzerkrankungen (Shahpasand-Kroner etal., 2018).

Abeta 42/40 Quotient im Blut r= p-Wert
Amyloidlast im Gehirn -0,745 < 0,00092
Abeta 42/40 Quotient im Liquor 0,631 369x10°
Gesamt-Tau im Liquor -0,579 < 0,0001
Phospho-Tau im Liquor -0,439 < 0,0064
Abeta 42/total-Tau Quotient im Liquor 0,694 192x10°

Tab. 1: Korrelation zwischen des mittels Abeta-2step-Immunoassay (Ab-2step-lA) im Blutplasma
bestimmten Abeta-Peptidquotienten 42/40 und international gut validierten Demenzbiomarkern
der Alzheimerdemenz im lumbalen Liquor. Blutplasma und Liquorproben stammen von Patienten
mit friiher Alzheimerdemenz und anderen Demenzerkrankungen. Zusatzlich ist die Korrelation zwi-
schen Abeta-Peptidquotienten 42/40 im Blutplasma und der mittels Flobetaben-Amyloid-PET quan-
tifizierten zerebralen beta-Amyloidplaquebelastung dargestellt (siehe auch Abb. 2). Im Gegensatz
zu den Liquordaten lagen Amyloid-PET-Befunde nur fiir 16 der 40 Patienten vor (Shahpasand-Kroner
etal., 2018).
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