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1. Einleitung

1.1. Vaskulare Demenz und subkortikale vaskulare Enzephalopathie

1.1.1. Einfahrung

Die kognitive Beeintrachtigung kommt h&ufig bei alten Menschen vor und ist eine der
Hauptursachen fir Invaliditat und Pflegeabhéngigkeit in alternden Gesellschaften (Reuser et
al. 2010). Neue Studien betonen die wichtige Rolle der vaskuldren Risikofaktoren in der
Klinischen Manifestation der Stérung kognitiver Fahigkeiten (Qiu et al. 2007). Obwohl die
Alzheimer-Demenz (AD) die am h&ufigsten diagnostizierte Ursache der kognitiven
Dysfunktion bei alteren Menschen ist, werden kognitive Beeintrachtigungen auch durch
vaskulare Krankheiten, mikro- oder makrovaskuldare Veranderungen im Gehirn, stumme
Hirninfarkte und klinisch klar manifestierte Schlaganfalle hervorgerufen und tragen so als
wichtige Ursachen zur Pathogenese und zum Krankheitsbild bei (Gorelick et al. 2011).
Aullerdem fordert die zerebrale vaskuldre Insuffizienz Neurodegeneration und umgekehrt
(ladecola 2004). Tatsachlich wurde durch verschiedene pathologische Untersuchungen die
haufige Kombination von vaskuldren und Alzheimer-typischen Veranderungen belegt (Launer
et al. 2008).

Die Prdvalenz von Demenzen betrégt bei Personen tber 65 Jahre in Industrielandern 5% bis
10%. Dabei verdoppelt sich die Pravalenz der Alzheimer-Krankheit alle 4,3 Jahre, wahrend
sich die Pravalenz der vaskularen Demenz (VaD) alle 5,3 Jahre verdoppelt. Die
altersbereinigte Pravalenzrate fir die Alzheimer-Krankheit liegt bei 19,2 und fiir die VaD bei
14,6 pro 1000 Personen-Jahre (Gorelick et al. 2011). Mittlerweile haben populationsbezogene
MRT-Studien eine hohe Prévalenz mikroangiopathischer Veranderungen in einer alteren
Population gefunden, 23% fur klinisch stumme Lakunen und 95% fur
Marklagerveranderungen (White Matter Lesions, WMLSs) (Longstreth et al. 1996, 1998),
wobei ein Zusammenhang mit erhohtem Risiko fir Schlaganfall und Demenz besteht
(Wallesch und Forstl 2012).

1.1.2. Definitionen von Demenz, VCI, MCI und SVE

Demenz ist nach DSM-1V (2003) als die Entwicklung multipler kognitiver Defizite definiert,
die schwerwiegend genug sind, um eine Beeintrachtigung der sozialen oder beruflichen
Leistungsfahigkeit zu verursachen, und die eine deutliche Verschlechterung gegenuiber einem

friheren Leistungsniveau darstellen.



Vascular Cognitive Impairment (VCI) stellt sich dar als ein Syndrom mit Klinischen
Schlaganfallen oder subklinischen vaskuldren Hirnveranderungen sowie begleitenden
kognitiven Beeintrachtigungen mindestens einer kognitiven Doméne. Dies beinhaltet das
ganze Spektrum der kognitiven Einschrdnkungen (Vascular Cognitive Impairment No
Dementia, VCIND; Mild Cognitive Impairment, MCI; vaskuldre Demenz, VaD) sowie das
pathologische Spektrum von einer ,reinen” Alzheimer-Krankheit durch verschiedene Grade
der vaskuldren Beteiligung, die sogenannte gemischte Krankheit (Mixed-Disease, Alzheimer-
Erkrankung mit vaskuldrer Demenz) bis zur ,,reinen“ VVaD. (O’Brien et al. 2002; Roman et al.
2004; Selnes und Vinters 2006; Gorelick et al. 2011).

Die leichte kognitive Stérung (Mild Cognitive Impairment, MCI) ist als subjektive und
objektivierbare kognitive Leistungsverschlechterung bei erhaltener Alltagskompetenz
definiert (DGPPN und DGN 2015). Uber vaskulare leichte kognitive Stérung (Vascular Mild
Cognitive Impairment, VaMCI) sprechen wir, wenn die kognitive Beeintréchtigung aufgrund
einer zerebrovaskuldren Erkrankung entwickelt wurde. Hierbei konnen die kognitiven
Defizite in anderen kognitiven Domanen (z. B. exekutive Funktionen) auftreten, in
Abgrenzung zum sogenannten amnestic MCI, wobei Gedachtnisstérungen als Leitsymptom
des MCI-Syndroms anzusehen sind (O’Brien et al. 2003).

Die subkortikale vaskulére Enzephalopathie (SVE) ist nach Béazner et al. (2003) operational
als eine Erkrankung des hdheren Lebensalters mit einem Altersgipfel jenseits des 65.
Lebensjahres definiert, die sich durch eine zerebrale Mikroangiopathie mit zwei Haupttypen
der zerebralen Gewebeschadigung auszeichnet: Die lakunéren zerebralen Ischdmien sowie
diffusen Veranderungen der weillen Hirnsubstanz, welche sowohl in der zerebralen
Bildgebung mittels cMRT und cCT als auch neuropathologisch voneinander abgrenzbar sind,

liegen allerdings sehr haufig gleichzeitig vor (Bazner et al. 2003).

1.1.3. Klinische Kriterien fir die vaskulare Demenz und VCI

Die diagnostischen Kriterien sind nicht nur als diagnostische Werkzeuge in der klinischen
Praxis, sondern auch fir die Durchfuhrung von epidemiologischen Studien besonders wichtig.
Die am haufigsten verwendeten klinischen Kriterien sind die DSM (Diagnostic and Statistical
Manual of Mental Disorder) und die ICD (International Classification of Diseases). Bei den
NINDS-AIREN (National Institute of Neurological Disorders and Stroke-Association
Internationale pour la Recherche et /’Enseignement en Neurosciences) und den ADDTC
(State of California Alzheimer’s Disease Diagnostic and Treatment Centers) handelt es sich
um wissenschaftliche Kriterien, die hauptsdchlich in der Forschung als diagnostische

Instrumente fir VaD angewendet werden. Fir die Abgrenzung der Diagnose der
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subkortikalen Form der VaD wurden zusétzlich unterstitzende klinische Kriterien
vorgeschlagen (Erkinjuntti 2002).

Alle diagnostischen Kriterien zur Kennzeichnung kognitiver Syndrome, die mit
GefaRerkrankungen verbunden sind, sollen auf der Kombination zweier Faktoren beruhen:
Darstellung einer kognitiven Beeintrdchtigung (Demenz oder VaMCI) mithilfe der
neuropsychologischen Testungen und Nachweis entweder eines klinischen Schlaganfalls
anamnestisch oder einer HirngefaRerkrankung mit bildgebenden Verfahren, die einen
Zusammenhang zwischen den kognitiven Stoérungen und GeféaBerkrankungen aufweist
(Gorelick et al. 2011).

1.1.4. Subtypen von VCI

Da VCI ein Oberbegriff ist und eine heterogene Gruppe von Erkrankungen bezeichnet, kann
das VCI fir den Klinischen Einsatz in verschiedene Untergruppen eingeteilt werden (O’Brien
et al. 2003). Zu den Untergruppen gehéren: Die vaskuldre kognitive Beeintrachtigung ohne
Demenz bzw. vaskuldre leichte kognitive Beeintrachtigung (VCIND/VaMCI), die vaskulare
Demenz (VaD) und die gemischten Formen von primaren neurodegenerativen Erkrankungen
(hauptséchlich  Alzheimer-Krankheit) und VaD (Roman et al. 2004). Obwohl diese
Untergruppen noch wenig spezifiziert sind, lassen sie sich durch Risikofaktoren,
pathologische Mechanismen, klinische Merkmale und Ansprechen auf die Behandlung

charakterisieren (Rockwood et al. 2006).

1.1.5. Kilassifizierung des VCI und Atiopathogenese der SVE
Das VCI wurde zusétzlich anhand der &tiologischen und neuropathologischen Mechanismen
der vaskularen Veranderungen in folgenden Kategorien klassifiziert (Jiwa et al. 2010):
« VCI bei Makroangiopathie (large-vessel vascular dementia): Multiinfarktdemenz
(MID), strategische Infarkte
» VCI bei Mikroangiopathie (small-vessel vascular dementia): Multilakunares Syndrom,
SVE und MikrogefalRveranderungen ohne neuroradiologischen Nachweis einer Lasion)
« VCl infolge Ischdmie/Hypoperfusion
« VCI im Rahmen anderer Angiopathien: zerebrale Amyloidangiopathie, zerebrale
Vaskulitis, CADASIL, andere hereditdre Angiopathien)
« VCI infolge Hamorrhagie (einzelne oder multiple intrazerebrale H&matome,
Mikroblutungen)
Zu der zerebralen Makroangiopathie gehdren die MID und die Demenz bei strategischen
Infarkten.



Bei der MID handelt es sich um mehrere territoriale, tberwiegend kortikale, isch&mische oder
hamorrhagische, gleichzeitig oder zeitlich versetzt auftretende Hirninfarkte, die zum
Untergang und zur Atrophie von neuronalem Gewebe fulhren. Die Infarkte treten aufgrund der
atherosklerotischen Erkrankungen in grofRen Arterien (z. B. Arteria Carotis) mit den
weitverbreiteten thromboembolischen Insulten vor allem in kortikalen Regionen auf. Dieser
Typ entspricht der klassischen, im Jahre 1974 von Hachinski beschriebenen vaskuléren
Demenzform (Hachinski et al. 2006).

Die Ansicht, dass ein bestimmter Schwellenwert des Volumens von Hirngewebeverlust (z. B.
> 50-100 ml) vorhersehbar Demenz verursacht, ist nicht mehr allgemein akzeptiert (Selnes
und Vinters 2006). So kann das Vorhandensein von Infarkten geringer Grofie, die jedoch an
strategischen flr spezifische kognitive Fahigkeiten entscheidenden Stellen wie medialem
dorsalem Thalamuskern, hinterem Kapselknie, linkem inferiorem frontalem Gyrus und
Basalganglien liegen, mit relativ ausgepragten kognitiven Auffélligkeiten assoziiert werden
(Vermeer et al. 2003). Haufigste klinische Form von strategischen Infarkten sind die
bilateralen Thalamusinfarkte (Perren et al. 2005).

Obwohl  kognitive  Beeintrachtigungen aufgrund zerebraler —makroangiopathischer
Verénderungen klinisch wichtig sind, kommen sie selten als einziger Befund vor (Moorhouse
und Rockwood 2008).

Mehrere kleinere Infarkte und zerebrale Mikroangiopathien treten haufiger bei vaskuldren
Demenzen auf als einzelne grol3e Infarkte (Bowler 2007). Die zerebrale Mikroangiopathie
(small vessel disease, SVD) gilt heutzutage als die haufigste Ursache des VCI (O’Brien et al.
2003; Hachinski et al. 2006).

Die vaskuldren Demenzen bei Mikroangiopathie werden auch subkortikale vaskulare Demenz
(SVD) genannt, weil die Veradnderungen in der subkortikalen Mikrozirkulation eine zentrale
Rolle in ihrer Pathogenese spielen (Pantoni 2010). Bei der zerebralen Mikroangiopathie sind
die langen, penetrierenden, subkortikalen, nicht kollateralisierten Arterien und Arteriolen
hauptsachlich betroffen und deswegen konnen multifokale und diffuse subkortikale,
ischdmische Verénderungen auftreten (Ringelstein und Kuhlenbdumer 2004). Jedoch kann
eine vollstandige Identifizierung der SVD mit ischdmischen Lasionen wie lakundren Infarkten
und Verdnderungen der weil3en Substanz (White Matter Lesions, WMLSs) restriktiv sein, da
bei SVD kleine und grofRe hd&morrhagische L&sionen vorhanden sein kdnnen (Pantoni 2010).
Die atiopathologische Klassifikation der zerebralen Mikroangiopathie umfasst 5 allgemeine
Typen (siehe Anhang 7.1). Der degenerative (arteriosklerotische) Typ tritt am h&ufigsten auf
(Pantoni 2010).



Klinisch kann die zerebrale Mikroangiopathie mit verschiedenen Syndromen manifestiert und
neuroradiologisch dokumentiert werden. Hierzu gehdren der einzelne lakunére Infarkt bzw.
das multilakundare Syndrom und die subkortikale arteriosklerotische Enzephalopathie (SAE)
bzw. Morbus Binswanger oder Leukoaraiose (Zhang et al. 2010). Die SVE beinhaltet beide
Formen der zerebralen Mikroangiopathien (Bézner et al. 2003).

Lakunen sind Kkleine, typischerweise kreisrunde oder ovoide Hirninfarkte mit einem
Durchmesser von 5 bis 15 mm. Sie kommen in subkortikalen Hirnarealen vor. Deshalb
kdnnen Strukturen wie Basalganglien, Thalamus, Marklager sowie Hirnstamm betroffen sein.
Multiple lakunére Infarkte werden als zwei oder mehrere bilateral gelegene lakunére
Hirninfarkte definiert. DefinitionsgemaR sind lakunéare Syndrome durch die Abwesenheit von
jeglichen kortikalen Fokalsymptomen gekennzeichnet, was sich durch die strikt subkortikale
Lage der Léasionen erklart (Ringelstein und Kuhlenbaumer 2004).

Die zweite grol3e Einheit der zerebralen Mikroangiopathie stellt die SAE, auch Binswanger-
Erkrankung genannt, dar. Leukoaraiose gilt auch als neuroradiologisches Synonym. Der
Begriff ,,Leukoaraiose” wurde durch Hachinski nach den griechischen Begriffen leukos
(weiB) und araiosis (Dichteverminderung) gepragt und umfasst eine Reihe von
Krankheitsbildern. Er bezieht sich urspriinglich auf VVerdnderungen der weil3en Substanz, die
mitttels CT nachgewiesen werden, wird aber auch fur entsprechende MRT-Veranderungen
angewendet (Bowler 2007). Die SVE bzw. Leukoaraiose tritt in den bildgebenden Verfahren
als beidseits in den Hemisphéren auftretende, fleckige oder diffuse Marklagerveranderungen
auf (Pantoni 2010).

Es gibt verschiedene Theorien (ber die Atiologie und Pathophysiologie dieser
Veranderungen. Heutzutage gilt in den meisten Studien die Ischamie durch chronische
GefaBokklusion als die héaufigste Ursache. Die Lipohyalinose mit Verdickung der
Gefalwande der kleinen zerebralen Arterien und Arteriolen kann zur kritischen Stenose und
zur Minderdurchblutung von vielen subkortikalen Regionen fiihren und demzufolge
weitverbreitete unvollstandige Infarkte der tiefen weilen Substanz verursachen. Diese
Veranderungen werden besonders in den langen penetrierenden Marklagerarteriolen gefunden
(Khan et al. 2007). Neben der vaskuldaren (ischdmischen) Leukenzephalopathie bestehen
zusétzlich die entzundlichen und metabolischen Leukenzephalopathien (Ringelstein und
Kuhlenb&umer 2004).

Histopathologisch zeigen diese leukoaraiotischen Gebiete vielféltige Merkmale verschiedenen
Umfangs, wie Axon- und Oligodendrogliaverlust, reaktive Astrogliose, lokales Odem und

Demyelinisierung (Streifler et al. 2003).



Unabhédngig vom Auftreten lakunédrer L&sionen oder konfluierender WMLs koénnen auch
mikroangiopathische Veranderungen mit Kapillarverlust und Stérungen der Blut-Hirn-
Schranke (BHS) ohne nachgewiesene lakunédre L&sionen oder SAE durch Zellverlust und
Atrophie der Hirnmasse, besonders im tiefen Marklager (deep white matter, DWM), zum VCI
fihren (Brown et al. 2007).

Die zerebrale Hypoperfusion als Ursache kognitiver Stérungen kann durch
Herzerkrankungen, z.B. Herzrhythmusstérungen, Vorhofflimmern oder Komplikationen des
Herz-Lungen-Bypasses, auftreten. Die hauptsachlich betroffene Struktur der ischdmischen
Schéden liegt in hippocampalen Neuronen, aber auch in kortikalen arteriellen Grenzzonen
und DWM vor (Jiwa et al. 2010).

Die zerebrale Amyloidangiopathie (CAA) wird durch vaskuldare Ablagerung von B-Amyloid-
Proteinen hauptsachlich in kortikalen und leptomeningealen kleinkalibrigen GefaRen
gekennzeichnet, die einen potenziellen Mechanismus zur vaskuldren und zerebralen
Dysfunktion bietet (lemolo et al. 2009). CAA liegt haufig auch als pathologisches Merkmal
der AD vor (Smith und Greenberg 2009). CAA wird zunehmend als Ursache von mehreren
fokalen h&morrhagischen Schlaganfallen in einer GroRe von Mikroblutungen bis zu
umfangreichen Blutungen gefunden (Knudsen et al. 2001).

Vaskulitiden zerebraler GefaRe gehdren zu dem Spektrum der inflammatorisch bedingten
zerebralen Mikroangiopathien. Es handelt sich um eine heterogene Kategorie von priméren
und sekundaren Erkrankungen, deren Diagnose mittels Nachweises immunologischer Zellen
an den pathologischen Verénderungen der GefaBwénde gestellt wird (Lienert und
Sturzenegger 2008).

CADASIL (Cerebral Autosomal Dominant Arteriopathy with Subcortical Infarcts and Leuko-
encephalopathy) bezeichnet die haufigste monogenetische Form der SVE. Diese wird durch
eine dominant vererbbare Mutation des NOTCH3-Gens auf Chromosom 19912 verursacht.
Die Erkrankung ist selten (ca. 200 Familien bekannt in Deutschland) und tritt relativ frih bei
den betroffenen Patienten auf (Ringelstein und Kuhlenb&dumer 2004).

1.1.6. Epidemiologie und Risikofaktoren des VCI

Die meisten alteren Studien verwenden den Begriff VVaD oder MID. In jungerer Zeit wurde
der Begriff VCI eingeftuihrt, um das gesamte Spektrum von kognitiven Stérungen im Bereich
von milder kognitiver Beeintrachtigung bis zur entwickelten Demenz abzudecken (Hachinski
et al. 2006).
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Abb. 1.1: Haufigkeit der Demenzformen. Die Alzheimer-Demenz ist unter den demenziellen Erkrankungen
bei weitem die hdufigste Form. Die vaskuldren Formen und Mischformen belegen hierbei den zweiten und
dritten Platz. Die Angaben schwanken allerdings je nach Quelle (Berlin-Institut fir Bevélkerung und
Entwicklung, 2011).

Die Pravalenz von VaD liegt zwischen 3% und 6%, aber die beschriebene Variation lag
zwischen 0% bis 20%. Es gibt relativ wenige Daten hinsichtlich der Haufigkeit in der
allgemeinen Bevdlkerung (lemolo et al. 2009). Die Inzidenz variiert stark, mit Daten von 0,7
bis 8,1 pro 1000 und Jahr (Fratiglioni et al. 2000). Die Haufigkeit der Entwicklung einer VaD
nach einem Schlaganfall liegt bei 7,4 % bei den krankenhausbasierten Studien und bei 41,3%
bei den populationsbezogenen Studien (Pendlebury und Rothwell 2009).

Die Inzidenz der kognitiven Beeintrachtigung, welche ausreichend ist, um Stérungen zu
verursachen, aber nicht um die aktuellen Kriterien fur vaskulare Demenz zu erfillen, betragt
35,2% im Vergleich zu 3,8% mit einem ahnlichen Grad der Beeintrachtigung in Kontrollen
ohne Schlaganfall (Iemolo et al. 2009).

Die klassischen kardiovaskuldren Risikofaktoren koénnten an der Entwicklung des VCI
beteiligt sein (Kaffashian et al. 2011). Im Einzelnen sind Alter, arterielle Hypertonie, Diabetes
mellitus, Nikotinabusus, Hyperlipidamie, Herzerkrankungen (wie z.B. Vorhofflimmern,
koronare Krankheiten, Herzinsuffizienz) die wichtigsten Risikofaktoren der vaskuldren
Enzephalopathie (Romén et al. 2002).

Der Anteil der vaskuldren Demenzen mikroangiopathischer Atiologie betragt 36 % bis 67 %
(Chui 2001). Die Préavalenz der vaskularen Ldsionen in der weillen Hirnsubstanz (WMLs)
nimmt von 11% im vierten auf 83% im siebten Lebensjahrzehnt zu (Hentschel et al. 2003).
Die klinische Bedeutung der WMLSs fiir den kognitiven Zustand der Patienten wird kontrovers
diskutiert (Hentschel et al. 2003). Eine Metaanalyse zeigte, dass Hyperintensitaten der weillen

Substanz (White Matter Hyperintensities, WMHSs) ein erhohtes Risiko fir Schlaganfall,



Demenz und Tod vorhersagen konnen. lhre Entdeckung sollte ein detailliertes Screening der
Risikofaktoren fur Schlaganfall und Demenz veranlassen (Debette und Markus 2010). Daher
kdnnen sie als Marker fur die Einschlusskriterien in einer Forschungs-Einstellung verwendet

werden, wenn WMHs als Teil der diagnostischen Untersuchungen identifiziert wurden.

1.1.7. Klinisches Bild, neuroradiologische und neuropsychologische Untersuchung der
SVE
Die neurologischen Symptome von Patienten mit VCI sind ebenso heterogen wie die
Erkrankung selbst und sie unterscheiden sich entsprechend den Typen der zugrunde liegenden
GeféaRerkrankung. Bei Mikroangiopathie tritt hauptséchlich die Symptomatik der SVE auf,
wéhrend bei dem Vorhandensein territorialer Hirninfarkte die neurologische
Herdsymptomatik wie Aphasie, Hemianopsie, hemisensomotorische Defizite und Reflex-
Asymmetrie Uberwiegt (Salka et al. 2008). Das klinische Bild der SVE, welches die Patienten
dieser Studie zeigten, kann somatische Symptome wie Gangstdérungen mit Stérung der
posturalen  Kontrolle,  Hypokinese, Rigiditit und  Bradykinese  (vaskulére
Pseudoparkinsonism), Miktionsstorungen wie Nykturie und Inkontinenz, leichte fokal-
neurologische Zeichen wie pseudobulbdre Symptomatik (Roman et al. 2002; Béazner et al.
2003) und ein progredientes kognitives Syndrom mit psychomotorischer Verlangsamung,
Storung der exekutiven Funktionen (Aufmerksamkeit, Konzentration, Handlungsplanung,
Urteilsvermogen), Antriebsmangel sowie Gedachtnisstorungen umfassen (Hachinski et al.
2006; Ramos-Estébanez et al. 2008). Personlichkeit und affektive Storungen wie Depression,
die sogenannte ,,vaskuldre Depression®, werden oft ebenso beobachtet (Taylor et al. 2013).
Die neuroradiologische Diagnostik der SVE wird durch den Nachweis von Marklager-
Verénderung (WMLs) durchgefuhrt, die hauptsachlich als Hyperintensitaten der weil3en
Hirnsubstanz (WMHSs) in den T2-gewichteten oder FLAIR-Sequenzen (Fluid Attenuating
Inversion Recovery) der kranialen Magnetresonanztomografie (c(MRT) sowie als Lakunen
und Mikroblutungen auch im CT identifiziert werden und eine nicht entzlndliche oder
metabolische Genese haben (Seiler et al. 2012). Fir die Quantifizierung der WMLs kdnnen
verschiedene Ratingskalen verwendet werden (Fazekas et al. 2002; Olsson et al. 2013).
Die neuropsychologische Untersuchung muss mittels verschiedener Testungen die Funktion
aller kognitiven Domanen priifen und mogliche Defizite nachweisen. Besonders sollen die
exekutiven Funktionen erfasst werden, da sie bei SVE-Patienten am starksten beeintrachtigt
sind (Bagnoli et al. 2012).



1.1.8. Biomarker-Bestimmung bei Demenzerkrankungen

Biomarker sind objektiv gemessene, biologische Merkmale, die als Indikatoren einer
Krankheit bzw. ihres Verlaufs herangezogen werden konnen (Schmitz et al. 2008).
Potenzielle Biomarker werden derzeit untersucht, um die Fruherkennung, die
neuropathologische Diskriminierung, die Prognose sowie die Uberwachung der Progression
der pathologischen Prozesse sowie das Ansprechen auf die Behandlung bei Demenzen zu
unterstiitzen (Moorhouse und Rockwood 2008).

Liquor dient als beste Quelle in der Forschung nach biochemischen Biomarkern fir
demenzielle Entwicklungen, da er in enger Verbindung mit dem extrazellularen Raum des
ZNS steht, in den zelluldre Produkte freigesetzt werden. Daher sollte seine biochemische
Zusammensetzung auf die pathologischen ZNS-Prozesse reflektiert werden (Wallin et al.
2012). Da die Lumbalpunktion ein vergleichsweise invasives Verfahren darstellt und somit
flr populationsbezogene Screening-Testungen nicht geeignet ist, sind Plasma- und Serum-
Biomarker eher erwinscht.

Zu den diagnostischen Biomarkern im Liquor fir die AD gehdren das gesamte Tau-Protein
(Gesamt-Tau), das phosphorylierte Tau-Protein an Threonin 181 (P-Tau) und die
Amyloidpeptide 1-42/1-40 (AP 1-42 und AP 1-40) (Otto et al. 2008). Die histopatho-
logischen Merkmale der AD wie die neuronale Degeneration und die intrazelluldren
Fibrillenbundel (neurofibrillary tangles, NFT) finden ihre Entsprechung in der erhdhten
Konzentration des Gesamt-Tau- und des P-Tau-Proteins, wéhrend das dritte Hauptmerkmal
der AD, namlich die extrazellularen Ablagerungen von Amyloid-B, sogenannte ,.senile
Plaques®, in der niedrigen Konzentration des A 1-42 im Liquor ausstrahlt (Blennow und
Zetterberg 2009). Die kombinierte Messung von Gesamt-Tau, P-Tau und AB 1-42 im Liquor
weist eine Sensitivitat und Spezifitat von 80-90% auf (Blennow und Zetterberg 2010).
Veranderungen dieser drei Biomarker wurden auch bei Patienten mit MCI gefunden (Spitzer
et al. 2010) und konnten eine Progression zur AD vorhersagen (Mattsson et al. 2009). Die
Berechnung des Quotienten aus Ap 1-42 und AP 1-40 bietet eine differenzialdiagnostische
GrolRe und kann die Zuverldssigkeit der neurochemischen Demenzdiagnose verbessern
(Lewczuk et al. 2004; Wiltfang et al. 2007).

Potenzielle Biomarker des VCI sind der Albuminquotient als Hinweis auf eine Stérung der
BHS, das Sulfatit als Marker der Demyelinisierung, das Neurofilament-Protein (NFL) als
Marker axonaler Degeneration und die Matrix-Metalloproteasen (MMP) als Marker der
Neuroinflammation (Hachinski et al. 2006; Moorhouse und Rockwood 2008). Das myelin

basic protein (MBP), der tissue inhibitor of metalloproteinases (TIMP-1), das NFL und die
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Matrix-Metalloproteinase-9 (MMP-9) erlauben bei der SVE eine gute Differenzierung von
AD (Wallin et al. 2012). NFL gilt besonders als Biomarker von Marklagerveranderungen und

reflektiert wahrscheinlich axonale Degeneration (Sjogren et al. 2001).
1.2. Zytokine und Chemokine als neuroimmunologische Mediatoren

1.2.1. Inflammatorische Beteiligung bei Stérungen der neurovaskuléren Einheit und
bei demenziellen Erkrankungen
Im Mittelpunkt der Pathogenese der SVE stehen die neurovaskuldre Einheit (NVE) und ihre
Funktionsstérung, wobei mehrere Faktoren (Ischamie, Stérung der BHS und der Auto-
regulation) beteiligt sind. Die NVE besteht aus vaskuldren und perivaskularen Zellen,
Neuronen und Neuroglia. lhre Funktion ist es, die Homdostase der zerebralen
Mikroumgebung zu erhalten (ladecola 2004).
Die vaskularen Risikofaktoren und genetischen Komponenten induzieren inflammatorisch
und hypoxisch bedingte Verdnderungen der Funktion der NVE, die durch verschiedene
Mechanismen zur Entstehung der WMLs fuhren koénnen (ladecola 2010). Die Rolle der
inflammatorischen Zytokine und Chemokine in der Entwicklung der Angiopathie durch die
Initilerung und Progression der Atherosklerose ist gut dokumentiert (Grammas 2011).
Die Aktivierung des Immunsystems im zentralen Nervensystem (ZNS) ist ein klassisches
Merkmal von Ischdamie, neurodegenerativen Erkrankungen, immunvermittelten Erkrankung-
gen, Infektionen und Traumata (Amor et al. 2010). Die immunologische Aktivierung kann als
Reaktion sowohl auf die urspringliche Ursache der Zellschadigung als auch auf das Ergebnis,
namlich die nekrotischen Zellen und Gewebe, auftreten (Mitchell und Cotran 2003). Es gibt
viele Anzeichen dafiir, dass entziindliche Mechanismen innerhalb des zentralen
Nervensystems zu kognitiven Stérungen durch Zytokin-vermittelte Wechselwirkungen
zwischen Neuronen und Gliazellen beitragen kénnen (Lee et al. 2009).

1.2.2. Physiologische Funktion von Zytokinen

Zytokine (von altgriechisch kytos = ,,Gefal*, ,,Hohlung*“ ,,Zelle” und kinos = ,,Bewegung®)
sind kleine und nicht strukturelle Polypeptide mit einem Molekulargewicht von 8 bis 40 kDa,
die das Verhalten anderer Zellen als Signalmolekile regulieren. Sie werden nach ihren
biologischen Funktionen in Interleukine (ILs), Interferone (IFNSs), tumor necrosis factors
(TNFs), kolonie-stimulierende Faktoren (CSFs) und Wachstumsfaktoren (GFs) unterteilt.
Zytokine werden durch eine Vielzahl von Immunzellen (z.B. T-Lymphozyten, Makrophagen)
und Nicht-Immunzellen (z.B. Astrozyten, Schwann-Zellen, Fibroblasten) ausgeschittet

(Rubio-Perez und Morillas-Ruiz 2012).
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Die meisten Zytokine weisen vielfaltige Wirkungen auf. Durch die Bindung an bestimmte
Rezeptorkomplexe auf der Oberflache ihrer Zielzellen l6sen Zytokine intrazellulére
Signalkaskaden aus, die durch verschiedene Mechanismen, Proteininteraktionen und
Genexpressionen dieser Zellen beeinflusst werden. Auf diese Weise kdnnen die Zytokine
biologische Prozesse wie Zellproliferation, Zellaktivierung, Differenzierung, Zytotoxizitéat,
Apoptose und Synthese von oberflachlichen Membranproteinen induzieren. Daruber hinaus
kdnnen verschiedene Zytokine synergistisch und antagonistisch auf ihre Zielzellen wirken
(Schutt und Broken 2009).

Die Wirkung der Zytokine kann als pleiotrop (unterschiedliche Wirkung auf unterschiedliche
Zielzellen), autokrin (Wirkung auf die sezernierende Zelle), parakrin (Wirkung auf
benachbarte Zellen) und endokrin (Wirkung auf weit entfernte Zellen) gekennzeichnet werden
(Murphy et al. 2009). Es folgt die Tabelle 1.1 mit einer Ubersicht tiber die Zytokine, die in

dieser Studie untersucht wurden.

Tabelle 1.1: Die untersuchten Zytokine in dieser Studie, ihre produzierenden Zellen sowie ihre

Hauptwirkungen.

Zytokin Produzierende Zellen Hauptwirkung
IL-1P Makrophagen, Fieber, Aktivierung der T-Zellen und Makrophagen
Epithelzellen

IL-2  (T-Zell-Wachstums- | T-Zellen Proliferation der T-Zellen

Faktor)

IL-4 T-Zellen, Mastzellen Aktivierung von B-Zellen, IgE-Wechsel, induzierte
Differenzierung zu Ty2-Zellen

IL-5 T-Zellen, Mastzellen Wachstum und Differenzierung der eosinophilen
Zellen

IL-6 Makrophagen, T-Zellen, Wachstum und Differenzierung von T- und B-

Endothelzellen Zellen, Produktion von Proteinen der akuten Phase,

Fieber

IL-7 Nicht-T-Zellen Wachstum von Pra-B- und Pra-T-Zellen

IL-10 (cytokine synthesis Monozyten Wirksamer Inhibitor von Makrophagenfunktionen

inhibitory factor)

IL-12 (NK cell stimulatory | Makrophagen, dendritische | Aktivierung von NK-Zellen, Differenzierung von

factor) Zellen CDA4-T-Zellen zu Ty1-dhnlichen Zellen

IL-13 T-Zellen Wachstum und Differenzierung der B-Zellen,
Hemmung der Tyl-Zellen und der Produktion
inflammatorischer Zytokine durch Makrophagen,
l6st Allergien und Asthma aus
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Zytokin Produzierende Zellen Hauptwirkung

IL-17 Tyl7, CD8-T-Zellen, NK- |induziert Zytokinproduktion bei Epithelien, Endo-
Zellen, y: 3-T-Zellen thelien und Fibroblasten, entziindungsférdernd
IFN-y (Interferon-y) T-Zellen, NK-Zellen Aktivierung von Makrophagen, Zunahme von

MHC-Molekiilen, Abtétung von T2-Zellen

G-CSF (granulocyte- Fibrinoblasten, Monozyten | stimuliert die Entwicklung und Differenzierung der
colonie-stimulating factor) myeloiden Vorlauferzellen

GM-CSF (granulocyte Makrophagen, T-Zellen stimuliert das Wachstum und die Differenzierung
macrophage-colony- der Myelomonozytenlinie, besonders der
stimulating factor) dendritischen Zellen

TNF-o (tumor necrosis Makrophagen, T-Zellen, | férdert Entziindungen, Endothelaktivierung

factors) NK- Zellen

Die Hauptfunktion von Zytokinen ist die Regulation der T-Zell-Differenzierung von
undifferenzierten Zellen zu T-Helfer-1- (Tyl) und T-Helfer-2- (Tw2) Zellen, regulatorischen
T-Zellen und T-Helfer-17-Zellen (Steinman 2007). Anhand ihrer entziindungsférdernden
bzw. entziindungshemmenden Eigenschaften wahrend einer Immunantwort koénnen die
Zytokine in zwei allgemeine Kategorien eingeteilt werden: die pro-inflammatorischen
Zytokine (IL-la, IL-2, IL-6, IL-12, G-CSF, GM-CSF, IFN-y, TNF-o) und anti-
inflammatorische Zytokine (IL-4, IL-5, IL-10, IL-13) entsprechend der Tyl- oder Ty2-
Immunantwort (Schiitt und Broken 2009).

1.2.3. Physiologische Funktion von Chemokinen

Die Chemokine (chemotaktische Zytokine) sind kleine (8-10 kDa), strukturell miteinander
verwandte Proteine, die die gerichtete Wanderung von Leukozyten regulieren. Chemokine
werden anhand ihres Musters der Sequenz beider Cysteine auf ihrem Aminoterminus und der
Anzahl der dazwischen liegenden Aminosauren (AS) in vier Untergruppen eingeteilt, die
wichtig fir ihre dreidimensionale Faltung sind. Die daraus resultierenden Chemokin-Gruppen
wurden als C, CC, CXC und CX3C beschrieben (Rossi 2000).

Die Rezeptoren der verschiedenen Chemokine gehdren zu den G-Protein-gekoppelten Sieben-
Transmembrandoménen-Rezeptoren (GPCR), die auf verschiedenen Zielzellen lokalisiert
sind. Sie werden entsprechend ihren Liganden in vier Gruppen eingeteilt. Diese werden
hauptsachlich von Immunzellen, aber auch von Nicht-Immunzellen wie Neuronen, Astrozyten
und Epithelzellen exprimiert (Mines et al. 2007). Die Beziehung zwischen Chemokinen und
ihren Rezeptoren ist komplex, sodass einzelne Chemokine oft an verschiedene Rezeptoren

binden konnen. Ein Chemokin-Rezeptor kann von mehreren Chemokinen aktiviert werden
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(Cardona et al. 2008). Die Tabelle 1.2 zeigt die in dieser Studie gemessenen Chemokine, ihre

produzierenden Zellen sowie ihre Hauptwirkungen.

Tabelle 1.2: Die untersuchten Chemokine in dieser Studie, ihre Gruppen, produzierenden Zellen und

Hauptwirkungen.

Chemokin Gruppe | Produzierende Zellen Wirkung

MIP1-B (CCL-4) |CC Monozyten, Makrophagen, Neutrophile, | lockt CD8-T-Zellen und Monozyten
(macrophage Endothel an, hemmt Proliferation hémato-
inflammatory poetischer Stammzellen

protein-f)

MCP-1 (CCL-2) cC Monozyten, Makrophagen, Fibroblasten, | lockt T-Gedéachtniszellen an
(monocyte Keratinozyten

chemoattractant

protein-1)

IL-8 (CXCLS8) CXC Monozyten, Makrophagen, Fibroblasten, | lockt naive T-Zellen, Neutrophile und
Keratinozyten Basophile an

1.2.4. Messungen der Zytokine und Chemokine im Liquor und Serum

In vielen Studien wurde versucht, Zytokine und Chemokine im Liquor zu untersuchen. Diese
Molekiile treten in geringen Konzentrationen auf, und es waren extrem sensitive Assays fur
ihren Nachweis erforderlich. Auerdem konnen solche inflammatorischen Signalmolekule fir
kurze Distanzen zwischen den Zellen diffundieren und zur lokalen Entziindung beitragen,
ohne notwendigerweise in den Liquor in nachweisbaren Mengen einzudiffundieren. Aus
diesem Grund kann ein undetektierbares Zytokin oder Chemokin im Liquor eine mdogliche
Rolle fir sie nicht ausschlie3en (Galasko und Montine 2010).

Die Mehrheit der Zytokine l&sst sich im Blut leichter detektieren als im Liquor. Eine
Erklarung dafiir kann eine fehlende intrathekale Produktion dieser Zytokine aufgrund des

Vorhandenseins der produzierenden Immunzellen im Blut im Gegensatz zum Liquor sein.
1.3. Das Prion-Protein

1.3.1. Prionerkrankungen beim Menschen

Durch Prionen verursachte Erkrankungen, die auch als Ubertragbare spongioforme
Enzephalopathien (transmissible spongiform encephalopathy, TSE) bezeichnet werden,
bestehen aus einer Gruppe von verschiedenen neurodegenerativen Erkrankungen, die sowohl
bei Menschen als auch bei Tieren auftreten kdnnen. Es existieren vier Formen menschlicher
Prionerkrankungen: Creutzfeldt-Jakob-Erkrankung (CJK), Gerstmann-Straulsser-Scheinker-

Syndrom (GSS), letale familidre Insomnie (fatal familial insomnia, FFI) und Kuru. Diese

13



Formen konnen weiter als sporadisch, erworben oder vererbt klassifiziert werden (Collinge
2001).

Die TSEs werden durch verschiedene histopathologische Verdanderungen im Gehirn
charakterisiert. Die Hauptmerkmale umfassen die spongidse (schwammférmige) Veranderung
mit konfluierenden Vakuolen im Neuropil, die zu der Benennung der Erkrankung flihrte, die
reaktive astrozytére Gliose und die Ablagerungen des pathologisch gefalteten Scrapie-Prion-
Proteins (PrP*), die als Plaques imponieren konnen. Wie andere degenerative
Gehirnerkrankungen sind Prionkrankheiten von Nervenzellverlust begleitet (Aguzzi und
Haass 2003).

Der Erreger dieser seltenen Erkrankungsgruppe konnte so lange nicht nachgewiesen werden,
bis 1982 Stanley B. Prusiner mit der ,,protein-only*“-Hypothese postulierte, dass ein Protein
ohne eigene Nukleinsdure die Creutzfeldt-Jakob-Erkrankung verursacht (Prusiner 1982).
Daher wird die Definition des sogenannten Prions als eines proteinhaltigen, infektidsen
Partikels ohne Nukleinsauresequenz (Prion fur proteinaceous infectious particle) gepragt. Das
pathogene Prion-Protein, das in den histopathologischen Veranderungen abgelagert wird, ist
ein  Konformationsisomer eines physiologisch kodierten Proteins. Das physiologische,
zellulare PrP wurde PrP® (C fiir cellular) und das pathogene PrP wurde PrP*° (Sc fiir Scrapie)

genannt (Prusiner 1998).
1.3.2. Das zellulare Prion-Protein (PrP°)

1.3.2.1. Biosynthese und Struktur von PrP°®

Das PrP® ist ein Glykoprotein, das mit einem C-terminalen Glykophosphatinositol (GPI)-
Anker an der duBeren Zellmembran befestigt wird (Aguzzi und Heikenwalder 2006). 1985
wurde das Prion-Protein-Gen (PRNP) entdeckt (Oesch 1985). PRNP ist beim Menschen auf
dem kurzen Arm des Chromosoms 20 lokalisiert und kodiert 254 AS (Puckett et al. 1991).
Die Biosynthese des PrP® beginnt an zytosolischen Ribosomen mit der Translation einer N-
terminalen Signalsequenz von 22 AS. Im rauen endoplasmatischen Retikulum werden die
Signalsequenz und danach auch ein hydrophobes C-terminales Peptid von 23 AS L&nge am
Serin 231 abgespalten und durch einen GPI-Anker ersetzt. Die weitere posttranslationale
Modifikation mit der komplexen Glykosylierung erfolgt im Golgi-Apparat. AnschlieRend
wird PrP® mit dem GPI-Anker an die 4uBere Plasmamembran geheftet (Nunziante et al. 2003;
Sunyach et al. 2003). Das reife und posttranslational modifizierte PrP® besitzt 208-220 AS

und kann ein Molekulargewicht zwischen 27 kDa und 36 kDa aufweisen, abhéngig vom
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Glykosylierungsstatus. Es existieren die un-, mono- oder diglykosylierten PrP®-Isoformen,
die mittels Western Blot unterschieden werden kénnen (Aguzzi und Heikenwalder 2006).
Durch Kernspinresonanzspektroskopie-Studien (nuclear magnetic resonance, NMR) konnte
die rdumliche Struktur von verschiedenen rekombinanten PrP-Proteinen dargestellt werden.
Die dreidimensionale Struktur war von zwei unterschiedlichen Bereichen gekennzeichnet:
Einem ungefalteten, frei beweglichen Polypeptid N-terminal (AS 23-120) und einer
hochstrukturierten globuldaren Doméne am C-Terminus (AS 121-231). Der N-Terminus weist
eine Oktarepeat-Domane (OD), namlich eine funfmalige Wiederholungssequenz von acht
Aminoséauren (Pro-His-Gly-Gly-Gly-Trp-Gly-GIn), und einen Bereich von zwanzig
hydrophoben AS, die sogenannte hydrophobe Doméne (HD), auf. Die tertidre Struktur des C-
terminalen Teils enthalt zwei antiparallele B-Stréange, die eine B-Faltblattstruktur und drei a-
Helices bilden. Die erste Helix wird durch die beiden B-Strange eingeschlossen. Eine
Disulfidbriicke zwischen Cystein 179 und Cystein 214 verbindet und stabilisiert die zweite
und dritte Helix. Hierdurch wird der hydrophobe Kern des PrP® gebildet. Die AS Asparagin
181 und Asparagin 197 konnen glykosyliert und die GPI-Anker am Serin 231 angehangt
werden (Riek et al. 1996; Zahn et al. 2000; Ronga et al. 2006).

< £ Mannose
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Abb. 1.2: Schematische Darstellung der tertidren Struktur des PrP®. Das PrP® der Saugetiere besitzt
folgende Grundstruktur: Ein frei bewegliches Polypeptid N-terminal (AS 23-120) sowie eine hochstrukturierte
Doméne C-terminal (AS 121-231) mit drei a-Helices und zwei antiparallelen 3-Faltblattern. C-Terminal ist mit

einem GPI-Anker in die &ulere Zellmembran integriert (Aguzzi und Heikenwalder 2006).

1.3.2.2. Die physiologische Funktion von PrP®

PrP¢ ist evolutionar hochkonserviert, was eine wichtige biologische Rolle des Proteins
indiziert (Rivera-Milla et al. 2006). Das PRNP wird ubiquitar von den meisten Zelltypen, aber
hauptséchlich im Gehirn und Rickenmark exprimiert. Das hochste mMRNA-Level des PRNP

wurde in Neuronen des ZNS und im Lymphgewebe festgestellt (Ning et al. 2005). AulRerdem
15



wurde PrP® auch in Lunge, Herz, Niere, Magendarm, Muskeln, Milchdriisen und
lymphatischen Geweben nachgewiesen (Zomosa-Signoret et al. 2008).

Allerdings ist die physiologische Funktion des zelluléren Prion-Proteins bis heute unklar. Die
hauptsachlich angewendeten Methoden, die in der Forschung fir Funktionsbestimmung des
PrP® zur Verfilgung stehen, sind die transgenen Mause und Zellserien mit Uberexpression,
Deletion oder komplettem Knock-out des Gens PRNP. Die erste Experimente mit Prnp0/0-
Mausen zeigten keinen signifikanten Phanotyp und keine grofRe Abnormalitét (Bueler et al.
1992). In folgenden Studien konnten geringe Unterschiede im zirkadianen Rhythmus, in der
Lernfahigkeit, in der synaptischen Physiologie und in einigen elektrophysiologischen
Parametern sowie leichte Storungen der Myelinisierung beobachtet werden (Collinge et al.
1994; Tobler et al. 1996; Nishida et al. 1997; Vassallo und Herms 2003). Weitere Funktionen,
die dem PrP zugeschrieben werden, sind Immunregulation, Signaltransduktion,
Kupferbindung, synaptische Ubertragung, Induktion von Apoptose oder Schutz vor Apoptose
(Aguzzi und Polymenidou 2004).

1.3.2.3. Funktion vom PrP® bei oxidativen/ischamischen Stressbedingungen und im
Immunsystem

Einige Studien weisen auf eine neuroprotektive Funktion des Prion-Proteins hin (Kuwahara et
al. 1999; Roucou und LeBlanc 2005; Li und Harris 2005; Lee et al. 2007).
In-vitro-Experimente mit Kulturen von hippocampalen Neuronen der Maus zeigten, dass nach
der Entziehung des Serums mehr Zelluntergang bei PRNPO/0-Zellen vorhanden war als bei
PRNP+/+-Zellen und dass die Transduktion von PrP® oder Bcl-2 die Apoptose reduziert
(Kuwahara et al. 1999). AuRerdem wurde gezeigt, dass PrP® vor Bax-vermittelter Apoptose
(Bounhar et al. 2001) sowie durch die Bildung mit dem Stress-induzierbaren Protein 1 (STI1)
vor Anisomycin-induzierter Apoptose schitzt (Zanata et al. 2002; Chiarini et al. 2002).
Weitere Studien zeigten, dass PrP® eine Rolle bei intrazellularen antioxidativen
Abwehrmechanismen spielt. In einer anderen Studie fand sich, dass neokortikale Neuronen
von Prnp0/0-Mdausen sensitiver sind als die Kontrollgruppe zu Stress-induzierenden
Substanzen wie Wasserstoffperoxid und Xanthinoxidase (Brown et al. 2002).

Die neuroprotektive Wirkung des PrP® gegen oxidativen Stress wurde in vivo mithilfe von
Tierversuchsmodellen untersucht. Fir die Entstehung zerebraler Ldsionen wurden
hauptséchlich zwei Methoden verwendet: zum einen der Controlled Cortical Impact (CCl),
wobei signifikant groRere Lasionen und schlechtere Ergebnisse bei den neuromotorischen
Testungen bei PRNP0/0-Mé&usen als bei der Kontrollgruppe auftraten (Hoshino et al. 2003),
und zum anderen die am haufigsten verwendete Methode der Middle Cerebral Artery
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Occlusion (MCAQ). McLennan et al. wiesen darauf hin, dass hypoxische Hirninfarktareale
bei PrP®-Knock-out-Mausen deutlich gréRer waren als bei Mausen vom Wildtyp (McLennan
et al. 2004). Weitere Tierversuche flgten mehrere Hinweise zu der neuroprotektiven Wirkung
des PrP® bei ischamischen Konditionen hinzu, was die Verbindung zwischen PrP¢ und den
vaskuléren ischdmischen Hirnerkrankungen begriinden konnte.

Es wurde gezeigt, dass unter hypoxischen/ischdmischen Bedingungen zerebrales PrP©
uberexprimiert wird (McLennan et al. 2004; Weise et al. 2006; Mitteregger et al. 2007).
Mitsios et al. zeigten in ihrer Studie, dass die PrP®-Konzentration im Plasma von Patienten
mit akutem ischdmischem Schlaganfall im Vergleich zu Kontrollen signifikant erhoht war.
Mit immunohistochemischen Methoden wurde auch erhéhte Expression von PrP® im Soma
der Neuronen, in den Endothelzellen der kleinen Gefal3e und in inflammatorischen Zellen des
periinfarktierten Hirngewebes nachgewiesen (Mitsios et al. 2007). Im Einklang damit wurde
eine gesteigerte PrP®-Expression bei Autopsien in hypoxischen Regionen menschlicher
Gehirne beobachtet (Esiri et al. 2000).

Als potenzielle zellulare Mechanismen fur die neuroprotektive Wirkung wurden verschiedene
Signalwege mit der Beteiligung der mitogen-activated protein kinase / extracellular signal-
regulated kinase (MAPK/ERK) (Spudich et al. 2005) und der Phosphatidylinositol-3-kinase
PI3K/Akt vorgeschlagen (Weise et al. 2006; Weise et al. 2008). Die Interaktion mit diesem
PI3K-Enzym wurde auch als Mechanismus fiir die Beteiligung des PrP® in zahlreichen
zellularen  Signalwegen  vorgeschlagen, welche Funktionen wie  Zellwachstum,
Zellproliferation und Differenzierung kontrollieren (Vassallo et al. 2005). Zusatzlich lassen
die Ergebnisse der Studie von Mitteregger et al. vermuten, dass diese protektive Wirkung in
der Oktarepeat-Region in der unstrukturierten N-terminalen Domane liegt (Mitteregger et al.
2007). Es wurde auch gezeigt, dass PrP® mit dem Enzym Laktat-Dehydrogenase (LDH)
interagiert und unter hypoxischem Zustand zu deren Uberexpression fithrt (Ramljak et al.
2015).

Andere Studien unterstiitzen eine wichtige Rolle von PrP®im Immunsystem und besonders in
der Zytokin-Antwort der T-Zellen (Isaacs et al. 2006; Ingram et al. 2009). PrP® wird in der
Tat in verschiedenen Zelltypen des Immunsystems exprimiert, wie beispielsweise in
mononuklearen Zellen und Lymphozyten (Barclay et al. 1999; Brown et al. 2000) sowie auf
der Oberflache der Endothelzellen (Starke et al. 2002). Eine wichtige Rolle von PrP® bei der
T-Zell-Aktivierung wurde auch berichtet (Mabbott et al. 1997). PrP0/0-T-Zellen zeigten eine
reduzierte Induktion von sowohl Tyl- und Tyl7- als auch Ty2- Zytokinen. PrP-Knock-out-

Mause zeigten eine reduzierte IL-17-Antwort (Ingram et al. 2009). Chronische Entziindungen
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kénnen die Expression von PrP® erhdhen (Konturek et al. 2005), was eine mdgliche Folge
von pro-inflammatorischen Zytokinen sein kann, wie TNF-a, welches zur Hochregierung von
PrPC filhrt (Sauer et al. 2003).

AuBer den peripheren Leukozyten ist PrP® hoch im Liquor exprimiert (Schmitz et al. 2010;
Schmitz et al. 2014). Die Bestimmung von PrP® wurde schon in Patienten mit AD und
anderen neurodegenerativen Erkrankungen durchgefuhrt, ohne eine Hochregulation
nachzuweisen (Meyne et al. 2009; Schmidt et al. 2014). Es wurde auch vorgeschlagen, dass
PrP einen potenziellen Biomarker fiir HIV-assoziiertes neurokognitives Impairment darstellt

und dass diese Wirkung neuroinflammatorisch vermittelt (Roberts et al. 2010).

1.4, Zweck der Arbeit

Neuroinflammation — induziert durch die Regulation der Zytokine und Chemokine — ist ein
wesentlicher Faktor der strukturellen und funktionellen Stérung der NVE bei SVE und des
VCI (ladecola 2010). In diesem Zusammenhang ist PrP® ein potenzieller Regulator von
inflammatorischen und hypoxischen Prozessen im menschlichen Korper (Schmitz et al. 2010;
Schmitz et al. 2014; Ramljak et al. 2015). Dariiber hinaus schiitzt PrP® Neurone unter
oxidativen und ischamischen Bedingungen (Weise et al. 2004; Weise et al. 2006), was PrP°®
mdoglicherweise an den Schnittpunkt der Neuroinflammation und der hypoxisch-bedingten
Neurodegeneration stellt (Schmitz et al. 2015).

Unter Berlcksichtigung dieses Hintergrunds bezweckt diese Arbeit, die Rolle der
immunologischen Mechanismen sowie die Rolle von PrP in Patienten mit SVE und VCI im
Vergleich zu Patienten mit AD und Kontrolle zu untersuchen.

Darum wurde das Profil von 17 Zytokinen und Chemokinen im Liquor und Serum von
Patienten mit SVE und AD sowie von der Kontrollgruppe mittels eines Cytokin-17-plex-
XMAP-basierten Assays bestimmt. Parallel wurde die Konzentration von PrP® bei den
gleichen Patienten gemessen. Ein statistischer Vergleich und die Prufung der mdglichen
Korrelationen der bestimmten Werte sowohl miteinander als auch mit den bekannten
Demenzmarkern und dem Schweregrad der Demenz, wie durch neuropsychologische Tests

definiert, wurden durchgefinhrt.
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2. Fragestellungen

Fragestellung dieser Arbeit in Stichpunkten:
1. Welches Zytokin-Profil im Liquor l&sst sich bei SVE-Patienten beschreiben?

2. Gibt es Unterschiede der gemessenen inflammatorischen Parameter und des PrP®-Proteins

in Serum und Liquor zwischen den Patienten mit SVE, AD und den Kontrollen?

3. Gibt es Zusammenhange der gemessenen Zytokine und Chemokine und des gemessenen

PrP® mit dem kognitiven Status und den anderen Demenz-Biomarkern in der SVE?

4. Bestehen Korrelationen zwischen den gemessenen Zytokinen und dem PrP® im Liquor und

im Serum in den SVE-Patienten?
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3. Patienten, Material und Methoden

3.1. Patienten

3.1.1 Studiendesign und Patientenkollektiv

Zielgruppe dieser Arbeit waren Patienten mit subkortikaler vaskularer Enzephalopathie (SVE)
mit oder ohne Demenz. Das Studiendesign umfasste auBerdem Vergleichsgruppen von
Patienten mit Alzheimer-Demenz sowie Kontrollpatienten.

Das Patientenkollektiv der SVE-Gruppe wurde im Rahmen der klinischen longitudinalen
Studie ,,Untersuchung der prognostischen Aussagekraft von liquorchemischen Markern in der
Diagnostik und Differentialdiagnostik der Creutzfeldt-Jakob-Krankheit und vaskularer
Demenzen“ durchgefihrt. Fir diese Studie wurde am 10.10.2007 sowie mit Erganzungsantrag
am 27.04.2011 der Ethikantrag unter der Nummer 34/09/07 von der Ethik-Kommission der
Medizinischen Fakultat der Georg-August-Universitat Gottingen genehmigt.

Fur die Vergleichsgruppen wurden Patientenproben und Daten aus der Prionenforschungs-
gruppe des Nationalen Referenzzentrums fur die Surveillance Transmissibler Spongiformer
Enzephalopathien der Universitatsmedizin Gottingen verwendet. Die Liquor- und
Serumproben der Patienten, welche zur Kontrolle oder Vergleichsgruppe (AD) herangezogen
wurden, wurden bei Patienten zu diagnostischen Zwecken abgenommen.

Die Ethik-Kommission der Universititsmedizin Gottingen genehmigte diese Studie
[Antragsnummer: 9/6/08, gedndert am 01.06.2015].

3.1.2 Kriterien fur die klinische Gruppe

Das leitende und zentrale Einschlusskriterium der Patienten der SVE-Gruppe war der
Nachweis einer subkortikalen vaskuldren Enzephalopathie, definiert durch White Matter
Lesions (WMLs) und Lakunen im Rahmen einer zerebralen Mikroangiopathie durch MRT,
aber auch Leukoaraiose durch CT. Um das Ausmal von vaskuldren L&sionen, insbesondere
der Veranderungen der weillen Substanz, von den eingeschlossenen Patienten in der
vaskularen Demenzstudie beurteilen und quantifizieren zu konnen, wurde die
neuroradiologische visuelle Skala Age-related White Matter Changes Rating Scale
(ARWMC-Skale) nach Wahlund et al. (2001) verwendet (siehe klinische Materialien). Fir die
Auswertung wurden MRT-Bilder mit T2- oder FLAIR-gewichteten Sequenzen verwendet.
Falls das MRT nicht vorhanden bzw. kontraindiziert war, wurde das axiale cCT auch mittels
der ARWMC-Skala nach Wahlund ausgewertet.

Neben den bildgebenden Hinweisen zeigten die Patienten weitere Symptome im Rahmen der
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SVE, wie progrediente kognitive Beeintrachtigung im Sinne einer demenziellen Entwicklung
sowie Gangstorungen, affektive Stérungen und anamnestisch multiple vaskuldre
Risikofaktoren. Mindestens zwei von diesen typischen zusétzlichen Merkmalen der SVE
mussten auch erfallt sein zum Einbezug in die Studie, basierend auf den modifizierten
NINDS-AIREN-KTriterien (Erkinjuntti 2002).

Falls ein Verdacht oder Nachweis bestand, dass die Enzephalopathie eine andere Ursache
hatte wie z. B. eine entzlindliche (Multiple Sklerose, Zerebrale Vaskulitis), infektitse (Herpes
Zoster Enzephalitis) oder metabolische, wurden die Patienten von der Studie ausgeschlossen.
Ausschlusskriterien waren zudem anamnestische oder neuroradiologische Hinweise
zerebraler Ischdmie oder Blutung innerhalb der letzten acht Wochen, grol3e territoriale
Hirninfarkte, Hirnblutungen und Raumforderung sowie eine akute oder chronische
entzindliche, infektiose oder neoplastische Erkrankung des zentralen Nervensystems (z.B.
Multiple Sklerose, Meningitis, Lymphom).

Bei der Gruppe der AD wurde die Diagnose einer AD nach den Richtlinien der NINDS-
AIREN gestellt.

Als Kontrollen wurden Proben von Patienten bezeichnet, die aus diagnostischen Grinden
gewonnen wurden und keine Demenz, neurodegenerative oder vaskuldre Erkrankung
aufwiesen. Die meisten Patienten zeigten Kopfschmerzen oder idiopathische Fazialisparese
sowie leichte affektive Storungen, wobei eine Lumbalpunktion zur Erfassung der

Differenzialdiagnose durchgefiihrt wurde.

3.1.3 Patientengruppierung und Untergruppierung
Es wurden fir die Studie folgende Patientengruppen und Untergruppen gepragt:

» Subkortikale vaskulére Enzephalopathie (SVE)
Anhand des Mini-Mental-Status-Test (MMST) wurde diese Gruppe in zwei Untergruppen
aufgeteilt: SVE mit Demenz (SVE+D) und SVE ohne Demenz (SVE-D), je nachdem, ob der
MMST-Wert unter oder bei 25 Punkten bzw. Uber 25 Punkten zum Zeitpunkt der
Patientenrekrutierung und der Probengewinnung stand. Darlber hinaus wurde noch in zwei
andere Untergruppen aufgeteilt, und zwar anhand des AB-Quotienten (Ap 1-42 / AB 1-40)
bzw. AB-Ratio (AB-R), ndmlich SVE-AB-R>1 und SVE-AB-R<1. Studien zeigten auch, dass
AB-R mit Cut-off-Werten von circa 1 (0,975) deutlich Patienten mit AD von Patienten mit
anderen Demenzformen unterscheidet (Lewczuk et al. 2004).
Zusammengefasst wurden die folgenden Untergruppen durch die Teilung der SVE-

Hauptgruppe geformt:
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0 SVE+Dund SVE-D
0 SVE-AB-R>1und SVE-AB-R<1
Als Vergleichsgruppe wurde die folgende Klassifikation benutzt:
* Alzheimer-Demenz (AD)
+ Kontrollen (K)

3.1.4 Erhebung der klinischen Daten

Die klinisch angeforderten Daten wurden von der speziell fir die oben erwahnte klinische
longitudinale Studie entwickelten Datenbank (VaskEnz®) erhoben.

Die meisten an der Studie teilnehmenden Patienten erhielten T2- oder FLAIR- gewichtete
Sequenzen von 3-Tesla-cMRT der Firma Siemens unter Verwendung von Standard-
Protokollen fiir Demenz-Diagnostik oder Diffusion-gewichteten Bildern bei Vermutung einer
ischamischen zerebralen Krankheit. Die Beurteilung der Bilder und die Auswertung der
WMLs erfolgten durch einen erfahrenen Neuroradiologen (Dr. Carlos Romero) mit der
ARWMC-Skala.

Die neuropsychologische Testbatterie umfasste MMST, DemTect, Uhrentest nach Shulman,
Cambridge Cognitive Examination Batterie (CAMCOG). Fir die vorliegende Arbeit wurde
nur der MMST verwendet.

3.1.5 Gewinnung und Aufarbeitung der Proben

Alle Proben wurden im Rahmen der Routinediagnostik gewonnen.

Die Liquorproben wurden durch Lumbalpunktionen unter den ublichen Bedingungen auf
Stationen durchgefuhrt. Der Liquor wurde in Eppendorf-Gefalien aliquotiert und anschlieRend
im Gefrierschrank bei -80 °C bis zum Tag der Untersuchung gelagert. Blutige Liquorproben
wurden von der Untersuchung ausgeschlossen.

Die Serumproben wurden durch vendse Blutabnahme aus einer der Cubitalgefale der
Patienten in spezielle Serum-Monovetten entnommen. Nach der Verarbeitung wurde das
Serum auch in Eppendorf-Gefalien bis zum Tag der Untersuchung bei -80 °C gelagert.

Im Rahmen der Routine-Liquordiagnostik wurden im neurochemischen Labor der
Universitatsmedizin Gottingen bei den meisten Patienten der SVE-Gruppe die Werte von
Gesamtprotein und Albumin nephelometrisch nach Reibe gemessen, die Zellzahl in einer
Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer ausgezéhlt und das Q-Albumin berechnet sowie die
Konzentration der Demenzmarker Gesamt-Tau, P-Tau, A 1-40, Ap 1-42, AB-R mittels
INNOTEST® Elisa Kit bestimmt. Die Werte wurden genauso in der Datenbank (VaskEnz®)

dokumentiert und von da erhoben.

22



Aullerdem wurde auch im Rahmen dieser Studie die Konzentration vom C-reaktivem Protein
(CRP) in Serumproben der Patienten von den K-, AD- und SVE-Gruppen durch einen Latex-
Immunoassay im Analysengerdt c16000-ARCHITECT® in der Abteilung der Klinischen

Chemie der Universitatsmedizin Gattingen.
3.2. Klinische Materialen

3.2.1. Mini-Mental-Status-Test (MMST)

Bei dem MMST handelt es sich um ein fir den Kklinischen Alltag geeignetes
Screeninginstrument zur Feststellung kognitiver Defizite und zur Erfassung des
Schweregrades einer Demenz. Der MMST wurde 1975 von Folstein und Kollegen entwickelt
(Folstein et al. 1975) und ist mittlerweile das meistverbreitete Testverfahren fir die
Erstbeurteilung sowie zur Verlaufskontrolle eines Patienten mit kognitiver Beeintréchtigung.
Er enthdlt 20 Fragen bzw. Aufgaben, die als Interview mit dem Patienten durchgefihrt
werden. Anhand von neun Ausgabekonstellationen wurden kognitive Doménen Uberpruft wie
zeitliche und ortliche Orientierung, Merkfahigkeit und Erinnerungsfahigkeit, Aufmerksamkeit
und Flexibilitat, Aufnahmefahigkeit, Sprache und Sprachverstédndnis, Lesen, Schreiben sowie
konstruktive Praxis. Flr jede erfolgreich bewdltigte Aufgabe bekommt der Patient einen
Punkt. Die Auswertung erfolgt mittels einfacher Addition der vergebenen Punkte. Die Skala
reicht von 0 bis 30 Punkten, wobei 30 flr uneingeschrankte, O fir schwerstmdglich
geschadigte kognitive Funktionen steht. Ab Werten unterhalb von 25 Punkten liegt eine
krankheitswertige kognitive Beeintréchtigung vor. Eine Punktzahl innerhalb 21-24 weist auf
eine leichte, 10-20 auf mittlere Demenz hin. Eine schwere Form liegt bei einer Punktzahl von
unter 10 vor. Trotzdem bestehen unterschiedliche Annahmen (ber die Punktgrenzen und die
Testung kann nicht zur Unterscheidung der verschiedenen Demenzformen dienen, obwohl
Studien zeigten, dass Patienten mit anderen Demenzformen (vaskuldre Demenz, Lewy-
Korperchen-Demenz) signifikant unterschiedliche Ergebnisse bei bestimmten Aufgaben
(zeitliche Orientierung) aufwiesen als die Patienten mit Alzheimer-Demenz (Jefferson et al.
2002; Palmqvist et al. 2009).

3.2.2. Age-related White Matter Changes Rating Scale (ARWMC) nach Wahlund et al.
(2001)

Die ARWMC- Skala dient zur semiquantitativen Beurteilung der Verénderung der weil3en

Substanz (White Matter Changes, WMCs) und ist im Gegensatz zu anderen neuro-

radiologischen Skalen nicht nur auf cMRT, sondern auch auf cCT anwendbar. Daruiber hinaus

besteht bei dieser Skala eine Differenzierung zwischen der rechten und linken Hemisphére,
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jedoch weniger anatomische differenzierte Kapazitdt (d.h. keine Berlcksichtigung von
periventrikuldren und tiefen Marklagern sowie einzelnen Basalganglien und infratentoriellen
Bereichen). Die Punkte wurden anhand der folgenden Tabelle vergeben und die Summe der

Punkte betrdgt 0 bis 30 Punkte (Wahlund et al. 2001).
Tabelle 3.1: Bewertung der ARWMC-Skala

Punkte Lobar und Infratentoriell Basalganglien

0 keine Ldasionen keine Lasionen

1 fokale L&sionen >5 mm fokale L&sionen>5 mm
2 beginnende Konfluenz der L&sionen > 1 fokale Lasion

3 diffuse Einbeziehung der Region konfluierende L&sionen

Tabelle 3.2: Punkte der ARWML-Skala anhand des anatomischen Bereichs

lobéar Infratentoriell Basalganglien

Frontal Parieto-okzipital Temporal

re 0-1-2-3 0-1-2-3 0-1-2-3 0-1-2-3 0-1-2-3

li 0-1-2-3 0-1-2-3 0-1-2-3 0-1-2-3 0-1-2-3

3.3. Biochemische Materialen

3.3.1. Instrumente

Gerat/ Anwendung Modell Hersteller
Bio-Plex-Software BioRad (Miinchen, D)
Bio-Plex-200-System BioRad (Miinchen, D)
Bio-Plex pro wash station BioRad (Miinchen, D)
Gefrierschranke, (-80 °C) MDF-K73V Sanyo Biomedical

(Minchen, D)

MDF-46086S Sanyo Biomedical
(Minchen, D)
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3.3.2.

Gerat/ Anwendung

Modell

Hersteller

Gelkammern und
Zubehor

Kuhlschranke, (4°C)
(-20°C)

Laborschttler

Luminex-Typ Reader

Mini Protean 1l TM System
Protean 11 XL Cell

HR-4110
Economy

HS 501 digital

Polymax 1040

MTS 2

Wallac 1420 Viktor
Multilabel Counter

Bio-Rad (Minchen, D)

Medilab (Estenfeld, D)
Liebherr (Biberach, D)

Schiitt Labortechnik
(Gottingen)

Heidolph (Schwabach, D)

IKA-Combimag (Staufen,
D)

Perkin Elmer (Boston,
USA)

Magnetriihrer IKAMAG RCT IKA-Combimag (Staufen,
RH basic 2 D)

Vortexer Vortex mixer SA8 Stuard (Staffordshire, UK)
REAX 200 Heidolph (Schwabach, D)

Waagen BL 150 S Sartorius (Gottingen, D)
CP 3202 P

Zentrifugen 5810 R Eppendorf (Hamburg, D)

Materialien

Bezeichnung Merkmale Hersteller

Aluminiumfolie

Eppendorf-Cups 2ml, 1,5ml Eppendorf (Hamburg, D)

Falcon-Rohrchen 15 ml, 50 mi Sarstedt (Newton, USA)

Filterpapier (gefaltet) 3 hw Sartorius (Gottingen, D)

Pinzetten

Pipetten

5ml, 10 ml, 25 ml
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Braun (Melsungen, D)

Sarstedt (Niimbrecht, D)



Bezeichnung Merkmale Hersteller

Pipetten 1-10 pl, 10-100 pl, 200  Eppendorf (Hamburg, D)
1000 pl
Spritzen Rettberg (Gottingen, D)
3.3.3. Kits
Bezeichnung Hersteller
BetaPrion® BSE EIA Test Kit Roboscreen (Leipzig, D)

Bio-Plex Pro™ Human Cytokine 17-plex BioRad (Miinchen, D)

Bio-Plex Pro™ Reagent Kit BioRad (Mdinchen, D)
Bio-Plex Pro™ 1X96 Filter Plate BioRad (Mtinchen, D)
Bio-Plex Pro™ Amine Coupling Kit BioRad (Mtinchen, D)

3.3.4. Anti-PrP-Antikérper
» Primére, Bead-gekoppelte Antikdrper

Beschreibung Spezifikation Verdinnung Hersteller

8G8 Mouse 1:500 Spi-Bio, Paris, Frankreich
(1 pl pro Ansatz)

« Sekundare, biotinylierte Antikorper

Antikdrper Spezifikation  Verdinnung Hersteller

SAF32 Mouse 1:200 Spi-Bio, Paris, Frankreich
(100 pl pro Ansatz)
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3.4. Biochemische Methoden
3.4.1. Prinzip der Funktion der Bio-Plex-Technologie

3.4.1.1. Prinzip der Technologie

Der Bio-Plex Pro Assay ermdglicht die Quantifizierung von multiplen Protein-Biomarkern
bei verschiedenen Proben in einer einzigen Reaktion von einer 96-Well-Mikrotiterplatte. Die
Bio-Plex®-Technik basiert auf grundlegenden Funktionen der xMAP-Technologie und es
handelt sich um einen Suspension Array. Suspensionssysteme von Mikrospharen bieten einen
neuen Ansatz fur Multiplex-Assays fur grol3 angelegte Screening-Anwendungen (Kang et al.
2012).

Jedes Element in der Anordnung besteht aus einer Subpopulation von Partikeln mit
unterschiedlichen optischen Eigenschaften und tragt einen anderen Oberflachen-Rezeptor.
Fluoreszenz-eingefarbte Mikrosphdren konnen als fester Tréger fir eine Vielzahl von
molekularen Analysen verwendet werden. Durch optisch kodierte Mikropolymerteilchen
kdénnen also Suspension-Mikroarrays geschaffen werden, um hochgradige Multiplex-
Analysen komplexer Proben zu ermdglichen (Nolan und Sklar 2002).

Hierbei werden unterschiedlich fluoreszierende Mikrosphéren (sogenannte Beads) — jede mit
unterschiedlicher Farbkodierung oder spektralen Eigenschaften — angewendet, um ihre
Identifikation wéhrend einer multiplen Suspension zu ermdglichen.

Der Array beruht auf der hohen Empfindlichkeit eines Durchflusszytometers, der gleichzeitig
mittels zweier Lasersysteme optische Eigenschaften der Mikrospharen erfasst. Diese
mikropartikelbasierte, zytometrische Methode gilt als ein effizientes Verfahren zur simultanen
Messung mehrerer Peptide aus einer Vielzahl von Testproben (Chen et al. 1999). Durch einen
digitalen Hochgeschwindigkeits-Signalprozessor werden die Fluoreszenzdaten effizient
sortiert und analysiert.

Mithilfe also der Bio-Plex-Technologie kdnnen in einer 96-Well-Mikrotiterplatte bis zu 100

Parameter gemessen werden (Bio-Rad Laboratories, Inc. 2012).

3.4.1.2. Ablauf des Verfahrens

Der Bio-Plex Pro Assay ist ein Immunoassay, welcher prinzipielle Ahnlichkeiten mit einem
Sandwich-ELISA aufweist, jedoch mit der Anwendung unterschiedlicher fluoreszierender
Beads, die an einen priméren Antikoérper gebunden sind, einhergeht. Die gekoppelten Beads
binden an die zu messenden Proteine und nach den folgenden Waschschritten zur Entfernung
der ungebundenen Proteine wird ein biotinylierter sekundarer Antikérper hinzugegeben,

welcher ein anderes Epitop des Proteins als der primére gekoppelte Fangerantiktrper erkennt.
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Auf diese Art und Weise wird ein Sandwich-Komplex herbeigefuhrt. An das Biotin wird in
einem néchsten Versuchsschritt fluoreszierendes Streptavidin angelagert. Das Phycoerythrin

(PE) dient als ein Fluoreszenz-Indikator bzw. Reporter.

BIOMARKER
OF INTEREST
v STREPTAVIDIN
MAGNETIC BEAD I PHYCOERYTHRIN
FLUORESCENT
CAPTURE BIOTINYLATED
ANTIBODY DETECTION REPORTER
ANTIBODY

Abb. 3.1: Bio-Plex Immunoassay: Sandwich-Komplex (Bio-Rad Laboratories, Inc. 2012)
Die Daten werden durch ein Bio-Plex 200 Reader dhnlich wie bei einem Luminex-basierten

Reader Laser erfasst, sobald die Platte in das Gerat gezogen wird.

Anhand der spezifischen Fluoreszenz der Beads, welche wéhrend der Messung in dem Bio-
Plex 200 Reader von einem roten (635 nm) Laser detektiert werden, werden die Beads
klassifiziert, Nummern zugeteilt und somit wird des verbindende Peptid identifiziert. Ein
graner (532 nm) Laser erregt gleichzeitig das PE, sodass ein Signal erzeugt wird, das von
einem ,,Photomultiplier (PMT) detektiert wird. Ein High-Speed-Digital-Prozessor verwaltet
die Datenausgabe und mittels Bio-Plex Manager™ Software werden die Daten als mittlere
Fluoreszenzintensitat (MFI) sowie Konzentration (pg/ml) dargestellt.

Diese Sandwich-Methode kann zum Nachweis vieler Proteine in einer einzigen Probe
angewendet werden, da der primadre Antikorper nicht an einer Mikrotiterplatte gebunden ist,
sondern an die verschiedenen Beads. So kann man bis zu 200 verschiedene Bead-gekoppelte
Antikdrper mit dem passenden biotinylierten Antikdrper zu einem Probenansatz hinzugeben

und innerhalb einer Messung die gesuchten Proteine erkennen und quantifizieren.

3.4.2. Protokoll der Messung der Konzentration der 17 Zytokine und Chemokine mit
dem Bio-Plex Pro™ Human Cytokine 17-plex Kit

Der ,,Bio-Plex Pro™ Human Cytokine 17-plex Assay“ ermoglicht die Messung von 15
Zytokinen (IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-10, IL-12, IL-13, G-CSF, GM-CSF, TNF-q,
IFN-y) und 3 Chemokinen (IL-8, MCP-1, MIP-1B) in menschlichen Proben.

Zundchst wurde das Assay-Kit aus dem Kihlschrank (4 °C) genommen und zur
Aquilibrierung der Reagenzien eine Stunde bei Raumtemperatur gelagert. Die zu messenden
Proben wurden langsam aufgetaut. Dann wurden die Standards laut Herstelleranweisung

vorbereitet. Nachdem die Proben komplett aufgetaut waren, wurde eine Verdinnung dieser
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Proben durchgefuhrt. Die Serumproben wurden im Verhaltnis 1:4 mit ,,Sample Diluent*
verdunnt und die Liquorproben nativ verwendet. AnschlieBend wurden die gekoppelten Beads
vorbereitet. Hierzu wurden ,,10x coupled magnetic Beads* 1:10 mit ,,Assay Buffer” verdinnt
und mit Aluminiumfolie bedeckt, um sie vor Lichteinfluss zu schutzen.

Hiernach wurde die 96-Well-Filterplatte zundchst mit 100 pl ,,Assay Buffer* pro Well
angefeuchtet, abgesaugt und dann mit 50 pl der gekoppelten Beads-Losung gefiillt.
Nachfolgend wurde die Filterplatte zweimal mit 100 pl ,,Wash Buffer pro Well gewaschen.
Sofort folgte pro Well die Zugabe von 50 ul der vorher vorbereiteten und grindlich
gevortexten Proben, Standards sowie Blanks und die Platte wurde unter Lichtausschluss
durch Abdeckung mit Aluminiumfolie fur 30 min bei Raumtemperatur mit 300 rpm
geschdttelt. In der Zwischenzeit wurde das Bio-Plex-System getffnet, um die ,,Warm up‘-
Funktion rechtzeitig vor der Messung zu ermdglichen. In den 10 tbrigen Minuten wurde die
Losung flr den sekundéaren Antikorper vorbereitet (,,1x Detection Antibody*), indem ,,10x
stock Detection Antibody* mit ,,Detection Antibody diluent verdinnt wurde. Nach der
Inkubation wurden drei Waschschritte durchgefihrt, 25 ul von der Detektion-Antikorper-
Losung pro Well zugegeben und fir 30 min, wie zuvor beschrieben, auf dem Schuttler
inkubiert. Wahrend der Zeit wurden das Software-Protokoll vorbereitet und die Werte des S1-
Standards normalisiert. Danach folgte in den letzten 10 Minuten der Inkubationszeit, ahnlich
wie oben erwahnt, die Vorbereitung der Streptavidin-PE-Ldsung mit ,,Assay Buffer” und das
Réhrchen wurde durch Bedeckung mit Aluminiumfolie geschiitzt. Nach der Inkubation und
erneutem, dreimaligem Waschen wurden 50 pl von ihr pro Well pipettiert. Danach wurde die
Platte fur 10 min unter Schutz vor Licht bei Raumtemperatur mit 300 rpm geschidittelt. Nach
letztmaligem Waschen erfolgte die Zugabe von 125 pl ,,Assay Buffer pro Well und die
Platte wurde anschlieBend fur 1 min mit 1100 rpm geschiittelt.

Daraufhin wurde die Platte in den Bio-Plex 200 Reader gelegt und das Fluoreszenzsignal
wurde sowohl durch den normalen Photomultiplier (PMT) (Low RPN) als auch durch den
sensitiven PMT (High RPN) detektiert und mit der Bio-Plex Manager™ Software wurde die
Konzentration unter Berlcksichtigung der Probenverdinnung hinsichtlich der Standardkurve
gemessen.

Alle Waschschritte sowie das Absaugen wurden mittels des Plattenwaschgerates (Bio-Plex
pro wash station) durchgefuhrt. Eine schematische Darstellung des Versuchs ist in Abb. 3.2

aufgefinhrt.
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Abb. 3.2: Schematische Darstellung der Versuchsschritte der Bio-Plex-Methode fur die Zytokin- und
Chemokin-Bestimmung (Geng et al. 2012).

3.4.3. Entwicklung des PrP®-Bestimmungs-Assays

Auf der Basis der Bio-Plex-Technologie wurde in unserem Labor ein Immunoassay fir die
PrP®-Bestimmung entwickelt. Diese Arbeit wurde von Marie Wohlfang im Rahmen ihrer
Promotion durchgefihrt. Die biochemische Methode fur die Entwicklung der Methode wie
die Biotinylierung der Antikoérper und die Bead-Kopplung der Antikérper wurden in ihrer

Dissertation detailliert erlautert.

3.4.4. Protokoll der Messung der PrP®-Konzentration

Fiir die Messung der PrP®-Konzentration wurde das folgende Protokoll durchgefiihrt:
Zunadchst wurden die zur Messung herangezogenen Proben aufgetaut und dann die
Serumproben 1:20 und die Liquorproben 1:100 mit PBS-Ldsung verdinnt und gevortext. Der
rekombinante humane PrP®-Standard wurde ebenfalls vorbereitet. Vor der Zugabe der Proben
wurde die 96-Well-Filterplatte des Bio-Plex Reagent Kits jeweils mit 100 ul ,,Assay Buffer*
pro Well angefeuchtet und abgesaugt und wie fiir die Zytokin-Messung in der Bio-Plex

pro wash station gewaschen. AnschlieRend wurden jeweils 50 pl von den verdiinnten Proben
und dem humanen PrP®-Standard in die Wells pipettiert. Daraufhin wurde 1 pl des primaren,
Bead-gekoppelten 8G8-Antikdrpers hinzugefiigt, welcher zuvor fiir 20 sec geschiittelt worden
war, und die Filterplatte mit Aluminiumfolie bedeckt und im Kdihlschrank bei 4 °C tber
Nacht auf einem Schdittler bei 500 rpm inkubiert. Am nédchsten Tag wurde der sekundare,
biotinylierte SAF32-Antikdrper 1:100 in ,,Detection Antibody Diluent* verdunnt und das Bio-
Plex-Gerat aufgewarmt. Danach wurden die Wells der Platte mit 100 pl ,,Wash Buffer
dreimal gewaschen und 100 pul von der Lésung des sekundaren, biotinylierten Antikorpers
hinzupipettiert. Es folgte eine Inkubation fir eine Stunde unter Lichtausschluss bei
Raumtemperatur auf dem Schuttler bei 500 rpm. Wéhrend der letzten 10 Minuten der
Inkubation wurde Streptavidin-PE 1:100 in ,,Assay Buffer* verdiinnt und vor Licht geschtzt.
Nach drei Waschschritten folgte die Zugabe von 100 ul der verdiinnten Streptavidin-PE-

Losung pro Well und die Platte wurde erneut fir 10 min unter Lichtausschluss bei
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Raumtemperatur mit 500 rpm geschuttelt. Weiterhin wurde die Filterplatte danach dreimal
mit 100 pl Waschpuffer gewaschen und die Wells mit 125 pl ,,Assay Buffer* aufgefullt. Am
Ende wurde die Platte fir 1 min mit 1200 rpm geschiittelt und schlief3lich, ahnlich wie bei der
Zytokin-Messung, wurde die Messung mittels Bio-Plex-200-Systems durchgefuhrt und mit

der Software Bio-Plex Manager 6.0 ausgewertet.

3.5. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mithilfe des Statistikprogramms ,,Prism 6 for Mac OS
X, Version 6.0b. Die Daten sind als Mittelwert £ der Standardabweichung sowie als Median,
Minimum und Maximum dargestellt. Die Haufigkeiten des Geschlechtes wurden durch den
v*-Test mit zweiseitiger exakter Signifikanz nach Fisher berechnet. Die Anzahl der jeweiligen
Beobachtungen wird in der entsprechenden Tabelle dargestellt.

Zunéchst wurde der ,,D’Agustino & Pearson omnibus“-Test fur die quantitativen Variablen
angewendet, um zu ermitteln, ob die Messungen normal verteilt wurden. Fast alle Zytokin-
und PrP®-Konzentrationswerte in unserer Hauptgruppe (SVE) zeigten keine normale
Verteilung; aus diesem Grund wurden nicht-parametrische Tests verwendet.

Um mdogliche signifikante Unterschiede in den verschiedenen Parametern zwischen den
Gruppen und Untergruppen festzustellen, wurden nicht parametrische multiple Vergleiche
mittels ,,One Way ANOVA*“-Analyse sowie ,,Kruskal-Wallis-Test*“ durchgefiihrt und dann
ein Mann-Whitney-U-Test flir zwei unabhangige Stichproben zwischen zwei Gruppen, wenn
ihre Verteilungen ahnliche Formen haben.

Fur die Untersuchung der Zusammenhdnge zwischen den Variablen wird der nicht
parametrische Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman verwendet, und es wird die
geschatzte Gerade einer linearen Regression dargestellt.

Die Signifikanzniveaus wurden bei den einzelnen Experimenten entsprechend dargestellt
(p <0,0001: ****; p < 0,001: ***; p <0,01: **; p <0,05: *).

Zur grafischen Darstellung der Daten wurden die sogenannten Box-Whisker-Plots verwendet.
Dabei stellt die Box den Interquartilenbereich dar, der 50 % der Daten umfasst. Der Boden der
Box stellt den 25-Perzentilenbereich und das Dach der Box den 75-Perzentilenbereich dar.
Die horizontale Linie in der Box entspricht dem Median. Die vertikalen Linien aulRerhalb der
Box werden als Whiskers bezeichnet. lhre Lange betrdgt maximal das 1,5-Fache des
Interquartilenabstandes. Milde Ausreiler werden als Kreis dargestellt und liegen
definitionsgemal zwischen dem 1,5- und 3-Fachen des Interquartilenabstandes, AusreilRer

oberhalb des 3-fachen Interquartilenabstandes werden als Punkte dargestelit.
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4. Ergebnisse

4.1. Deskriptive Analyse der erhobenen Daten innerhalb der Patientengruppen

4.1.1. Gesamtes Patientenkollektiv

Das Kollektiv dieser Studie beinhaltet Proben von 215 Patienten. Dabei schlie8t die SVE-
Hauptgruppe 87 Patienten (42 weiblich und 45 mannlich mit einem Altersmedian von 75) ein.
Die AD-Gruppe umfasst 52 Patienten (29 weiblich und 23 mannlich mit einem Altersmedian
von 68) und die Kontrollgruppe 39 Patienten (21 weiblich und 16 mannlich mit einem
Altersmedian von 68). Die Tabelle 4.1 stellt die demografischen Daten der untersuchten
Gruppen dar.

Die Hauptgruppe der SVE wurde anhand der Werte des MMST und des AB-Quotienten zum
Zeitpunkt der Rekrutierung unterteilt, sodass die jeweiligen Untergruppen SVE+D und SVE-
D bzw. SVE-AB-R<1 und SVE-AB-R>1 geformt wurden (siehe Abschnitt 3.1.3). Zu den
Untergruppen, die anhand des VVorhandenseins einer Demenz (SVE+D und SVE-D) bestimmt
wurden, gehorten jeweils 41 Patienten (17 weiblich und 24 ménnlich mit einem Altersmedian
von 76) und 41 Patienten (25 weiblich und 16 méannlich mit einem Altersmedian von 73)
sowie zu der Untergruppe, die anhand der Werte des Ap-Quotienten (AB-R<1 und Ap-R>1)
bestimmt wurden, 34 Patienten (16 weiblich und 18 ménnlich mit einem Altersmedian von

79) und 29 Patienten (19 weiblich und 10 mannlich mit einem Altersmedian von 73,5).

Tabelle 4.1: Zusammensetzung des gesamten Patientenkollektivs

Gruppen N Geschlecht Alter (Jahre)
w (%) / m (%) Mittelwert £ SD Median

[Min—Max]

SVE 87 42 (48,3)/45(51,7)  73,22+9.9 75 [40-87]

AD 52 29 (55,8) /23 (44,2) 67,62+ 10.61 68,5 [50-87]

K 41 23(52,7)/18(433) 64,21+ 14.58 68 [24-74]

SVE-Untergruppen

SVE+D 41 17 (41,5) / 24 (58.5) 76,66 + 7.3 76 [55-88]

SVE-D 41 25 (61) / 16 (39) 69,63 + 11.4 73 [40-84]

SVE-AB-R<1 34 16 (47) / 18 (53) 78,41+ 6 79 [65-83]

SVE-AB-R>1 29 19 (65,5) /10 (34.5) 70,71 +11.3 73,5 [47-85]
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4.1.2. Geschlechts- und Altersverteilung in den Gruppen
Die Geschlechtsverteilung zwischen der Gruppen und Untergruppen wurde durch den y?-Test

statistisch ausgewertet und zeigte keine signifikanten Unterschiede (Tabelle 4.2).

Tabelle 4.2: y*-Test zur Untersuchung der Unterschiede der Geschlechtsverteilung zwischen den Gruppen

Unterschiede zwischen Exakte Signifikanz nach Fisher p-Werte
Gruppen/Untergruppen

SVE vs. K nicht signifikant 0.4358
SVE vs. AD nicht signifikant 0.4834
SVE+D vs. SVE-D nicht signifikant 0.2039
SVE-AB-R<1 vs. SVE-AB-R>1 nicht signifikant 0.2039
AD vs. K nicht signifikant 1.0000

Beim Vergleich der Altersverteilung zwischen den untersuchten Gruppen wurden signifikante
Unterschiede gefunden. Der Median der SVE-Gruppe war um 7 Jahre hoher als bei der
Kontrolle (p=0,006) und um 6,5 der AD (p=0,026), wahrend keine signifikanten
Unterschiede zwischen der K- und der AD-Gruppe sowie zwischen der Unterguppen
vorlagen. Innerhalb der SVE-Gruppe zeigte die Untergruppe mit Demenz einen um 3 Jahre
héheren Median als die ohne Demenz an und die Untergruppe mit AB-Quotient Uber 1 hat

einen Median um 5,5 Jahre héher als die mit AB-Quotient unter 1.

4.1.3. Liguorparameter in den SVE- und AD-Gruppe

Die Tabelle 7.3 im Anhang stellt die Werte der jeweiligen bestimmten Liquorparameter zum
Zeitpunkt der Rekrutierung innerhalb der SVE- und AD-Gruppen dar.

Die SVE-Gruppe zeigte niedrigere Werte von Gesamt-Tau (p < 0,0001), P-Tau (p < 0,0001)
und héhere Werte von AB 1-40 (p =0,027) und AB 1-42 (p <0,0001) im Vergleich zu der
AD-Gruppe. Bezuglich der Untergruppen fanden sich signifikante Unterschiede zwischen der
SVE-AB-R<1- und ApB-R>1-Untergruppe. Dabei waren die Werte von Gesamt-Tau
(p =0,0002), P-Tau (p =0,0001) und AP 1-40 (p =0,003) signifikant erhoht, wahrend die
Werte von Ap 1-42 (p=0,019) signifikant erniedrigt in der SVE-AB-R<1-Gruppe waren
(Abb. 4.1). Hinsichtlich der Abweichung des AB-Quotienten zwischen der SVE- (Mittelwert
1,011) und AD-Gruppe (Mittelwert 0,845) wurde ein signifikanter Anstieg in der SVE-
Gruppe (p = 0,004) festgestellt.

Interessanterweise zeigte die SVE-AB-R<1-Gruppe eine &hnliche Abweichung der
Demenzmarker wie die AD-Gruppe, aulRer den Werten von AR 1-40. Bei der SVE+D- und
SVE-D-Untergruppe ergaben sich keine Unterschiede der AB-Quotienten-Werte, wéhrend

sich bei der AB-R>1- und AP-R<1-Untergruppe dementsprechende Verteilungsmuster
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zeigten, da der AB-Quotient fir die Verteilung der Hauptgruppe diente. Beim Vergleich des
Gesamtproteins und Albumin-Liquor/Serum Quotient (Q-Alb) zwischen den SVE-

Untergruppen ergab sich keine signifikante Abweichung.
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Abb. 4.1: Liguorparameter der AD- und SVE-Gruppe und der Untergruppen. A) Signifikant erhohte
Werte von Gesamt-Tau in der AD- gegenlber der SVE-Gruppe (p <0,0001) sowie in der SVE-AB-R<1-
gegeniber der SVE-AB-R>1-Untergruppe (p = 0,0002). B) Gleichfalls signifikant erhdhte Werte von P-Tau in
der AD- gegenlber der SVE-Gruppe (p <0,0001) sowie in der SVE-AB-R<1- gegeniber der SVE-AB-R>1-
Untergruppe (p = 0,0001). C) Signifikant abgenommene Werte von AB 1-40 in der AD- gegeniber der SVE-
Gruppe (p =0,027), jedoch zugenommene in der SVE-AB-R<1- gegenliber der SVE-AB-R>1-Untergruppe
(p =0,003). D) Ebenfalls signifikant erniedrige Werte von A 1-42 in der AD- gegeniiber der SVE-Gruppe
(p < 0,0001) sowie in der SVE-AB-R<1- gegeniiber der SVE-AB-R>1-Untergruppe (p = 0,019).

4.1.4. Neuroradiologische Skala in der SVE-Gruppe und den Untergruppen
Die nachgewiesene Marklagerveranderung bzw. die WMLs auf das cMRT ggf. cCT der
eingeschlossenen Patienten wurden durch eine neuroradiologische Skala quantifiziert. Es

wurden die Gesamtpunkte (Summe) der Age-related White Matter Changes Rating Scale
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(ARWMC-Skala) nach Wahlund et al. (2001) ausgerechnet, um grob die gesamte Menge der
Léasionen der weilRen Substanz zu erfassen. Die deskriptive Statistik der Werte wird in der
Tabelle 7.4 im Anhang dargestellt.

Beim Vergleich der Summenwerte der ARWMC-Skala zwischen den Untergruppen SVE+D
und SVE-D fand sich eine signifikante Erhthung in der SVE+D-Untergruppe (p = 0,001),
wobei die anderen Untergruppen keinen signifikanten Unterschied zeigten (Abb. 4.2; A).

A B

ARWMC-Skala

X R 7
S S ARWMC Skale

Abb. 4.2: Gesamtwerte der ARWMC-Skala nach Wahlund et al. (2001) innerhalb der SVE-Patienten der
Studie. A) Es ergaben sich signifikant erhéhte Werte in der SVE+D- im Vergleich zu der SVE-D-Untergruppe
(p =0,001). B) Korrelation zwischen den Gesamtwerten der ARWMC-Skala und dem MMST. Es wurde eine
signifikante negative Korrelation gefunden (r = -0,314; p = 0,003; xyN = 83)

Angesichts dieses Befunds wurde untersucht, ob ein Zusammenhang zwischen dem MMST
und den Gesamtpunkten der ARWMC-Skala zum Zeitpunkt der SVE-Patientenrekrutierung
vorliegt. Tatsachlich ergab sich mittels des Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman
eine signifikante negative Korrelation (r =-0,314; p =0,003) (Abb. 4.2; B). Dies bedeutet,
dass bei den Patienten der SVE-Gruppe zum Zeitpunkt ihrer Rekrutierung die Menge der
Marklagerverdnderungen auf der ARWMC-Skala umso groRer war, je schlechter die

Ergebnisse des MMST waren.

4.1.5. MMST der Patienten in der SVE-Gruppe und den Untergruppen

Zur Erfassung des kognitiven Zustands der Patienten zum Zeitpunkt der Rekrutierung und der
Gewinnung der untersuchten Proben wurde der verbreitete Kurztest MMST als
Hauptinstrument angewendet und anhand des Grenzwertes 25 in SVE+D und SVE-D
eingeteilt (siehe Tabelle 7.4 im Anhang). Die Spannweite lag bei 4 bis 30 Punkten, aber die
25-%- und die 75-%-Perzentile betrugen jeweils 21 und 28 Punkte in der gesamten SVE-
Gruppe. AuBer dem offensichtlichen Unterschied zwischen der SVE+D und SVE-D-
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Untergruppe wurde auch beobachtet, dass die Patienten der SVE-AP-R>1-Untergruppe
signifikant groRere Summen von Punkten im MMST zeigten als die Patienten der SVE-Ap-
R<1-Untergruppe (p = 0,0012) (Abb. 4.3).

40-

30 -1

20+

MMST

Abb. 4.3: Der MMST innerhalb der SVE-Gruppe und der Untergruppen. Die Patienten der SVE-AB-R>1-
Untergruppe weisen signifikant bessere Ergebnisse bei dem MMST auf (p = 0,0012).

4.2.  Pro-inflammatorische Zytokine und Chemokine im Liquor

Zunéchst wurden im Liquor 17 verschiedene Zytokine und Chemokine mittels ,,Bio-Plex
Pro™ Human Cytokine 17-plex Kits“ gemessen. Fir diese Experimente wurde 20, 18 und 36
Proben jeweils aus der Kontroll-, AD- und SVE-Gruppe verwendet. Dabei wurde zuerst
festgestellt, dass sich der Anteil der nachgewiesenen Zytokine und Chemokine unterscheidet.
Im Grunde genommen zeigten manche Zytokine keine detektierbare Konzentration in den
untersuchten Proben. Die bestimmten Detektionsgrenzen wurden mittels der verwendeten
Standards aufgestellt. Anschliefend wurde der Anteil der Proben, welche nachgewiesene
Werte der jeweiligen Zytokine zeigten, ausgerechnet. Bei der Messung der 17 Zytokine und
Chemokine in den Liquorproben wurde festgestellt, dass unabhéngig wvon der
Patientengruppierung (K, AD, SVE) volistandig bei 8 davon, im Einzelnen das IL-2 und IL-6,
das G-CSF und GM-CSF, das TNF-a sowie die Chemokine IL-8 bzw. CXCLS8, das MCP-1
bzw. CCL2 und das MIP-1p bzw. CCL3 und teilweise von den, IL-7, IL-13, IL-17 in einer
genugenden Menge von Proben detektiert werden konnten. Dies stellt die folgende Abbildung
dar.
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Abb. 4.4: Prozentanteil der untersuchten Proben mit detektierbaren Zytokin-Konzentrationen anhand
ihrer Gruppe.

Die Konzentration der bestimmten Zytokine und Chemokine in Liquorproben in der K-, AD-
und SVE-Gruppe sind in der Tabelle 7.5 im Anhang dargestellt. Im Liquor konnten also nur
die pro-inflammatorischen Zytokine und Chemokine und nicht die typischen anti-

inflammatorischen Zytokine (IL-4, IL-5, IL-10) nachgewiesen werden.

4.2.1. Vergleich der Immunmarker in den Hauptgruppen

AnschlieBend wurde untersucht, ob signifikante Unterschiede zwischen der SVE-
Hauptgruppe und der AD- und K-Gruppe vorkommen.

Die IL-2-Werte waren signifikant erniedrigt in der SVE-Gruppe im Vergleich zu der
K- (p=0,0006) und AD-Gruppe (p=0,032). Die tatsachliche Differenz der Mediane
zwischen den Gruppen lag jeweils bei 0,52 pg/ml und bei 0,42 pg/ml. Trotz des signifikant
niedrigeren Anteiles der Proben mit nachgewiesenen IL-17-Werten in der SVE-Gruppe im
Vergleich zu der AD-Gruppe zeigt auch die detektierte Konzentration niedrige Werte in der
SVE-Gruppe im Vergleich zu den K- und AD-Proben, wobei der Unterschied signifikant war
und die tatsachliche Abweichung 1,51 pg/ml betragt (p = 0,032) (Abb. 4.5).
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Abb. 4.5: Bestimmung von IL-2 und IL-17 im Liquor von Patienten der K-, SVE- und AD-Gruppe. A) Die

SVE-Liquorproben zeigten signifikant erniedrigte Konzentrationswerte von IL-2 im Vergleich zu den K-Proben
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(p =0,0006) und den AD-Proben (p=0,032). B) Gleichfalls weisen die SVE-Liquorproben signifikant

erniedrigte Konzentrationswerte von IL-17 gegenuber den AD-Proben auf (p = 0,032).

Beim Vergleich der IL-6-Konzentrationen ergab sich kein signifikanter Unterschied zwischen
den Gruppen. Beim Vergleich der detektierten IL-7- und 1L-13-Konzentrationswerte fanden
sich gleichfalls keine signifikanten Abweichungen zwischen den Gruppen. Die TNF-a-

Konzentrationen unterschieden sich auch nicht signifikant zwischen den Gruppen (Abb. 4.6).
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Abb. 4.6: Bestimmung von IL-6, IL-7, IL-13 und TNF-a im Liquor von Patienten der K-, SVE- und AD-
Gruppen. Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen.

Der Spiegel von G-CSF im Liquor der AD-Gruppe war signifikant erniedrigt verglichen mit
der K- (p =0,003) und der SVE-Gruppe (p =0,013). Beim GM-CSF waren die Werte der
AD-Gruppe im Vergleich zu der SVE-Gruppe signifikant erhoht (p = 0,006). Bei beiden
koloniestimulierenden Faktoren fand sich im Liquor keine signifikante Abweichung zwischen
der K- und SVE-Gruppe (Abb. 4.7).
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Abb. 4.7: Bestimmung von G-CSF und GM-CSF im Liquor von Patienten mit SVE und AD sowie von der
Kontrollgruppe. Die G-CSF-Konzentrationen bei der AD-Gruppe zeigten signifikant erniedrigte Werte im
Vergleich zu der K- (p =0,003) und der SVE-Gruppe (p = 0,013). Die GM-CSF-Konzentrationen war dagegen
bei der AD-Gruppe im Vergleich zu der SVE-Gruppe signifikant erhoht (p = 0,006).

Die Konzentrationsédnderungen der untersuchten Chemokine I1L-8 (CXCL8), MCP-1 (CCL2)
und MIP-1p (CCL3) zwischen den Gruppen waren weiterhin auch nicht signifikant (Abb.
4.8).
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Abb. 4.8: Bestimmung von Chemokinen IL-8, MCP-1 und MIP-1§ im Liquor von Patienten der K-, SVE-

und AD-Gruppe. Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen.

4.2.2. Vergleich der Immunmarker in den SVE-Untergruppen

Nachfolgend wurde innerhalb der SVE-Gruppe gepriift, ob Abweichungen von den

Konzentrationswerten der gemessenen Zytokine zwischen den Untergruppen bestehen.

Wegen der geringen und statistisch nicht aussagekraftigen Anzahl von detektierbaren Werten

in den untersuchten Liquorproben der SVE-Untergruppen wurde die Analyse fiir die
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Interleukine IL-7, IL-13 und IL-17 nicht durchgefiihrt. Bei den tbrigen Zytokinen lieRen sich
signifikante Unterschiede zwischen den Untergruppen lediglich bei IL-6, IL-8 und MIP-18
detektieren.

Die Konzentrationen von IL-6 waren in den Liquorproben der SVE+D-Untergruppe
signifikant erhoht gegenlber der SVE-D-Untergruppe (p = 0,037), wobei die Verteilung der
SVE-Gesamtgruppe anhand des AB-Quotienten keinen signifikanten Unterschied fir dieses
wichtige Zytokin verursacht (Abb. 4.9).
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Abb. 4.9: Konzentrationswerte des IL-6 im Liquor von Patienten der Untergruppen. Signifikant erhdhte
Werte von IL-6 im Liquor der SVE-Patienten mit Demenz als der ohne Demenz anhand des MMST (p = 0,037).

Obwohl die Chemokine IL-8 und MIP-1B in der K-, AD- und SVE-Gruppe sich nicht
signifikant unterscheiden, wurde eine signifikante Abweichung beim Vergleich der SVE-
Untergruppen gefunden. Die IL-8-Konzentration im Liquor war &hnlich wie bei IL-6. In der
Gruppe der Patienten mit SVE und einem MMST Uber 25 war sie signifikant hoher im
Vergleich zu SVE-Patienten mit einem MMST unter 25 (p = 0,039). Dabei spielt die Ap-
Quotienten-basierte Verteilung auch keine signifikante Rolle. Im Gegensatz dazu fand sich,
dass das MIP-1p eine signifikant erniedrigte Konzentration in der SVE+D- im Vergleich zu
der SVE-D-Untergruppe hat (p =0,037). Dieses Chemokin zeigt auch eine signifikante
Abweichung in den Untergruppen anhand des AB-Quotienten, wobei insgesamt die Patienten
mit AB-Quotienten > 1 eine signifikant (p = 0,01) zugenommene Konzentration des MIP-1§
im Liquor gegeniuber den anderen SVE- Patienten aufweisen (Abb. 4.10).

Betrachtet man die Analyse der anderen gemessenen Zytokine und Chemokine im Liquor, so
ergaben sich keine anderen signifikanten Unterschiede zwischen den SVE-Untergruppen. Die
entsprechenden Box-Plot-Diagramme wurden nicht dargestellt, aber die Konzentrationswerte

wurden als Median und Mittewert in der Tabelle 7.5 im Anhang dargestellt.
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Abb. 4.10: Konzentrationswerte der Chemokine, IL-8 und MIP-1§ im Liquor von Patienten der SVE-
Untergruppen. Signifikant erhdhte Werte von IL-8 im Liquor der Patienten mit Demenz als der ohne Demenz
anhand des MMST (p = 0,039). Im Gegensatz dazu ist MIP-1p signifikant erhéht in der SVE-D- und SVE-AB-
R>1-Untergruppe im Vergleich zu den entsprechenden Untergruppen (p = 0,037 bzw. p = 0,01).

4.3.  Pro- und anti-inflammatorische Zytokine und Chemokine im Serum
Anschlielend beabsichtigen wir, die Expression der gleichen untersuchten Zytokine und
Chemokine in der Peripherie von Patienten mit SVE und AD sowie von der Kontrollgruppe
zu erfassen. Dazu wurde eine Anzahl von Serumproben aus der klinisch Klassifizierten
Patientengruppe gesammelt (20 K-, 39 AD-, 20 SVE-Serumproben) und wie fir die
Liquorproben mittels des ,,Bio-Plex Pro™ Human Cytokine 17-plex Kits* die
Konzentrationen der gleichen 17 Zytokine und Chemokine bestimmt. Die 20 SVE-
Serumproben stammen aus den gleichen Patienten, aus denen die schon untersuchten
Liquorproben kommen.

Die Tabelle 7.7 im Anhang stellt die Anzahl und den Anteil der untersuchten Serumproben
mit nachweisbaren Werten dar. Im Serum lieRen sich deutlich mehr Zytokine nachweisen als
im Liquor. Beispielsweise konnten IL-4, IL-5 und IL-12 nicht im Liquor nachgewiesen
werden. Hingegen waren IL-2 und GM-CSF lediglich im Liquor messbar.

Die Konzentrationen der Zytokine und Chemokine wurden als Mittelwert =+
Standardabweichung sowie als Median und Spannwerte in der Tabelle 7.8 im Anhang
aufgefiihrt. Aufgrund der niedrigen Anzahl der Serum-SVE-Proben wurde die SVE-

Verteilung anhand des AB-Quotienten in diesem Fall nicht angewendet.
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4.3.1 Vergleich der pro-inflammatorischen Zytokine und Chemokine zwischen den
Hauptgruppen und den SVE-Untergruppen
Im Allgemeinen konnten die in der akuten Phase beteiligten Zytokine IL-1f, IL-6 und TNF-a,
die Tyl-Zytokine IFN-y und IL-12 sowie die hamatopoetischen Zytokine IL-7 und G-CSF in
die pro-inflammatorischen Zytokine eingeordnet werden. Der statistische VVergleich der Werte
der Gruppen der Studie konnte einen dhnlichen Effekt bei vielen Zytokinen anzeigen. Im
Serum der SVE-Gruppe waren sowohl die Konzentrationswerte von IL-1p, TNF-a, IFN-y, IL-
7, G-CSF als auch von den Ty2-Zytokinen IL-4 und IL-5 erhoht.
Im Einzelnen waren im Serum die IL-1B-Werte in den SVE-Proben im Vergleich zu den K-
(p <0,0001) und zu den AD-Proben (p = 0,0045) mit jeweiligem Unterschied um 1,295 pg/ml
und um 0,79 pg/ml signifikant erhéht (Abb. 4.11; A). Beim Vergleich der
Konzentrationswerte von IL-6 im Serum fand sich zwischen den Gruppen keine signifikante
Abweichung (Abb. 4.11; B).
Bei der Beobachtung der Konzentrationswerte von IFN-y und TNF-o ergab sich ein
artgeméales Schema. Beide waren in der SVE-Gruppe signifikant erhdht im Vergleich zu der
K- und AD-Gruppe. Mittels Mann-Whitney-U-Test zeigten sich signifikant erhohte Werte
von IFN-y in der SVE-Gruppe im Vergleich zu der K-Gruppe und der AD-Gruppe mit einem
Unterschied jeweils um 149,6 pg/ml und 156,2 pg/ml mit p-Werten < 0,0001 (Abb. 4.11; C).
Ahnlich fanden sich auch signifikant erhéhte Werte von TNF-a im Serum in den SVE-Proben
verglichen mit den K-Proben (p =0,0035) und den AD-Proben (p =0,0037) mit einem
Unterschied der Konzentrationswerte jeweils um 18,28 pg/ml und 17,27 pg/ml (Abb. 4.11;
D). Neben den anderen Tyl-Zytokinen (z.B. IFN-y, TNF-0) zeigt auch die IL-12-
Konzentration erhdhte Werte in der SVE-Gruppe im Vergleich zur K-Gruppe (p = 0,0218)
(Abb. 4.11; E).
Daruber hinaus wurden die hdmatopoetischen Zytokine IL-7 und G-CSF im Serum in der
SVE-Gruppe in ansteigender Konzentration gefunden. Es fand sich sogar der IL-7-Spiegel in
der AD-Gruppe signifikant reduziert gegeniiber der Kontroll-Gruppe (p =0,0142) und den
SVE-Gruppe im Serum (p < 0,0001)(Abb. 4.22; F). Beim G-CSG ergab sich auch eine
signifikante Zunahme in der SVE-Gruppe im Vergleich zu der K-Gruppe (p = 0,0002) (Abb.
4.11; G). Daneben fanden sich interessanterweise bei dem Vergleich mit den nur neun
Serumproben der SVE-D-Untergruppe signifikant erhohte Werte (p = 0,0256) gegeniiber den
acht Proben von der SVE+D-Untergruppe (Abb. 4.11; H). Bei allen anderen gemessenen
Zytokinen ergab sich keine &hnliche Differenz bei dem Vergleich zwischen den SVE-

Untergruppen.
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Abb. 4.11: Bestimmung der pro-inflammatorischen, Makrophagen-aktivierenden und hamatopoetischen
Zytokine im Serum von Patienten der K-, AD- und SVE-Gruppe. A) Signifikant erhéhte IL-1B-Werte in der
SVE-Gruppe im Vergleich zu der K- (p<0,0001) und AD-Gruppe (p=0,0045). B) Kein signifikanter
Unterschied bei IL-6-Serumwerten. C) Signifikante Zunahme der IFN-y-Konzentration in den SVE-
Serumproben gegeniiber den K- und AD-Serumproben (p < 0,0001). D) Auch signifikantes Ansteigen der TNF-
a-Konzentration in den SVE-Serumproben gegeniiber den K- (p = 0,0035) und AD-Serumproben (p = 0,0037).
E) IL-12-Werte in der SVE-Gruppe signifikant erhdht im Vergleich zu der K-Gruppe (p = 0,0218). F) Bei der
AD-Gruppe signifikant erniedrigte Serumwerte von IL-7 gegenlber der K- (p=0,0142) und SVE-Gruppe
(p <0,0001). G) Sehr signifikant erhdhte Serumwerte von G-CSF in der SVE-Gruppe verglichen mit der K-
(p =0,0002) und AD-Gruppe (p<0,0001). H) Signifikant erhthte G-CSF-Serumwerte in der SVE-D-
gegentliber der SVE+D-Untergruppe.
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Im Gegensatz zu den gemessenen Zytokinen zeigte die Messung von Chemokinen eine
Zunahme in der AD-Gruppe bzw. eine Abnahme in der SVE-Gruppe. Dabei waren die
Konzentrationswerte von IL-8 (p = 0,0038), MIP-1p (p = 0,0005), MCP-1 (p < 0,0001) in der
AD- im Vergleich zu der SVE-Gruppe signifikant erhdht. Daneben fand sich im Vergleich zu
den Kontrollen in der AD-Gruppe eine signifikante Zunahme der IL-8-Konzentrationswerte
(p<0,0001) und in der SVE-Gruppe ein signifikantes Absinken der MCP-1-
Konzentrationswerte (p < 0,0001) (Abb. 4.12).
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Abb. 4.12: Bestimmung der Chemokine-Konzentrationen im Serum von Patienten der K-, AD- und SVE-
Gruppen. A) Signifikant erhohte Werte von IL-8 in den AD- im Vergleich zu den SVE- (p =0,0038) und K-
Proben (p <0,0001). B) Signifikant zugenommene Werte von MIP-18 in den AD- gegenuber den SVE-
Serumproben (p = 0,0005). C) Signifikant erniedrigte Werte von MCP-1 im Serum in der SVE- verglichen mit
der K- und AD-Gruppe (p < 0,0001).

4.3.2 Vergleich der anti-inflammatorischen Zytokine zwischen den Hauptgruppen

Die Zytokine IL-4, IL-5 und IL-13 gehdren zu den Ty2-Zytokinen und aktivieren die
B-Zellen, damit diese in der Lage sind, Antikérper zu produzieren. Insgesamt zeigen sie eine
entztindungshemmende Wirkung und werden deswegen als anti-inflammatorische Zytokine
bezeichnet.

Es konnte bei IL-4 und IL-5 eine Zunahme der gemessenen Konzentrationen im Serum in der
SVE-Gruppe gefunden werden. Genauer zeigte sich beim Vergleich mit den K-Proben ein
signifikanter Unterschied um 4,29 pg/ml bei IL-4 (p = 0,0004) und um 3,12 pg/ml bei IL-5
(p <0,0001) sowie mit den AD-Proben mit tatsachlicher Differenz der Mediane von
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4,2 pg/ml bei IL-4 und von 2,8 pg/ml (p < 0,0001). Die IL-13-Werte im Serum wiesen keinen
signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen auf (Abb. 4.13).
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Abb. 4.13: Bestimmung von B-Zell-aktivierenden T,2-Zytokinen im Serum von Patienten der K-, AD-
und SVE-Gruppen. A) Sehr signifikant erhohte IL-4-Werte in der SVE-Gruppe verglichen mit der K-
(p =0,0004) und AD-Gruppe (p =0,0045). B) Signifikantes Ansteigen der IL-5-Konzentration in den SVE-
Serumproben gegentiber den K- und AD-Serumproben (p < 0,0001). C) Keine signifikante Abweichung der IL-
13-Serumwerte zwischen den Gruppen.

4.4. Korrelation der Immunmarker mit den klinischen Parametern

AnschlieBend wurde untersucht, ob es Zusammenhange zwischen den Konzentrationswerten
von Zytokinen und Chemokinen im Liquor mit den klinischen angeforderten Parametern
(sieche Abschnitt 4.1) in der SVE-Gruppe bestehen. Dafur wurden mittels des
Korrelationstests nach Spearman alle moglichen Zusammenhénge geprift. Die Tabelle 7.6 im
Anhang stellt die Ergebnisse dar, wobei r-Werte die Art (d.h. positiv oder negativ) und den
Koeffizienten der Korrelation sowie die p-Werte das Niveau der Signifikanz widerspiegeln.

Alle Daten entsprechen dem Zeitpunkt der Lumbalpunktion.

4.4.1 Korrelation der Immunmarker im Liquor mit dem Alter

Zunédchst wurde untersucht, ob das Alter der Patienten der SVE-Gruppe mit den
Konzentrationen der gemessenen Zytokine und Chemokine im Liquor korreliert. Es fand sich
eine signifikante positive Korrelation nur bei den Werten von IL-8 (r =0,373; p =0,029)
(Abb. 4.14). Bei den anderen Zytokinen und Chemokinen ergaben sich keine signifikanten

Unterschiede.
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Abb. 4.14: Korrelation zwischen den Konzentrationswerten von IL-8 im Liquor und dem Alter in Jahren
von Patienten mit SVE. Es fand sich eine signifikante positive Korrelation (r = 0,373; p = 0,029; xyN = 34).

4.4.2 Korrelation der Immunmarker im Liquor mit den ,,Demenzmarkern” im Liquor
Nachfolgend wurde gepruft, ob die Konzentrationen der nachgewiesenen Zytokine und
Chemokine mit den Konzentrationen der verschiedenen Demenzmarker (Gesamt-Tau, P-Tau,
AP 140, AB 1-42 und AB-Quotient {Ap 1-42 / AB 1-40 * 10}) korrelieren.

Das pro-inflammatorische Chemokin IL-8 héngt interessanterweise signifikant positiv mit
dem P-Tau-Wert im Liquor mit r = 0,534 zusammen (p =0,004) (Abb. 4.15; A). Beziglich
AP 1-42 ergab sich eine signifikante negative Korrelation (r =-0,356; p = 0,049) mit dem
granulocyte-colony stimulating factor (G-CSF) (Abb. 4.15; B). Das heilt, dass je hoéher die
Werte von G-CSF im Liquor sind, desto geringer ist die Konzentration von Ap 1-42 im
Liquor von Patienten mit SVE. Zusétzlich fand sich in der gesamten SVE-Gruppe ein
signifikant negativer Zusammenhang zwischen 1L-8 und dem Ap-Quotienten (r = -0,409; p =
0,027) (Abb. 4.15; C), obwohl die Teilung anhand der Cut-off-Ap-Ratio-Werte von 1 keinen
signifikanten Unterschied (p = 0) zwischen der gepragten AB-R>1- und Ap-R<1-Untergruppe
verursacht. Es ergab sich auch eine leicht signifikant positive Korrelation zwischen den
Konzentrationswerten von IL-6 und Q-Alb (r = 0,357; p = 0,048) bei 31 SVE-Patienten, was
auf eine Beziehung der IL-6-Liquorexpression mit der Blut-Hirn-Schranke-Funktion hinweist
(Abb. 4.15; D).
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Abb. 4.15: Die signifikanten Korrelationen zwischen den Konzentrationswerten von Zytokinen und
Chemokinen und den Demenzmarkern im Liquor von Patienten mit SVE. A) Es ergab sich ein positiver
signifikanter Zusammenhang zwischen IL-8 und P-Tau (r=0,534; p=0,0049; xyN =26). B) Negativer
signifikanter Zusammenhang zwischen G-CSF im Liquor und Ap 1-42 (r=-0,356; p = 0,049; xyN = 26). C)
Negativer signifikanter Zusammenhang zwischen IL-8 und dem ApB(1-42/1-40)-Quotienten (r =-0,409;
p =0,027; xyN = 29). D) Es wurde ein positiver signifikanter Zusammenhang zwischen IL-6 im Liquor und Q-
Alb bei Patienten mit SVE (r = 0,357; p = 0,048; xyN = 31) festgestellt.

4.4.3 Korrelation der Immunmarker im Ligquor mit dem kognitiven Status

Zuletzt wurde gepruft, ob die Ergebnisse der neuropsychologischen Testungen mit den
gemessenen Werten der Zytokine und Chemokine im Liquor von SVE-Patienten
zusammenhé&ngen. Hierbei wurden hauptsachlich signifikante Korrelationen mit dem MMST
gefunden, welcher auch als Kriterium fir die Unterteilung der SVE-Gruppe in die
Untergruppen SVE+D und SVE-D diente. Es ergaben sich signifikante Korrelationen mit den
Konzentrationswerten von IL-6, IL-8 und MIP-1f. Im Einzelnen fand sich, dass die MMST-
Punkte signifikant negativ mit IL-6 (r =-0,358; p = 0,04) und mit IL-8 (r =-0,372; p = 0,032)
sowie positiv mit MIP-1p (r = 0,437; p = 0,008) korrelierten (Abb. 4.16).
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Abb. 4.16: Korrelation zwischen den Konzentrationswerten von IL-6, IL-8 und MIP-1g im Liquor und
den Werten des MMST bei Patienten mit SVE. A) Der MMST hing signifikant negativ mit IL-6 (r = -0,358;
p = 0,04; xyN =33) und B) mit IL-8 (r = -0,372; p = 0,032; xyN = 33) sowie C) positiv mit MIP-1§ (r = 0,437,
p = 0,008; xyN = 35) zusammen.

4.4.4 Korrelation der Immunmarker im Serum mit den klinischen Parametern
AnschlieBend wurde untersucht, ob Zusammenhange zwischen den Konzentrationswerten der
gemessenen Zytokine im Serum und den klinisch bestimmten Parametern, z.B. Alter,
ARWML-Skala und MMST, in der SVE-Gruppe bestehen. Die Tabelle 7.9 im Anhang stellt
die Ergebnisse von der Rangkorrelation nach Spearman dar.

Obwohl die Anzahl der gepaarten Beobachtungen gering war, konnten signifikante
Korrelationen bei manchen Zytokinen festgestellt werden.

Die Messungen von MCP-1 im Serum zeigten eine signifikante negative Korrelation mit dem
Alter der SVE-Patienten zum Zeitpunkt der Rekrutierung und Probengewinnung (r = -0,45;
p = 0,046; xyN = 20) (Abb. 4.17; A).

Dennoch korrelierte der MMST interessanterweise positiv mit den Werten von MIP-1f im
Serum (r = 0,528; p = 0,016; xyN = 20) (Abb. 4.17; B).
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Abb. 4.17: Signifikante Korrelationen zwischen den detektierbaren Zytokinen und Chemokinen im Serum
und verschiedenen klinischen Parametern in der SVE-Gruppe. A) MCP-1 im Serum und Alter bei Patienten
mit SVE. Es wurde ein signifikanter negativer Zusammenhang gefunden (r =-0,45; p = 0,046; xyN = 20). B)
MIP-1B im Serum und MMST bei Patienten mit SVE. Es wurde ein hochsignifikanter positiver Zusammenhang
festgestellt. (r = 0,528; p = 0,016; xyN = 20).

4.5. CRP-Bestimmung im Serum

Zur Erfassung von systematischen entziindlichen Markern in den Untersuchungsgruppen
wurde zusatzlich das unspezifische Akute-Phase-Protein C-reaktives Protein (CRP) bei 11, 13
und 23 Patienten jeweils von K-, AD-, SVE-Serumproben bestimmt.

Die Ergebnisse zeigten keinen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen und fast alle
Werte lagen im Normbereich (< 10 mg/l) (Abb. 4.18).
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Abb. 4.18: Konzentrationswerte von CRP im Serum von Patienten der K-, AD- und SVE-Gruppe. Es

ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen.

4.6. PrP%-Bestimmung im Liquor
Mittels der Bio-Plex-basierten-Methode wurde die Konzentration von PrP€im Liquor von 19
K-, 16 AD- und 54 SVE-Patienten bestimmt. Die Tabelle 7.10 im Anhang stellt die

gemessenen Werte dar.
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4.6.1. PrP®istim Liquor von SVE-Patienten erhoht

In der SVE-Gruppe ist die PrP®-Konzentration im Liquor héher als in der Kontrollgruppe.
Hierbei lag der Median in dieser Gruppe um 377 ng/ml, wahrend er bei der K-Gruppe um
198 ng/ml und bei der AD-Gruppe um 278 ng/ml lag. Bei unseren Messungen konnten
Unterschiede zwischen dem Median der SVE-Proben und dem der K-Proben von 179 ng/ml
und dem der AD-Proben von 83,62 ng/ml ausgerechnet werden.

Man erkennt jedoch anhand der Abb. 4.19, dass die PrP®-Konzentrationen der SVE-Patienten
iiber einen weiteren Bereich streuten und sich Uberlappungen mit den Kontrollwerten
ergaben. Dennoch ergab sich mithilfe des Mann-Whitney-Tests ein sehr signifikanter
Unterschied mit p-Werten < 0,0001 zwischen der SVE- und K-Gruppe (Abb. 4.19).
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Abb. 4.19: PrP®-Konzentrationswerte im Liquor von Patienten der K-, SVE- und AD-Gruppe. Es ergab
sich eine hochsignifikante Zunahme in der SVE-Gruppe im Vergleich zu der K-Gruppe (p < 0,0001).

Zur Uberpriifung des nachgewiesenen Effekts wurde eine statistisch relevante Anzahl von
Liquorproben mittels des Roboscreen-ELISA erneut gemessen. Auer bei den AD-Proben
ergab sich keine signifikant groRe Abweichung der bestimmten Werte zwischen den beiden
Methoden (d.h., die signifikante Erhdhung der PrP“-Konzentration im Liquor in den SVE-
Proben ist auch mittels Roboscreen-ELISA erfassbar). Der beobachtete Effekt der
signifikanten Erhéhung von PrP® in der SVE-Gruppe im Vergleich zu der K-Gruppe wurde

also auch mit einem anderen Test verifiziert.

4.6.2. Bestimmung der PrP®-Konzentration im Liquor von SVE-Untergruppen

Die zweimalige Unterteilungen der SVE-Gruppe in Untergruppen anhand des MMST (Cut-
off-Werte = 25) und des AB-Quotienten (Cut-off-Werte = 1) zeigten, dass, obwohl zwischen
der SVE+D- und SVE-D-Untergruppe keine signifikante Abweichung vorkommt, die Ap-
R<1-Untergruppe signifikant erhdhte Werte im Vergleich zu der AB-R>1-Gruppe hatte. Der

50



tatsachliche Unterschied der Mediane lag bei 172,4 ng/ml mit einem p-Wert von 0,005 (Abb.
4.20).
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Abb. 4.20: PrP®-Konzentrationswerte im Liquor von Patienten der Untergruppen. Es ergaben sich
signifikant erhdhte Werte in der SVE-AB-R<1-Gruppe verglichen mit der SVE-AB-R>1-Gruppe (p = 0,005).

4.6.3. Korrelation der PrP®-Konzentration im Liquor mit den klinischen Parametern
und Demenzmarkern in der SVE-Gruppe

AnschlieRend wurden mégliche Zusammenhange der PrP®-Werte im Liguor mit den klinisch
bestimmten Parametern der SVE-Patienten gepruft. Dies wurde mittels Rangkorrelationen
nach Spearman untersucht. Die Ergebnisse werden in der Tabelle 7.11 im Anhang dargestellt.
Am Anfang wurde festgestellt, dass die PrP®-Werte weder mit dem Alter noch mit dem BMI
der SVE-Patienten korrelieren. Dartiber hinaus wurde kein signifikanter Zusammenhang
zwischen der ARWML-Skala und den PrP®-Werten im Liquor gefunden. AuRerdem fand sich
keine relevante Korrelation mit dem MMST. Allerdings konnte eine signifikante Korrelation
mit den Klinisch bestimmten Demenzmarkern festgestellt werden.

Die PrP°-Werte zeigten eine signifikante positive Korrelation mit den Werten sowohl von
Gesamt-Tau als auch von P-Tau (p <0,0001). Dabei war der Korrelationskoeffizient fiir
P-Tau hoher (r=0,776) als fur Gesamt-Tau (r = 0,684) (Abb. 4.21; A und B). Hinsichtlich
der Amyloid-B-Peptide wurde eine signifikante positive Korrelation mit A 1-40 (r = 0,611,
p < 0,0001), aber keine mit AP 1-42 herausgefunden (Abb. 4.21; C und D).

Nachfolgend zeigte der AB(1-42/1-40)-Quotient eine signifikante negative Korrelation mit
den PrP®-Werten (r = -0,577; p < 0,0001) (Abb. 4.21; E). Dies ist in Ubereinstimmung mit
den signifikant erhéhten PrP®-Konzentrationswerten in der SVE-AB-R<1-Gruppe gegeniiber
der SVE-AB-R>1-Gruppe. Zuletzt wurde keine statistisch signifikante Beziehung zwischen
den PrP®-Werten im Liquor in den Q-Alb bei 47 Patienten der SVE-Gruppe. Dieser Befund
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ist sehr wichtig, da er vermuten lasst, dass die Funktion der Blut-Hirn-Schranke keinen

wesentlichen Einfluss auf den Spiegel von PrP® im Liquor bei der SVE aufweist.
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Abb. 4.21: Korrelationen zwischen den Konzentrationswerten von PrP® und den verschiedenen
Demenzmarkern im Liquor von Patienten mit SVE. Es ergaben sich die folgenden Korrelationen: A)
Hochsignifikante positive Korrelation mit G-Tau (r=0,684; p <0,0001; xyN =43). B) Hochsignifikante
positive Korrelation mit P-Tau (r = 0,776; p < 0,0001; xyN = 38). C) Hochsignifikante positive Korrelation mit
AP 1-40 (r=0,611; p <0,0001; xyN =42). D) Keine relevante Korrelation mit Ap 1-42 (r = 0,06; p = 0,655;
xyN =44). E) Hochsignifikante negative Korrelation mit dem Ap(1-42/1-40)-Quotienten (r =-0,577;
p <0,0001; xyN = 43). F) Keine relevante Korrelation mit Q-Alb (r = 0,09; p = 0,536; xyN = 47).

4.6.4. Korrelation der PrPC-Liquorwerte mit den Zytokinen und Chemokinen im

Liquor

Hinterher wurde auch erforscht, ob ein Zusammenhang zwischen den PrP®-Werten und den
gemessenen Konzentrationswerten der Zytokine und Chemokine im Liquor von SVE-
Patienten besteht. Interessanterweise fand sich, dass IL-2, IL-8 und MCP-1 mit PrP®
zusammenhéngen. Eine signifikante negative Korrelation (r=-0,406; p =0,018) konnte
zwischen den IL-2- und PrP®-Werten im Liquor bei 33 Patienten mit SVE festgestellt werden.
Bei dem Chemokin IL-8 fand sich jedoch eine signifikante positive Korrelation (r = 0,39;
p =0,0273) bei 32 Patienten von der SVE-Gruppe. Im Gegensatz dazu zeigte sich eine

52



signifikante negative Korrelation (r =-0,381; p = 0,031) zwischen den Werten von MCP-1
und PrP® im Liquor bei 38 Patienten mit SVE (Abb. 4.22). Wie erwartet, bestand kein
relevanter Zusammenhang zwischen den PrPC-Werten im Liquor und den Zytokin-Werten im

Serum in der SVE-Gruppe.
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Abb. 4.22: Korrelationen zwischen den Konzentrationswerten von PrP und IL-2, IL-8 und MCP-1 im
Liguor von Patienten mit SVE. Es zeigte sich: A) Signifikante negative Korrelation mit IL-2 (r =-0,406;
p =0,018; xyN =33). B) Signifikante positive Korrelation mit IL-8 (r=0,39; p=0,0273; xyN=32). C)
Signifikante negative Korrelation mit MCP-1 (r = -0,381; p = 0,031; xyN = 38).

47. PrP®-Bestimmungim Serum

Dariiber hinaus wurde die PrP®-Konzentration in Serumproben von eingeschlossenen
Patienten der Studie auch mittels des Bio-Plex-Assays bestimmt. Es wurden 20 K-Proben, 38
AD-Proben und 55 SVE-Proben untersucht (siehe Tabelle 7.12 im Anhang).

Im Unterschied zu den Liquorproben ergab sich im Serum eine hochsignifikante Zunahme der
PrPC-Konzentrationswerte in der AD-Gruppe im Vergleich sowohl zu der K-Gruppe
(p =0,0009) als auch zu der SVE-Gruppe (p <0,0001) gefunden, wobei der tatséchliche
Unterschied der Mediane bei 22,2 ng/ml und 30,1 ng/ml nur gering ausgepréagt war (Abb.
4.23). Es wurde Zwischen den SVE- und K-Proben findete sich keine Abweichung.
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Abb. 4.23: PrP®-Konzentrationswerte im Serum von Patienten der K-, SVE- und AD-Gruppe. Die Werte
in der AD-Gruppe zeigten eine sehr signifikante Erhéhung im Vergleich zu der K- (p = 0,0009) und der SVE-
Gruppe (p < 0,0001).

Die Werte von PrP® im Serum zeigten weder mit den klinischen Parametern noch mit den
gemessenen Zytokinen im Liquor eine Korrelation. Dennoch ergaben sich signifikante
negative Zusammenhange mit zwei Zytokinen, IL-13 und MIP-1p mit jeweiligen r-Werten
von 0,6008 (p = 0,0025) und 0,487 (p = 0,037) (Abb. 4.24).

= 207 = 100+
E 5
£
g 154 . S 80 .
E £ oA S
2 104 o e
[} L)
n Dogd N o
£ =
Py @ J °
204 o
= n o
= 0 1 s 0 T T T 1
0 80 0 20 40 60 80
PrPC im Serum (ng/ml) PrPC im Serum (ng/ml)

Abb. 4.24: Korrelationen zwischen den Konzentrationswerten von PrP® und 1L-13 sowie MIP-1p im
Serum von Patienten mit SVE. Es ergab sich eine signifikante negative Korrelation mit IL-13 (r =-0,6;
p = 0,025; xyN = 14) und mit MCP-1 (r = -0,487; p = 0,0342; xyN = 19).
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5. Diskussion

5.1. Studiendesign

Das zentrale Kriterium fiir die Rekrutierung der Patienten dieser Studie war der Nachweis
vaskuldr bedingter Marklagerverdnderungen durch bildgebende diagnostische Verfahren (in
den meisten Féllen cMRT und bei 7 Féllen cCT). Diese sogenannten WMLs wurden mithilfe
der neuroradiologischen Skala ARWMC nach Wahlund et al. (2001) quantifiziert. Allerdings
wurden mindestens zwei der folgenden Kriterien zum Einschluss benétigt, wie demenzielle
Entwicklung, Gangstdrungen und multiple vaskuldre Risikofaktoren in der medizinischen
Anamnese, welche zum klinischen Bild der SVE gehoren.

Die WMLs sind hédufige Befunde in den bildgebenden Verfahren im klinischen Alltag.
Allerdings ist nach einem Jahrzehnt in der LADIS-Studie davon ausgegangen worden, dass
die Marklagerveranderungen als neuroradiologische Manifestationen der zerebralen
Mikroangiopathie nicht mehr als ein Zufalls- oder harmloser Befund betrachtet werden
diirfen, da diese mit einer schlechten Prognose sowohl in cross-sectional surveys wie der
vorliegenden Studie als auch in Follow-up-Studien assoziiert sind (Poggesi et al. 2011). Die
klinische Bedeutung der Marklagerverdanderung in Form von Hyperintensititen (WMHs) auf
MRT, besonders als Risikofaktor fiir zerebrovaskulédre Ereignisse, Demenzen und Tod, wurde
auch von einer systematischen Metaanalyse unterstiitzt (Debette und Markus 2010). Wenn
WMHs bzw. WMLs als Teil der diagnostischen Untersuchungen identifiziert werden, konnen
sie als zwischenliegende Marker fiir die Einschlusskriterien in einer Forschungs-FEinstellung
verwendet werden (Debette und Markus 2010). Wenn die genannten MRT-Befunde mit dem
klinischen Bild der SVE und des VCI einhergehen, wie bei den Patienten der SVE-
Hauptgruppe dieser Studie, bekommt die Forschung zunehmende Bedeutung.

In der SVE-Gruppe wurden auch Patienten eingeschlossen, obwohl Hinweise auf
Neurodegeneration (Liquorwerte von Tau erhoht, AP 1-42 niedrig) bestanden. Die
Rationalitat bezieht sich auf folgende Tatsachen: Die klinischen Kriterien ICD-10, DSM-4,
NINDS-AIREN10, ADDTC unterscheiden weder zwischen gemischter Demenz und
vaskularer Demenz noch dienen sie zur friuhzeitigen Erkennung vaskuldrer kognitiver
Veranderungen. Keines dieser Kriterien wurde in ausreichendem MaRe durch longitudinal
prospektive Studien validiert. Daher haben die gegenwartigen klinischen Kriterien flr
vaskulare Demenz begrenzte Glltigkeit fir das gesamte Kontinuum der vaskuldren
kognitiven Beeintrachtigungen (Wiederkehr et al. 2008a; Wiederkehr et al. 2008b). Obwohl

im klinischen Alltag die ICD-10-Kriterien eine Unterscheidung der verschiedenen
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Demenzformen (FO0, FO1, FO2, FO3) und Mischformen (F00.2) bieten, wird die klinische
Differenzierung der AD von VaD im Kklinischen Alltag problematisch. Die vaskulére
Komponente der AD wird immer wieder diskutiert (De la Torre 2002). Darlber hinaus
besteht eine wesentliche Uberlappung zwischen Risikofaktoren fiir zerebrovaskulare
Erkrankungen und der Alzheimer-Krankheit, z.B. Diabetes mellitus, Hypertonie und
Adipositas. Heutzutage ist es allgemein anerkannt, dass bei betrachtlichen Féllen von
Alzheimer-Krankheit gemischte Pathologie und zerebrale Mikroangiopathie vorliegt, die das
klinische Bild entscheidend verschlechtern konnen. Das wurde in den folgenden
populationsbezogenen Studien nachgewiesen: Adult Changes in Thought Study (Sonnen et al.
2007), the Honolulu Asia Aging Study (Launer et al. 2011) und the Religious Orders Study
(Schneider et al. 2005). AuRerdem wurde auch aus molekularbiologischer Sicht diese
Uberlappung in Bezug auf die neurovaskulare Einheit erklart. Strukturelle und funktionelle
Verénderungen der NVE flhren zu gestorter Homoostase des zerebralen Mikromilieus und zu
neuronaler Dysfunktion, die der kognitiven Beeintrachtigung zugrunde liegt (ladecola 2010).
Die strukturellen vaskuldren Verédnderungen umfassen die Lipohyalinose und die Ablagerung
von B-Amyloid in der Gefdlwand der Arteriolen. Die funktionellen Veranderungen
beinhalten hauptséchlich die Beeintrachtigung der Autoregulation der Hirndurchblutung und
die Dysfunktion der Blut-Hirn-Schranke (BHS) (ladecola 2010). Die pathologische
Verbindung flhrt zu vaskularer Dysfunktion, die durch oxidativen Stress und
inflammatorische Mechanismen entsteht. Hereditare monogenetische Erkrankungen wie
CADASIL, familiare CAA sowie Glut-1-, Dutch- und AAP-Mutation bieten viele Hinweise
fur eine feste Verbindung zwischen vaskulérer und neuronaler Dysfunktion (Zlokovic 2011).
Es gibt auch die Spekulation, dass bei der AD die friihesten Lé&sionen in den kleinen
BlutgefaRen lokalisiert sind (Marchesi 2011). Mit Bertcksichtigung der oben erwéhnten
Informationen hatte eine strikte Klassifizierung der Patienten nach ICD-, DSM-, NINDS-
AIREN10- und ADDTC-Kriterien weder wissenschaftlich noch pragmatisch gerechtfertigt
werden konnen. Deshalb wurde fir die Zwecke dieser Studie ein eher VCI- und SVE-
orientiertes Design als geeigneter betrachtet.

Die zweimalige Dichotomisierung der SVE-Hauptgruppe anhand des MMST und der Ratio
von AP 1-42 und AP 1-40 basierte auf folgender Uberlegung: Obwohl der MMST nicht zur
Friherkennung geeignet ist (Royall et al. 1998), bleibt er jedoch bis heute das am weitesten
verbreitete, am leichtesten anwendbare und am besten standardisierte Instrument fur die
neuropsychologische Diagnose einer Demenz. Daher wurde in der vorliegenden Studie die
Bezeichnung ,,ohne Demenz* (SVE-D) fur die Untergruppe der SVE-Patienten mit MMST-
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Summenwerten tber 25 und entsprechend ,,mit Demenz* (SVE+D) fur die anderen SVE-
Patienten mit MMST-Summenwerten unter 25 als gewdhlt. Studien belegen, dass das
Verhaltnis aus AP 1-42 und A 1-40 die Differenzierung zwischen Demenzen des Alzheimer-
Typs von anderen Demenztypen verbessert (Spies et al. 2010). Ein Wert Uber 1 spricht eher
fir eine Beteiligung der vaskuldren und ein Wert unter 1 eher flr eine Alzheimer’sche

Pathologie zum Zeitpunkt der Probengewinnung.
5.2.  Analyse der Demenzmarker im Liquor und der klinischen Marker

5.2.1. Regulation der neurodegenerativen Demenzmarker in der SVE-Gruppe

Beim Vergleich der Werte der Liquordemenzmarker zwischen den Hauptgruppen wurde
gezeigt, dass die SVE-Gruppe signifikant erniedrigte Werte von Gesamt-Tau und P-Tau und
signifikant hohere Werte von AP 1-40 und AP 1-42 im Vergleich zu der AD-Gruppe aufwies
(Abb. 4.1). Auf diese Weise konnten auch laborchemisch unsere SVE- von den AD-Patienten
abgegrenzt werden. Das gefundene Abweichungsmuster dieser Biomarker steht im Einklang
mit dem Stand der Literatur (Bjerke et al. 2011; Wallin et al. 2012).

5.2.2. Subklassifikation der SVE-Gruppen anhand von AB-R

Beim Vergleich der Liquordemenzmarker in den SVE-Untergruppen ergaben sich
signifikante Unterschiede nur zwischen der SVE-AB-R>1- und der AB-R<I1-Untergruppe,
nicht jedoch bei der MMST-basierten Verteilung (SVE+D/SVE-D). Dabei waren die Werte
von Gesamt-Tau, P-Tau und AP 140 signifikant erhoht, widhrend AP 142 signifikant
erniedrigte Werte in der SVE-AB-R<1-Untergruppe aufwies (Abb. 4.1).

Der Befund, dass die SVE-AB-R<1-Untergruppe dhnliche Abweichungen der Demenzmarker
wie die AD-Gruppe aufler den Werten von A 1-40 aufwies, impliziert eine bedeutende Rolle
von AP 1-40 bei der vaskulidren Komponente der kognitiv beeintrichtigten Patienten. Dies
wird auch von neuen Publikationen unterstiitzt. Eine Studie von Park et al. liefert Hinweise,
dass AP 140 durch eine ausgeprigte schiadliche Wirkung sowohl an der luminalen als auch
an der abluminalen Seite der Gefiae zerebrovaskuliare Verdnderungen (v.a. Dysregulation des
CBF) verursacht (Park et al. 2007). Eine andere Studie stellt eine mdgliche Rolle von AP 1-
40 in Bezug auf seine Interaktion mit Kupfer in der Entstehung von vaskuldrem oxidativen
Stress dar (Lucas und Rifkind 2013). Dariiber hinaus konnten Blaise et al. zeigen, dass AP 1—
40 die Apoptose von vascular smooth muscle cells sogar unabhingig von Metalloproteasen
veranlasst (Blaise et al. 2012). Die wichtige Rolle der BHS fiir die Homoostase, besonders zur

Ausscheidung von A, wurde auch detailliert beschrieben (Zlokovic 2011).
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5.2.3. Negative signifikante Korrelation der ARWMC-Skala mit dem MMST in den
SVE-Patienten
Bei 83 Patienten wurde gezeigt, dass eine signifikante Korrelation zwischen den
Gesamtpunkten in der ARWMC-Skala und dem MMST besteht (Abb. 4.2; B), was auch in
dem signifikanten Unterschied zwischen den Untergruppen reflektiert wird (Abb. 4.2; A).
Eine groBe Anzahl von Studien belegt, dass WMLs stark mit kognitiven Einschrinkungen,
Demenz und Progression von leichter kognitiver Beeintrachtigung (MCI) bis AD assoziiert
sind (Seiler et al. 2012). Hinsichtlich des MMST wurde in der longitudinalen Cardiovascular
Health Study ein Zusammenhang zwischen erhohter WML-Ausprdgung und einer MMST-
Abnahme gefunden (Longstreth et al. 2005). In der Rotterdam Scan Study wurden nur die
periventrikuliren WMLs einem Riickgang der MMST-Punktzahl zugeordnet (van Dijk et al.
2008). In einem systematischen Review wurde die Bedeutung der Lokalisation der WML fiir
die Verschlechterung der kognitiven Funktionen betont (Bolandzadeh et al. 2012). Eine
Analyse anhand der Lokalisation wurde in der vorliegenden Arbeit nicht untersucht.
Hentschel et al. fanden zwar keinen signifikanten Unterschied zwischen dem globalen Score
der WMLs und dem MMST bei 27 Patienten mit VaD, aber bei gesunden Patienten
(Hentschel et al. 2003). Die Anzahl der untersuchten Patienten, die Rekrutierung auch von
Patienten ohne Demenz und Unterschiede anhand der angewendeten neuroradiologischen

Skalen erschweren den Vergleich der Ergebnisse unserer Studie mit anderen.

5.3. Regulation der pro-inflammatorischen Zytokine und Chemokine im
Liquor

Die Mehrheit der publizierten Studien bezieht sich auf die alte Patientenklassifizierung (als
vaskulare Demenz oder Demenz vom Alzheimer-Typ) und nicht auf VCI. Obwohl die
Zytokine als Blutbiomarker (Serum, Plasma) mehr Aufmerksamkeit als Liquorbiomarker
erhalten haben (Fagan und Perrin 2012), wurden bei vielen hauptsédchlich AD-bezogenen
Studien und entsprechenden Metaanalysen Messungen von Zytokinen im Liquor berichtet
(Swardfager et al. 2010; Olson und Humpel 2010). Ihre Ergebnisse sind teilweise inkonsistent
(Galasko und Montine 2010). Es gibt Studien, die Liquormarker inklusive Zytokinen z.B. IL-
13 und IL-l1a zur Differenzierung zwischen AD und Nicht-AD sowie anderen
neurodegenerativen Demenzen untersuchten (Hu et al. 2010b). Dar(ber hinaus wurden IL-1a,
IL-7, IL-17 sowie der TNF-Rezeptor als Marker fiir die Prognose von AD und MCI berichtet
(Hu et al. 2010a; Craig-Schapiro et al. 2011).

58



5.3.1. Erniedrigte Werte von IL-2 und IL-17 in den SVE-Liquorproben

Beim Vergleich der gemessenen Werte dieser Zytokine zwischen den Gruppen ergaben sich
in den untersuchten SVE-Liquorproben signifikant erniedrigte Konzentrationswerte von IL-2
im Vergleich zu den K-Proben und den AD-Proben sowie von IL-17 verglichen mit den AD-
Proben (Abb. 4.5).

IL-2 spielt eine zentrale Rolle bei der Regulierung des adaptiven Immunsystems durch
Steuern des Uberlebens und der Proliferation von regulatorischen T-Zellen (Treg-Zellen), die
fiir die Aufrechterhaltung der Immuntoleranz erforderlich sind (Létourneau et al. 2009). Die
erniedrigten Werte im Liquor in der SVE-Gruppe konnten als ein Zeichen der geschidigten
Immunregulation bei den Patienten mit SVE durch die geschéadigte Kontrolle der Treg-Zellen
interpretiert werden. Sowohl experimentelle Arbeiten in vitro, in situ und in vivo als auch
klinische Beobachtungen zeigten vermehrte Hinweise fiir die funktionelle Expression von
IL-2-Rezeptoren (IL-2R) auf glialen und neuronalen Zellen, was eine immunregulatorische
Wirkung auf ZNS bedeutet (Hanisch et al. 1995). IL-2-Knock-out-Miuse zeigen eine schwere
Autoimmunitdt und ein Wachstum des lymphatischen Gewebes (Boyman et al. 2006).
Zunehmende Hinweise betonen also eine wichtige Rolle von IL-2 in der Aufrechterhaltung
des Gleichgewichts zwischen dem Schutz vor Krankheitserregern und der Unterdriickung von
selbstreaktiven T-Zellen mittels Expression von CD25 (Létourneau et al. 2009).

IL-17 wird von einer Ty-Subpopulation namens Tyl7 produziert, welche ebenso eine
wichtige Rolle in der Regulierung der Autoimmunitit spielt (Létourneau et al. 2009). Studien
belegen, dass eine erhohte Aktivitdt der Tyl7-Lymphozyten in der AD beobachtet wurde
(Saresella et al. 2011). Eine weitere Studie zeigte, dass Treg-Zellen in der Lage sind, IL-17 zu
sezernieren. In diesem Sinne scheint IL-2 jedoch vorteilhaft fiir den Ausbau der Ty17-Zellen
zu sein (Beriou et al. 2009). In den SVE-Proben wurde wahrscheinlich dafiir eine
gemeinsame Unterregulation von IL-17 und von IL-2 beobachtet.

Die niedrigen Liquorwerte der SVE-Patienten in unserer Studie spiegeln die niedrige
Konzentration im ZNS wider. Ob die vaskuldr bedingte demenzielle Entwicklung bei den
SVE-Patienten eine Manifestation der beginnenden Autoimmunitdt ist, wird sich in
zukiinftigen Studien zeigen. Hinweise auf das Vorhandensein eines immunologischen
Mechanismus in der Pathogenese der vaskuldren Demenz ergaben sich auch durch den

Nachweis von Antikdrpern gegen die vaskuldren Endothelzellen (Tekin et al. 1996).
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5.3.2. Erniedrigte Werte von G-CSF und erhéhte von GM-CSF in den AD-
Liquorproben

Dartiber hinaus wurden signifikante Unterschiede bei den Kolonie-stimulierenden Faktoren
gefunden. Die G-CSF-Konzentrationswerte in der AD- im Vergleich zu der K- und der SVE-
Gruppe waren signifikant erniedrigt, wobei die GM-CSF-Werte allerdings bei der AD-Gruppe
signifikant erh6ht im Vergleich zu der SVE-Gruppe waren (Abb. 4.7).

In einer Studie von Tarkowski et al. wurde die Konzentration von GM-CSF im Liquor von 20
Patienten mit AD, von 26 mit VaD und von 15 Kontrollen gemessen. Es wurde gezeigt, dass
die Liquorwerte von GM-CSF bei AD im Vergleich zu den Kontrollen und zu VaD
signifikant erhoht waren (Tarkowski et al. 2001). Auch in neuen Studien wurde gefunden,
dass die Menge von GM-CSF in den AD-Patienten hoher als in den VaD- und SVE-Patienten
war (Marques et al. 2013). Diese Ergebnisse stimmen mit unseren Ergebnissen hinsichtlich
des Unterschiedes zwischen der SVD- und AD-Gruppe iiberein. Der gefundene Unterschied
zwischen G-CSF und GM-CSF konnte auf die Rolle der Monozyten in der differenzierten
Neuroimmunantwort zwischen der SVE und der AD hinweisen. Interessanterweise wurde
diesbeziiglich gezeigt, dass der Macrophage Migration Inhibitory Factor (MIF) bei Patienten
mit MCI und AD im Vergleich zu Kontrollen erhéht im Liquor vorliegt, was auf die
Bedeutung der Makrophagen und Monozyten in der Pathogenese Alzheimer (neuro-
degenerativ) bedingter demenzieller Entwicklungen hindeutet (Popp et al. 2009). Die
erhohten Werte von GM-CSF konnten auch als Zeichen der Gliose, welche in den Gehirnen
von AD-Patienten gefunden werden kann, interpretiert werden (Marques et al. 2013).

G-CSF st ein Glykoprotein, welches in der Peripherie die Differenzierung der
granulozytischen Linien fordert. Im ZNS werden G-CSF und sein Rezeptor von Neuronen in
vielen Hirnregionen exprimiert und bei Schlaganfall hochreguliert. In Neuronen wirkt G-CSF
anti-apoptotisch durch Aktivierung mehrerer protektiver molekularer Mechanismen
(Schneider et al. 2005b). Das G-CSF wird auch wegen seiner anti-inflammatorischen
Eigenschaften als neuroprotektiver Faktor betrachtet (Guillemin und Brew 2004). Die
signifikant erniedrigten Werte von G-CSF bei AD konnten auf die fehlende neuroprotektive
Funktion hindeuten. Daten sowohl aus Zellkulturen als auch in Tiermodellen ischdmischer
vaskuldrer Schadigungen zeigten, dass G-CSF intakt die BHS iibertritt und eine anti-
apoptotische, neuroprotektive und neurolaplastizitit- fordernde Wirkung hat (Schneider et al.
2005a; Minnerup et al. 2009). Es wurde sogar ein therapeutischer Versuch mittels subkutaner
G-CSF-Applikation bei Patienten nach ischdmischem Schlaganfall und anderen vaskuldren

Erkrankungen mit positiven Ergebnissen durchgefiihrt. Dies deutet darauf hin, dass G-CSF
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eine wichtige Rolle in der funktionellen Verbesserung nach ischdmischer Schadigung spielt
(Floel et al. 2011). Unsere SVE-Patienten zeigten keinen Unterschied der G-CSF-Werte im
Vergleich zu den Kontrollen, vermutlich aufgrund unserer Ausschlusskriterien (z.B.

Territorialinfarkte).

5.3.3. Erhdhte Werte von IL-6 bei dementen Patienten in den SVE-Liquorproben
Unsere Messungen erbrachten signifikant erhdhte Werte von IL-6 im Liquor der SVE-
Patienten mit Demenz im Vergleich zu den Patienten ohne Demenz (Abb. 4.9). In der Studie
von Wada-Isoe et al. wurde mittels ELISA die Konzentration von IL-6 im Liquor von
Patienten mit AD (N = 26), mit ischdmischer zerebrovaskuldrer Erkrankung ohne Demenz
und mit vaskuldrer Demenz (N = 19) gemessen. Es wurde gezeigt, dass die IL-6-Werte im
Liquor der VaD-Patienten im Vergleich mit den anderen Gruppen inklusive Kontrollen mit
anderen neurologischen Erkrankungen erhoht sind (Wada-Isoe et al. 2004). Diese Ergebnisse
stehen im Einklang mit unseren Ergebnissen, die ebenfalls erhohte Werte von IL-6 bei
Patienten mit Demenz ergaben.
Unsere Daten deuten auf eine wichtige Rolle von IL-6 in der Manifestation einer Demenz hin.
Dies konnte bedeuten, dass IL-6 eine essenzielle Rolle fiir die Differenzialdiagnose der SVE
spielen kann (Wada-Isoe et al. 2004). IL-6 wurde auch negativ mit vielen neurokognitiven
Testungen, die Gedéichtnis und exekutive Funktionen priifen, korreliert (Rafnsson et al. 2007).
In der gleichen Studie konnte IL-6 als prognostischer Faktor fiir den Riickgang der kognitiven
Beeintrachtigung von Kohorten mit erhhtem vaskuldren Risikoprofil, wie den Patienten
unserer Studie, angewendet werden (Rafnsson et al. 2007). Eine wichtige Rolle von IL-6 in
der Entwicklung kognitiver Beeintrdchtigung wurde auch von anderen Studien vorgeschlagen
(Stoeck et al. 2014).
Es findet eine IL-6-Uberexpression im ZNS statt, wenn eine Neuroinflammation zu erwarten
ist, wie bei ZNS-Infektion oder -Schiddigung (Erta et al. 2012). Viele Studien mit
Tiermodellen nach Hirnverletzung zeigten, dass IL-6 hochreguliert ist und eine Vielzahl von
Wirkungen wie kompromittierte Entziindungsreaktion, erhdhten oxidativen Stress, verringerte
Lymphozyten-Rekrutierung und eine langsamere Heilung aufweist (Penkowa et al. 1999). Die
ischdmischen zerebralen Schidigungen in den SVE-Patienten beinhalten Entziindung,
oxidativen Stress, Exzitotoxizitdt und Apoptose, sodass eine Beteiligung von IL-6 in den
pathophysiologischen Mechanismen zu erwarten ist (Erta et al. 2012). Studien mit Patienten
nach ischdmischem Schlaganfall zeigten signifikant erhohte IL-6-Werte im Liquor, welche in
Korrelation mit dem Volumen des Infarktes waren (Tarkowski et al. 1999; Acalovschi et al.
2003). Erhohte IL-6-Werte sind auch assoziiert mit dem Vorhandensein klinisch nicht
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manifestierter Hirninfarkte sowie mit schlechterer Prognose nach Schlaganfall (Rothenburg et
al. 2010). Unsere Daten zeigten jedoch keine signifikante Korrelation der IL-6-Liquorwerte
mit der WML-Skala. Jedoch bestand ein Zusammenhang zwischen der ARWMC-Skala und
dem MMST innerhalb der Gruppe der SVE-Patienten, welcher die Korrelation zwischen IL-6
und dem kognitiven Status der SVE-Patienten erkldren konnte.

Es wurde auch eine Assoziation zwischen dem IL-6-Gen-Polymorphismus und der
Multiinfarktdemenz gezeigt (Pola et al. 2002; Tso et al. 2007), was unsere Hypothese
unterstutzt, dass IL-6-bedingte inflammatorische Mechanismen durch vaskulére Verénderung
ein wichtiger Faktor fir demenzielle Entwicklungen sein kénnen.

Dariiber hinaus ergab unsere Analyse, dass eine positive Korrelation zwischen den
Konzentrationswerten von IL-6 im Liquor und Q-Alb bei Patienten mit SVE besteht (Abb.
4.15; D). Q-Alb ist ein idealer Marker, um die Einfliisse und Einschrinkungen fiir die Passage
eines Proteins vom Blut in den lumbalen Liquor zu charakterisieren und gilt als ein Zeichen
der Integritit der BHS (Steinberg et al. 2008). Die Rolle der BHS bei der Funktion der
Zytokine ist wichtig und wird auch in den folgenden Abschnitten diskutiert (Lee et al. 2009).
Unsere Daten konnten darauf hindeuten, dass der Beitrag von IL-6 zur demenziellen Ent-

wicklung bei SVE-Patienten durch Schaden des BHS vermittelt werden kann.

5.3.4. Erhdhte Werte von IL-8 bei dementen Patienten in den SVE-Liquorproben
Unsere Untersuchungen ergaben ebenso signifikant erhohte Werte von IL-8 im Liquor der
SVE-Patienten mit Demenz im Vergleich zu den Patienten ohne Demenz anhand des MMST
(Abb. 4.10).

Unseres Wissens wurde bis jetzt die Konzentration von IL-8 im Liquor von Patienten mit
SVE noch nicht gemessen. Eine Studie untersuchte die intrathekale Produktion von IL-8,
MCP-1 und anderen Chemokinen in Patienten mit MCI und AD und zeigte, dass IL-8 mit
dem Alter korrelierte und dass die IL-8-Werte in Patienten mit niedrigem MMST herabgesetzt
waren (Galimberti et al. 2006). Unsere Daten zeigten auch eine positive Korrelation zwischen
den Konzentrationswerten von IL-8 im Liquor und dem Alter in Jahren bei Patienten mit SVE
(Abb. 4.14).

Genauso wie bei IL-6 weisen unsere Daten darauf hin, dass IL-8 eine Rolle in der
demenziellen Entwicklung bei SVE-Patienten spielt. IL-8 ist ein Chemokin, das in Mikroglia
als Antwort auf pro-inflammatorische Signale, wie amyloide Plaques und oxidativen Stress,
fir die Rekrutierung von aktivierten Mikrogliazellen in Bereichen des Gehirns durch
Alzheimer’sche oder ischdmische Pathologie wichtig sein konnte. Obwohl IL-8 selbst nicht
im AD-Gehirn nachgewiesen wurde, ist eine Immunreaktivitit gegen den IL-8-Rezeptor B,
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auch bekannt als CXCR2, an dystrophischen Neuriten lokalisiert, was darauf hindeutet, dass
IL-8 Interaktionen zwischen Glia und Neuronen vermittelt und damit zu neuronalen Schéden
beitragen kann (Lee et al. 2009). Dariiber hinaus zeigt IL-8 eine pro-atherogenetische
Wirkung, indem es die Formierung von vaskuldren Schidigungen durch die Beschleunigung
der Leukozytenextravasation. AuBlerdem kann IL-8 zur Instabilitit von Plaque durch die
Aktivierung von TIMP-1 beitragen (Autieri 2012). Diese Zunahme von IL-8 bei SVE-
Patienten mit Demenz konnte zusitzlich im Rahmen von kompensatorischen und
reparierenden Mechanismen durch ihre potenzielle neuroprotektive Wirkung auftreten

(Galimberti et al. 2006).

5.3.5. MIP-1B erhoht bei Patienten ohne Demenz und mit AB-R>1 in den SVE-
Liquorproben

Unseres Wissens wurde bis jetzt die Konzentration von MIP-1p im Liquor von Patienten mit
SVE auch noch nicht gemessen. Im Gegensatz zu IL-8 ist MIP-1p signifikant erhdht in der
SVE-D- und SVE-AB-R>1-Untergruppe im Vergleich zu den entsprechenden Untergruppen
(Abb. 4.10).

Interessanterweise ergab unsere Analyse auch, dass MIP-1p negativ mit dem kognitiven
Status der SVE-Patienten, gemessen mit dem MMST, zusammenhéngt (Abb. 4.16; C). Dies
bedeutet, dass die Patienten mit SVE zum Zeitpunkt der Lumbalpunktion umso besser
kognitiv waren, je hoher die Konzentration der MIP-1B im Liquor war. Aus diesem Grund
gehen wir davon aus, dass MIP-18 im Kontrast zu den anderen Chemokinen eine eher anti-
demenzielle und neuroprotektive Wirkung ausiibt. Weitere iiber die Korrelation von MIP-1f3
mit dem kognitiven Status und der AB-Pathologie bei Patienten mit SVE wird im Abschnit
5.5 berichtet.

Das Chemokin MIP-1p ist bedeutend fiir die Chemotaxis von T-Zellen in inflammatorischen
Geweben sowie flir die Migration von Monozyten, dendritischen Zellen und NK-Zellen, aber
nicht fiir Neutrophile und Basophile (Maurer und von Stebut 2004). Im Gegensatz zu IL-8,
welches hauptsidchlich die Chemotaxis von Neutrophilen, Basophilen und T-Zell-
Untergruppen induziert, lockt MIP-1f zusidtzlich Monozyten/Makrophagen und unreife
dendritische Zellen an. Das konnte eine Erkldrung fiir den diametralen Unterschied zwischen
den Korrelationen mit dem MMST sein; so konnte die niedrige Konzentration von MIP1f bei
den dementen Patienten mit SVE auf eine fehlende monozytische Aggregation hindeuten.

In der Studie von Mulugeta et al. wurde die Konzentration der Zytokine und Chemokine vom
Marklager des frontalen Hirngewebes von Patienten mit VaD und und gemischten Formen

von VaD und AD sowie Kontrollen gemessen. Es ergaben sich keine signifikanten
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Unterschiede fiir IL-1a, TNF-a, MIP-18 und GM-CSF. Im Gegensatz dazu zeigten die MCP-
1-Konzentrationen der grauen Substanz niedrige Werte, sowohl bei der VaD als auch bei den
gemischten Formen (Mulugeta et al. 2008). Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit unseren
Daten, die keine Zunahme, sondern eine Abnahme des MIP-1B bei SVE-Patienten mit

Demenz zeigen.

5.4. Regulation der pro- und anti-inflammatorischen Zytokine und Chemokine
im Serum

Um eine eventuell vorliegende systemische entziindliche Reaktion, welche die Werte der
gemessenen Zytokine und Chemokine hétte beeinflussen kdnnen, auszuschlie3en, wurde das
Akute-Phase-Protein CRP bestimmt. Die Messung der Konzentrationswerte von CRP im
Serum von Patienten der K-, AD- und SVE-Gruppe erbrachte keinen signifikanten
Unterschied zwischen den Gruppen (Abb. 4.18). Die meisten Werte liegen im normalen
Bereich. Dieses Ergebnis unterstiitzt unsere Hypothese, dass die detektierbaren peripheren
immunologischen Abweichungen, gemessen mittels der Zytokine und Chemokine, auf die
vorliegende zerebrale Erkrankung zuriickzufiihren sind.

Die Mehrheit der Studien iiber Zytokine und Chenikinen fokussiert sich auf die AD und es
gibt nur wenige Studien, die bei Patienten mit SVE- und VaD Zytokine und Chemokine in der
Peripherie gemessen haben. Die Ergebnisse von frilheren Studien, die systemische
inflammatorische Marker in AD-Patienten gemessen haben, sind unklar. Einige berichten
iber erhdhte und andere iiber normale Plasmaspiegel pro-inflammatorischer Zytokine (IL-1,
TNF-a, IL-6) (Zuliani et al. 2007). Unsere Daten zeigen, dass die Konzentrationen der
nachgewiesenen pro- und anti-inflammatorischen Zytokine sowie der Chemokine in den

Serumproben sich zwischen der K-, AD- und SVE-Gruppe unterscheiden.

5.4.1. Erhohte Werte der pro-inflammatorischen Zytokine IL-1p, TNF-a und IFN-y im
Serum in der SVE-Gruppe verglichen mit der K- und AD-Gruppe

Unsere Analyse erbrachte signifikant erhdhte IL-1B- und TNF-a Werte in der SVE-Gruppe im
Vergleich zur K- und AD-Gruppe sowie ein hochsignifikantes Ansteigen der IFN-y -Werte in
den SVE- gegenuber den K- und AD-Serumproben (Abb. 4.11; A, D, C). Diese Ergebnisse
werden durch die folgenden Studien unterstitzt:

Die Studie von Zuliani et al. untersuchte die Werte der pro-inflammatorischen Zytokine IL-
1B, TNF-a sowie IL-6 in Plasmaproben von Patienten mit AD und VaD verglichen mit
Patienten ohne Demenz und Patienten mit kardiovaskuldren Erkrankungen. Die Studie zeigte,

dass erhohte Werte von IL-1p und TNF-a mit der Moglichkeit an VaD oder AD zu leiden
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zusammenhdngen. Dariiber hinaus fanden sich signifikant erhohte TNF-o-Werte in der VaD-
Patientengruppe verglichen mit der AD-Gruppe. Die Werte von IL-6 im Serum zeigten keine
Unterschiede zwischen den Gruppen (Zuliani et al. 2007). Eine andere Studie von Paganelli et
al. bestimmte die pro-inflammatorischen Zytokine im Serum von Patienten mit VaD sowie
mit schwerer und leichter AD. Die Ergebnisse zeigten, dass TNF-a- sowie TNF-o/IL-1p-
Ratio-Werte signifikant erniedrigt bei Patienten mit leichtet AD im Vergleich zu der VaD und
der schweren AD waren. Als Schlussfolgerung berichtet diese Studie, dass pro-
inflammatorische Zytokine wie TNF-a und IL-1p erhoht in Patienten mit Demenz mit
vaskuldren Lisionen nachgewissen mittels CT und MRT sind und dass die TNF-o/IL-183-
Ratio hilfreich fiir die Diskriminierung zwischen degenerativen und vaskuldren Erkrankungen
ist (Paganelli et al. 2002). In der Studie von De Luigi et al. wurden sowohl die
Konzentrationen von TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-10 im Blut von Patienten mit AD und mit MID
als auch ihre Freigabe von Blutzellen stimuliert mit Lipopolysaccharid bestimmt (De Luigi et
al. 2001). Es wurde festgestellt, dass die periphere Produktion von TNF-a in allen dementen
Patienten im Vergleich zu den Kontrollen reduziert war. Bei MID-Patienten waren aber die
verschiedene Zytokine (zirkulierende TNF-a, stimuliert TNF-a, stimuliert IL-10) hoch- oder
herunterreguliert, was auf ein breite pro- und anti- inflammatorische Beteiligung bei MID
hindeutet (De Luigi et al. 2001). Diese Schlussforderungen sind mit unseren Daten bei SVE-
Patienten libereinstimmt (siche auch unten Abschnitt 5.4.2 und 5.4.3).

Im Gegensatz dazu berichtet eine andere Studie {iiber erhohte Werte von pro-
inflammatorischen Zytokinen im Serum von AD-Patienten, insbesondere in Zusammenhang
mit arterieller Hypertonie (van Exel et al. 2009). Uslu et al. untersuchten unter anderem die
Werte von IL-6 und TNF-o im Serum und konnten zeigen, dass keine signifikanten
Unterschiede zwischen AD-Patienten, VaD-Patienten und der Kontrolle bestanden (Uslu et al.
2012). IL-1B, TNF-a, IL-6 und IL-10 wurden auch im Serum von Patienten mit AD- und VaD
sowie bei Kontrollpatienten gemessen. Es wurde gezeigt, dass IL-1p und IL-6 bei dementen
Patienten erhoht waren, jedoch konnte kein Unterschied zwischen AD und VaD-Patienten
festgestellt werden (Angelopoulos et al. 2008). Offensichtliche methodische Unterschiede
zwischen den Studien, einschlieBlich Blutentnahme-Protokollen oder Unterschieden in den
verwendeten Techniken, um Zytokine zu messen (d.h. Immunoassays oder Biotests), haben
sicherlich zur groflen Variabilitit der Daten beigetragen. AD kann nicht als ein einziger,
einheitlicher klinischer Zustand angesehen werden, sondern vielmehr als ein komplexes
Syndrom und es kann postuliert werden, dass das Vorhandensein verschiedener

Krankheitsgruppen eine spezifische Beteiligung des Immunsystems impliziert. Die
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Verwendung unterschiedlicher Kriterien, um AD-Subpopulationen zu identifizieren, d.h. des
Erkrankungsalters oder des Schweregrades der Demenz, fiihrt zu noch weniger
Vergleichbarkeit zwischen den Studien (De Luigi et al. 2001).

Die gesteigerte Expression von IL-1B und TNF-a in der Peripherie weist auf deren
Beteiligung in der vaskuldr bedingten Hirnschdadigung bei SVE-Patienten hin. Pro-
inflammatorische Zytokine wie TNF-a und IL-1B im Serum sind in é&lteren Patienten mit
vaskuldren Lésionen in der zerebralen Bildgebung im Vergleich zu milder oder schwerer AD
erhoht (Lee et al. 2009). Die Beteiligung von IL-1 bei der Vermittlung von Hirnschédigungen
und neurologischen Auffilligkeiten nach zerebraler Ischdmie wurde durch Studien unterstiitzt,
die zeigen, dass Mause mit einem Mangel an IL-1o/IL-1B oder IL-1R1 weniger wichtige
Infarkte, reduzierte Hirnddeme, verminderte vaskuldre Expression von Adhdsionsmolekiilen,
niedrigere Zahlen von Gehirn-Makrophagen, erhdhtes neuronales Uberleben und Bewahren
der neurologischen Funktion aufwiesen (Konsman et al. 2007). TNF-a wird von aktivierten
Mikrogliazellen vor allem als Reaktion auf AP 1-40/AP 1-42 und oxidativen Stress
exprimiert und induziert neuronalen Tod sowie motorische und kognitive Defizite in den
ersten Tagen nach zerebraler Ischdmie (Lee et al. 2009). Zu spiteren Zeitpunkten scheint
TNF-a die InfarktgroBe mittels seiner Wirkung auf den p55-Rezeptor zu reduzieren
(Konsman et al. 2007). Neben den hauptsidchlich untersuchten Zytokinen IL-1p und TNF-a
konnten wir durch unsere Untersuchungen auflerdem zeigen, dass auch andere pro-
inflammatorische Zytokine bei der SVE angestiegen waren, im Einzelnen IFN-y, IL-12, IL-7
und G-CSF (Abb. 4.11). Dies weist auf eine zusitzliche erhéhte Immunantwort hin. Uber die
Wirkung dieser oben erwédhnten pro-inflammatorischen Zytokine in der Pathophysiologie der
SVE berichteten Chaitanya et al., dass TNF-a, IL-1B oder IFN-y unter pathologischen
Umstidnden die BHS-bildenden Zellen indirekt iiber die Aktivierung von Astrozyten mit
Reorganisation von Verbindungen, Matrix, fokale Adhédsion oder Freigabe von Barriere-
modulierenden Faktoren (z. B. Antioxidantien, MMPs) dysregulieren (Chaitanya et al. 2011).
Unsere Daten liefern also Hinweise darauf, dass die erhdhten pro-inflammatorischen Zytokine
im Serum von SVE-Patienten die gestorte zerebrovaskuldre Struktur und Funktion

widerspiegeln.

5.4.2. Erhohte Werte der anti-inflammatorischen Zytokine IL-4 und IL-5 bei den
SVE-Serumproben
Dariiber hinaus zeigen unsere Daten, dass die Konzentrationswerte der nachgewiesenen
B-Zell-aktivierenden Ty2-Zytokine in Serumproben sich zwischen der K-, AD- und SVE-
Gruppe unterscheiden (Abb. 4.13). Unsere Messungen ergaben signifikant erhohte IL-4-
66



Werte in der SVE-Gruppe im Vergleich zur K- und AD-Gruppe sowie ein signifikantes
Ansteigen der IL-5-Konzentration in den SVE-Serumproben gegeniiber den K- und AD-
Serumproben. Der Anstieg der Ty2-Zytokine deutet auf eine allgemeine und unspezifische
immunologische Aktivierung in der SVE-Patientengruppe hin. Die Erhohung von IL-4 und
IL-5, die zu den entziindungshemmenden Interleukinen gehdren, konnte eine Art
kompensatorischer Mechanismus sein. Beide Zytokine konnten demnach zu einer Reduktion
der Entziindungsreaktion fithren und somit protektiv wirken. Im Fall von IL-4 kann die
Hochregulierung zur Entziindung durch die Antagonisierung der pro-inflammatorischen

Aktivitdt von IL-1p verkniipft werden (Lee et al. 2009).

5.4.3. Erhdhte Werte der Chemokine im Serum in der AD-Gruppe im Vergleich zur
K- und SVE-Gruppe

Die Analyse der Konzentrationen der gemessenen Chemokine im Serum ergab signifikant
erhohte Werte von IL-8 in der AD-Gruppe im Vergleich zu den SVE- und K-Proben sowie
signifikant erhohte Werte von MIP-18 in den AD- gegeniiber den SVE-Serumproben und
signifikant erniedrigte Werte von MCP-1 im Serum in der SVE- verglichen mit der K- und
AD-Gruppe (Abb. 4.12).

In der Studie von Kim et al. wurden unter anderem die Konzentrationen von IL-8 und MCP-1
im Blut von Patienten mit AD und MCI sowie von Kontrollen gemessen und mit dem MMST
der Patienten korreliert. Es konnte festgestellt werden, dass IL-8-Werte in der AD- und MCI-
Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe erniedrigt waren. Bei MCP-1 ergab sich kein
signifikanter Unterschied (Kim et al. 2011). Diese Ergebnisse stehen im Gegensatz zu unseren
Daten. Eine Differenzierung besteht darin, dass es sich bei der oben erwédhnten Studie um
Plasmaproben und nicht um Serum, wie in unserer Studie, handelt sowie dass die Messungen
mit anderen Methoden durchgefiihrt wurden. In Bezug auf IL-8 fand sich in einer anderen
Studie kein signifikanter Unterschied zwischen den Kontrollen und Patienten mit AD oder
zwischen Patienten mit AD mit leichten bis mittelschweren und schwereren
Erkrankungsgraden (Bonotis et al. 2008).

MCP-1-Hochregulierung wurde bei neurodegenerativen Erkrankungen wie AD bereits
bewiesen (Ray et al. 2007). Es gibt Hinweise darauf, dass der Plasmaspiegel von MCP-1 als
Biomarker zur Uberwachung der Entziindungsprozesse der AD wirken kann (Galimberti et al.
2003). Unsere Daten zeigten erhohte Werte von MCP-1 im Serum von AD- gegeniiber den
SVE-Patienten. Dies deutet auf eine wichtige Rolle von MCP-1 in peripheren

Korperfliissigkeiten von Patienten mit neurodegenerativen Erkrankungen wie AD hin.

67



Unsere Daten deuten zudem darauf hin, dass bei beiden Demenz-Formen eine
inflammatorische Aktivierung vorliegt. Abhéngig von dem initialen und {iberwiegend
pathophysiologischen Mechanismus (vaskuldr oder neurodegenerativ) kommt es zu einer
Erhohung der Chemokin-Werte bei der AD-Pathologie. Dagegen sind in SVE-Patienten

vorwiegend die pro- und anti-inflammatorischen Zytokine reguliert.

5.5. Korrelationen der Zytokine und Chemokine mit dem kognitiven Status in
der SVE-Gruppe

Unsere Daten zeigten, dass innerhalb der SVE-Gruppe die Zytokine IL-6, IL-8 und MIP-18
im Liquor signifikant mit dem allgemeinen kognitiven Status (definiert tiber den MMST)
zusammenhdngen. Der MMST-Wert korreliert demnach negativ mit dem IL-6- und IL-8-
Level sowie positiv mit der MIP-1B-Konzentration (Abb. 4.16). Wir interpretieren diese
Befunde als mogliche Assoziation zwischen Neuroinflammation und kognitiver
Beeintrachtigung bei den SVE-Patienten.

Frithere Studien lieferten bereits Hinweise auf eine Beteiligung der Neuroinflammation und
kognitiven Beeintriachtigung in Demenzpatienten (Rubio-Perez und Morillas-Ruiz 2012). Es
wurde gezeigt, dass die pathologischen Verdnderungen in Binswanger-erkrankten Gehirnen
regressive Verdnderungen der Astroglia und eine Aktivierung der Mikroglia verursachen, die
mit dem Abbau von sowohl Myelin als auch axonalen Komponenten zugeordnet werden
konnen, was auf die Bedeutung der inflammatorischen bzw. immunologischen Mechanismen
bei der SVE hinweisen (Akiguchi et al. 1999). Die Gedéchtnis- und Lernleistungen sowie die
Konzentrationsfahigkeiten konnen durch die Freisetzung von inflammatorischen Zytokinen
beeinflusst werden. Sowohl tier- als auch humanexperimentelle Studien weisen auf einen
Zusammenhang zwischen Beeintrichtigung von kognitiven Fahigkeiten und Ausmal} der
Zytokin-Antwort hin (Pollmécher et al. 2002). Durch die Beeinflussung der zelluldren
Antwort unter ischdmischen Zustinden konnen Zytokine den kritischen Punkt bestimmen, bei
dem die Last der ischdmischen Insulte die Schwelle der kognitiven Reserve eines
Individuums  iiberwiltigt. Dariiber hinaus konnen die atherogenetischen und
prothrombotischen Effekte von Zytokinen direkt Einfluss auf pathogene Ereignisse nehmen
(Wilson et al. 2002). Des Weiteren wurde mittels MRT-Studie erniedrigtes hippocampales
Volumen nicht nur in den AD- sondern auch in SVE-Patienten festgestellt (Sachdev et al.
2007), was einen Schliisselfaktor fiir die kognitive Beeintrdchtigung darstellen. Es wurde
gezeigt, dass das hippocampale Volumen signifikant negativ mit den Werten von IL-6 in der

Peripherie zusammenhéngt (Marsland et al. 2008).
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Die Korrelations-Analyse der gemessenen Zytokine im Liquor von SVE-Patienten mit den
neurodegenerativen Demenzmarkern mittels Rangkorrelationen nach Spearman ergab eine
negative Korrelation zwischen den Konzentrationswerten von G-CSF und AP 1-42 (Abb.
4.15; B). Es wurde berichtet, dass von Mikrogliazellen, Astrozyten und Neuronen sezernierte
Zytokine die Synthese bestimmter Akute-Phase-Proteine, einschlieBlich des Amyloid-
Vorlduferproteins (ABPP) beeinflussen konnen (Blasko et al. 2000). Unsere Daten deuten
darauf hin, dass G-CSF eine protektive Rolle bei der AB-Pathologie spielt, welche auf seine
anti-inflammatorischen Eigenschaften zuriickzufiihren ist (Guillemin und Brew 2004), die wir
oben erwéhnt haben.

Die vorliegende Studie ergab zudem Korrelationen zwischen den Werten von IL-8 im Liquor
mit den Liquordemenzmarkern fiir AD-Pathologie. Zum einen wurde eine signifikant positive
Korrelation mit P-Tau und ein negativer AB(1-42/1-40)-Quotient festgestellt (Abb. 4.15; A,
C). Diese Daten deuten auf eine unterstiitzende Wirkung von IL-8 in neurodegenerativer
Richtung der zerebralen Pathologie hin. In der Tat scheint IL-8 in der AD-Pathogenese friih
eine Rolle zu spielen (Galimberti et al. 2006). Die erhéhte Konzentration von IL-8 im Serum
der AD-Patienten unterstitzt zusatzlich diese Spekulation (Abb. 4.12; A).

Im Serum konnte ebenso eine signifikant positive Korrelation zwischen den
Konzentrationswerten von MIP-1B und dem MMST bei Patienten mit SVE beobachtet
werden (Abb. 4.17; B). Diese Daten weisen auch darauf hin, dass moglicherweise in
peripheren Korperfliissigkeiten die initialen Mechanismen der demenziellen Entwicklung bei
SVE zu einer Uberregulierung von MIP-18 fiihren. In einer Studie von Passos et al. wurden
MIP-Knock-out-Mé&use verwendet, um die Rolle dieses Chemokins bei den AB-1-40-
induzierten kognitiven und verhalten Alterationen zu untersuchen. Die Studie zeigte, dass
AP 1-40 zu einer Erhéhung der MIP-mRNA nach Akkumulation von aktivierender Mikroglia
im Hippocampus der Mause fiihrte und dass die Knock-out-Méause eine beeintrachtigte
Chemotaxis zeigten. Diese Ergebnisse weisen deutlich darauf hin, dass der MIP-Signalweg
fur die Akkumulation von aktivierten Gliazellen im Hippocampus und daher fir die
Entzindung und kognitive Beeintréchtigung, induziert von Ap 1-40, eine kritische Rolle
spielt (Passos et al. 2009). Die wichtige Rolle von AP 1-40 bei der vaskular bedingten
zerebralen Schadigung wurde durch neue Studien belegt, wie oben bereits erwahnt (Park et al.
2007; Blaise et al. 2012).

Allerdings sind die genaue Rolle und der molekulare Mechanismus, wie eine

Neuroinflammation den kognitiven Status beeinflussen kann, noch ungeklért. Die Aufklarung

69



der Rolle der Zytokine und Chemokine bei Demenzerkrankungen bedarf weiterer intensiver

Untersuchungen.
5.6. Regulation des PrP® in den SVE-Patienten

5.6.1. Erhohter PrP®-Level im Liquor von SVE-Patienten

Die Analyse der Konzentrationswerte von PrPC ergab eine hochsignifikante Zunahme in der
SVE-Gruppe im Vergleich zu der K-Gruppe (Abb. 4.19), was auf eine mogliche Rolle von
PrPC bei SVE hindeutet.

In einer weiteren Studie konnte gezeigt werden, dass die PrP“-Konzentrationen bei Patienten
mit neurodegenerativen Erkrankungen signifikant erniedrigt waren, wéhrend in der Gruppe
nicht neurodegenerativer Erkrankungen keine signifikanten Unterschiede verglichen mit der
Kontrollgruppe dargestellt werden konnten (Meyne et al. 2009). Die Ergebnisse unserer
Studie zeigten ebenso keine Erhohung bei der neurodegenerativen Erkrankung (AD) im
Vergleich zu den Kontrollen.

Hinsichtlich der Pathologie der SVE fiihren die Lipohyalinose und die Verdickung der
kleinen GefiaBwiande im Rahmen der zerebralen Mikroangiopathie zu Minderdurchblutung
von vielen subkortikalen Regionen. Die zerebrale Ischdamie spielt daher eine wichtige Rolle in
der Pathophysiologie der SVE. Es gibt einige tierexperimentelle Studien, die nachweisen
konnten, dass PrP® unter ischdmischen Zustidnden hochreguliert wird, was im Einklang mit
unseren Ergebnissen ist (Hoshino et al. 2003; McLennan et al. 2004; Weise et al. 2004).
AuBerdem ist PrP® als Teil der adaptiven zelluliren Antwort nach hypoxischer
Hirnschddigung in der Regulierung des Ischdmie-induzierten Zelltods beteiligt (Weise et al.
2006). Des Weiteren wurde in der Studie von McLennan et al. immunologisch eine
Akkumulation von PrP® in der Penumbra von adultem hypoxischem Gewebe sowie in
neuronalen Zellkérpern von perinatalem hypoxischem Gewebe nachgewiesen. Dies konnte
eine Folge des gestorten axonalen Proteintransports und der Proteinsynthesesteigerung nach
der hypoxischen Hirnschadigung sein. Es konnte durch In-vitro-Studien aber festgestellt
werden, dass sowohl die inflammatorische Zytokine als auch die Sauerstoffradikale, erhdhte
PrP“-Expression induzieren kénnen (McLennan et al. 2004). Dieses Ergebnis steht im
Einklang mit der Korrelation der PrP“-Werte im Liquor mit einigen Zytokinen und
Chemokinen (IL-2, IL-8, MCP-1), was im folgenden Kapitel diskutiert wird.

In der Studie von Shyu et al. (2005) wurde auch gezeigt, dass PrP“-immunreaktive Zellen in

der Penumbra ischdmischer Rattenhirne im Vergleich mit dem unbehandelten Gehirn deutlich
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erhdht sind. Die gesteigerte PrP¢-Expression nach zerebraler Ischimie und Hypoxie iibt eine
neuroprotektive Wirkung aus (Shyu et al. 2005).

Neuronal exprimiertes PrP¢ wird axonal transportiert und somit kann eine Beteiligung an der
Reaktion der weilen Substanz bei hypoxischen Ereignissen bestehen. In den SVE-Patienten
ist durch die ausgeprigte Marklagerverinderung eine erhdhte Konzentration von PrP¢ im
Liquor als Resultat auf die axonale Schadigung in der Stelle der WML zu erwarten. Es bleibt
jedoch unklar, ob die erhhte PrP-Konzentration im Liquor der SVE-Patienten die Folge
einer durch oxidativen Stress induzierten Hochregulation der PrP€ ist. Eine andere Hypothese
ist, dass eine erhdhte Aktivitit von einem verlangsamten Abbau von PrP® hervorgerufen wird.
Dariiber hinaus kann auch eine Blockierung des intrazelluliren Transports von PrP¢ an die
Zelloberflache fiir die erhohte Konzentration verantwortlich sein.

Generell kann die nachgewiesene Konzentrationserhéhung von PrP® im Liquor der SVE-
Patienten auf eine wichtige Rolle von PrP® in den Mechanismen der zerebralen Ischamie im

Marklager hindeuten.

5.6.2. Assoziation des PrP®-Levels mit der Zytokin- und Chemokin-Konzentration im
Liquor von SVE-Patienten

Anschliefend wurde untersucht, ob ein Zusammenhang zwischen den PrP-Werten und den
gemessenen Konzentrationswerten der Zytokine und Chemokine im Liquor von SVE-
Patienten besteht. Dabei handelte es sich bei den IL-2- und PrP“-Werten im Liquor der SVE-
Patienten um eine negative Korrelation. Bei IL-8 fand sich dagegen eine signifikant positive
Korrelation in der SVE-Gruppe. Im Gegensatz dazu zeigte sich eine signifikant negative
Korrelation zwischen den Werten von MCP-1 und PrP® im Liquor der SVE-Patienten (Abb.
4.22). Dies weist darauf hin, dass PrP mit der Immunantwort in SVE-Patienten assoziiert ist.
Die kausalen Mechanismen jedoch sind noch nicht hinreichend verstanden.

Friihere Studien unterstiitzen die These, dass PrP® wichtige immunmodulatorische
Funktionen (Isaacs et al. 2006; Linden et al. 2008), insbesondere in Bezug auf T-Zellen (Ty1-,
Th2- und TH17-Zytokine), ausiibt (Ingram et al. 2009). Darliber hinaus geht eine Depletion
von PrP® mit einer Aktivierung von T-Zellen und einer erhéhten T-Zell-Rezeptor-
Signalgebung einher (Hu et al. 2010). Dies flhrt zu einer deutlichen Verschlechterung der
klinischen Autoimmun-Enzephalopathien (EAE), wahrend die Uberexpression von PrP¢ zu
einer verminderten Autoimmunitét bei M&usen fihrt (Hu et al. 2010).

Unsere Ergebnisse zeigen, dass die Werte von IL-2 und MCP-1 umso niedriger und die Werte

von IL-8 umso héher sind, je hoher die Konzentration von PrP® im Liquor ist. Es gibt keine
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andere Studie, die diese Parameter im Liquor von Patienten mit SVE gemessen und korreliert
hat.

Die Hochexpression von PrP® kénnte also im Liquor der SVE-Patienten eine regulatorische
Rolle in der Mikroglia spielen und somit die immunologische Antwort beeinflussen.
Infolgedessen kommt es zu den signifikanten Korrelationen sowohl mit dem unterregulierten

IL-2 als auch mit den Chemokinen IL-8 und MCP-1.

5.6.3. Regulation des PrP®-Spiegels im Serum von SVE-Patienten

Um die Rolle von PrP® bei SVE-Patienten besser zu verstehen, wurde die PrP¢-Konzentration
in Serumproben von SVE-Patienten gemessen. Im Gegensatz zu den Liquorproben zeigt sich
im Serum in der AD-Gruppe eine signifikante Erhohung der PrP®-Werte im Vergleich zu der
K- und der SVE-Gruppe (Abb. 4.23).

Die Studie von Mitsios et al. ergab, dass Patienten in der akuten Phase eines ischdmischen
Schlaganfalls erhohte Plasmaspiegel von zirkulierendem PrP® im Vergleich zu gesunden
Kontrollen aufweisen (Mitsios et al. 2007). In der Studie von Schmidt et al. wurde die PrP‘-
Konzentration im Plasma von Patienten mit AD bestimmt. Hierbei wurde keine Korrelation
zwischen den PrP“-Werten und der AD-Progression festgestellt (Schmidt et al. 2014). Die
SVE-Patienten unserer Studie hatten im Prinzip keinen territorialen Infarkt und waren nicht in
der akuten Phase eines ischamischen Schlaganfalls. Im Gegensatz hierzu wiesen die AD-
Patienten anscheinend eine Pathologie auf, welche mit der peripheren Zunahme von PrP©
einhergeht. Die potenzielle Rolle von PrP¢ in der Pathogenese von AD wurde kiirzlich zum
Vorschein kommen. PrPC—Polymorphismus, entweder Methionin (M) oder Valin (V) am Rest
129 (129M oder 129V), kann die Anzahl der AB-Ablagerungen wihrend des Alters
beeinflussen. Bemerkenswert ist, dass nur PrP“-exprimierende Zellen gefunden wurden,
welche die Bindung von I6slichen AB-1-42-Oligomeren stark unterstiitzen (Zou et al. 2011).
Eine klare Interpretation der festgestellten Erhohung ist jedoch nicht moglich.

Eine Analyse der Serum-PrP“-Werte von einer kleinen Anzahl SVE-Patienten ergab eine
signifikante negative Korrelation mit IL-13 und mit MCP-1 (Abb 4.24). Diese Ergebnisse
deuten darauf hin, dass PrP® auch in der Peripherie eine Rolle in der immunologischen

Antwort der Patienten mit SVE spielt.

5.6.4. PrP®im Liquor korreliert mit den Demenzmarkern in den SVE-Patienten
Um einen mdglichen Zusammenhang zwischen PrP® und den neurodegenerativen Markern zu

untersuchen, korrelierten wir die Konzentration von PrP¢ mit der Konzentration von

72



neurodegenerativen Demenzmarkern. Dabei wiesen die PrP“-Werte eine signifikante positive
Korrelation mit den Werten von Gesamt-Tau und von P-Tau auf.

Unsere Ergebnisse zeigen, dass die Konzentration von Gesamt-Tau und P-Tau bei den
Patienten mit SVE umso hoher ist, je héher die Konzentration von PrP® im Liquor ist (Abb.
4.21; A, B). In der Studie von Hesse et al. wurde Gesamt-Tau im Liquor bei Patienten mit AD
nach akutem ischdmischem Schlaganfall gemessen. Es konnten eine erhohte Konzentration
sowie eine positive Korrelation mit der GroBe des Infarktes gezeigt werden (Hesse et al.
2000). Wenn wir auch das PrP¢ als Membranprotein und als Destruktionsmarker nach
zelluldrem Untergang betrachten, dann kénnte eine positive Korrelation von PrP® und Tau-
Protein durch diesen Effekt erklirt werden. Die Rolle einer méglichen PrP¢-Tau-Interaktion
ist noch nicht klar. Es bleibt spekulativ, ob Veranderungen der Tau-Protein-Konzentrationen
und Veranderungen der PrP®-Konzentrationen im Liquor zu unterschiedlichen Zeitpunkten
stattfinden.

Bei Amyloid-p wurde ein signifikant positiver Zusammenhang von PrP® mit AP 1-40
festgestellt. Zudem konnte eine signifikante negative Korrelation des AP(1-42/1-40)-
Quotienten mit den PrP“-Werten gefunden werden (Abb. 4.21; C, E). In der Arbeit von Ferrer
et al. wurde gezeigt, dass PrPC in senilen Plaques bei Alzheimer-Krankheit ko-lokalisiert ist
(Ferrer et al. 2001). Dariiber hinaus wurde gezeigt, dass PrP einen regulativen Effekt auf die
B-Sekretase-vermittelte Spaltung des Amyloidvorlduferproteins ausiibt und auf diese Weise
die Produktion von B-Amyloid-Oligomeren beeinflusst (Parkin et al. 2007). Im Gegensatz zu
den AD-bezogenen Studien zeigten wir, dass im Liquor der SVE-Patienten PrP® signifikant
positiv mit AP 1-40 korrelierte, was Ausdruck einer moglichen Interaktion von PrP¢ mit
AP 140 bei dieser Erkrankung sein kann.

SchlieBlich deuten unsere Daten darauf hin, dass PrP® mit der zelluldren immunologischen
Homdostase assoziiert ist und an neurodegenerativen Prozessen nach hypoxisch-ischdmischen

Schidigungen in SVE-Patienten beteiligt sein kann.
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6. Zusammenfassung

Die Bedeutung der vaskuldr bedingten kognitiven Beeintrachtigung (VCI) in der Gesellschaft
nimmt zu. Aullerdem fordert eine mikrovaskuldre Schiddigung Neurodegeneration und
umgekehrt. Die subkortikale vaskulidre Enzephalopathie (SVE) ist die hdufigste Ursache des
VCI und manifestiert sich durch White Matter Lesions (WMLs), lakunére Infarkte,
Mikroblutungen und klinische Symptome (u.a. kognitive Einschrinkung, Gangstorungen,
Miktionsstérungen). Inflammatorische und oxidative Stressmechanismen wurden als wichtige
Faktoren in der Pathophysiologie der SVE vorgeschlagen. AuBlerdem existieren Hinweise
darauf, dass die Zytokin-vermittelte Interaktion zwischen Neuronen und Gliazellen zur
kognitiven Beeintrdchtigung beitragen kann. FEine potenzielle neuroprotektive sowie
immunmodulatorische Funktion von PrP® wurde durch zellulire Studien sowie Tierstudien
belegt.

Zu den Patienten der Studie gehorten: 87 mit SVE, 52 mit AD und 41 Kontrollen ohne
nachweisbare neurodegenerative Erkrankung. Es erfolgte die Untergruppierung der SVE-
Gruppe anhand des MMST (<25 =+D; > 25 =-D) und der AB-Ratio (< 1; > 1). Es wurden
15 Zytokine (IL-1p, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-10, IL-12, IL-13, IL-17, G-CSF, GM-
CSF, TNF-a, IFN-y), 3 Chemokine (IL-8, MCP-1, MIP-1p) und PrP¢ im Liquor und Serum
gemessen.

Im Liquor konnten bei fast allen untersuchten K-, SVE- und AD-Proben die pro-
inflammatorischen Zytokine IL-2, IL-6, IL-17, G-CSF, GM-CSF und TNF-a sowie die
Chemokine IL-8 (CXCLS), MCP-1 (CCL2) und MIP-1B (CCL3) nachgewiesen werden. Beim
Vergleich zwischen den Gruppen ergaben sich bei IL-2, IL-17, G-CSF und GM-CSF
signifikante  Unterschiede. Die SVE-Liquorproben zeigten signifikant erniedrigte
Konzentrationswerte von IL-2 im Vergleich zu den K-Proben und den AD-Proben sowie von
IL-17 im Vergleich zu den AD-Proben. Erniedrigte Werte von G-CSF und erhtéhte von GM-
CSF wurden zudem in den AD-Liquorproben gefunden. Bei den anderen wurde keine
signifikante Abweichung zwischen der SVE- und K-Gruppe gefunden.

Bei den Messungen im Serum konnte auch eine signifikante Erhohung der pro-
inflammatorischen Zytokine IL-1p, TNF-a, IFN-y, IL-12, IL-7 und G-CSF in der SVE-
Gruppe im Vergleich zu der K- und (auBler IL-12) zu der AD-Gruppe gefunden werden. Im
Gegensatz dazu waren die Chemokin-Serumwerte (IL-8, MCP-1, MIP-1B) in der SVE-
gegeniiber der K- und AD-Gruppe erniedrigt.
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Der MMST der SVE-Patienten zeigte eine signifikante positive Korrelation mit den Werten
von IL-6 und IL-8 im Liquor und eine signifikante negative Korrelation mit den Werten von
MIP-1B im Liquor und im Serum zum Zeitpunkt der Probengewinnung.

Die PrP“-Konzentrationsbestimmung zeigte im Liquor sehr signifikant erhohte Werte der
SVE-Patienten im Vergleich zu den K-Proben. Interessanterweise zeigten die Werte von PrP¢
im Liquor eine hochsignifikante positive Korrelation mit den Werten von Gesamt-Tau, P-Tau,
AP 1-42 und IL-8 sowie negative Korrelation mit den Werten von IL-2 und MCP-1.

Die signifikanten Alterationen der Werte von mehreren Zytokinen im Liquor und Serum von
Patienten mit SVE reflektieren die Bedeutung dieser immunologischen Mediatoren bei der
SVE. Unsere Daten deuten auf eine verdnderte Immunantwort (zentral und peripher) in SVE-
Patienten hin, mit einer eher pro-inflammatorischen Wirkung, aber unter Einbeziehung der
Tu2-Zytokine im Serum. AuBlerdem weisen die gemessenen Korrelationen zwischen den
Konzentrationen von IL-6, IL-8 und MIP-1f im Liquor und dem kognitiven Status der
Patienten mit SVE auf ihre wichtige Rolle bei dem VCI hin. Dariiber hinaus zeigen unsere
Daten, dass das hochregulierte PrP¢ ein potenzieller Regulator der Immunantwort in SVE-

Patienten sein kann.
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7. Anhang

7.1.  Atiopathologische Klassifikation der zerebralen Mikroangiopathie
Die Atiopathologische Klassifikation der zerebralen Mikroangiopathie umfasst 5 allgemeine
Typen mit der degenerativen (arteriosklerotischen) Form, die am hiufigsten auftritt (Pantoni
2010).
1. Degenerative (arteriosklerotische) zerebrale Mikroangiopathie
Sporadisch und hereditdre zerebrale Amyloidangiopathie
Hereditire zerebrale Mikroangiopathien
Inflammatorisch und immunologisch bedingte zerebrale Mikroangiopathien

Venose Kollagenosen

A

Andere zerebrale Mikroangiopathien

7.2.  Klinische Leitsymptome der SVE nach Béazner et al. (2003)

Die klinischen Leitsymptome der SVE lassen sich nach Bézner et al. (2003) in enger

Anlehnung an die modifizierten NINDS-AIREN-Kriterien (Erkinjuntti 2002) folgendermal3en

charakterisieren:

» Eine im Verlauf friih einsetzende Gangunsicherheit mit Storung der Posturalkontrolle

» Ein progredientes kognitives Syndrom, das mit komplexen sozialen Aktivititen
interferiert, bestehend aus: einem dysexekutivem Syndrom mit psychomotorischer
Verlangsamung, Storung von Antrieb und Initiative, Stérung der Handlungsplanung,
Organisation, Abstraktionsfahigkeit und Urteilsvermdgen, Konzentrations- und
Gedichtnisstorungen (konnen mild ausgeprégt sein) mit gestortem Gedachtnisabruf und
relativ intaktem Wiedererkennen

* Storungen der Harnkontinenz

* Affektive Symptome (vorwiegend Depression)

* Anamnestisch oft nur seltene distinkte Schlaganfallepisoden mit eher milden fokalen

neurologischen Ausfille
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7.3.  Liquorparameter innerhalb der SVE- und der AD-Gruppe
Gruppen AD SVE SVE SVE
Untergruppen
+D -D ABR<1 ABR>1
Gesamt-Tau N 44 72 37 32 34 28
(pg/ml)
Mittelwert +SD 552 302 324 279 391 222
+408 +232 +244 +223 +231 +187
Median 417 226 244 194 311 165
[Min- Max] [75- 1659]  [75-970] [75- 970] [75- 915] [94- 970] [75- 915]
Phospho-Tau N 43 66 32 30 31 26
(pg/ml)
Mittelwert +SD 102 59.12 65 53.60 75 46.4
+61.4 +31.63 +32.54 +30.52 +34.2 +20.5
Median 85 52.50 57 45 64 39
[Min- Max] [16- 295] [16- 163] [24- 148] [16-163] [30- 163] [22- 111]
A-Beta 1-40 N 43 63 33 30 34 29
(pg/ml)
Mittelwert +SD 6251 9235 10086 8669 12106 6972
+2737 +6130 +7295 +4789 +7081 +2881
Median 5738 7683 7891 7070 9175 6325
[Min- [626- [1614- [2076- [1614- [4943- [1966-
Max] 14033] 29786] 29786] 2909] 29786] 14975]
A-Beta 1-42 N 44 63 33 30 34 29
(pg/ml)
Mittelwert +SD 408 755 762.1 767 654.5 853
+153 +354 +390.6 +319 +366 +321
Median 367 7215 601 746 569 841
[Min- Max] [216-899]  [32-1851] [297-1851] [32-1293]  [32-1851]  [275- 1575]
A-Beta- N 43 63 33 30 34 29
Quotient
Mittelwert £SD  0.845 1.011 0.9812 1.037 0.59 1.24
+0.9 +0.58 +0.717 +0.44 +0.18 +0.16
Median 0.66 0.99 0.75 1.110 0.65 12
[Min- Max] [0.2-0.83] [0.24-4.1] [0.24-4.1] [0.25-2.040] [0.24-0.93]  [1.05- 4.1]
Gesamtprotein = N keine 75 35 37 32 25
(pg/ml) Daten
Mittelwert +SD keine 455 443 477 462 +217 448 +160
Daten +183 +143 +221
Median keine 416 4315 416 407 420
[Min- Daten [189- [233- [239- [233- [189-
Max] 1184] 883] 1243] 1243] 845]
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Gruppen AD SVE SVE SVE
Untergruppen

+D -D ABR<1 ABR>1
Q-Albumin N keine 75 35 37 32 25
Daten
Mittelwert +SD keine 7.18 7.2 7.13 7.18 6.78
Daten +2.84 +2.358 +2.830 +2.69 +2.14
Median keine 6.7 7.00 6.200 5 6.20
[Min-Max] Daten [3.3- 18.7] [3.90-14.10] [3.3-14.10] [3.9-6.8] [3.3-12]

7.4. ARWML-Skala und MMST innerhalb der SVE-Gruppe

Gruppen SVE SVE SVE
Untergruppen
+D -D ABR<1 ABR>1
ARWML N 87 41 41 34 29
Mittelwert +SD 8,8 10,2 6,7 8,7 9,1
+51 +51 +41 +41 +6
Median 8 10,5 6 8 9
[Min-Max] [1- 22] [1- 22] [1- 19] [1- 16] [1- 22]
MMST N 82 41 41 33 26
Mittelwert +SD 23,6 19,3 27,8 214 25,6
154 +4,6 +1,3 159 +3,6
Median 255 21 28 23 27
[Min-Max] [4-30] [4-25] [26-30] [4-30] [16-30]

7.5.  Konzentration der Zytokine und Chemokine in den Liquorproben der K-,
AD- und SVE-Gruppe.

Gruppen K AD SVE SVE SVE
Untergruppen
+D -D Ap R<1 ABR>1
IL-2 N 20 18 34 18 15 15 12
Mittelwert +SD 4,01 3,65 3,19 3,12 33 3,04 3,23
40,73 +0,96 0,72 +0,79 +0,66 0,67 +0,78
Median 3,82 3,72 3,29 3,28 3,35 3.07 34
[Min- [2,73- [1,36- [1,93- [1,93- [1,95- [1,93- [2,03-
Max] 5,58] 4,97] 4,43] 4,4] 4,43] 4,02] 4,4]
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Gruppen K AD SVE SVE SVE
Untergruppen
+D -D Ap R<1 ABR>1
IL-6 N 18 18 34 18 15 15 12
Mittelwert +SD 6,06 7,42 6,88 8,08 5,64 7,18 7.2
+5,08 +7,34 +4,31 +4,32 +4,13 +4,42 +4,57
Median 4,72 4,82 5,63 717 4,21 5,58 6,74
[Min- [1,58- [1,75- [2.28- [2,28 - [2,28 - [2,28- [2,28-
Max] 20,91] 271] 19,24] 16,68] 19,24] 16,68] 19,24]
IL-7 N 11 6 22 Kleine Kleine Kleine Kleine
Anzahl Anzahl Anzahl Anzahl
Mittelwert +SD 4,681 2,278 4,185
+3,711 +1,656 +5,33
Median 3,63 2,745 1,84
[Min-Max] [0,38- [0,22- [0,22-
13,35] 4,34] 19,94]
IL-13 N 14 15 20 Kleine Kleine Kleine Kleine
Anzahl Anzahl Anzahl Anzahl
Mittelwert +SD 11,5 12,31 9,175
+7,458 +7,87 +5,47
Median 10,01 11,46 7,95
[Min-Max] [1,65- [1- [1,53-
24,61] 28,08] 20,46]
IL-17 N 10 14 16 Kleine Kleine Kleine Kleine
Anzahl Anzahl Anzahl Anzahl
Mittelwert +SD 4,54 3,92 2,28
+2,99 +2,23 +1,67
Median 4,66 3,74 2,23
[Min-Max] [0,33- [0,33 [0,33-
9,09] 7,47] 6,41]
G-CSF N 20 18 34 18 15 15 12
Mittelwert +SD 7,83 543 7,31 7,51 6,98 7,59 6,86
+3,89 +2,3 +2,95 +3,02 +3,02 +2,91 +3,25
Median 6,83 4,78 7,15 7,41 6,98 7,59 6,86
[Min-Max] [2,49- [2,76- [1,85- [1,85- [3,69- [3,28- [1,85-
16,59] 11] 13,6] 13,6] 13,6] 13,6] 13,68]
GM-CSF N 19 18 34 18 15 15 12
Mittelwert +SD 19,21 24,03 19,38 18,83 20,03 20,16 20,93
+10,9 +5,85 +7,03 +7,68 +6,65 +5,66 +7,62
Median 21,01 25,36 22,54 22,39 22,85 21,07 23,25
[Min-Max] [1,52- [4,63- [3,11- [3.11- [6,64- [6,96- [3,11-
35,7] 31,5] 28,53] 26,05] 28,53] 28,53] 26,74]
TNF-a N 19 17 34 18 15 15 12
Mittelwert £SD 2,49 2,42 1,99 1,89 2,17 2,15 1,69
+0,99 +1,35 +1,04 40,91 *1,17 +1,05 +1,12
Median 2.6 2,45 1,79 1,79 2,45 2,12
[Min-Max] [1.1- [0,19- [0,39- [0,57- [0,39- [0,75-
43] 53] 4,37] 4,37] 3,9] 4,37] [0,39-
3,74]
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Gruppen K AD SVE SVE SVE
Untergruppen

+D D AP R<1 A R>1
IL-8 N 19 17 34 18 15 15 12
Mittelwert £SD 32,67 35,76 29,8 33,03 25,69 33,04 27,97
+14,42 +16,07 9,14 9,06 +8,071 +0,68 +9,52
Median 28,28 32,67 28,3 30,75 26,24 30,98 26,69
[Min-Max] [11,41- [19,49- [6,52- [19,97- [6,52- [17,68- [6.,52-
60,15] 71,83) 52,79] 52,79] 41,3] 52,79] 41,3]
MCP-1 N 19 17 34 17 16 15 13
Mittelwert £SD 376 578 580 543 642 517 615
214 +451 +563 +443 +688 +512 +723
Median 321 402 348 358 358 299 316
[Min-Max] [70,5- [231- [61- [211- [61- [211 - [61-
904] 2027] 2603] 1709) 2603] 1994] 2603]
MIP-1p N 20 17 36 18 17 15 14
Mittelwert £SD 14,37 14,12 13,77 12,93 14,73 12,86 14,71
43,82 +3,65 +2,64 +2,51 +2,59 +1,95 +2,79
Median 14,05 14,21 13,73 13,07 14,53 13,10 14,93
[Min-Max] [7,95- [7.12- [7.71- [7.71- [9,07 - [9,14- [7.71-
25,86] 20,14] 19,41] 17,65] 19,41] 17,65) 19,4]

7.6. Rangkorrelationen nach Spearman zwischen den detektierbaren
Zytokinen und Chemokinen im Liquor und den verschiedenen klinischen

Parametern in der SVE-Gruppe.

Der Koeffizient wird als r (spearmann r) und das Niveau der Signifikanz mit dem p-Wert ausgedruckt. Die

statistisch signifikanten Korrelationen werden mit grauer Farbe markiert.

IL-2 IL-6 IL-8 G- CSF GM-CSF  MCP-1 MIP-1§  TNF-a
Alter r -0.326 0.278 0.373 0.054 -0.215 -0.058 -0.150 0.169
p 0.059 0.111 0.029 0.758 0.22 0.741 0.381 0.339
ARWML- Skala r -0.111 0.18 0.112 0.099 -0.108 0.265 -0.022 0.339
p 0.528 0.307 0.526 0.575 0.540 0.129 0.895 0.050
Gesamt-Tau r -0.058 0.062 0.35 0.058 -0.104 -0.043 -0.120 0.054
p 0.753 0.737 0.053 0.755 0.574 0.816 0.503 0.773
Phospho-Tau r -0.231 -0.002 0.534 0.119 -0.042 -0.049 -0.134 0.046
p 0.254 0.99 0.004 0.56 0.838 0.809 0.495 0.825
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IL-2 IL-6 IL-8 G-CSF GM-CSF MCP-1 MIP-1p  TNF-a

A-Beta 1-40 r -0.184 0.016 0.311 -0.228 -0.296 -0.011 -0.017 -0.005
p 0.337 0.934 0.099 0.232 0.118 0.951 0.926 0.979

A-Beta 1-42 r 0.072 0.104 -0.027 -0.356 -0.213 0.209 0.281 -0.109
p 0.699 0.574 0.884 0.049 0.248 0.258 0.112 0.558

A-Beta-Quotient  r 0.103 0.0735 -0.409 -0.005 0.118 0.078 0.142 -0.145
p 0.594 0.704 0.027 0.978 0.542 0.687 0.446 0.453
Q-Albumin r -0.181 0.35 0.236 0.206 0.191 0.079 0.016 0.118
p 0.329 0.048 0.2 0.265 0.302 0.670 0.926 0.527
MMST r 0.132 -0.358 -0.372 -0.106 0.195 0.057 0.437 0.107
p 0.46 0.040 0.032 0.555 0.276 0.749 0.008 0.552

7.7.  Untere Detektionsgrenze von den gemessenen Zytokinen und Chemokinen
und Anteil

im Serum sowie Anzahl

der untersuchten Proben mit

detektierbaren Werten von den jeweiligen Zytokinen und Chemokinen.

Untere K % AD % SVE %

Detektionsgrenze N/20 N/39 N/20

(pg/ml)
1 IL-1B 2,72 20 100 37 94.87 19 95
2 IL-2 318 3 15 3 7.69 0
3 IL-4 0,36 13 65 20 51.28 19 95
4 IL-5 2,44 20 100 38 97.43 20 100
5 IL-6 2,26 20 100 37 94.87 20 100
6 IL-7 2,69 20 100 39 100 20 100
7 IL-8 1,56 20 100 39 100 20 100
8 IL-10 1,32 7 35 7 17.94 1 5
9 IL-12(p70) 3,14 14 70 26 66.66 16 80
10 IL-13 2,90 16 80 32 82.05 16 80
11 IL-17 0,94 7 35 7 17.94 4 20
12 G-CSF 1,86 17 85 26 66.66 18 90
13 GM-CSF 0,21 9 45 10 25.64 0 0
14 IFN-y 6,92 16 80 28 71.79 19 95
15 MCP-1 1,98 19 95 37 94.87 20 100
16 MIP-1B 1,40 19 95 37 94.87 19 95
17 TNF-a 7,33 12 60 15 38.46 16 80
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7.8. Konzentrationswerte von den gemessenen Werten von Zytokinen und
Chemokinen im Serum von Patienten der K-, AD- und SVE- Gruppe
K AD SVE K AD SVE
IL-1B N 20 37 19 IL-13 N 16 32 15
Mittelwert 2,19 2.72 3,66 Mittelwert 4,07 6,69 5,34
+SD +0,47 +0,86 +1,36 +SD +3,29 +7,01 +4,22
Median 2,05 2,56 3,35 Median 3,26 3,93 4,26
[Min- [1,39- [1,61- [1,36- [Min- [0,04- [0,21- [0,36-
Max] 3,47] 4,99] 6,13] Max] 11,21] 26,67] 15,35]
IL-4 N 13 20 19 TNF-a N 12 15 16
Mittelwert 1,56 1,59 4,83 Mittelwert 9,25 10,65 37,57
+SD +1,53 +1,59 +2.73 +SD +7,09 +7,46 +39,6
Median 0,83 0,92 5,12 Median 8,15 8,76 26,43
[Min- [0,14- [0,14- [0,41- [Min- [0,02- [3,26- [2,63-
Max] 5,35] 6,01] 9,18] Max] 21,78] 31,07] 161,4]
IL-5 N 20 38 20 IFN-y N 16 28 19
Mittelwert 4,62 4,85 7,38 Mittelwert 92,6 89,82 280
+SD +1,25 +1,16 +2,13 +SD +64,6 +78,06 +161
Median 4,34 4,65 7,46 Median 74 67,47 223,6
[Min- [3,07- [3,64- [3,81- [Min- [17,4- [10,5- [64,2-
Max] 7,65] 10,11] 11,93] Max] 258] 369,4] 694,2]
IL-6 N 20 37 19 IL-8 N 18 36 20
Mittelwert 10,32 10,7 11,93 Mittelwert 24,75 72,28 31,68
+SD +7,41 +9,67 +7,09 +SD +26,45 +69,3 +13,23
Median 7,89 7,54 11,34 Median 17,15 40,16 32.67
[Min- [3.12- [2,89- [2,29- [Min- [8,81- [9,24- [7,52-
Max] 30,42] 49,42] 31,39] Max] 118,4] 297,3] 55,37]
IL-7 N 20 39 20 MCP-1 N 19 37 20
Mittelwert 12,8 9,44 16,31 Mittelwert 128,4 110 10,08
+SD 5,85 +4,45 +6,13 +SD +66,31 +74,46 +17,58
Median 115 8,67 15,91 Median 107,1 84,9 38,66
[Min- [4,92- [2,96- [6,31- [Min- [47,07 [34,68 [16,06
Max] 26,38] 24,47] 27,33] Max] - - -
265,8] 394] 80,43]
IL-12 N 14 26 16 MIP-1B N 19 37 19
Mittelwert 10,78 14,3 33,25 Mittelwert 311 371,7 216,6
+SD +22,27 +14,49 +39,64 +SD +208,1 +210,4 +92,69
Median 5,82 9,09 19,36 Median 212,6 303,7 2122
[Min- [0,13- [0,57- [0,34- [Min- [85,84 [129,2 [77,11
Max] 87,45] 49,25] 141,1] Max] - - -
891,3] 1081] 447 5]
SVE+D SVE-D
G-CSF N 17 26 17 8 9
Mittelwert 20,66 16,25 57,35 74,44 42,16
+SD +12,21 +13,57 +32,72 +30,75 +27,6
Median 18,1 10,79 63,01 79,01 29,02
[Min- [8,27- [1,09- [13,26- [26,71- [13,26 -
Max] 55,78] 49,95] 107,9] 107,9] 81,49]
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7.9. Rangkorrelationen nach Spearman zwischen den detektierbaren
Zytokinen und Chemokinen im Serum und verschiedenen Kklinischen

Parametern in der SVE-Gruppe.

Der Koeffizient wird als r (spearmann r) und das Niveau der Signifikanz mit dem p Werte ausgedruckt. Die

statistisch signifikanten Korrelationen werden mit grauer Farbe markiert.

Alter ARWML MMST

r P r P r P
IL-1p 023 032 -0.09 0.70 0.31 0.18
IL-4 -0.08  0.76 -0.15 0.54 0.23 0.35
IL-5 0.05 0.84 -0.22 0.34 0.27 0.26
IL-6 0.20 0.40 -0.18 0.46 0.17 0.49
IL-7 025  0.29 -0.22 0.36 0.31 0.19
IL-8 0.18 0.45 -0.33 0.15 0.29 0.21
IL-12(p70) 0.02 0.94 0.02 0.94 -0.01 0.95
IL-13 016 053 -0.08 0.76 0.06 0.84
IL-17 1.00 0.08 0.95 0.17 -1.00 0.08
G-CSF -0.05  0.83 -0.25 0.31 0.35 0.15
IFN-y 014 056 -0.02 0.92 0.23 0.32
MCP-1 -0.45  0.05 0.04 0.87 0.39 0.09
MIP-1p 0.01 0.96 0.07 0.78 0.53 0.02
TNF-a 019 045 0.14 0.59 -0.03 0.91

7.10. PrP®-Konzentrationswerte im Liquor von Patienten der K-, AD- und SVE-

Gruppe
PrP®im K AD SVE SVE SVE
Liquor (ng/ml)
+D -D ABR<1 ABR>1
N 19 19 54 28 24 23 16
Mittelwert £SD 194 268 410 397 415 469 324
+125 87,6  +195 +159 +233 1166 1170
Median 198 278 377 396 368 483 310
[Min-Max] [7,8- [110-  [108- [108- [134- [193- [137-
455] 427] 861] 765] 861] 791] 845]
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7.11. Rangkorrelationen nach Spearman zwischen PrP®-Konzentrationswerten

im Liquor und klinischen Parametern in der SVE- Gruppe

Alter MMST ARWML G-Tau P-Tau A AR AB-Q Q- Alb

1-40 1-42
PrP¢ r 0249 -0.082 -0,06 0684 0776 0,611 006 0,577 0,09
p 0695 0542 0616 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,655 <0,0001 0,536

7.12. PrP®-Konzentrationswerte im Serum von Patienten der K-, AD- und SVE-

Gruppe

PrP€im K AD SVE SVE SVE

Serum

(ng/ml) +D -D AB R<1 ABp R>1

N 20 38 55 25 28 24 20

Mittelwert £SD 43,2 71,1 37,7 36,4 38,1 35,66 33,64
+23,7 +34,3 +14,9 +13 +16,7 +13,82 +15,44

Median 45 67,1 37 36,4 35,9 35,73 29,05

[Min- [8,7- [29- [9,8- [15,9- [9,8- [9,87- [15,01-

Max] 98,4] 168] 66,4] 62,1] 66,4] 62,13] 63,21]
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