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Kurzreferat

Eine krankhaft veranderte Immunantwort des Menschen, welche in Entziindungsreaktionen
mindet, kdnnte zumindest teilweise verantwortlich fur die Pathologie hinter dementiellen
Erkrankungen sein. Um Veranderungen im peripheren Immunsystem der haufigsten
Demenzformen zu analysieren, wurden in dieser explorativen Arbeit angeborene und
erworbene Leukozytenpopulationen im Vollblut per Durchflusszytometrie analysiert. Proben
von 60 Patienten mit Alzheimer-Demenz, 20 mit vaskuldrer Demenz und 12 mit
frontotemporaler Demenz wurden zum Diagnosezeitpunkt mit den Proben von 24
gleichaltrigen, neuropsychiatrisch gesunden Probanden verglichen. Die Populationen der
Monozyten und naturlichen Killerzellen waren bei Patienten mit vaskularer Demenz deutlich
kleiner als bei Kontrollprobanden, was bei Alzheimer- bzw. frontotemporaler Demenz nicht
beobachtet wurde. B- und T-Zellzahlen waren ebenso bei vaskularer Demenz vermindert. Das
Verteilungsverhaltnis von naiven und Gedachtniszellen der T-Zellreihe zeigte bei Alzheimer-
Demenz-Patienten signifikante Abweichungen zu Gesunden. Korrelationsanalysen wiesen
Beziehungen zwischen veranderten Immunzellpopulationen und Gruppen-Merkmalen wie
Patientenalter, Mini-Mental-State-Test und Q-Albumin als Marker fiir die Integritat der Blut-
Liquor-Schranke nach. Zusammenfassend waren bei Alzheimer-, vaskularer und
frontotemporaler Demenz Abweichungen in der Komposition peripherer
Leukozytenpopulationen detektierbar. Jede dieser Krankheitsformen wies dabei ein
differentes Verteilungsmuster der Immunzellen auf, welches hinweisend auf die

zugrundeliegende Pathogenese der jeweiligen Erkrankung sein kdnnte.

Schlusselworter
Alzheimer-Demenz, vaskulare Demenz, frontotemporale Demenz, Neuroinflammation,
Immunseneszenz, Blut-Liquor-Schranke, Monozyten, NK-Zellen, B-Lymphozyten, T-

Lymphozyten
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Einfihrung

1 Einfuhrung
1.1 Theoretische Grundlagen

1.1.1 Das angeborene Immunsystem

Die Aufgabe des menschlichen Immunsystems besteht in der Abwehr von den Korper
schadigenden Mikroorganismen bzw. infektiésen Stoffpartikeln. Zu diesen sog. Pathogenen
zahlen Bakterien, Viren, Pilze und Parasiten. Als Antigen wird hingegen jede Substanz
bezeichnet, die eine Immunantwort hervorruft [1]. Die friihzeitige Verteidigung gegentber dem
Organismus fremden und schédlichen Stoffen Gbernimmt das angeborene Immunsystem. Von
humoralen angeborenen Verteidigungsmechanismen, wie dem Komplementsystem, sind
zellulare angeborene Komponenten abzugrenzen: Monozyten, Makrophagen, Granulozyten
und dendritische Zellen unterscheiden mittels Oberflachenrezeptoren Pathogenmolekile von
korpereigenen Zellmolekulen, phagozytieren und eliminieren diese [2].

Anhand von Zellreihen-spezifischen Oberflachenantigenen, genannt Cluster of Differentiation
(CD)-Immunzellmarker, kénnen diese und andere Immunzellen voneinander unterschieden

werden.

Vertreter des angeborenen Immunsytems im peripheren Blut sind vornehmlich Granulozyten,
Monozyten, aktivierte Monozyten und natirliche Killerzellen, zwischen denen differenziert

werden kann.

Monozyten exprimieren das CD14-Marker-Antigen und sind damit als solche identifizierbar.
Jene Zellen zirkulieren frei im Blut und migrieren im Falle einer Invasion von Fremdorganismen
schnell zur Infektionsstelle [1]. Diese Migration wird von Chemokinen gesteuert — Proteine, die
als Botenstoffe von alarmierten Immunzellen sezerniert werden und zur Gruppe der Zytokine
gehodren. Zytokine sind heterogene Proteine, die wesentlich fur Differenzierung, Aktivierung

und Koordination aller Immunzellen sind.

Zur ldentifizierung aktivierter Monozyten ist ein weiterer Marker notwendig - das HLA-DR-
Molekdl. Die Expression von HLA-DR gilt als Aktivierungsmarker nicht nur fiir Monozyten [3],
sondern auch T-Zellen. Dies ist durch seine spate Hochregulierungszeit von 48 bis 60 Stunden
begriindet; somit wird dieses Oberflachenantigen eher als Marker adaptiver Immunprozesse
gesehen [4]. Das Molekll selbst ist ein Oberflichenantigen der HLA (Human Leukocyte
Antigen) - Klasse Il. Es gehort zum HLA-System, welches die Bezeichnung fir den humanen
Haupthistokompatibilitaitskomplex (MHC) darstellt. Dieses System reprasentiert eine Gruppe
von Genen, die beim Menschen auf Chromosom 6 lokalisiert sind und eine wichtige Rolle beim
Kodieren von Antigen prasentierenden Proteinen spielen [2]. Als HLA-Klasse II-Antigen wird

HLA-DR normalerweise nur auf Antigen prasentierenden Zellen (APCs) exprimiert, um
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korperfremde Peptidfragmente CD4-positiven Lymphozyten (s. 1.1.2.) erkennbar zu machen

[5]. Zu diesen APCs zahlen dendritische Zellen, Makrophagen und B-Lymphozyten [6].

Eine weitere Gruppe angeborener Immunzellen sind natirliche Killerzellen (NK-Zellen). 5 bis
15 Prozent aller mononuklearen Zellen im Blut und in der Milz sind NK-Zellen, welche sich
durch die Prasenz von CD56 und die Abwesenheit von CD3 charakterisieren lassen [1,7].
Naturliche Killerzellen fallen morphologisch auf als Lymphozyten mit angeborener Fahigkeit,
v.a. intrazelluldre Viren und Bakterien zu bekdmpfen [1]. Jedoch weisen wenige T-
Lymphozyten, welche Vertreter des adaptiven Immunsystems sind, ebenfalls den NK-
Zellmarker CD56 auf ihrer Oberflache auf. Diese Zellen heif3en natirliche Killer-T-Zellen (NKT-
Zellen) und haben dank ihrer mannigfaltigen Funktionen wie Zytokinproduktion und Erkennung
unterschiedlicher Antigene Uber den gleichen T-Zell-Rezeptor (TCR) eine Position zwischen

angeborenem und adaptivem Immunsystem inne [8].

1.1.2 Das adaptive Immunsystem

Eine verzdgerte, doch ungleich gezieltere Immunantwort gibt das adaptive Immunsystem auf
Pathogene. Definiert durch hochspezifische klonale Antigenrezeptoren gegen Millionen
potentieller Bedrohungen und die Entwicklung eines immunologischen Gedachtnisses ist das
adaptive Immunsystem bei nicht ausreichender angeborener Immunantwort gefordert.
Reprasentanten dieses Systems sind CD19+ B (bone marrow-derived)- und CD3+ T (thymus-
derived)-Lymphozyten, welche anhand weiterer Immunzellmarker nach Subpopulationen mit

jeweils unterschiedlichen Funktionen unterteilt werden kdnnen.

So kénnen naive Zellen, Gedachtnis- und Regulator-Zellen der B- und T-Lymphozyten-Reihe
sowie Zellen beider Reihen in unterschiedlichen Aktivierungsstadien im peripheren Blut

unterschieden werden. Nachfolgend wird naher auf diese zellularen Subtypen eingegangen.

Zur Detektion von B-Lymphozyten wird das CD19-Antigen verwendet. CD19 ist neben CD45R
derjenige Oberflachenmarker, welcher in der gesamten B-Zell-Linie am friihesten bestimmt
werden kann. Er wird bereits ab dem friihen Pro-B-Zellstadium exprimiert und kann dadurch
fur die ldentifizierung von ebendiesen Zellen im Knochenmark bis hin zu B-Gedachtniszellen
im Blut — jeweils im Zusammenhang mit anderen charakteristischen Oberflachenmarkern —
verwendet werden [2]. CD19 tragt zur Aktivierung von B-Lymphozyten bei. Als Corezeptor
bildet es mit dem Komplementrezeptor 2 (CR2; auch CD21 genannt) und CD81 einen
Komplex, welcher der Signalmodulation, Signalinterpretation und Feinregulierung der B-Zell-
Rezeptor-Antwort (BCR) bei Antigenkontakt dient [9]. Im Allgemeinen proliferieren aktivierte

B-Zellen zu Antikorper-produzierenden Plasmazellen oder B-Gedachtniszellen.
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Zur Markierung von T-Lymphozyten wird das CD3-Antigen genutzt. Das CD3-
Proteinkonglomerat ermdglicht die Aktivierung der T-Zellen bei Antigenkontakt. AuRerdem ist
es fur die Oberflachenexprimierung der Antigen-bindenden Komponente des T-Zell-Rezeptors
verantwortlich [2]. CD3 ist selbst ein wichtiger Teil des T-Zell-Rezeptor-Komplexes und wird
dementsprechend nur auf der Oberflache von T-Lymphozyten und natirlichen Killer-T-Zellen
(siehe 1.1.1.) gefunden. Aufgrund dieser Exklusivitat des Vorkommens wird CD3 als

Leitmarker fur T-Zellen gesehen [5].

CD3+ T-Lymphozyten werden in CD4+ T-Helferzellen und CD8+ T-Zellen unterteilt, wobei T-
Helferzellen zwei Drittel aller peripheren T-Lymphozyten ausmachen [2]. Innerhalb der CD4+
T-Zellreihe kann zwischen Thl-Zellen und Th2-Zellen unterschieden werden. Thl-Zellen
kénnen bspw. Makrophagen stimulieren, wahrend Th2-Zellen eher B-Lymphozyten zum sog.
Isotypen-Switching veranlassen. Beide Zellreihen unterstiitzen so die Verzahnung von
angeborenem und adaptivem Immunsystem [1]. Thl- und Th2-Zellen exprimieren das
Glykoprotein CD4. Es bindet mit seinen Domanen 1 und 2 an MHC Klasse II-Molekile, welche
auf Antigen prasentierenden Zellen gefunden werden [2,10]. Uber Doméne 3 und 4 kann CD4
zudem eine Verbindung zum T-Zell-Rezeptor herstellen. Es bestarkt damit die Erkennung des
Liganden und die Interaktion zwischen dem TCR und MHC II [5,11]. Mit seinem
zytoplasmatischen Anteil bindet es die Tyrosinkinase p56(LCK) [Lymphocyte-specific protein-
tyrosin kinase], was wahrscheinlich der Signalverstarkung der TCR-Aktivierung dient [12]. Das
CD4-Molekdl ist also mit seinen vielféltigen Interaktionen fur die Entwicklung von T-Helfer-

Zellen und die frihe T-Zell-Aktivierung unabdingbar [11].

CD8+ T-Zellen exprimieren das Glykoprotein CD8, einen Corezeptor fiir die Erkennung von
MHC-Molekilen auf Zelloberflachen durch den TCR. Allerdings bindet CD8 restriktiv an MHC-
Klasse I-Peptidkomplexe, welche prinzipiell auf allen kernhaltigen Korperzellen vorhanden
sind [1]. CD8-positive zytotoxische T-Zellen (CTLs) kdnnen dadurch v.a. virale Infektionen
direkt durch zellulare Abtotung bek&ampfen, da MHC I-Molekiile Peptide aus zytoplasmatischer
Degradierung, wie virale Proteinfragmente, prasentieren. Der CD8-Rezeptor ist
dementsprechend u.a. ein Marker fur zytotoxische T-Zellen.

CD4+ und CD8+ T-Zellen verandern sich morphologisch und funktionell im Lauf ihrer
Lebensspanne und gemaR den Erfordernissen der jeweiligen immunologischen Lage des
Organismus. Neben naiven und effektorischen T-Zellen werden zentrale und effektorische T-
Gedachtniszellen sowie Regulator-T-Zellen beschrieben, die jeweils charakteristische

Oberflachenantigene ausbilden.

Naive B- und T-Zellen sowie zentrale T-Gedachtniszellen exprimieren den C-C Chemokin

Rezeptor 7, kurz CCR7 [13]. Dieser stellt das Homing und die Migration von naiven T-Zellen
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in die Lymphknoten zum regelrechten Priming sicher [14]. Jedoch hat CCR7 viele weitere
Funktionen, die unter anderem die Unterstiitzung des Uberlebens naiver T-Zellen und der
Funktion regulatorischer T-Zellen (s.u.) sowie die Mobilisierung von follikularen B-Zellen zur
Interaktion mit T-Helferzellen umfassen [13]. Demzufolge erscheint CCR7 im Zusammenspiel
mit seinen Liganden als ein unbedingt notwendiger Dirigent adaptiver Immunantworten, der
die Bewegung von Leukozyten zwischen Lymphknoten und Entziindungsherd in beide

Richtungen steuert [15].

Die zwei Isoformen CD45RA und CD45RO der Tyrosinphosphatase CD45 lassen eine
genauere Klassifizierung der genannten Subpopulationen zu. Wahrend CD45RA von den
meisten naiven T-Zellen exprimiert wird, ist CD45RO hauptsachlich auf Effektor- und
Gedachtnis-T-Zellen zu finden [16]. Letztere Zellen sind flr das immunologische Gedachtnis
des Menschen verantwortlich und kénnen mithilfe des oben genannten Oberflachenmarkers
CCR7 und CD27 typisiert werden [17]. Zentrale T-Gedachtniszellen sind langlebige
Gedachtniszellen, die dendritische Zellen aktivieren oder zu CCR7-Effektor-Zellen
transformieren. Effektor-T-Gedéachtniszellen hingegen behalten trotz ihrer Langlebigkeit ihr
effektorisches Potential. Typische Effektor-T-Zellen lysieren von Erregern befallene Zellen und

produzieren Interferon y (IFN-y) — ein Zytokin zur Aktivierung von Makrophagen [18].
Als Marker fur T-Zell-Aktivierung werden neben HLA-DR auch CD25 und CD69 genutzt.

CD25, die Alpha-Kette des Interleukin-2-Rezeptors (IL-2R), wird vornehmlich von naiven und
Effektor-T-Zellen (CD4+ bzw. CD8+) wahrend deren Aktivierung synthetisiert. Die
Verwendbarkeit als Aktivierungsmarker [5] resultiert aus dessen Funktion: Auf ruhenden T-
Zellen formieren eine Beta (CD122)- und Gamma (CD132)-Kette den niedrig affinen IL-2RByc-
Komplex. Werden naive T-Zellen durch Antigen-und Costimulatorkontakt aktiviert, komplettiert
die IL2a-Kette den daraufhin hochaffinen IL-2aBy.-Rezeptor, der auf geringste IL2-
Konzentrationen anspricht [2]. Interleukin-2 ist ein Wachstums-, Entwicklungs- und
Uberlebenssignal fur T-Lymphozyten. Die selbstandige Produktion durch (v.a. CD4 positive)
T-Zellen und Erkennung von IL-2 Uber den IL-2-Rezeptor ermdglicht das Herstellen und

Aufrechterhalten einer zellularen Immunantwort [1].

Der zur Typ Il C-Lektin-Superfamilie gehdérende Membranrezeptor CD69 wird als friher
Aktivierungsmarker fur Leukozyten und speziell T-Lymphozyten angesehen [19]. Die
Exprimierung von CD69 scheint eine immunregulatorische Rolle zu spielen, da auch
regulatorische T-Zellen unter gewissen Umstadnden CD69 exprimieren, was auf eine mogliche

wichtige Rolle in der Differenzierungskontrolle dieser Zellen hinweist [20].

Um schlie3lich auch regulatorische T-Zellen verlasslich detektieren zu koénnen, ist als

intrazellularer Immunmarker das Forkhead Box Protein 3 (FoxP3) bekannt. Es findet als

10
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bislang genauester Marker fir CD4*CD25"FoxP3" Regulator-T-Zellen Verwendung [21]. Diese
sind in zwei Untergruppen gliederbar: natirliche regulatorische T-Zellen (nTregs) werden im
Thymus gebildet, entsprechen 10 bis 15 Prozent aller CD4 T-Lymphozyten im Blutkreislauf
und sind hochaffin flr korpereigene (Selbst-) Antigene [2]. Adaptive oder induzierte
regulatorische T-Zellen (iTregs) hingegen entwickeln sich in der Peripherie aus naiven CD4 T-
Lymphozyten bei Antigen-Stimulation [22]. Tregs tragen meist hohe Konzentrationen von
CD25 auf ihrer Oberflache. Sie exprimieren den hochaffinen IL-2Rafy. im Gegensatz zu den
oben genannten T-Zellen konstitutiv, d.h. nicht nur bei Exposition von Antigenen.
Unterscheidbar von anderen T-Zellklassen sind natirliche Tregs durch Vorhandensein von
CD4, CD25 und FoxP3 [23]. Tregs kontrollieren als relativ langlebige Zellen Immunantworten
in suppressiver Weise und sind fur die Bewahrung des Organismus vor Autoimmunkrankheiten

und Allergien unerlasslich [24].

1.1.3 Das alternde Immunsystem

Gleichsam wie der Mensch sich kontinuierlich mit voranschreitender Lebenszeit phanotypisch
sichtbar veréndert, so unterliegt auch dessen Immunsystem einem Alterungsprozess. Mit
zunehmendem Alter nimmt die Immunkompetenz des adaptiven Immunsystems ab, wahrend
das angeborene Immunsystem eine grol3tenteils unveranderte oder sogar erhdhte Aktivitat
zeigt [25,26]. Diese ,Immunseneszenz® getaufte Entwicklung fuhrt zu einer erhohten
Anfalligkeit Alterer gegentber Infektionserkrankungen, welche durch die vorliegende

geringere zellvermittelte Immunantwort auf Impfungen im Alter noch verstarkt wird [27,28].

Mit der Rickbildung des Thymus, dem Entwicklungsort der T-Lymphozyten, geht eine
proportionale Verminderung der naiven CD4+ T-Zellen und eine Vermehrung von CD4+ T-
Gedachtniszellen einher [29]. In noch starkerer Ausprdgung werden verminderte
Subpopulationen von naiven CD8+ T-Zellen und vermehrte Zahlen spét differenzierter CD8+
T-Zellen beobachtet [30]. Die B-Zell-Reihe erscheint ebenfalls beeintrachtigt. Reduzierte
Antikorper-Immunantworten und mangelnde B-Zell-Quantitat und -Qualitat im Alter
beeintrachtigen die Gesundheit alterer Menschen [31-34].

Scheinbar unvereinbar zum progressiven Verlust adaptiver Immunkompetenzen verhalten
sich Zellen des angeborenen Immunsystems — vornehmlich Monozyten bzw. Makrophagen,
die proinflammatorisch aktiv sind und eine unterschwellige chronische Entziindungsreaktion
aufrechterhalten. Die chronische Entziindungsreaktion resultiert wahrscheinlich aus dem, mit
den vielen Lebensjahren kontinuierlich erlebten, Antigen-Stress [35]. Chronisch geringfligig
erhdhte proinflammatorische Zytokinspiegel wie von TNF-a oder IL-6 kdnnen Risikofaktoren
fur die Entwicklung altersabhangiger Erkrankungen wie Atherosklerose, Tumoren und auch

der Alzheimer-Demenz sein [36], worauf spater noch weiter eingegangen wird. Jenes Konzept
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des ,Inflammaging“ steht der ,Immunseneszenz® jedoch nicht gegensatzlich gegenuber.
Vielmehr kdnnte die bestandige inflammatorische Aktivitat eine Notwendigkeit fir das

Weiterbestehen des adaptiven Immunsystems darstellen [37].

Auch das zentrale Nervensystem (ZNS) konnte durch die mit dem Alter steigende
Durchlassigkeit der Blut-Hirn- bzw. Blut-Liquor-Schranke (BLS) fir Leukozyten, insbesondere
wahrend inflammatorischer Aktivitaten, beeintrachtigt werden [38]. Beide Schranken sorgen
fur die Trennung des Blut- und Hirnmilieus, kontrollieren den Austausch von Zellen und
Molekilen und halten somit das besondere immunologische Privileg des zentralen
Nervensystem aufrecht [39]. Bei der so verstarkt ermdglichten Infiltration peripherer
Immunzellen in das Gehirn konnten neuroprotektive Effekte [40], aber auch die Inhibition

schitzender Interventionen durch periphere T-Zellen [41] beobachtet werden.

1.1.4 Das Immunsystem dementer Patienten

Chronische inflammatorische Prozesse stehen mit den haufigsten neurodegenerativen
Erkrankungen, darunter die Alzheimer-, vaskulare und frontotemporale Demenz, in
Verbindung. Dieser Prozess der Neuroinflammation geht mit einer verstarkten Aktivierung von
sog. Mikroglia einher [42,43]. Mikroglia-Zellen fungieren als phagozytierender und Zytokin-
produzierender Teil der angeborenen Abwehr im zentralen Nervensystem [44,45]. Jene
Mikroglia im Gehirn von Morbus-Alzheimer-Patienten wird u.a. durch APP (Amyloid Precursor
Protein) aktiviert, lagert sich an Amyloid-B-Plaques an und produziert inflammatorische
Zytokine [46,47]. Jene zentrale Immunantwort kann aufgrund der Mikroglia-Zelleigenschaften
und der Ausschiittung verschiedenartiger Zytokine und trophischer Faktoren sowohl eine

schitzende als auch eine pathologische Rolle einnehmen [47-49].

Verschiedene Hinweise deuten auf eine verstarkte periphere Immunantwort dementer
Patienten hin. Periphere T-Zellen wurden vermehrt bei Alzheimer-Demenz-Patienten im
Hirnparenchym festgestellt [50]. Monozyten peripheren Ursprungs bzw. Makrophagen sind in
der Lage, Amyloid-B zu phagozytieren [51]. Infolge einer Stérung der Blut-Liquor-Schranke
gelangen diese Zellen vermehrt zu AB-Plaques im Gehirn, was einerseits zur effektiven
Elimination der Plaques fuhren kann [52]. Andererseits kénnte die Phagozytose von lslichem
AB die Umwandlung desselben in eine pathologische Form verursachen, was in Neurotoxizitat

und Gewebedegeneration resultieren kann [53].

Die Blut-Liquor-Schranke kann ebenfalls bei vaskuléar bedingten Demenzen in ihrer Funktion
beeintrachtigt werden. Entziindungszellen wie neutrophile Granulozyten, T-Zellen und
Makrophagen werden bspw. nach einem Schlaganfall in grof3er Zahl zur Stelle des Ereignisses
rekrutiert [54]. Sie induzieren gemeinsam mit der residenten Mikroglia eine Entziindung, die
u.a. durch Exprimierung von Zytokinen zum Gewebeuntergang fuhrt [55].
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1.2 Demenzformen
1.2.1 Demenz im Allgemeinen
Epidemiologie

Demenzerkrankungen entwickeln sich in Deutschland und auf der ganzen Welt zu einer immer
groBer werdenden gesellschaftlichen Herausforderung. In Deutschland leiden Schatzungen
zufolge 1,5 Millionen Menschen an den verschiedenen Formen der Demenz [56]. Etwa 300000
Neuerkrankungen pro Jahr mit steigender Tendenz lassen diese Zahl bis 2020 auf
voraussichtlich 1,8 Millionen ansteigen. Bis zum Jahr 2050 geht man von einer Verdopplung
der aktuellen Anzahl auf 3 Millionen Erkrankte aus [57]. Weltweit missen rund 44 Millionen
Menschen mit einer dementiellen Erkrankung leben. Doch kénnte sich diese Summe laut

Statistiken bis 2030 verdoppeln und bis 2050 sogar verdreifachen [58].

Die Pravalenz der Demenz steigt drastisch mit dem Alter der Bevolkerung. Bei 60- bis 64-
Jahrigen liegt sie bei 0,6% und steigt bei 90- bis 94-Jahrigen auf bis zu 41,0% [59]. Frauen
sind indes haufiger als Manner betroffen: sie stellen rund 70% des Krankenbestandes [56].
Letzteres kann vornehmlich durch die generell hbhere Lebenserwartung weiblicher Personen

begriindet werden.
Definition und Symptomatik

Das ICD-10 (Internationale statistische Klassifikation der Krankheiten und verwandter
Gesundheitsprobleme) definiert Demenz als Syndrom infolge einer meist chronisch
verlaufenden oder fortschreitenden Erkrankung des Gehirns, bei der viele hohere kortikale
Funktionen gestért sind [60]. Dazu zéhlen Gedachtnis, Denken, Orientierung, Auffassung,
Rechnen, Lernfahigkeit, Sprache und Urteilsvermodgen. Das Bewusstsein ist dabei nicht
getriibt. Begleitend treten Veranderungen der emotionalen Kontrolle, des Sozialverhaltens
oder der Motivation auf. Zur Diagnosestellung einer Demenz mussen die Symptome seit

mindestens 6 Monaten vorliegen.
Diagnostik

Als wichtigstes diagnostisches Verfahren ist die genaue Eigen-, Fremd-, Familien-, Sozial-,
Medikamenten- und vegetative Anamnese zu werten [61]. Weiterhin ist neben der
kérperlichen, internistischen und neurologischen Untersuchung der psychopathologische
Befund wegweisend. Dieser dient insbesondere zum Ausschluss von Differentialdiagnosen
wie Delir, Depression und Negativsymptomatik bei Schizophrenie [61]. Als einfach
durchzufiihrende kognitive Kurztests sind z.B. der Mini-Mental-State-Test (MMST) oder der

DemTect geeignet [62,63]. Mithilfe des MMST kann auf3erdem eine orientierende Einteilung
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des Schweregrads einer (Alzheimer-) Demenz vorgenommen werden [64]. Von 30 mdglichen
Punkten geben etwa 18 bis 26 Punkte eine leichte Demenz an, wahrend 10 bis 17 Punkte flr
eine mittelgradige und 0 bis 9 Punkte fur eine schwere Demenz sprechen (gemaf3 Novartis-
Klassifikation). Fur die tiefer gehende neuropsychologische Diagnostik ist jedoch ein
ausfuhrliches Testverfahren wie die CERAD (Consortium to establish a Registry for
Alzheimer’s Disease)-Testbatterie bei Verdacht auf Alzheimer-Demenz [65] angezeigt. Auch
mit Demenz in Verbindung stehende Verhaltensanderungen oder Beeintrachtigungen der
Alltagsbewadltigung sollten mit standardisierten Skalen erkannt werden [66]. Dazu zahlt
beispielsweise die CERAD Behavior Rating Scale for Dementia (CERAD-BRSD).

AuBRerdem kénnen mittels laborchemischer Untersuchungen Differentialdiagnosen, wie eine
Hypothyreose, von einer Demenz abgegrenzt werden. Die Liquordiagnostik dient zum einen
dem Ausschluss inflammatorischer Hirnerkrankungen wie Virusenzephalitiden oder
Neuroborreliose, zum anderen der Diagnoseunterstiitzung von neurodegenerativen
Erkrankungen wie der Alzheimer-Demenz [61]. Untersucht werden sollen das
Liguorgrundprofil sowie Neurodegenerationsmarker, welche hinweisend auf die Alzheimer-
Krankheit sein konnen. Diese werden im Abschnitt ,Demenz bei Alzheimer-Krankheit* naher
betrachtet. Die strukturelle zerebrale Bildgebung hilft bei der Erkennung mdéglicherweise
behandelbarer Erkrankungen, die keinen degenerativen Ursprung haben, wie z.B. Tumoren,
subdurale Hamatome oder ein Normaldruckhydrozephalus [67]. Eine cMRT (kraniale
Magnetresonanztomopgraphie) kann auf3erdem einen Beitrag zur Differentialdiagnose
zwischen frontotemporaler Demenz (FTD) und Alzheimer-Demenz leisten [68]. Um eine
vaskuldre Demenz von der Alzheimer-Krankheit unterscheiden zu kénnen, ist eine cMRT im
Verbund mit anderen Informationen wie Anamnese, Dopplersonographie etc. ein wesentliches

diagnostisches Instrument [69].
1.2.2 Demenz bei Alzheimer-Krankheit
Epidemiologie

Die Alzheimer-Krankheit ist die am haufigsten auftretende Demenzerkrankung. Ungefahr zwei
Drittel aller in Deutschland an Demenz erkrankten Menschen leiden an Morbus Alzheimer [57].
Laut Hochrechnungen kénnte im Jahr 2050 einer von 85 Menschen weltweit Alzheimer haben,

was einer globalen Epidemie gleich kdme [70].
Definition

Das ICD-10 beschreibt die Alzheimer-Demenz (AD) als primér degenerative zerebrale
Krankheit mit unbekannter Atiologie und charakteristischen neuropathologischen und

neurochemischen Merkmalen — mit schleichendem Beginn und einer langsamen, doch
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stetigen Progredienz Uber einen jahrelangen Zeitraum [60]. Es unterscheidet einen Typ 1 mit
spatem Beginn ab dem 65. Lebensjahr und einen Typ 2 mit frithem Beginn, d.h. vor dem 65.
Lebensjahr. Typ 1 zeigt eine langsame Progredienz und Gedéachtnisstérungen als
hauptséchliche Beeintrachtigung, wahrend Typ 2 relativ schnelle Verschlechterungen und
vielfaltigere Stérungen der kortikalen Funktionen aufweist. Jedoch kann derzeit keine sichere
Unterscheidung beider Typen vorgenommen werden [61]. Auch eine gemischte Form der
Demenz wird genannt, was das Vorliegen einer Demenz mit Alzheimer- und vaskularen

Komponenten beschreibt.
Symptomatik

Das haufigste Zeichen im frilhen Krankheitsstadium ist eine schleichend zunehmende
Vergesslichkeit mit fortschreitendem intellektuellen Abbau im Verlauf [71]. Depressive
Gemitszustande konnen anfangs die Erkennung der Erkrankung erschweren. Weiterhin
weisen Patienten mit fortschreitendem Morbus Alzheimer mannigfaltige neuropsychologische
Symptome wie Agnosie und Sprachstérungen auf. Nicht kognitive Stérungen wie Unruhe,
Wahn und Halluzinationen sind ebenfalls zu beobachten. Im Stadium der schweren AD kann
es schlieBlich zu Bettlagerigkeit bei hdchster Beeintrachtigung kognitiver und motorischer

Funktionen kommen [71].
Diagnostik

Es existieren klinische Diagnosekriterien nach NINCDS-ADRDA (National Institute of
Neurological and Communicative Disorders and Stroke bzw. Alzheimer’s Disease and Related
Disorders Association), welche die Differenzierung zwischen wahrscheinlicher und maéglicher
AD erlaubt [72]. Fur die Diagnose einer wahrscheinlichen AD muss der Nachweis einer
Demenz durch klinische Untersuchung und neuropsychologische Tests erbracht worden sein.
Es mussen in mindestens zwei kognitiven Bereichen Defizite zu erkennen sein; gemeinsam
mit einer progredienten Stérung des Gedachtnisses und anderer kognitiver Funktionen. Neben
dem Ausschluss anderer ursachlicher System- oder Hirnerkrankungen dirfen keine
Bewusstseinsstorungen vorliegen. Des Weiteren gibt es eine Reihe unterstiitzender Befunde
fur diese Diagnose wie die Beeintrachtigung von Aktivitdten im Alltag oder eine positive
Familienanamnese. Die klinische Diagnose der Alzheimer-Krankheit hat eine Genauigkeit von
Uber 90% [73]. Nach Ausschluss von internistischen oder infektibsen Ursachen durch
Blutlabordiagnostik und zerebrale Bildgebung erfolgt zur &tiologischen Differenzierung
zwischen den Demenzformen eine erweiterte Diagnostik. Fur die Alzheimer-Demenz spricht
eine hippocampale und temporoparietale Atrophie im Magnetresonanztomogramm [71].
Mittels diagnostischer Liquorpunktion kdnnen im Liquor sog. Neurodegenerationsmarker

bestimmt werden. Es sind momentan drei Proteine in der cerebrospinalen Flussigkeit (CSF)
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bekannt, die als Biomarker fur die Alzheimer-Krankheit fungieren: die Gesamtmenge an Tau-
Protein (t-tau), welche das Ausmafld der axonalen Degeneration zeigt; die Menge an
phosphoryliertem Tau, die sog. neurofibrillare Bindel (NFTs) bilden (p-tau); und Amyloid B 1-
42 (AB1-42), welches lésliche Oligomere und extrazellulare Plaques bildet und bei Demenz
vom Alzheimer-Typ vermindert im Liquor auftritt [74]. Da die Konzentration des AR1-42 von
der Gesamtkonzentration aller AB-Isoformen abhéangig ist, wird zusatzlich der Quotient aus
AB1-42 und AB1-40, was die zahlenmallig groBte Fraktion der AB-lsoformen ausmacht,
bestimmt. Dieser fallt bei Morbus Alzheimer nochmals geringer aus als bei der alleinigen
Messung von AB1-42 [75] und erh6ht somit Sensitivitat und Spezifitdt der Methode. Mithilfe

von bestimmten Grenzwerten kann so der Verdacht auf eine Erkrankung erhartet werden.

Vollkommene Gewissheit Uber das Vorliegen der Krankheit kann auch heutzutage nur post

mortem per histopathologischer Hirnuntersuchung erzielt werden.
Risikofaktoren

Das fortschreitende Alter stellt den wichtigsten Risikofaktor dar. Bedeutender Risikofaktor ist
zudem das Epsilon-4-Allel des Apolipoprotein E (ApoE)-Gens auf Chromosom 19. Das ApoE-
Gen ist assoziiert mit einem erhdhten Lebenszeitrisiko fur Alzheimer-Demenz, wenn es in der
Epsilon-4-Form vorliegt [76]. Nicht empfohlen wird jedoch die isolierte ApoE-Genotyp-
Bestimmung, was mit einer mangelnden Sensitivitat und Spezifitat begriindet wird [61]. Andere
bekannte Faktoren sind die oben genannte positive Familienanamnese, das weibliche
Geschlecht, eine vorausgegangene Depression, Diabetes mellitus, Hyperlipiddmie und
vaskulare Faktoren wie arterielle Hypertonie [77,78]. Selten sind Genmutationen im Amyloid
Precursor Protein-, Presenilinl- oder Presenilin2-Gen fir Friherkrankungen verantwortlich
[79]. Menschen mit leichter kognitiver Stérung (Mild Cognitive Impairment, MCI) und
Gedachtnisproblemen entwickeln eher eine AD als Menschen ohne MCI [80]. Die MCI
bezeichnet laut Mayo-Kriterien eine verminderte Gedachtnisleistung, welche jedoch aufgrund
der geringeren Auspragung und fehlenden Alltagsbeeintrdchtigung nicht als Demenz zu

diagnostizieren ist [81,82].
Atiopathogenese

Obwohl die Alzheimer-Krankheit seit mehr als 100 Jahren bekannt ist, sind die zugrunde
liegenden komplexen Pathomechanismen noch immer nicht ganzlich erforscht. Es wird heute
von einer multifaktoriellen Stérung gesprochen, die von mehreren Hypothesen zu erklaren
versucht wird. Die charakteristischen pathologischen Kennzeichen bestehen in einer regional
abgegrenzten neuronalen Dysfunktion bzw. einem Untergang von Neuronen, der Anhaufung

extraneuronaler seniler Amyloid-g 42-Plaques und intrazellularer neurofibrillarer Buindel aus
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hyperphosphorylierten Tau-Proteinen [83]. Die Krankheit ist weiterhin durch eine kortikale und

hippocampale Atrophie, oxidativen Stress und Inflammationsprozesse gepragt [84].

Die AB-Hypothese ist die bekannteste Theorie zur Krankheitsentstehung. lhr zufolge fiihrt die
pathologische Spaltung des Amyloid Precursor Proteins (APP) durch 8- und y-Sekretasen zu
Disbalancen zwischen Produktion und Abrdumung von Amyloidp-Peptiden [85]. Diese
aggregieren letztendlich zu unléslichen AR42-Plaques [86]. Diese senilen Plaques
verursachen laut einigen Studien oxidativen Stress, Tau-Protein-Hyperphosphorylation und
toxische Effekte bezlglich Synapsen sowie Mitochondrien [83,87]. Die in Alzheimer-Gehirnen
prominente neuronale und vaskuldre Degeneration kénnte ebenfalls eine Folge der AB42-
Uberladung sein [88]. Zudem scheinen die senilen Plagues Mikroglia zu aktivieren, was zur
Produktion proinflammatorischer Zytokine fiihrt, die wiederum Astrozyten-Neuronen-
Komplexe in der Nahe vermehrt AB42-Oligomere herstellen lassen — was zu einem circulus
vitiosus fihren koénnte [89]. Die physiologische Funktion des APP und A ist allerdings noch

weitgehend unbekannt, was einige Fragen offenlasst [86].

Das genannte Tau-Protein kommt in Axonen von Neuronen vor und ist fir den korrekten
Zusammenbau und die Stabilitat von Mikrotubuli verantwortlich [84]. Daher spielt es im
axonalen Transport eine tragende Rolle [90]. Findet eine post-translationale
Hyperphosphorylierung des Proteins statt, verringert sich dessen Affinitat zu Mikrotubuli. Ein
gestorter axonaler Transport und zytoskelettale Instabilitét sind die Folgen [91]. Tau-Oligomere
bilden sich und formieren intraneuronale fibrillare Bindel, die mdglicherweise neurotoxisch

wirken — eines der pathologischen Kennzeichen der Tauopathie Alzheimer-Demenz [91].

Eine weitere atiologische Hypothese stellt das mittlerweile prinzipiell anerkannte Konzept der
Neuroinflammation dar. Der Begriff Neuroinflammation bezeichnet einen gegen infektidse
Bedrohungen und Schadigungen gerichteten Abwehrmechanismus des zentralen
Nervensystems [92]. Dieser eigentlich positive Vorgang steht im Verdacht, sich bei
neurodegenerativen Stdrungen, speziell bei Morbus Alzheimer, gegen das Selbst zu richten
und zum fortschreitenden Verfall neuronaler Strukturen beizutragen [93]. Wie bereits
angesprochen werden vermehrt aktivierte Mikroglia und Astrozyten in Gegenwart von AB42-
Plagues gefunden. Aktivierte Mikroglia und Astrozyten sezernieren eine Vielzahl an
entziindungsférdernden Zytokinen (TNF-a,IL-13 und IL-6), Chemokinen, Prostaglandinen und
reaktive Sauerstoffspezies (ROS), was die neuronale Degeneration vorantreiben konnte [94].
Es wird berichtet, dass TNF-a, IL-13 und IL-17A die Blut-Liquor-Schranke schadigen kénnen
[95]. Auch AB42 scheint diese wichtige immunologische und zellulare Barriere beeintrachtigen
zu konnen [96]. Dies wurde ebenfalls fir Makrophagen beobachtet, die Hippocampus-nahe
Blut-Liquor-Schranken-Bereiche von Alzheimer-Patienten infiltrierten [97]. Die Beteiligung des

in dieser Studie untersuchten peripheren Immunsystems konnte nicht zuletzt durch eine
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»undichte” Blut-Liquor-Schranke zustande kommen; erméglicht diese doch ein Eindringen
peripherer Immunzellen in Neuronen-nahe Gebiete. In mehreren Studien wurden bei
bestehender AD veréanderte Verteilungen von Zellen sowohl des angeborenen als auch des
erworbenen Immunsystems im Blut nachgewiesen [26,98-100]. Weiterhin ist jedoch unklar,
ob Neuroinflammation Ursache oder Konsequenz neurodegenerativer Erkrankungen, wie der

Alzheimer-Demenz, ist.
Therapie

Die Therapie der Alzheimer-Demenz beinhaltet pharmakologische und psychosoziale
Komponenten im Rahmen eines Gesamtbehandlungskonzeptes [61]. Da die
Krankheitsverlaufe recht unterschiedlich ausfallen konnen, sollte die therapeutische
Intervention individuell und Schweregrad-abhangig erfolgen [61]. In Deutschland sind derzeit
vier Medikamente zugelassen: die Acetylcholinesterase-Hemmer (AchEl) Donepezil,
Galantamin und Rivastigmin sowie der N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptor-Antagonist (NMDA-RA)
Memantin [64,101].

Es ist jedoch anzumerken, dass alle vier zugelassenen Medikamente nur der
symptomatischen Behandlung dienen kénnen. Eine ursachliche Therapie ist nach wie vor nicht
maoglich. Es wird an vielfaltigen Ansatzen geforscht, die beispielsweise AR, die Tau-Protein-
Phosphorylierung oder oxidativen Stress anvisieren oder gar eine Neurogenese bzw.
epigenetische Modifikationen zum Ziel haben [102].

1.2.3 Vaskulare Demenz
Epidemiologie

Die Diagnose vaskulare Demenz wird nach der Demenz vom Alzheimer-Typ am haufigsten
gestellt [103]. Wahrend rund 60 Prozent aller Demenzen dem Alzheimer-Typ zuzuordnen sind,
wies ein nicht gerade geringer Anteil von 15 bis 34 Prozent an post mortem untersuchten
Demenzfallen in den USA vaskulédre Schadigungsmuster auf — ob mit oder ohne Alzheimer-

Pathologien assoziiert [104].
Definition und Atiopathogenese

Demenzen als Folge makro- und mikrovaskular bedingter zerebraler Schadigungen werden in
der ICD-10 unter dem Oberbegriff ,vaskulare Demenzen“ (VD) zusammengefasst. Die
vaskulare Demenz an sich wird beschrieben als Ergebnis einer Hirninfarzierung im héheren
Alter bei Vorliegen vaskularer Erkrankungen, zu denen auch die arterielle Hypertonie gehort.
Dabei kann der Beginn durchaus akut sein. Haufige Griinde fiur eine rasche Entwicklung

vaskularer Demenzen sind Insulte aufgrund zerebrovaskulérer Thrombosen, Embolien oder
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Blutungen [61]. Weitere Unterteilungen der VD sind die Multiinfarkt-Demenz infolge
mehrfacher transienter ischamischer Attacken (TIA), die subkortikale vaskuldre Demenz oder

Enzephalopathie (SVE) mit Hypoperfusion des Marklagers und sonstige vaskulare Demenzen.
Symptomatik

Je nach Bereich des Insults und Schadigungsausmalfd sind auch die Symptome variabel
ausgepragt. Defizitare  exekutive und  aufmerksamkeitsbezogene Funktionen,
Wesensénderung (v.a. bei SVE) und Beeintrdchtigung des Arbeitsgedéchtnisses sind haufig
vorkommende Symptome [105]. Der Verlauf kann ebenfalls individuell verschieden sein und
stark fluktuieren. Es sind Phasen mit zeitweiser Besserung und ohne Fortschreiten der
Erkrankung moglich [61]. Oft treten erst im Verlauf Gedachtnisstérungen sowie fokale
neuropsychologische Ausfalle auf [71].

Diagnostik

Bestimmend fur eine VD sind nach den NINDS-AIREN (Association Internationale pour la
Recherché et 'Enseignement en Neurosciences)-Kriterien [106] das Auftreten von Demenz
mit Alltagseinschrankung, verbunden mit dem Nachweis einer zerebrovaskularen Erkrankung
im CT oder cMRT. Dabei ist die kausale Verkniipfung beider Vorgéange fiir die VD, bspw. durch
plotzliche kognitive Verschlechterung oder Demenzbeginn bis zu 3 Monaten nach
Schlaganfall, definierend. Fur die korrekte Klassifizierung kommt dem Zusammenspiel
zwischen ausfihrlicher (Fremd-) Anamnese, klinischen Informationen und Bildgebung eine

zentrale Bedeutung zu [71].
Risikofaktoren

Als Risikofaktoren fur vaskuldare Demenzen kommen besonders kardiovaskulare
Erkrankungen in Betracht. Nach einem Schlaganfall verdoppelt sich das Risiko, eine Demenz
zu entwickeln [107]. Systemischer Bluthochdruck kann u.a. zu solch einem Ereignis flhren
und ist ebenfalls als wichtiger Risikofaktor fir VD bekannt [108]. Diabetes mellitus Typ 2 kann
mikro- und makrovaskulare Schaden verursachen, was mit einem 1,5- bis 2,5fach erhohtem
Demenzrisiko einhergeht [109]. Neben dem metabolischen Syndrom, Alkohlmissbrauch und

anderen Faktoren spielt auch das fortgeschrittene Alter eine Rolle.
Therapie

Die Behandlung einer vaskularen Demenz besteht einerseits in der Sekundarprophylaxe, um
Verschlechterungen durch nachfolgende Re-Insulte bzw. progrediente SVE Einhalt zu
gebieten [105]. Speziell die vaskularen Risikofaktoren sind zu behandeln.

Neurorehabilitatorische MaBhahmen nach Schlaganfall sind auRerdem indiziert. Andererseits
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gibt es —wie bei allen Demenzen — keine ursachliche Therapie. Ebenso fehlt eine zugelassene
symptomatische Therapie der VD. Eine Begleittherapie, bestehend aus psychosozialen
Interventionen, ist wie bei anderen Demenzformen wesentlicher Bestandteil der ganzheitlichen

und leitliniengerechten Versorgung.

1.2.4 Frontotemporale Demenz
Epidemiologie

Die auch Pick-Krankheit genannte frontotemporale Demenz (FTD) betrifft vornehmlich jiingere
Menschen im Alter von 40 bis 60 Jahren. Damit kommt sie beztiglich Inzidenz und Pravalenz
in diesem Alterssegment dem Morbus Alzheimer nahe, obwohl sie insgesamt seltener als
Alzheimer-, vaskulare und Lewy-Kdrper-Demenz ist [110,111].

Definition

Bei der frontotemporalen Demenz handelt es sich um eine prasenile degenerative
Hirnerkrankung. Dabei ist insbesondere der Lobus frontalis betroffen, wodurch es zu
Personlichkeitsstérungen und emotionalen Verdnderungen mit folgendem dementiellen

Abbauprozess kommt [71].
Symptomatik

Hauptmerkmal der FTD ist eine langsam fortschreitende Wesens- und
Personlichkeitsénderung, gemeinsam mit dem Verlust sozialer Kompetenzen [61]. Je nach
Unterart der Erkrankung sind Sprache, Gedachtnis und Verhalten zunéchst verschieden stark
betroffen. Gemaf den klinisch-diagnostischen Konsensuskriterien [112] werden die frontale
bzw. frontotemporale Verlaufsform (fvFTD), die primar-progressive (nichtflissige Aphasie)

(PNFA) und die semantische Demenz (SD) unterschieden.

Die frontale Verlaufsform als haufigste Manifestation ist durch eine Personlichkeitsdnderung
gepréagt. Sie offenbart sich durch auffalliges Verhalten in der Offentlichkeit (sog. ,Witzelsucht®)
oder Apathie mit stark reduzierten sozialen Interaktionen [111]. Vermindertes empathisches
Vermogen und Sprachdefizite, wie Perseverationen, Echolalie oder Stummheit sind weitere
Merkmale [113].
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Diagnostik

Fir die klinische Diagnose einer wahrscheinlichen frontotemporalen Demenz ist neben der
sorgfaltigen Differenzierung aller auftretenden Symptome die zerebrale Bildgebung, speziell
das MRT, entscheidend. Die frontale Hirnatrophie ist je nach FTD-Subtyp unterschiedlich: z.B.
ist bei fvFTD-Patienten der frontale Cortex meist uni- oder bilateral umfassend betroffen,
wahrend Patienten mit semantischer Demenz oft beidseitige Atrophien der Temporallappen
aufweisen [111].

Risikofaktoren

Risikofaktoren fur frontotemporale Demenzen sind eine positive Familienanamnese und
mdoglicherweise Schadel-Hirn-Traumata [114]. Berucksichtigt man die enorme Spanne des
Erkrankungsalters von 20 bis 85 Jahren [115], dann erscheinen genetische Defekte als eine
von vielen moglichen Ursachen als sehr plausibel. Ein Grof3teil dieser familiar bedingten
frontotemporalen Demenzen wird mit ubiquitinierten immunoreaktiven Einschliissen im
Zytoplasma oder dem Zellkern assoziiert [111], wobei die meisten Patienten eine urséchliche
Progranulin (PRGN)-Genmutation tragen [116].

Therapie

Die Therapie der frontotemporalen Demenz ist auf ihre Symptome beschrankt - und selbst fir
die Behandlung dieser kann keine spezifische Empfehlung ausgesprochen werden [61]. Alle
in Frage kommenden medikamentésen Interventionen, wie eine Neurotransmitter-
Moadifizierung, sind dementsprechend off-label. Haufig vorliegende Antriebsstérungen werden
oftmals als Depression verkannt und folglich Therapieversuche mit Antidepressiva wie
Sertralin eingeleitet. Grundsatzlich sind jedoch psychosoziale Behandlungen, bspw. kognitives
Training, korperliche Aktivitat oder Ergotherapie und die Schulung Angehdriger zentraler Teil
der Behandlung.
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1.3 Ziele der Arbeit

Vor dem Hintergrund einer wachsenden Zahl an Hinweisen fur die Beteiligung des
Immunsystems an der Pathogenese von Demenzen verfolgt diese Arbeit das Ziel,
Veranderungen des zellularen Immunsystems im Blut von Demenz-Patienten
nachzuvollziehen und aufzuzeigen. Dieser Ansatz stitzt sich auf die Hypothese einer
funktionsveranderten Blut-Liquor-Schranke, welche die Kommunikation von Immunzellen
zwischen dem sonst geschuitzten Liquorraum und dem peripheren Blut ermdglicht und so
infektibses intrazerebrales Geschehen auch aul3erhalb dieses Raumes erfassbar macht. Doch
interagieren auch im gesunden Gehirn speziell T-Lymphozyten mit dem zentralen
Nervensystem — und dies anscheinend auf eine unterstiitzende Weise, welche neuroprotektiv
und sogar Gedéachtnis- und generell funktionsfordernd wirken soll [117]. Im Hinblick auf das
einerseits ,prokognitive” und andererseits womdoglich krankheitsfordernde Wesen von
Lymphozyten und anderen Immunzellen werden in der vorliegenden Arbeit mit explorativem
Charakter verschiedene leukozytdare Zelltypen des angeborenen und adaptiven
Immunsystems in jeweils verschiedenen Entwicklungs- und Aktivierungsstadien zahlenmafig
untersucht.

Es soll die Mdoglichkeit gepruft werden, mittels einer unkomplizierten Blutabnahme
krankheitsabhangige Immunprofile zu erstellen und damit ggf. eine Demenz einfacher als
bisher zu eruieren. Zudem gibt es zur Zeit kaum Studien, die gezielt das periphere zellulare
Immunsystem von anderen Demenz-Formen als der Alzheimer-Demenz thematisieren. Dies
betrifft insbesondere die vaskulare und frontotemporale Demenz. Es wurde deshalb der Frage
nachgegangen, ob und inwiefern sich Subpopulationen peripherer Immunzellen zum
Diagnosezeitpunkt der betrachteten Demenzen von denen gesunder, gleichaltriger Menschen
unterscheiden. Zusatzlich sollten weitere, moglicherweise beeinflussende Faktoren, wie Alter
der Probanden, Geschlecht, MMST und Q-Albumin fur die Uberpriifung der Blut-Liquor-

Schranken-Integritat ermittelt werden.

22



2 Material

2.1 Allgemein verwendete Materialien

2.1.1 Laborgerate

Pipetten
Reagenzglasschiittler
Zentrifugen

Durchflusszytometer

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Verschlussfolie

Pipettenspitzen

Blutentnahmeset

Blutentnahmerohrchen

FACS-Rohrchen (Rundboden, 5 ml)

Zentrifugenréhrchen

(Spitzboden, 15 ml und 50 ml)

Material

Eppendorf, Hamburg
VWR International, Radnor, USA
EBA 20, Hettich Zentrifugen, Tuttlingen

Becton Dickinson LSR Fortessa Cell
Analyzer, BD Biosciences, USA

Parafim M, Bemis Flexible Packaging,
Neenah, USA

Eppendorf, Hamburg

BD Safety-Lok, Becton Dickinson,
Heidelberg

BD Vacutainer, Becton Dickinson,
Heidelberg

Falcon, Corning Incorporated, Corning,
USA

Cellstar, Greiner Bio-One, Frickenhausen
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2.2 Material fur die Fluoreszenzféarbung

2.2.1 Reagenzien

Erythrozytenlyselésung

FoxP3 Farbepuffer-Set
(Fix/Perm Verdlnnungsmittel,
Fix/Perm Konzentrat,

Perm Konzentrat, 10-fach)
Albumin (aus Rinderserum)

Phosphate Buffered Saline (PBS) Dulbecco

2.2.2 Pufferansetzungen

Erythrozytenlysepuffer (10 mi):

1 ml Erythrozytenlyseldsung

9 ml Aqua dest.

Material

BD FACS Lysing Solution, BD

Biosciences, Heidelberg

eBioscience, Frankfurt/Main

Sigma-Aldrich, Buchs, Schweiz

Biochrom, Berlin

FoxP3 Fixierungs-/Permeabilisierungspuffer (100 ub):

25 pl Fix/Perm Konzentrat
75 pl Fix/Perm Verdinnungsmittel

FoxP3 Permeabilisierungspuffer (1ml):

100 pl Perm Konzentrat, 10-fach
900 pl Aqua dest.

FACS-Puffer:
0,05 g Albumin (aus Rinderserum)

50 ml PBS Dulbecco
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2.2.3 Leukozyten-Antikorper

Bezeichnung

FITC Mouse-
Anti-Human
HLA-DR

PE Mouse-
Anti-Human
CD3

Anti-Human
CD14 APC-
eFluor 780

Anti-Human
CD19 eFluor
450

Anti-Human
CD56 APC

Anti-Human
CD69 PE-Cy7

Anti-
Human/NHP
CD25 PE

Anti-Human
FoxP3 APC

Anti-Human
CD197(CCRY7)
PE

Anti-Human
CD45RA APC

Anti-Human
CD45R0O
FITC

Anti-Human
CD4 eFluor
450

Anti-Human
CD8a PE-Cy7

Hersteller

BD
Pharmingen,
Heidelberg

BD
Pharmingen,
Heidelberg

eBioscience,
Frankfurt/Main

eBioscience,
Frankfurt/Main

eBioscience,
Frankfurt/Main

eBioscience,
Frankfurt/Main

eBioscience,
Frankfurt/Main

eBioscience,
Frankfurt/Main

eBioscience,
Frankfurt/Main

eBioscience,
Frankfurt/Main

eBioscience,
Frankfurt/Main

eBioscience,
Frankfurt/Main

eBioscience,
Frankfurt/Main

Katalognummer

555811

555340

47-0149-42

48-0198-42

17-0567-42

25-0699-42

12-0257-42

17-4776-42

12-1979-42

17-0458-42

11-0457-42

48-0047-42

25-0087-42

Zellklon

G46-6

UCHT1

61D3

SJ25C1

CMSSB

FN5O

CD25-4E3

PCH101

3D12

HI100

UCHL1

SK3

SK1

Panel

2,3

2,3

Material

Menge pro
Farbung

0,5 ul

0,5 ul

0,5 ul

0,8 pl

0,8 ul

0,8 ul

0,2 ul

0,8 ul

0,8 ul

0,8 ul

0,8 ul

0,5 ul

0,5 ul
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Material

Rat IgG2a k eBioscience,  12-4321-41 eBR2a 12,3 0,5 ul
Iso Control PE Frankfurt/Main

Rat 1IgG2a k eBioscience,  17-4321-41 eBR2a 12,3 0,5 ul
Iso Control Frankfurt/Main

APC

Mouse IgG1 k  eBioscience,  47-4714-80 P3.6.28.1 1 0,5 ul
Iso Control Frankfurt/Main

APC-eFluor

780

2.2.4 Panel-Zusammenstellung

Tabelle 1. Panel-Zusammenstellung mit jew. Leukozyten-Antikdrpern

Panel

Leukozyten-Antikorper

1

HLA-DR, CD3, CD14, CD19, CD56, CD69

2

CD4, CDS8, CD25, FoxP3

3

CD4, CD8, CD45RA, CD45R0,CCR7

Aufgefihrt sind die jeweilig in Panel 1 bis 3 verwendeten Leukozyten-Antikérper. Die Aufteilung erfolgte

zur Minimierung der Uberlappung von Licht-Emissionsspektren und damit zur Verbesserung der

Detektionsgenauigkeit bei 3-Laser-Durchflusszytometer-Setup.

2.3 Software

FACS-Software

Statistik-Software

Literaturverwaltung

BD FACS DIVA Software Version 6.1.3, Firmware Version 1.9
(BDLSRII), BD Biosciences, USA

R Version 3.4.1 — Single Candle (2017-06-30)

Citavi Version 5.2.0.8, Swiss Academic Software GmbH,

Schweiz
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2.4 Patienten und Probanden

Die Studie erfolgte unter der Achtung geltenden Rechts, der Deklaration von Helsinki und der
lokalen Ethikkomission (Ethikantragsnummer 30/13). 60 Alzheimer-Demenz-Patienten (34
weiblich, 26 méannlich, Durchschnittsalter 79,9 Jahre), 20 vaskulare Demenz-Patienten (15
weiblich, 5 mannlich, Durchschnittsalter 78,4 Jahre) und 12 frontotemporale Demenz-
Patienten (6 weiblich, 6 méannlich, Durchschnittsalter 76,8 Jahre) wurde jeweils 10 ml Blut
entnommen. 24 gesunde Probanden (17 weiblich, 7 mannlich, Durchschnittsalter 69,8 Jahre),
welche nicht an psychiatrischen oder neurologischen Erkrankungen litten, dienten als
Kontrollen. lhnen wurde ebenfalls 10 ml Blut entnommen. Alle demographischen Daten
kénnen Tabelle 2 (siehe unter 4.1.) entnommen werden. Ein Grof3teil des gewonnnen Blutes
wurde dabei zu Routine-Laboruntersuchungen im Rahmen der Demenz-, Differential- und
Ausschlussdiagnostik verwendet, wahrend nur etwa 150 pl Blut fur die eigentliche

immunologische Farbung aufgewandt wurde (siehe unten).

Eine Einverstandniserklarung seitens Patienten und Probanden war zwingende
Voraussetzung zur Teilnahme. Allen Personen wurde die anonymisierte wissenschaftliche
Verwendung des Probenmaterials schriftlich sowie mindlich erlautert. Hiernach erfolgte die

schriftliche Zustimmung durch die Teilnehmer bzw. deren gesetzliche Vertreter.

Zu den Einschlusskriterien zahlten das Alter der Patienten bzw. Probanden von 46 bis 93

Jahren und die oben genannten Diagnosen nebst vorliegender schriftlicher Einwilligung.

Ausschlusskriterien bestanden im Vorliegen immunologischer, infektioser und traumatischer
Begleiterkrankungen sowie terminaler Erkrankungen, welche etwaige Einfliisse auf das Gehirn
haben. Tumorleiden wurden anamnestisch und durch ein Routinelabor ebenso
ausgeschlossen wie schwere Leber-, Nieren-, Herz- oder Lungenerkrankungen. Zudem wurde
sichergestellt, dass im Vorfeld der Untersuchung und zum Abnahmezeitpunkt keinerlei
Behandlung der Patienten mit Antidementiva oder immunsuppressiven bzw. -modulierenden
Substanzen wie bspw. Cortison erfolgte. Bei Nichteinwilligung in das Geschehen erfolgte

ebenso ein Ausschluss.
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Die Diagnose der jeweiligen Leiden und die damit einhergehende Gruppeneinteilung erfolgte
gemalR den Kklinischen Diagnosekriterien nach NINCDS-ADRDA fir AD-Patienten, nach
NINDS-AIREN-Kriterien  fur  VD-Patienten bzw. nach klinisch-diagnostischen

Konsensuskriterien (nach Neary et. al 1998) der frontotemporalen Demenz fir FTD-Patienten.

Alle Demenzpatienten wurden im Rahmen der Diagnosestellung und des Ausschlusses
etwaiger Differentialdiagnosen neuropsychologischen Testungen einschlie3lich dem Mini-
Mental-State-Test unterzogen. Aul3erdem wurde bei fast allen Patienten eine
Magnetresonanztomographie des Schadels (cMRT) durchgefiihrt. Zusatzlich wurde Blut fur
Routinelabor (inklusive Differentialblutbild, CRP, Glukose, Blutfette, Leberenzyme und
Schilddrisenhormone) abgenommen. Eine Liquorpunktion wurde ebenfalls unter Beachtung
von etwaigen Kontraindikationen durchgefihrt. Bei Kontrollprobanden wurde weiterhin ein
M.I.N.I.-Test (Mini-International Neuropsychiatric Interview, [118]) zum Ausschluss von

psychiatrischen Erkrankungen erhoben.
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3 Methoden
3.1 Allgemeines Procedere

Bei allen Probanden wurde unter Einhaltung eines mdglichst ahnlichen Zeitfensters, meist
zwischen 7 und 8 Uhr, eine Blutentnahme durchgefuhrt. Dies geschah einerseits fir die
Bestimmung der Laborparameter im Rahmen eines Routinelabors und andererseits fur die
immunzytologische Aufarbeitung, welche sofort nach Entnahme des Blutes begann.
AulRerdem wurde zeitnah eine Liquorpunktion von etwa 15 ml zur Differential- und
Ausschlussdiagnostik (u.a. Berechnung des AR 1-42/1-40 Quotienten) bzw. zur Bestimmung
des Q-Albumin-Quotienten vorgenommen (siehe Abschnitt 3.6.). Die Liquorproben zur
Routinediagnostik wurden direkt nach Gewinnung ungekuhlt in Polypropylenrdhrchen dem
Institut fir Klinische Chemie und dem Liquorlabor der hiesigen neurologischen Klinik zur
sofortigen Diagnostik tberstellt.

3.2 Féarbeprotokoll fur Durchflusszytometrie von EDTA-Blut (extrazellul&r)

Zur immunologischen extrazellularen Farbung wurden je 50 pl EDTA-Vollblut in 1 FACS-
Rohrchen pro Panel 1 und 3 pipettiert (Zusammenstellung der Panel siehe Abs. 2.2.4.). Hierauf
erfolgte jeweils die sorgféltige Hinzugabe von definierten Antikérpermengen, welche unter
Abschnitt 2.2.3. aufgefuhrt sind. Nach vorsichtigem, kurzzeitigem Vortexen inkubierten die
FACS-Rd&rchen in einem geeigneten Transportsystem fur 15 Minuten bei Raumtemperatur (20
°C) in einer Dunkelkammer. Danach wurden je 450 pl Erythrozytenlysepuffer hinzu pipettiert.
Alle Pufferansetzungen sind unter 2.2.2. einzusehen. Auf weiteres vorsichtiges und kurzes

Vortexen folgte eine 30-minultige Inkubationszeit bei Raumtemperatur in der Dunkelkammer.

3.3 Féarbeprotokoll fur Durchflusszytometrie von EDTA-BIut (intrazellular)

Zunachst wurde die extrazellulare immunologische Farbung fur CD4, CD8 und CD25 gemali
dem extrazellularen Féarbeprotokoll fur Panel 1 und 3 durchgefihrt. Weil mit Panel 2 jedoch
der Transkriptionsfaktor FoxP3 untersucht werden sollte, schloss sich eine intrazellulare

Farbung an.

Nach der Erythrozytenlyse und 30-minutiger Inkubationszeit wurde das jeweilige FACS-
Rohrchen bei 500 g fiir 5 Minuten zentrifugiert (gewaschen). Der Uberstand wurde verworfen.
Die Zentrifugation wurde nach Zugabe von 1 ml FACS-Puffer mit gleichen Parametern
wiederholt und der Uberstand erneut entfernt. Auf das verbliebene Zellpellet wurden 100 pl
FoxP3 Fixierungs-/Permeabilisierungspuffer pipettiert. Eine Inkubationszeit von 30 Minuten
bei Raumtemperatur in der dunklen Kammer schloss sich an. Nach zweimaligem Waschen

der Probe mit je 1 ml FoxP3 Permeabilisierungspuffer pro Réhrchen erfolgte die Aufnahme
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des FoxP3-Antikorpers in 100 pl FoxP3 Permeabilisierungspuffer, welcher sogleich auf die
Zellprobe pipettiert wurde. Einer weiteren 30-minttigen Inkubation bei Raumtemperatur im
Dunklen folgend wurde die Probe zweimalig mit je 1 ml FACS-Puffer gewaschen, bevor pro
Roéhrchen 300 pl FACS-Puffer zugefugt wurde.

3.4 Durchflusszytometrische Messung

Alle Rohrchen wurden mit Parafilm verschlossen und, in einem Transportsystem
untergebracht, unverziglich nach Abschluss des Farbeprozesses in das Institut fir Molekulare
und Klinische Immunologie transportiert. Die Messungen am FACS wurden unmittelbar
durchgefuihrt, um eine mdgliche Beeintrachtigung der Proben auszuschlieBen. Auf eine
ausreichende Spulung des Gerates vor und nach den Messungen wurde genau geachtet, um
Verunreinigungen durch jeweils vorhergehende Experimente zu vermeiden. Die
Zytometerkonfiguration sowie die Laser- und Spannungsparameter-Einstellungen wurden von
Dr. rer. nat. Robert Hartig, dem Leiter der Sektion ,Mehrdimensionale Mikroskopie und
zellulare Diagnostik® des ,Zentrums flr zelluldre Bildgebung und innovative
Krankheitsmodelle® im Institut fir Molekulare und Klinische Immunologie Magdeburg
vorgenommen. Die Spannungsparameter sind fir die jeweiligen Panels spezifisch und
wurden, wie die globalen Laser- und Zytometerkonfigurationen, wahrend des gesamten
Messzeitraums nicht verandert. Zur Etablierung jener Zytometerkonfigurationen diente die
Kalibierung mithilfe von Negativ- und Isotypenkontrollen, welche unter Abschnitt 2.2.3.
aufgefuihrt werden. Fir den Gating-Prozess sowie die Erhebung der zytometrischen Daten

wurde das Programm FACS DIVA 6.1.3 verwendet (siehe unten).
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3.5 Datenanalyse per Durchflusszytometrie

Nach Akquisition einer Probe wurde anhand der Streuung des Lichts das erste Gating nach
GroRe (Forward Scatter) und Granularitat (Side Scatter) der Zellen vorgenommen. Dieser
Schritt diente zur Diskriminierung von Lymphozyten, Monozyten und Granulozyten (siehe Abb.
1 linkes Bild). Je nach untersuchtem Panel wurden in einem weiteren Schritt die einzelnen
fluoreszenzmarkierten  Zellpopulationen nach  Fluoreszenzintensitat gegeneinander
aufgetragen und nach dem Gatingprozess die prozentualen Anteile an der Gesamtpopulation
errechnet (siehe Abb. 1). Aufgrund der hohen Zahl zu detektierender Zellpopulationen und der
unterschiedlichen Probenpraparierung fur extra- bzw. intrazellulare Immunmarker wurden
insgesamt 3 Immunpanel pro Proband erstellt (siehe auch 2.2.3. bzw. 3.). Beispiele fur

Gatingstrategien dieser Panels finden sich in den Anlagen (Abschnitt 8.2.).
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Abbildung 1: Gatingstrategien von Dot-Plots einer Durchflusszytometrie am Beispiel von Panel 1.
Linkes Bild: Mittels Forward Scatter (FSC) auf der X-Achse sowie Side Scatter (SSC) auf der Y-Achse
kénnen noch ,ungefarbte” Leukozyten nach GréRe und Granularitat geordnet werden. Wahrend
Lymphozyten als eher kleine und wenig granulierte Zellen im Bild links unten imponieren (Feld P1), sind
Granulozyten als grof3e und stark granulierte Zellen eher im mittleren und rechts oberen Abschnitt zu
finden (Feld P3). Monozyten (Feld P4) nehmen eine Zwischenposition ein.

Rechtes Bild: Nach Gating der jeweiligen Zellpopulation (hier Lymphozyten) wurden mit HLA-DR und
CD19-Antikérpern markierte Lymphozyten gegeneinander aufgetragen. Je nach Auspragung der
Fluoreszenzmarkierung sind verschiedene Subpopulationen zu unterscheiden. Im rechten oberen
Quadranten (Q2-7) fluoreszieren die Zellen intensiv; sie sind somit HLA-DR und CD19 positiv. Im linken
oberen Quadranten (Q1-7) zeigen sich nur HLA-DR-positive Lymphozyten, wahrend im rechten unteren
Sektor (Q4-7) nur CD19-angefarbte Zellen vorhanden sind. Im linken unteren Quadranten ist dagegen

keine Zelle fur einen der beiden Marker positiv.
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3.6 Diagnostische Liquorpunktion

Aufgrund des Leber-exklusiven Produktionsortes von Albumin ist die Bestimmung der Blut-
Liguor-Schrankenfunktion tber die Quotientenbildung von Liquor-Albumin, welches allein per
Transsudation in den Liguor gelangen kann, und Serum-Albumin, méglich. Da im Rahmen des
normalen Alterungsprozesses die Schrankenfunktion generell abnimmt, wurden
altersabhangige Referenzwerte fir diesen Liguor/Serum-Albumin-Quotienten (Q-Albumin
genannt) zur Auswertung herangezogen. Allen Patienten wurde somit Liquor (CSF) per
lumbaler Liquorpunktion abgenommen, um mittels der Bestimmung des Q-Albumins mdgliche

Schrankenstoérungen zu detektieren [119].

3.7 Statistische Auswertungen

Die ermittelten Daten wurden zunachst mithilfe des Shapiro-Wilk-Tests auf Normalverteilung
geprift (Ergebnisse des Shapiro-Wilk-Tests nicht abgebildet). Da bei einem Grof3teil der
Ergebnisse die Nullhypothese einer Normalverteilung verworfen werden musste, wurden die
Gruppen mittels des Kruskal-Wallis-Tests (H-Test), einem nicht-parametrischen Test bei
unabhangigen Stichproben, auf signifikante Unterschiede getestet. Zum nachfolgenden,
paarweisen Vergleich zwischen der Kontrollgruppe und den jeweiligen Patientengruppen
wurde der Wilcoxon-Mann-Whitney-Test (U-Test) verwendet, welcher post-hoc mittels
Bonferroni-Methode korrigiert wurde. Korrelationsanalysen wurden mithilfe der Spearman-

Korrelation erstellt. Als Rechen- und Grafikprogramm diente R Version 3.4.1.

Ein p-Wert unter 0,05 wurde als signifikant (*) angesehen. P-Werte unter 0,01 wurden als sehr
signifikant (**) und Werte unter 0,001 als hoch signifikant (***) eingestuft. Ein p-Wert zwischen
0,05 und 0,1 wurde als statistischer Trend aufgefasst.
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4  Ergebnisse
4.1 Studienkohorte

Vollblut-Proben von 60 Alzheimer-, 20 vaskulare und 12 frontotemporale Demenz-Patienten
sowie von 24 Kontrollprobanden (siehe Tabelle 2) wurden untersucht. Von den 60 Alzheimer-
Demenz-Patienten waren 34 weiblichen und 26 mannlichen Geschlechts. Die Gruppe der
vaskuldren Demenz-Patienten bestand aus 15 weiblichen und 5 ménnlichen Patienten. 6
weibliche und 6 mannliche Patientinnen und Patienten bildeten die Gruppe der
frontotemporalen Demenz-Patienten. Von den Teilnehmern der Kontrollgruppe zahlten 17 zum
weiblichen und 7 zum méannlichen Geschlecht. Die Patienten der AD-Gruppe waren im Mittel
79,9 Jahre alt, wahrend das Alter der VD-Patienten 78,4 Jahre und der FTD-Patienten 76,8
Jahre betrug. Das mittlere Alter unterschied sich zwischen den Demenz-Gruppen nicht
signifikant voneinander (bspw. p = 1,000 zwischen AD und VD). Das mittlere Alter der
Kontrollprobanden belief sich auf 69,8 Jahre und war damit signifikant jinger als das
Alzheimer- und vaskulare Demenz-Erkrankten (p < 0,001 bzw. p = 0,007). Die Gruppe der
Kontrollprobanden erreichte bei der Mini-Mental-State-Testung einen Mittelwert von 28,6. AD-
Gruppen-Teilnehmer erzielten im Mittel 17,4; VD-Gruppenmitglieder 19,8 und FTD-
Gruppenteilnehmer 19,9 Punkte. Die Ergebnisse unterschieden sich zwischen den
Patientengruppen nicht signifikant (bspw. p = 0,705 zwischen AD und VD). Der Albumin-
Blut/Liquor-Quotient betrug bei Alzheimer-Patienten 8,8; bei Patienten mit vaskuléarer Demenz
15,3 und bei Patienten mit frontotemporaler Demenz 9,9. Statistisch signifikant niedriger fiel
das Q-Albumin bei AD-Patienten im Vergleich zu VD-Patienten aus (p = 0,047). Q-Albumin
wurde bei Kontrollprobanden nicht bestimmt, da eine Liquorpunktion bei diesen Teilnehmern

nicht indiziert war.
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Tabelle 2: Demographische Angaben sowie MMST und Q-Albumin

Alter [Jahre] | Geschlecht MMST Q-Albumin
Kontrolle
(n=24) 69,79+1242 m:7/w: 17 | 28,57 +2,25 -
AD (n=60) 79,88+7,16 | m:26/w:34 | 17,36 + 6,57 | 8,830 + 4,370
VD (n=20) 78,35+7,28 | m:5/w:15 | 19,80 +5,56 | 15,27 + 19,88
FTD (n=12) 76,83+6,22 | m:6/w:6 | 19,92+8,05 | 9,867 +£6,774
Statistik ANOVA Fisher exact ANOVA ANOVA
Test Wert F = 8,287 - F=19,517 F = 3,045
p-Wert <0,001*** 0,312 <0,001*** 0,053
AD-K <0,001*** 1,000 <0,001*** -
VD-K 0,007** 1,000 <0,001*** -
FTD-K 0,121 1,000 <0,001** -
VD-AD 1,000 1,000 0,705 0,047*

Demographische Angaben, Mini-Mental-State-Test-Ergebnis (MMST) und Albumin-Blut/Liquor-

Quotient (Q-Albumin) der Probanden in der Gegenuberstellung und im statistischen Vergleich

(Einzelgruppenvergleiche post-hoc jeweils Bonferroni-korrigiert).

4.2 Untersuchungsparameter

Zum Zeitpunkt der Diagnose wurde peripheres, vendses Blut von dementen Patienten auf
unterschiedliche prozentuale Verteilungen von peripheren Leukozyten-Subpopulationen
untersucht. Die errechneten Mediane wurden jeweils mit denen einer Kontrollgruppe gesunder

Probanden verglichen und statistisch ausgewertet.

Tabelle 3 (s. Anlagen, Abschnitt 8.1) zeigt, nach Leukozyten-Subpopulationen und Probanden-
Gruppen aufgeteilt, die Ergebnisse der Studie. Die untersuchten Immunzellen werden anhand
ihrer spezifischen Oberflichenmarker angegeben. Der Median entspricht dem prozentualen
Anteil der jeweiligen Population an der Leukozyten-Gesamtheit. Neben dem unteren und
oberen Quantil (0,25-Quantil bzw. 0,75-Quantil) wird au3erdem der p-Wert angegeben. Dieser
bezieht sich immer auf den jeweiligen Vergleich von AD-, VD- oder FTD-Gruppe mit der

Kontrollgruppe.

In den folgenden Abschnitten wird ndher auf die einzelnen Ergebnisse eingegangen.
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4.3 Verénderte leukozytére Verteilungsmuster des adaptiven Immunsystems

Hauptsachlich zeigte die Gruppe der Lymphozyten zahlenméaRige Veranderungen (s. Tab. 3a).

So betrug der prozentuale Anteil an CD3+ T-Zellen der Kontrollgruppe im Median 31,10%, wie
in Abbildung 2 ersichtlich. Dieser Wert betrug bei AD-Patienten 28,85% (p = 0,489), bei VD-
Patienten 14,30% (p = 0,016) sowie bei FTD-Patienten 20,45% (p = 0,120). Dies spricht
insbesondere bei VD-Patienten fir eine signifikante Verminderung der peripheren T-
Lymphozytenzahl.

Unterteilt man T-Zellen in die zwei grof3en Subpopulationen der CD4+ T-Helfer- und CD8+ T-
Killerzellen, so werden auch bei diesen numerische Unterschiede wahrgenommen (siehe Abb.
2). CD4+ T-Zellen machten bei Kontrollprobanden 22,10% der Leukozyten aus. Bei Alzheimer-
Demenz-Patienten verringerte sich der Anteil auf 16,70% (p = 0,175), bei vaskulare Demenz-
Patienten deutlich auf 9,15% (p = 0,008) und bei Patienten mit frontotemporaler Demenz auf
11,90% (p = 0,276). Ein bei VD- und FTD-Patienten &hnliches, jedoch nicht so deutliches
Muster galt fir CD8+ T-Lymphozyten: betrug der prozentuale Anteil an der Leukozyten-
Gesamtzahl in der Kontrollgruppe 11,40%, so sank der Wert in der VD-Gruppe auf 4,20%
(p = 0,056) bzw. 8,35% (p = 0,356) in der FTD-Gruppe. In der AD-Gruppe blieb der Anteil
nahezu konstant bei 12,00% (p = 1,000).

Die prozentuale Haufigkeit der CD19+ B-Lymphozyten fiel in der VD-Gruppe signifikant: von
3,80% der Kontrollgruppe auf 1,65% (p = 0,005). Nur geringfiigige Verminderungen zeigten
sich in der AD-Gruppe auf 3,15% (P = 0,222) bzw. 1,85% (p = 0,118) in der FTD-Gruppe.
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Abbildung 2: Box-Plot-Darstellung des prozentualen Anteils von T-Lymphozyten (CD3+) und B-
Lymphozyten (CD19+) an der Leukozytenpopulation im Blut von Patienten mit Alzheimer (AD)-,
vaskulérer (VD)- oder frontotemporaler (FTD) Demenz im Vergleich zu einer Kontrollgruppe gesunder
Probanden (obere Reihe). T-Lymphozyten lassen sich zusatzlich in CD4+ (Helfer-) und CD8+ (Killer-)
T-Zellen unterteilen (untere Reihe). VD-Patienten zeigten eine klar verminderte Anzahl an T- und B-
Zellen. Bei an Alzheimer-Demenz Erkrankten fand sich eine gering verminderte B-Zell-Population sowie
eine dhnliche Entwicklung bei CD4+ T-Lymphozyten. FTD-Patienten zeigten ebenfalls niedrigere CD3+
und CD19+ Lymphozyten- bzw. T-Helfer-Zellzahlen ohne statistische Signifikanz. [Whisker bis 1,5x IQR]
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4.4 Populationsverschiebungen im angeborenen Immunsystem

Neben dem adaptiven Immunsystem wurden auch Verdnderungen im angeborenen Teil der
humanen Immunabwehr registriert (s. Tab. 3b; Abb. 3): erschien das Verteilungsmuster der
CD14+ Monozyten von Kontroll-, AD- und FTD-Gruppe unverandert (Kontrollgruppe: 73,40%,
AD-Gruppe: 71,55% [p = 1,000], FTD-Gruppe: 73,95% [p = 1,000]), so zeigte sich bei
vaskulare Demenz-Patienten eine signifikante Reduktion auf 59,80% (p = 0,020). Der Anteil
CD56+ naturlicher Killerzellen war ebenfalls mit 3,50% (p = 0,012) innerhalb der VD-Gruppe
signifikant vermindert (Kontrollgruppe: 6,50%, AD-Gruppe: 6,00% [p=1,000], FTD-Gruppe:
5,60% [p=1,000]). Auf die Population der aktivierten Monozyten wird in Abschnitt 4.5.2

eingegangen.
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Abbildung 3: Anteil von Monozyten (CD14+) und natirlichen Killerzellen (CD56+) an der
Leukozytenpopulation im Blut von Kontrollprobanden und Demenzpatienten. Sowohl Monozyten als
auch NK-Zellen kamen im peripheren Blut der Patientengruppe mit vaskuldrer Demenz signifikant

vermindert vor.

4.5 Unterschiede in der Expression von CD25, CD69 und HLA-DR

Die Marker CD25, CD69 und HLA-DR dienen als Indikator flur verschiedene
Aktivierungsstadien von Leukozyten, in diesem Fall Monozyten, T- und B- Lymphozyten. Die
Expression derselben kann in den folgenden Unterpunkten sowie den Abbildungen 4a, b und

Tabelle 3a, b nachvollzogen werden.
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45.1 Verteilungsmuster aktivierter T-Lymphozyten

Zwischen den untersuchten Gruppen wurden beziglich der CD25+CD4+ T-Lymphozyten
keine signifikanten Unterschiede festgestellt (Kontrollgruppe: 38,85%, AD-Gruppe: 38,65%
[p = 1,000], VD-Gruppe: 33,35% [p = 0,953], FTD-Gruppe: 49,80% [p = 1,000]). Siehe auch
Abbildung 4a. Jedoch war der Anteil an CD25+CD8+ T-Zellen bei Patienten mit vaskularer
Demenz mit 3,80% tendentiell niedriger als bei der Kontrollgruppe mit 8,30% (p = 0,066). Bei
Patienten mit Alzheimer-Demenz (7,40%, p = 1,000) und frontotemporaler Demenz (4,40%,

p = 1,000) blieb dieser Anteil unverandert.
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Abbildung 4a: T-Lymphozyten der CD4+ und CD8+ Reihen, welche den Aktivierungs- und
Uberlebensmarker CD25 exprimieren, im relativen Gruppen-Vergleich. Der Anteil von CD25+CD8+ T-

Zellen (rechtes Bild) war bei Patienten mit vaskularer Demenz statistisch tendentiell erniedrigt.

4.5.2 Verteilungsmuster aktivierter B-Lymphozyten bzw. Monozyten

Innerhalb der CD19+ B-Zell-Population konnte keine verdnderte Expression des friihen
Aktivierungsmarkers CD69 bei allen getesteten Gruppen beobachtet werden (VD-Gruppe:
1,60% [p = 0,188] im Vergleich zur Kontrollgruppe: 3,66%, AD-Gruppe: 2,08% [p = 1,000],
FTD-Gruppe: 2,74% [p = 1,000]). CD69-positive T-Lymphozyten wurden in den getesteten
Demenz-Gruppen ebenso in unverénderter Grol3enordnung nachgewiesen (Kontrollgruppe:
4,17%, AD-Gruppe: 3,49% [p = 1,000], VD-Gruppe: 3,39% [p = 0,909], FTD-Gruppe 3,89%
[p = 1,000]). Diese Daten sind nicht graphisch abgebildet.

B-Lymphozyten aller untersuchten Gruppen wiesen eine niedrigere HLA-DR-Expression im
Vergleich zu jenen der Kontrollgruppe auf (Abb. 4b, links unten), wobei sich die Reduktion bei
VD-Patienten am stérksten prasentierte (Kontrollgruppe: 3,70%, AD-Gruppe: 2,95% [p =
0,125], VD-Gruppe: 1,60% [p = 0,003], FTD-Gruppe: 1,70% [p = 0,071].
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Keine signifikante Veranderung wurde hinsichtlich der Expression von HLA-DR durch CD3+
T-Lymphozyten registriert (Abb. 4b, oben). Bildeten durchschnittlich 3,78% der T-Zellen von
Kontrollprobanden HLA-DR an ihrer Oberflache aus, so sank dieser Anteil bei Patienten mit
vaskularer bzw. frontotemporaler Demenz geringfiigig auf 2,92% (p = 1,000) bzw. 3,59% (p =
1,000). Bei Alzheimer-Demenz-Patienten wurde ein marginaler Anstieg auf 4,22% (p = 0,794)
festgestellt.

CD14+ Monozyten exprimierten HLA-DR in der Kontrollgruppe zu 82,45% (Tab. 3b und Abb.
4b, rechts unten). Wahrend dieser Prozentanteil mit 70,42% in der AD-Gruppe (p = 0,944) und
65,63% in der FTD-Gruppe (p = 0,561) kaum reduziert erschien, war bei Patienten mit
vaskularer Demenz eine deutlichere, tendentiell signifikante Absenkung auf 61,35% zu

beobachten (p = 0,059).
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Abbildung 4b: Anteil der HLA-DR-exprimierenden B-Lymphozyten (CD19+) an der Gesamtheit der
Leukozyten (links unten) sowie Anteile der HLA-DR positiven T-Lymphozyten (CD3+, oben) und
Monozyten (CD14+, rechts unten) an der jeweiligen Subtypen-Gesamtheit. Monozyten von VD-
Patienten wiesen eine tendentiell niedrigere HLA-DR-Ausbildung im Vergleich zu jenen der

Kontrollgruppe auf (p = 0,059).
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4.6 Demenz-assoziierte proportionale Verschiebungen von naiven und T-Gedachtniszellen

Anhand der Ausbildung von Isoformen des CD45-Antigens kénnen T-Lymphozyten in Stadium
und Funktion unterschieden werden (siehe auch Abs. 1.1.2): CD45RA+ T-Zellen sind im
Wesentlichen naiver oder effektorischer Natur, wahrend CD45RO+ T-Lymphozyten
Gedachtniszellen sind. Eine genauere Einteilung gelingt Gber den Chemokin-Rezeptor CCR?7,
der fur Migrationsprozesse der Lymphozyten in Richtung sekundarer lymphatischer Organe
bendtigt wird. Dies betrifft naive T-Zellen (CD45RA+CD45R0-CCR7+) und zentrale T-
Gedachtniszellen (CD45RA-CD45R0+CCR7+). Kein CCR7-Antigen besitzen Effektor-Zellen
(CD45RA+CD45R0-CCR7-) und Effektor-T-Gedachtniszellen (CD45RA-CD45R0+CCR7-).

Wie Abbildung 5a zu enthnehmen ist, wurde im peripheren Blut gesunder Probanden zu 2,40%
naive CD4+ und zu 5,20% naive CD8+ T-Lymphozyten nachgewiesen. Insbesondere bei
Alzheimer-Demenz-Patienten wurden Veranderungen dieser relativen Zahlen festgestellt (s.a.
Tab. 3c). Naive CD4+ Zellen fielen auf 2,20% bei AD-Patienten (p = 0,952), 1,75% bei VD-
Patienten (p = 0,743) bzw. imponierten unverandert mit 2,60% (p = 1,000) bei FTD-Patienten.
Eine signifikante Reduktion der naiven CD8+ T-Zellzahl auf 2,10% wurde in der AD-Gruppe
beobachtet (p = 0,003). Die Zahlen der VD-Gruppe zeigten Ahnlichkeiten zur Entwicklung der
oben genannten naiven CD4+ T-Zellzahlen (VD-Gruppe: 3,60% [p = 0,566]). Keine
Anderungen wurden fir naive CD8+ T-Zellen von FTD-Patienten registriert (FTD-Gruppe:
6,40% [p = 1,000]). Abbildung 5b illustriert beispielhaft die naive CD8+ Zellpopulation im
Gruppenvergleich anhand von FACS-Dot-Plots.
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Abbildung 5a: Naive T-Zellen im prozentualen Gruppen-Vergleich. Eine signifikante Reduktion der
naiven CD8+ T-Zellzahl wurde in der AD-Gruppe beobachtet (rechtes Bild).
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Das mittlere Verhaltnis von naiven zu Ged&chtniszellen der CD4+ T-Zellreihe betrug bei
Kontrollpatienten 0,80. Dieser Wert verringerte sich bei AD-Patienten auf 0,43 (p = 0,041),
wahrend keine nennenswerten Veranderungen bei FTD-oder VD-Patienten registriert wurden.
Das Verhdltnis von naiven zu Gedachtniszellen der CD8+ T-Zellpopulation blieb bei allen

untersuchten Demenzformen ahnlich zur Kontrollgruppe.
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Abbildung 5b: Vergleichende Dot-Plots von CD8+ Lymphozyten, welche per Expression von CCR7
bzw. CD45RA in ihrer Subspezifitat unterteilt werden kdnnen. Quadrant Q2-8 visualisiert jeweils den
Anteil naiver, d.h. CCR7+CD45RA+CD8+ T-Lymphozyten, an der Gesamtheit. Im Beispiel zeigt sich bei
einem Kontrollprobanden (linkes oberes Bild) ein Anteil von 13,8%. Bei einem Alzheimer-Demenz-
Patienten (rechtes oberes Bild) betragt dieser hingegen nur 2,6%; eine signifikante Reduktion. Die
gleiche Zellreihe umfasst am Beispiel eines vaskularen Demenz- Patienten (links unten) 9,6% und bei

einem Patienten mit frontotemporaler Demenz 6,0% (rechts unten).
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Bei Alzheimer Demenz-Patienten wurde ein kleiner Anstieg von CD4+ Effektor-T-
Gedachtniszellen gesehen (54,85%), vergleicht man mit der Kontrollgruppe (45,50%, p =
0,114) - siehe Abbildung 5c, Bild a. Die Gruppe der vaskularen bzw. frontotemporalen Demenz
zeigte diesbezlglich keine Unterschiede zur Bezugsgruppe (49,55% [p = 1,000] bzw. 52,35%
[p =1,000]).

Letzteres trifft ebenso fur CD8+ Effektor-T-Gedéachtniszellen zu (Kontrolle: 22,05%, AD-
Gruppe: 21,20% [p = 1,000], VD-Gruppe: 20,50% [p = 1,000], FTD-Gruppe: 16,35% [p =
1,000)).
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Abbildung 5c: Effektor-T-Gedéachtniszellen (Bilder a,b) und zentrale T-Gedachtniszellen (Bilder c,d)
der CD4+ und CD8+ T-Zell-Klassen. Bei Alzheimer Demenz-Patienten wurde ein geringer, nicht-

signifikanter Anstieg von CD4+ Effektor-T-Gedéachtniszellen gesehen (Bild a).
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CD8+ zentrale T-Gedéachtniszellen (Abb. 5c, Bild d) imponierten mit 0,70% innerhalb der AD-
Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe mit 0,85% kaum verandert (p = 0,421). Ahnlich verhielt
sich auch die VD-Gruppe mit 0,80% (p = 1,000). Im Blut der frontotemporale Demenz-Gruppe
kam es zu einem geringen Anstieg des Wertes (1,20%, p = 0,745). CD4+ zentrale T-
Gedachtniszellen waren in allen Gruppen kaum prozentual verschieden (Kontrolle: 2,80%, AD-
Gruppe: 2,50% [p = 1,000], VD-Gruppe: 2,00% [0,932], FTD-Gruppe: 2,70% [p = 1,000]).

Betrachtet man die Population der CD4+ Effektor-T-Zellen (Abb. 5d) bei AD-Patienten, zeigte
sich ein geringer Abfall der relativen Zellzahl auf 24,70%, im Gegensatz zu 36,20% der
Kontrollpopulation (p = 0,115). Zellen der FTD-Gruppe waren nicht betroffen (30,60%, p =
0,821); jene der VD-Gruppe ebenso nicht (30,50%, p = 1,000).

Auf Seiten der CD8+ Effektor-T-Zellen war das umgekehrte Phdnomen zu beobachten: der
prozentuale Wert nahm bei Alzheimer Demenz-Patienten im Rahmen eines statistischen
Trends, bei vaskulare Demenz-Patienten weniger deutlich zu (Kontrolle: 32,20%, AD-Gruppe:
48,70% [p = 0,077], VD-Gruppe: 42,70% [p = 0,257]). Statistisch am geringsten zeigte sich der
Effekt bei FTD-Patienten (50,95%, p = 0,745).

CCR7-RA+CD4+ CCR7-RA+CD8+
o
F -
° -
S -
— o
S
Z 81 F 8-
3 . ° 5 —_ |
85 o 4 | 85 & 1 I I
A et 2 o
¥ ' ! I x g4 — !
I':- o _| I l’*:- |
m < A m N P
(@] QO o
(&) O = 7
T
< - I 1 \ o X 1 | T
! I N7 I | o !
1 1 .
o 4 1 o 4 —— —
T T T T T T T T
Kontrolle AD VD FTD Kontrolle AD VD FTD

Abbildung 5d: CD4+ und CD8+ Effektor-T-Lymphozyten im relativen Vergleich zwischen Kontroll-
und Demenzgruppen. Die Population der CD4+ Effektor-T-Zellen bei AD-Patienten imponierte etwas
dezimiert. Umgekehrt verzeichneten CD8+ effektorische T-Zellen von AD-Patienten einen tendentiell

signifikanten Anstieg.
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4.7 Regulatorische T-Zellen in verschiedenen Demenz-Formen

Der Immunmarker FoxP3 wird zur Detektion von regulatorischen CD4+ oder CD8+ T-Zellen
verwendet.  Prozentuale  Unterschiede dieser Leukozyten-Subklasse  zwischen
Kontrollprobanden und den getesteten Gruppen lie3en sich nicht feststellen (Tab. 3d). CD4
positive Regulator-T-Zellen wurden zu 1,85% im Blut von Kontrollprobanden; zu 2,10% bei
AD-Patienten (p = 1,000); zu 2,40% bei VD-Patienten (p = 1,000) und zu 2,35% bei FTD-
Patienten (p = 1,000), anteilig am leukozytaren Gesamtbild, konstant gesehen. Frih aktivierte
regulatorische Zellen derselben Reihe machten 5,80% bei Kontrollen aus. Bei AD-, VD- und
FTD-Patienten verringerte sich dieser Anteil allenfalls leicht auf 4,40% (p = 1,000), 5,30% (p =
1,000) und 4,20% (p = 1,000).

Mit 0,45% regulatorischen CD8+ T-Lymphozyten bei den Kontrollen, 0,30% bei den VD-
Patienten (p = 1,000) sowie 0,40% bei den FTD-Patienten (p = 1,000) @hnelten sich die
Verteilungsmuster dieser Subpopulation stark. Alzheimer-Demenz-Erkrankte zeigten einen
ebenso unveranderten Wert von 0,45% (p = 1,000). Bei frih aktivierten FoxP3+CD8+ T-Zellen
zeigte sich mit 4,50% bei AD-Patienten (p = 1,000), 4,85% bei VD-Patienten (p = 1,000) bzw.
4,25% bei FTD-Patienten (p = 1,000) eine geringe Verminderung in Bezug auf den Kontrollwert
mit 5,60% ohne entsprechenden statistischen Effekt.
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4.8 Kaorrelationsanalysen

Um mogliche Zusammenhange zwischen Variablen wie Patientenalter, MMST und Q-Albumin
und den ermittelten Veranderungen der Leukozytenverteilung bei Demenzerkrankungen

bestimmen zu kbénnen, wurden Spearman-Korrelationstests durchgefthrt:

Wahrend bei AD-Patienten die meisten regressiven Populationsveranderungen mit dem
zunehmenden Alter korrelierten, bestanden bei FTD-Patienten vornehmlich positive
Korrelationen mit Q-Albumin. Nur wenige Assoziationen imponierten zwischen manchen T-

Zell-Subpopulationen bei vaskularer Demenz und MMST-Wertungen bzw. Alter (Tab. 4a).

Weiterhin wurde der Einfluss des Geschlechts der Probanden auf die Korrelation zwischen
Zellgruppenverteilung und Q-Albumin, MMST bzw. Alter Uberpruift:

Subpopulationen ménnlicher Probanden wiesen einige wenige, meist positive Korrelationen
zu Q-Albumin auf. Alterierende Zellpopulationen der NK-Zellreihe und der B- und T-
Lymhozytenreihe zeigten allerdings bei weiblichen Probanden deutliche positive Korrelationen
zu MMST-Werten und negative Korrelationen zum Alter (Tab. 4b).
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5 Diskussion
5.1 Allgemeine Betrachtungen

Das physiologische Gleichgewicht zwischen und innerhalb aller Immun-Komponenten
verschiebt sich im Lauf des Lebens. Infolge des ,Immunseneszenz“ getauften
immunologischen Alterungsprozesses verkleinern sich die Populationen naiver Immunzellen,
wahrend spat differenzierte Leukozyten einen immer grofReren Teil der Infektabwehr
ausmachen. Gleichzeitig verschlechtert sich die Antikorper-Qualitdt, welche von B-
Lymphozyten in zunehmend geringerer Zahl produziert werden. Weiterhin scheinen
Monozyten und Makrophagen bei sonst gesunden, alten Menschen eine unterschwellige,
chronische Entziindungsreaktion aufrecht zu erhalten. Das sog. ,Inflammaging“ und die
parallel verlaufende Immunseneszenz weisen auf gravierende Veranderungen des

Immunsystems im Alter hin.

Diese Entwicklungen wurden auch bei neurodegenerativen Erkrankungen, wie den
Demenzen, untersucht. Insbesondere die Alzheimer-Demenz wurde in zahlreichen Studien
auf veranderte zellulare Immunparameter im Rahmen einer Neuroinflammation beforscht
[47,120]. Die Ergebnisse bisheriger Forschungsarbeiten deuten auf eine Beteiligung des
Immunsystems an der dementiellen Pathogenese hin. Jedoch sind jene Ergebnisse bislang
sehr inhomogen und lassen keinen Rickschluss auf die zugrundeliegende Art der Demenz zu.

In dieser explorativen Arbeit wurde daher mittels einer kaum invasiven Methode ein mdglichst
breites Spektrum der peripheren Immunabwehr verschiedener Demenzformen abgebildet.
Vollblut von Patienten mit Alzheimer-, vaskularer bzw. frontotemporaler Demenz wurde in
Hinblick auf sich unterscheidende Verteilungen von Leukozyten der angeborenen und
erworbenen Immunabwehr untersucht und mit den entsprechenden Blutproben einer
Kontrollgruppe verglichen. Dabei zeigte sich bei jeder Demenzform ein differentes

Verteilungsmuster in jeweils unterschiedlich starken Auspréagungen.

5.2 Auswertung und Interpretation der Ergebnisse

5.2.1 Veranderungen im peripheren erworbenen Immunsystem

Das periphere erworbene Immunsystem von Alzheimer-Demenz-Patienten wurde in den
letzten Jahren hé&ufig untersucht. Jedoch fielen die Ergebnisse bislang ungleichmaRig aus. Es
wurden sowohl unverdnderte als auch reduzierte CD3+ T-Zell- und CD19+ B-Zell-
Prozentzahlen ermittelt [98,121]. PopulationsgroRen von CD8+ T-Zellen bei Alzheimer-
Demenz wurden gegeniber derer von Kontrollgruppen als unverandert beschrieben, wahrend
CD4+ T-Lymphozyten prozentual ebenso haufig wie bei Kontrollen [121] oder haufiger als
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diese vorkamen [122]. Die Verteilung von CD3+, CD4+ und CD8+ T-Zellen in der vorliegenden
Studie entspricht den Ergebnissen Speciales et al., welche keine Unterschiede in absoluter
und relativer Zellzahl im Vergleich zur Kontrollgruppe zeigten [121]. Kontrar zur Arbeit von
Lombardi et al., welche bei Alzheimer-Demenz geringere B-Zell-Populationen beschrieb [122],
blieb die relative PopulationsgroRe dieser Zellreihe in der aktuellen Studie nicht signifikant
verandert. Allerdings imponierten einzelne gréRengeminderte Subgruppen der B-
Lymphozyten (s. Abs. 5.2.4.), was somit Hinweise auf eine Beteiligung der B-Zell-Population
am Krankheitsgeschehen einer Alzheimer-Demenz geben kann und damit die Studie von

Lombardi et al. nicht prinzipiell konterkariert.

Eine umfassende und deutliche Reduktion von CD3+, CD4+ und CD8+ T-Zellen und CD19+
B-Zellen wurde indes bei Patienten mit vaskularer Demenz gefunden. Diese Form der Demenz
ist haufig mit Schlaganfallen assoziiert, welche infolge einer entzindlichen Reaktion
Gehirnlasionen verursachen koénnen. Jene Beobachtungen kontrastieren sich klar von
Ergebnissen Lombardis et al., die keinen Unterschied zur Kontrollgruppe offenbarten [122],
was eine gréRere Beeintrachtigung des zellularen Immunsystems bei der vaskularen Demenz

vermuten lasst als bisher angenommen.

Eher konstante Prozentzahlen von CD3+ T- und CD19+ B-Lymphozyten sowie CD4+ T-
Lymphozyten bei frontotemporaler Demenz weisen darauf hin, dass jene Zellpopulationen mit
geringerer Wahrscheinlichkeit an der zugrundeliegenden Pathologie dieser Demenzform
beteiligt sind — was jedoch aufgrund aktuell fehlender funktioneller Zelluntersuchungen nicht

sicher ausgeschlossen werden kann.

5.2.2 Maogliche Ursachen von Populationsverschiebungen

Grundlegend fir sinkende Fraktionszahlen insbesondere bei Alzheimer- und vaskularer
Demenz kénnen eine Reihe von Faktoren sein, die synergistisch Immunzellgefiige und
Immunantworten nachhaltig schadigen und so zum Teil die Pathogenese dementieller

Erkrankungen im Folgenden zu erklaren versuchen kénnen.

Die Ausbildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) fuhrt zu schweren Zelldestruktionen.
Der vaskuldre oxidative Stress, hervorgerufen durch jene Oxidantien und zerebrale
Hypoperfusion, tragt zur Pathologie nicht nur der vaskularen Demenz, sondern auch der
Alzheimer-Demenz bei [123]. Neben dem vaskuladren oxidativen Stress wurde auch fir
Amyloid-B, Tau-Proteine und das ApoE4 eine abtragliche Wirkung auf den mitochondrialen
Stoffwechsel gezeigt, der wiederum zur Produktion von ROS beitragt [124—127]. Dennoch ist
weiterhin unbekannt, ob reaktive Sauerstoffspezies Ursache oder Wirkung einer vermehrten

Amyloid-B-Akkumulation sind [128]. ROS sind aufRerdem in der Lage, stimulierend auf die
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Produktion von Chemokinen und proinflammatorischen Zytokinen wie IL-1, IL-6 und TNF-a
einzuwirken. Dies muindet in der Aktivierung von Mikroglia, die wiederum reaktive
Sauerstoffspezies generieren und den Teufelskreis damit schlieRen [129]. Bei Demenzen wie
der vaskularen und der Alzheimer-Demenz wurde Uber erhéhte proinflammatorische
Zytokinwerte, wie z.B. von IL-1, IL-6 und Alpha-1-Antichymotrypsin, berichtet [130-132]. Dabei
kénnen IL-1 und TNF-a apoptotisch auf Zellen wirken [133-135] und somit die registrierte

Reduktion von T- und B-Zellen dementiell Erkrankter vorantreiben.

Ein verringertes Potential zur Makroautophagie kdnnte als weiterer Mechanismus eine
veranderte Zusammensetzung der CD8+ T-Zellpopulation auslosen. Als Konsequenz der
inflammatorisch ausgelosten Immunantworten bei Alzheimer- und vaskularer Demenz werden
T-Zellen aktiviert. Diese flihren daraufhin physiologischerweise autophagozytotische Prozesse
in groBerem Ausmald durch, was sich allerdings bei den genannten Demenzformen negativ
auf die Zellzahl auswirken kénnte [136]. Jene Vermutung griindet sich auf der Beobachtung,
dass die Fahigkeit von Lymphozyten zur Autophagie generell in spaten Entwicklungsstadien
und im Alter signifikant abnimmt [137]. (Makro-)Autophagie ist ein Prozess zur
Aufrechterhaltung der Homoostase innerhalb einer Zelle, wobei unter hohem
Energieverbrauch ein Recycling von Zellstrukturen und -organellen statttfindet und somit ein
Uberleben dieser Zelle auch unter widrigen Bedingungen gewahrleistet werden kann. Dieser
Vorgang wird ebenfalls in CD8+CD28+ T-Zellen durch Antigen-vermittelte Aktivierung
induziert, was Arnold et al. kirrzlich belegen konnten [136]. CD8+CD28+ T-Zellen werden
entsprechend ihrer Aufgabe auch zytotoxische CD8+ T-Zellen genannt, welche eher im
jungeren Alter vorkommen. Das Ausmald der Autophagie konnte in jener Studie mittels
zusatzlicher Gabe von Rapamycin, einem mTOR (mammalian target of rapamycin)-
Antagonisten, welcher regulierend in die Immunzell-regulierende Protein-Homdostase
eingreift [139], bei dieser Zellpopulation noch gesteigert werden. Im Gegensatz dazu konnte
bei CD8+CD28- T-Zellen keine Autophagie induziert werden, weder mit noch ohne
Rapamycin. CD8+CD28- T-Zellen besitzen eher regulatorische Eigenschaften und werden
vornehmlich im hoéheren Alter und bei CMV-Infektionen detektiert [138]. Zudem konnten
Studien Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen dem Vorkommen dieser Subpopulation
und Atherosklerose [141] sowie dem Voranschreiten der Alzheimer-Demenz [143] aufzeigen.
Das kaum vorhandene Potential zur Makroautophagie und damit der nur geringen
Ermdglichung des Uberlebens dieser Immunzellen kénnte zu den bei Alzheimer- und
vaskularer Demenz beobachteten Populationsverschiebungen von CD8+ T-Zellen bzw. ihren

Untergruppen fihren.

Autoimmunitat und Neurodegeneration kénnten im Zusammenspiel an der Pathogenese von

Demenzen beteiligt sein. Der Zusammenhang zwischen beiden Prozessen wurde kiirzlich im
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Rahmen einer genetisch-epidemiologischen Studie belegt: Yokoyama et al. wiesen 8 Einzel-
Nukleotid-Polymorphismen nach, welche sowohl bei autoimmunen Krankheiten, wie Morbus
Crohn und Rheumatoide Arthritis, als auch bei Alzheimer-Demenz vorlagen [140]. Eine ganze
Reihe von Autoantikérpern wurden bislang mit AD in Verbindung gebracht. Dazu zahlen u.a.
Antikérper gegen das S100B-Protein sowie GFAP (saures Gliafaserprotein), welche in
Verbindung mit einer Erhéhung der Blut-Liquor-Schranken-Durchlassigkeit gebracht werden

und so die Migration von peripheren Leukozyten in das ZNS ermdglichen [142].

Neurotoxizitat durch chronisch proinflammatorische Immunprozesse mit Beteiligung des
peripheren Immunsystems kann pathophysiologisch mit einer gestérten Barrierefunktion der
Blut-Liquor-Schranke verbunden sein. Diese These wird durch mehrere Forschungsarbeiten
unterstiitzt, welche bei Alzheimer- und vaskularer Demenz eine erhohte
Schrankenpermeabilitdt nachwiesen [144-146]. Andere Autoren konnten jedoch bei
Alzheimer-Demenz-Patienten keine BLS-Stérung belegen [147,148]. Auch fir Demenzen
vaskularer Genese fand eine Forschungsgruppe nur bei Multi-Infarkt-Patienten ein erhdhtes
Q-Albumin [147].

Die in dieser Arbeit ermittelten Daten sprechen fir eine leichte bis mittlere Blut-Liquor-
Schrankenstérung bei allen untersuchten Demenz-Gruppen, wobei der Albumin-
Liguor/Serum-Quotient bei Patienten mit vaskularer Demenz die starkste pathologische
Auspragung zeigte. Ein signifikanter Unterschied zwischen den Demenzgruppen wurde jedoch
nicht festgestellt. Aufgrund fehlender Indikation fur die Durchflihrung einer méglicherweise
komplikationsbehafteten Liquorpunktion bei gesunden Patienten der Kontrollgruppe steht kein

diesbezuglicher Vergleich zur Verfligung.

Die Funktion der Blut-Liquor-Schranke wird in neurodegenerativen Erkrankungen auf
vielgestaltige Weise beeintrachtigt. Dazu gehdren mikrovaskulare Veranderungen wie die
verringerte Mesenchym Homebox 2 (MEOX2)-Gen-Expression, die eine Dichtereduktion von
Hirnkapillaren zur Folge hat [149] und gemeinsam mit anderen Rezeptorstérungen einen
verminderten zerebralen Blutfluss begtinstigt [150]. Der Transport von Glukose in das Gehirn
wird durch eine Reduktion von Glukosetransporter 1 (GLUT1)-Proteinen der BLS entschieden
beeintrachtigt [151,152]. So kann eine zerebrale Nahrstoffmangelsituation entstehen, welche
der auch im Alter so wichtigen Neuroplastizitat im Weg stiinde. Eine mangelnde Abraumung
von Neurotoxinen, insbesondere von Amyloid-3-42-Oligomeren, wird au3erdem beschrieben
und wird neben anderen Faktoren begrindet durch die reduzierte Ausbildung von den
Schrankenrezeptoren LRP-1 (low-density lipoprotein receptor-related protein-1) und Pgp (P-
Glycoprotein) [146]. Letztendlich kbnnen diese Veranderungen zur Akkumulation von Amyloid-
B bei Alzheimer-Demenz beitragen und bei frontotemporaler und vaskularer Demenz zu AB-

unabhangigen neurotoxischen Ereignissen fihren.
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Umgekehrt beglinstigt die Storung der BLS-Integritdt auch den nach peripher gerichteten
Transport von reaktiven Sauerstoff-Spezies und anderen entziindungsférdernden Stoffen aus
dem zentralen Nervensystem hinaus. In beiden Kompartimenten findet somit ein reger
Austausch von Triggersubstanzen und bspw. aktivierten T-Zellen statt, der in einer Art

Teufelskreis das Entziindungsgeschehen um Mikroglia herum befeuern kann.

Besonders betroffen von Zellreduktionen gegeniber dem von gleichalten, gesunden
Probanden zeigte sich das B-Zell-Kompartiment in den Ergebnissen aller tberpruften
Demenzformen, insbesondere der vaskuldren und der frontotemporalen Demenz. Forcierte
Apoptose durch ROS scheint ein Teilgrund fur diese Entwicklung zu sein [153]. Hierbei waren
HLA-DR+ B-Lymphozyten besonders stark betroffen. B-Zellen exprimieren HLA-DR konstitutiv
und sind dadurch zur Antigen-Prasentation befahigt — eine Eigenschaft, die je nach
Aktivierungszustand eine Induktion von inflammatorischen Immunantworten, aber
andererseits auch von Selbst-Toleranz, erméglicht [154]. Da im Lauf der Entwicklung einer B-
Zelle die Auspragung von HLA-DR auf ihrer Oberflache geringer wird, sind womdglich eher
naive Zellen vom Schwund bei dementiellen Syndromen betroffen. Weiterhin nimmt die HLA-
DR-Dichte auf B-Lymphozyten bei physisch verletzten Patienten ab, die eine Sepsis
entwickeln [155]. Hier konnte die systemische Inflammation, analog zum mdglichen
Geschehen bei Demenzen, eine Reduktion solcher B-Lymphozyten verursachen. Ahnliche
Beobachtungen wurden bei HIV-Patienten gemacht [156].

Bakterielle, virale und Pilzinfektionen stellen eine groRe Bedrohung fir den alternden
Organismus dar. Bei steigender genereller Anfalligkeit fir schwere Infektionserkrankungen im
Alter kann auch im nicht-akuten, primar asymptomatischen Fall die Blut-Liquor-Schranke
durch solche Erreger Schaden nehmen. Gemal Lovheim et al. verdoppelt sich annahernd das
Risiko fir die Entwicklung einer Alzheimer-Demenz bei einer reaktivierten Herpes simplex-
Infektion [157,158]. Mehrere bakterielle Krankheitserreger stehen ebenfalls im Verdacht,
neurodegenerative Prozesse auszuldsen. Infrage kommen Baktieren oraler Natur, wie
Fusobacterium nucleatum, Prevotella intermedia [159] oder mehrere Subspezies von
Treponemen [160]. Pilzinfektionen mit Candida glabrata oraler Herkunft wurden auf3erdem bei
einigen Alzheimer-Demenz-Patienten beschrieben [161]. Auch Bakterien, welche nicht Teil
des oralen Milieus sind, werden mit Demenzen assoziiert. Zu nennen sind Chlamydophila
pneumoniae [162], Treponema pallidum [163] und Borrelien — wobei die Beteiligung letzterer
kontrovers diskutiert wird [164,165]. Auch wenn bei der Probandenauswahl das
Vorhandensein einer Infektion zum Studienaussschluss fihrte, ist ein friher stattgehabter
Kontakt mit einigen genannten Erregern kaum auszuschlielen und somit in den Kreis der
Risikofaktoren aufzunehmen. Nicht zuletzt kbnnte dieser Kontakt die Zusammensetzung des

Immunsystems in groRem Mald verandert haben.
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5.2.3 Verdnderungen im peripheren angeborenen Immunsystem

Das periphere angeborene Immunsystem von Patienten mit vaskularer Demenz wies
drastische Veranderungen auf. Die Populationen von CD14+ Monozyten und auch HLA-
DR+CD14+ Monozyten erschienen deutlich dezimiert. Das Monozyten-Makrophagen-System
bildet eine erste Verteidigungsfront in der Pathogen-Abwehr. Es verbindet durch Antigen-
Prasentation das angeborene und erworbene Immunsystem und reguliert mittels HLA-DR-
Expression die Antwort des adaptiven Systems. Der Verlust von Monozyten und speziell HLA-
DR+CD14+ Zellen konnte zu einer erhohten Anfalligkeit fur bakterielle und virale Infektionen
fuhren [166]. Dies kann z.T. damit begriindet werden, dass der CD14-Rezeptor an
Lipoteichonsédure gram-positiver Bakterien bindet, was zur Erkennung einer groRRen
Bandbreite mikrobieller Erreger beitragt [1,2,167,168]. Weiterhin sind jene Zellen an der
Reparatur und Regeneration von kraniellen BlutgefaZen und der Blut-Liquor-Schranke beteiligt
[169,170]. Ein Fehlen von Monozyten bei Patienten mit vaskularer Demenz kénnte damit die
Erkrankung negativ beeinflussen. Erschwerend kommt der beobachtete Verlust von
naturlichen Killerzellen hinzu. CD56+ NK-Zellen erfullen die Rolle einer frihen Abwehr von
intrazellularen Pathogenen, welche dementsprechend bei VD-Patienten abgeschwécht sein
kénnte. Frihere Arbeiten zeigten hinsichtlich der CD56- und HLA-DR-Expression bei
vaskularer Demenz keine Unterschiede zur Kontrolle auf [122]. Die nun prasentierten Daten
deuten jedoch auf eine weitreichende Storung des angeborenen Immunsystems bei

vaskularen Demenzen hin.

Entsprechend anderen Studien wurden bei Alzheimer-Demenz-Patienten keine
Abweichungen in der Expression von CD14, HLA-DR oder CD56 in der Peripherie festgestellt
[121,122,171]. Im zentralen Nervensystem von Alzheimer-Patienten beschrieben Styren et al.
hingegen HLA-DR-Immunoreaktivitat in Form von HLA-DR-positiven reaktiven Mikroglia [172].
Dies kann Hinweise auf eine zentral ablaufende Immunantwort trotz peripher unverandertem
Aktivierungsmuster von Leukozyten geben. Zudem konnte selbst die altersentsprechende
Verteilung von natirlichen Killerzellen kritische Auswirkungen auf den Krankheitsverlauf
haben. Denn CD56+ Zellen besitzen die Fahigkeit zur Zerstérung aktivierter T-Zellen und zur
Beschrankung von antiviralen T-Zell-Immunantworten mittels Manipulation von Antigen
prasentierenden Zellen (APCs) [173]. Zusatzlich sind sie in der Lage zur IFN-y-Produktion,
was die T-Zell-Entwicklung einschrénken kann [174]. Im Zusammenspiel mit den zuvor
genannten Faktoren vermag dies zur Aktivitdtsminderung von naiven CD8+ T-Zellen fiihren,
welche zahlenmaRig bei Alzheimer-Demenz ohnehin vermindert erschienen (siehe weiter
unten). Andere Studien zum Thema sind indes inhomogener Natur: so wurden NK-Zellen beim
Auslosen einer inflammatorischen T-Zell-Antwort durch Freisetzen von IFN-y in der akuten

Phase einer Alzheimer-Demenz beobachtet [175]. Auch von einer erhdhten Anfalligkeit
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gegeniuber Apoptose-Mechanismen wurde berichtet [176]. Weiterhin wurden erhéhte [177]
und verminderte [178] NK-Zell-Aktivitaten im Rahmen der Erkrankung beschrieben. Generell
scheinen auch natirliche Killerzellen im Zusammenhang mit pathologischen Prozessen der

Alzheimer-Demenz zu stehen.

Bei keiner der untersuchten Demenzformen wurde eine signifikante Anderung des
prozentualen NKT-Zellanteils an peripheren Leukozyten beobachtet. In der Literatur finden
sich kaum Aussagen uber die Entwicklung dieser Population bei Demenzen. Beziglich
bestimmten Allergien, Tumorerkrankungen und Autoimmunkrankheiten wird allerdings Uber

eine mogliche regulatorische Rolle von NKT-Zellen diskutiert [179].

In Bezug auf die Gruppe der frontotemporalen Demenz zeigten neuere Daten von Santos et
al. eine statistisch signifikant verringerte HLA-DR-Expression von CD14+ Zellen [180]. Dies
konnte in der aktuellen Arbeit nicht bestatigt werden. Somit kann die These Santos’ einer
vollkommen anderen Immunsituation bei FTD im Vergleich zu AD nicht bekraftigt werden.

Seit kurzem werden in der Literatur CD14+CD56+ Monozyten beschrieben [181]. Diese kleine
Subpopulation kommt in geringen Mengen im Blut gesunder Individuen vor [181] und wurde in
hoéheren Mengen bei Morbus Crohn-Patienten festgestellt [182]. Patienten mit rheumatoider
Arthritis wiesen in einer Studie einen hoheren Anteil an CD14+CD56+ Monozyten auf als
gesunde Probanden [183]. Diese Monozyten produzierten vermehrt proinflammatorische
Zytokine. Weiterhin wurde fur das Vorkommen dieser Subpopulation eine positive
Altersabhéngigkeit festgestellt, was mdglicherweise hinweisend auf Immunseneszenz sein
kénnte [183]. CD14+CD56+ Monozyten wurden in der aktuellen Arbeit nicht beleuchtet.
Dennoch ist kiinftig eine tiefergehende Untersuchung dieser Zellgruppe, gerade in Hinblick auf

dementielle Entwicklungen im Alter, angezeigt.

5.2.4 Betrachtung von T-Lymphozyten-Subpopulationen

Fur aktivierte T-Lymphozyten ist die Prasentation von CD25 ein wichtiges Uberlebenssignal.
Andererseits kann besagte Alpha-Kette des IL-2-Rezeptors auch fir den Aktivierungs-
induzierten Zell-Tod (AICD) eine entscheidende Rolle tbernehmen. Dieser Vorgang kénnte zu
der beobachteten tendenziellen Reduktion der aktivierten CD8+ T-Zellen (CD25+CD8+) bei
vaskularer Demenz fiihren, wobei andere Studiengruppen keine Abweichungen bei dieser
Demenzform zu den Kontrollen feststellen konnten [122]. Bei Alzheimer-Demenz-Patienten
wurde mehrfach von erhohter Haufigkeit von CD25+CD4+ T-Zellen als Folge mdglicher
chronischer Stimulation durch potentiell krankheitsférderndes Plasma-Amyloid-f berichtet

[184-187]. Diese Beobachtung korreliert nicht mit den aktuellen Ergebnissen der Alzheimer-
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und frontotemporale Demenz-Gruppe, die sich auf Niveaus &ahnlich den Kontrollwerten

bewegten.

CD69+ T-Lymphozyten imponierten bei keiner Patientengruppe signifkant unterschiedlich zur
Kontrollgruppe. Altere in vitro durchgefihrte Studien schriecben CD69 eine
proinflammatorische Rolle zu, fihrt doch dieses Molekil auf T-Lymphozyten bspw. in
Umgebung von Phorbolestern zu Ca2+-Einstrom, IL-2-Produktion und damit T-Zell-
Proliferation [188,189]. Neuere Ergebnisse zeigten bei einer Untergruppe von regulatorischen
T-Zellen (CD4+FoxP3-TGFB+CD69+CD25var) sehr starke immunoregulatorische Effekte
einer CD69-Expression, welche wahrscheinlich durch TGFB und IL-10 hervorgerufen werden
[190]. Auch naturliche und induzierbare Tregs exprimieren unter gewissen Umstanden CD69,
was auf eine mdgliche wichtige Rolle in der Differenzierungskontrolle dieser Zellen hinweist
[20]. Erst vor kirzerer Zeit konnte durch die erstmalige Identifizierung eines natlrlichen
Liganden fir CD69, namlich Galectin-1 auf dendritischen Zellen, solch eine weitaus
komplexere und eher regulatorische Aufgabe des Rezeptors verifiziert werden: CD69 im
Verbund mit Galectin-1 moduliert die Thl7-Zelldifferenzierung, was in einer potentiellen
Herabminderung proinflammatorischer Prozesse resultiert [191]. Der Aktivierungsrezeptor
reguliert auRerdem das Signalmolekiil Sphingosin-1-phosphat herab. Dies inhibiert die standig
ablaufende Migration von Effektor-T-Lymphozyten [192] und dendritischen Zellen [193], was
regulierend auf Immunprozesse wirkt. Im Hinblick auf allergische und autoimmune
pathologische Prozesse scheint sich allerdings das Wirkmuster von CD69 wieder in Richtung
entziindungsfordernder Prozesse zu verschieben. So steigt z.B. die Anzahl CD69-positiver
Lymphozyten durch Allergenexposition in der asthmatischen Lunge [194]. Auch an Multiple
Sklerose erkrankte Patienten mit aktiven Hirnlasionen zeigten erhdhte sehr friih aktivierte T-
Lymphozyten im Liquor und im Blut [195]. Vermehrt auftretende CD69+ Monozyten im Blut
konnten zudem bei Alzheimer-Demenz [196] und bei mit AIDS-assoziierter Alzheimer-Demenz
beobachtet werden, was vielleicht Rickschliisse Uber hirnorganische pathologische Vorgange
zulasst [197].

Eindrucklicher zeigten sich in der Gruppe der Demenz vom Alzheimer-Typ verkleinerte
Fraktionen der naiven CD8+ T-Zellen (CCR7+RA+) und CD4+ Effektor-T-Zellen im spaten
Stadium (CCR7-RA+) nebst einem prozentualen Anstieg der CD8+ Effektor-T-Zellen im
spaten Stadium (CCR7-RA+). In der Literatur Iasst sich eine verschobene Lymphozyten-
Verteilung bei Alzheimer-Demenzen von naiven hin zu aktivierten und Gedachtniszellen
nachvollziehen [198-201]. Die jetzt ermittelten Daten unterstiitzen diese Ansicht. Die
chronische Stimulation des Immunsystems durch erhéhte periphere Amyloid-B-
Konzentrationen und darauffolgende Differenzierung der Lymphozyten zu Effektorzellen und

Effektor-Gedéachtniszellen ware eine mogliche Erklarung des Phanomens. Eine Verringerung
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naiver T-Zellen konnte aul3erdem einen direkten, negativen Effekt auf das zentrale
Nervensystem haben. Denn dem Chemokinrezeptor CCR7 wird selbst eine Beteiligung in der
Uberwachung und Homoostase der Lymphozytenwanderung und -—aktivitat im ZNS
zugeschrieben [202]. Eine entsprechende Entwicklung ist bei vaskularer und frontotemporaler
Demenz nicht auszumachen, da hier das womdglich ausschlaggebende Antigen zur Stérung

des Verhéltnisses zwischen undifferenzierten und Gedachtniszellen bislang nicht bekannt ist.

Bei gesunden Kontrollprobanden wurden in der vorliegenden Studie, im Gegensatz zu
Alzheimer-Demenz-Patienten, entsprechend etwas niedrigere CD4+  Effektor-T-
Gedachtniszellzahlen gemessen. Diese Ergebnisse gehen in abgeschwéchter Form einher mit
einer Studie Serre-Mirandas et al., nach der ein signifikanter Zusammenhang zwischen
niedrigen CD4+ Effektor-T-Gedachtniszellzahlen, hohen Zahlen naiver B-Zellen und CD8+T-

Zellen, und einer besseren kognitiven Leistung gesunder Senioren besteht [203].

Aktivierte FoxP3- T-Zellen und FoxP3+ T-Regulator-Zellen prasentieren das CD25-Antigen auf
ihrer Oberflache. Das Aufrechterhalten immunologischer Toleranz und die Kontrolle von

akuten und chronischen Infektionen zahlt zu den Aufgaben regulatorischer T-Lymphozyten.

Speziell CD4+CD25+FoxP3+ Tregs kontrollieren als relativ langlebige Zellen Immunantworten
in suppressiver Weise und sind fur die Bewahrung des Organismus vor Autoimmunkrankheiten
und Allergien unerlasslich [24]. Funktionelle Einschrdnkungen von T-Regulator-Zellen werden
mit Autoimmunerkrankungen wie systemischer Lupus erythematodes [204] oder Diabetes
mellitus Typ 1 [205] in Verbindung gebracht. Mit der Reduzierung regulatorischer CD4+CD25+
Zellen bei Tieren konnte allerdings auch eine effektive Immunantwort auf Tumoren induziert
werden, was zur Eradikation von Tumoren und sogar zu Tumorimmunitat flhrte [206].
Altersabhéngige Veranderungen der Treg-Funktionalitdt werden aktuell kontrovers diskutiert
[207]. FoxP3 reguliert die Entwicklung und Funktion dieser Zellen und leistet damit einen
Beitrag zur Aufrechterhaltung der Selbsttoleranz [208]. Diese wichtige Einflussnahme auf das
Immunsystem ist bspw. beim IPEX-Syndrom (Akronym fir Immundefizienz,
Polyendokrinopathie, Enteropathie und X-chromosomale Vererbung) durch FoxP3-
Genmutation derart beeintrachtigt, dass eine starke Autoimmunitat und ein frither Tod resultiert
[209]. Allerdings ist die genaue Art und Weise der Einflussnahme von FoxP3 auf die

regulatorische T-Zell-Entwicklung noch nicht bekannt [210].

Die T-Regulator-Subpopulation von Alzheimer-Demenz-Patienten wurde bisher, auf Anzahl
und Aktivitat bezogen, als gleichbleibend, verkleinert oder vergrol3ert erklart [99,184,198]. Die
aktuelle Studie zeigt unveranderte Populationen von FoxP3+ regulatorischen T-Zellen in jeder
getesteten Gruppe. Die stark differierende Datenlage kann in ihrer Gesamtheit dennoch auf

ein gestbrtes Immunsystem hindeuten, was funktionelle Untersuchungen untermauern:
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Sarasella et al. wiesen bei Patienten mit leichter kognitiver Storung eine stéarkere
Immunsuppression durch regulatorische T-Zellen nach als bei Alzheimer-Demenz-Patienten,
obwohl relative und absolute Zahlen nicht divergierten [211]. Die Menge an produzierten
Antikérpern gegen den N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptor war in einer anderen Studie bei
Alzheimer-, vaskularer, frontotemporaler und Lewy-Korper-Demenz-Patienten jeweils stark
erhdht, was zur Beeintrachtigung des zentralen Lernens und des Gedachtnisses fiihren kénnte
[212,213]. Dies kdnnte ebenfalls auf eine mangelhafte Immunkontrolle durch T-Regulator-

Zellen hinweisen.

5.3 Limitationen der Studie und Ausblick

Generell fallt bei bisherigen Studien zur PopulationsgroRe von Immunzellen dementer
Patienten eine eher inhomogene Datenlage auf. Als Ursache fir diese Inkongruenzen kommt
u.a. eine jeweils andersartige Zellpraparation in Betracht. Weitere Grinde fir divergierende
Studienergebnisse sind die Verwendung unterschiedlicher Antikérper zur Klassifikation von
Leukozyten-Unterarten und ein individuelles Altersspektrum der Patienten und
Kontrollprobanden. Messdifferenzen der Fluoreszenzspektrometrie, wie die Menge an
akquirierten Events, Laser-Einstellungen und Gating-Préferenzen unterscheiden sich in
nahezu jeder bislang durchgeflihrten Arbeit. Die Einfihrung neuer Technologien und
Durchflusszytometrie-Systeme mit mehr als 2 Lasern erh6ht die Zahl gleichzeitig erfassbarer
Fluoreszenzmarker und erfordert zugleich eine immer bessere Differenzierung zwischen den
jeweiligen emittierten Wellenlangen. In dieser explorativen Studie wurden bspw. pro Panel
mehrere 100000 Events aufgezeichnet, um eine mdglichst hohe Messgenauigkeit zu
erreichen. Zusatzlich differierten die bisher ermittelten Ergebnisse durch Faktoren wie
Tageszeitpunkt der Probenentnahme, Bildungsstand und Anzahl der Probanden sowie
etwaige Vorerkrankungen. Hier ist zukinftig eine Standardisierung der Methodik nach
genauen, einheitlichen Vorgaben vonnéten, um das hohe Potential des Prinzips einer
einfachen Blutentnahme zur Demenzdiagnostik auszuschodpfen. Aul3erdem missen kiinftige
Kohorten in mdglichst zahlreichen Eigenschaften homogenisiert und per longitudinalem
Studienansatz begleitet werden, um den Krankheitsfortschritt auch immunologisch

nachvollziehen zu kénnen.

Die gleichzeitige Erhebung multipler méglicher Biomarker zur Klassifizierung von Demenzen
ist ein Ansatz, welcher kinftig noch starker ausgebaut werden muss. Mithilfe der Erforschung
weiterer Zielstrukturen von peripheren Leukozyten und der Einbeziehung weiterer
Immunmarker, wie Zytokine, Chemokine und co-stimulatorische Molekile, kann die
Trennschéarfe zwischen den Erkrankungen erhoht werden. Hierfir ist u.a. die
Durchflusszytometrie gut geeignet, da (gerateabhangig) bis zu 20 verschiedene Antikorper-

markierte Molekule parallel erfasst werden kdnnen. In zukinftigen Studien wird die Vollblut-
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Farbung und FACS-basierte Zellpopulations-Messung daher weiter intensiviert. Dazu zahlen
z.B. die Messung der Expression von co-stimulatorischen Molekulen, wie CD28, CD152 und

CD287 auf CD4+ bzw. CD8+ T-Zellen von Demenzpatienten im Vergleich zu Gesunden.

Ein weiteres Beispiel fur vielversprechende Multi-Array-Diagnostik wurde kurzlich von Ray et
al. verdffentlicht: mittels Molekulardiagnostik eines 18 Signalproteine umfassenden Plasma-
Arrays wurde eine Alzheimer-Diagnosegenauigkeit von fast 90% erreicht [214]. Die Mehrheit
dieser untersuchten Proteine vermittelten dabei Immunantworten, was auf pathologische
Dysregulationen im molekularbiologischen Bereich hinweist. Nicht zuletzt an diesem Beispiel
zeigt sich die bislang starke Studien-Asymmetrie zugunsten der Alzheimer-Demenz-
Forschung. Weniger haufige Demenzen, wie vaskulare, frontotemporale und Lewy-Koérper-
Demenz, sind in Zukunft starker in den Fokus zu rtcken. Die geringe Zahl der untersuchten
frontotemporalen Demenz-Patienten in der vorliegenden Arbeit unterstreicht diesen Anspruch

und stellt ebenfalls einen mdglichen limitierenden Faktor dar.

Hinsichtlich der Entstehung der Alzheimer-Demenz wurde vor wenigen Jahren die Hypothese
der dynamischen Biomarker aufgestellt, welche in einer, womdoglich Jahrzehnte andauernden,
praklinischen Phase bereits pathologisch verandert sein kénnten [215]. Ahnlich dynamisch
kénnte sich das immunologische Blutprofil verhalten. Diese Frage sollte fur alle untersuchten

Demenzformen in weiteren Studien vertieft werden.
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6 Zusammenfassung

Demenzerkrankungen nehmen weltweit an Haufigkeit zu. Die nachweisliche Beteiligung des
Immunsystems an Entstehung und Fortschritt verschiedener Demenzen fuhrt zur Eruierung
neuer Wege in der bislang aufwandigen multimodalen Diagnostik lebender Patienten. In der
vorliegenden explorativen Arbeit wurden Leukozyten aus dem peripheren Blut von
Demenzpatienten mit dem Ziel untersucht, Unterschiede im immunzytologischen
Verteilungsmuster zu finden. Dafir wurde vendses Vollblut von 60 Patienten mit Alzheimer-
Demenz (AD), 20 mit vaskularer Demenz (VD) und 12 mit frontotemporaler Demenz (FTD)
zum  Diagnosezeitpunkt per  Durchflusszytometrie  analysiert und prozentuale
Distributionsmuster von Leukozyten-Subpopulationen mit den Ergebnissen von 24
Kontrollprobanden verglichen. Die Funktion der Blut-Liquor-Schranke (BLS) wurde mit dem
Albumin-Blut/Liquor-Quotienten bestimmt. Diese zeigte sich mit 8,8 bei AD-Patienten bzw. 9,9
bei FTD-Patienten geringgradig beeintrachtigt, wahrend bei VD-Patienten mit 15,3 eine
mittelgradige Schrankenstérung ermittelt wurde. Das periphere zellulare Immunsystem von
VD-Patienten wies die meisten Unterschiede zu den Kontrollen auf: Monozyten, natirliche
Killerzellen, B- und T-Lymphozyten kamen signifikant vermindert vor. Ebenfalls fielen
verminderte CD25+CD8+ T-Zell-Populationen auf. Unterschiedliche Subpopulationsgréfzen
von naiven, effektorischen und Gedachtnis-T-Zellen zeigten sich hingegen fast ausschlieflich
bei AD-Patienten: gesunkene Zahlen naiver CD8+ T-Lymphozyten (2,10% vs. 5,20%, p =
0,003) und erhohte Anteile von CD8+ Effektor-T-Gedachtniszellen (48,70% vs. 32,20%, p =
0,077) liel3en sich hier nachweisen. FTD-Patienten verzeichneten geringere B-Lymphozyten-
Zahlen bei sonst unverandertem Immunzellstatus. Zusammenfassend ist das periphere
zellulare Immunsystem bei Demenzen in Teilen verandert und beeintrachtigt. Die Ergebnisse
zeigen ein fir jede untersuchte Demenzform differentes Immunzell-Verteilungsmuster,
welches indirekt auf die jeweils unterschiedliche Pathogenese der Erkrankungen hinweisend
sein konnte. Grundlegend fir eine Beteiligung des peripheren Immunsystems an
neurotoxischen Prozessen konnte eine Funktionsstérung der BLS sein, welche bei allen
Demenz-Gruppen ermittelt wurde. Autoantikbrper gegen die BLS, mikrovaskulare
Veranderungen und ROS-Genese konnten diese Funktionsstérung verursachen, was eine
gesteigerte Neurotoxizitat zur Folge hatte. Die Ursachen fir den Untergang von
Leukozytenpopulationen sind vielfaltig und konnen forcierte Apoptose durch ROS,
beeintrachtigte  Makroautophagie, frilhere Infektionserkrankungen sowie chronisch
inflammatorische Ereignisse bei Inflammaging und Immunseneszenz umfassen. Longitudinale
Studiendesigns mit parallelen funktionellen Untersuchungen unter standardisierten
Bedingungen kdnnten die teils kontroverse Datenlage vereinheitlichen, das Verstandnis fur die

einzelnen Demenzpathologien fordern und therapeutische Konsequenzen schaffen.
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Anlagen

8 Anlagen
8.1 Tabellen
Tabelle 3
a: Leukozytenpopulationen des adaptiven Immunsystems
Kontrollgruppe AD VD FTD Kruskal-Wallis-Test
median (q1;93) median (q1;93) p median (q1;93) p median (g1;93) p chiz p
CD3+ 31,10 (20,50;42,70) | 28,85(11,28;37,88) 0,489 | 14,30 (10,18;27,70) 0,016* | 20,45 (11,12;30,18) 0,120 7,938 0,047*
CD4+ 22,10 (13,05;31,30) | 16,70 (10,70;26,40) 0,175 | 9,15(7,13;18,48)  0,008**| 11,90 (7,58;27,60) 0,276 9,855 0,020*
CD8+ 11,40 (7,45;18,93) 12,00 (6,20;19,95) 1,000 | 4,20 (2,85;11,90) 0,056 | 8,35 (3,55;14,38) 0,356 7,871 0,049*
CD19+ 3,80 (3,20;6,00) 3,15 (1,67;4,80) 0,222 1,65 (1,17;2,65) 0,005**| 1,85 (1,35;3,95) 0,118 | 10,474 0,015*
CD25+CD4+ | 38,85 (33,45;49,33) | 38,65 (26,38;50,25) 1,000 | 33,35(23,37;49,12) 0,953 | 49,80 (32,07;53,92) 1,000 2,449 0,484
CD25+CD8+ 8,30 (3,87;21,30) 7,40 (3,10;19,90) 1,000 3,80 (1,35;6,57) 0,066 | 4,40 (4,00;13,75) 1,000 6,082 0,108
HLA-DR+CD3+ 3,78 (2,30;4,45) 4,22 (3,01;6,79) 0,794 2,92 (1,86;5,40) 1,000 3,59 (1,73;5,08) 1,000 3,947 0,267
CD69+CD3+ 4,17 (2,58,7,65) 3,49 (2,21;5,21) 1,000 3,39 (1,92;4,85) 0,909 3,89 (2,17;5,72) 1,000 1,590 0,662
HLA-DR+CD19+| 3,70 (3,00;6,00) 2,95 (1,60;4,53) 0,125 1,60 (0,90;2,52) 0,003**| 1,70 (1,25;3,70) 0,071 | 12,111 0,007*
CD69+CD19+ 3,66 (0,00;5,00) 2,08 (0,00;4,17) 1,000 1,60 (0,00;3,71) 0,188 2,74 (0,00;4,45) 1,000 3,680 0,298

Prozentuale Verteilung der Leukozyten des adaptiven Immunsystems: T-Lymphozyten (CD3+), CD4+ T-Lymphozyten, CD8+ T-Lymphozyten, B-Lymphozyten

(CD19+). Aulzerdem Verteilung von T- und B-Lymphozyten in unterschiedlichen Aktivierungsstadien (CD25+, CD69+, HLA-DR+). Vergleich der Kontrollgruppe mit

den Gruppen: Alzheimer-Demenz (AD), vaskuldre Demenz (VD), frontotemporale Demenz (FTD) per Bonferroni-korrigierten U-Test (p). Rechts: H-Test-Ergebnisse.

b: Leukozytenpopulationen des angeborenen Immunsystems/NKT

Kontrollgruppe AD VD FTD Kruskal-Wallis-Test
median (q1;q3) median (q1;q3) p median (q1;93) p median (q1;93) p chi? p
CD14+ 73,40 (64,70;78,90) | 71,55 (60,42;79,50) 1,000 | 59,80 (51,88;67,92) 0,020* | 73,95 (62,60;81,53) 1,000 7,683 0,053
CD56+ 6,50 (5,40;10,30) 6,00 (3,50;12,50) 1,000 3,50 (1,67;5,60) 0,012* | 5,60 (4,30;13,03) 1,000 9,534 0,023*
CD56+CD3+ 1,00 (0,50;2,10) 1,15 (0,40;2,40) 1,000 0,60 (0,20;1,02) 0,559 0,75 (0,27;2,75) 1,000 2,130 0,546
HLA-DR+CD14+| 82,45 (58,50;87,77) | 70,42 (54,66;84,77) 0,944 | 61,35 (47,08;75,24) 0,059 | 65,63 (48,80;80,88) 0,561 5,235 0,155

Prozentuale Verteilung von Monozyten (CD14+), natirlichen Killerzellen (CD56+), natirlichen Killer-T-Zellen (CD56+CD3+) und aktivierten Monozyten (HLA-

DR+CD14+).
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Tabelle 3

c: T-Lymphozyten-Subpopulationen im Gruppenvergleich

Anlagen

Kontrollgruppe AD VD FTD Kruskal-Wallis-Test

median (q1;93) median (q1;93) p median (q1;93) p median (q1;g3) p chi2 p
CCR7+RA+CD4+| 2,40 (1,40;4,47) 2,20 (1,20;3,70) 0,952 1,75 (1,48;2,73) 0,743 2,60 (1,05;3,47) 1,000 1,481 0,687
CCR7+R0+CD4+| 2,80 (1,30;4,50) 2,50 (1,60;4,00) 1,000 2,00 (1,37;2,95) 0,932 2,70 (1,73;3,62) 1,000 1,593 0,661
CCR7-RA+CD4+| 36,20 (26,80;45,80) | 24,70 (15,60;39,60) 0,115 | 30,50 (25,65;45,15) 1,000 | 30,60 (22,75;38,10) 0,821 6,546 0,088
CCR7-R0+CD4+| 45,50 (37,40;56,47) | 54,85 (46,02;65,07) 0,114 | 49,55 (42,02;52,15) 1,000 | 52,35 (43,73;60,27) 1,000 6,120 0,106
CCR7+RA+CD8+| 5,20 (2,85;12,25) 2,10 (1,30;3,85) 0,003** | 3,60 (1,50;6,50) 0,566 | 6,40 (2,85;10,30) 1,000 | 13,830 0,003*
CCR7+R0+CD8+| 0,85 (0,50;2,30) 0,70 (0,40;1,20) 0,421 0,80 (0,30;1,20) 1,000 1,20 (0,55;2,90) 1,000 4,176 0,243
CCR7-RA+CD8+| 32,20 (28,70;46,55) | 48,70 (32,15;58,15) 0,077 | 42,70 (29,70;62,95) 0,257 | 50,95 (30,05;57,15) 0,745 5,383 0,146
CCR7-R0+CD8+| 22,05 (13,90;30,35) | 21,20 (13,95;28,90) 1,000 | 20,50 (12,00;26,45) 1,000 | 16,35 (13,72;29,25) 1,000 0,345 0,951

Naive T-Zellen (CCR7+RA+) und zentrale T-Gedéachtniszellen (CCR7+R0+) bzw. Effektorzellen (CCR7-RA+) und Effektor-T-Gedachtniszellen (CCR7-R0+) der
CD4+ bzw. CD8+ T-Zell-Reihen im prozentualen Vergleich der Kontroll- und Demenzgruppen.

d: Regulatorische T-Lymphozyten im Gruppenvergleich

Kontrollgruppe AD VD FTD Kruskal-Wallis-Test
median (q1;93) median (q1;93) p median (q1;93) p median (q1;93) p chi2 p
CD4+FoxP3+ 1,85 (1,28;3,10) 2,10 (1,30;2,85) 1,000 2,40 (1,65;3,35) 1,000 2,35 (1,30;3,65) 1,000 0,680 0,878
CD4+CD25+FoxP3+ 5,80 (2,17;8,55) 4,40 (2,35;7,55) 1,000 5,30 (2,63;7,08) 1,000 4,20 (2,53;5,82) 1,000 0,808 0,847
CD8+FoxP3+ 0,45 (0,20;0,90) 0,45 (0,10;0,78) 1,000 0,30 (0,20;1,05) 1,000 0,40 (0,30;0,80) 1,000 0,081 0,994
CD8+CD25+FoxP3+ 5,60 (2,17;8,45) 4,50 (2,35;7,50) 1,000 4,85 (2,72;6,30) 1,000 4,25 (2,53;6,32) 1,000 0,528 0,913

Prozentuale Verteilung regulatorischer T-Lymphozyten der CD4+ und CD8+ Zell-Linien bzw. aktivierter regulatorischer CD4+ und CD8+ T-Lymphozyten (CD25+).
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Tabelle 4

a: Spearman-Korrelationsanalyse (QAIb/MMST/Alter mit Gruppe)

Parameter Patientengruppe Zellpopulation Korrelation p
AD HLA-DR+CD3+ -0.3411 0.0153
CCR7+RA+CD8+ -0.2926 0.0271
. CCR7-RO+CDA4+ 0.8461 0.0005

Q Albumin

CCR7-RO+CD8+ 0.6364 0.0261
FTD CCR7-RA+CD8+ -0.6154 0.0332
CD4+CD25+Foxp3+ 0.6014 0.0386
CD8+CD25+Foxp3+ 0.6014 0.0386
AD CD4+Foxp3+ -0.4210 0.0011
CD4+ 0.5946 0.0151
MMST VD CCR+RA+CD8+ 0.5778 0.0120
CCR7-RA+CDA4+ 0.5538 0.0139
FTD CD4+CD25+ -0.6270 0.0291
CD3+ -0.3284 0.0174
HLA-DR+CD3+ -0.3879 0.0045
CD19+ -0.3640 0.0080
AD HLA-DR+CD19+ -0.3579 0.0091
CD14+ -0.3222 0.0199
Alter CD8+ -0.3085 0.0175
CD8+CD25+ -0.2609 0.0460
CD4+ -0.3084 0.0175
VD CD69+ 0.4757 0.0340
CD4+Foxp3+ -0.5159 0.0410

Anlagen

Auffliihrung statistisch signifikanter Ergebnisse von Korrelationsanalysen nach Spearman zwischen Q-
Albumin, MMST und Alter sowie AD, VD, FTD und Kontrollen.
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Tabelle 4

b: Spearman-Korrelationsanalyse (QAIb/MMST/Alter mit Geschl.)

Parameter Geschlecht Zellpopulation Korrelation p
weiblich CCR7-RA+CD8+ 0.2846 0.0452
Q Albumin

T CD69+CD19+ 0.3511 0.0452

mannlich
CCR7-RA+CD8+ -0.4369 0.0077
CD3+ 0.2757 0.0287
CD19+ 0.2603 0.0394
HLA-DR+CD19+ 0.2808 0.0258
weiblich CD56+ 0.2607 0.0391
MMST CD4+ 0.3567 0.0026
CCR7+RA+CD8+ 0.3987 0.0008
CCR7-RA+CD8+ -0.2507 0.0392
mannlich HLA-DR+CD3+ -0.3766 0.0198
CD19+ -0.3382 0.0058
HLA-DR+CD19+ -0.3262 0.0080
CD3+ -0.2537 0.0414
Alter weiblich CD69+CD19+ -0.2465 0.0477
CCR7+RA+CD8+ -0.4770 0.0000
CD4+ -0.4425 0.0001
CCR7-RA+CDA4+ -0.2826 0.0169

Anlagen

Darstellung statistisch signifikanter Ergebnisse von Korrelationsanalysen nach Spearman zwischen Q-
Albumin, MMST und Alter sowie Geschlecht der Probanden.
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8.2 Gatingbeispiele

8.2.1

Gatingbeispiel fur Panel 1
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8.2.2 Gatingbeispiel fir Panel 2
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8.2.3 Gatingbeispiel fir Panel 3
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