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Kurzreferat:

Mit zunehmendem Alter auftretende Veranderungen des peripheren Immunsystems
werden als Immunseneszenz bezeichnet und konnen ein chronisches
Entzindungsgeschehen, das sogenannte ,Inflammaging®, hervorrufen.
Immunseneszenz und ,Inflammaging“ beschranken sich nicht nur auf das periphere
Immunsystem, sondern koénnen Einfluss auf das zentrale Nervensystem und die
Entwicklung neurodegenerativer Erkrankungen wie die Alzheimer-Demenz und
vaskulare Demenz nehmen. VGF ist ein Glykoprotein, das Funktionen der
Neurogenese uUbernimmt und dessen Expression bei Patienten mit
neuropsychiatrischen Erkrankungen verandert sein kann. In dieser Arbeit wurde die
Verteilung von CD14*-Monozyten, als Bestandteil des erworbenen Immunsystems,
und die Verteilung von CD19*-B-Lymphozyten, als Bestandteil des adaptiven
Immunsystems, bei 38 Patienten mit Alzheimer-Demenz, finf Patienten mit vaskularer
Demenz und 20 neuropsychiatrisch gesunden Kontrollpersonen untersucht. Es konnte
kein Unterschied der prozentualen Verteilung festgestellt werden. Aul3erdem wurde
die Anzahl VGF-exprimierender Monozyten und B-Lymphozyten analysiert. Es ergab
sich eine signifikant hohere Anzahl VGF-exprimierender Monozyten bei Patienten mit
vaskularer Demenz im Vergleich zu Patienten mit einer Alzheimer-Demenz. Nach
einer zwolfwdchigen medikamentdsen Therapie mit Memantin oder Rivastigmin bei 17
Alzheimer-Demenz Patienten konnte keine veranderte Anzahl VGF-exprimierender
Monozyten und B-Lymphozyten festgestellt werden. Eine erhohte Anzahl VGF-
exprimierender Monozyten konnte ein Charakteristikum einer vaskuldren Demenz
sein.

Schlusselwoérter:  Alzheimer-Demenz, vaskulare  Demenz, B-Lymphozyten,
Monozyten, VGF
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1 Einfahrung

1.1 Immunologische Grundlagen

Das Immunsystem schitzt den Menschen durch Interaktion lymphatischer Organe,
zellularer und humoraler Faktoren und Zytokinen vor dem Eindringen und der
Ausbreitung infektioser Organismen. Das Immunsystem wird unterteilt in angeborenes
und adaptives Immunsystem. Beide Systeme hangen eng miteinander zusammen und
ihr Wirken entscheidet, ob eine Immunantwort erfolgreich ist.

Gestorte Interaktionen innerhalb des Immunsystems begtinstigen die Entstehung von

Infektionen, Tumoren, Allergien und Autoimmunerkrankungen [1].

1.1.1 Das angeborene Immunsystem

Bevor Krankheitserreger Zellen des Immunsystems erreichen, kdnnen physikalische
und biochemische &uRere Schutzbarrieren ein Eindringen verhindern. Uberwinden
Mikroorganismen die &uf3eren Schutzbarrieren, folgt die Aktivierung des angeborenen
Immunsystems. Dieses besteht aus zellularen Bestandteilen wie Granulozyten,
Makrophagen, Monozyten, dendritischen Zellen (DC), nattrlichen Killerzellen (NK) und
aus loslichen Komponenten wie den Komplementproteinen, Zytokinen und
Chemokinen  [1]. Zur Erkennung  extrazellularer  Pathogene  dienen
Mustererkennungsrezeptoren (Pattern recognition receptors, PRR) wie Toll-like-
Rezeptoren und C-Typ-Lektin-Rezeptoren. Diese befinden sich auf Makrophagen und
neutrophilen Granulozyten und erkennen PAMPs (pathogen-associated molecular
patterns) und DAMPs (damage-associated molecular patterns). PRR initiieren
Endozytosevorgange, Zellaktivierung und eine Antigenprasentation an T-Zellen. Die
Immunantwort ist unspezifisch, erfolgt sofort und kann Entzindungsreaktionen
hervorrufen [1, 2]. Ein weiterer wichtiger Bestandteil des angeborenen Immunsystems
bildet das Komplementsystem. Es unterteilt sich in seiner Aktivierung in den
klassischen, den alternativen und den Lektin-Weg und erflllt Funktionen der
Phagozytose, der Induktion inflammatorischer Reaktionen, der Lyse von Pathogenen
und verbindet das angeborene mit dem erworbenen Immunsystem. Der

Komplementfaktor C3d kann Uber eine Bindung an CD21 des B-Zell-Co-



Rezeptorkomplexes (CD21, CD19, CD81) die Antikérperproduktion von B-Zellen

stimulieren [3].

1.1.1.1 Monozyten, Mikroglia und das Glykoprotein CD14

Monozyten sind Bestandteil des angeborenen Immunsystems. Sie gehoren
zusammen mit den dendritischen Zellen und Makrophagen zum System der
mononukledren phagozytierenden Zellen. Sie entstehen aus hamatopoetischen
Stammzellen des Knochenmarks und zirkulieren im Blut, bis sie in Gewebe
einwandern und sich zu dendritischen Zellen und reifen Makrophagen wie zum
Beispiel Kupffer-Zellen, Alveolarmakrophagen und Osteoklasten differenzieren [4, 5].
Monozyten lassen sich in Untergruppen einteilen, die mittels der Durchflusszytometrie
identifiziert werden koénnen. Beim Menschen existieren drei Untergruppen: Den
grofdten Anteil machen mit circa 90% die sogenannten klassischen Monozyten
(CD14**CD16") aus. Dazu gibt es als weitere Subpopulationen die intermediaren
(CD14**CD16"%) und die nicht-klassischen (CD14*CD16**) Monozyten [6]. Weitere
Untergruppen werden anhand von Protein- und Genexpressionsmustern unterteilt [7].
Die Migration der Monozyten wird durch Chemokinrezeptoren gesteuert, deren
Expression sich je nach Subpopulation unterscheidet. Die klassischen Monozyten
exprimieren vor allem den Chemokinrezeptor (CCR)-2 und gelangen so an
Infektionsstellen. Die nicht-klassischen Monozyten exprimieren hingegen vor allem
den CX3C-Chemokinrezeptor-1 (CX3CR-1) und patrouillieren entlang des Endothels,
bevor sie in Gewebe einwandern [8]. Monozyten reagieren auf Stimulation mit
Lipopolysaccharid (LPS) mit der Produktion von Zytokinen. So produzieren vor allem
die klassischen Monozyten hohe Level an Interleukin (IL)-6, 11-10, Chemokinligand
(CCL)-2 und Granulozyten-Kolonie-stimulierenden Faktor (granulocyte colony-
stimulating factor, G-CSF) und die nicht-klassischen Monozyten hohe Konzentrationen
an Tumornekrosefaktor (TNF)-a und 1I-1B. Die intermediaren Monozyten produzieren
im Vergleich mit den anderen Subpopulationen geringere Mengen dieser Zytokine,
jedoch mehr reaktive Sauerstoffradikale (ROS) [9, 10]. Die klassischen Monozyten
erfillen Aufgaben der Gewebereparatur, Inflammation und Phagozytose. Die
intermediaren Monozyten prasentieren Antigene tber

Haupthistokompatibilitatskomplex-1I-Rezeptoren (Major Histocompatibility Complex,
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MHC) und konnen eine Staphylokokkus-Enterotoxin-B (SEB)-induzierte T-Zell-
Proliferation induzieren. AulRerdem sind sie an der Angiogenese beteiligt [10]. Die
nicht-klassischen Monozyten patrouillieren am Endothel und bewirken eine
Gewebereparatur [11]. Je nach Subtyp der Monozyten werden unterschiedliche
Einfliusse auf die Pathogenese der Alzheimer-Demenz (AD) angenommen. Monozyten
kénnen Beta-Amyloid (AB)-Plaques phagozytieren. Diese Funktion kann jedoch beim
Vorliegen einer AD und mit zunehmendem Alter reduziert sein [12]. Nicht nur
Monozyten, sondern auch Mikroglia sind an der Beseitigung von AB-Plaques von
Bedeutung. Im zentralen Nervensystem (ZNS) existieren zahlreiche Makrophagen wie
Mikroglia, perivaskulare Makrophagen (PVM), meningeale Makrophagen und
Makrophagen des Plexus choroideus. Mikroglia gilt als Schnittstelle zwischen
peripherem Immunsystem und zentralem Nervensystem [13]. Sie stammen aus
hamatopoetischen Stammzellen des Dottersacks, aber auch aus eingewanderten
Monozyten des Knochenmarks. Sie regulieren die neuronale Apoptose, synaptische
Plastizitat und Immuniberwachung und tragen so zum Erhalt der Homdostase des
ZNS bei [14].

Neben ihrem Einfluss auf neurodegenerative Erkrankungen sind Monozyten
bedeutend flr das Fortschreiten von Atherosklerose [15], von malignen
Grunderkrankungen [16] und fir die Pathogenese der Coronavirus-Krankheit-2019
[17]. Monozyten koénnen einerseits die Pathogenese einer Erkrankung negativ
beeinflussen. So verursachen die klassischen Monozyten bei einem Myokardinfarkt
eine proinflammatorische Reaktion, die mit einem starkeren Myokardschaden
einhergeht [18]. Andererseits kann je nach Subtyp der Monozyten auch ein protektiver
Einfluss vorliegen. Nach einem Myokardschaden verbessern die nicht-klassischen
Monozyten durch Gewebereparatur und Immunmodulation das Therapieergebnis
durch eine bessere linksventrikulare Funktion [19]. Eine genaue Typisierung der
Untergruppen ist somit von besonderem wissenschaftlichen Interesse, um in der
Zukunft zielgerichtete immunmodulatorische Therapien ermdglichen zu kdnnen.
Cluster of Differentiation (CD)-Molekile sind Proteine, die die Oberflachen von Zellen
charakterisieren und als Rezeptoren und Liganden an der Zellfunktion beteiligt sind.
Sie sind der Ansatz fur Autoimmuntherapien, Krebstherapien und Diagnostik [20].
CD14 ist ein Glykoprotein, welches erstmalig wahrend des 1. Leukozytenworkshops
1982 erwahnt und dessen genetische Struktur 1988 von Ferrero et al. beschrieben

wurde [21, 22]. Es befindet sich auf Monozyten und Makrophagen und gilt als ihr
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immunphanotypischer Marker. Aul3erdem zeigen Studien, dass es dartber hinaus auf
diversen Epithelien exprimiert wird [22]. CD14 ist entweder uUber einen
Glycosylphosphatidylinositol (GPI)-Anker an die Zellmembran gebunden oder existiert
als l6sliches CD14 (sCD14) im Plasma. Wright et al. entdeckten 1990 die Funktion von
CD14 als Rezeptor fur LPS [23]. LPS ist eine Komponente der Zellwand gram-
negativer Bakterien und bindet an den Toll-like-Rezeptor-4 (TLR-4)-MD2-Komplex
[24]. LPS kann gemeinsam mit CD14 und dem LPS-bindendem Protein eine Sekretion

inflammatorischer Zytokine initiieren [25].

1.1.2 Das adaptive Immunsystem

Die adaptive Immunantwort erfolgt spezifisch und reagiert verzdgert. Sie besitzt die
Fahigkeit, ein immunologisches Gedachtnis auszubilden und im Falle einer Re-
Infektion schnell zu reagieren. Die zellulare Komponente besteht aus T- und B-
Lymphozyten, die humorale Komponente aus Antikérpern [1]. Aus der gemeinsamen
lymphatischen Vorlauferzelle (common lymphoid progenitor, CLP) im Knochenmark
erfolgt die Lymphopoese der T-Zellen (thymus-derived) im Thymus und fur B-Zellen
(bone marrow-derived) im Knochenmark [26].

1.1.2.1 B-Lymphozyten und das Glykoprotein CD19

Die Entwicklung der B-Lymphozyten erfolgt im Knochenmark und wird in den frihen
Stadien durch eine Genumlagerung charakterisiert. Aus Pro-B-Zellen entstehen Pra-
B-Zellen, welche bereits einen Pra-B-Zellrezeptor (Pra-BCR) auf ihrer Oberflache
tragen. Der B-Zell-Rezeptor (BCR) steuert durch Signaltransduktion via eines Iga/lg3-
Heterodimers durch positive und negative Selektion die Entwicklung der B-
Lymphozyten wie auch das Uberleben in der Peripherie [27]. Die Lymphozyten
verlassen als unreife B-Zellen, die IgM exprimieren, das Knochenmark und gelangen
in die Blutbahn. Hier entwickeln sie sich zu naiven B-Zellen, die sowohl IgM als auch
IgD exprimieren und in sekundéare lymphatische Organe einwandern oder in der
Blutzirkulation verbleiben [28]. Die naiven B-Lymphozyten werden entweder T-Zell-
abhéangig oder T-Zell-unabhangig aktiviert. Die T-Zell-unabhangige Aktivierung erfolgt

durch die Erkennung von Antigenen durch den BCR. Uber Kreuzvernetzung von
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Antigenen ermoglicht der BCR die Produktion von Plasmazellen und IgM-Antikdrpern
[1]. Gestorte Signallibertragungen am BCR kdénnen zur Entstehung von Erkrankungen
fuhren, zum Beispiel von B-Zell Lymphomen [26].

Die T-Zell-abhangige Aktivierung erfolgt Uber Antigene, die von der B-Zelle
aufgenommen, prozessiert und Uber MHC-II-Rezeptoren an den T-Zell-Rezeptor
(TCR) der T-Helferzellen (Th) prasentiert werden. Daraufhin initiieren die Th-Zellen die
Produktion von Zytokinen und bewirken einen Klassenwechsel der B-Zellen zu
Plasmazellen bzw. Gedachtniszellen [29, 30]. Diese Plasmazellen produzieren die
Antikorper 1gG, IgA, IgE und IgD [31]. B-Zellen, die einen Klassenwechsel vollzogen
haben, kénnen in hoher Anzahl bei Autoimmunerkrankungen des ZNS vorkommen
[32]. Wichtig fur die Kommunikation zwischen T- und B-Zelle ist der von T-Zellen
exprimierte CD40-Ligand, der an CD40 der B-Zelle bindet und die B-Zelle zum
Klassenwechsel von IgM-Antikérpern und der Produktion von B-Gedachtniszellen
anregt [33]. Die Interaktion zwischen Antigen-spezifischen T-Zellen und B-Zellen in
Keimzentren ermdglicht die Bildung von B-Gedéachtniszellen mit hoher Spezifitdt und
Affinitat zu einem Antigen [34]. CD27 ist der immunphanotypische Marker der B-
Gedéachtniszellen. Sie werden differenziert in naive B-Zellen (IgD*CD27-), ,unswitched*
B-Gedachtniszellen (IgD*CD27*), ,switched® B-Gedachtniszellen (lgD-"CD27*) und
spat differenzierte B-Gedachtniszellen (IgD"CD27") [35].

Umgekehrt tragen B-Zellen zur T-Zell-Regulation und -Differenzierung bei. Sie
regulieren die Differenzierung von CD4*-Zellen in Thl- und Th2-Helferzellen durch die
Produktion von Zytokinen wie -4 und Interferon-y [36]. Gestorte Interaktionen der B-
und T-Lymphozyten koénnen zu einer gestorten T-Zell-Antwort und zu
Autoimmunreaktionen fuhren [37]. Durch ihre Regulation der T-Zell-Antwort kbnnen B-
Lymphozyten auch vor Autoimmunreaktionen schiitzen [38]. Neben ihrer Produktion
von Antikorpern sind B-Lymphozyten Produzenten proinflammatorischer Zytokine wie
TNF-a und 1l-6 und antinflammatorisch wirksamer Zytokine wie IL-10. Eine
Hochregulation antiinflammatorischer Zytokine kdnnte vor autoimmunen Prozessen
schitzen [39]. Immunantworten von B-Lymphozyten sind fir die Pathogenese
verschiedener Erkrankungen nachgewiesen. Dies umfasst hamatologische
Erkrankungen, Autoimmunerkrankungen wie z.B. multiple Sklerose, aber auch
neurodegenerative Erkrankungen wie AD und Morbus-Parkinson. B-Lymphozyten sind

das Ziel immunmodulatorischer Therapien. Rituximab gilt als Vorreiter der



Krebsimmuntherapie und setzt als monoklonaler Antikbrper gegen CD20 an B-
Lymphozyten an [28, 40].

CD19 ist ein Glykoprotein, welches zusammen mit CD21 (CR2) und CD81 den B-Zell-
Korezeptorkomplex ausbildet und die B-Zell Reifung und Funktion beeinflusst [41]. Die
genetische Struktur wurde 1988 von Stamenkovic et. al erstmalig beschrieben [42]. Es
wird wahrend der gesamten B-Zell Entwicklung exprimiert und befindet sich auf allen
B-Zellen bis auf den hamatopoetischen Stammzellen. Seine Expression beginnt noch
vor der CD20-Expression im Stadium der Pro-B-Zellen und wird im Stadium der
Plasmazellen herunterreguliert, wohingegen eine Expression von CD20 fast
vollstandig sistiert. Es wird zudem auf follikularen Zellen und DC exprimiert [43]. Fur
CD19 als Bestandteil des CD19/CD21-Korezeptorkomplex werden Funktionen in der
B-Zell Aktivierung und Regulation angenommen [41].

1.2 Das alternde Immunsystem - Immunseneszenz

Das Altern des Immunsystems wird auch als Immunseneszenz bezeichnet und kann
mit dem  vermehrten  Auftreten von Infektionen, Neoplasien und
Autoimmunerkrankungen einhergehen. Molekulare Prozesse wie
Desoxyribonukleinsaure  (DNA)-Schaden, die Bildung freier Radikale und
Telomerverkirzungen fuhren zur Apoptose und Wachstumsveranderungen von
Zellen. Die Folgen der Immunseneszenz sind Impfversagen, das Entstehen maligner
Erkrankungen und chronischer Entzindungen sowie das Fortschreiten
neurodegenerativer Prozesse [44]. Sowohl das angeborene als auch das adaptive
Immunsystem sind von Alterungsprozessen betroffen. Nicht nur die Erneuerung
hamatopoetischer Stammzellen nimmt ab, sondern auch das zur Hamatopoese fahige
Gewebe des Knochenmarks. Besonders die B-Zellen sind von diesen Veranderungen
betroffen und es verlassen weniger ausdifferenzierte B-Lymphozyten das
Knochenmark. Im Vergleich zu den B-Lymphozyten sind die T-Lymphozyten
insbesondere durch die Involution des Thymus durch Alterung in ihrer Funktion
betroffen [45].



1.2.1 Immunseneszenz und das angeborene Immunsystem

Mit zunehmendem Alter veréndert sich die Struktur auf3erer Barrieren. Dies betrifft
Epithelien der Haut mit einer verringerten Produktion von Claudin-1 und Occludin und
veranderter Funktion der tight junctions, die Blut-Gas-Schranke der Lunge mit einer
gesteigerten Permeabilitdt und die Epithelien des Darms. Die Folgen sind eine
schlechtere Wundheilung, eine gestérte Abwehr von Pathogenen und Verstarkung
inflammatorischer Reaktionen [46]. Auf zellularer Ebene setzt sich der Prozess der
Immunseneszenz fort. Neutrophile Granulozyten zeigen mit zunehmendem Alter eine
verringerte Aktivitat sowie verringerte Phagozytosefahigkeit, obwohl sie in ihrer Anzahl
nicht reduziert sind [47]. NK sind im Tierversuch bei zunehmendem Alter in ihrer
Anzahl reduziert und zeigen eine eingeschrénkte Funktion nach einer Infektion mit
Influenzaviren [48]. Mit zunehmendem Alter verandert sich nicht die Gesamtzahl der
Monozyten, jedoch das Verhéltnis der Subpopulationen. Die Anzahl der nicht-
klassischen Monozyten nimmt zu, die Anzahl klassischer Monozyten nimmt ab. Je
nach Subpopulation ist die Produktion proinflammatorischer Zytokine wie 11-6 und TNF-
a verringert. Als Ursache wird eine gestorte Funktion des TLR-1 angenommen [49].
Makrophagen exprimieren mit zunehmendem Alter eine reduzierte Anzahl MHC-II-
Molekilen, was unter anderem als Ursache fir eine reduzierte CD4*-T-Zell-Antwort
angenommen wird. Sie produzieren weniger TLR und verlieren ihre
Phagozytosefahigkeit  [50].  Auch  dendritische  Zellen  verlieren  ihre
Phagozytosefahigkeit und die Fahigkeit apoptotisches Material aufzunehmen. Die
Folgen sind eine abnehmende Antigenprasentation an T-Zellen und durch Zunahme

apoptotischen Materials die Entstehung einer proinflammatorischen Umgebung [51].

1.2.2 Immunseneszenz und das adaptive Immunsystem

Mit zunehmendem Alter verandert sich die Zusammensetzung des B-Zell-Pools [52].
Die Anzahl peripherer B-Zellen nimmt mit zunehmendem Alter zwar nicht ab, jedoch
nimmt die Subpopulation spéat-differenzierter B-Gedéachtniszellen zu und die Anzahl
naiver B-Zellen ab. Dieses Ungleichgewicht und die Reduktion naiver B-Zellen fuhrt
dazu, dass schlechter auf neue Antigene reagiert werden kann. Nicht nur die
Produktion spezifischer Antikrper nimmt ab, sondern auch deren Affinitat [53].
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Darliber hinaus ist die Interaktion zwischen B- und T-Lymphozyten gestort. T-
Lymphozyten verlieren mit zunehmendem Alter die Fahigkeit, Oberflachenmolekile
wie CD28 und CD154 (CD40-Ligand) zu exprimieren. Die T-Zell-abhéangige B-Zell-
Aktivierung und -Proliferation wird dadurch reduziert [45].

Nicht nur die Interaktion der Zellen des adaptiven Immunsystems verandert sich. Der
Thymus als Ort der T-Zell-Reifung und Differenzierung unterliegt mit zunehmendem
Alter einer Umwandlung in Fettgewebe. Diese Involution des Thymus fiihrt nicht zu
einer Reduktion der Gesamtzahl der T-Lymphozyten, veréndert jedoch die
Zusammensetzung des T-Zell-Pools. Durch die Thymusinvolution und Abnahme
pluripotenter hamatopoetischer Stammzellen kommt es zur Reduktion naiver T-Zellen
sowie CD4*- und CD8*-Zellen. Der CD4*-Zell-Pool zeichnet sich durch eine Stabilitat
bis zum 70. Lebensjahr aus, wohingegen der CD8*-Zell-Pool vulnerabler ist und
anfallig fur eine durch TNF-a-induzierte Apoptose [54]. Veranderungen der
Zusammensetzung des T-Zell-Pools und der Zytokinausschittung verandern die von
den T-Lymphozyten gesteuerte Immunantwort [53]. Das Verhéltnis von CD4*/CD8*-
Zellen bestimmt das immunologische Risikoprofil (IRP). Eine Verhaltnisumkehr
zugunsten der CD8*-Zellen (Ratio<l) ist mit einem erhdhten Risiko fur Infektionen
verknupft [55].

1.2.3 Die Folgen von Immunseneszenz und ,Inflammaging®

Veranderungen des Immunsystems mit zunehmendem Alter haben Einfluss auf die
Pathogenese von Autoimmunerkrankungen, neurodegenerativer Erkrankungen,
maligner Erkrankungen, Infektionen und deren Behandlung sowie mogliches
Therapieversagen. So ist vor allem in der Altersgruppe Uber 65 Jahre die
Hospitalisierungsrate und Mortalitat durch eine Infektion mit dem Influenza-Virus
erhoht. Circa 90% der durch das Influenza-Virus verursachten Todesfélle betrifft diese
Altersgruppe [56]. Was flr Infektionen mit dem Influenza-Virus seit vielen Jahren
bekannt ist, zeigt sich auch in der aktuellen Coronavirus-2019-Pandemie. Mit
zunehmendem Alter der Patienten steigt die Mortalitat in der Altersgruppe der 20- bis
54-Jahrigen von unter 1% auf 10-27% in der Altersgruppe von 85 Jahren und alter
[57]. Eine Impfung kann die Mortalitdt alterer Menschen bei einer Infektion mit
Pneumokokken oder dem Influenza-Virus signifikant reduzieren [58]. Es wird jedoch
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vor allem bei alteren Menschen eine nachlassende Immunantwort auf Impfungen
beobachtet. Eine veranderte Zusammensetzung des B-Zell-Pools und verringerte
Antikorperproduktion bewirken bei &lteren Patienten (>60 Jahre) eine geringere
humorale Immunreaktion auf die Influenza-Impfung [59]. Betragt die
Serokonversionsrate in der Altersgruppe von 18 bis 49 Jahren noch 50-75%, sinkt sie
in der Altersgruppe der Uber 65-Jahrigen auf 10-30% [60]. Auch die Pravalenz
maligner Tumorerkrankungen nimmt mit steigendem Alter zu. Ein reduziertes T-Zell-
Rezeptor-Repertoire verschlechtert die Erkennung von Tumorantigenen, eine
fehlende Expression von CD28 fihrt zu einem schlechten Ansprechen auf
Immuntherapien [61]. Trotz eines schlechteren Ansprechens auf Antigene nimmt die
Autoimmunitat mit steigendem Alter zu. Eine proinflammatorische Umgebung,
epigenetische Veranderungen wie z.B. DNA-Methylierung, Telomerverktrzungen und
viele weitere Veranderungen (z.B. eine vermehrte Autoantikdrper-Produktion und eine
gestorte T-Zellselektion) werden fir das Entstehen autoimmuner Prozesse
angenommen [62].

Eine Dysregulation des Immunsystems mit zunehmendem Alter begunstigt eine
Umgebung, in der chronische Entziindungsreaktionen ablaufen kénnen. Ein durch
Franceschi et al. gepragter Begriff ist das ,Inflammaging“ (Entziindungsaltern) [63]. Er
beschreibt eine chronische und niedrigschwellige Entziindung im alternden Menschen.
.Inflammaging”“ ist ein Risikofaktor fir eine zunehmende Mortalitat und Morbiditat. Als
Ausloser dieses chronischen Entzindungsprozesses werden Faktoren wie
geschadigte Zellen und Makromolekiile (z.B. Amyloid), Veranderungen des
Mikrobioms, zellulare Seneszenz, erhéhte Gerinnungsaktivitat, Imnmunseneszenz und
Defekte im Komplementsystem gesehen [63, 64]. Die lebenslange Exposition
gegenuber Pathogenen, Infektionen mit dem Humanen Immundefizienz-Virus (HIV)
oder dem Cytomegalievirus (CMV), Verdnderungen des angeborenen und adaptiven
Immunsystems sowie genetische Pradispositionen bestimmen durch komplexe
Interaktionen das Fortschreiten der Immunseneszenz [64]. Anders als eine akute
Entziindungsreaktion, die den Organismus vor schadlichen Einflissen schitzen kann,
ist die chronische Entziindung mit einer Schadigung von Gewebe und degenerativen
Veréanderungen assoziiert. Proinflammatorisch wirkende Zytokine wie 1I-1, IL-6, TNF-a
und C-reaktives Protein (CRP) sind bei alteren Menschen erhoht. Dieses

Ungleichgewicht zugunsten einer dauerhaften Inflammation begunstigt die Entstehung



chronisch-entzindlicher Erkrankungen wie rheumatoider Arthritis, Diabetes mellitus
Typ I, Osteoporose und Atherosklerose [65].

Auch das zentrale Nervensystem reagiert auf Toxine, Ischamie, Infektionen und
Trauma mit einer inflammatorischen Reaktion. Dieser Prozess der Neuroinflammation
beglnstigt die Entstehung neurodegenerativer Erkrankungen wie AD, vaskulare
Demenz (VaD) und Morbus Parkinson [61]. Die Fahigkeit zur Regeneration der grauen
und weilRen Substanz nimmt mit zunehmendem Alter ab [66]. Vor allem Mikroglia
verandern mit zunehmendem Alter durch Infektionen und neurodegenerative
Erkrankungen ihre F&ahigkeiten zur Phagozytose und produzieren reaktive
Sauerstoffmolekiile und verandern ihre Morphologie [67]. Sie verlieren ihre protektiven
Funktionen fur das ZNS und treiben degenerative Prozesse wie die Ablagerung von
Tau-Proteinen voran [68]. Die Ablagerung von Tau- und Amyloid-Proteinen als
Kennzeichen der AD kann zur Aktivierung von Astrozyten, Mikroglia und Neuronen
beitragen. Einerseits erflllen diese Zellen wichtige Funktionen zur Aufrechterhaltung
der Homoostase des ZNS. Andererseits unterliegen sie seneszenzbedingten
Verdnderungen und kénnen durch Produktion proinflammatorischer Zytokine das
Voranschreiten einer AD beschleunigen [69]. Eine periphere Immunseneszenz hat
direkten Einfluss auf das ZNS. So korreliert eine hohe Konzentration von CRP im

Blutserum mit einer Abnahme kognitiver Funktionen [70].

1.3 Demenz

1.3.1 Allgemeines

Laut Definition der Internationalen statistischen Klassifikationen psychischer
Stérungen (ICD-10, International Statistical Classification of Diseases and Related
Health Problems) ist Demenz ein Syndrom. Dieses Syndrom ist die Folge einer
Erkrankung des Gehirns, die chronisch und fortschreitend ist. Die Symptome muissen
Uber mindestens sechs Monate bestehen und beinhalten Stérungen des
Gedachtnisses, des Denkens, der Orientierung, der Auffassung, des Rechnens, der
Lernfahigkeit, der Sprache, des Sprechens und des Urteilsvermogens.
Bewusstseinstribungen liegen nicht vor [71]. Leitsymptom der Demenz ist eine
Storung des Kurzzeitgedachtnisses, spater auch des Langzeitgedachtnisses [71]. Die

anfangliche Symptomatik kann bei vorliegender Apathie und sozialem Ruckzug als
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Depression fehlinterpretiert werden. Gleichzeitig ist eine Depression eine héaufig

vorkommende Komorbiditat einer Demenz [72].

1.3.2 Epidemiologie

Laut des “World Alzheimer Report 2015” wird die Anzahl an alteren Menschen (60
Jahre und alter) in Landern mit hohem Einkommen von 2015 bis 2050 um 56% steigen,
in Landern mit mittlerem und niedrigem Einkommen sogar noch mehr, sodass weltweit
zwischen 2015 bis 2050 mit einem Anstieg alterer Menschen von 126% ausgegangen
werden kann. Im Jahr 2015 lebten laut World Health Organization (WHO) weltweit circa
46,8 Millionen Menschen mit Demenz. Diese Zahl konnte sich alle 20 Jahre
verdoppeln, sodass 2030 von 74,7 Millionen und 2050 von 131,5 Millionen an Demenz
erkrankten Menschen ausgegangen werden kdnne. Die Erkrankung Demenz ist somit
von globaler Bedeutung [73]. AD ist die haufigste Form von Demenz (60%), gefolgt
von vaskularer Demenz (20%) [74]. In Deutschland sind circa 1,2 Millionen Menschen
von Demenz-Erkrankungen betroffen [75]. Die Lebenserwartung betragt ab dem
Zeitpunkt der Diagnosestellung drei bis zwdlf Jahre. Diese variiert je nach
Schweregrad der Demenz. An vaskularer Demenz (VaD) erkrankte Patienten haben
eine geringere Lebenserwartung nach Diagnosestellung als AD-Patienten [76].

1.4 Alzheimer-Demenz

1.4.1 Allgemeines

Laut ICD-10 ist die AD eine neurodegenerative zerebrale Erkrankung, die schleichend
beginnt und sich langsam und kontinuierlich Gber mehrere Jahre fortentwickelt. Die
Atiologie ist unklar, jedoch gibt es charakteristische neuropathologische und
neurochemische Merkmale [71, 75].

Die bisher geltenden diagnostischen Kriterien des ,National Institute on Aging and the
Alzheimer's Association“ (NIA-AA-Kriterien) wurden durch die Kriterien des ,National
Institute of Neurological Disorders and Stroke Alzheimer's Disease and Related
Disorders” (NINCDS-ADRDA) abgelost. Klinische Kriterien in diesen neuen Leitlinien
umfassen das Erfullen allgemeiner Demenzkriterien, einen langsamen

Symptombeginn Uber Monate bis Jahre und eine eindeutige anamnestische oder
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beobachtete kognitive Verschlechterung. Dartber hinaus kénnen kognitive Tests,
neuropsychologische Tests, Labor- und bildgebende Diagnostik zur Diagnosefindung

hinzugezogen werden [77].

1.4.2 Pathophysiologie

Charakteristische neuropathologische Veranderungen in Patienten mit AD umfassen
die Ablagerung von AB-Plaques, neurofibrillarer Tangles (NFT) und neuritischer
Plaques [78]. NFT bestehen aus abnormal phosphoryliertem Tau-Protein [79]. Diese
Pathologien lassen sich sowohl in Patienten mit asymptomatischer AD als auch in
Patienten mit symptomatischer AD finden [80]. Es gibt Hinweise, dass die Entstehung
von Demenz nicht allein auf neuropathologische Veranderungen zurtckzufiihren ist,
sondern die Entstehung weitaus komplexer und ein multikausaler Prozess sein muss
[81]. So wird insbesondere im Zusammenhang mit einer nach dem 65. Lebensjahr,
spat einsetzenden Alzheimer-Demenz (Late-Onset Alzheimer’s Disease, LOAD) die
Amyloid-Hypothese verlassen und ein komplexerer neuropathologischer Prozess
vermutet [82]. Die Risikofaktoren fur das Auftreten von AD sind zahlreich. Sie
umfassen Alter [83], genetische Veranderungen im Amyloid-Precursor-Protein (APP),
Presinilin-1 (PSEN-1) und Presinilin-2 (PSEN-2) Gen [84—88], vaskulare Faktoren wie
Hypertonus [89], Body-Mass-Index (BMI) [90], Hypercholesterinamie, Diabetes [91],
Tabakkonsum [92], Alkoholkonsum [93], Depression [94], erhohtes Plasma-
Homocystein [95], das Epsilon-4-Allel des Apolipoprotein E (ApoE) [96] und
psychosoziale Faktoren wie wenig physische Aktivitat und niedriger sozio-

Okonomischer Status [97, 98].

1.4.3 Beta-Amyloid und Tau-Protein

Die Amyloid-Hypothese besagt, dass das Beta-Amyloid (AB)-Protein als Ursprung der
Pathogenese von Demenz, der Entstehung von NFT und neuronaler Schéadigung
anzusehen ist [99]. Das APP ist ein Protein, welches von Gamma-Sekretasen in Beta-
Amyloid geschnitten wird. Die Gamma-Sekretasen werden durch PSEN-1 und PSEN-
2 codiert. Mutationen von APP erhéhen die Produktion des AB1-42-Peptids [100]. Bei

Menschen mit Down-Syndrom konnte eine weitere APP-Kopie auf Chromosom 21
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nachgewiesen werden. Diese weitere APP-Kopie wird als Ursache fir vermehrte
Ablagerungen von Amyloid und ein frihes Auftreten von AD in Zusammenhang mit
dem Down-Syndrom angesehen [101]. Bei Patienten mit AD konnte ein verringerter
Abbau von AB-Plaques im Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen nachgewiesen
werden [102]. Der Amyloid-Hypothese widerspricht, dass das Auftreten von Ap-
Plaques im Frontalhirn zu beginnen scheint und nicht im Hippocampus [103]. Zudem
kommen AB-Ablagerungen auch bei gesunden alteren Menschen vor, jedoch ohne
eine AD zu verursachen [104]. Der Amyloid-Hypothese widerspricht au3erdem, dass
eine kognitive Verschlechterung besser mit der Ablagerung von Tau-Proteinen als mit
einer Ansammlung von AB-Plaques korreliert [105]. Tau-Proteine sind Mikrotubuli-
assoziierte Proteine (MAPS) [106]. Sie erflllen eine wichtige Funktion beim axonalen
Transport. Werden Tau-Proteine hyperphosphoryliert, fihrt dies zu einer gestdrten
Affinitat zum Mikrotubulus mit gestorter Zytoskelett-Stabilitdt und folglich neuronaler
Degeneration [107]. Auch im Bereich des Hippocampus als Ort der grof3ten

Schadigung bei AD-Patienten lagern sich Tau-Proteine ab [108].

1.4.4 Neuroinflammation und Mikroglia/Monozyten-Aktivierung

Mikroglia sind die Schnittstelle zwischen peripherem und zentralem Immunsystem und
an der Neuroinflammation als Bestandteil der Pathogenese von AD von
entscheidender Bedeutung. Bei den Mikroglia des ZNS handelt es sich um residente
Makrophagen aus der Embryonalzeit und, anders als zunachst angenommen, nicht
um eingewanderte Monozyten. Jedoch konnen periphere Monozyten bei einer
gestorten Funktion der Blut-Hirn-Schranke (blood brain barrier, BBB) in das ZNS
einwandern und Funktionen der Mikroglia Ubernehmen. Eine Beteiligung der
Monozyten an neuroinflammatorischen Reaktionen und an der Pathogenese der AD
wird deshalb angenommen [69]. Die Ablagerung von AB-Peptiden und Tau-Proteinen
im ZNS konnte neuroinflammatorische Prozesse induzieren [109] und zu einer
Aktivierung von Mikroglia fuhren, die daraufhin Zytokine wie 1l-1 und TNF-a
produzieren [110]. In Patienten mit AD konnte eine erhoéhte Konzentration
proinflammatorischer Zytokine wie IL-6, TNF-a, IL-13 und IL-12 im Blut nachgewiesen
werden [111]. Eine Zunahme von TNF-a im Serum korreliert mit einer zunehmenden

kognitiven Verschlechterung bei AD-Patienten [112]. Erhohte Konzentrationen
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proinflammatorischer Zytokine und mikrovaskulare Schéadigungen konnen die
Permeabilitdt der BBB erhéhen und die Passage peripherer Immunzellen in das ZNS
ermdglichen [113].

Mikroglia phagozytieren abnormale Proteine wie AB-Peptide und konnen nach
Aktivierung eines Fcy-Rezeptors mit Hilfe von Lysosomen auch Tau-Proteine
aufnehmen [114, 115]. Mit zunehmendem Alter nimmt die Phagozytosefahigkeit der
Mikroglia ab und ihre Morphologie verandert sich. Eine gestorte Mikrogliafunktion kann
zur Aktivierung von Zytokinen, reaktiver Sauerstoffradikale (Reactive Oxygen Species,
ROS) und zur AD-Pathogenese beitragen [69]. Vor allem im Bereich des
Hippocampus, dem Ort mit einer hohen Tau-Ablagerung, konnte eine Degeneration
der Mikroglia gezeigt werden [108]. Mikroglia agieren einerseits neuroprotektiv durch
die Phagozytose von AB-Peptiden, andererseits setzen sie bei diesem Prozess
proinflammatorische Zytokine frei, die wiederum ihre eigene Phagozytosefahigkeit
herabsetzen [116]. Im Bereich des Hippocampus produzieren Mikroglia neurotoxisch
wirkende Quinolinsdure. Auch im peripheren Immunsystem konnte eine erhéhte
Produktion von Quinolinsaure durch Monozyten bei Patienten mit AD nachgewiesen
werden. Mikroglia und Monozyten kénnten demnach sowohl neuroprotektive wie auch

neurotoxische Funktionen bei dementiellen Erkrankungen hervorrufen [117].

1.4.5 Diagnostik

Die Diagnose Demenz beruht auf der Zusammenschau verschiedener diagnostischer
Mittel und darf, um eine Verwechslung mit reversiblen Ursachen zu vermeiden, erst
nach einer Mindestdauer von sechs Monaten erfolgen [71]. Eine definitive
Diagnosestellung kann erst post mortem erfolgen [75].

Eine vor dem 65. Lebensjahr diagnostizierte AD wird als so genannte ,Early-Onset
Alzheimer’s Disease“ (EOAD) definiert, eine nach dem 65. Lebensjahr als LOAD [118].
Wichtige Bestandteile fir die korrekte Diagnostik umfassen die Anamnese, die
Labordiagnostik und die Bildgebung. Ein weiteres Instrument zur Diagnosefindung
stellt die kdrperliche und psychopathologische Untersuchung dar. Kognitive Kurztests
wie z.B. Mini-Mental-Status-Test (MMST), die neuropsychologische Testbatterie
(CERAD-Consortium to Establish a Registry for Alzheimer's Disease), Demenz-
Detektion-Test (DemTect), Test zur Fruherkennung von Demenzen mit

14



Depressionsabgrenzung (TFDD), Montreal-Cognitive-Assessment (MoCA) und der
Uhrentest sind fester Bestandteil der klinischen Praxis. Ein Demenz-Screening wird
aktuell nicht empfohlen, da ein zu hohes Auftreten von Falschdiagnosen befiirchtet
wird [75, 119, 120]. Einer der kognitiven Tests ist der weit verbreitete MMST, der im
Rahmen dieser Arbeit zur Anwendung kam. Mit seiner Hilfe kann man die AD in
unterschiedliche Schweregrade einteilen: eine schwere AD mit weniger als 10
Punkten, eine mittelschwere AD mit 10 bis 19 Punkten und eine leichte AD mit 20 bis
26 Punkten [121]. Zur weiteren Vertiefung wird eine neuropsychologische Testung
empfohlen, zum Beispiel mit der CERAD-Testbatterie [75, 122].

Die Labordiagnostik umfasst die Untersuchung von Blut und Liquor. Wichtige zu
bestimmende Werte aus Blutserum und Blutplasma sind Blutbild, Elektrolyte,
Nuchtern-Blutzucker, Thyroidea-stimulierendes Hormon (TSH), Blutsenkung oder
CRP, Glutamat-Oxalat-Transaminase (GOT), y-Glutamyltransferase (y-GT), Kreatinin,
Harnstoff und Vitamin B12. Da die Ursachen eines Demenzsyndroms vielfaltig sein
kénnen, werden bei Verdacht weitere labordiagnostische Untersuchungen empfohlen
[75].

Die Liquordiagnostik hat initial das Ziel, ein akutes entziindliches Geschehen und eine
Storung der BBB auszuschlieen. Aus diesem Grund wird die Bestimmung der
Zellzahl, des Gesamtproteins, der Laktatkonzentration, von Glukose, der Albumin-
Quotient und der intrathekalen IgG-Produktion empfohlen. Wichtige Marker fur ein
neurodegeneratives Geschehen sind Beta-Amyloid-1-42, Gesamt-Tau und Phospho-
Tau (pTau). Hinweisend auf eine AD waren eine Absenkung von AR-42 im Liquor und
eine Erhéhung von Tau bzw. phosphoryliertem Tau im Liquor [123-125].

Ein weiteres diagnostisches Hilfsmittel ist die Bildgebung, z.B. eine craniale
Computertomographie (cCT) oder eine craniale Magnetresonanztomographie (CMRT).
Typische Veranderungen im cMRT sind eine Hippocampusatrophie, Gyrus

parahippocampalis Atrophie und Erweiterung des Seitenventrikelunterhorns [75].

1.4.6 Therapie

Die Wirkstoffe Donezepil, Galantamin und Rivastigmin sind Antidementiva aus der
Gruppe der Acetylcholinesterase (AChE)-Hemmer. Eine Behandlung mit ihnen wird
aktuell bei leichter und mittelschwerer Demenz empfohlen [75]. Nebenwirkungen der
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Therapie koénnen Appetitlosigkeit, Angst, Schwindel, Ubelkeit, Erbrechen und
Bradykardie sein. Diese Nebenwirkungen beruhen auf der cholinergen Wirkung der
AChE-Hemmer [126].

Memantin ist ein N-Methyl-D-Aspartat (NMDA)-Rezeptor-Antagonist. Es wird zur
Therapie der mittelschweren bis schweren AD empfohlen [127]. Memantin hat im
Vergleich zu den AChE-Hemmern das weniger ausgepragte Nebenwirkungsprofil.
Nebenwirkungen kénnen Obstipation, Schwindel, Kopfschmerzen oder Somnolenz
beinhalten. Diese treten jedoch nicht haufiger auf als bei einer Therapie durch ein
Placebo [128]. Bei leichter Demenz wird die Gabe von Memantin nicht empfohlen, da
eine Wirksamkeit durch Studien nicht belegt werden konnte [75, 129]. Fir eine
Wirksamkeit von Memantin als Add-On-Therapeutikum zu AChE-Hemmern fehlt eine

evidente Studienlage [130].

1.5 Vaskulare Demenz

Die VaD ist laut ICD-10 gekennzeichnet durch die Erfullung der allgemeinen
Demenzkriterien, der unterschiedlichen Auspragung kognitiver Defizite, dem
Nachweis einer fokalen Hirnschadigung und dem anamnestischen Nachweis einer
kardiovaskularen Vorerkrankung. Eine Unterteilung erfolgt in vaskulare Demenz mit
akutem Beginn, Multiinfarkt-Demenz, subkortikale vaskulare Demenz, gemischte
kortikale und subkortikale vaskulare Demenz und sonstige vaskuldre Demenz [71].
Die Kriterien zur Diagnostik der vaskularen Demenz wurden vom "National Institute of
Neurological Disorders and Stroke" (NINDS) und der "Association Internationale pour
la Recherche et I'Enseignement en Neurosciences" (AIREN) formuliert (NINDS-
AIREN-Kriterien) [131]. Tritt eine kognitive Verschlechterung innerhalb von drei
Monaten und in Kausalitdt zu einer zerebrovaskularen Erkrankung und deren
neurologischer Zeichen bzw. cCT/cMRT Zeichen auf, kann dies zur Diagnose der VaD
fuhren [131].

1.5.1 Pathophysiologie/Risikofaktoren

Endotheliale Schaden, Durchblutungsstérungen, Hypertonus und genetische Faktoren

kénnen zu einer Inflammation der BBB filhren und das Ubertreten
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proinflammatorischer Zytokine zulassen. Es entsteht ein neuroinflammatorischer
Prozess, der mit Aktivierung von Mikroglia, Angiogenese und Odembildung einhergeht
und zu einer neuronalen Degeneration und der Entstehung einer vaskularen Demenz
fuhren kann [132]. Die Risikofaktoren fur die VaD ahneln den Risikofaktoren fur einen
Schlaganfall [133]. Sie beinhalten demographische Faktoren wie Alter, mannliches
Geschlecht, niedriges Bildungsniveau und atherosklerotische Faktoren wie
Hypertonie, Nikotinkonsum, Herzinfarkt, Diabetes mellitus und Hyperlipidamie [134].
Auch genetische Faktoren wie z.B. Mutationen des NOTCH3-Gens kdnnen eine VaD,
die zerebrale autosomal-dominante Arteriopathie mit subkortikalen Infarkten und
Leukenzephalopathie (,Cerebral Autosomal Dominant Arteriopathy with Subcortical
Infarcts and Leukoencephalopathy“, CADASIL) verursachen [135]. AuRerdem wird
eine Rolle von ApoE bei der Pathogenese der VaD diskutiert [136]. Das Auftreten einer
Depression ab dem 50. Lebensjahr erhoht die Wahrscheinlichkeit, von einer
vaskularen Demenz betroffen zu sein [137].

Die Wahrscheinlichkeit, eine VaD zu entwickeln, ist besonders nach dem Ereignis
eines ischamischen Hirninfarkts grof3. Bis zu einem Drittel der Patienten, die einen
ischamischen Hirninfarkt erlitten haben, entwickeln eine Demenz [138]. Vaskulare
Veranderungen wie die Ablagerung atherosklerotischer Plagues, hyaliner Substanz
und ein fibrotischer Umbau schadigen die GefalBmorphologie [139]. Je nach
Auspragung der mikro- und makroangiopathischen Schéden entstehen Kkortikale,
subkortikale oder lakunare Infarkte, chronische Hypoperfusion und sklerotische

Veréanderungen [140].

1.5.2 Diagnostik

Die Diagnostik erfasst das Erkennen kardiovaskularer Risikofaktoren und die
Untersuchung hirnversorgender Gefal3e und Erkennung von Stenosen. Sehr wichtig
ist die bildgebende Diagnostik. Sie kann entscheidende Hinweise zur Subtyp-Form der
VabD liefern. Die Bildgebung kann durch ein cCT oder cMRT erfolgen. Im cMRT lassen
sich typischerweise lakunéare Infarkte, Marklagerlasionen und zerebrale
Mikroblutungen finden [72, 75]. Eine Abgrenzung zur AD kann anhand der Hachinski-
Skala erfolgen [141].
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1.5.3 Therapie

Eine gute symptomatische Therapie der VabD ist bisher nicht méglich. Aktuell existieren
nur wenig aussagekraftige Ergebnisse zur Behandlung der VaD und der Einsatz von
Antidementiva ist umstritten. Die S3-Leitlinie ,Demenzen® rat von einem allgemeinen
Einsatz von AChE-Hemmern sowie Memantin ab. In Einzelfallen kdnne der Einsatz
dieser Medikamente jedoch erwogen werden (off-label) [75]. Einige Studien zeigen
signifikante Verbesserungen der kognitiven Leistung bei einer Behandlung mit
Memantin und die Patienten profitierten zusatzlich von einem geringen

Nebenwirkungsprofil [142].

1.6 VGF

VGF ist ein neuronales Polypeptid, welches 1985 zuerst von Levi et al. entdeckt wurde.
Nach Stimulation durch den Nervenwachstumsfaktor ,Nerve Growth Factor” (NGF)
konnte VGF als complementary-DNA (cDNA)-Klon von der 5. (V.) Western-Blot-Platte
einer Phaochromozytom-Zelllinie von Ratten (PC12) isoliert werden. Seiner
Entstehung entsprechend, leitet sich die Nomenklatur ab [143, 144]. Nicht nur NGF,
sondern auch weitere Neutrophine wie ,Brain Derived Growth Factor® (BDNF),
Neurotrophin-3 (NT3) und ,Glial Derived Growth Factor® (GDNF) kénnen die
Expression von VGF hochregulieren [145]. Neutrophine wie NGF, BDNF, NT3 und
NT4 regulieren das Uberleben und die Differenzierung von Neuronen im peripheren
und zentralen Nervensystem [146]. VGF wird von Neuronen, neuroendokrinen Zellen

und Inselzellen des Pankreas exprimiert [147].

1.6.1 Struktur von VGF

Nach der Isolierung von VGF aus Zellen von Ratten erfolgte 1997 und 1999 die
Isolierung von VGF aus Zellen von Mausen sowie von Menschen [148, 149]. Das VGF-
Protein des Menschen besteht aus 615 Aminosauren. Das molekulare Gewicht betragt
68 kDA, wird in der Western-Blot-Analyse bei PC12-Zellen bei einer Bande von 80-90
kDa detektiert [150]. Das VGF-Gen befindet sich beim Menschen auf Chromosom

7922 [151]. VGF wird in sekretorischen Vesikeln gelagert, die durch Stimuli eine
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Depolarisation der Zellmembran und eine Ausschittung bewirken [144]. Die
spezifischen neuroendokrinen Prokonvertasen PC1/3 und PC2 prozessieren VGF
[152]. VGF besitzt ein N-terminales und C-terminales Ende und es existieren
zahlreiche von VGF stammende Peptide [153]. Ihre Benennung erfolgte zuné&chst
entsprechend der molekularen Masse. Die aktuelle Nomenklatur richtet sich nach der
Aminosauresequenz der Peptide. Peptid-V (anderer Name AQEE-30) ist das erste aus
VGF nachgewiesene Peptid und konnte 1994 aus einer Rinder-Hypophyse gewonnen
werden [154]. Ein weiteres Peptid ist VGF-10 (TLQP-62), es wird durch 62
Aminosauren am C-terminalen Ende von VGF codiert [155].

1.6.2 VGF und Depression

VGF konnte eine antidepressive Wirkung haben. Thakker-Varia et al. haben im
Tierversuch mittels des erzwungenen Schwimmtests (Forced Swim Test, FST)
bewiesen, dass eine Infusion von VGF in den Hippocampus einen antidepressiven
Effekt auf die Versuchstiere hat [155]. Auch in aktuellen Versuchen bestétigt sich der
Zusammenhang von VGF mit Depressionen. So konnten Jiang et al. zeigen, dass die
VGF-messenger-Ribonukleinsaure (mRNA)-Werte in Patienten mit Depression post
mortem erniedrigt sind sowie im Tierexperiment eine Infusion mit TLQP-62
antidepressive Effekte aufwies [156]. Nicht nur im Tierversuch treten Veranderungen
beim Vorliegen einer Depression auf. Cattaneo et al. detektierten bei Patienten mit
Depressionen erniedrigte VGF-mRNA-Werte in Leukozyten. Die VGF-Werte stiegen
nach Behandlung mit einem Antidepressivum an [157].

1.6.3 VGF und Energiehomo6ostase/Schmerz

VGF wird nicht nur von Neuronen produziert, sondern auch von Zellen in der
Hypophyse und im Hypothalamus, die wichtige endokrinologische Funktionen haben
und an der Energiehomoostase beteiligt sind [158]. Im Versuch mit Hamstern zeigte
sich nach Stimulation mit VGF ein héherer Energieumsatz [159]. Aul3erdem verzdgert
das Peptid TLQP-21 die Magenentleerung bei Mausen und beeinflusst die

Prostaglandin-Sekretion [160]. Die Expression von VGF konnte deshalb Einfluss auf
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die Energiehomdostase haben. VGF-Defizite filhren bei M&ausen zu sexuellen
Stérungen bis hin zur Infertilitat [161].

Ein Zusammenhang von VGF und durch Neuroinflammation verursachte Schmerzen
konnte im Versuch mit Mausen gezeigt werden. VGF-mRNA liel3 sich in sensorischen
Neuronen nachweisen. Zudem zeigte das von VGF stammende Peptid TLQP-21

schmerzmodulierende Eigenschaften [162].

1.6.4 VGF und neuronale Veranderungen

Im Tierversuch kdnnen bei VGF-exprimierenden M&usen Verédnderungen im Gehirn
sowie Stérungen des Kurzzeitgedachtnisses festgestellt werden [163].

Im Tierversuch zeigt sich nach Lernprozessen eine erhdhte VGF-Expression. VGF
kann aufRerdem im Hippocampus nachgewiesen werden und kénnte an Prozessen
neuronaler Modulation beteiligt sein [164]. Es gibt Hinweise, dass VGF am Prozess
der Synaptogenese beteiligt ist [165]. Aktuelle Ergebnisse belegen, dass TLQP-62 das
Dendritenwachstum sowie die Synapsendichte im Hippocampus férdert [166]. TLQP-
62 steigert aul3erdem die Produktion neuronaler Vorlauferzellen [167].

VGF fordert im Thalamus das Wachstum von Dendriten und Uberleben kortikaler
Neurone [168]. Neben anderen Peptiden kommt VGF im Liquor vor [169]. 2015
konnten Busse et al. bei Patienten mit AD eine erhéhte Expression von VGF in T-
Lymphozyten nachweisen. Das Vorkommen von VGF kdnnte ein Zeichen neuronaler
Schadigung sein und VGF durch Prozesse der Neuroinflammation in seiner
Expression verandert werden [170].

1.7 Ziel der Arbeit

Demenzielle Erkrankungen sind weltweit von grol3er sozialer und O6konomischer
Bedeutung. Bei der AD und der VaD sind genetische, strukturelle und immunologische
Veranderungen an der Krankheitspathogenese beteiligt. Immunologische
Veranderungen betreffen das zentrale und das periphere Immunsystem. VGF kommt
sowohl in Strukturen des zentralen Nervensystems als auch im Blut vor und wird als

maoglicher Biomarker fir neurodegenerative Erkrankungen diskutiert. Bereits 2015
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konnten Busse et al. eine erhdhte VGF-Expression von T-Lymphozyten bei Patienten
mit AD nachweisen.

Das erste Ziel der Arbeit ist die Untersuchung von Veranderungen des angeborenen
und des adaptiven peripheren Immunsystems und die Fragestellung, ob auch
Monozyten und B-Lymphozyten VGF exprimieren koénnen. Dafur wurden die
Blutproben von 38 Patienten mit AD, von fiinf Patienten mit VaD und von 20
neuropsychiatrisch gesunden Kontrollpersonen analysiert. Spezifische
Verteilungsmuster peripherer Immunzellen sowie die Expression von VGF kdnnten die
Diagnose neurodegenerativer Erkrankungen wie VaD und AD unterstitzen und damit
VGF als mdglicher Biomarker dienen.

Nach erfolgreichem Nachweis VGF-exprimierender Monozyten und B-Lymphozyten
wurde die Fragestellung bearbeitet, ob eine Korrelation zwischen VGF-Expression und
Alter, MMST oder BMI besteht.

Aktuell existiert keine medikamentdse Therapie, die eine AD oder VaD heilen kann.
Da inflammatorische Prozesse die Pathogenese der Demenz beeinflussen, waren
immunmodulatorische Therapien fur die Zukunft moglich. AChE-Hemmer sowie
Memantin sind mdgliche Medikamente zur Symptomlinderung der AD. Die dritte
Fragestellung bearbeitete, ob eine zwoélfwdchige Therapie mit Memantin oder

Rivastigmin zu einer Veranderung der VGF-Expression bei AD-Patienten fuhrt.
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2 Material und Methoden
2.1 Material

2.1.1 Laborgerate

Durchflusszytometer Becton Dickinson
LSRFortessa™ Cell Analyzer,
Inverses Mikroskop - Axiovert 25
Multifuge® 3 S-R
Neubauer-Improved Zahlkammer
(Tiefe 0,100 mm, 0,0025 gmm)
Pipet Controller accu-jet pro®
Pipetten

Reagenzglas Schuttler
Zentrifuge 5417 R

Zentrifuge EBA 20

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Blutentnahmeréhrchen BD Vacutainer®
mit

(EDTA)
Blutentnahmeset BD Safety-Lok™

Ethylendiamintetraessigséaure

Deckglaser (22x22 mm)
Eppendorf Tubes® 0,5 ml
Eppendorf Tubes® 1,5 mi
FACS-RoOhrchen (Rundboden,
Falcon®

5 ml)
MultiGuard™ Barrier Pipet Tips
Pipettenspitzen

Schutzhandschuhe Vasco

Verschlussfolie Parafim® M

BD Biosciences, USA

Carl Zeiss, Oberkochen
Heraeus, Hanau

Marienfeld-Superior, Lauda-Kénigshofen

Brand, Wertheim

Eppendorf, Hamburg

VWR International, Radnor, USA
Eppendorf, Hamburg

Hettich Zentrifugen, Tuttlingen

BD Biosciences; Franklin Lakes, New
Jersey, USA

Becton Dickinson, Heidelberg
Menzel-Glaser, Braunschweig
Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Corning Incorporated, Corning, USA

Sorenson BioScience, Inc., Salt Lake
City, USA

Eppendorf, Hamburg

Braun, Melsungen

Bemis Flexible Packaging, Neenah, USA
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Zentrifugenrohrchen Cellstar™, Greiner Bio-One™, Frickenhausen
(Spitzboden, 15 ml und 50 ml)

Pasteur Pipette 1 ml Brand, Wertheim

Serologische Pipette in 1/10ml Cellstar ~ Greiner Bio-One™, Frickenhausen

Trypanblau Serva Electrophoresis GmbH,
Heidelberg

Kihlschrank, Temperatur 4°C Liebherr Premium, Bulle FR, Schweiz

2.1.3 Material fur die Fluoreszenzfarbung

2.1.3.1 Reagenzien

Albumin (aus Rinderserum) Sigma-Aldrich, Buchs, Schweiz

FACS Puffer: 0,05 g Albumin und 50 ml Sigma-Aldrich/Biochrom AG
PBS

Phosphate Buffered Saline (PBS) w/o Biochrom AG, Berlin

Ca2+, w/o Mg2+

Biocoll Separating Solution, isotonisch, Biochrom AG, Berlin

Dichte 1,077g/ml

2.1.4 Leukozytenantikorper

Tabelle 1 | Leukozytenantikdrper zur Markierung der PBMC Zellen

Leukozytenantikdrper Hersteller Katalognummer Zellklon Menge pro
Bezeichnung Farbung
VGF (D-20) Santa Cruz sc-10381 - 2 ul

Bio

Technology

Inc., Dallas,

Texas, USA
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Donkey anti-goat Santa Cruz sc-2024 - 2 Ml
lgG-FITC Bio

Technology

Inc., Dallas,

Texas, USA
Anti-CD14-PerCP, Miltenyi 130-098-072 TUK4 0,5 pl
human antibody Biotec,

Bergisch

Gladbach,

Deutschland
Anti-CD19-VioBlue®, Miltenyi 130-098-606 LT19 0,5 ul
human antibody Biotec,

Bergisch

Gladbach,

Deutschland
2.1.5 Software
FACS-Software BD FACS DIVA BD Biosciences, USA
Software Version 6.1.3, Firmware
Version 1.9 (BDLSRII),
Literaturverwaltung  Citavi  Version Swiss Academic Software GmbH,
6.4.0.35 Schweiz

Statistik-Software Graphpad Prism 9.0.1
Statistik Software SPSS Version 26
Microsoft Excel® 2016

Graphpad Software Inc., USA
IBM SPSS Statistics, USA
Microsoft, Redmond, USA

2.2 Patienten und Probanden

Die experimentelle Studie erfolgte nach Einverstandnis durch die Ethikkommission der
Universitatsklinik Magdeburg (Ethikantragnummer 159/11) und unter Beachtung der
Deklaration von Helsinki. An der Studie haben 38 AD-Patienten (21 weiblich, 17

mannlich, Medianalter 80 Jahre, siehe Tabelle 2), funf VaD-Patienten (drei weiblich,
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zwei mannlich, Medianalter 80 Jahre, siehe Tabelle 3) und 20 neuropsychiatrisch
gesunde Probanden (14 weiblich, 6 mannlich, Medianalter 74,5 Jahre, siehe Tabelle
4) teilgenommen. Die Altersangabe entspricht dem Alter zum Zeitpunkt der Diagnose
sowie zum ersten Zeitpunkt der Messung.

Das Vorgehen sowie die anonymisierte und wissenschaftliche Verwendung der Daten
wurden den Probanden mundlich und schriftlich erlautert. Alle Teilnehmer der Studie
bzw. deren gesetzliche Vertreter unterzeichneten nach Zustimmung zur Teilnahme an
der Studie eine Einverstandniserklarung.

Einschlusskriterien waren eine gesicherte Diagnose einer AD oder VaD. Bei den
neuropsychiatrisch gesunden Kontrollpersonen lag weder eine leichte kognitive
Beeintrachtigung (mild cognitive impairment, MCI) noch eine sonstige
neurodegenerative Erkrankung vor. Als Testinstrument wurde bei allen
Kontrollpersonen ein MMST durchgefihrt. Ausschlusskriterium war eine Ablehnung
der Probanden zur Teilnahme an der Studie. Au3erdem durften die Probanden nicht
an immunologischen oder infektiosen Erkrankungen, Tumorleiden sowie schweren
Erkrankungen von Herz, Lunge, Niere und Leber leiden. Die Vorerkrankungen wurden
anamnestisch erfasst sowie ein Routinelabor zur weiteren Abklarung durchgefuhrt.
Zum Zeitpunkt der ersten Blutentnahme durfte keine Therapie mit einem
Antidementivum oder einer das Immunsystem modulierenden Substanz (z.B. Kortison)
erfolgen.

Eine Zuordnung der Studienteilnehmer zur Gruppe der AD oder VaD -Patienten
erfolgte  nach Erfassung der kognitiven Defizite mittels MMST und
neuropsychologischer Testung (CERAD). AuRerdem wurde die Diagnose durch eine
Bildgebung wie cMRT oder cCT gestiitzt, welche durch eine Fachéarztin oder einen
Facharzt beurteilt wurde. Im Routinelabor wurden Parameter wie Differentialblutbild,
CRP, glykiertes Hamoglobin A (HbAlc), Leberenzyme, Lipide und
Schilddrisenhormone erfasst. Aul3erdem erfolgte bei 42 von 43 Demenz-Patienten
gemal} der klinischen Standarddiagnostik die Entnahme von Liquor unter genauer
Abwagung von Indikationen und Kontraindikationen. Als charakteristisch fir eine AD
galten p-tau >50pg/ml, Gesamt-tau >350pg/ml und eine AB-Ratio <0,8.

Nach Diagnosestellung wurden die AD-Patienten mit einem Antidementivum (zehn
Probanden mit Rivastigmin und sieben Probanden mit Memantin) behandelt.
Rivastigmin wurde als Pflaster aufgetragen und taglich gewechselt. Die Dosierung des

Rivastigmin-Pflasters betrug 4,6 mg und ab der 7. Woche 9,5 mg. Die Memantin-
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Tabletten wurden in der ersten Woche der Therapie mit einer Dosis von 10 mg einmal
pro Tag eingenommen und die Gabe ab der zweiten Woche mit einer Dosierung von
20 mg pro Tag fortgesetzt.

Nach einer zwdlfwdchigen Therapie mit einem Antidementivum wurde bei 17
Probanden mit AD eine weitere Blutentnahme durchgefiihrt und die medikamenttse

Therapie gemalf aktuell geltenden Leitlinien fortgefihrt.
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Tabelle 2 | Demographische Daten der Patienten mit Alzheimer-Demenz

Proband/in Geschlecht Alter MMST BMI P-Tau Gesamt- AB- AB1-42 MRT/CT Befund
(M=Mannlich/ (in (kg/m?)  (pg/ml) Tau Ratio  (pg/ml)
W=Weiblich)  Jahren) (pg/ml)
1 M 62 18 24,7 47 278 0,7 448 Generalisierte
Hirnparenchymatrophie
2 M 83 26 21 49 350 2,3 1407 Hippocampusatrophie
3 W 87 14 17,6 211 n.b. 0,2 n.b. Hippocampusatrophie,
temporale Atrophie
4 M 76 24 30,8 82 1037 0,4 374 Hippocampusatrophie
M 82 23 24,3 142 1080 0,3 293 Bitemporale Atrophie
W 87 24 20,2 61 373 0,3 503 Generalisierte
Hirnparenchymatrophie
7 wW 87 11 24,4 52 238 0,6 417 Temporale  Atrophie
Hippocampusatrophie
8 M 80 22 25,1 83 286 0,3 310 Temporale Atrophie
9 W 86 24 28,6 57 652 0,4 377 Hippocampusatrophie
10 w 83 22 22,5 165 1813 0,2 298 Hippocampusatrophie,
bitemporale Atrophie
11 w 93 19 20,5 65 791 0,3 441 Hippocampusatrophie,
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Zusammenfassung n= 38 21/17 WIM m=80 m=18,5 m=24,74 m=83,0 m=400,0 m=0,6 m=444,5

Anmerkung: m - Median, n — Anzahl, n.b. — nicht bestimmt
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Tabelle 3 | Demographische Daten der Patienten mit vaskuléarer Demenz

Proband/in Geschlecht  Alter MMS BMI P-Tau Gesamt- AB- AB1-42 MRT/CT
(M=Mannlich/ (Jahre) T (kg/m?  (pg/ml)  Tau Ratio (pg/ml)
W=Weiblich) (pg/ml)
1 M 84 11 24,67 46 157 1,6 684 Mikroangiopathie
2 wW 89 28 18,24 37 186 0,7 444 Marklagerlasionen
3 wW 79 15 21,2 42 303 0,7 659 Subkortikale
arteriosklerotische
Enzephalopathie
4 wW 80 25 26,5 35 179 0,5 501 Mikroangiopathie,
Marklagerlasionen
5 M 65 20 27,41 64 440 0,6 481 Mikroangiopathie
Zusammen- n=5 3/2 WIM m=80 m=20 m=24,7 m=42,0 m=186,0 m=0,7 m=501

fassung

Anmerkung: m — Median, n - Anzahl
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Tabelle 4 | Demographische Daten der

Kontrollpersonen

neuropsychiatrisch gesunden

Proband/in Geschlecht Alter MMST  BMI
(M=Mannlich/ (Jahre) (kg/m?)
W=Weiblich)
1 M 67 30 22,89
2 w 77 29 29,36
3 w 63 28 30,76
4 w 85 29 n.b.
5 M 76 29 27,1
6 W 76 30 24,8
7 M 74 29 28,7
8 wW 76 30 n.b.
9 W 73 30 25,34
10 wW 72 30 n.b.
11 M 76 29 24,7
12 wW 77 28 n.b.
13 wW 69 29 34,59
14 w 74 28 22,15
15 wW 67 26 26,04
16 wW 85 29 n.b.
17 wW 75 30 22,9
18 M 75 30 23,1
19 w 74 29 24,07
20 M 57 29 25,2
Zusammenfassung n=20 14/6 WIM m=745 m=29 m=25,2

Anmerkung: m — Median, n — Anzahl, n.b. — nicht bestimmt
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2.3 Methoden

2.3.1 Gewinnung peripherer mononukledrer Zellen aus EDTA-Blut und

Farbeprotokoll fur die Durchflusszytometrie

Fur die Gewinnung mononuklearer Zellen des Blutes erfolgte zwischen sechs bis acht
Uhr morgens in der Universitatsklinik fr Psychiatrie und Psychotherapie Magdeburg
eine Blutentnahme von 10 bis 15 ml EDTA-Blut. Direkt nach der Blutentnahme begann
die Aufbereitung der Proben am Institut fiir Neuropathologie der Medizinischen
Fakultat der Otto-von-Guericke Universitat. Fur die Isolierung der mononukledren
Zellen wurde zunachst 15 ml Blut 1:1 mit PBS in einem 50 ml Zentrifugenréhrchen
gemischt. Das Gemisch aus Blut und PBS wurde vorsichtig auf zwei weitere 50 ml
Zentrifugenrdhrchen mit 13 ml Biocoll Uberschichtet. Danach erfolgte eine
Zentrifugation mit 1800 Umdrehungen pro Minute fur insgesamt 15 Minuten bei
Raumtemperatur (20°C). Die durch das Verfahren der Dichtegradientenzentrifugation
entstandene oberste Schicht aus Plasma wurde sorgfaltig abpipettiert. Zwischen dem
verbliebenen Plasma und der Biocoll-Schicht konnten die mononukleéren Zellen des
peripheren Blutes (PBMC) in ein 15 ml Falcon-Rdhrchen entnommen werden. Die
gewonnenen Zellen wurden erneut mit PBS gelost und es erfolgte eine weitere
Zentrifugation mit 1500 Umdrehungen pro Minute fir 10 Minuten und bei
Raumtemperatur. Nach erfolgter Zentrifugation wurde die PBS-L6sung verworfen und
das entstandene Zellpellet am Boden weitere zwei Mal der Lymphozytenwaschung
unterzogen. Der zuletzt entstandene Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet
mit 1 ml PBS suspendiert und in einem Verhaltnis von 1:10 verdinnt. Aus der
verdiunnten Lésung erfolgte die Entnahme von 10 ul. Diese 10 ul der Zellsuspension
wurden mit 10 yl Trypanblau gemischt. Es erfolgte eine Zellzdhlung mit der Neubauer-
Zahlkammer und dem inversen Mikroskop. Nach Mittelwertbildung der ermittelten
Zellzahlen erfolgte eine Umrechnung zur Berechnung der Zellzahl pro ul. Je eine
Million der Zellen wurden in zwei FACS-R6hrchen geflllt und mit FACS-Puffer
suspendiert. Es erfolgte eine Zentrifugation mit 320 g fur funf Minuten bei 4°C. Nach
der Zentrifugation wurde der Giberschussige FACS-Puffer verworfen und die Zellen far
die Leerwertbestimmung mit 500 ul FACS-Puffer in Suspension gegeben. Das FACS-
Réhrchen fur die Leerwertbestimmung wurde mit Parafilm verschlossen und in den
Klhlschrank (4°C) gegeben. Fur die spatere Beurteilung der Zellen mittels

Fluoreszenzmikroskopie wurden die Zellen mit den Antikdrpern Anti-CD14-PerCP,
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Anti-CD19-VioBlue und VGF (D-20) (siehe Tabelle 1) gefarbt. In dieser Arbeit kamen
die Fluorochrome Peridinin-Chlorophyll-Protein (PerCP), VioBlue® und Fluorescein-
Isothiocyanat (FITC) zum Einsatz. Es erfolgte eine Inkubation von 20 Minuten unter
Aufbewahrung der Proben im Kduhilschrank. Nach der Inkubationszeit wurden die
Zellen mit 1 ml FACS-Puffer suspendiert und zentrifugiert. Nach der Zentrifugation
wurde der Uberschissige FACS-Puffer verworfen und die Zellen mit 100 yl FACS-
Puffer erneut suspendiert. Darauf erfolgte die Gabe von 2 ul Donkey anti-goat 19G-
FITC-Antikdrper zu den VGF-markierten Zellen. Das FACS-Ro6hrchen wurde fur eine
Inkubationszeit von 20 Minuten in den Kihlschrank gegeben. Nach der Inkubationszeit
wurden die Zellen mit 1 ml FACS-Puffer suspendiert und es erfolgte eine weitere
Zentrifugation. Zu den zentrifugierten Zellen wurden 500 ul FACS-Puffer gegeben und
das FACS-R6hrchen mit Parafilm verschlossen.

2.3.2 ,Fluorescence Activated Cell Sorting“(FACS)

Die weitere Bearbeitung der FACS-Probenréhrchen erfolgte unmittelbar nach dem
Antikorperfarbeprozess am Institut fur Molekulare und klinische Immunologie der
Medizinischen Fakultat der Otto-von-Guericke Universitét.

Die Proben wurden mit dem Durchflusszytometer LSR Fortessa von Becton Dickinson
analysiert. Die Konfiguration des Zytometers sowie Spannungs- und
Lasereinstellungen erfolgte durch Dr. rer. nat. Hartig, den Leiter der Abteilung fir
,Mehrdimensionale Mikroskopie und zellulare Diagnostik" des "Zentrums fur zellulare
Bildgebung und innovative Krankheitsmodelle“ am Institut fir Molekulare und Klinische
Immunologie. Die Konfigurationen wurden fur die Versuche nicht verandert.

Die Darstellung der Daten erfolgte mit der FACS-DIVA-Software Version 6.1.3.

Die mit Fluoreszenzfarbstoff markierten Zellen passierten durch hydrodynamische
Fokussierung eine Kuivette und einen Laserstrahl. Der Laserstrahl initiiert
Fluoreszenzsignale der markierten Zellen und tber Photodetektoren konnte das von
den Zellen emittierte Licht sowie das gestreute Licht gemessen werden und Uber ein
Streudiagramm dargestellt werden. Je nach Lichtstreuung erfolgt eine Darstellung der
Zellen nach GroRRe im Forward Scatter (FSC) auf der X-Achse und nach Granularitat
im Side Scatter (SSC) auf der Y-Achse. Abbildung 1 zeigt die Zellpopulation der CD14*

(CD14-positiven/exprimierenden) und CD19* (CD19-positiven/exprimierenden)-Zellen
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im Feld P1. Nach erfolgter Antikrpermarkierung erfolgt eine Aufteilung der peripheren
mononukledren Zellen in verschiedene Subpopulationen und eine Darstellung der
gemessenen Ereignisse in Form einer Punktwolkendarstellung. Durch einen
Quadrantenmarker entstehen vier verschiedene Regionen. Die CD14*-Zellen befinden
sich im Bereich Q1 und Q2, vgl. Abbildung 2. Die CD19"-Zellen befinden sich im
Bereich Q1-1 und Q2-1, vgl. Abbildung 3 [171].
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Abbildung 1 | Setzen eines Fensters (Gating) fur die Analyse peripherer
mononuklearer Zellen und zum Ausschluss von Zelltrimmern.

Darstellung von CD14 und CD19-exprimierenden Zellen nach GroRRe im Forward
Scatter (FSC) auf der X-Achse und nach Granularitat im Side Scatter (SSC) auf
der Y-Achse.
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Abbildung 2 | Punktwolkendarstellung (Dot-Plot) peripherer mononukleéarer
Zellen nach Markierung mit den Antikdrpern Anti-CD14-PerCP, VGF (D-20)
und Donkey anti-goat IgG-FITC.

Durch einen Quadrantenmarker erfolgt die Aufteilung in Subpopulationen.
Dargestellt werden CD14-exprimierende Zellen (Q1), CD14 und VGF-
exprimierende Zellen (Q2), VGF-exprimierende Zellen (Q4) und Zellen, die nicht

durch einen Antikérper markiert wurden (Q3).
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Abbildung 3 | Punktwolkendarstellung (Dot-Plot) peripherer mononuklearer
Zellen nach Markierung mit den Antikérpern Anti-CD19-VioBlue, VGF (D-20)
und Donkey anti-goat IgG-FITC.

Durch einen Quadrantenmarker erfolgt die Aufteilung in Subpopulationen.
Dargestellt werden CD19-exprimierende Zellen (Q1-1), CD19 und VGF-
exprimierende Zellen (Q2-1), VGF-exprimierende Zellen (Q4-1) und Zellen, die
nicht durch einen Antikorper markiert wurden (Q3-1).
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2.3.3 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit den Programmen SPSS 26 und GraphPad
Prism 9.01. Mit dem Shapiro-Wilk-Test wurde zunachst auf eine Normalverteilung
getestet. Je nach Verteilung wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse oder der
Kruskal-Wallis-Test fir die weiteren Berechnungen verwendet und im Anschluss ein
post-hoc Bonferroni-Test durchgefuhrt.

Fur die Korrelationsanalyse wurde die Methode nach Spearman verwendet. Ein
Ergebnis wurde als signifikant definiert bei p<0,05.

3 Ergebnisse

3.1 Verteilungsmuster CD14*-Monozyten und CD19*-B-Lymphozyten bei Patienten
mit Alzheimer-Demenz (AD), vaskularer Demenz (VaD) und neuropsychiatrisch

gesunden Kontrollpersonen (healthy elderly control, EC)

Die statistische Analyse ergab bei Patienten mit AD und VaD zum Zeitpunkt der
Diagnose keinen signifikanten Unterschied in der Verteilung peripherer Monozyten im
Vergleich zu neuropsychiatrisch gesunden Kontrollpersonen (p= 0,579). Der
prozentuale Anteil von CD14*-Monozyten an peripheren mononukleéren Zellen des
Blutes (PBMC) betrug bei den neuropsychiatrisch gesunden Kontrollpersonen 18,7%
(median: 18,5%), bei Patienten mit AD 21,3% (median: 19,3%) und bei Patienten mit
VaD 17,8% (median: 13,2%), vgl. Abbildung 4.

Auch in der Verteilung peripherer CD19*-B-Lymphozyten konnten keine signifikanten
Unterschiede beim Vergleich der drei Versuchsgruppen festgestellt werden (p=0,614).
Der Anteil CD19*-B-Lymphozyten an den PBMC betrug zum Zeitpunkt der Diagnose
in der Gruppe der AD-Patienten 3,0% (median: 2,1%), bei Patienten mit VaD 2,0%
(median: 1,7%) und bei den Kontrollpersonen 3,1% (median: 2,4%), vgl. Abbildung 5.
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Abbildung 4 | Prozentualer Anteil von CD14*-Monozyten an peripheren
mononukledren Zellen des Blutes bei neuropsychiatrisch gesunden
Kontrollpersonen (links) und Patienten mit Alzheimer-Demenz (Mitte) und
vaskularer Demenz (rechts). Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede im
Verteilungsmuster der CD14*-Monozyten.
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Abbildung 5 | Prozentualer Anteil von CD19*-B-Lymphozyten an peripheren

mononukledren Zellen des Blutes bei neuropsychiatrisch gesunden
Kontrollpersonen (links) und Patienten mit Alzheimer-Demenz (Mitte) und
vaskularer Demenz (rechts). Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede

im Verteilungsmuster der CD19*-B-Lymphozyten.
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3.2 Expression von VGF bei CD14*-Monozyten und CD19*-B-Lymphozyten bei
Patienten mit AD, VaD und ED

Sowohl die CD14*-Monozyten als auch die CD19*-B-Lymphozyten wurden auf ihre
Expression von VGF untersucht. Nachdem nachgewiesen werden konnte, dass beide
Zellgruppen VGF exprimieren, wurde der Anteil VGF-exprimierender (VGF*) CD14*-
Monozyten an der Gesamtzahl CD14-exprimierender Zellen und der Anteil VGF-
exprimierender CD19*-B-Lymphozyten an der Gesamtzahl CD19-exprimierender
Zellen untersucht. Die Zellzahlen wurden fir alle drei Studiengruppen untersucht und
miteinander verglichen. Die Anzahl VGF-exprimierender CD14*-Monozyten in der
Gruppe der Kontrollpersonen betrug 24,2% (median: 21.3%). Zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung war die Anzahl VGF-exprimierender CD14*-Monozyten in der
Gruppe der VaD-Patienten mit 47,7 % (median: 36,5%) im Vergleich zur Gruppe der
AD-Patienten mit 23,4% (median: 14,5%) signifikant erhoht (p= 0,033), vgl. Abbildung
6.

Bei Auswertung der Anzahl VGF-exprimierender CD19*-B-Lymphozyten konnten
keine signifikanten Unterschiede zwischen den drei Versuchsgruppen ermittelt werden
(p= 0,515). Die Anzahl VGF-exprimierender CD19*-B-Lymphozyten betrug in der
Gruppe der Kontrollpersonen 63,8% (median: 63,7%), in der Gruppe der AD-Patienten
64,2% (median: 65,7%) und in der Gruppe der VaD-Patienten 73,5% (median: 69,7%),
vgl. Abbildung 7.
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Abbildung 6 | Prozentualer Anteil VGF-exprimierender CD14*-Monozyten an
CD14-exprimierenden Monozyten des Blutes bei neuropsychiatrisch
gesunden Kontrollpersonen (links) und Patienten mit Alzheimer-Demenz
(Mitte) und vaskularer Demenz (rechts). Der Anteil VGF-exprimierender CD14*-
Monozyten betrug flr Patienten mit Alzheimer-Demenz signifikant mehr als fur
Patienten mit vaskularer Demenz (AD: 23,4%, VaD: 47,7%, p=0,033).
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Abbildung 7 | Prozentualer Anteil VGF-exprimierender CD19*-B-Lymphozyten
an CD19-exprimierenden B-Lymphozyten des Blutes bei neuropsychiatrisch
gesunden Kontrollpersonen (links) und Patienten mit Alzheimer-Demenz
(Mitte) und vaskularer Demenz (rechts). Es konnten keine signifikanten
Unterschiede der Anteile VGF-exprimierender CD19*-B-Lymphozyten festgestellt

werden.
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3.3 Korrelation der VGF-Expression von CD14*-Monozyten mit dem Alter, MMST
und BMI

Fur die gesamte Studienkohorte von insgesamt 63 Probanden wurde ermittelt, ob eine
Korrelation VGF-exprimierender CD14*-Monozyten mit dem Alter, dem MMST oder
dem BMI vorliegt. Es zeigte sich weder eine Korrelation zwischen VGF*CD14*-
Monozyten und dem Alter (r= -0,01, p= 0,949), noch eine Korrelation mit dem MMST
(r= 0,09, p=0,503) und dem BMI (r= 0,03, p= 0,843), vgl. Abbildung 8-10.
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3.4 Korrelation der VGF-Expression von CD19*-B-Lymphozyten mit dem Alter,
MMST und BMI

Die Anzahl VGF-exprimierender CD19*-B-Lymphozyten wurde fir die gesamte
Studienpopulation auf eine Korrelation zum Alter, MMST und BMI untersucht. Es
konnte keine Korrelation zwischen der Anzahl VGF*CD19*-B-Lymphozyten und dem
Alter (r= 0,11, p= 0,39), dem MMST (r= -0,14, p= 0,26) und dem BMI (r= -0,06, p=
0,671) hergestellt werden, vgl. Abbildung 11-13.
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3.5 Expression von VGF durch Monozyten und B-Lymphozyten bei Patienten mit
Alzheimer-Demenz zum Diagnosezeitpunkt und nach zwolfwochiger Behandlung

mit Rivastigmin oder Memantin

Nach Diagnosestellung wurden insgesamt 17 Probanden mit einer AD mit Rivastigmin
oder Memantin behandelt. Sowohl zum Diagnosezeitpunkt (Woche 0) als auch nach
einer zwolfwochigen pharmakologischen Therapie (Woche 12) wurde die Anzahl VGF-
exprimierender CD14*-Monozyten und CD19*-B-Lymphozyten bestimmt. Nach
erfolgter pharmakologischer Therapie konnte eine leichte Abnahme der VGF*CD14*-
Monozyten von im Durchschnitt 25,8% (median:18,8%) auf 21,9% (median: 17,8%)
beobachtet werden, diese Veranderung war jedoch nicht signifikant (p= 0,818), vgl.
Abbildung 14.
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Auch fuar die Anzahl VGF-exprimierender CD19*-B-Lymphozyten konnte keine
signifikante Abnahme VGF*CD19*-B-Lymphozyten beobachtet werden. So lag der
prozentuale Anteil von VGF*CD19*-B-Lymphozyten zum Diagnosezeitpunkt bei 62,5%
(median: 65,7%) und nach zwolfwochiger pharmakologischer Therapie bei 57,1%
(median: 56,7%). Diese Abnahme war nicht signifikant (p= 0,378), vgl. Abbildung 15.

40
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AD (Woche 0) AD (Woche 12)

Abbildung 14 | Prozentualer Anteil VGF-exprimierender CD14*-Monozyten an
CD14-exprimierenden Monozyten des Blutes bei Patienten mit Alzheimer-
Demenz zum Zeitpunkt der Diagnose (Woche 0, links) und nach
zwolfwdchiger Therapie mit Rivastigmin oder Memantin (rechts). Es konnten
keine signifikanten Unterschiede der Anteile VGF-exprimierender CD14*-
Monozyten festgestellt werden.

44



80

+
o

=™

S 60

s

L

D 40_

&)

H

0] 20—

>

o~ o

AD (Woche 0) AD (Woche 12)
Abbildung 15 | Prozentualer Anteil VGF-exprimierender CD19*-B-

Lymphozyten an CD19-exprimierenden B-Lymphozyten des Blutes bei
Patienten mit Alzheimer-Demenz zum Zeitpunkt der Diagnose (Woche 0,
links) und nach zwolfwochiger Therapie mit Rivastigmin oder Memantin
(rechts). Es konnten keine signifikanten Unterschiede der Anteile VGF-

exprimierender CD19*-B-Lymphozyten festgestellt werden.
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4 Diskussion

In dieser Arbeit erfolgte die Untersuchung der Verteilung CD14*-Monozyten und
CD19*-B-Lymphozyten und deren VGF-Expression bei 38 Patienten mit Alzheimer-
Demenz, funf Patienten mit vaskularer Demenz und von 20 neuropsychiatrisch
gesunden Kontrollpersonen.

AulRerdem wurden die Auswirkungen einer zwolfwochigen Therapie mit Rivastigmin
oder Memantin auf die Anzahl VGF-exprimierender Monozyten und B-Lymphozyten

bei 17 Patienten mit Alzheimer-Demenz analysiert.

4.1 Verteilungsmuster peripherer Immunzellen bei Patienten mit Alzheimer-Demenz

und vaskularer Demenz

In der durchgefihrten Studie wurde die Expression von CD14 und CD19 auf der
Oberflache von mononuklearen Zellen bei Patienten mit AD und VaD im Vergleich zu
neuropsychiatrisch gesunden Kontrollpersonen untersucht.

In der Gruppe der AD und VaD-Patienten konnte im Vergleich zur Kontrollgruppe keine
prozentuale Anderung der Expression CD14-exprimierender Zellen nachgewiesen
werden. Diese Ergebnisse stimmen mit Versuchen von Busse et al. aus dem Jahr 2015
Uberein, die keine veranderten Verteilungsmuster von CD14*-Zellen bei AD-Patienten
feststellen konnten [172]. Eine Studie aus dem Jahr 2018 von Devrancesco et al. stitzt
diese Ergebnisse, auch diese Arbeitsgruppe fand bei Patienten mit AD im EDTA-BIut
und nach FACS-Analyse keine veranderten Monozytenanzahlen im Vergleich zu
gesunden Kontrollpersonen [173]. Die Anzahl peripherer Immunzellen beim Vorliegen
einer AD oder VaD kann jedoch durchaus verandert sein. Busse et al. wiesen 2017
eine reduzierte Anzahl CD14*-Monozyten bei Patienten mit einer VaD nach und gehen
von Veradnderungen des Verteilungsmusters peripherer Immunzellen in Abhangigkeit
von dieser Unterform der Demenz aus [174]. Die Zusammenhange zwischen
verénderten Zellzahlen des peripheren Immunsystems und neurodegenerativen
Erkrankungen wie AD und VaD ist bis heute nicht vollstéandig verstanden. So wiesen
Lunnon et al. entgegen der Ergebnisse dieser Arbeit eine vermehrte Anzahl von
Monozyten bei Patienten mit AD nach, Chen et al. wiederum eine unverénderte
Monozytenanzahl bei Patienten mit einer AD [175, 176].

Auch die Verteilung peripherer Immunzellen des adaptiven Immunsystems kann

verandert sein. Busse et al. konnten 2017 fur die AD, VaD und die frontotemporale
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Demenz (FTD) eine reduzierte Anzahl peripherer B-Lymphozyten im Vergleich zur
Kontrollgruppe nachweisen [174]. Auch in dieser Arbeit gelang der Nachweis einer
reduzierten Expression peripherer CD19*-B-Lymphozyten von Patienten mit VaD im
Vergleich zur Kontrollgruppe, jedoch ohne eine statistische Signifikanz zu erreichen.
Die Ergebnisse von Busse et al. decken sich mit Ergebnissen von Bulati et al., denen
der Nachweis einer verringerten Anzahl von CD19*-B-Lymphozyten im peripheren
Immunsystem bei AD-Patienten gelang. Genau wie in dieser Studie wurden die Zellen
aus PBMC des vendsen Blutes gewonnen. Bulati et al. untersuchten 2015 in ihrem
Experiment nicht nur die Gesamtzahl der B-Lymphozyten, sondern auch die Anzahl
naiver B-Zellen und B-Gedéachtniszellen. Hierbei fanden sie unterschiedliche
Verteilungsmuster der B-Lymphozyten in Abhéangigkeit zum Schweregrad der AD. Bei
Probanden mit einer schweren AD wiesen sie eine reduzierte Anzahl an CD19*-B-
Lymphozyten und naiver B-Lymphozyten nach, jedoch eine erhthte Anzahl an B-
Gedachtniszellen. Sie vermuten, dass die unterschiedliche Verteilung der B-
Lymphozyten Ausdruck einer inflammatorischen Antwort ist [177]. Auch Laurent et al.
konnten 2017 in einem Tauopathie-Mausmodell die Wechselwirkungen des adaptiven
peripheren Immunsystems mit dem ZNS nachweisen. Sie beobachteten die Infiltration
von T-Lymphozyten in den Hippocampus. Diese Infiltration ging mit einer neuronalen
Degeneration einher [178].

War man friher davon ausgegangen, dass das ZNS eine immunologisch privilegierte
Region darstellt, wei3 man mittlerweile, dass periphere Immunzellen das ZNS
infiltrieren und neuroinflammatorische Prozesse erméglichen kénnen [179]. Die BBB
stellt eine wichtige Barriere zwischen peripherem und zentralem Immunsystem dar und
wird von Astrozytenfortsatzen, Tight junctions und Endothelzellen gebildet.
Erkrankungen wie Multiple Sklerose, Enzephalitis, VaD und AD verandern die
Permeabilitdt der BBB und erméglichen das Eindringen von Leukozyten und Zytokinen
in das ZNS [180, 181]. Im Rahmen des normalen Alterungsprozesses beginnt die
Degeneration der BBB im Bereich des Hippocampus, einer Gehirnregion, die fur
Gedachtnis und Lernen von entscheidender Bedeutung ist und die Pathogenese der
AD bestimmt [182]. Im Hippocampus, am Ort der starksten Schadigung des ZNS bei
AD, konnte eine H&aufung von T-Lymphozyten nachgewiesen werden [183]. Im
Gegensatz zur AD ist die Pathogenese der VaD charakterisiert durch chronische
Hypertonie, mikro- und makroangiopathische Veranderungen und einen gestorten

zerebralen Blutfluss mit ischamischen Infarkten, welches alles Faktoren sind, die zur
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Schadigung der BBB fiihren [184, 185]. Defekte der BBB ermdglichen einen Ubertritt
von Monozyten in das ZNS. Nach einem ischamischen Hirninfarkt infiltrieren
Monozyten bereits innerhalb von 24 Stunden das Infarktareal und erreichen ein
Maximum zwischen dem 3. bis 7. Tag nach Infarkt [186, 187]. Auch periphere B-
Lymphozyten tUberwinden nach einem ischamischen Infarkt die BBB und konnen
ischamische Gebiete sowie den Hippocampus infiltrieren. Sie kdnnen einerseits
Prozesse der Neurogenese induzieren, andererseits auf Antigene des ZNS mit der
Produktion von Autoantikdrpern reagieren und eine Demenz induzieren [188]. Auch
Antikorper kdnnen die BBB uberwinden und inflammatorische Reaktionen im ZNS
verursachen [189]. Es gibt zunehmend Hinweise, dass vaskuldare Schaden und
Mikrozirkulationsstérungen  nicht nur eine VaD verursachen, sondern
pathophysiologische Einflisse auf die AD nehmen [190]. Veranderungen der
Expression peripherer Immunzellen, eine gestdrte Funktion der BBB und Interaktionen
zwischen peripherem Immunsystem und zentralem Immunsystem sind wichtige
Gemeinsamkeiten der AD und VaD und ihre komplexen Zusammenhange sind

weiterhin Gegenstand aktueller Forschungsarbeiten.

4.2 Expression von VGF durch CD14*-Monozyten bei Patienten mit Alzheimer-

Demenz und vaskulédrer Demenz

In dieser Studie konnte nachgewiesen werden, dass VGF von Monozyten des
peripheren Immunsystems bei Patienten mit AD, VaD und bei neuropsychiatrisch
gesunden Kontrollpersonen exprimiert wird. Besonders hervorzuheben ist das
Ergebnis, dass der Anteil VGF-exprimierender Monozyten bei Patienten mit VaD im
Vergleich zur Gruppe der AD signifikant erhoht ist. Im Vergleich der AD-Patienten mit
den neuropsychiatrisch gesunden Kontrollpersonen zeigte sich keine héhere VGF-
Expression der Monozyten.

Das alternde Gehirn ist charakterisiert durch eine Hochregulation verschiedener Gene
und einer Aktivierung des angeborenen Immunsystems, vor allem von Mikroglia und
perivaskularer Makrophagen. Auch bei Patienten mit einer symptomatischen AD wird
eine vermehrte Aktivierung des angeborenen Immunsystems beobachtet. Jedoch
korreliert vor allem das Alter und nicht das Vorliegen einer AD mit einer starkeren
Aktivierung. Es wird vermutet, dass inflammatorische Prozesse, die bereits vor einer
symptomatischen AD einsetzen, eine AD im prasymptomatischen Stadium anzeigen
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konnten. Eine Erkennung und Therapie einer chronischen Aktivierung des
angeborenen Immunsystems und Praventionsmaflinahmen gegen Demenz kdnnten
somit schon ab einem Alter von 50 Jahren indiziert sein [191].

Ein entscheidender neuropathologischer Unterschied zwischen der AD und VabD ist die
Ablagerung von ApB-Plaques bei der AD. AB-Ablagerungen beeinflussen die
Ubertragung von Signalen an den Synapsen. Je nach Hohe der Konzentration der AB-
Peptide kdnnen positive regulatorische Einflisse vorliegen oder bei einer hohen
Konzentration schwere Ubertragungsstorungen an den Synapsen die Folge sein. Die
Ablagerung von AB-Peptiden stort neuronale Netzwerke, die an der Gedachtnisbildung
beteiligt sind und fihrt zur neuronalen Degeneration [192]. Mikroglia sind als residente
Makrophagen in der Lage, AB-Plaques zu phagozytieren und die Progression der AD
zu verlangsamen [193]. Mit zunehmendem Alter exprimieren Mikroglia weniger ApB-
bindender Scavenger-Rezeptoren und auch die Expression AB-metabolisierender
Enzyme wie Insulysin und Neprilysin nimmt ab. Sie kénnen AB-Peptide nicht mehr so
gut phagozytieren und eliminieren. Die Folge ist eine Zunahme von AB-Ablagerungen
und eine Progression der AD [194]. Die CD14-gesteuerte Aktivierung von Mikroglia
tragt zur proinflammatorischen Aktivitdt der Mikroglia und zum chronischen
Inflammationsprozess der AD bei. Der LPS-Rezeptor CD14 bindet AB-Fibrillen und
fordert die Phagozytose von AB-Peptiden durch Mikrogliaaktivierung. CD14 ist
entscheidend an der inflammatorischen Antwort von Mikroglia beteiligt [195].
Fassbender et al. konnten 2004 die Interaktion zwischen dem CD14-Rezeptor und AB-
Peptiden belegen und vermuten einen Einfluss von CD14 auf Prozesse der
Neuroinflammation und Neurodegeneration bei Patienten mit AD [196]. Ein Nachweis
fur den Zusammenhang zwischen einem CD14-Polymorphismus und Risiko fur AD
konnte bisher nicht erbracht werden [197].

Monozyten als Zellen des peripheren und angeborenen Immunsystems kénnen tber
die BBB in das ZNS einwandern und genau wie die Mikroglia AB-Plagues
phagozytieren. Durch AB-Peptide stimulierte Monozyten zeigen eine vermehrte
Aktivierung und produzieren TLR-2, TLR-4, IL-6 und CCR2. Vor allem CCR2 ist ein
Chemokin, dass die Migration der Monozyten tber die BBB steuert. Durch Stimulation
der TLR setzen die Monozyten inflammatorische Zytokine frei [198]. Inflammatorische
Zytokine wie IFN-y und TNF-a konnen die Expression von [B-Sekretasen
hochregulieren und die Produktion von Ap-Peptiden verstarken [199]. Mit

zunehmendem Alter produzieren Monozyten vermehrt TNF-a und verursachen einen
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chronischen Entziindungsprozess. Obwohl sie einen proinflammatorischen Zustand
fordern, ist ihre Funktion in der Immunabwehr geschwacht und ihre Eliminierung
bakterieller Erreger wie z.B. Streptococcus pneumoniae vermindert [200]. Die
veranderte Zytokinproduktion der Monozyten und Mikroglia mit zunehmendem Alter
und bei Patienten mit AD konnte wichtige regulatorische Funktionen in der
Pathogenese der AD haben.

So ist bei Patienten mit AD die periphere Konzentration von TNF-a, IL-6, IL-1f,
transformierender Wachstumsfaktor (TGF)-3, IL-12 und IL-18 im Blut erhdht. Im Liquor
ist eine Erh6hung von TGF-f zu finden [111]. Das Zytokin TNF-a, das
proinflammatorisch wirkt und von Monozyten freigesetzt wird, konnte im Vergleich zu
gesunden Kontrollpersonen bei Probanden mit einer EOAD wie auch einer LOAD in
erhohter Konzentration nachgewiesen werden [201]. Bereits kleine Verdnderungen
der Zytokinproduktion konnen gravierende Folgen haben. Die Anwesenheit
bestimmter Zytokine, wie zum Beispiel 1I-1p3, triggert die Produktion von AB-Peptiden
bei Astrozyten [202], wohingegen die Abwesenheit von IL-12 zu weniger Amyloid-
Ablagerungen im ZNS fuhrt [203]. 2007 kamen Tan et al. zu dem Ergebnis, dass die
spontane Produktion der proinflammatorischen Zytokine TNF-a und IL-1 durch PBMC
bei alteren Menschen mit einem hdheren Risiko einhergeht eine AD zu entwickeln.
Das Zytokinprofil bei alteren Menschen koénnte somit ein Risikomarker fur die
Entstehung einer AD sein [204].

Hauptmerkmal der Pathogenese der VabD ist ein chronischer arterieller Hypertonus und
damit einhergehende ischamiebedingte Gehirnlasionen. Eine Ischamie und neuronale
Degeneration kdnnen eine inflammatorische Antwort in der Peripherie stimulieren und
eine Zytokinproduktion und Migration peripherer Immunzellen auslésen [205]. Nach
einem durch Ischéamie verursachten Hirninfarkt wandern Monozyten in das
ischamische Gewebe ein und entwickeln sich zu Gewebemakrophagen [206].
Gemeinsam mit den residenten Mikroglia phagozytieren die aus der Peripherie
eingewanderten Monozyten untergegangenes Gewebe [207]. Doch vor allem die
Monozyten scheinen wichtige Funktionen der Gewebereparatur zu férdern und eine
andere Funktion als die bereits vorhandenen Mikroglia einzunehmen [208]. Wattananit
et al. kamen 2016 zu dem Ergebnis, dass Monozyten kritisch fir die Langzeit-
Rehabilitation nach  einem ischamischen  Gewebeschaden sind und

antiinflammatorische Effekte haben konnten [209]. Ihre Aktivierung als Antwort auf
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einen neuronalen Gewebeschaden beweist die Kommunikation zwischen dem ZNS
und dem peripheren Immunsystem. Eine chronische Hypoperfusion von
Gehirngewebe kann zu einer vermehrten Ablagerung von Amyloid-Proteinen fuhren
und sich negativ auf das Risiko, an einer Demenz zu erkranken, auswirken [210]. So
ist zwar die Ablagerung von AB-Plaques ein Hauptmerkmal der AD, jedoch lasst sich
eine vermehrte Ablagerung dieser Plaques auch bei Patienten mit einer VaD
beobachten [211]. Bei Patienten mit einer VaD und nach einem Schlaganfall konnte
im Vergleich zur Kontrollgruppe eine erhohte Plasma-Konzentration von AB-42
nachgewiesen werden [212]. Amyloid-Ablagerungen finden sich nicht nur im ZNS,
sondern auch an GefalRendothelien in der Peripherie. Monozyten patrouillieren entlang
des Endothels und kénnen die AB-Proteine am Endothel erkennen und phagozytieren.
Periphere Monozyten konnten somit eine vermehrte Anhaufung von AB-Plagues im
ZNS verhindern [213]. Ahnlich wie bei der AD wird fiir Monozyten und Mikroglia jedoch
nicht nur ein protektiver Nutzen angenommen. Roth et al. zeigten 2018, dass die
Aktivierung von Monozyten nach einem Schlaganfall verstarkt inflammatorische
Prozesse an Gefal3en verursacht und zu einer Progression von Atherosklerose
beitragt [214].

VGF ist ein von Neuronen des zentralen und peripheren Immunsystems exprimiertes
Neuropeptid, das an Prozessen der Neurogenese, synaptischen Plastizitat und
Gedachtnisfunktion beteiligt ist und in Zusammenhang mit neurodegenerativen
Erkrankungen und Neurogenese des Hippocampus nachgewiesen werden konnte
[215]. In einer aktuellen Publikation bezeichnen die Autoren Beckmann et al. VGF
sogar als Hauptakteur in der Pathogenese der AD. Sie weisen unter anderem nach,
dass eine Uberexpression von VGF vor kognitiven Defiziten schitzen kann und zur
Neurogenese beitragt [216]. In der hier vorliegenden Studie gelang der erste
Nachweis, dass VGF von Monozyten des peripheren Immunsystems exprimiert
werden kann. Eine Expression von VGF durch T-Lymphozyten und NK konnte bereits
durch Busse et al. gezeigt werden [217]. Die Expression von VGF durch Monozyten
und Mikroglia kdnnte eine weitere Schnittstelle zwischen peripherem und zentralem
Immunsystem darstellen. Da keine Unterschiede zwischen der VGF-Expression von
Patienten mit einer AD und gesunden Kontrollpersonen nachgewiesen wurden, konnte
die VGF-Expression nicht charakteristisch fir eine AD, jedoch charakteristisch fur das

durch Immunseneszenz veranderte alternde Immunsystem sein. Elmadany et al.
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konnten 2020 zeigen, dass TLQP-21 als C-terminales Peptid von VGF und Modulator
der Neurogenese des Hippocampus uber die bei Mikroglia vorkommenden Rezeptoren
C1gBP und C3aR1 die Phagozytose regulieren kann [167, 215]. Wechselwirkungen
zwischen VGF und mononukledren phagozytierenden Zellen und Zellen des
angeborenen Immunsystems kdnnen entsprechend angenommen werden. Ihr Einfluss
auf die Pathogenese der AD ist aktuell jedoch nicht ausreichend erforscht.

In dieser Studie gelang der Nachweis, dass VGF bei Patienten mit einer VaD im
Vergleich zu einer AD durch Monozyten vermehrt exprimiert wird. Dieser Unterschied
der VGF-Expression konnte mit der unterschiedlichen Pathogenese der VaD und der
AD zusammenhangen. Die VaD ist im Gegensatz zur AD durch eine chronische
Hypoperfusion und Hirninfarkte gekennzeichnet. Sakamoto et al. gelang 2015 der
Nachweis, dass die Expression von VGF vor allem in Ischdmiegebieten, die nach
einem ischamischen Hirninfarkt auftraten, erhoht ist. Seine Arbeitsgruppe vermutet
eine Funktion von VGF bei der Erholung nervaler Strukturen nach einem Hirninfarkt
und einen protektiven Einfluss von VGF auf die Entwicklung einer vaskularen Demenz
[218]. Eine erhdhte Anzahl VGF-exprimierender Monozyten konnte ein
Charakteristikum einer VaD darstellen.

4.3 Expression von VGF durch CD19*-B-Lymphozyten bei Patienten mit Alzheimer-

Demenz und vaskulédrer Demenz

2010 gelang Cattaneo et al. als erster Arbeitsgruppe der Nachweis, dass die
Expression von VGF in peripheren Leukozyten durch eine neuropsychiatrische
Grunderkrankung verandert sein kann [157]. 2014 konnten Busse et al. diese These
stitzen und dariber hinaus darstellen, dass die Anzahl VGF-exprimierender T-
Lymphozyten mit steigendem Alter zunimmt [217]. B-Lymphozyten stellen wie die T-
Lymphozyten eine Zellgruppe des adaptiven peripheren Immunsystems dar und
kénnen Neurotransmitter-Rezeptoren, die bei Neuronen des zentralen Nervensystems
vorkommen, exprimieren [219]. Im Unterschied zu den B-Lymphozyten werden vor
allem fur T-Lymphozyten prokognitive Funktionen diskutiert [220]. In dieser Studie
konnte gezeigt werden, dass B-Lymphozyten VGF exprimieren kdnnen. Es bestanden
keine Unterschiede in der Anzahl VGF-exprimierender B-Lymphozyten zwischen

Patienten mit AD, VaD und gesunden Kontrollpersonen. Die Expression von VGF
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durch B-Lymphozyten kdnnte somit eine seneszenzbedingte Veranderung, jedoch
kein Charakteristikum fur eine AD oder VaD darstellen.

Die B-Lymphozyten sind im Vergleich zu den T-Lymphozyten und Mikroglia weitaus
weniger im Zusammenhang mit neurodegenerativen Erkrankungen wie AD und VaD
erforscht. Dabei gibt es Hinweise, dass B-Lymphozyten durch ihre Produktion von
Antikdrpern gegen AB-Peptide durchaus an der Pathogenese der AD beteiligt und ein
therapeutisches Angriffsziel sein konnten. 2015 zeigten Soéllvander et al., dass B-
Lymphozyten Autoantikorper gegen AB-42 produzieren und diese Reaktion bei
Patienten mit einer AD starker ausgepragt ist als bei gesunden Kontrollpersonen. Eine
spezifische Immunreaktion von B-Lymphozyten bei AD-Patienten ware somit durchaus
mdoglich [221]. Die Expression des Oberflachenproteins CD19 von B-Lymphozyten
kann die Antikdrperproduktion regulieren. Ein CD19-Defizit kann zur Produktion von
weniger Antikorpern fuhren, eine erhghte Expression von CD19 kann hingegen die
Herstellung von Autoantikorpern hochregulieren [222, 223]. ApoE4, ein Gen, das als
Risikofaktor fur die Erkrankung an einer AD angenommen wird, kann die Expression
von CD19 verandern. 2019 konnten Zhang et al. bei ApoE4-Mausen eine geringere
Expression von CD19 und IgG im Hippocampus aufzeigen. Diese korrelierten mit einer
erhdhten Akkumulation von AB-Peptiden im Cortex der ApoE4-Mause [224]. Die
Expression von CD19 in allen B-Zell-Stadien macht es zum Ziel B-Zell-spezifischer
Antikorpertherapien [43]. CD19 ist aktuell der Ansatz der CD19-CAR (chiméare Antigen
Rezeptor)-T-Zell-Therapie und wird bei der Behandlung der akuten lymphatischen
Leukamie und des diffusen grof3zelligen B-Zell-Lymphoms eingesetzt [225, 226].

Das 1990 von Gaskin et al. entdeckte natirliche Vorkommen von Autoantikérpern
gegen ApB-Peptide fuhrte zum therapeutischen Ansatz der Immuntherapie [227].
Klinische Studien der Phase | von Dodel et al. (2004) und Relkin et al. (2009)
demonstrierten, dass eine intravendse Immunglobulin Therapie die AB-Plaques im
Liquor bei Patienten mit AD verringern kann. Die klinische Studie konnte in Phase drei
keinen ausreichenden Effekt der Immunglobulin-Therapie belegen, zeigte jedoch in
der Sub-Gruppen-Analyse einen positiven Effekt auf die kognitiven Fahigkeiten von
ApoE4-Tragern [228]. Ein weiterer Ansatz der Immuntherapie ist die Impfung gegen
AD. B-Lymphozyten Epitope von AB-42 sollen eine Antikérperproduktion bewirken und
AB1-42 abbauen [229]. Die Immuntherapie findet aktuell keine klinische Anwendung,
zeigte im Mausversuch aber positive Effekte auf synaptische und kognitive Funktionen
[230].
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B-Lymphozyten kdnnten neben ihres Einflusses auf die Pathogenese der AD auch die
Pathogenese der VaD steuern. B-Lymphozyten und T-Lymphozyten interagieren als
Zellen der spezifischen Immunantwort tber CD40 und den MHC-II-Komplex. Eine
gestorte Interaktion dieser Zellen kann zur Progression einer Atherosklerose flhren
[231]. Atherosklerose verursacht mikro- und makroangiopathische Veranderungen
und ist einer der Hauptrisikofaktoren fir die Entwicklung eines ischamischen
Hirninfarkts [232]. B-Lymphozyten kdénnen nach einem ischamischen Hirninfarkt in
infarziertes Gewebe und den Hippocampus einwandern, ihren Antikorper-Isotyp
wechseln und IgM-, IgG- und IgA-Antikorper produzieren. Die Infiltration der B-
Lymphozyten ging im Tierversuch von Doyle et al. mit einer schlechteren kognitiven
Funktion einher. Nach Behandlung mit einem CD20-Antikdrper konnte die Infiltration
der B-Lymphozyten verhindert werden und eine kognitive Verschlechterung trat nicht
ein [233]. Ein weiteres Experiment von Silverberg et al. mit M&usen kam zu ahnlichen
Ergebnissen. Nach dem Ereignis eines ischamischen Hirninfarkts lieRen sich im
Bereich des Neocortex und Hippocampus sowohl B- als auch T-Lymphozyten finden.
Die B-Lymphozyten infiltrierten im Versuch vor allem in Bereiche des Neocortex und
die T-Lymphozyten in den Hippocampus [234]. Entgegen der Ergebnisse von Doyle
und Silverberg kommen andere Studien zu dem Ergebnis, dass B-Lymphozyten keine
signifikante Funktion in der Pathogenese eines ischamischen Hirninfarkts einnehmen
[235]. Bisher gibt es keine Studien zum Einfluss von VGF auf die Funktion der B-
Lymphozyten und die Entwicklung einer AD oder VaD. In dieser Studie konnte eine
Expression von VGF durch B-Lymphozyten nachgewiesen werden. Das Ergebnis
kénnte Anhalt fur den Einfluss immunseneszenzbedingter Veréanderungen des
adaptiven peripheren Immunsystems sein. Mdglich ware eine durch ,Inflammaging*
verursachte Veranderung neuronaler Strukturen bei alternden Personen und
konsekutiv vermehrte Expression von VGF bei alteren Menschen. Ein Vergleich zu
neuropsychiatrisch gesunden jungeren Kontrollpersonen konnte in Zukunft von
Interesse sein. AulRerdem koénnte der Zeitpunkt und das Ausmal’ der ischamischen
Hirnlasion entscheidend fur die Expression von VGF sein. Bei den getesteten
Probanden lag kein akutes Ereignis eines ischamischen Hirninfarkts vor. Dies kdnnte
sich in den Ergebnissen, die keine Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen

aufwiesen, widerspiegeln.
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4.4 Korrelation der VGF-Expression mit dem Alter, BMI und MMST

In einer Studie aus dem Jahr 2014 gelang Busse et al. der Nachweis, dass die
Expression von VGF durch T-Lymphozyten in Abhangigkeit zum Alter bei
neuropsychiatrisch gesunden Personen steht [217]. In dieser Studie konnte keine
Korrelation zwischen dem Alter und der Expression von VGF durch Monozyten und B-
Lymphozyten gefunden werden.

Die Rolle von VGF auf die Entwicklung neuropsychiatrischer Erkrankungen bleibt
bislang unklar. Antidepressive Effekte von VGF durch die Induktion hippocampaler
Neurogenese wurde in mehreren Studien nachgewiesen [155, 236]. Die Expression
von VGF wird von schnell wirkenden Antidepressiva bendétigt, um die
Signalliibertragung am NMDA-Rezeptor modulieren zu kdnnen [237]. Dies ist fur die
Pathogenese der AD von Interesse, da Dysregulationen des NMDA-Rezeptors zu
einer reduzierten synaptischen Plastizitat beitragen und die Entwicklung einer AD
induzieren konnten [238]. In dieser Arbeit konnte keine Korrelation zwischen einem
MMST und der VGF-Expression von Monozyten und B-Lymphozyten bewiesen
werden. Neben Einflissen von VGF auf die Pathogenese von Depressionen wird auch
von einer Bedeutung fur die Energiehomoostase und die Entwicklung von Adipositas
ausgegangen [239]. Adipositas ist mit Erkrankungen wie Atherosklerose, Diabetes
mellitus Typ 2 und ischdmischer Herzkrankheit assoziiert. Das im Fettgewebe
produzierte Adipokin Leptin kann Monozyten zur vermehrten Ausschittung von 11-6,
TNF-a und ROS anregen, eine proinflammatorische Reaktion auslésen und das
.Inflammaging“ negativ beeinflussen [240]. Fur VGF wird eine Funktion bei dem Erhalt
der Energiehomdostase angenommen. Wird VGF inaktiviert, haben M&use eine
erhohte Insulinsensitivitdat und entwickeln bei einer fettreichen Diat seltener eine
Hyperglykdmie und seltener Adipositas [239]. Ein zunehmender BMI kann das
periphere Immunsystem beeinflussen und mit einer vermehrten Anzahl VGF-
exprimierender T-Lymphozyten korreliert sein [217]. Fur die VGF-Peptide NAPPE und
TLQP konnte eine Reduktion der VGF-Plasma-Konzentration in adipésen Personen
nachgewiesen werden [241]. In dieser Studie erhobene Daten konnten keine
Korrelation zwischen dem BMI und der Anzahl VGF-exprimierender Monozyten und B-

Lymphozyten zeigen.
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4.5 Einfluss von Antidementiva auf Zellen des peripheren Immunsystems

In den 1990er Jahren kam mit der Entdeckung neuroinflammatorischer Mechanismen
als Teil der AD-Pathogenese vermehrt die Idee nach einer antiinflammatorischen
medikamentosen Therapie der AD auf [242]. Ein potentieller Nutzen nicht-steroidaler
Antirheumatika, von Steroiden und ASS wurde 2012 in mehreren Metaanalysen nicht
bestétigt und ihr Einsatz in der Therapie der AD nicht empfohlen [243]. Aktuell sind nur
die AChE-Hemmer und Memantin zum medikamentésen therapeutischen Einsatz bei
der AD zugelassen. Der Einsatz dieser Medikamente hat vor allem einen Einfluss auf
die Symptomatik der AD, weniger auf das Voranschreiten der Erkrankung [244].

Die Therapie mit AChE-Hemmern beruht auf der cholinergen Hypothese und der
Annahme, dass eine Funktionseinschrankung des Enzyms Acetylcholinesterase zu
einem Untergang cholinerger Neurone und zu kognitiven Defiziten fuhrt. Ein AChE-
Hemmer kann das Enzym blockieren und mehr Acetylcholin im synaptischen Spalt zur
Verfigung stellen [245, 246]. Rivastigmin blockiert sowohl die Acetylcholinesterase
wie auch die Butyrylcholinesterase [247]. Auch fur die VaD wird ein Zusammenhang
mit einem cholinergen Defizit vermutet und ein therapeutischer Nutzen durch den
Einsatz von Rivastigmin angenommen. Moretti et al. konnten 2002 in mehreren Follow-
Up Studien einen positiven Einfluss von Rivastigmin auf die kognitiven Funktionen von
Patienten mit VaD feststellen [248]. Entgegen der Ergebnisse von Moretti et al. fanden
die Autoren um Mok et al. 2007 keinen protektiven Einfluss von Rivastigmin auf
Patienten mit VaD [249].

Die AD-Patienten dieser Studie erhielten Rivastigmin via transdermalem Pflaster
appliziert. Die transdermale Applikation hat sich als sicherer und effizienter Weg der
Rivastigmin-Applikation erwiesen [250]. Ein Cochrane Review von 2015 kommt zu
dem Schluss, dass der Einsatz von Rivastigmin positive Effekte auf die Alltagsaktivitat
und kognitive Funktion von Patienten mit leichter und mittelschwerer AD habe [251].
Andere Studien kommen zu dem Schluss, dass der Einsatz von AChE-Hemmern nur
wenig positive Auswirkungen auf die Symptomatik von AD-Patienten habe und es
effektiverer Therapeutika bedarf [252]. Verdnderungen des Zytokinprofils und eine
proinflammatorische Umgebung werden als Bestandteil der AD-Pathogenese
angenommen. AChE-Hemmer modulieren die Produktion proinflammatorischer (IL-1,
IL-6 und TNF) und antiinflammatorischer (IL-4) Zytokine bei PBMC in AD-Patienten

und kénnen proinflammatorische Zytokine herunterregulieren. Entsprechend dieser
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Ergebnisse von Reale et al. kbnnte Rivastigmin eine proinflammatorische Umgebung
positiv beeinflussen [253]. B-Lymphozyten und Monozyten sind neben weiteren
Immunzellen Trager nikotinerger Acetycholinrezeptoren, und der Einsatz von
Rivastigmin konnte Uber diese Rezeptoren einen direkten Einfluss auf periphere
Immunzellen haben [254]. So kann der Einsatz von Rivastigmin die Expression
neurotoxischer Quinolinsdure von Monozyten langsam senken [117]. Auch Ergebnisse
von Busse et al. zeigten 2015 Veranderungen auf das periphere Immunsystem. Sie
konnten eine Abnahme VGF-positiver T-Zellen unter einer Rivastigmin-Therapie
nachweisen. Die Autoren nehmen an, dass VGF deshalb als therapeutischer Marker
fur das Ansprechen einer Rivastigmin-Therapie eingesetzt werden kénnte [170]. In
dieser Studie konnte keine signifikante Abnahme der Anzahl VGF-exprimierender
Monozyten und B-Lymphozyten durch eine Therapie mit Rivastigmin oder Memantin
in Patienten mit einer AD nachgewiesen werden.

Memantin ist ein NMDA-Rezeptor-Antagonist. Der NMDA-Rezeptor wird durch das
exzitatorisch wirkende Glutamat gesteuert und 0Ubernimmt Funktionen bei
Lernprozessen und Gedachtnisbildung. Eine Ubermafige Aktivierung des
extrasynaptischen NMDA-Rezeptors fuhrt zum Funktionsverlust synaptischer
Prozesse sowie zur Tau-Protein-Phosphorylierung. Der Einsatz von Memantin kann
eine UbermaRige Aktivierung des extrasynaptischen NMDA-Rezeptors verhindern und
S0 neurotoxische Prozesse verringern [255]. Memantin zeigte in mehreren Studien
positive Effekte auf Verhalten und Kognition [256, 257]. Diese Effekte waren zum Teil
nur gering und der klinische Nutzen von Memantin wird von vielen Autoren und
Fachgesellschaften weiterhin diskutiert [75]. Wang et al. wiesen 2017 protektive
Effekte von Memantin gegen inflammatorische Einflisse auf die BBB nach. Aul3erdem
konnte Memantin das Einwandern von Monozyten in das ZNS verhindern. Es kdnnte
somit vor Prozessen der Neuroinflammation im Gehirn schiitzen [258]. Diese Daten zu
neuroprotektiven Effekten von Memantin unterstitzen Ergebnisse von Wu et al., die
eine Reduktion proinflammatorischer Zytokine wie ROS und TNF-a in Zellkulturen
beobachteten [259]. Auch B-Lymphozyten kénnten ber den NMDA-Rezeptor Einfluss
auf die Pathogenese der AD haben. So besitzen Patienten mit sich verschlechternder
kognitiver Funktion autoreaktive IgG-Antikorper gegen den NMDA-Rezeptor im Serum
[260]. NMDA-Rezeptor-Antagonisten blockieren die B-Zell-Funktion und regulieren die
[I-10 Produktion [261].
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Fur die VaD gibt es aktuell keine wirksamen Therapeutika, jedoch kbénnen
Risikofaktoren fir die Entwicklung und Progression einer vaskularen Demenz
behandelt werden. Studien zur Pravention einer VaD zeigten unterschiedliche
Ergebnisse. Der Einsatz von Pravastatin zeigte keinen Effekt auf die kognitive Funktion
[262]. Statine scheinen das Risiko fir Demenz nicht zu verringern [263]. Es gibt
Hinweise, dass die Inzidenz von Demenz unter antihypertensiver Therapie verringert
werden kann [264]. Fur die Wirksamkeit von Acetylsalicylsaure (ASS) bei VaD gibt es
bisher keine Evidenz [265]. Ein multidimensionaler Ansatz aus kognitivem Training,
der Kontrolle kardiovaskularer Risikofaktoren und Ernéhrungstherapie bei &lteren
Menschen (60 bis 77 Jahre) mit vorhandenen Risikofaktoren fuhrte Uber zwei Jahre
zur keiner Verschlechterung der kognitiven Funktion [266]. Vor allem im Rahmen einer
,Post-Stroke“-Demenz ist die Erkennung von Risikofaktoren eines Schlaganfalls
(Hypertonie, Nikotinabusus, Diabetes mellitus, Dyslipidamie, Vorhofflimmern, Karotis
Stenose) und die Schlaganfallprophylaxe von Bedeutung [75, 210].

Weitere pharmakologische MaRnahmen in der Demenz-Behandlung konzentrieren
sich auf die Therapie von Begleitsymptomen und beinhalten die Gabe von
Antidepressiva und Antipsychotika. Diese sollten mit Vorsicht eingesetzt werden, da
ernste Nebenwirkungen wie kardiovaskulare Ereignisse und extrapyramidal-

motorische Stérungen auftreten kénnen [267, 268].

4.6 VGF als moglicher Biomarker fur die Diagnose Demenz

Aktuell existieren keine Biomarker, die eine AD bzw. VaD mit hoher Sensitivitat und
Spezifitat Uber einen Bluttest oder in einem Frihstadium diagnostizieren kénnen.
Bereits etabliert in der Diagnostik der AD sind die Biomarker Beta-Amyloid und Tau-
Protein, die im Liquor bestimmt werden. VGF wird als Biomarker neuropsychiatrischer
Erkrankungen diskutiert, da bereits mehrere Studienergebnisse Verdnderungen der
VGF-Verteilung bei Erkrankungen wie Depression und Demenz nachweisen konnten.
Vor allem bei Patienten mit einer schweren depressiven Episode und einer bipolaren
Depression kann im Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen weniger VGF im Plasma
vorkommen und somit zur Abgrenzung der Depressionsformen beitragen [269]. Aber
auch im Liquor lasst sich VGF nachweisen und kann bei Patienten mit einer AD
geringer vorkommen als bei gesunden Kontrollpersonen [270]. VGF konnte zur

Abgrenzung einer AD gegeniber einer Lewy-Body-Demenz dienen. 2019 zeigten van
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Steenoven et al., dass VGF bei Patienten mit einer Lewy-Body-Demenz im Liquor
weniger hohe Konzentrationen als bei einer AD erreicht. Sie bewiesen aul3erdem, dass
bei weniger im Liquor nachweisbarem VGF die kognitive Beeintréachtigung zunahm
[271].

Eine Korrelation der kognitiven Funktion der Patienten mit VaD und AD zur Anzahl
VGF-exprimierender Monozyten und B-Lymphozyten konnte in dieser Studie nicht
belegt werden. Von weiterem Interesse ware in Zukunft die Fragestellung, ob bei
Patienten mit einer AD oder VaD die VGF-Werte im Serum mit den VGF-Werten im
Liquor korrelieren. Winschenswert wére ein Biomarker, der eine Demenz bereits in
einem prasymptomatischen Stadium detektieren kann. Genau mit dieser Frage
beschaftigte sich die Arbeitsgruppe um Duits et al. im Jahr 2018. lhnen gelang der
Nachweis erhohter Werte von Chromogranin-A, Sekretogranin-Il, Neurexin-3 und
Neuropentraxin-1 im Liquor bei Probanden mit einer MCI, die sich im Verlauf zu einer
AD entwickelte. Diese Proteine sind am vesikularen Transport und dem Erhalt von
Synapsen beteiligt und kdnnten eine Funktion in der Pathogenese der AD haben. Duits
et al. fanden aul3erdem erniedrigte Werte von VGF im Liquor bei Probanden mit AD
im Vergleich zur Gruppe mit einer MCI [272]. Studienergebnisse von 2019 von Llano
et al. stitzen die Ergebnisse von Duits et al. Auch sie wiesen weniger VGF-Peptide im
Liquor bei Patienten mit einer AD nach. Sie verglichen dariber hinaus, wie gut
bisherige Marker (Hippokampales Volumen und Amyloid/Tau) die Konversion einer
MCI zu einer AD vorhersagen konnen. Nach Hinzunahme von VGF als weiterem
Biomarker gelang eine signifikant hohere Vorhersagewahrscheinlichkeit, ob sich eine
MCI Uber einen Zeitraum von 36 Monaten zu einer AD entwickeln wirde [273]. In
dieser Studie wurde die Bestimmung VGF-exprimierender Immunzellen durch eine
Blutentnahme durchgefiihrt, die weniger invasiv als eine Liquorpunktion ist. Aktuell
stehen verschiedene Biomarker, die Uber einen Bluttest bestimmt werden kénnten, zur
Diskussion. Dazu gehoren Beta-Amyloid, Tau-Protein und das leichte Neurofilament.
Zur Bestimmung von Beta-Amyloid verwendet die Arbeitsgruppe von Schindler et al.
ein Verfahren aus Immunprézipitation und Massenspektrometrie und fand heraus,
dass das Verhdltnis von ApR42/AB40 im Plasma eine Hirn-Amyloidose, als
Kennzeichen einer AD, diagnostizieren und auch vorhersagen kann. Ein niedriges
Verhaltnis von AB42/AB40 korrelierte in der Studie mit dem Amyloid-Positronen-
Emissions-Tomographie-Status. Aufgrund des hohen technischen Aufwands wird

diese Methode aktuell nicht als Screening fur eine AD eingesetzt [274, 275]. Ein
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anderes Verfahren ist die Verwendung eines spezialisierten Immunassays zum
Nachweis von AB42 und AB40 im Plasma. Aber auch diese Methode ist aktuell nicht
prazise genug, um als Screening-Methode eingesetzt zu werden [275, 276]. Ein Test,
der hingegen bereits in Entwicklung ist, ist ein Bluttest zum Nachweis von pTaul81
[277]. Thjissen et al. konnten 2020 in ihrer Studie eine 3,5-fach hohere Konzentration
fur pTaul81 im Plasma von AD-Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen
nachweisen [275]. Die Ergebnisse wirden Daten von Dage et al. stitzen, die 2016
belegten, dass erhohte Tau-Protein-Plasmakonzentrationen mit einer schlechteren
Gedéachtnisleistung korrelieren [278]. Abschliel3end kann zusammengefasst werden,
dass aktuell weder der Nachweis von VGF in peripheren Immunzellen noch eine
andere Biomarker-Bestimmung aus Blutanalysen die Funktion eines hoch sensitiven

und spezifischen Screening-Tests erfullen konnen.

4.7 Limitationen der Studie und Ausblick

Beim Studieren der aktuellen Literatur und bisheriger Studienergebnisse fiel auf, dass
Daten zu Populationsverschiebungen peripherer Immunzellen sich teilweise
widersprechen. AuRerdem wurden fir Monozyten und B-Lymphozyten protektive wie
auch schadigende Einflisse auf die Entwicklung einer AD und VaD beschrieben.
Dies lasst sich unter anderem auf verschiedene Methoden bei der Datenerfassung
zuruckfuhren. Einstellungen der Fluoreszenzspektroskopie, der Einsatz verschiedener
Leukozytenantikérper und die Zellzahlbestimmung mittels automatisierter Zellzahler
kénnten zu unterschiedlichen Anzahlen peripherer Immunzellen fuhren. Bei dieser
Studie handelte es sich um eine unizentrische Studie. Andere Studien waren wiederum
als multizentrische Studien angelegt.

AulRerdem weist die durchgefuhrte Studie aufgrund ihrer Anzahl an Probanden
Limitationen auf. Weitere Studien koénnten mit einer groéf3eren Studienkohorte
durchgefuhrt werden, um signifikantere Ergebnisse zu erhalten. Die Probanden mit
einer VaD sind in einer geringen Anzahl in der durchgeflhrten Studie vertreten. In
Zukunft sollte eine gréRere Anzahl an Probanden rekrutiert werden.

Dariiber hinaus wurde die Therapie mit Rivastigmin tber ein transdermales Pflaster
appliziert. Wahrend des Aufenthalts der Patienten aufR3erhalb der Klinik kann es zu

einer Ablésung und ungewollten Therapieunterbrechung gekommen sein. Aul3erdem
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sollte fur weitere Studien eine Differenzierung zwischen Memantin und Rivastigmin in

Betracht gezogen werden, da sich deren pharmakologische Wirkung unterscheidet.

Die Erforschung dementieller Erkrankungen steht weiterhin vor grof3en
Herausforderungen. Bislang kann eine dementielle Erkrankung nicht in einem
prasymptomatischen Stadium diagnostiziert werden. Die Entwicklung neuer
Biomarker, die dementielle Pathologien in einem prasymptomatischen Stadium
detektieren kdnnen, und die Entwicklung neuer pharmakologischer Therapieansatze,
die nicht nur symptomatisch orientiert, sondern ein Voranschreiten dementieller
Erkrankungen verhindern kénnen, sind auch in der Zukunft wichtige Elemente der
Demenz-Forschung, denn bislang besteht keine Mdglichkeit, eine Demenz zu heilen
[244, 252]. Beim Literaturstudium fallt auf, dass in der Demenz-Forschung ein starker
Fokus auf der AD liegt. Dabei gibt es durchaus Gemeinsamkeiten zwischen den
unterschiedlichen Demenzunterformen. Sowohl bei der AD als auch bei der VaD kann
es zur Ablagerung von Beta-Amyloid-Plaques kommen [211]. Aufl3erdem sind
vaskulare Schaden nicht nur auf die VaD beschrankt, sondern kdnnen auch bei der
AD auftreten [190]. Weitere Projekte in der Grundlagenforschung und neue Ergebnisse
zur Pathogenese dementieller Erkrankungen scheinen von enormer Wichtigkeit, denn
bislang sind viele Zusammenhange nicht verstanden [69]. Vor allem in zukinftigen
Arbeiten sollten die verschiedenen Demenzunterformen starker berticksichtigt werden.
So wird die VaD gemal? ICD-Klassifikation und der Pathogenese entsprechend in
weitere Subgruppen unterteilt. Insbesondere eine Differenzierung zwischen dem
Auftreten  eines  akuten  ischdmischen  Ereignisses und  chronischer
mikroangiopathischer ~ Verdnderungen  konnte  neue  Erkenntnisse  Uber

pathophysiologische Prozesse ergeben.
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5 Zusammenfassung

Die Pathogenese der Alzheimer-Demenz wird bestimmt durch die Ablagerung von
Beta-Amyloid-Plagues und Tau-Proteinen. Die vaskulare Demenz hingehen ist
charakterisiert durch mikro- und makroangiopathische Veranderungen und
ischamische Hirninfarkte. Trotz der unterschiedlichen Neuropathologie haben
neuroinflammatorische Mechanismen und Veranderungen peripherer Immunzellen
und Zytokinprofile Einfluss sowohl auf Patienten mit einer Alzheimer- als auch solche
mit einer vaskuldren Demenz. In dieser Arbeit wurde die Anzahl VGF-exprimierender
peripherer CD14*-Monozyten und CD19*-B-Lymphozyten mittels
Immunfluoreszenzfarbung bei 38 Probanden mit Alzheimer-Demenz, 5 Probanden mit
einer vaskularen Demenz und 20 neuropsychiatrisch gesunden Kontrollpersonen
untersucht. Bei den Probanden mit Alzheimer-Demenz wurde nach der ersten
Bestimmung der Zellzahlen eine Therapie mit Rivastigmin oder Memantin eingeleitet
und nach einer zwolfwochigen Therapie die Expression von VGF durch periphere
Immunzellen untersucht.

In dieser Arbeit gelang der erste Nachweis, dass VGF von Monozyten und B-
Lymphozyten des peripheren Immunsystems exprimiert wird. Zwischen den
untersuchten Gruppen (AD, VaD und Kontrollgruppe) gab es keine signifikanten
Unterschiede in der Anzahl der Monozyten und B-Lymphozyten.

Die Anzahl VGF-exprimierender Monozyten war in der Gruppe der VaD-Patienten
signifikant hoher als in der Gruppe der AD-Patienten (p=0,033). Da sich keine
Korrelation zwischen der Anzahl VGF-exprimierender Monozyten und dem Alter,
MMST und BMI ergab, kénnte dieses Ergebnis ein Charakteristikum fur eine VaD
darstellen.

Die transdermale Applikation von Rivastigmin und die orale Applikation von Memantin
hatten keinen Einfluss auf die Entwicklung der Anzahl VGF-exprimierender Monozyten
(p=0,818) und B-Lymphozyten (p=0,378). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass
eine Expression von VGF bei Patienten mit AD durch Antidementiva nicht beeinflusst

wird.
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