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5. Ergebnisse

5.1. Herstellung der Immunoassaykomponenten

9 PENK A- und 8 PTA-spezifische Schaf- bzw. Kaninchenantiseren wurden affini-
tatschromatographisch aufgereinigt. Die Ausbeute lag zwischen 0,21 und 3,84 mg Antikorper
pro ml Antiserum. Die Qualitét der affinitdtsgereinigten pk Antikdrper wurde mit Hilfe der SDS-
PAGE iiberpriift und ist beispielhaft fiir die spezifischen PENK A-Antikorper in Abb. 11 gezeigt.
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Abb. 11: SDS-PAGE der affinititsgereinigten pk PENK A-Antikorper aus Schafantiseren (Slot 1 Protein-Standard,
Slots 2 bis 10 Antikérper CF108 bis CF116)

Die zur Verfiigung stehenden PENK A- und PTA-Antikdrper wurden im Verhéltnis 1:2,5
mit MACN markiert. Der relative Markierungsgrad (Label pro IgG-Molekiil) lag zwischen 0,7
und 2,1. In Abb. 12 ist das HPLC-Elutionsprofil des mk Antikorpers anti-PENK A 121134
(50-3-7) beispielhaft gezeigt. Die Detektion des Antikorpers erfolgte bei 280 nm, die des MACN
bei 368 nm.
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Abb. 12: Charakteristisches HPLC-Profil des MACN-markierten mk PENK A-spezifischen Antikdrpers anti-
PENK A 151.134 (50-3-7). MACN wurde bei 368 nm und der Antikorper bei 280 nm detektiert.
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5.2. Immunoassayentwicklung zur Detektion von stabilen PENK A-Fragmenten

Zu Beginn der Arbeiten war bereits bekannt, dass das Fragment PENK A 9.159 im CSF
zu finden ist (Stark et al., 2001). Dieses Peptid konnte mit den spezifischen, im Rahmen dieser
Arbeit entwickelten Antikérpern anti-PENK A 51134 sowie anti-PENK A 39.155 detektiert wer-
den. Zunichst wurden jedoch alle 10 zur Verfiigung stehenden Antikdrper gegen die 4 immuno-
genen Peptide der PENK A-Sequenz mit r-PENK A (1:25-Verdiinnung in Pferdeserum, Zwei-
Schritt-Ansatz) auf Bindung getestet, um systematisch nach weiteren endogenen PENK A-
Fragmenten im Blut sowie CSF suchen zu konnen. Es ergaben sich 90 verschiedene Antikorper-

kombinationen, deren Ergebnisse in Tabelle 8 dargestellt sind.

Tabelle 8: Ergebnisse des Zwei-Schritt-Assayansatzes mit r-PENK A (grau > 20 %, weif} <20 % Bindung)

AS 121-134 AS 139-155 AS 191-205 AS 220-236

Tracer 50-3-7 CF108 | CF109 | CF110 | CF111 | CF112 | CF113 | CF114 | CF115 | CF116
CT’s

AS 121134 | 50-3-7 -

CF108 -
AS 139155 | CF109 -
CF110 -

CF111 -
AS 191205 | CF112 -
CF113 -

CF114 -
AS 330236 | CF115 -
CF116 -

20 dieser Antikorperkombinationen zeigten Bindungen von mehr als 20 % (in Tabelle 8
grau hinterlegt). Diese Antikdrperkombinationen wurden anschlieBend mit einer 1:5000-
Verdiinnung des r-PENK A im Ein-Schritt-Assayformat auf Bindung getestet. Die hohere Ver-
diinnung des rekombinanten Materials wurde gewdhlt, um den so genannten ,,High dose hook
(HDH)-Effekt zu vermeiden. Dieser Effekt tritt bei Ein-Schritt-Immunoassays auf, wenn die
Antigenkonzentration der Probe die der eingesetzten Antikdrpermenge iibersteigt. Die Folge sind
falsch-niedrige Messwerte. 18 der 20 Antikorperkombinationen zeigten im Ein-Schritt-
Testformat weniger als 1 % Bindung. Bei Verwendung des mk Antikorpers anti-PENK A 11134
(50-3-7) als Festphase und des pk Antikorpers anti-PENK A 39.155 (CF108) als Fliissigphase
wurden 10 % des eingesetzten Tracerantikdrpers gebunden. Vertauscht man diesen Fest- und

Fliissigphasenantikorper, so erhédlt man ein um den Faktor 3 niedrigeres Messsignal. Die Anti-
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korperkombination aus anti-PENK Ajz;.134 (50-3-7) als Festphase und anti-PENK A 39,155
(CF108) als Fliissigphase zeigte mit r-PENK A die besten Bindungseigenschaften.

Um zu iiberpriifen welche PENK A-Fragmente endogen, d.h. im Blut oder CSF, mit den
zur Verfiigung stehenden Antikdrpern detektiert werden konnen, wurden EDTA-Plasma-Proben
von 5 gesunden Blutspendern und 5 Patienten mit einer AD sowie 3 CSF-Proben von Patienten
ohne bekannte kognitive Storungen im Ein-Schritt-Assayformat in drei verschiedenen PENK A-
Immunoassays vermessen. Dabei wurde der anti-PENK A 139.155 (CF108)-Antikorper als Tracer
eingesetzt und die Antikdrper anti-PENK A 51134 (50-3-7), anti-PENK A 91205 (CF111) sowie
anti-PENK A 750.236 (CF116) auf der Festphase immobilisiert (siche Abb. 13).

anti-PENK A |55 .«

anti-PENK A 1, 134 anti-PENK A |y, ,0s anti-PENK A, ,.¢

| | Met-Enk Met-Enk-RGL
D Leu-Enk Enkelytin
I Enzymatische Spaltstelle . Met-Enk-RF

Abb. 13: Schematische Darstellung der PENK A-Sequenz (AS 1 — 243) und der Bindungsstellen der spezifischen
Antikorper gegen die immunogenen Peptide PENK A 151 134, PENK A 139,155, PENK A 191505 und PENK

A 10.236. Der Antikorper anti-PENK A 39.155 (mit Stern) wurde als Tracerantikorper eingesetzt.

Es zeigte sich, dass mit allen drei getesteten Immunoassays PENK A-IR sowohl im Plas-
ma von gesunden Blutspendern als auch von AD-Patienten detektierbar waren (siche Abb. 14).
Im Gegensatz dazu konnte im CSF eine PENK A-IR nur mit der Antikérperkombination anti-
PENK Aj;1.134 und anti-PENK A 39155 detektiert werden, die um den Faktor 40 hoher lag als im
Plasma der Blutspender.

Aufgrund der Ergebnisse mit rekombinantem und endogenem PENK A wurde fiir die
weitere Immunoassayentwicklung die Antikorperkombination aus anti-PENK Ajz;.134 (50-3-7)

als Festphase und anti-PENK A ;39.155 (CF108) als Fliissigphase ausgewéhlt.
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Abb. 14: Darstellung der mittleren relativen Lumineszenzmesswerte (+ S.D.) der in den drei Antikdrperkombina-
tionen vermessenen EDTA-Plasmaproben von Blutspendern (n = 5) und AD-Patienten (n = 5) sowie
CSF-Proben von Patienten ohne kognitive Storungen (n = 3). Pro Rohrchen wurden 100 pl Probe und

100 pl Tracer fiir 20 h bei 4 °C inkubiert.

Ein Peptid mit den Aminosduren 119 bis 159 der PENK A-Sequenz (PENK A ;j9.159)
wurde als Kalibrator durch die Jerini AG synthetisch hergestellt. Es hat eine molekulare Masse
von 4.583 Da. Standardkonzentrationen zwischen 10 und 450.000 pmol/l wurden in Pferdeserum
verdiinnt und je 100 pl im Ein-Schritt-Assay vermessen (Abb. 15).

Die kleinste messbare Konzentration lag bei 35 pmol/l. Der HDH-Effekt trat ab etwa
100.000 pmol/l auf. Um diesen Effekt zu vermeiden, muf3 bei hoheren Konzentrationen eine
Verdiinnung der Probe eingesetzt werden. Die Standardkurve war bis zu einer Konzentration von
2.500 pmol/l linear. Es wurden Standardkonzentrationen zwischen 0 und 2.500 pmol/l fiir die
Optimierung des Immunoassays als Lyophilisat hergestellt.

Der Immunassay zur Detektion der PENK A j9.150-IR wurde hinsichtlich der Inkuba-
tionszeit, der Inkubationstemperatur, der Menge an Festphasenantikorper, direkter oder indirek-
ter Antikorperbeschichtung der Réhrchen, der Menge an Tracerantikorper und des eingesetzten
Probevolumens mit dem Standardmaterial sowie nativen EDTA-Plasmaproben von gesunden
Blutspendern optimiert. Der Assay wurde flir die weiteren Messungen wie folgt angesetzt: Je
100 pul PENK A 19.150-Standardpeptidlosung bzw. Probe und 100 pl Traceransatz (eingestellt auf
15 ng anti-PENK A 39.155-Antikorper pro Ansatz) werden in Rohrchen, indirekt beschichtet mit
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je 0,5 pg anti-PENK A 17;.136-Antikorper, fiir 20 h bei RT inkubiert und anschlieBend im Lumi-

nometer vermessen.
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Abb. 15: Darstellung einer typischen Kalibrationskurve von synthetisch hergestelltem PENK A 9.150-Peptid im
Ein-Schritt-Assayformat (Mittelwerte aus Doppelbestimmung, VK < 10 %) unter Verwendung der Anti-
korper anti-PENK 151134 (50-3-7) als Rohrchen- und anti-PENK 139,155 (CF108) als Tracerantikorper.
100 pl Standardmaterial und 100 pl Traceransatz (eingestellt auf 15 ng Antikorper pro Ansatz) wurden

fiir 20 h bei 4 °C inkubiert und anschlielend vermessen.

Die analytische Assaysensitivitdt (untere Nachweisgrenze) wurde durch eine 10fache Be-
stimmung der PENK A 9.150-IR in Pferdeserum quantifiziert. Die Konzentration des berechne-
ten Mittelwertes plus der 2fachen Standardabweichung wurde an der mitgefiihrten Standardkur-
ve extrapoliert. Die untere Nachweisgrenze fiir PENK A ;9159 lag bei 20 pmol/l.

Die PENK A ;19.150-IR war mit dem hier entwickelten Immunoassay sowohl im Blut von
gesunden Blutspendern als auch im CSF von Patienten ohne demenzielle Erkrankungen messbar.
Der Normalbereich lag im EDTA-Plasma zwischen 26,1 und 155 pmol/l und im CSF bei 2.320
bis 11.000 pmol/I (siche Kapitel 5.4.1. und 5.4.2.).

Die Stabilitdit der PENK A j9.150-IR wurde in je fiinf Serum-, EDTA- und Heparin-
Plasmaproben von gesunden Blutspendern, sowie in drei CSF-Proben von Patienten ohne kogni-
tive Storungen untersucht. In Abb. 16 ist gezeigt, dass endogenes PENK A ;9159 in allen unter-
suchten Matrices fiir 48 h bei Raumtemperatur absolut stabil war und somit fiir die Detektion im

Assay verwendet werden kann.
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Abb. 16: Darstellung der Stabilitdt von PENK A 119159 in verschiedenen Probenmatrices nach max. 48 h Inkubation

bei RT. Die Konzentration des Referenzwerts (0 h) wurde fiir jede Matrix als 100 % definiert. Der Mit-

telwert (+ S.D.) der wiedergefundenen prozentualen Messwerte wurde fiir jeden Zeitpunkt berechnet.

Von 10 gesunden Blutspendern wurde parallel Serum, EDTA-Plasma sowie Heparin-

Plasma pripariert. Diese Proben wurden im PENK A |j9.150-Immunoassay vermessen und die

ermittelten Konzentrationen zwischen den verschiedenen Matrices verglichen (Abb. 17).
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Abb. 17: Darstellung der Konzentrationen (in % + S.D.) in verschiedenen Probenmatrices bezogen auf die Serum-

10 Proben vermessen.

messwerte. Fiir jede Matrix wurden n
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EDTA- und Heparin-Plasma lieferten im Vergleich zu Serum im Mittel 19 bzw. 22 %

hohere Konzentrationswerte.

Die endogene PENK A |j9.150-IR aus Serum sowie CSF wurde mit Hilfe der Reversed-
Phase-Chromatographie analysiert. 61,0 und 70,3 % der auf die pBondapak-Saule applizierten
PENK A 19.150-IR aus dem Serum bzw. dem CSF konnten in den Fraktionen wiedergefunden
werden. Wie in Abb. 18 dargestellt, ist die Retentionszeit der Hauptimmunreaktivitdt des endo-
genen PENK A 119159 aus Serum und CSF identisch mit der des synthetischen PENK A ;19.159-
Peptids. Dariiber hinaus konnten im Serum PENK A ;;9.150-IR mit mehr oder weniger hydropho-
ben Eigenschaften im Vergleich zum PENK A 119159 detektiert werden, die scheinbar im CSF

nicht zu finden sind.
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Abb. 18: Darstellung der RP-HPLC-Analyse der endogenen PENK A 9.i59-IR aus Serum und CSF sowie des
synthetischen PENK A 9.59-Peptids. Die Retentionszeit des synthetischen PENK A |9.150-Peptids ist
durch einen Pfeil markiert. Die PENK A 9.159-IR wurde in den Fraktionen 5 bis 35 gemessen. Der jewei-

lige maximale Messwert wurde als 100 % definiert.
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5.3. Immunoassayentwicklung zur Detektion von stabilen PTA-Fragmenten

Fiir die Auswahl einer geeigneten Antikorperkombination wurden EDTA-Plasmaproben
von 5 gesunden Blutspendern und 5 Patienten mit einer diagnostizierten AD sowie 3 CSF-
Proben von Probanden ohne bekannte kognitive Stérung vermessen, da kein rekombinantes
PTA-Material zur Verfiigung stand. Die spezifischen Antikorper gegen die PTA-Peptide
PTA 3136, PTA 5366 und PTA 7639 wurden immobilisiert (siche Abb. 19). Da pro Peptid jeweils
zwel Kaninchenantikdrper vorhanden waren, wurde zunéchst pro Rohrchen ein Gemisch aus
beiden Antikorpern (je 1 pg) verwendet. Als Tracerantikorper diente ein Gemisch aus den beiden
markierten Kaninchenantikorpern 5194 und 5195 gegen das PTA ;.2,-Peptid, wobei pro Antikor-

per 10 ng eingesetzt wurden.
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Abb. 19: Schematische Darstellung der PTA-Sequenz (AS 1 — 110, B-SpleiBvariante) und der Bindungsstellen der
spezifischen Antikorper gegen die immunogenen Peptide PTA ;5,, PTA 5136, PTA 5346 und PTA 74.9. Der

Antikdrper anti-PTA 3, (mit Stern) wurde als Tracerantikorper eingesetzt.

Die Antikdrper erkennen Sequenzen in verschiedenen PTA-Spleiflvarianten: PTA 3.5, und
PTA 3136 sind in allen vier Spleiflvarianten (o, 3, y, 8) vorhanden, Antikdrper gegen das
PTA s3.66-Peptid erkennen spezifisch nur Sequenzen der a- und B-Splei3form und Antikorper

gegen das PTA 7¢.30-Peptid sind spezifisch gegen die PTA-Spleilliformen 3 und y gerichtet.
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Die Kombination aus Antikorpern gegen das PTA 3.,;- und PTA ;;.36-Peptid der PTA-
Sequenz lieferte fiir alle eingesetzten Proben messbare Lumineszenzwerte (sieche Abb. 20). Der
Mittelwert der Alzheimer-EDTA-Plasmaproben unterschied sich nicht signifikant von dem der
Blutspender, wohingegen der mittlere Lumineszenzwert der CSF-Proben 75fach hoher lag als im
EDTA-Plasma der Blutspender bzw. AD-Patienten. Sowohl in den CSF-Proben als auch im
EDTA-Plasma der Blutspender und Alzheimerpatienten ist keine PTA-IR mit den Antikorper-
kombinationen anti-PTA s3.4¢/ anti-PTA 35, und anti-PTA 7450/ anti-PTA 3., detektierbar. Hin-
sichtlich dieser Ergebnisse wurde im Folgenden mit den Antikorpern gegen die Peptide PTA 3.5,

und PTA ;.36 weiter gearbeitet.
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Abb. 20: Darstellung der mittleren relativen Lumineszenzmesswerte (+ S.D.) der in den drei Antikdrperkombinati-
onen vermessenen EDTA-Plasmaproben von Blutspendern (n = 5) und AD-Patienten (n = 5) sowie CSF-
Proben von Patienten ohne kognitive Stérungen (n = 3). Pro Rohrchen wurden 100 pl Probe und 100 pl

Assaypuffer fiir 20 h bei 4 °C inkubiert. Die Inkubation von 200 ul Tracer erfolgte fiir 2 h.

Ein Peptid mit den Aminosduren 1 bis 37 der PTA-Sequenz (PTA .37) wurde als Ka-
librator durch die Jerini AG synthetisch hergestellt. PTA 137 hat eine molekulare Masse von
4.476 Da. Es wurden Standardkonzentrationen zwischen 2 und 220.000 pmol/l in Assaypuffer
verdiinnt. Pferdeserum konnte nicht als Nullmatrix fiir das PTA |.37-Peptid eingesetzt werden, da
die unspezifischen Bindungen (UB) hier im Vergleich zum Assaypuffer deutlich héher waren
und somit die Sensitivitdt des Immunoassays herabgesetzt wiirde. Gegen die Peptide PTA 3.,
und PTA ;36 standen je zwei verschiedene Kaninchenantikdrper zur Verfiigung, woraus sich 8

mogliche Antikérperkombinationen ergaben. Je 100 ul der Standardpeptidlésung wurde im Ein-
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Schritt-Assay vermessen. Alle getesteten Antikorpervarianten zeigten einen Anstieg der Lumi-
neszenzmesswerte mit zunehmender Standardkonzentration. Die Kombination aus dem Festpha-
senantikorper anti-PTA ;.36 (5197) und dem Fliissigphasenantikdrper anti-PTA 3., (5195) zeigte
sowohl die héchsten Lumineszenzmesswerte als auch die grofite Sensitivitdt und wurde fiir die
weitere Entwicklung ausgewihlt. Die Linearitdt der PTA |37-Standards ist mit dieser Antikor-
perkombination bis zu einer Konzentration von 20.000 pmol/l gegeben (Abb. 21). Fiir die
weiteren Messungen wurden Standardkonzentrationen zwischen 0 und 3.000 pmol/l als Lyophi-

lisat hergestellt.
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Abb. 21: Darstellung einer typischen Kalibrationskurve mit synthetischem PTA |;;-Peptid im Ein-Schritt-
Assayformat (Mittelwerte aus Doppelbestimmung, VK < 10 %) unter Verwendung der Antikorper anti-
PTA ;136 (5197) als Festphasen- und anti-PTA 3., (5195) als Tracerantikérper. 100 ul Standardmaterial
und 200 pl Tracer (eingestellt auf 5 ng Antikdrper pro Ansatz) wurden fiir 20 h bei 4 °C inkubiert und an-

schlieBBend vermessen.

Der Immunoassay zur Detektion der PTA _37-IR wurde hinsichtlich der Inkubationstem-
peratur, der Inkubationszeit, der Menge an Tracerantikdrper und des eingesetzten Probevolu-
mens optimiert und wurde fiir die weiteren Messungen wie folgt angesetzt: Je 100 pl Standard
bzw. Probe und 200 pl Traceransatz (eingestellt auf 5 ng anti-PTA 3., (5195)-Antikérper pro
Ansatz) werden in Rohrchen, direkt beschichtet mit je 2 pg anti-PTA 3136 (5197)-Antikorper fiir

20 h bei 4 °C inkubiert und anschlieBend im Luminometer vermessen.
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Die analytische Assaysensitivitdt wurde durch eine 10fache Vermessung von PTA |37 in
Assaypuffer bestimmt. Die Konzentration des berechneten Mittelwertes plus der 2fachen Stan-
dardabweichung wurde an der mitgefiihrten Standardkurve extrapoliert. Die untere Nachweis-
grenze der PTA |37-IR lag bei 2,3 pmol/l. Die PTA ;.37-IR ist mit dem hier entwickelten Immu-
noassay sowohl im Blut von gesunden Blutspendern als auch im CSF messbar. Der Normalbe-
reich lag im EDTA-Plasma zwischen < 2,3 und 22,3 pmol/l und im CSF bei 260 bis 960 pmol/I
(siche Kapitel 5.4.1. und 5.4.2.).

Die Stabilitdit der PTA ;37-IR wurde in Serum-, EDTA-Plasma- und Heparin-Plasma-
proben von gesunden Blutspendern, sowie in CSF-Proben von Patienten ohne kognitive Storun-
gen Uberpriift. Abb. 22 zeigt, dass die endogene PTA |37-IR iiber den getesteten Zeitraum von
48 h nur in EDTA-Plasma und CSF stabil ist. In Serum erfolgt bereits nach 2 h bei RT ein Ab-
bau, wohingegen im Heparin-Plasma ein Verlust der PTA 37-IR von 15 % erst nach 24 h Stand-
zeit auftritt. Die Bestimmung von PTA |37 ist im Serum aufgrund der Instabilitit des Parameters
nicht geeignet. Dagegen konnen EDTA- und Heparin-Plasma sowie CSF fiir die Vermessung der

PTA ,37-IR verwendet werden.
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Abb. 22: Darstellung der Stabilitdt der PTA |3,-IR in verschiedenen Probenmatrices nach max. 48 h Inkubation bei
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RT. Die Konzentration des Referenzwerts (0 h) wurde fiir jede Matrix als 100 % definiert. Der Mittelwert

(+ S.D.) der wiedergefundenen prozentualen Messwerte wurde fiir jeden Zeitpunkt berechnet.

Die Messwerte in Heparin-Plasma lagen im Vergleich zu den Werten in parallel abge-

nommenen EDTA-Plasmaproben (n = 5) im Mittel um 20 % hoher.
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Analog zum PENK A ;j9.159 wurde die endogene PTA ;37-IR aus EDTA-Plasma sowie
CSF mit Hilfe der Reversed-Phase-Chromatographie analysiert. Die in den Fraktionen der auf
die pBondapak-Siule applizierten PTA ;.37-IR aus EDTA-Plasma bzw. CSF betrug 67,3 bzw.
64,5 %. Wie in Abb. 23 dargestellt, ist die Retentionszeit der Hauptimmunreaktivitit der endo-
genen PTA ;37-IR aus dem EDTA-Plasma mit dem aus CSF identisch. Das synthetische
PTA .37-Peptid hatte stirkere hydrophobe Eigenschaften, da es im Gegensatz zur nativen PTA .
37-IR eine um eine Minute ldngere Retentionszeit aufwies. Die mittels Immunoassay detektierte

native PTA 37-IR ist somit nicht identisch mit dem fiir den Immunoassay verwendeten Stan-

dardpeptid.
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Abb. 23: Darstellung der RP-HPLC-Analyse der endogenen PTA 3,-IR aus EDTA-Plasma und CSF sowie des
synthetischen PTA |;;-Peptids. Die Retentionszeit des synthetischen PTA ;.3;,-Peptids ist durch einen

Pfeil markiert. Die PTA |37-IR wurde in den Fraktionen 5 bis 35 gemessen. Der jeweilige maximale

Messwert wurde als 100 % definiert.
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54. Detektion von PENK A 119-159, PTA 1_37-IR und PCT im Blut und CSF

5.4.1. Verteilung der PENK A 119.150-, PTA 137- und PCT-Konzentrationen im Blut von

gesunden Blutspendern

EDTA-Plasmaproben standen von insgesamt 132 gesunden Blutspendern im Alter zwi-
schen 17 und 84 Jahren zur Verfiigung. Das Probenmaterial reichte nicht fiir alle drei Immunoas-
says aus, so dass die PTA ;37-IR und die PCT-Konzentration nicht in allen Proben vermessen
werden konnte. Eine Ubersicht der Probandencharakteristika sowie der mittleren gemessenen

PENK A 119.150-, PTA 37- und PCT-Konzentrationen ist in Tabelle 9 zusammengestellt.

Tabelle 9: Charakterisierung der gesunden Blutspender fiir die Detektion der PENK A 9.150-, PTA 137- und PCT-

Konzentrationen im EDTA-Plasma

PENK A 119.159 PTA |57 PCT
n Gesamt 132 130 97
Altersmedian (Altersbereich) 58 (17 —84) 58 (17 —84) 57 (23 —84)
Geschlecht m/ w 70/ 62 68/ 62 60/ 37
mittlere Konzentration 64,3 pmol/l 6,1 pmol/l 14,0 pg/ml
(Messbereich) (26,1 — 155) (1-22,3) (5-154)

Die PENK A j9.159-Konzentration lag in allen gemessenen Proben iiber der analytischen
Assaysensitivitit von 20 pmol/l. Die Verteilung der PENK A jj9.150-Messwerte im EDTA-
Plasma von gesunden Blutspendern (n = 132) ist in Abb. 24 A gezeigt. Die Messwerte wiesen
keine Normalverteilung auf (Kolmogorov-Smirnov-Test P < 0,001) und lagen in einem Konzen-
trationsbereich zwischen 26,1 und 155 pmol/l (Median 64,3 pmol/l).

In zwei der 130 vermessenen EDTA-Plasmaproben lag die PTA ;.37-IR unter der analyti-
schen Assaysensitivitdt von 2,3 pmol/l (definiert als 1 pmol/l). Die Verteilung der PTA ;.37-IR in
einem Konzentrationsbereich zwischen 1 und 22,3 pmol/l (Median 6,1 pmol/l) ist in Abb. 24 B
gezeigt. Die Messwerte wiesen ebenfalls keine Normalverteilung auf (Kolmogorov-Smirnov-

Test P <0,001).
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Abb. 24: Verteilung der PENK A 19.150- (n = 132) (A) und der PTA | ;,-Konzentrationen (n = 130) (B) im EDTA-

Plasma von gesunden Blutspendern. Die Messwerte unterlagen keiner Normalverteilung (Kolmogorov-

Smirnov-Test P <0,001).

In zwei der 97 im PCT-Immunoassay vermessenen EDTA-Plasmaproben lag die PCT-
Konzentration unter der funktionellen Assaysensitivitdt von 7 pg/ml (definiert als 5 pg/ml). In
Abb. 25 ist die Verteilung der gemessenen PCT-Konzentrationen im Bereich von 5 bis 154

pg/ml (Median 14,0 pg/ml) dargestellt. Die Messwerte wiesen ebenfalls keine Normalverteilung

auf (Kolmogorov-Smirnov-Test P < 0,001)
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Abb. 25: Verteilung der PCT-Konzentrationen im EDTA-Plasma von gesunden Blutspendern (n = 97). Die Mess-

werte unterlagen keiner Normalverteilung (Kolmogorov-Smirnov-Test P < 0,001).
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Die PENK A 19.150- und PTA .37-Konzentrationen zwischen méannlichen und weiblichen
Probanden unterschieden sich nicht signifikant (Abb. 26 A und B; Mann-Whitney U-Test
P > 0,05). Dagegen waren die PCT-Konzentrationen im Blut der Manner im Vergleich zu den

Frauen signifikant héher (Mann-Whitney U-Test P < 0,05; Abb. 27).
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Abb. 26: Verteilung der PENK A {19.150- (A) und PTA ;;-Konzentrationen (B) im EDTA-Plasma von ménnlichen
(n =70 bzw. n = 68) und weiblichen (n = 62) Blutspendern. Der Unterschied ist nicht signifikant (Mann-
Whitney U-Test P > 0,05).
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Abb. 27: Verteilung der PCT-Konzentrationen im EDTA-Plasma von ménnlichen (n = 60) und weiblichen
(n=37) Blutspendern. Der Unterschied ist signifikant (Mann-Whitney U-Test P < 0,05).
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Betrachtet man die PENK A ;19.;150-IR in Abhdngigkeit vom Alter der Probanden, so er-
gibt sich eine negative Korrelation (Abb. 28; Spearman r = -0,28; P < 0,001). Die PTA ;.37- und

PCT-Konzentrationen korrelieren nicht mit dem Alter der gesunden Probanden (P > 0,05).
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Abb. 28: Altersabhingigkeit der PENK A |j9.150-Konzentrationen im Blut von gesunden Blutspendern (n = 132).
Die PENK A 9.159-IR ist signifikant negativ mit dem Alter korreliert (Spearman r = -0,28; P < 0,001).

Die PENK A jj9.150- und PTA ;37-IR im EDTA-Plasma der Kontrollen sind signifikant
positiv miteinander korreliert (Abb. 29; Spearman r = 0,34; P <0,0001).
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Abb. 29: Korrelation der PENK A 19.150- und der PTA ;7;-Konzentrationen im EDTA-Plasma von gesunden Blut-
spendern (n = 130; Spearman r = 0,34; P < 0,0001).

Dagegen korrelierten die im Blut gemessenen PCT-Konzentrationen der Kontrollproban-

den weder mit der PENK A 9.150- noch mit der PTA |.37-Konzentration (P > 0,05).
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5.4.2. Verteilung der PENK A 19.150-, PTA 137- und PCT-Konzentrationen im CSF von

Kontrollprobanden ohne kognitive Beeintrichtigung

Von 50 Probanden ohne klinisch feststellbare kognitive Beeintrachtigungen standen CSF-
Proben zur Verfiigung. Eine Ubersicht der Probandencharakteristika sowie der mittleren gemes-

senen PENK A 19.159-, PTA ;.37- und PCT-Konzentrationen ist in Tabelle 10 gegeben.

Tabelle 10: Charakterisierung der Kontrollprobanden (ohne kognitive Storungen) fiir die Detektion der
PENK A |19.159-, PTA | 37- und PCT-Konzentration im CSF

PENK A |19.159 PTA 3, PCT
n Gesamt 49 49 50
Geschlecht m/ w 27/ 14 27/ 14 28/ 14
Altersmedian (Altersbereich) 60 (24 - 84) 60 (24 — 84) 60 (24 — 84)
mittlere Konzentration 6.240 pmol/I 490 pmol/l 27,5 pg/ml
(Messbereich) (2.320 — 11.000) (260 — 960) (8 —450)

Die Verteilung der PENK A |j9.150- und PTA ;_37-Messwerte im CSF der Kontrollproban-
den ist in Abb. 30 A und B dargestellt.
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Abb. 30: Verteilung der PENK A 119.150- (A) und PTA ;3,-Konzentrationen (B) im CSF von Kontrollprobanden
ohne klinisch feststellbare kognitive Defizite (n = 49). Die Messwerte unterliegen einer Normalverteilung

(Kolmogorov-Smirnov-Test P > 0,05).
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Die Kontrollen wiesen im Mittel PENK A |19.159-Konzentrationen von 6.240 pmol/l in ei-
nem Messbereich zwischen 2.320 und 11.000 pmol/l auf. Die mittlere PTA ,37-Konzentration
der gesunden Probanden lag bei 490 pmol/l (Bereich von 260 bis 960 pmol/l). Sowohl
PENK A 9159 als auch PTA ;37 wiesen im CSF eine Normalverteilung auf (Kolmogorov-

Smirnov-Test P > 0,05).

Die Verteilung der PCT-Messwerte im CSF der Kontrollprobanden ist in Abb. 31 ge-
zeigt. Die mittlere PCT-Konzentration der Kontrollen lag bei 27,5 pg/ml in einem Messbereich
zwischen 8 und 450 pg/ml. Die Messwerte sind nicht normalverteilt (Kolmogorov-Smirnov-Test
P <0,001). Ein 84-Jahriger Kontrollproband wies einen PCT-Wert im CSF von 450 pg/ml auf.

Mit Hilfe des Grubb’s-Tests konnte dieser als statistischer Ausrei3er identifiziert werden.

Abb. 31: Verteilung der PCT-Konzentrationen im CSF von Kontrollen ohne feststellbare kognitive Stérungen

(n =50). Die Messwerte unterliegen keiner Normalverteilung (Kolmogorov-Smirnov-Test P < 0,001).

Im Gegensatz zum Blut war PENK A ;9159 im CSF nicht vom Alter der Probanden ab-
hiangig (P > 0,05). Auch fiir die PTA 37-IR des CSF ergab sich keine Abhingigkeit vom Alter
(P > 0,05). Im Unterschied dazu waren die PCT-Konzentrationen im CSF signifikant positiv mit
dem Alter der Kontrollprobanden korreliert (Abb. 32; Spearman r = 0,39; P < 0,01). Die
PENK A 19.159-, PTA 37- sowie PCT-Konzentrationen unterschieden sich im CSF nicht signifi-

kant zwischen méannlichen und weiblichen Probanden (P > 0,05).
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Abb. 32: Korrelation der PCT-Konzentration mit dem Alter von Kontrollprobanden ohne vorliegende neurologi-

sche Storungen (n = 50) im CSF (Spearman r = 0,39; P <0,01).

Wie in der Zirkulation war die PENK A ;j9.150-Konzentration auch im CSF signifikant
positiv mit der PTA ;37;-Konzentration der Kontrollprobanden korreliert (Abb. 33; Spearman
r=0,61; P <0,0001). Dagegen zeigten weder die PENK A 119.150- noch die PTA ;| 3;7-Messwerte
im CSF eine signifikante Abhédngigkeit von der entsprechenden PCT-Konzentration (P > 0,05).
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Abb. 33: Korrelation der PENK A 9.159- und der PTA ;.3,-Konzentrationen im CSF von Kontrollprobanden ohne
kognitive Beeintrichtigung (n = 49; Spearman r = 0,61; P <0,0001).
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5.4.3. PENK A 119.150-, PTA 137- und PCT-Konzentrationen im Blut von Patienten mit

demenziellen Erkrankungen und dem Alter angepasste Kontrollen

82 der 132 unter Punkt 5.4.1. untersuchten gesunden Probanden wurden von Prof. Ham-
pel (LMU, Miinchen) als dem Alter der Demenzpatienten entsprechende Kontrollgruppe (45 bis
84 Jahre) ohne kognitive Beeintrachtigung (MMS-Test > 28) zur Verfiigung gestellt. Diese Pro-
bandengruppe dient im Folgenden als Vergleichsgruppe zu den Patienten mit primédren Demenz-
syndromen. Eine Ubersicht der Patienten ist fiir die gemessenen PENK A 9.150-, PTA ;37- und

PCT-Konzentrationen in den Tabellen 11 bis 13 gegeben.

Tabelle 11: Ubersicht der im PENK A ;9. so-Immunoassay vermessenen EDTA-Plasmaproben
Indikation gesunde SKS LKB ws AD FTD DLB VD
Kontrollen
n 82 63 42 127 19 9 13
Altersmedian 64 69 74 75 61 75 77
mittlere 56 56 56 59 50 48 50
PENK A 19.159-

Konz. in pmol/l
(Messbereich) (26 -155) (27-178) (33-129) (30-151) (38—-87) (33-74) (42-167)

Tabelle 12: Ubersicht der im PTA | 3;-Immunoassay vermessenen EDTA-Plasmaproben
gesunde SKS LKB ws AD FTD DLB VD
Kontrollen
n 80 61 46 135 17 8 14
Altersmedian 65 70 74 75 62 78 77
mittlere PTA 13- 6,2 6,2 6,7 6,4 52 5,9 4,1
Konzentration
in pmol/l
(Messbereich) (1-22,3) (2,7-25,5) (1-22,0) (1-48,9) (2,4-19,7) (2,5-18,4) (3,1-49,4)
Tabelle 13: Ubersicht der im PCT-Immunoassay vermessenen EDTA-Plasmaproben
Indikation gesunde SKS LKB ws AD FTD DLB VD
Kontrollen
n 69 55 10 76 12 8 10
Altersmedian 60 64 63 74 60 74 75
mittlere PCT-Konz. 12 13 16 13 11 12 13
in pg/ml

(Messbereich) (7-154)  (5-72) (8-44)  (5-80) (6 — 44) (10-28) (6- 18)
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Im Vergleich zur dem Alter angepassten Kontrollgruppe konnte kein signifikanter Unter-
schied in der PENK A ;j9.150- (Abb. 34 A; Kruskall-Wallis-Test P > 0,05) und der PTA |.37-
Konzentration (Abb. 34 B; Kruskall-Wallis-Test P > 0,05) im EDTA-Plasma von Patienten mit
SKS, LKB, ws AD, FTD, DLB oder VD gefunden werden.
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Abb. 34: Verteilung der PENK A 19.150- (A) und PTA |;;-Konzentrationen (B) im EDTA-Plasma von gesunden,

dem Alter angepassten Kontrollen und Patienten mit diversen primdren Demenzerkrankungen. Die Medi-

ane der Patientengruppen unterscheiden sich nicht signifikant (Kruskall-Wallis-Test P > 0,05).

Auch die PCT-Konzentration der einzelnen Demenzpatientengruppen unterschied sich

nicht signifikant von den Kontrollprobanden (Abb. 35; Kruskall-Wallis-Test P > 0,05).

Die PENK A j9.159- und PTA 137-Messwerte der Demenzpatienten (n = 149) mit ws AD,
FTD, DLB und VD zeigten, wie die gesunden Kontrollen (n = 132) unter Punkt 5.4.1., eine sig-
nifikant positive Korrelation (Spearman r = 0,37; P < 0,0001). Im Unterschied zu den gesunden
Blutspendern zeigte sich fiir die untersuchten Demenzpatienten sowohl fiir PENK A j19.159
(n = 82; Spearman r = 0,34; P < 0,01) als auch fiir PTA 37 (n = 71; Spearman r = 0,50;
P <0,0001) eine positive Abhdngigkeit von den zugehorigen PCT-Konzentrationen.



Ergebnisse 61

1601
150
807 °
o
o
= 601
E
?JJ o
=
o o
S 40 %
A~ o
° g ° o
Q.Ubo ooo Ogp
20 & of o
T31 I3
. ooe-
0©°
G T T T T T T T
CIENC R BN
&
S FFS &S
@Q

Abb. 35: Verteilung der PCT-Konzentrationen im EDTA-Plasma von gesunden, dem Alter angepassten Kontroll-
probanden und Patienten mit verschiedenen klinisch diagnostizierten Demenzerkrankungen. Die Mediane

der Gruppen unterscheiden sich nicht signifikant (Kruskall-Wallis-Test P > 0,05).

5.4.4. PENK A 119.159-, PTA 137- und PCT-Konzentrationen im CSF von Patienten mit de-

menziellen Erkrankungen und akuter Neuroinflammation

Die PENK A 119.150-, PTA 137- sowie die PCT-Konzentration wurde im CSF von Patien-
ten mit unterschiedlichen Demenzformen sowie von Patienten mit einer klinisch diagnostizierten
Meningitis oder Enzephalitis vermessen. Die Meningitis- und Enzephalitispatienten wurden in
der Gruppe ,,akute Neuroinflammation* zusammengetasst. Die Charakterisierung der Patienten-
gruppen sowie die mittleren gemessenen CSF-Konzentrationen sind fiir PENK A 9.159, PTA .37
sowie PCT in Tabelle 14 zusammengestellt. Die Probanden der nicht-dementen Kontrollgruppe
entsprechen den bereits unter 5.4.2. betrachteten Personen.

Die mittlere PENK A 1j9.159-Konzentration war im Vergleich zur Kontrollgruppe in allen
Patientengruppen erniedrigt (Abb. 36). Der Konzentrationsunterschied der Gruppen war signifi-
kant (Kruskall-Wallis-Test P < 0,01). Der nachfolgende Dunn’s-Post-Test, der eine Aussage
iber das Signifikanzniveau der Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen trifft, zeigte eine
signifikante Abweichung zwischen der Kontrollgruppe und den Patienten mit einer VD
(P < 0,05). Fiir alle weiteren Patientengruppen ergaben sich dagegen keine signifikanten Unter-

schiede.
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Tabelle 14:  Ubersicht der im PENK A 19.150-, PTA |37- und PCT-Immunoassay vermessenen Patienten (CSF)

Indikation nicht- SKS ws AD FTD DLB VD akute Neuro-
demente inflammation
Kontrollen

Anzahl 50* 13 40 12 8 12 16

Altersmedian 60 60 75 60 74 75 72

mittlere 6.200 5.500 5.400 5.300 4.700 4.500 4.700

PENK A 19.150-

Konz. inpmol/l  (2.300 — (3.100—  (1.500— (2.600— (1.800—  (1.800 — (1.500 —

(Messbereich) 11.000) 8.500) 9.900)  10.600)  6.200) 9.100) 11.500)

mittlere PTA ;37- 490 490 410 470 315 475 235

Konz. in pmol/l

(Messbereich) (260-960)  (290-690) (200-850) (270-970) (210-520) (200-810)  (30-650)

mittlere PCT- 28 64 68 61 200 143 70

Konz. in pg/ml

(Messbereich) (8-450)  (13-156) (11-564) (45-693) (78-413)  (42-461) (20-3910)

* n =49 Patienten fiir die Bestimmung der PENK A |19.150- sowie der PTA 37-IR
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Abb. 36: Darstellung der PENK A 9.150-Messwerte im CSF von Kontrollen ohne kognitive Beeintrachtigungen,
Patienten mit verschiedenen Demenzerkrankungen sowie Patienten mit akuter Neuroinflammation
(Kruskal-Wallis-Test P < 0,01). Signifikante Unterschiede zwischen de einzelnen Patientengruppen und
der Kontrollgruppe wurden mit dem Dunn’s-Post Test ermittelt (* P < 0,05).
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Fiir die ROC-Analyse wurden die 49 Kontrollen sowie 70 Patienten mit primirer Demenz
(ws AD, FTD, DLB und VD) herangezogen. Es ergab sich eine AUC von 0,67 (95% CI: 0,58 -
0,77; P < 0,01) (sieche Abb. 37). Fiir eine Konzentration von < 4.900 pmol/l PENK A 19.159
(Schwellenwert) ergab sich eine Spezifitit von 79,6 % bei einer Sensitivitidt von 45,7 %. Das
bedeutet, dass knapp 80 % der nicht-dementen Patienten vom PENK A j9.150-Test als richtig
gesund erkannt werden, wohingegen nur 45 % der tatsdchlichen Demenzpatienten als Erkrankte
erkannt wurden. Die Chance zu erkranken (so genannte Odds Ratio) lag bei einem Schwellen-

wert von 4.900 pmol/l bei 3,3.
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Abb. 37: ROC-Plot Analyse der PENK A |j9.150-Messwerte im CSF von Kontrollen ohne kognitive Beeintrichti-
gungen und Patienten mit primdrem Demenzsyndrom. Die AUC betrdgt 0,67 (95% CI: 0,58 — 0,77,
P < 0,01). Sensitivitits- und Spezifitidtsdatenpaare wurden bestimmt durch die Variation des Schwellen-

werts iliber den gesamten PENK A |9.150-Messbereich.

Die mittlere PTA |37-Konzentration war im Vergleich zur Kontrollgruppe bei den unter-
suchten Patientengruppen erniedrigt (siche Abb. 38). Der Konzentrationsunterschied der Grup-
pen war auch hier signifikant (Kruskall-Wallis-Test P < 0,001). Der nachfolgende Dunn’s-Post-
Test zeigte eine signifikante Abweichung zwischen der Kontrollgruppe und den Patienten mit
akuter Neuroinflammation (P < 0,001) sowie zwischen SKS- bzw. FTD-Patienten und Patienten
mit akuter Neuroinflammation (P < 0,05 und P < 0,05). Fiir die weiteren Patientengruppen erga-

ben sich dagegen keine signifikanten Unterschiede.
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Abb. 38: Darstellung der PTA | ;7;-Werte im CSF von Kontrollen, Patienten mit verschiedenen Demenzerkrankun-
gen sowie akuter Neuroinflammation (Kruskal-Wallis-Test P < 0,001). Signifikante Unterschiede zwi-

schen den Patienten- und der Kontrollgruppe wurden mit dem Dunn’s-Post Test ermittelt; *** P < 0,001).

Die ROC-Analyse unter Betrachtung der 49 Kontrollprobanden sowie der 70 Patienten
mit primdrem Demenzsyndrom (Abb. 39) resultierte in einer AUC von 0,66 (95% CI: 0,59 -
0,75; P < 0,01). Bei einem Schwellenwert von < 415 pmol/l PTA ;.37 ergab sich eine Spezifitit
von 79,6 % bei einer Sensitivitit von 50,0 %. Die Odds-Ratio lag bei 3,9.
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Abb. 39: ROC-Plot Analyse der PTA |;,-Messwerte im CSF von Kontrollen ohne kognitive Beeintrachtigungen
und Patienten mit primédrer Demenz. Die AUC betragt 0,66 (95 % CI: 0,59 — 0,75; P < 0,01). Sensitivi-
tits- und Spezifitdtsdatenpaare wurden bestimmt durch die Variation des Schwellenwerts tiber den ge-

samten PTA |.3;,-Messbereich.
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Im Vergleich zu den 50 Kontrollprobanden waren die mittleren PCT-Konzentrationen im
CSF von allen Patientengruppen signifikant erhoht (sieche Abb. 40; Kruskall-Wallis-Test
P <0,001). Der nachfolgende Dunn’s-Post-Test zeigte signifikante Abweichungen zwischen der
Kontrollgruppe und den Patienten mit ws AD (P < 0,001), einer FTD (P < 0,05), einer DLB
(P <0,001), einer VD (P < 0,001) sowie einer akuten Neuroinflammation (P < 0,05). Dagegen
unterschieden sich die PCT-Konzentrationen im CSF von Patienten mit SKS nicht signifikant

von denen der Kontrollgruppe (P > 0,05).
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Abb. 40: Darstellung der PCT-Konzentrationen im CSF von Kontrollen ohne kognitive Beeintrachtigungen, Pati-
enten mit primdren Demenzerkrankungen sowie Patienten mit akuter Neuroinflammation (Kruskal-
Wallis-Test P < 0,001). Signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Patientengruppen und der

Kontrollgruppe wurden mit dem Dunn’s-Post Test ermittelt (* P < 0,05; *** P <0,001).

Die ROC-Analyse unter Betrachtung der 50 Kontrollprobanden sowie 72 Demenzpatien-
ten (Abb. 41) resultierte in einer AUC von 0,83 (95% CI: 0,76 - 0,91; P < 0,001). Bei einem
Schwellenwert von < 57 pmol/l PCT ergab sich eine Spezifitit von 80,0 % bei einer Sensitivitét
von 75,0 %. Die Wahrscheinlichkeit an einer Demenz zu erkranken lag bei diesem Schwellen-

wert bei 12,0.
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Abb. 41: ROC-Plot Analyse der PCT-Konzentrationen im CSF von Kontrollen ohne kognitive Beeintrachtigungen
und Patienten mit primdrem Demenzsyndrom. Die AUC betragt 0,83 (95 % CI: 0,76 — 0,91; P < 0,001).
Sensitivitits- und Spezifitdtsdatenpaare wurden durch die Variation des Schwellenwerts {iber den gesam-

ten PCT-Messbereich bestimmt.

Die PENK A 119.150- und PTA ;37-Messwerte im CSF von Patienten mit ws AD, FTD,
DLB, VD und akuter Neuroinflammation (n = 86) zeigten, wie die Kontrollprobanden unter
Punkt 5.4.2., eine signifikant positive Korrelation (sieche Abb. 42; Spearman r = 0,77;
P <0,0001). Die PCT-Konzentrationen hingen dagegen, wie auch bei den Kontrollen, weder mit

der PENK A 119-159- noch mit der PTA 1_37-IR (P > 0,05) zusammen.
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Abb. 42: Korrelation der PENK A 9.150- und PTA |3;-Konzentrationen im CSF von Patienten mit verschiedenen

Demenzformen sowie Patienten mit akuter Neuroinflammation (n = 86; Spearman r = 0,77; P < 0,0001).
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Ahnlich wie fiir Blut ergab sich fiir CSF keine Korrelation der PENK A ;19.159- sowie der
PTA i37-Werte (P > 0,05) mit dem MMS-Score. Dieser stellt ein Mall zur Beurteilung des
Schweregrades einer Demenz dar (sieche Kapitel 1.1.4.). Die PCT-Werte wiesen im Unterschied
zum Blut (P > 0,05), eine signifikant negative Abhéngigkeit vom entsprechenden MMS-Score
auf (Spearman r = -0,29; P <0,05).

5.4.5. Vergleich der PENK A {19.150-, PTA ;.37- und PCT-Konzentrationen in CSF und Blut

Von den 50 CSF-Proben der als kognitiv unbeeintrachtigt eingestuften Kontrollen stan-
den parallel von 23 Probanden EDTA-Plasma- sowie von 24 Probanden Serumproben zur Ver-
figung. Des Weiteren standen parallel zu den CSF-Proben der 72 Patienten mit primdrem De-
menzsyndrom sowie der 13 SKS-Patienten EDTA-Plasmaproben und von den 16 Patienten mit
akuter Neuroinflammation Serumproben bereit. Serum und EDTA-Plasma wurden im PCT-
Assay vermessen, wohingegen nur die EDTA-Plasmaproben im PENK A ;19.150- sowie PTA .37-
Assay vermessen wurden. Die Serumproben wurden bei letzteren beiden aufgrund der geringen
Stabilitdt von PTA ;37 im Serum (siehe Kapitel 5.3.4.) sowie der um 20 % erniedrigten Serum-
messwerte des PENK A 19.159 im Vergleich zum EDTA-Plasma nicht beriicksichtigt (siche Ka-
pitel 5.2.4.).

Die mittlere PENK A ;j9.150-Konzentration von Patienten ohne kognitive Defizite
(n = 23) war im CSF (Median 7.000 pmol/l) im Vergleich zum EDTA-Plasma (Median
49,2 pmol/l) signifikant um das 140fache erhoht (Abb. 43 A; Wilcoxon signed rank Test
P <0,0001). Dagegen lag der Konzentrationsgradient zwischen CSF- und Plasmapaaren bei den
Patienten mit primdrer Demenz mit durchschnittlich 95 deutlich niedriger (Abb. 42 B; Wilcoxon
signed rank Test P < 0,0001). Die PENK A ;j9.;50-Messwerte im EDTA-Plasma korrelierten
nicht mit den Werten im CSF (P > 0,05).
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Abb. 43: Darstellung der PENK A |j9.50-Konzentrationsgradienten zwischen parallel entnommenen EDTA-
Plasma- und CSF-Proben von Kontrollprobanden ohne kognitive Defizite (n = 23) (A) und Patienten mit
einem primdren Demenzsyndrom (n = 70) (B). Die Messwerte der Probenpaare unterschieden sich fiir

beide Probandengruppen signifikant (Wilcoxon signed rank Test P < 0,0001).

Betrachtet man den Konzentrationsgradienten zwischen CSF und EDTA-Plasma von
PENK A 119159 der einzelnen Gruppen, so ergibt sich auch hier ein signifikanter Unterschied im

Vergleich zu den Kontrollen (Abb. 44; Kruskal-Wallis-Test P < 0,01).
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Abb. 44: Darstellung der PENK A |j9.150-Konzentrationsgradienten zwischen CSF- und EDTA-Plasmapaaren von
Kontrollen und Patienten mit verschiedenen Demenzerkrankungen (Kruskal-Wallis-Test P < 0,01). Signi-
fikante Unterschiede zwischen den einzelnen Patientengruppen und der Kontrollgruppe wurden mit dem

Dunn’s-Post Test ermittelt; *** P < 0,001).
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Der nochfolgende Dunn’s-Post-Test zeigte einen signifikanten Unterschied zwischen der
Kontrollgruppe und den ws AD-Patienten (P < 0,001), wohingegen die Patienten mit FTD, DLB
und VD keine signifikante Abweichung (P > 0,05) des Konzentrationsgradienten in Bezug auf

die Kontrollen aufwiesen.

Eine ROC-Analyse unter Betrachtung der 23 Kontrollprobanden sowie der 38 Patienten
mit ws AD (siehe Abb. 45) ergab eine AUC von 0,79 (95 % CI: 0,68 - 0,91; P < 0,001). Bei ei-
nem Schwellenwert des PENK A ;j9.150-Konzentrationsgradienten von < 96,7 ergab sich eine
Spezifitidt von 82,6 % bei einer Sensitivitidt von 68,4 %. Die Wahrscheinlichkeit, an einer De-
menz zu erkranken lag bei diesem Schwellenwert bei 10,3. Betrachtet man im Vergleich dazu
nur die PENK A ;9.150-Messwerte im CSF, so resultierte dies in einer deutlich niedrigeren Sensi-

tivitdt von 36,8 % bei einer Spezifitit von 79,2 %.
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Abb. 45: ROC-Plot Analyse der PENK A |19.150-Konzentrationsgradienten zwischen parallel entnommenen CSF-
und EDTA-Plasmaproben von Kontrollen und Patienten mit ws AD. Die AUC betrigt 0,79
(95% CI: 0,68 — 0,91; P < 0,001). Sensitivitits- und Spezifititsdatenpaare wurden bestimmt durch die Va-
riation des Schwellenwerts {iber den gesamten Bereich der ermittelten PENK A j9.150-

Konzentrationsgradienten.

Fiir die PTA 1.37-IR ergab sich ein Gradient von 72 zwischen CSF (Median 490 pmol/l)
und Plasma (Median 6,8 pmol/l) in den Kontrollen (Abb. 46 A; Wilcoxon signed rank Test
P < 0,0001). Der Konzentrationsgradient der Demenzpatienten (Abb. 46 B; Wilcoxon signed
rank Test P < 0,0001) lag bei 73 und unterschied sich nicht von dem der Kontrollprobanden. Die
PTA 37-IR im Plasma korrelierte nicht mit der gemessenen IR im CSF (P > 0,05).
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Abb. 46:

Darstellung der PTA ;7;-Konzentrationsgradienten zwischen parallel entnommenen CSF- und EDTA-
Plasmaproben von Kontrollprobanden (n = 21) (A) und Patienten mit primidrer Demenz (n = 70) (B). Die

Abweichungen beider Gruppen waren signifikant (Wilcoxon signed rank Test P < 0,0001).

Die Konzentrationsgradienten der PTA ;37-IR der einzelnen Gruppen unterschieden sich

ebenfalls signifikant (siche Abb. 47; Kruskal-Wallis-Test P < 0,001).
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Abb. 47:

Darstellung der PTA | ;;-Konzentrationsgradienten zwischen parallel entnommenen CSF- und EDTA-
Plasmaproben von Kontrollen und Patienten mit diversen primdren Demenzerkrankungen (Kruskal-
Wallis-Test P < 0,001). Signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Patientengruppen und der

Kontrollgruppe wurden mit dem Dunn’s-Post Test ermittelt.
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Die mittlere PCT-Konzentration lag im CSF der Kontrollen signifikant um das 2,3fache
hoher als in den parallel abgenommenen Serum- bzw. EDTA-Plasmaproben (Abb. 47 A; Wilco-

xon signed rank Test P < 0,0001).
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Abb. 48: Darstellung der PCT-Konzentrationsgradienten zwischen CSF- und Serum/ EDTA-Plasma-Paaren von
Kontrollprobanden ohne kognitive Stérungen (n = 47) (A), Patienten mit primdrem Demenzsyndrom
(n = 70) (B) und Patienten mit akuter Neuroinflammation (n = 16) (C). Die Abweichungen sind fiir die
Kontrollen und Demenzpatienten signifikant (Wilcoxon signed rank Test P < 0,0001), nicht jedoch fiir die

Patienten mit akuter Neuroinflammation (Wilcoxon signed rank Test P > 0,05).

Dagegen lag der PCT-Gradient bei den Demenzpatienten im Mittel bei 6,0 (Abb. 47 B;
Wilcoxon signed rank Test P < 0,0001) und bei den Patienten mit akuter Neuroinflammation bei
1,1 (Abb. 48 C; Wilcoxon signed rank Test P > 0,05). Die PCT-Konzentrationen im Serum/
Plasma und CSF korrelierten nicht signifikant miteinander (P > 0,05).

Der PCT-Konzentrationsgradient unterschied sich signifikant zwischen den einzelnen
Gruppen (siche Abb. 49; Kruskal-Wallis-Test P < 0,0001). Der folgende Dunn’s-Post-Test zeigte
einen signifikanten Unterschied zwischen der Kontrollgruppe und den Patienten mit ws AD
(P <0,05), FTD (P < 0,05), DLB (P < 0,001) und VD (P < 0,001), wohingegen die Patienten mit
SKS sowie einer akuten Neuroinflammation keine signifikante Abweichung des Konzentrations-
gradienten in Bezug auf die Kontrollen aufwiesen (P > 0,05). Des Weiteren war der PCT-
Gradient der Patienten mit aktuer Neuroinflammation im Vergleich zu den Patienten mit SKS
(P<0,01), ws AD (P <0,001), FTD (P <0,001), DLB (P < 0,001) sowie VD (P < 0,001) signifi-

kant niedriger.
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Abb. 49: Darstellung der PCT-Gradienten zwischen parallel entnommenen CSF- und Serum-/ EDTA-
Plasmaproben von Kontrollen, Patienten mit diversen primdren Demenzerkrankungen sowie akuter Neu-
roinflammation (Kruskal-Wallis-Test P < 0,001). Signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Pa-
tientengruppen und der Kontrollgruppe wurden mit dem Dunn’s-Post Test ermittelt (* P < 0,05;

*#% P <0,001).



