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REFERAT

Narkolepsie Typ 1 (NT1) ist eine seltene neurologische Erkrankung, die zu UbermaRiger
Tagesschlafrigkeit und Kataplexien fiihrt. Patienten zeigen pathologisch verminderte
Hypocretin-1-Konzentrationen im Liquor (Hcrt-1 < 110pg/mL). Schlafstérungen treten
haufig assoziiert mit kognitiven Stérungen auf. Dabei wird ein dysfunktionales
glymphatisches System als Ursache diskutiert. AQuaporin-4 (AQP4) als dessen zentraler
funktioneller Bestandteil stellt einen vielversprechenden Biomarker fiir eine
glymphatische Dysfunktion dar. Ziel der Arbeit ist die Bestimmung von AQP4 im Liquor
von Patienten mit NT1. Damit soll untersucht werden, ob eine glymphatische Dysfunktion
auch zur Pathophysiologie der NT1 beitragt. Ferner soll eine Korrelation des Biomarkers

mit klinischen Daten von NT1-Patienten untersucht werden.

Zur Bestimmung der AQP4-Konzentration im Liquor kam ein neuentwickelter, nicht-
kommerzieller ELISA zur Anwendung. Daruber hinaus wurde in dieser Arbeit zusatzlich
ein digitaler ELISA (SIMOA-Assay) zur Messung von AQP4 im Liquor etabliert und
validiert. Das Probenmaterial stammte aus der Biomaterialbank der Universitatsmedizin
Halle und umfasste insgesamt 349 Liquorproben von NT1-Patienten (N=133),
schlafmedizinischen Kontrollen (Hcrt-1 > 110 pg/mL, N=145), Kontrollpatienten mit
Kopfschmerzen, Schwindel und funktionellen Symptomen (N=62) sowie Patienten mit
Alzheimer-Demenz (N=9). Die Erhebung der klinischen Daten der NT1-Patienten

erfolgte durch eine retrospektive Analyse der zugehdrigen Epikrisen.

Diese Studie konnte flr NT1-Patienten erniedrigte AQP4-Konzentrationen im Liquor im
Vergleich zu schlafmedizinischen Kontrollen (p<0,0001), der zweiten Kontrollgruppe
(p=0,024) sowie Patienten mit Alzheimer-Demenz (p<0,0001) zeigen. Diese Ergebnisse
sprechen zunachst nicht fir eine deutliche Stérung der glymphatischen Clearance bei
der Erkrankung jedoch fur eine Beteiligung von AQP4-Kanalen an der Pathophysiologie

der Erkrankung.

Es bestand eine positive Korrelation von AQP4 und Alter (r=0,26, p<0,0001) und
Hypocretin-1-Konzentration im Liquor (r=0,35, p<0,0001) sowie eine negative
Korrelation zwischen AQP4 und N3-Anteil in der Polysomnographie bei NT1-Patienten
(r=-0,28, p=0,03). Diese Befunde belegen zum einen den relevanten Einfluss von Alter
und Tiefschlafanteil auf die glymphatische Clearance und legen zum anderen einen

Zusammenhang zwischen glymphatischem System und Hypocretin-1 nahe.

Ranke, Jonas: Aquaporin-4-Konzentration im Liquor cerebrospinalis als Biomarker flr
das glymphatische System bei Narkolepsie Typ 1, Halle (Saale), Univ., Med. Fak., Diss.,
80 Seiten, 2024
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1. Einleitung
1.1 Narkolepsie

Die wissenschaftliche Erstbeschreibung narkoleptischer Symptome erfolgte bereits
Ende des 19. Jahrhunderts durch Westphal und Fischer'?. Mit der Fallbeschreibung
eines Patienten, der beim Beobachten grimassierender Affen im Pariser Jardin des
Plantes plétzlich kollabierte, pragte Gelineau 1880 den noch heute fir die Erkrankung
gebrauchlichen Begriff Narkolepsie®. Zudem gelang ihm in diesem Zusammenhang die
Schilderung eines der typischen Leitsymptome der Narkolepsie, welches seit 1902 nach

Loewenfeld als Kataplexie bezeichnet wird®*.

Die Narkolepsie zahlt laut aktueller Version der International Classification of Sleep
Disorders (ICSD-3) zur Gruppe der zentralen Stérungen mit exzessiver

Tagesschlafrigkeit®.
1.1.1 Epidemiologie

Schlafstérungen sind ein weit verbreitetes Phanomen. Bereits 1978 konnten Bixler et al.
eine Pravalenz von 52,1% in der Allgemeinbevdlkerung aufzeigen, wobei der grofite
Anteil auf die Gruppe der Insomnien entfiel (42,5%)°. 7,1% der Patienten waren von
einer exzessiven Tagesschlafrigkeit betroffen, die als ein Leitsymptom der Narkolepsie
auftreten kann. Die Narkolepsie selbst ist im Gegensatz zu Schlafstérungen im
Allgemeinen eine seltene Erkrankung mit einer Pravalenz von 25 — 80/100.0007°.
Typischerweise manifestiert sich die Erkrankung in den ersten beiden Lebensdekaden
mit einem Median um das 16. Lebensjahr’ mit einer Inzidenz von 0,64 bis 1,37 pro
100,000,

1.1.2 Atiologie und Pathophysiologie

Ursache fiir die Narkolepsie ist ein selektiver Untergang der hypocretinergen Neurone
des lateralen Hypothalamus'*'3. Die Erstbeschreibung des Neuropeptids Hypocretin-1
(synonym Orexin) erfolgte 1998 durch zwei unabhéngige Arbeitsgruppen'* .
Physiologischerweise stabilisieren die exzitatorischen Projektionen dieser Neurone auf
Orexin-Rezeptoren (OR1 und OR2) des Locus coeruleus, des Nucleus
tumeromammilaris und der Raphe-Kerne als wichtige Zentren des aufsteigenden
retikuldren Aktivierungssystems (ARAS) den Wachheitszustand. Dabei wird ein

Ubergang in den REM-Schlaf und damit auch eine muskuldre Atonie verhindert'®.

Durch den Verlust der Hypocretinwirkung lasst sich die bei Narkolepsiepatienten
beobachtete Fragmentierung von Wach- und Schlafphasen sowie das Auftreten von

Charakteristika des REM-Schlafs in Wachheitsphasen (Schlafparalyse, Halluzinationen



etc.) erklaren. Insbesondere der Orexin-Rezeptor-2 scheint von besonderer
pathophysiologischer Bedeutung zu sein, da bei der caninen genetischen Narkolepsie,
welche einen gleichen Phanotyp wie die humane Erkrankung zeigt, eine loss-of-function-
Mutation im OR2-Gen nachgewiesen werden konnte'’. Ferner zeigen Mausmodelle mit
OR2-Dysfunktion einen narkoleptischen Phanotyp'®. Ein zuséatzlicher knock-out des

Orexin-Rezeptor 1 fihrt im Modell zu einer ausgepragteren Symptomatik'®.

Im Gegensatz zu den Uberwiegend genetisch bedingten Narkolepsien des Tierreichs
wird fur die humane NT1 eine ursachliche autoimmune Destruktion der
hypothalamischen Neurone vermutet. Unterstiitzend kann fir diese These eine starke
Assoziation mit dem HLA-Haplotyp DQB1*06:02 (98% der NT1-Falle im Vergleich zu 25
Prozent der kaukasischen Allgemeinbevdlkerung) angefihrt werden. Weiterhin zeigt
sich auch eine positive Assoziation zu HLA DRB1*15, welches in der kaukasischen
Bevolkerung fiir gewohnlich gekoppelt mit dem DQB1*06:02-Allel vorliegt?®. Mit der
suszipierten autoimmunen Genese vereinbar ware auch der beobachtete
Inzidenzanstieg infolge der H1N1-Pandemie 2009%', der insbesondere bei HLA-
Pradisponierten nach Applikation des Impfstoffs Pandemrix auffiel. Die Ursache dieses
Phanomens bleibt bisher ungeklart, insbesondere eine molekulare Mimikry mit Epitopen
des Impfstoffes oder eine Nebenwirkung des verwendeten Adjuvans AS03 werden
diskutiert?. Dar(iber hinaus zeigt sich eine saisonale Haufung der Neuerkrankungen im
Fruhling nach Atemwegsinfektionen mit dem Influenzavirus oder Streptokokken. Dazu
passend fanden sich bei einigen Patienten erhdhte Anti-Streptolysin-O- und Anti-DNAse-
B-Titer im Rahmen der Initialdiagnostik?. Ebenfalls konnten Polymorphismen in T-Zell-
Rezeptor-Genen sowie gegen Epitope des Hypocretins oder assoziierte Proteine (Trib2)
gerichtete spezifische T-Zellen bei Narkolepsiepatienten festgestellt werden®* 2.
Vereinbar mit der angenommen Pathophysiologie lieferten neuropathologische
Untersuchungen des lateralen Hypothalamus Hinweise auf einen gliotischen Umbau?+?7,
der oft im Rahmen von entzindlichen oder degenerativen ZNS-Erkrankungen

beobachtet werden kann'%2628,

1.1.3 Kilinik

Eine GbermaRige Tagesschlafrigkeit (excessive daytime sleepiness, EDS) ist ein Leit-
und haufiges Erstsymptom der Narkolepsie. Insbesondere wahrend repetitiver, nicht
stimulierender Tatigkeiten (Autofahren, Unterricht, 0.4.) kann EDS in Schlafattacken
gipfeln. Diese werden von Patienten zunachst als erholsam empfunden, bevor mit einer

t29

individuellen Latenz eine erneute Schlafrigkeit einsetzt”. Ferner ist die Erkrankung im

Verlauf durch eine Fragmentierung von Schlaf- und Wachphasen (disrupted night time



sleep, DNS) bei in der Regel normaler Gesamtschlafdauer gekennzeichnet, die bedingt,

dass der Schlaf als unerholsam empfunden wird.

Pathognomonisch flir NT1 sind Kataplexien, welche einen plétzlichen, unwillkirlichen
Tonusverlust der Muskulatur beschreiben, der durch starke positive (Lachen,
Uberraschung) oder negative Emotionen (z.B. Angst) getriggert werden kann. Sowohl

generalisierte als auch lokalisierte (z.B. head drop attacks) Verlaufe sind moglich.

Die gestorte Regulation von Schlaf- und Wachphasen kann weiterhin zu Halluzinationen
beim Einschlafen (hypnagog) und Aufwachen (hypnopomp) fiuhren. Diese
Halluzinationen treten auch in der gesunden Bevolkerung mit einer Pravalenz von ca.
20% auf, jedoch deutlich haufiger im Kollektiv der Narkolepsiepatienten (66%)%.
Weiterhin werden bei bis zu 50% der Patienten mit Narkolepsie episodische
Schlafparalysen mit einer bewusst erlebten Sprech- oder Bewegungsunfahigkeit
beobachtet, welche ahnlich wie eine Kataplexie von Patienten als extrem belastend
wahrgenommen werden®. Pathophysiologisch liegt diesen Phanomenen eine
Dissoziation der Charakteristika des REM-Schlafs mit Intrusion von REM-Schlaf-
Bestandteilen (bspw. muskulare Atonie) in Wachheitsphasen zugrunde. REM-Schlaf-
Verhaltensstérungen (RBD), welche auch im Rahmen anderer Erkrankungen, z.B. dem
idiopathischen Parkinsonsyndrom, beobachtet werden, treten bei bis zu 60% der

Patienten auf, sodass die NT1 der haufigste Grund fir RBD im jungen Lebensalter ist>".

Zudem besteht eine Assoziation der Narkolepsie zu arterieller Hypertonie sowie zu
Adipositas und obstruktiver Schlafapnoe (10-20%)**?%. Auch psychiatrische
Komorbiditaten wie Depression, Essstérungen und Suizidalitdt werden bei
narkoleptischen Patienten gehauft beobachtet®. Aufgrund der initial oft unspezifischen
Symptomatik sowie einer hohen Komorbiditat wird die Diagnose im Schnitt mit einer

Latenz von 7-8 Jahren nach Symptombeginn gestellt®*.
1.1.4 Diagnostik

Aktuell erfolgt die Diagnosestellung einer Narkolepsie nach den 2014 verdffentlichten
Kriterien der International Classification of Sleep Disorders in der 3. Auflage (ICSD-3)°.
Obligates Eingangskriterium ist das Vorliegen von EDS Uber mindestens 3 Monate als
Leitsymptom der Narkolepsie. In Abhangigkeit vom Vorliegen typischer klinischer sowie
laborchemischer Charakteristika koénnen zwei distinkte Typen der Narkolepsie

unterschieden werden (siehe Anhang, Tabelle 14).



1.1.4.1 Hypocretin-Bestimmung im Liquor cerebrospinalis

Der selektive Untergang der hypothalamischen Hypocretin-Neurone als
pathophysiologisches Korrelat der NT1'2™3 fiihrt zu erniedrigten Hypocretinspiegeln im
Liquor cerebrospinalis, welche mittels eines fir den Forschungsgebrauch zugelassenen,
kompetitiven Radioimmunassays (RIA) messbar sind. Angesichts der eingeschrankten
Spezifitat der klinischen Symptomatik sowie der apparativen Diagnostik
(Polysomnographie, MSLT) dient der Assay der besseren diagnostischen Abgrenzung
einer Narkolepsie Typ 1%. Dabei erreicht die Hypocretin-Bestimmung unter Verwendung
des etablierten Grenzwertes von <110 pg/mL eine Sensitivitat von 88,5% bei einer
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Spezifitat von 99,1% fiir Narkolepsie Typ 1%
1.1.5 Therapie

Trotz des zunehmend verbesserten pathophysiologischen Verstandnisses der
Narkolepsie steht aktuell kein kausaler Therapieansatz zur Verfugung. Neben einem
regelmafigen, ausreichenden Nachtschlaf kdnnen geplante Tagschlafphasen von max.
20 min zur Adressierung der EDS empfohlen werden. Ferner kann der Genuss

stimulierender Getranke bei Alkohol- und Nikotinkarenz die Symptomatik lindern®®.

Aktuell stehen zur symptomatischen Therapie der Narkolepsie mehrere Praparate zur
Verfuigung, die die verschiedenen Symptome der Narkolepsie unterschiedlich gut
adressieren. Hinsichtlich der ibermafligen Tagesschlafrigkeit werden von den aktuellen
europaischen Leitlinien insbesondere Pitolisant als Histamin-H3-Rezeptorantagonist
sowie Psychostimulantien wie Modafinil und Methylphenidat empfohlen. Insbesondere
beim gleichzeitigen Vorliegen einer Kataplexie stellt Natrium-Oxybat eine Alternative dar.
Als Metabolit der Gammaaminobuttersdure (GABA) liegt seiner Wirkung eine
Verstarkung der GABAergen Neurotransmission und damit eine Stabilisierung tiefer
Schlafphasen sowie Unterdriickung des REM-Schlafes zu Grunde*®. Zudem existieren
Medikamente, die fiihrend gegen Kataplexie wirksam sind. Auf3er Clomipramin, welches
durch potenzielle Arzneimittelinteraktionen aufgrund einer CYP-Enzyminduktion
gekennzeichnet ist, unterliegen alle Medikamente dieser Gruppe (z.B. Venlafaxin und
Fluoxetin) einem off-label use, welcher bei der Indikationsstellung zu beachten ist. Fur
die Symptomatik des gestérten Nachtschlafes und schlafbezogener Halluzinationen

findet ebenfalls Natrium-Oxybat Verwendung.
1.2 Schlafstérungen und kognitive Stérungen

Die Konsolidierung von Gedachtnisinhalten im Hippocampus findet insbesondere im

Tiefschlaf (slow wave sleep) statt*’. Die Assoziation eines gestdrten Nachtschlafs mit

kognitiven Stérungen und dementiellen Syndrome ist hinlanglich bekannt*?°.



Polysomnographisch zeigt sich bei Patienten mit Alzheimer-Demenz eine
Schlaffragmentierung sowie erhéhte REM-Latenz*’. Bei Patienten mit selbstberichteter
verkurzter Schlafdauer und -qualitdt konnte eine erhdhte pB-Amyloid- Last in der
Positronen-Emissions-Tomographie nachgewiesen werden*. Dabei wird zunehmend
ein bidirektionaler Zusammenhang zwischen beiden Krankheitsentitdten postuliert und
Schlafstérungen werden nicht mehr alleinig als Symptom der kognitiven Stérung
verstanden. Ein mdglicher Mechanismus der Beglnstigung kognitiver Dysfunktion ist
eine durch gestdrten Nachtschlaf bedingte gesteigerte Inflammation, welche als Treiber

verstarkter B-Amyloid-Plaquebildung bekannt ist*®

. Neben einer solchen gesteigerten (-
Amyloid-Freisetzung kann auch dessen gestorter Abbau im Zusammenhang mit
Schlafstérungen beobachtet werden. So konnte bei Mausen mit Schlafdeprivation eine
Depolarisation der Aquaporin-4-Verteilung korrelierend mit einer reduzierten

glymphatischen Clearance und verstarkter Amyloidplaquebildung festgestellt werden*®.
1.2.1 Hypocretin und kognitive Storungen

Auch wenn eine UbermaRige Tagesschlafrigkeit sowie Kataplexien die fuhrenden
Leitsymptome der Narkolepsie Typ 1 darstellen, ist die Erkrankung ebenfalls durch eine
Fragmentation des Nachtschlafs gekennzeichnet. So konnte eine rezente Meta-Analyse
eine signifikante Erhéhung der Parameter Wake After Sleep Onset (WASO), Arousal
Index (Al) sowie N1-Anteil in der Polysomnographie bei NT1-Patienten nachweisen®.
Zudem fand sich in dieser Kohorte auch eine signifikante Erniedrigung von
Schlafeffizienz, REM-Latenz und N2-Anteil bei NT1-Patienten®®. Diese Stérung der
Schlafarchitektur legt eine mdgliche Assoziation von NT1, glymphatischer Clearance

und Kognition nahe.

Eine franzdsische Studie fand bei Narkolepsiepatienten, die mindestens 65 Jahre alt
waren, im Vergleich zu alters- und geschlechtsangepassten Kontrollen ohne klinisch
apparente kognitive Defizite PET-morphologisch eine signifikant niedrigere kortikale
Amyloid-Last®. Beziiglich typischer Biomarker neurodegenerativer Erkrankungen (p-
Amyloid (Ap40, Ap42, Ratio), p-Tau, t-Tau, NfL) liegen diskrepante Ergebnisse aus
mehreren Studien vor®?®. Jedoch vermochte bisher keine Studie alzheimertypische,
pathologische Veranderungen von Liquorparametern bei NT1-Patienten aufzuzeigen.
Eine Metaanalyse konnte im Liquor von Patienten mit Alzheimer-Demenz nicht-
signifikant erhohte Hypocretin-1-Spiegel nachweisen®, jedoch war in einer Gruppe
alterer Menschen ohne kognitive Defizite eine positive Korrelation von Hypocretin-1 und
p181-Tau ersichtlich®. Hohe Orexinspiegel waren zudem mit einer Stérung der

Mikrogliaaktivierung und einem reduzierten Abbau von B-Amyloid-Fibrillen assoziiert®.



1.3 Aquaporine

Die Proteinfamilie der Aquaporine umfasst 13 verschiedene Subformen (AQPO -
AQP12), welche in unterschiedlichen Geweben exprimiert werden®’*®. Zu den
wichtigsten Funktionen dieser Gruppe von Proteinen zahlt der transmembrandse
Wassertransport entlang osmotischer Gradienten. So kommt beispielsweise Aquaporin-
2, welches im distalen Tubulusepithel der Niere exprimiert wird, eine wesentliche
Funktion in der Regulation des Wasserhaushalts durch Modulation der
Harnausscheidung zu®®. Weiterhin konnte in knock-out-Mausen nachgewiesen werden,
dass Aquaporine an der Zellmigration, epithelialer FlUssigkeitssekretion in
Speicheldriisen, sowie dem adipozytédren Metabolismus beteiligt sind®’. Die
Erstbeschreibung der ersten, initial in Erythrozyten entdeckten Aquaporinform,

Aquaporin-1, erfolgte im Jahr 19925
1.3.1 Aquaporin-4

Die Expression einer fiir das zentrale Nervensystem charakteristischen Aquaporinform
konnte 1994 durch zwei Forschergruppen nachgewiesen werden®'®2. Das spater als
Aquaporin-4 (AQP4) bekannt gewordene Protein besteht wie die weiteren Vertreter der
Proteinfamilie aus 6 Transmembrandomanen, 3 extrazellularen sowie 2 intrazellularen
Loops. Auch die n-terminale und c-terminale Peptidkette befinden sich intrazellular®’3,
Ausschlaggebend fur die Kanalfunktion des Proteins bildet es eine uhrglasahnliche
Tertiarstruktur aus. Die Aquaporinmonomere lagern sich in der Zellmembran zu
Tetrameren zusammen. Speziell fur AQP4 konnte zudem die Ausbildung
supramolekularer Strukturen, sogenannter orthogonal arrays of particles, gezeigt
werden. Solche Gruppierungen, deren Ausbildung durch das Verhaltnis der beiden
durch  SpleiRingvorgange und posttranslationale  Modifikation entstehenden
Hauptisoformen M1 und M23% moduliert wird, lieRen sich hierbei insbesondere an den
perivaskuldren Fortsetzen von Astrozyten darstellen®". Immunzytochemische sowie
elektronenmikroskopische Untersuchungen konnten zeigen, dass AQP4 im Gehirn

auBer in Astrozyten in periventrikuléaren ependymalen Zellen exprimiert wird®.

Uber verschiedene Proteine des Dystrophin-Komplexes, insbesondere alpha-
Syntrophin, erfolgt eine Verbindung der AQP4-Kandle mit dem Zytoskelett der
Astrozyten®"°. Weiterhin besteht eine enge Assoziation zu Laminin als Hauptbestandteil
der zerebralen, perivaskularen Basalmembran. Es konnte eine erhebliche Reduktion der
Expression von Laminin mit zunehmendem Abstand von den zerebralen Kleinstgefalien

nachgewiesen werden’’. Dieser Umstand korreliert mit der unter physiologischen



Bedingungen hochpolarisierten  Expression von AQP4-Molekilen auf der

Astrozytenmembran.

Der transmembrandse Transport von Wassermolekdlen ist wie fiir die gesamte Gruppe
der Aquaporine auch eine Kernfunktion von AQP4. Eine Selektivitat fir Wasser wird
dabei durch strukturelle Charakteristika des Aquaporinmolekils erreicht. Der mit 1,5
Angstréom geringe Durchmesser des Zentrums des Proteinkanals stellt hierfiir einen
ersten Selektivitdtsmechanismus dar. Ferner hindern Argininreste an der extrazellularen
Seite sowie positiv geladene Dipole nahe des Mittelpunkts des Kanals insbesondere
protonierte Wassermolekiile sowie andere Kationen an der Passage’?"*. Dadurch bleibt
der elektrische Gradient entlang der Zellmembran und das Ruhemembranpotential trotz

des Transports von Wassermolekiilen intakt®’.

Die Expression von AQP4 konnte in allen Hirnregionen nachgewiesen werden. Seltener
finden sich im Gehirn auch andere Aquaporinformen, insbesondere das isoliert im Plexus

choroideus vorkommende Aquaporin-1 sowie Aquaporin-97.
1.3.2 Aquaporin-4 als Bestandteil des glymphatischen Systems

Durch in vivo 2-Photonen-Mikroskopie wurde 2012 ein Mechanismus der zentralen
Schadstoffclearance entdeckt, welcher angesichts des Fehlens zerebraler lymphatischer
Gefale lange unbekannt geblieben war’. Dieses glymphatische System nutzt einen
gerichteten Flussigkeitsstrom durch das zerebrale Interstitium, dessen Direktionalitat
durch die arteriovendse Druckdifferenz bedingt ist, zur Elimination von zerebralen
Endmetaboliten. Das System wird dabei entlang der periarteriellen Raume von Liquor
cerebrospinalis gespeist, der unter essenzieller Beteiligung von AQP4-Kanalen ins
Interstitium geleitet wird’®’”. Durch Vermischung mit der Extrazellularfliissigkeit kénnen
im Interstitium abgelagerte Stoffwechselprodukte aufgenommen werden. Die Drainage
des glymphatischen Systems erfolgt anschlieRend entlang der kleinen vendsen Gefalle
und der duralen Sinus. Uber LeitgefaRe entlang der Meningen, welche typische
Merkmale lymphatischen Endothels zeigen und damit als funktionelle lymphatische
GefalRe wirken, erfolgt schlieBlich eine Einleitung in die zervikalen lymphatischen
Bahnen’®. Die Kapazitat des glymphatischen Entgiftungssystems unterliegt zahlreichen
Einflussfaktoren. Neben der arteriellen Pulsation und der arteriovenésen Druckdifferenz
hat auch die Respiration Uber eine Modulation des venésen Drucks Einfluss auf die
zerebrale Schadstoffclearance’. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass ein
ausreichender Anteil an Tiefschlafphasen fur die Funktionalitat des Systems essenziell
ist, da im durch Delta-Wellen im EEG gekennzeichneten Slow-Wave-Sleep (Schlafphase

[ll) eine Expansion des Interstitiums um ca. 60% erfolgt, welche den Fluss des



glymphatischen Systems beglinstigt’®. Auch eine seitliche Schlafposition zeigt dariiber
hinaus glnstige Effekte, was anhand des Einflusses auf die Amyloidclearance belegt

werden konnte®.

Ein ausreichender glymphatischer Transport kann nur unter Beteiligung der
Aquaporinkanale auf der Astrozytenmembran erreicht werden. Dabei scheint dessen
polarisierte Expression auf den Astrozytenfortsatzen insbesondere fiir die Clearance

héhermolekularer Stoffe entscheidend zu sein®'.
1.3.3 Glymphatische Dysfunktion und neurodegenerative Erkrankungen

Mit der Entdeckung des glymphatischen Systems hielten seine Komponenten
zunehmend Einzug in pathophysiologische Theorien zur Entstehung verschiedener
neurodegenerativer Erkrankungen. So konnte in Bezug auf das idiopathische
Parkinsonsyndrom (iPS) gezeigt werden, dass AQP4-knock-out-Mause eine verstarkte
Aktivierung der Mikroglia in der Substantia nigra zeigen, welche mit einer
proinflammatorischen Zytokinfreisetzung und neuronalem Zelltod assoziiert ist®*®*.
Zudem fand sich ein inverser Zusammenhang zwischen AQP4-Expression und alpha-
Synuclein-Ablagerungen bei iPS®. Fiir die Alzheimer-Erkrankung war im Tiermodell an
AQP4-knock-out-Mausen eine 55% reduzierte beta-Amyloid-Clearance auffallig®.
Ferner korrelierten in neuropathologischen Studien die Lokalisationen von beta-Amyloid-
Plaques und verstarkter immunhistochemischer Anfarbbarkeit von AQP4%". Vermutet
wird zudem, dass der Verlust der polarisierten Aquaporinexpression bei begleitend
verstarkter disseminierter Aquaporinexpression auf den Astrozyten durch eine Stérung
der zerebralen Clearance die Amyloid-Proteinopathie fordert®®. In Tierstudien fand sich
weiterhin an einem Schadel-Hirn-Trauma-Modell eine Assoziation von AQP4-Defizienz
und intrazelluldrer Akkumulation von Tau, welche auch zur Alzheimer-Pathologie
beitragen kénnte®®. Erstmals gelang es Arighi et al. 2022 erhdohte AQP4-Spiegel im
Liquor cerebrospinalis von Alzheimerpatienten in vivo nachzuweisen, sodass eine
mogliche Verwendung von AQP4 als Marker glymphatischer Dysfunktion in die
wissenschaftliche Diskussion geriet®®. Auch fir die Creutzfeld-Jakob-Erkrankung, den
Normaldruckhydrocephalus und vaskulare Demenz postulieren verschiedene Studien

einen Einfluss der depolarisierten AQP4-Expression auf die jeweilige Pathogenese®.



2.  Zielstellung

Die Diagnostik der Autoimmunerkrankung Narkolepsie Typ 1 basiert aktuell vor allem
auf der klinischen Symptomatik und der Bestimmung des Surrogatparameters
Hypocretin-1 im Liquor, welches im Rahmen der eingangs beschriebenen

512 Weitere

Pathophysiologie der NT1 typischerweise pathologisch erniedrigt is
diagnostische, pradiktive oder prognostische laborchemische Biomarker fir diese
Erkrankung liegen aktuell nicht vor.

Eine bidirektionale Assoziation von Schlafstérungen und kognitiven Stérungen ist

t*346, jedoch ist zum aktuellen Zeitpunkt unklar, ob diese Assoziation auch fiir

bekann
Narkolepsiepatienten besteht. Dabei wird eine Stérung des glymphatischen Systems in
Kollektiv. der Patienten mit Schlafstorungen, welche die pathologische
Proteinaggregation (insb. Alzheimerpathologie mit extrazellularen Amyloidaggregaten)
fordern wirde, als Ursache des Zusammenhangs der Erkrankungen diskutiert. AQP4
wird in diesem Zusammenhang als vielversprechender Biomarker einer glymphatischen
Dysfunktion postuliert’®, jedoch fehlen zum aktuellen Zeitpunkt verfiigbare sensitive
Assays, um dessen Konzentration in Korperflissigkeiten wie Liquor oder Serum zu

detektieren.

Diese Forschungsarbeit hat die Etablierung eines sensitiven Assays fir die AQP4-
Bestimmung an der Universitatsmedizin Halle (Saale) zum Ziel, welcher zukulnftig auch
als Biomarker fir das glymphatische System in anderen Forschungsprojekten verwendet
werden kann. Dabei kann auf die Erfahrungen mit einem an den Universitatskliniken
Ulm im Rahmen einer Forschungsarbeit entwickelten ELISA-Assays zuriickgegriffen
werden®'. Im Rahmen des hiesigen Etablierungsprozesses soll zudem eine erneute

Validierung des Assays erfolgen.

Im Rahmen der geschilderten Assoziation von Schlafstérungen mit glymphatischer
Dysfunktion soll im Folgenden an einem Kollektiv aus Patienten mit NT1 mit erniedrigten
Hypocretinspiegeln im Liquor cerebrospinalis untersucht werden, ob deren AQP4-
Konzentrationen im Liquor im Vergleich zu alters- und geschlechtsgematchten
Kontrollen alteriert sind. Insbesondere unter der Annahme eines gliotischen Umbaus der
bei NT1 betroffenen Hirnareale des lateralen Hypothalamus, ware eine Veranderung der
AQP4-Spiegel ein weiterer Hinweis fur diesen zerebralen astrozytaren Umbauprozess.
Diese pathophysiologischen Veranderungen kénnten im Folgenden auch eine gestorte
glymphatische Clearance verursachen, fir die AQP4 als Surrogatparameter betrachtet

wird.



Neben der prinzipiellen Frage, ob eine glymphatische Dysfunktion Bestandteil der
Pathophysiologie der NT1-Erkrankung ist, soll auch untersucht werden, ob AQP4-
Konzentrationen in diesem Patientenkollektiv mit klinischen und laborchemischen
Markern der Narkolepsie korrelieren und sich daraus gegebenenfalls eine diagnostische

oder prognostische Bedeutung des Biomarkers AQP4 ableiten |asst.

Neben dem Vergleich mit gesunden Kontrollen sollen die AQP4-Konzentrationen der
NT1-Kohorte auch denen von Alzheimer-Patienten gegentbergestellt werden, fir die

erhdhte AQP4-Konzentration beschrieben sind®®.

In einem nachsten Schritt sollen die im ELISA etablierten Antikérperkombinationen zur
Entwicklung eines Assays auf der SIMOA-Plattform der Firma Quanterix verwendet
werden, um eine Steigerung der Sensitivitdt der Messung zu ermdéglichen und
gegebenenfalls die Ubertragung des Assays auf andere Probenmatrices zu
ermoglichen. Wie in den aktuellen ICSD-3-Diagnosekriterien abgebildet, ist fir die
Diagnose einer NT1, insbesondere beim Fehlen einer eindeutigen klinischen
Befundkonstellation, die Bestimmung des Liquor-Hypocretin-1-Spiegels erforderlich®.
Die dafur notwendige Lumbalpunktion stellt eine Belastung fiir die Patienten dar, die

durch die Entwicklung weitere blutbasierter Biomarker vermieden werden kdnnte.

Als eine von wenigen Kliniken in Europa fihrt die Universitatsklinik fir Neurologie der
Universitatsmedizin Halle (Saale) die Hypocretin-Bestimmung im Liquor als Biomarker
fur NT1 durch. Uber die vergangenen Dekaden konnte damit eine groRe Biomaterialbank

mit Proben von Patienten mit Schlafstérungen und Verdacht auf NT1 aufgebaut werden.

Aufgrund der niedrigen Pravalenz der NT1 weisen Studien mit diesem Patientenkollektiv
haufig geringe Fallzahlen auf. Ein immanentes Ziel dieser Promotionsarbeit ist es daher,
basierend auf den in die Biomaterialbank eingeschlossenen Patienten, eine gut
charakterisierte Kohorte aus Narkolepsie-Patienten und Kontrollen aufzubauen, welche
fir diese als auch zukinftige Forschungsarbeiten im Neurologischen Labor der UMH
Anwendung finden kann. Dabei sollen durch die retrospektive Erhebung der
Patientendaten der einsendenden Kliniken (korrespondierend zu den vorliegenden
Liquores) klinische, laborchemische sowie elektrophysiologische Kenndaten fir die
Kohorte dieser an einer seltenen Erkrankung betroffenen Patienten erhoben werden.
Dabei ist zunachst die Haufigkeit des Auftretens von typischen Symptom- und
Befundkonstellationen in der Kohorte der NT1-Patienten sowie ein Vergleich mit
Kontrollen gleichen Alters und Geschlechts untersuchenswert. Ferner soll eine mdgliche

Korrelation zwischen Biomarker-Spiegeln und dem Auftreten oder dem Schweregrad
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klinischer Symptome sowie typischer Befunde der apparativen Diagnostik untersucht

werden.

Die Messung des bereits in der Literatur etablierten astrozytdren Biomarkers glial
fibrillary acidic protein (GFAP) Uber einen kommerziell verfiugbaren ELISA soll
erganzend erfolgen. In der Vergangenheit wurde die GFAP-Bestimmung bereits
einmalig an einer kleinen Kohorte von NT1-Patienten im Vergleich zu
schlafmedizinischen Differentialdiagnosen sowie neurologisch unauffalligen Kontrollen
durchgefiihrt. Dabei fanden sich signifikant erhdhte GFAP-Spiegel fur Patienten mit
NT1%. Die aktuellen Untersuchungen zielen zum einen auf die Verifikation dieser
vorliegenden Ergebnisse an deutlich gréReren Kohorten ab. In Kombination mit der
Bestimmung der AQP4-Konzentrationen soll zudem eine umfassendere Abbildung, der
vermuteten astrozytaren Pathologie bei NT1-Patienten erfolgen, als es die Bestimmung
eines einzelnen Biomarkers erlaubt. Zum anderen soll analog zur AQP4-Konzentration
eine Korrelation mit klinischen Kenndaten der Patienten Uberprift werden. Diese
Untersuchungen erganzen damit weiter den Beitrag der Forschungsarbeit zum

Verstandnis Uber die zerebralen Veranderungen bei NT1-Patienten.
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3. Material und Methoden

3.1 Studiendesign

Bei der vorliegenden Arbeit handelt es sich um eine Kohortenstudie. Wie im Folgenden
genauer erldutert, konnten die verwendeten Patientendaten multizentrisch, retrospektiv
aus der klinischen Befunddokumentation der einsendenden Kliniken erhoben werden.
Die ubrigen experimentellen Untersuchungen fanden monozentrisch im Neurologischen

Labor der Universitatsmedizin Halle (Saale) statt.
3.2 Ethikvotum

Fir die Verwendung der Biobankproben, die Durchfliihrung der Experimente sowie die
Akquirierung der klinischen Befunde der Patientinnen und Patienten liegt ein positives
Votum der Ethikkommission der Medizinischen Fakultat der Martin-Luther-Universitat
Halle (Saale) vor (Bearbeitungsnummer 2021-101, 07/23). Zudem bestanden, sofern die
einsendenden Kliniken im europaischen Narkolepsie-Netzwerk (EU-NN) integriert sind,
fur die diesbezlgliche Datenerhebung ebenfalls positive Voten der Ilokalen
Ethikkommissionen. Diese Durchfuhrung der Studie erfolgte im Einklang mit den

Vereinbarungen der Deklaration von Helsinki.
3.3 Probenmaterial

Die fur die im Folgenden beschriebenen Untersuchungen verwendeten Proben stammen
aus der Biobank der Klinik flr Neurologie des Universitatsklinikums Halle (Saale). Dabei
konnte eine Kohorte aus 133 Proben von Patienten mit NT1 und Hypocretin-1-Werten
unter 110 pg/mL sowie eine entsprechende nach Alter, Geschlecht und Probenalter
gematchte Kontrollkohorte bestehend aus 145 Patienten mit nicht pathologischen
Hypocretin-1-Konzentrationen  im  Liquor  zurlUckgegriffen  werden.  Dieses
Untersuchungsmaterial sowie, sofern verfligbar, die zugehdrigen klinischen Daten
stammen von Patienten der neurologischen und schlafmedizinischen Kliniken der
Hephata-Klinik Schwalmstadt-Treysa, des Klinikums Leer, des Klinikums Westerstede
und des Klinikums Bremen-Ost, welche dort zwischen 2006 und 2023 in Behandlung
waren und im Rahmen der differentialdiagnostischen Evaluation einer Schlafstérung

einer Lumbalpunktion zur Hypocretin-1-Bestimmung im Liquor unterzogen wurden.

Im Zuge der spéateren Validierungsmessung kamen ferner weitere 71 Liquorproben aus
der Hallenser Biobank zur Verwendung, die von Patienten der Universitatsklinik fur
Neurologie Halle stammen und im Rahmen der hiesigen Diagnostik gewonnen worden

waren. Insgesamt wurden in der Promotion 349 Biobankproben eingeschlossen.
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3.4 Datenerhebung

Fir die klinische Charakterisierung der beiden Kohorten erfolgte eine retrospektive
Datenerhebung anhand der Epikrisen und Befunde der einsendenden Kliniken. Einige
Daten konnten dartiber hinaus aus der EU-NN-Datenbank abgerufen werden, sofern
eine Teilnahme der einsendenden Klinik am Narkolepsie-Netzwerk bestand. Dabei
wurden neben Patientencharakteristika und den klinischen Symptomen der Narkolepsie
sowie deren Auspragung insbesondere der HLA-Haplotyp (HLA DQB1*06, HLA
DQA1*01, HLA DRB1*15), polysomnographische Parameter und MSLT-Daten sowie
Basisdaten der jeweiligen zur Hypocretinbestimmung verwendeten Liquorprobe
(Zellzahl, Proteingehalt, Albumin-Quotient, intrathekale Immunglobulin-Synthese)

erfasst.
3.5 Tabellarische Auflistung der verwendeten Materialien

Tabelle 1 — Rekombinantes Protein
AQP4 — Aquaporin-4.

Bezeichnung Artikel-Nr. Hersteller

Proteintech Group Inc.,
Rosemont IL, USA

AQP4 Fusion Protein Ag9561

Tabelle 2 — Monoklonale Antikorper
AQP4 — Aquaporin-4. BSA — bovines Serumalbumin.

Bezeichnung | Konzentration | Artikel-Nr. | Epitop Hersteller
AQP4

(D1F8E) XP® C- Cell Signaling
Rabbit mAb 1,024 mg/mL 39374 terminal Technology, Inc.,
(BSA and Danvers MA, USA
Azide Free)

Anti-

Aquaporin 4

antibody 1.024 - 1.072 Abcam plc, Cambridge
[EPR7040] - mg/mL ab248213 | 300-323 MA, USA
BSA and

Azide free

Tabelle 3 — Kommerzielle ELISA-Kits

Bezeichnung Artikel-Nr. Hersteller
Glial Fibrillary Acidic Protein | RD192072200R | BioVendor - Laboratorni medicina
Human ELISA (GFAP) a.s., Brno, Tschechische Republik
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Tabelle 4 — Chemikalien und weitere Reagenzien

SIMOA - Single Molecule Array. SBG — Streptavidin-beta-Galaktosidase. RGP —
Resorufin-p-D-Galaktopyranosid. EDC - 1-Ethyl-3-(3-Dimethylaminopropyl)-
Carbodiimid-Hydrochlorid. HPLC — Hochleistungs-Fliissigkeitschromatographie. RIPA —
Radioimmunoprézipitationsassay.

Bezeichnung Artikel-Nr. Hersteller
Vectastain Elite ABC Kit, PK-6100 Vector Laboratories, Inc., Newark,
Peroxidase (Standard) CA, USA
SIMOA Homebrew Assay 101351 Quanterix Corporation, Billerica, MA,
Starter Kit USA
Biotinylation Reaction Buffer 101354 Quanterix Corpo&ast::n, Billerica, MA,
Bead Conjugation Buffer 100453 Quanterix Corpo&ast'lgn, Billerica, MA,
Bead Wash Buffer 101352 Quanterix Corpo&ast::n, Billerica, MA,
EDC 100022 Quanterix Corpo&ast'i:n, Billerica, MA,
Detector/Sample Diluent 101353 | Quanterix Corporation, Billerica, M,
Bead Diluent 100458 Quanterix Corpo&ast'i:n, Billerica, MA,
SBG Dilution Buffer 100376 Quanterix Corpo&ast'i:n, Billerica, MA,
SBG Concentrate 103397 Quanterix Corpo&ast'i:n, Billerica, MA,
RGP 103159 Quanterix Corpo&ast::n, Billerica, MA,
488-dyed Singleplex Beads 104007 | Quanterix Corporation, Billerica, MA,
Homebrew Helper Beads (647) | 103208 | Quanterx Gorporefion, Billerica, M4,
EZ-Link™ NHS-PEG4-Biotin, A39259 ThermoFisher Scientific, Waltham
No-Weigh™ Format MA, USA
HISTOPRIME Normal Goat LIN- | BIOZOL Diagnostica Vertrieb GmbH,
Serum, w/Preservative (0.08% | £NGogqg Eching, Deutschland
NaN3), Non Sterile 9
3,3.,5,5- T0440 Sigma-Aldrich, Steinheim,
Tetramethylbenzidine (TMB) Deutschland
Phosphate-buffered saline Sigma-Aldrich, Steinheim,
(PBS), pH 7..2 D5652-50L Deutschland
Salzsaure (HCI) 1N 67921 Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Schwefelsaure (H.SO4) 96% 4623.3 Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Natriumcarbonat (Na;COs) Agots9p | MercicMillpore Lid, Tullagreen,

. . S8875- Sigma-Aldrich, Steinheim,
Natriumbicarbonat (NaHCO3) 500G Deutschland
SIMOA System Buffer 1 100486 Quanterix Corpo&ast::n, Billerica, MA,
SIMOA System Buffer 2 100487 Quanterix Corpo&ast::n, Billerica, MA,
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34877-2-5L- Sigma-Aldrich, Steinheim,
HPLC-Wasser M Deutschland
. ThermoFisher Scientific, Waltham
Pierce RIPA-Puffer 89901 MA. USA
Harnstoff 2317.3 Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
DTT 6908.4 Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Bovines Serumalbumin (BSA) 8076.2 Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Tabelle 5 — Puffer und Lésungen
PBS — Phosphate buffered saline. HRP — Horseradish peroxidase.

Bezeichnung

Zusammensetzung

10-fach-PBS

47,75 g PBS ad 0,5 L Aqua bidest.

Tween-20 10% (w/v)

4,75g Tween ad 47,5 mL Aqua bidest.

PBST-Waschpuffer

1xPBS

0,05% (w/v) Tween20

0,1 M HCI-Lésung

100mL 1M HCI-Lésung
ad 1000 mL Aqua bidest.

0,5 M H2SOs-Lésung

27,8mL 18M H,SO4-Lésung
ad 1000 mL Aqua bidest.

Blocking Puffer

1% (v/v) Goat Serum (LIN-ENG9010)

PBST

Coating Puffer

68,6 mM Natriumbicarbonat

31,4 mM Natriumcarbonat

HPLC-Wasser
pH 9,6

Streptavidin-HRP-L6sung

0,5% (v/v) VectaStain Reagent A
0,5% (v/v) VectaStain Reagent B

in 1xPBS

Tabelle 6 — Arbeitsmaterialien und -gerate
SIMOA — Single Molecule Array.

Bezeichnung

Hersteller

Analytische Waage ABJ 220-4NM

Kern & Sohn, Balingen-Frommern, Deutschland

Infinite F50 PlateReader

Tecan, Mannedorf, Schweiz

Mehrkanalpipette MultiChannel

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Multipette Dispenser

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
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Nanodrop 1000 ThermoFisher Scientific Inc., Schwerte,
Spectrophotometer Deutschland
Orbitalschiittler Rotamax 120 Heidolph, Schwabach, Deutschland
pH-Meter pMX 3000 WTW, Weilheim, Deutschland
;6%??01”88&?%%80%% 100pL, Eppendorf, Hamburg, Deutschland
SIMOA HD-X-Analyzer Quanterix Corporation, Billerica, MA, USA
g#l\élﬁ)ﬁé(l)\:l)igcroplate Shaker Quanterix Corporation, Billerica, MA, USA
Thermomixer 5432 Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Tischvortexer Reax2000 Heidolph, Schwabach, Deutschland
Tischvortexer Vortex Gene-2 Scientific Industries, Bohemia, NY, USA
Tischzentrifuge 5415-R Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Tischzentrifuge Universal 30RF Hettich, Tuttlingen, Deutschland

Tabelle 7 — Verbrauchsmaterialien
SIMOA — Single Molecule Array.

Bezeichnung Hersteller

Amicon Ultra 0,5 mL

Zentrifugalfilter 100 kDa Merck Millipore Ltd., Tullagreen, Irland

Amicon Ultra 0,5 mL

Zentrifugalfilter 50 kDa Merck Millipore Ltd., Tullagreen, Irland

Combitips (2,5 mL und 5 mL) Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Conductive Black Tips , : .

SIMOA 2.0 Quanterix Corporation, Billerica, MA, USA
Eppendorf-Reaktionsgefale

(1,5 mL und 2,0 mL) Eppendorf, Hamburg, Deutschland

MaxiSorp ImmunoPlate F96 ThermoFisher Scientific Inc., Schwerte, Deutschland

Pipettenspitzen (10uL,

200uL, 1000uL) Greiner, Kremsmiinster, Osterreich
Pipettenspitzen (300uL) Eppendorf, Hamburg, Deutschland
SealingTape 15036 ThermoFisher Scientific Inc., Schwerte, Deutschland
SIMOA 96-Well Conical Quanterix Corporation, Billerica, MA, USA
Plates

SIMOA Discs Quanterix Corporation, Billerica, MA, USA
Waagschalchen Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Zentrifugenréhrchen /
Falcon-Tubes (15 mL, 50 mL)

Sarstedt, Nurnberg, Deutschland
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Tabelle 8 — Software und Programme
SIMOA — Single Molecule Array.

Bezeichnung Hersteller

GraphPad Prism 10 GraphPad Software, La Jolla, CA, USA
Magellan Data Analysis Tecan, Mannedorf, Schweiz
Software

Microsoft Office 2016 Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA

NanoDrop 1000 3.7.1.
Measurement Software

SIMOA Analyzer Software Quanterix Corporation, Billerica, MA, USA

ThermoFisher Scientific Inc., Schwerte, Deutschland

3.6 Methoden
3.6.1 Probengewinnung und Praanalytik

Die Probengewinnung im Rahmen einer diagnostischen Lumbalpunktion erfolgte nach
den lokalen Standards der einsendenden Kliniken. Zur initial indizierten Hypocretin-1-
Bestimmung wurden die Proben vor Versand an die Universitatsmedizin Halle (zuvor
Neurochemisches Labor am Universitatsklinikum Ulm) auf -80°C gekuhlt und auf
Trockeneis versandt. Nach der abgeschlossenen Hypocretin-1-Bestimmung wurden die

Proben erneut eingefroren und anschlieRend bei —80°C gelagert.
3.6.2 Enzyme-linked Immuno-Assay (ELISA)

Die Spezifitat eines Antikorpers flr ein charakteristisches Protein-Epitop, welche
Grundlage der humoralen, adaptiven Immunreaktion ist, lasst sich diagnostisch zur
gezielten Detektion von Proteinen in Probenmaterialen nutzen. Auch in der vorliegenden
Arbeit wurde dieses Prinzip im Rahmen eines Sandwich-Immunoassays genutzt. Nach
Adsorption eines Fangantikérpers (Capture-Antikérper) auf eine Mikrotiter-Platte und
Blockung freigebliebener Bindungsstellen der Platte durch unspezifische Proteine zur
Verhinderung falsch-positiver Ergebnisse erfolgt die Zugabe der den Analyten
enthaltenden Probensubstanz, welcher durch den Fa-Teil des Capture-Antikdrpers
spezifisch gebunden und auf der Platte immobilisiert werden kann. Ein zweiter
Antikorper, welcher an ein anderes Epitop des zu untersuchenden Proteins bindet, wird
im Anschluss zur Detektion hinzugefigt. Um diese spezifische Antikdrper-Antigen-
Bindung quantifizierbar zu machen, ist eine Markierung des Antikdrpers notwendig. Beim
1971 durch Engvall und Perlmann entwickelten und auch im Rahmen dieser Arbeit
angewandten ELISA-Verfahren wird hierfir die Kopplung eines Enyzms an den
detektierenden Antikorper benutzt, dessen Aktivitdt durch seinen spezifischen

Substratumsatz und eine damit verbundenen Farbumschlag zur Darstellung gebracht
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werden kann. Neben einer direkten Bindung des Enzyms an den Detektorantikorper
kann eine Biotinylierung des Immunglobulins und Zugabe von Streptavidin erfolgen. Ein
Biotinmolekul bindet mehrere Streptavidine, welche eine Streptavidin-vermittelte
Bindung des Enzyms (hier: horse radish peroxidase, HRP) ermdglicht. Der
anschlieBende Substratumsatz und die daraus resultierende fotometrisch messbare
Extinktion ist abhangig von der Konzentration des Analyten im Probenmaterial. Letztere
kann in Bezug auf eine Standardreihe bekannter Konzentrationen aus den ermittelten

Extinktionen berechnet werden.

M

|
R AR

N N\ :
...Capture-AK 4\ .. Detektor-AK ...TMB (reduzierte
vs. oxidierte Form)

e ...Antigen @@ ...HRP

Abbildung 1 — Schematische Darstellung des Sandwich-ELISA-Verfahrens

Von links nach rechts kommen die wichtigsten Schritte eines ELISAs zur Darstellung.
Dabei ist jeweils ein Well der Platte im Querschnitt dargestellt. (1) Bindung des Coating-
Antikérpers an die Well-Oberflache. (2) Nach dem Blocking wird eine Probe einer
bestimmten Antigenkonzentration appliziert. (3) Nach der Inkubationszeit und einem
Waschschritt liegt eine spezifische Bindung zwischen Antikdrper und Antigenepitop vor.
Dabei bleibt der Fang-Antikérper an der ELISA-Platte adhariert. (4) Der hinzugefugte
Detektorantikérper geht mit einem anderen Epitop des zu analysierenden Proteins eine
spezifische Bindung ein. (5) Durch die Zugabe von Streptavidinlésung (HRP) und
anschlieBendem enzymatischen Umsatz des Substrats (TMB) wird die
Antikorperbindung durch Farbumschlag sichtbar. AK — Antikérper. TMB - 3,3',5,5-
Tetramethylbenzidin. HRP — Meerrettichperoxidase. Abbildung erstellt mit
Biorender.com
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3.6.2.1 Biotinylierung des Detektorantikorpers

Fir die Biotinylierung des Detektorantikérpers (Abcam Corporation, ab248213) erfolgte
zunachst die Umwaschung des Antikdrpers in Biotinylation Reaction Buffer (Quanterix
Corporation, 101358) in einem 50-kDa-Amicon-Filter (Abbildung 2).

g \a\Q

Abbildung 2 — Puffer-Austausch (Umwaschung) im Amicon-Filter

Von links nach rechts kommt die Funktionsweise des Zentrifugalfilters zur Darstellung.
(1) Initial wird ein definiertes Volumen des Antikérper-Stocks zusammen mit Biotinylation
Reaction Buffer unter Generierung eines Gesamtvolumens von 500 pL in den
Zentrifugalfilter verbracht und anschlieend fir 5 min bei 14.000 Umdrehungen pro
Minute in die Zentrifuge gestellt. (2) Der Antikorper liegt nach der Zentrifugation
konzentriert auf der Filtermembran vor. (3) Erneut wird Biotinylation Reaction Buffer
hinzugeflugt und die Zentrifugation (Schritte 2 und 3) fir mehrere Male wiederholt, um
eine Entfernung des Puffers zu erreichen, in dem der Antikoérper gelagert war. (4) Da der
Antikorper nach den Zentrifugationen auf dem Filter konzentriert vorliegt, wird der
Amicon-Filter anschlieRend in einem neuen Auffang-Réhrchen invertiert und fir 2 min
bei 1000 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert. (5) 50uL Biotinylation Reaction Buffer
werden in den Filter appliziert und die Membranen anschlieRend durch Pipettieren
gewaschen. Der Filter wird nun wieder invertiert und erneut fir 2 min bei 1000
Umdrehungen pro Minute zentrifugiert. (6) Schlussendlich werden ca. 100uL der
umgewaschenen Antikorperldsung gewonnen. Abbildung erstellt mit Biorender.com

Im Anschluss wurde EZ-link NHS-PEG4-Biotin (ThermoFisher Scientific, #439259) in
einem 40-fachen molaren Uberschuss zugegeben und der Reaktionsansatz fiir 30 min
inkubiert. Die anschlieBende Aufreinigung des Antikérpers zur Entfernung
Uberschissigen Biotins erforderte ein erneutes Umwaschen in Biotinylation Reaction
Buffer in einem 50-kDa-Amicon-Filter. Unter Verwendung eines NanoDrop 1000
Spectrophotometers konnte die finale Konzentration des biotinylierten Antikérpers

bestimmt werden. Die Lagerung erfolgte anschlieend bis zur Verwendung bei 4°C.

Vergleichend zur oben erwdhnten Methode mit NHS-PEG4-Biotin wurde im Rahmen des
initialen Etablierungsprozesses des ELISA auch eine Biotinylierung mit dem Biotinylation
Kit Lightning Link (ab 201795) von Abcam evaluiert. Die vom Hersteller angegebenen
Vorgaben zum Reaktionsablauf wurden eingehalten. Aufgrund eines hohen
Hintergrundsignals bei der Auslesung im ELISA-Reader bei im Gegensatz dazu guten

Ergebnissen mit dem NHS-PEG4-biotinylierten Antikérper wurde die Quick-
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Biotinylierung verlassen. Initiale Versuche einer Biotinylierung mit Sulfo-NHS-LC-Biotin
(A39257, ThermoFisher Scientific) waren nicht erfolgreich. Hier waren sowohl in einem
direkten ELISA mit Coating mit AQP4-Antigen als auch im nachfolgend beschriebenen
ELISA nach finalem Protokoll, selbst mit dem hdchstkonzentrierten Standard der

Kalibrationskurve, nur geringe Extinktionswerte messbar.
3.6.2.2 Durchfiihrung des Aquaporin-4-ELISAs

Die Bestimmung der AQP4-Konzentration im Liquor cerebrospinalis erfolgte tber einen
von Gomez de San José et al. erstbeschriebenen Aquaporin-4-ELISA®'. Der Assay nutzt
einen gegen den C-Terminus von AQP4 gerichteten Capture-Antikdrper (cell signalling,
#39374), der in einem 100mM Bicarbonat-Carbonat-Puffer (pH 9,6) auf einer 96-well-
Platte Uber Nacht mit 3,3 pg/mL bei 4°C gecoatet wird. Nach Entfernung der
Uberschussigen Lésung erfolgt am Folgetag nach zweistlindiger Inkubation mit 200uL
Block-Puffer (1% (v/v) goat serum, 0,05% (v/v) Tween20 in PBS) die Applikation der
Kalibratoren sowie der Liquorproben (1:6 in Block-Puffer), welche im Anschluss fir 1,5h
inkubieren. Nach drei Waschschritten mit PBST erfolgte die Applikation des biotinylierten
Detektorantikérpers (Abcam Corporation, ab248213) in einer Konzentration von 0,66
pg/mL. Abbildung 3 gibt eine schematische Ubersicht (iber die Bindung der Antikdrper

an das Aquaporin-4-Molekdl.

ab248213

A

V2

extrazellular
0000000

intrazellular

H2N

COOH
CS #39374

Abbildung 3 — Bindung von Coating- und Detektorantikorper an das Aquaporin-4-
Peptid

Das Bild stellt schematisch die Bindungsstellen des im Assay verwendeten
Antikorperpaars am AQP4-Protein dar, welches in seiner membrangebundenen Form
zur Abbildung kommt. Sowohl der Coating-Antikorper (CS #39374) als auch der
biotinylierte Detektorantikdrper (ab248213) binden an den c-terminalen Abschnitt des
Moleklls. AQP4 — Aquaporin-4. Abbildung erstellt mit Biorender.com
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Nach erneuter Inkubation fir 1 h, Verwerfen der Uberschissigen Lésung sowie erneuten
Waschschritten wurden 100uL einer Streptavidin-HRP-Losung (Vectastain, PK-6100)
und nach einem letzten Waschschritt nach weiteren 30 min 100uL 3,3,5,5'-
Tetramethylbenzidin (TMB) in jedem Well appliziert. Nach 30 min wurde die
enzymatische Reaktion durch eine 0,5M H2SO4-Lésung gestoppt und die optische Dichte
(OD) bei 450 nm gegen eine Referenzwellenlange von 620 nm in einem ELISA-Reader

(Infinite F50 Plate Reader, Tecan) gemessen.

Zur Erstellung der Kalibrationskurve fand eine Vier-Parameter-logistische-Regression
(4PL) in GraphPad Prism 10 Anwendung. Anhand der im Folgenden aufgefuhrten
Regressionsformel erfolgte die Bestimmung der jeweiligen Aquaporin-4-

Konzentrationen im Probenmaterial.

70
Y=""x_;
1+ ()"

y...Signalintensitat (OD), x...Konzentration des Analyten, A...OD-Maximalwert, D...OD-

Minimalwert, B...Steigung am Testmittelwert, C...Testmittelwert
3.6.2.3 Glial-fibrillary-acidic-Protein (GFAP) — ELISA

Die Bestimmung der GFAP-Konzentration im Liquor erfolgte durch einen kommerziell
verfugbaren ELISA (BioVendor Laboratorni medicina a.s., Brno, Tschechische Republik)
nach den vom Hersteller zur Verfligung gestellten Angaben. Alle dafir verwendeten
Liquorproben von NT1-Patienten sowie Kontrollen wurden vor Bestimmung der GFAP-
Konzentration bereits im Rahmen der AQP4-Messung einmalig aufgetaut. Die Lagerung
zwischen den AQP4- und GFAP-Messungen erfolgte bei -80°C.

3.6.3 Konzentrationsbestimmung mit dem NanoDrop-1000-Spectrophotometer

Die Detektion der Konzentrationen der in diesem Projekt benutzten Antikdrperlésungen
erfolgte unter Verwendung eines NanoDrop 1000 Spectophotometers (ThermoFisher
Scientific). Dieses nutzt das Messprinzip der konzentrationsabhangigen Verstarkung der

Extinktion einer proteinhaltigen Probe nach dem Lambert-Beer'schen-Gesetz.
R
€= €L

c...Konzentration in mg/mL, A...UV-Extinktion, e...Extinktionskoeffizient,
L...Schichtdicke in cm

Die Extinktionsmessung erfolgt nach Kalibrierung des Gerats auf die verwendete

Pufferlésung der Antikdrperzubereitung bei einer Wellenlange von 280 nm, welche das
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Absorptionsmaximum aufgereinigter Proteine darstellt. Unter Nutzung der intrinsischen
Oberflachenspannung des Analyten kann die Probe beim NanoDrop-Verfahren unter
Ausbildung einer Flussigkeitssaule direkt auf die fiberoptischen Detektionsflachen
aufgetragen werden. Damit ist ein geringes Probenvolumen von 2uL zur

Konzentrationsbestimmung ausreichend®.
3.6.4 Praanalytische Einflussfaktoren auf die Proteinstabilitat

Zur Evaluation der Proteinstabilitdt und praanalytischer Einflussfaktoren wurde eine
Liquorprobe aus der Biomaterialbank aliquotiert und im Anschluss bis zu vier Einfrier-
Auftau-Zyklen unterzogen. Dabei wurde eine minimale Einfrierdauer von 4 h bei -80°C
nicht unterschritten. Im Anschluss wurde durch die ELISA-Messung flr jede Probe eine
Konzentrationsbestimmung durchgefihrt und mit dem Referenzwert (einmalig

aufgetaute Liquorprobe) der Aquaporin-4-Konzentration verglichen.

Auch fuir den oben beschriebenen kommerziellen GFAP-ELISA erfolgte eine
Untersuchung der Einfrier-Auftau-Stabilitat. Dabei wurde auf die fir die Evaluation des
AQP4-ELISAs hergestellten Einfrier-Auftau-Aliquots zuriickgegriffen. Zudem wurde
aufgrund der Ergebnisse friherer Publikationen, welche fir die Liquorbestimmung von
GFAP mit unterschiedlichen Assays wiederholtes Einfrieren und Auftauen als einen
erheblichen Einflussfaktor auf die detektierte Konzentration angeben® eine
ausgedehntere Einfrier-Auftau-Reihe mit bis zu 6 Zyklen an 3 Proben erganzt. Ferner
wurde auch eine vergleichende GFAP-Bestimmung aus verschiedenen Aliquots einer
Liquorprobe durchgefiihrt, welche zuvor fir 6 h, 24 h, 72 h, 5 oder 7 Tage bei
Raumtemperatur gelagert, vor Durchfihrung der Messung bei -80°C eingefroren und
anschlielend einmalig aufgetaut wurden. Auch fur die Evaluation des Einflusses der
praanalytischen Bedingungen auf die GFAP-Konzentration diente eine einfach

aufgetaute und zuvor bei -80°C gelagerte Liquorprobe als Referenz.
3.6.5 Single Molecule Array (SIMOA)

Konventionelle ELISA-Verfahren sind in |hrem unteren Detektionslimit beschrankt,
sodass in der Vergangenheit weitere Methoden entwickelt wurden, um die analytische
Sensitivitdt der Proteinbestimmung zu verbessern. Das SIMOA-Verfahren (single
molecule assay, Wilson et al., Quanterix Corporation) ist als digitaler Immunoassay in
der Lage, Proteinkonzentrationen im Bereich von weniger als 107"° M zu detektieren.
Die Messungen erfolgen an der Universitatsklinik fir Neurologie in Halle am HD-X-
SIMOA-Analyzer der Firma Quanterix®’.
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Das Messprinzip basiert auf der Kopplung eines monoklonalen Antikérpers an
paramagnetische Microbeads. Wie bei konventionellen Immunoassays werden diese mit
der zu untersuchenden Probe und einem biotinylierten Detektorantikorper, welcher
ebenfalls spezifisch flr eine Proteinsequenz des gewunschten Analyten ist, unter
Ausbildung eines Sandwich-Komplexes inkubiert. Durch die Biotinylierung ist die
Kopplung der enzymatisch wirksamen Streptavidin-B-Galaktosidase (SBG) an den
gebildeten Immunkomplex mdglich. Als enzymatisches Substrat wird Resorufin-p-D-
Galaktopyranosid (RGP) verwendet. Vom Hersteller werden 1-, 2- und 3-Schritt-Assays
unterschieden, welche sich in der gemeinsamen oder getrennten Inkubation von Fang-,
Detektor-Antikérper, SBG und Probe vor der Zugabe der aufgefihrten Reagenzien

unterscheiden®?’,

Um Proteinkonzentration im femto- bis attomolaren Bereich detektieren zu kénnen,
werden die beadgekoppelten Antikbrper gemeinsam mit enzymgekoppelten
Detektorantikdrpern auf sogenannte Arrays einer SIMOA-Disc unter Applikation eines
Unterdrucks ubertragen. Ein Array, das zur Messung einer einzigen Probe verwendet
wird, beinhaltet 216.000 Mikrowells eines Volumens von 40 fL. Dieses Volumen
entspricht dem Fassungsvermogen fur genau ein Bead. Nach der Entfernung
Uberschussiger, d.h. nicht in einem Well befindlicher Beads und Verschluss der Wells
durch eine spezielle Olformulierung erfolgt die fluorometrische Bestimmung der SBG-
Enzymaktivitat, welche durch den Resorufin-Umsatz gekennzeichnet ist. Das optische
System des HD1X-Analysers vergleicht dabei die Fluoreszenz-Intensitat zweier
nacheinander aufgenommener Signale. Eine lokale Zunahme dieser Intensitat in einem
Well erfolgt nur, wenn dort ein enzymbeinhaltender Bead-Antikdrper-Komplex lokalisiert
ist®. Das Fluoreszenzsignal wird als AEB (average number of enzyme labels per bead)
ausgegeben, welches ein Mal fir die Anzahl gebundener Enzyme pro Bead ist. In
Bezug auf eine Standardkurve erfolgt im Anschluss eine Berechnung der

Probenkonzentration.

Die hohe Sensitivitat des SIMOA-Verfahrens fuldt auf verschiedenen Aspekten. Zentral
ist hierfur die Messung der Proben in 40-fL-Microwells im Vergleich zu den deutlich
groReren 100uL-Wells einer ELISA-Platte, die eine hohe Ortsauflésung des Assays
bedingt. Durch das geringe zur Verfigung stehende Diffusionsvolumen fiir das
lumineszierende Reaktionsprodukt des Enzymsubstrats im Well kann bereits bei kleinen
Volumina ein Fluoreszenzsignal generiert werden, das das Hintergrundsignal

Ubersteigt®

. Das ermdglicht zudem eine Reduktion der verwendeten Menge der Ubrigen
Reagenzien (insb. Antikérper- und Enzymformulierungen) im Vergleich zu

herkdbmmlichen Immunoassays, was zu einem niedrigen Hintergrundsignal bei den
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Fluoreszenzbestimmungen beitragt. Die enge raumliche Beziehung der Reaktanten im
Analysegerat schafft zudem glinstige thermodynamische und kinetische Bedingungen®
fur die Bildung des Sandwich-Immunkomplexes und tragt somit zu einer hohen
Sensitivitat des SIMOA-Verfahrens bei®’.

3.6.5.1 Bead-Kopplung der Aquaporin-4-Antikorper

Die Kopplung des AQP4-Antikdrpers an paramagnetische Beads erfolgte nach den
Handlungsempfehlungen des Homebrew Assay Development Kit von Quanterix. Hierfur
wurde der Antikorper (cell signalling, #39374) zunachst in Bead Conjugation Buffer in
einem 50-kDa-Amicon-Filter umgewaschen. Der Bead Stock wurde unter Verwendung
eines Magnet-Separators mit Bead Wash Buffer prapariert und im Anschluss in Bead

Conjugation Buffer umgewaschen.

Durch Zugabe einer 1-Ethyl-3-(3-Dimethylaminopropyl)-Carbodiimid-Hydrochlorid-
Lésung (EDC) einer Konzentration von 10mg/mL und Inkubation fir 30 min bei 4°C auf
dem Schuttler (1000 rpm) erfolgte die Aktivierung der Beads. Die anschlielende
Konjugation mit dem umgewaschenen Antikdrper erforderte die Inkubation beider
Loésungen fir 2 h bei 4°C.

Zur Vermeidung unspezifischer Bindungen an die Beads wurde das Bead-Antikdrper-
Konjugat anschlielend fir 45 min bei RT mit Bead Blocking Buffer inkubiert. Nach einer
abschliefenden Umwaschung in Bead Diluent erfolgte die Lagerung bis zur Verwendung
bei 4°C im Dunkeln analog zu den Empfehlungen von Quanterix. Nach jedem
Umwaschzyklus im Amicon-Filter erfolgte zudem eine Konzentrationsbestimmung der

erhaltenen Lésung tber das NanoDrop-Spektrophotometer.
3.6.5.2 Durchfiihrung der Messungen am SIMOA-HD-X-Analyzer

Fir die Etablierung eines AQP4-Assays am SIMOA-Analyzer konnte auf orientierende
Durchfihrungsempfehlungen des Homebrew-Guides der Firma  Quanterix

zurtickgegriffen werden.

Der zuvor biotinylierte Detektorantikdrper (Abcam Corporation, ab248213) wurde unter
Herstellung einer Losung einer Konzentration von 0,66ug/ml in Detector Diluent des
Herstellers geldst. Ferner wurde ein ausreichendes Volumen 100pM-SBG-Lésung
bereitgestellt, welche durch Mischung der SBG-Stockldsung einer Konzentration von
10nmol/L  mit SBG-Diluent erreicht wurde. Das in der Reaktion verwendete
Enzymsubstrat RGP wurde gemaR den Herstellerempfehlungen fur 30 min vor der
Messung bei 30° auf einem Orbitalschittler bei 900 rpm inkubiert und anschliefsend kurz

vor Start der Messung in das Messgerat verbracht. Zuletzt wurde das Volumen
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beadgekoppelter Anti-AQP4-Antikérper-Vorratslésung (siehe 3.6.5.1) in Bead Diluent
verdunnt, welches zum Erreichen der vom Hersteller empfohlenen Konzentration von
500.000 beads/mL im Reaktionsansatz benétigt wurde. Dabei ist eine ausreichend hohe
Bead-Konzentration Grundlage einer ausreichenden Sensitivitat der

Proteinkonzentrationsbestimmung im SIMOA-Assay.

Analog zu den im Vorfeld durchgefihrten ELISA-Messungen war fir die
Konzentrationsbestimmung am SIMOA-Analyzer die Erstellung einer Standardreihe aus
aufsteigenden Konzentrationen des rekombinanten Aquaporin-4-Proteins erforderlich.
Die Auftragung dieser Kalibratoren erfolgte zusammen mit den zu messenden Proben
auf einer 96-Well-Platte. Im Verlauf der Etablierung des Assays wurden dabei
verschiedene Verdinnungen der Kalibratoren als auch der Proben evaluiert. In den
finalen Messungen deckte die Standardreihe Konzentrationen zwischen 5 und 3500

pg/mL ab.

Nach Beladung des SIMOA-Analyzers mit Reagenzien und Substraten sowie Einstellung
der Assay-Parameter am Gerat, erfolgte die vollautomatische

Konzentrationsbestimmung im Gerat nach den unter 3.6.5 beschriebenen Prinzipien.
3.6.5.3 Vergleich verschiedener Assay-Formate

SIMOA-Assays kdénnen grundsatzlich in einem 2-Schritt- oder 3-Schritt-Format erstellt
werden. Bei 2-Schritt-Assays erfolgt die gleichzeitige Inkubation von Probe, Capture-
Beads und Detektor-Antikérper, wahrend beim 3-Schritt-Assay zunachst nur Probe und
Capture-Antikdrper zusammengebracht werden und nach Ablauf einer definierten
Inkubationszeit und eines Waschschrittes die Inkubation mit dem Detektor-Antikérper
erfolgt. Beiden Assayformaten gemein ist die anschlieende Inkubation mit SBG und

RGB nach dem oben beschriebenen Messprinzip.

Durch die unterschiedliche Reaktionsfolge beeinflusst das gewahlte Assayformat die
Assayperformance und letztlich auch die Sensitivitat. Daher erfolgten Experimente mit
Standardreihen gleicher Konzentrationen in Dreifachbestimmung sowie Liquor- und
Serumproben vergleichend mit beiden Assayformaten. Anhand des Signal-Rausch-
Verhaltnisses, welches die Relation von detektiertem Signal einer Probe mit definierter
Konzentration des Analyten zum Signal einer Negativkontrolle (Rauschen) beschreibt,

wurde die Performance beider Varianten miteinander verglichen.
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3.6.5.4 Optimierung der Anzahl der verwendeten Beads

Zur Steigerung der analytischen Sensitivitat kann in einem SIMOA-Assay die Anzahl der
verwendeten Capture-Beads variiert werden. Dabei wird zur Erreichung einer
ausreichenden Anzahl von 500.000 beads/mL bei der Durchfihrung des Versuchs ein
Teil der antigenspezifischen Capture-Beads durch Helper Beads ersetzt. Zur Evaluation
der Assayperformance unter diesen veranderten Bedingungen wurden Beadldsungen
hergestellt, die 350.000, 250.000 oder 150.000 capture beads/mL enthalten. Zur
Erreichung der erforderlichen Gesamt-Beadkonzentration wurde eine entsprechende
Menge an Helper Beads erganzt. Anhand einer Standardreihe sowie mit PBST
verdunnten Liquorproben erfolgte im Anschluss die vergleichende Bestimmung der AEB
unter Verwendung der variierten Beadlosungen. Zur Beurteilung der optimalen

Performance wurde das jeweilige Signal-Rausch-Verhaltnis im Anschluss betrachtet.
3.6.5.5 Optimierung der Inkubationszeit und des Probenvolumens

Eine weitere Option der Veranderung des generierten Messsignals ist die Variation der
Inkubationszeit der Proben mit dem Capture- und/oder Detektor-Antikbrper. Hierzu
wurden je 100uL von identischen Liquor- und Serumproben sowie jeweils eine
Negativkontrolle (PBST) fur entweder 25, 50, 75 oder 100 Mess-Kadenzen in einem
Zweischritt-Assay inkubiert. Eine Kadenz entspricht dabei 45 Sekunden, sodass die

Inkubationszeit bis zu 75 min betrug.

Bei einer Inkubationszeit von 37,5 min (50 Kadenzen) wurden zudem vergleichend
unterschiedliche Probenvolumina von 55 bis 172uL flr Liquor- und Serumproben
inkubiert, um den Einfluss des verwendeten Probenvolumens pro Messkivette zu
untersuchen. Wie auch fur die Untersuchung variierter Inkubationszeiten erfolgte zur
Bewertung des Effekts der Inkubationszeit auf die Performanz die Berechnung des

Signal-Rausch-Verhaltnisses.
3.6.5.6 Untersuchung des Assayparallelismus

Die Untersuchungen zum Assayparallelismus orientieren sich an
Handlungsempfehlungen zur Validierung von Immunoassays®. Hierfiir wurde eine
serielle Zweifach-Verdinnungsreihe fir Liquor- und Serumproben in PBST erstellt.
Spater erfolgte erganzend die zusatzliche Bestimmung von Liquorpoben in 1:3- und 1:6-
Verdinnung. Nach Korrektur um den Verdinnungsfaktor wurden die ermittelten

Konzentrationen je untereinander flir Serum und Liquor verglichen.
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3.6.5.7 Evaluation der Wiederfindungsrate (Spiking)

Zur weiteren Validierung der Assayprazision wurden Proben der drei zur Etablierung des
Assays uUberpruften Matrices Serum, Plasma und Liquor mit rekombinatem AQP4-
Protein versetzt, welches auch zur Herstellung der Kalibrationskurven Anwendung fand.
Dabei wurde jeweils ein solches Volumen der Stocklésung des Proteins zugesetzt, das
erforderlich war um den Proben 1000pg/mL oder 500 pg/mL hinzuzufiigen. In gleicher
Weise wurde der zur Proben- und Kalibratorverdinnung verwendete Puffer mit
rekombinantem Protein versetzt. Die hierfur ermittelten Konzentrationen wurden als
Referenzwert fir die detektierte Konzentration in den mit rekombinantem Protein
versetzten Proben (abzuglich der korrespondierend bestimmten Liquor-/Serum- oder

Plasma-AQP4-Konzentration) zu Rate gezogen.
3.6.5.8 Probenaufbereitung

Serum- und Liquorproben wurden im Rahmen der Etablierungsphase des AQP4-Assays
verschiedenen Methoden der Probenaufbereitung unterzogen. Diese Versuche dienten
der Evaluation mdglicher Einflisse auf das Fluoreszenzsignal des Assays und damit auf

die Sensitivitdt der Konzentrationsbestimmung.

Eine Mdglichkeit der Beeinflussung der Proteindetektion besteht durch das Versetzen
der Proben mit chemischen Detergenzien, welche Proteine denaturieren und damit
Storeinflisse auf die Konzentrationsbestimmung vermindern kdnnen. Durch Hinzufligen
einer hochmolaren Natriumchlorid-LOsung konnen zudem ionische Wechselwirkungen
beeinflusst werden. Die unterschiedlichen Methoden der Probenvorbereitung werden in

der nachfolgenden Tabelle aufgelistet.
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Tabelle 9 — Durchgefiihrte Methoden der chemischen Probenvorbereitung
RIPA — Radioimmunoprézipitationsassay. BSA — bovines Serumalbumin. DTT -
Dithiothreitol. NaCl — Natriumchlorid.

Konzentration Inkubationszeit

0,05 M 10 min

Harnstoff (Urea) 0,5M 10 min
1™ 10 min

0,5-fach 10 min
RIPA-Puffer

0,5-fach 1h
BSA + Tween20 1% BSA, 0,05% Tween20 1h
NaCl 2M 1h

10 mM 1h
DTT

100 mM 1h

Neben chemischen Denaturierungsmaoglichkeiten sollten auch thermische Methoden
und deren Einfluss auf die AQP4-Bestimmung evaluiert werden. Hierflr wurden native
Serum- und Liquorproben vor der Messung fuir 10 min bei 60°C oder 90°C inkubiert. Alle
mit den genannten Methoden vorbereiteten Proben sowie auch eine unvorbereitete
Serum- und Liquorprobe wurden im Anschluss im Verhaltnis 1:2 mit PBST-Puffer
verdinnt und die AQP4-Konzentrationen in einem Versuchsdurchlauf am SIMOA-

Analyzer gemessen.

Bei einem beschriebenen Molekulargewicht eines AQP4-Monomers von etwa 32 bis 34
kDa je nach Isoform®® wurden native Seren und Liquores unter der Hypothese einer so
zu erreichenden Aufkonzentrierung von AQP4 in der Untersuchungsmatrix durch
Entfernung hdhermolekularer Proteine wie Albumin mit einem Molekulargewicht von 66
kDa'® durch einen AMICON-50-kDa-Zentrifugalfilter aufbereitet. Die so generierten
Filtrate wurden unverdinnt zusammen mit unfiltrierten Vergleichs-Liquor- und -
Serumproben auf eine 96-Well-Platte verbracht und mittels des AQP-4-SIMOA

untersucht.

In einem weiteren Experiment wurden zuvor mit 100mM- oder 10mM-DTT-Lésung oder
0,5-fachem RIPA-Puffer fir 1h inkubierte Liquor- und Serumproben durch AMICON-
Zentrifugalfilter filtriert und deren Aquaporin-4-Konzentration anschliefiend ebenfalls
jeweils im Vergleich zur nativen und mit Detergens versetzten, aber nicht filtrierten Probe
bestimmt. Weiterhin wurden verbleibende Uberstande nach der Filtration als Probe auf

die 96-well-Platte aufgetragen.
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3.6.5.9 Methodenvergleich zwischen SIMOA- und ELISA-Assay

Beide im Rahmen dieses Promotionsprojektes zur Aquaporin-4-Messung verwendeten
Assay-Methoden wurden anhand der durch sie detektierten Konzentrationswerte
miteinander verglichen. Zur statistischen Untersuchung auf eine Korrelation der beiden
Methoden fand eine Spearman-Analyse Verwendung. Darlber hinaus wurde eine
lineare, nicht-parametrische Regression (Passing-Bablok-Regression) durchgefihrt, um

eine Umrechnung der Ergebnisse zwischen den Messmethoden zu ermdéglichen.
3.6.6 Statistische Verfahren

Die Berechnung der im Folgenden aufgefiihrten statistischen Verfahren erfolgte unter

Verwendung der Statistiksoftware GraphPad Prism 10.

Zur Detektion von Unterschieden zwischen zwei Kohorten fand der Mann-Whitney-U-
Test fur nicht-parametrische Variablen Verwendung. Ausgenommen hiervon ist der
Vergleich der Geschlechtsverteilung in den diagnostischen Gruppen, fir die ein Chi-
Quadrat-Test zur Anwendung kam. Im Falle des Vergleichs von 3 oder mehr Gruppen
wurde der Kruskal-Wallis-Test und bei Detektion signifikanter Unterschiede der multiple
Vergleichstest nach Dunn angewandt. Mithilfe eines Spearman-Rangtests wurden
verschiedene Parameter der Kohorten auf eine mogliche Korrelation Gberprift. Weiterhin
wurden das diskriminative Potential des Biomarkers Aquaporin-4 und daraus
resultierende optimale Cut-off-Werte Uber ROC-Analysen (receiver operating
characteristics) und die Auswahl des hoéchsten Youden-Index (Yl = Sensitivitat +

Spezifitat -1) ermittelt.

Fir alle genannten Testverfahren wurden Ergebnisse mit einem p-Wert von <0,05 als

statistisch signifikant gewertet.
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4. Ergebnisse

4.1 Deskriptive Statistik der Kohorten der Pilotmessungen

Fir die vorliegende Arbeit wurden 278 Proben von Patienten mit Narkolepsie Typ 1
(NT1) (N=133) sowie Kontrollen, die bei bestehender Hypersomnolenz-Symptomatik
zum Ausschluss einer Narkolepsie Typ 1 lumbalpunktiert wurden, bei denen jedoch
keine pathologische Erniedrigung des Hypocretin-1-Spiegels festgestellt werden konnte
(N=145), eingeschlossen. Ein Patient der Kontrollgruppe erfiillte die klinischen ICSD-3-
Kriterien fur eine NT1, wurde jedoch aufgrund einer Hypocretin-1-Konzentration von 346
pg/mL der Kontrollgruppe zugeordnet. Bei den uUbrigen Patienten wurden nach
abgeschlossener Diagnostik andere schlafmedizinische Differentialdiagnosen gestellt.
Zwischen den Gruppen bestand kein Altersunterschied (p=0,98). Ein Chi-Quadrat-Test
wies eine ausgeglichene Geschlechterverteilung zwischen den Gruppen nach (p=0,27).
Fir einen Teil der Patienten konnte der Body Mass Index (BMI) erhoben werden. NT1-
Patienten (N=69) hatten einen héheren mittleren BMI von 29 kg/m? als Kontrollpatienten
(N=71, p = 0,006). Die Hypocretin-1-Konzentration der NT1-Kohorte lag entsprechend
der gewahlten Kohortierungskritierien unterhalb des Cut-off-Wertes von 110 pg/mL (33
+ 30 pg/mL), verglichen mit einer mittleren Hypocretin-1-Konzentration von 305 + 102
pg/mL in der Kontrollgruppe (p<0,0001). Die nachfolgende Tabelle gibt einen Uberblick

Uber statistische Kenndaten beider Kohorten.

Tabelle 10 - Deskriptive Statistik der NT1-Kohorte und schlafmedizinischer
Kontrollen (Kontroligruppe 1)

Fir Alter, Hypocretin-1-Konzentration im Liquor und BMI sind jeweils Mittelwert und
Standardabweichung angegeben. NT1 — Narkolepsie Typ 1. BMI — Body Mass Index.
NT2 — Narkolepsie Typ 2.

NT1-Patienten Kontroligruppe 1
(Hert-1 <110 pg/mL) (Hcrt-1 > 110 pg/mL)

Anzahl 133 145

Anzahl mannlich 77 75

Anzahl weiblich 55 70
Alter in Jahren 37,5+ 14,61 37,5 + 14,81
Hypocretin-1 im
Liquor 33 pg/mL + 31 pg/mL 305 pg/mL + 102 pg/mL
BMI 29,1 + 7,7 kg/m? 25,4 + 5,2 kg/m?
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4.2 Klinische Daten

Durch die retrospektive Analyse der Epikrisen und Befunde der einsendenden Kliniken
konnten fir 86 Patienten mit NT1 sowie flir 98 Kontrollen, die schlafmedizinisch evaluiert
worden waren, weitere klinische Daten sowie apparativdiagnostische Befunde erhoben

werden.
4.2.1 Anamnestische Daten

In den untersuchten Kohorten der Patienten mit NT1 1 sowie schlafmedizinisch
evaluierter Kontrollen zeigte sich erwartungsgemall eine hohe Pravalenz von
Tagesmudigkeit. Patienten mit NT1 klagten in 99% der dokumentierten Falle Uber eine
Tagesmudigkeit und damit haufiger als die Patienten der Kontrollgruppe, die in 73% von

einer Tagesmudigkeit berichteten (p<0,0001).

Eines der definierenden Kardinalsymptome einer NT1 ist die Kataplexie?®, welche auch
in dieser Forschungsarbeit mit einer Pravalenz von 78 % haufiger in der Kohorte der
NT1-Patienten mit korrespondierend niedrigen Hypocretin-1-Spiegeln im Liquor
festzustellen war, verglichen mit einer Kataplexiehaufigkeit von 10% bei den Kontrollen
(p<0,0001). Am haufigsten berichteten NT1-Patienten von Kataplexien des Gesichts
oder des Kiefers (69%), gefolgt von der unteren Extremitat (63%). 24 % beschrieben das
Auftreten generalisierter Kataplexien. 81% der von einer Kataplexie betroffenen NT1-
Patienten konnten dabei emotionale Trigger der Kataplexie-Episoden wie Lachen oder
Uberraschung benennen. Nur bei 2% waren negative Emotionen und Weinen als

Ausloser eruierbar.

Das Auftreten typischer Charakteristika der REM-Schlaf-Dissoziation, wie hypnagoge
und hypnopompe Halluzinationen und Schlafparalysen, wurden im Rahmen der
Erhebungen dieser Forschungsarbeit ebenfalls erfasst. 30% der Patienten mit NT1
konnten von schlafgebundenen Halluzinationen berichten, wahrend diese im
Kontrollkollektiv nur von 9% beschrieben wurden (p=0,001). Auch Schlafparalysen
waren bei Patienten mit niedrigen Hypocretin-1-Spiegeln mit 32% haufiger als bei
Kontrollen (11 %, p=0,001). Insgesamt seltener wurden von den Patienten auch REM-
Schlaf-Verhaltensstérungen beschrieben, die bei 9% der Gesamtkohorte in der
Anamnese geschildert wurden. Dabei war kein Unterschied zwischen den Gruppen

auszumachen (p=0,24).
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Abbildung 4 — Haufigkeit wichtiger Kardinalsymptome der Narkolepsie Typ 1 in
den Kohorten

Abgebildet wird der Prozentsatz der an typischen klinischen Symptomen der NT1
betroffenen Patienten von NT1-Patienten (rot) und Kontrollen (blau). EDS — exzessive
Tagesschléfrigkeit. NT1 — Narkolepsie Typ 1. RBD — REM-Schlaf-Verhaltensstérung.

Die Epworth-Schlafrigkeitsskala (ESS), deren englischsprachige Variante 1990 von
Young et al. erstbeschrieben, spater Uberarbeitet und in verschiedene Sprachen
Ubersetzt wurde, ist ein etabliertes MaR fiir die Erhebung von Tagesschlafrigkeit''. Uber
einen Fragebogen wird fir 8 Situationen die vom Patienten eingeschatzte
Wahrscheinlichkeit einzuschlafen anhand eines Punktwerts erhoben. Dabei wird ein
ordinales Skalenniveau von 0 (,wlirde niemals einnicken®) bis 3 (,hohe
Wahrscheinlichkeit einzunicken“) angewandt. Unter Addition der Werte fur die
Einzelsituationen wird ein Gesamt-ESS-Wert errechnet. GroRere Punktwerte korrelieren
mit einem gréRReren Ausmal an Tagesmudigkeit. Ab 16 Punkten spricht man von einer
ausgepragten Tagesmudigkeit (EDS). Im Median zeigten die an NT1 erkrankten
Patienten einen Punktwert von 19 in der ESS. Im Vergleich dazu fand sich fir die

Kontrollgruppe ein Median von 13 Punkten (p<0,0001).
4.2.2 Polysomnographische Daten

Die Durchfiihrung einer Polysomnographie dient im Rahmen der Narkolepsiediagnostik
zur Evaluation der Schlafarchitektur sowie der Eruierung des Vorliegens von
Differentialdiagnosen oder Komorbiditaten bei Patienten unter dem Verdacht auf NT1.
Wichtige Bestandteile der Auswertung sind die Gesamtschlafdauer, die Schlafeffizienz,
die definiert ist als Anteil der Gesamtschlafdauer an der Gesamtbettzeit, Anteile der
Nicht-REM-Schlafstadien N1 bis N3 und des REM-Schlafes an der Gesamtschlafdauer
sowie die Latenz bis zum Einschlafen und die REM-Latenz. Ferner werden Uber die
Registrierung von Apnoen und Hypopnoen, die daraus folgende Berechnung des Apnoe-
Hypopnoe-Index (AHI) und den PLMD-Index (periodic limb movement disorder)
Rickschlisse auf das Vorliegen eines Schlafapnoesyndroms oder periodischer

Beinbewegungen im Schlaf als wichtige Differentialdiagnosen geschlossen.
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In nachfolgender Tabelle werden die wichtigsten Polysomnographie-Befunde fur NT1-

Patienten und Kontrollen gegenubergestellt.

Tabelle 11 — Polysomnographie bei Narkolepsie Typ 1 und schlafmedizinischen
Kontrollen

Die Einschlaflatenz ist als Zeit vom Zubettgehen bis zum Erreichen des Schlafstadiums
N1 definiert. Die Unterscheidung der Schilafstadien N1 — N3 erfolgt Gber die Ableitung
einer Elektroenzephalographie und Anwendung der jeweiligen Definitionskriterien. Es
werden fur alle Parameter Mittelwerte mit Standardabweichung genannt. NT1 —

Narkolepsie Typ 1. Hert-1 — Hypocretin-1. ***: p < 0.001. **: p < 0.01.

NT1-Patienten Kontroligruppe 1

(Hcrt-1 < 110 pg/mL) (Hcrt-1 > 110 pg/mL)
Gesamtschlafdauer (min) 36373 385+97,7
Schlafeffizienz (%) 86,2 + 10,6 84,8+ 13,5
N1-Anteil (%) 16,0 £9,7 10,6 £8,7 i
N2-Anteil (%) 50,1+ 10,0 52,3+9,3
N3-Anteil (%) 17,3+£9,2 19,6 + 10,72
REM-Anteil (%) 16,4 + 6,9 17,39+6,6
Einschlaflatenz (min) 15,3+12,0 28 +47,7
REM-Latenz (min) 72,8 £ 81,6 104 £ 72,6 **
Apnoe-Hypopnoe-Index (/min) 4,3+6,0 3,657
PLMD-Index (/min) 34+13,6 1,0+ 3,4

Zusammenfassend war eine verkirzte REM-Latenz auf im Mittel 72,8 min bei NT1-
Patienten im Vergleich zu den Kontrollen auffallig (p=0,002). Zudem zeigte sich im NT1-
Kollektiv eine Erhdhung des Anteils des friihen N1-Stadiums in der PSG (p=0,0006).
22% der NT1-Patienten zeigten als Komorbiditdt ein obstruktives Schlaf-Apnoe-
Syndrom (0SAS). Periodische Beinbewegungen im Schlaf (PLMD) traten bei 11,6% auf.

4.2.3 Multipler-Schlaf-Latenz-Test (MSLT)

Dem Multiplen-Schlaflatenz-Test kommt in der Diagnostik der Narkolepsie Typ 1 eine
grofle Bedeutung zu. Hintergrund des in den 1970er Jahren durch Carskadon und

Dement entwickelten Tests'??

ist die Beobachtung, dass vermehrte Schlafrigkeit bei NT1
mit einer verkurzten Einschlaflatenz verbunden ist. Der Test erfolgt nach Anbringen der
Elektroden fir die Ableitung von Elektroenzephalographie, submentaler
Elektromyographie sowie Elektrookulographie frihestens 1,5 h nach dem

morgendlichen Erwachen in einem ruhigen, abgedunkelten Raum. Ein Testdurchgang,
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in dem der Patient versuchen soll einzuschlafen, dauert 20 min, es schlielen sich 3-4

Wiederholungen in zweistundigem Abstand an.

Leitbefunde im MSLT fiir eine Narkolepsie sind eine mittlere Einschlaflatenz von weniger
als 8 min sowie das Auftreten von mindestens 2 REM-Schlaf-Phasen innerhalb von 15
min nach Schlafbeginn (sleep onset REM period, SOREMP)°. Diese Befunde miissen
jedoch im klinischen Kontext interpretiet werden, da auch bei Gesunden
Einschlaflatenzen von unter 5 min vorkommen kénnen und SOREMPs auch im Rahmen

von Depressionen oder nach Schlafdeprivation auftreten kénnen'®.

In dieser Forschungsarbeit liegen flir 75 Patienten mit NT 1 sowie 60 Kontrollen MSLT-
Daten vor. NT1-Patienten wiesen eine reduzierte mittlere Einschlaflatenz von 4,5 + 3,1
min im Vergleich zu 9,3 £ 4,97 min bei Kontrollen auf (p<0,0001). Durchschnittlich traten
2,4 +1,7 SOREMPs im MSLT bei der NT1-Kohorte auf. Bei Kontrollen waren 1,11 + 1,3
SOREMPs zu beobachten (p<0,0001).

4.2.4 Laborbefunde

Eine starke Assoziation mit dem HLA-Haplotyp DQB1*06:02 ist typisch fir die NT1 und
unterstreicht die Autoimmunhypothese der Pathophysiologie®®. 82% der NT1-Patienten
dieser Arbeit, fur die Daten zum HLA-Status erhoben wurden (N=41), zeigten den
erkrankungspradisponierenden Haplotyp DQB1*06:02. In der Kontrollgruppe lag die
Haufigkeit dieses Haplotyps bei 57,6% (p=0,01). Auch der in der Regel korrespondierend
vorliegende Haplotyp HLA DRB1*15 war haufiger in der NT1-Kohorte (92,6% vs. 44,8%,
p<0,0001).

Tabelle 12 - Basisdaten aus der Liquoranalyse von NT1-Patienten und Kontrollen
Angegeben sind flir Zellzahl und Gesamtproteinkonzentration im Liquor jeweils
Mittelwert und Standardabweichung. Unter oligoklonalen Banden ist der Anteil der
Kohorte in Prozent angegeben, der eine Typ-2- oder Typ-3-Reaktion und damit isolierte

Liquorbanden in der vergleichenden isoelektrischen Fokussierung von Liquor und Serum
zeigte. NT1 — Narkolepsie Typ 1. Hert-1 — Hypocretin-1.

NT1-Patienten Kontroligruppe 1
(Hcrt-1 < 110 pg/mL) (Hcrt-1 > 110 pg/mL)
Zellzahl (/uL) 2,7 £3,66 1,9+ 1,92
Gesamtprotein im Liquor (g/L) 0,36 £ 0,14 0,35+0,13
Albuminquotient (x10-3) 51+24 5,62 + 2,44
Positive oligoklonale Banden 10,8% 8,2%
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Bezlglich der Lumbalpunktion, die die Patienten dieser Kohorten zum Ausschluss
entzindlicher oder neurodegenerativer Erkrankungen beziehungsweise zur Hypocretin-
1-Bestimmung im Liquor erhalten hatten, wurden Basisdaten der neurochemischen
Analyse erhoben, die Tabelle 12 entnommen werden kdnnen. Dabei konnten flr keinen

der aufgefiihrten Parameter Unterschiede zwischen den Kohorten festgestellt werden.
4.3 Etablierung und Validierung des Aquaporin-4-ELISA

Basierend auf den Forschungsergebnissen der Untersuchungen der Kollegen der
Universitatsklinik fur Neurologie Ulm wurde fur die vorliegende Promotionsarbeit ein
nicht-kommerzieller ELISA-Assay fur die Detektion von Aquaporin-4 etabliert. Vor
Verwendung des ELISAs zur AQP4-Messung in der Studienkohorte erfolgte die

Bestimmung der Assayprazision und der praanalytischen Einflussfaktoren.
4.3.1 Assayprazision

Voraussetzung flir eine gute Prazision eines Immunoassays ist eine qualitativ
hochwertige Standardreihe. Fur den hierorts etablierten ELISA deckte die
Kalibrationskurve einen Konzentrationsbereich von 62,5 — 3500 pg/mL ab. Anhand der
gemessenen optischen Dichte (OD) der Standards mit unterschiedlichen
Konzentrationen des rekombinanten Proteins wurde die Eichkurve des Assays unter
Zuhilfenahme einer 4-Parameter logistischen Regression (1/y) erstellt. Der mittlere

Determinationskoeffizient der Regression (r?) betrug 0,994.
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Abbildung 5 — Typische Kalibrationskurve fiir den Aquaporin-4-ELISA

Im Diagramm werden die gemessene optische Dichte (OD) gegen die Konzentrationen
der Standardreihe doppelt-logarithmisch aufgetragen. Dabei fand eine 4-Parameter
logistische Regression Anwendung (r> = 0,994).
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Im Rahmen der Vierfachbestimmung einer Referenzprobe konnte eine mittlere Intra-
Assay-Variabilitat von 4,96% detektiert werden (2,4% — 7,0%). Zudem konnte anhand
zwei aliquotierter und in mehreren Assay-Durchgangen bestimmter Liquorproben eine
mittlere Inter-Assay-Variabilitdt von 14% (12% - 15%) nachgewiesen werden. In der
weiteren Auswertung zeigte sich eine untere Quantifizierungsgrenze (lower limit of
quantification, LLOQ) des ELISAs von 104 pg/mL. Als LLOQ wurde die Konzentration
definiert, die bezogen auf die Kalibrationskurve der optischen Dichte (OD.Loq) entspricht,
die sich aus der Addition des Mittelwerts der optischen Dichte einer Negativkontrolle
(meanop siank) in Mehrfachbestimmung mit der zehnfachen Standardabweichung dieser

Werte (sdop Biank) ergibt.

ODy109 = meangp giank + SAop Blank

4.3.2 Praanalytische Einflussfaktoren auf die Proteinstabilitit von Aquaporin-4
und Variabilitat des Aquaporin-4-ELISAs

Zur Einschatzung der Beeinflussung der Messergebnisse des etablierten Aquaporin-4-
ELISAs durch veranderte Lagerungsbedingungen der Proben in der praanalytischen
Phase wurde eine der Liquorproben wiederholten Einfrier-Auftau-Zyklen ausgesetzt (wie
unter 3.6.4 beschrieben). In den nachfolgend durchgefiihrten ELISA-Messungen
ergaben sich in den Proben nach 2 bis 4 Einfrier-Auftauzyklen AQP4-Konzentrationen
von 103%, 97% sowie 98% bezogen auf den Referenzwert einer lediglich einmal vor der
Konzentrationsbestimmung aufgetauten Probe (100%, 4696 + 73 pg/mL). Eine niedrige
Assay-CV von 1,8% zeigt die hohe Stabilitdit des AQP4-Proteins in bis zu viermal
aufgetauten Proben (siehe Abbildung 6).
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Abbildung 6 — Praanalytischer Einfluss wiederholter Einfrier-Auftau-Zyklen auf die
Bestimmung der Aquaporin-4-Konzentration im Liquor

Dargestellt ist die prozentuale AQP4-Konzentrationen fur Liquorproben, die 1-4 Einfrier-
Auftau-Zyklen ausgesetzt waren, in Bezug auf die Referenzprobe nach einmaligem
Auftauen. AQP4 — Aquaporin-4.
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4.4 Aquaporin-4-Liquorkonzentration bei Narkolepsie Typ 1

In den durchgefuhrten ELISA-Untersuchungen an den Pilotkohorten zeigte sich fir die
Patienten mit Narkolepsie Typ 1 und niedrigen Hypocretin-1-Konzentrationen im Liquor
ein mittlerer Aquaporin-4-Spiegel im Liquor von 3585 + 1140 pg/mL. Im Mann-Whitney-
U-Test war fur die korrespondierend betrachtete Kontrollgruppe mit schlafmedizinischen
Differentialdiagnosen eine hdhere mittlere Aquaporin-4-Liquorkonzentration von 4262 +
1462 pg/mL festzustellen (p<0,0001).

4.4.1 Validierung der Messergebnisse an weiteren Kontrollkohorten

Um die beschriebenen Ergebnisse der Pilotmessung zu validieren, erfolgte
anschlieftend die Bestimmung der AQP4-Konzentration zusatzlicher Liquorproben aus
der Biobank Halle, die von Patienten stammen, deren Liquores im Zeitraum von 2021 —
2024 im Rahmen der differentialdiagnostischen Evaluation von unklaren
Kopfschmerzen, Schwindel und als funktionell gewerteten Beschwerdebildern per
Lumbalpunktion gewonnen worden waren. Eine Auflistung der Diagnosen findet sich im
Anhang (Tabelle 15). Bei allen Patienten dieser Gruppe konnte ein entzindliches
Liquorsyndrom laborchemisch ausgeschlossen werden. Insgesamt wurden fir die diese
Kohorte Proben von 62 Patienten analysiert. Im Mann-Whitney-U-Test zeigte sich
bezogen auf die Patienten mit Narkolepsie Typ 1 kein Altersunterschied (p=0,4) bei

einem jedoch héheren Anteil an Patientinnen in der Kontrollgruppe (p<0,05).

Als weitere Vergleichsgruppe wurden zudem Liquorproben von Patienten mit Alzheimer-
Demenz aus der Biomaterialbank der UMH rekrutiert. Alle Patienten erflllten in der
Liquoranalyse die biochemische Definition der Alzheimer-Demenz nach den Jack-
Kriterien'® (A+, T+, N+) mit mittleren p-Tau-Werten von 92,78 + 37,8 pg/mL, einer
mittleren t-Tau-Konzentration von 645,4 + 149,8 pg/mL sowie einer Amyloid-Ratio (Af
1-42 / Ap 1-40) von im Mittel 0,04 + 0,01. Fur das Kollektiv der Alzheimer-Patienten sind
deutlich erhohte AQP4-Konzentrationen im Liquor vorbeschrieben, sodass diese Gruppe
als Krankheitskontrollkohorte in die Untersuchungen eingefiigt wurde®®. Im Mittelwert
waren die Alzheimer-Patienten zum Zeitpunkt der Liquordiagnostik 76,2 Jahre alt und
damit alter als alle anderen Kohorten dieser Studie. Dabei wurden Gruppenunterschiede
zu den ubrigen Kohorten mit dem Kruskal-Wallis-Test und dem Dunn’s-post-hoc-Test
analysiert (p < 0,0001). Weitere Charakteristika der Hallenser Kontrollkohorten kénnen

Tabelle 15 im Anhang enthommen werden.
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4.4.2 Aquaporin-4-Konzentration der unterschiedlichen diagnostischen Gruppen

In der Zusammenschau aller Untersuchungsergebnisse zeigten Patienten mit
Narkolepsie Typ 1 unter Verwendung eines Kruskal-Wallis- und Dunn’s-post-hoc-Tests
niedrigere Aquaporin-4-Konzentrationen als die Patienten der initialen Kontrollgruppe
mit nicht-pathologisch alterierten Hypocretin-1-Konzentration im Liquor (p<0,0001), als
Patienten der zweiten Kontrollkohorte (p=0,024) sowie Patienten mit Alzheimer-Demenz
(p<0,0001). Die hochste mittlere Aquaporin-4-Konzentration von 7761 + 2319 pg/mL
konnte fur das Kollektiv der Alzheimer-Patienten nachgewiesen werden mit deutlichen
Gruppenunterschieden nicht nur im Vergleich mit der NT1-Kohorte, sondern auch zu
beiden anderen Kontrollkohorten (p=0,001 und p=0,0006). Zwischen den beiden
Kontrollgruppen lie3en sich keine Gruppenunterschiede detektieren (p>0,9999).
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Abbildung 7 — Aquaporin-4-Konzentration im Liquor verschiedener diagnostischer
Kohorten

Abgebildet werden Box-Whiskers-Plots der verschiedenen untersuchten Gruppen im
Vergleich zueinander. Die Begrenzungen der Box reprasentieren jeweils den Median der
AQP-4-Konzentration und die 25. und 75. Perzentile. Whiskers geben die 5. sowie 95.
Perzentile an. AuRerhalb dieser Grenzen liegende Werte sind als einzelne Punkte
reprasentiert. Gruppenunterschiede wurden mit Hilfe des Kruskal-Wallis- und Dunn’s-
post-hoc-Tests determiniert. NT1-Patienten zeigen im Vergleich zu allen anderen
Kohorten erniedrigte AQP4-Konzentrationen im Liquor. ****: p < 0.0001. ***: p < 0.001.
**p<0.01.*: p<0.05.
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Tabelle 13 — Aquaporin-4-Konzentrationen der verschiedenen Kohorten im

Vergleich

Fir die Aquaporin-4-Konzentration werden Mittelwerte und Standardabweichung

angegeben. Hert-1 — Hypocretin-1. AQP4 — Aquaporin-4.

NT1-Patienten Kontrollen 1 Kontrollen 2 Alzheimer-

(Hert-1 <110 pg/mL) | (Hcrt-1 >110 pg/mL) (Biobank UMH) Kohorte
Probenanzahl 133 145 62 9
AQP4 (pg/mL) 3489 + 1328 4272 + 1463 4158 + 1624 7761 £ 2319

Angesichts des hoheren Alters der Alzheimer-Patienten im Vergleich zu den anderen
untersuchten Gruppen wurden in einer weiteren Analyse die Konzentrationen der
Alzheimerkohorte jeweils mit Patienten der NT1-Patienten, der initialen Kontrollkohorte
mit nicht-pathologischen Hypocretin-1-Spiegeln sowie der 2. Kontrollkohorte verglichen,
die am ehesten dem hoheren Alter der Alzheimer-Kohorte entsprachen. Fir die auf diese
Weise zusammengestellten Gruppen fand sich im Kruskal-Wallis-Test mit Dunn’s-post-
hoc-Test eine niedrigere AQP4-Konzentration fir NT1-Patienten im Vergleich zur
Alzheimer-Kohorte (p=0,03) wahrend fir die anderen Gruppenvergleiche kein
Unterschied festzustellen war. Unter Anwendung individueller Mann-Whitney-U-Tests
zeigten die Alzheimer-Patienten héhere AQP4-Konzentrationen als NT1-Patienten
(p=0,008), als die Kontrollen mit nicht-pathologisch veranderten Hypocretin-1-Spiegeln
(Kontrollen 1, p=0,04) sowie im Vergleich zur Validierungskontrollkohorte (Kontrollen 2,

p=0,01).

Unter Betrachtung der etablierten Biomarker fir die Alzheimer-Demenz zeigte sich in der
Spearman-Korrelationsanalyse eine Tendenz zu einer positiven Korrelation von

Aquaporin-4-Konzentration und t-tau (r=0,5; p=0,16).

4.4.3 Korrelation der Liquor-Aquaporin-4-Konzentration mit Biomarkern der

Narkolepsie

Fir die 278 Patienten der NT1-Kohorte und der Gruppe mit schlafmedizinischen
Differentialdiagnosen lagen Messwerte fur Hypocretin-1 im Liquor vor. Unter isolierter
Betrachtung der Kontrollkohorte mit nicht-pathologischen Hypocretin-1-Konzentrationen
fand sich in der Spearman-Korrelationsanalyse ein positiver Zusammenhang moderater
Starke zwischen Aquaporin-4- und Hypocretin-1-Konzentration im Liquor (r=0,33,
p<0,0001). Fur die NT1-Kohorte konnte eine isolierte Betrachtung keine Korrelation
nachweisen, da bei Auswertung der nativen Daten Uber 50% der Hypocretin-1-Werte

dieser Patienten unterhalb der unteren Quantifizierungsgrenze (LLOQ) des Hypocretin-
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1-RIA lagen, damit als <10 pg/mL ausgegeben wurden und nicht metrisch skaliert
vorlagen (r=-0,009, p=0,45).

Fir die Verwendung von Werten unterhalb des LLOQ gibt es unter anderem fir
pharmakokinetische Untersuchungen verschiedene Ansatze. Unter Anwendung des von
Beal et al. eingefiihrten und von Keizer et al. postulierten Ansatzes, alle unterhalb des

105-107 " antsprechend

LLOQ liegenden Messwerte mit der Halfte des LLOQ zu ersetzen
einer Konzentration von 5 pg/mL fir den Hypocretin-1-RIA, konnte fur die
Gesamtkohorte eine moderate positive Korrelation gezeigt werden (r=0,35, p<0,0001).
Wenn diese subliminalen Werte aus der Korrelationsanalyse ausgeschlossen wurden,
war ebenfalls eine schwache bis moderate Korrelation zwischen AQP4 und Hypocretin-
1 flr die Gesamtpopulation der Untersuchungen dieser Forschungsarbeit ersichtlich

(=0,28, p<0,0001).
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Abbildung 8 — Korrelation von Aquaporin-4 und Hypocretin-1

Linkes Diagramm: Dargestellt ist die moderate positive Korrelation von AQP4 und Hcrt-
1 in der Kontrollkohorte mit nicht-pathologischen Hypocretin-1-Konzentrationen (r=0,33,
p<0,0001). Rechtes Diagramm: Abgebildet ist die Spearman-Korrelationsanalyse fur die
gesamte Kohorte. Hypocretin-1-Werte unterhalb des LLOQ des Assays sind auf 5 pg/mL
angepasst worden (r=0,35, p<0,0001). AQP4 — Aquaporin-4. Hcrt-1 — Hypocretin-1.
LLOQ - unteres Quantifizierungslimit.

Neben der Korrelation mit dem einzigen etablierten diagnostischen laborchemischen
Biomarker der Narkolepsie, Hypocretin-1, wurde auch ein Zusammenhang zwischen
AQP4 und klinischen Biomarkern der Narkolepsie untersucht. So konnte fir die
Gesamtkohorte aus 349 Proben eine schwache bis moderate Korrelation zwischen
Patientenalter bei Lumbalpunktion und AQP4 nachgewiesen werden (r=0,26, p<0,0001).
Dieser Zusammenhang konnte fir die isoliert betrachtete NT1-Kohorte (r=0,25, p=0,004)
sowie die Kontrollgruppen reproduziert werden (r=0,21, p=0,002) und ist in Abbildung 9

dargestellt.
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Abbildung 9 — Korrelation von Aquaporin-4-Konzentration und Patientenalter
Im Diagramm ist ein schwacher bis moderater Zusammenhang von AQP4-Konzentration
und Patientenalter zum Zeitpunkt der Probenentnahme in der Gesamtkohorte (N=349)
ersichtlich (p<0,0001). Die Steigung der Gerade durch die als Punktwolke dargestellten
Einzelwerte entspricht dem Spearman-Korrelationskoeffizienten (r=0,26). Innerhalb der
gestrichelten Linien befindet sich das 95%-Konfidenzintervall der Korrelation. AQP4 —
Aquaporin-4.
Ein Unterschied zwischen den Geschlechtern hinsichtlich der AQP4-Konzentration
konnte nicht festgestellt werden (p=0,47). Ferner fand sich auch keine Korrelation von

Body-Mass-Index und AQP4-Konzentration (r=-0,07, p=0,37).
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Abbildung 10 — Korrelation von Aquaporin-4-Konzentration im Liquor und N3-
Anteil in der Polysomnographie

Zu sehen ist eine negative Korrelation von AQP4 und N3-Anteil bei NT1-Patienten (r=-
0,28, p=0,03). AQP4 — Aquaporin-4. N3 — Schlafstadium 3. PSG — Polysomnographie.

In der NT1-Kohorte konnte eine negative Korrelation von AQP4 im Liquor und N3-Anteil
in der Polysomnographie detektiert werden (r=-0,28, p=0,03). Das N3-Stadium
entspricht dem Tiefschlafstadium, das durch langsame Delta-Wellen im EEG (0,1-4 Hz)
gekennzeichnet ist'®. In der Kontrollgruppe oder bei Betrachtung der Gesamtpopulation

der Untersuchungen konnte keine Korrelation von AQP4 und N3-Anteil festgestellt
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werden (r=-0,08, p=0,37). Fir die Gesamtpopulation konnte hingegen eine schwache,
negative Korrelation von Schlafeffizienz und AQP4-Konzentration beobachtet werden
(r=-0,2, p=0,02).

Hinsichtlich der Korrelation mit den Basisparametern der Liquoruntersuchung bestand in
der Gesamtkohorte ein schwacher positiver Zusammenhang von AQP4-Konzentration
und Albuminquotient (r=0,25, p=0,02). Zwischen DQB1*06:02-positiven und -negativen
Patienten bestand kein Unterschied in der AQP4-Konzentration (p=0,6).

4.4.4 Untersuchung des differentialdiagnostischen Potentials des AQP4-ELISAs

Um das diskriminative Potenzial des mit dem ELISA gemessenen Biomarkers AQP4 zu
determinieren, wurden ROC-Analysen (receiver operating characteristics) durchgefiihrt.
Mit Hilfe des Youden-Index wurde fir jeden Vergleich ein hinsichtlich Spezifitdt und

Sensitivitat optimierter Grenzwert berechnet.

Eine erste Analyse untersuchte die Abgrenzbarkeit von Patienten mit der Diagnose NT1
von der schlafmedizinischen Kontrollgruppe. Dabei wurde eine AUC (area under the
curve) von 0,66 festgestellt (p<0,0001, 95%-KI=0,6-0,73). Fir einen Grenzwert einer
AQP4-Konzentration von 3856 wurde eine Sensitivitat von 66,9% bei einer Spezifitat von

58,6% fur die Unterscheidung von NT1-Patienten und Kontrollen erreicht.
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Abbildung 11 — ROC-Kurven fiir das diskriminative Potenzial des Aquaporin-4-
ELISAs im Liquor

Dargestellt sind die ROC-Kurven und AUC mit 95%-Konfidenzintervall fir Aquaporin-4
im Liquor fur die Diskrimination von Alzheimer-Patienten und Kontrollen (rot) sowie
Narkolepsiepatienten und Kontrollen (blau). AUC — area under the curve. ROC — receiver
operating characteristics.

Weiterhin wurde eine ROC-Kurve fir die Diskrimination von Alzheimer-Patienten und

gesunden Kontrollen aufgetragen. Fir die Unterscheidung dieser Gruppe zeigte sich
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eine AUC von 0,92 (p<0,0001, 95%-KI=0.86-0.99). Bei einem Cut-off-Wert von 5703
pg/mL wurde eine diagnostische Sensitivitat von 88,9% bei einer Spezifitat von 85% fur

die Diagnose Alzheimer-Demenz beobachtet.

4.5 Etablierung eines Aquaporin-4-SIMOA-Assays

Nach der erfolgreichen Etablierung des konventionellen ELISA-Assays an der UMH und
der Anwendung an den im Voraus beschriebenen Kohorten sollte dessen Messprinzip
auf die unter 3.6.5. beschriebene SIMOA-Plattform Ubertragen werden, um eine
Senkung der unteren Quantifizierungsgrenze des Assays zu erreichen und das
Messprinzip in Folge auf andere Messmatrices wie Serum Ubertragen zu kdnnen. Dabei
wurde dieselbe Antikdrperkombination wie im ELISA verwendet mit dem Unterschied,
dass der Capture-Antikérper nicht auf einer Platte gebunden wird, sondern an
paramagnetische Beads gekoppelt ist. Fur die ersten Versuche kam hierfir ein
sogenannter 2-Schritt-Assay zur Anwendung, bei dem die zu untersuchende Probe
zeitgleich mit bead-gekoppelten Capture-Antikbrpern sowie dem biotinylierten Detektor-
Antikorper inkubiert wird. Hierfir wurde eine initiale Inkubationszeit von 37,5 min am
Gerat (50 Kadenzen) gewahlt. Nach einem Waschschritt erfolgte die Zugabe des SBG-
Enzymkomplexes und des Enzymsubstrates RGP durch den SIMOA-Analyzer.

4.5.1 Optimierung des Assay-Ablaufs: 2-Schritt-Assay und 3-Schritt-Assay

Nachdem der 2-Schritt-SIMOA-Assay mit dem analog zum ELISA-Assay verwendeten
Antikorpersignal ein reproduzierbares Signal bei der Messung von Liquorproben
hervorgebracht hatte, wurde das Assayformat auf einen 3-Schritt-Assay anpasst, um zu
evaluieren, ob hierdurch eine Optimierung des Signal-Rausch-Verhaltnisses erreicht
werden kann. Es erfolgte dabei die vergleichende Bestimmung einer fir beide Formate
identischen Kalibrationskurve, die fir diesen Versuch einen Konzentrationsbereich von
5 — 3500 pg/mL abdeckte. Zusammenfassend konnte unter Verwendung eines 3-Schritt-
Assayformates im Vergleich zum 2-Schritt-Assay ein im Mittel 1,44-fach héheres Signal-

Rausch-Verhaltnisses erreicht werden (Abbildung 12).
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Abbildung 12 — Vergleich verschiedener Assayformate

Linkes Diagramm: Die Standardkurven fiir einen 3-Schritt- (rote Kurve) sowie 2-Schritt-
SIMOA-Assay (schwarz) zur Aquaporin-4-Bestimmung sind vergleichend dargestellt.
Die detektierten AEBs zu den Konzentrationen der Standards sind als Mittelwert mit
Standardabweichung abgebildet. Rechtes Diagramm: Das Signal-Rausch-Verhaltnis fur
verschiedene Konzentrationen an rekombinantem Aquaporin-4 kommt vergleichend fir
den 3-Schritt-Assay (schwarz) und den 2-Schritt-Assay zur Darstellung. AEB — average
enzyme per bead. AQP4 — Aquaporin-4.

Nicht zuletzt resultierend aus einem verbesserten Signal-Rausch-Verhaltnis wurde fir
den 3-Schritt-Assay auch eine reduzierte untere Quantifizierungsgrenze (LLOQ) von
1,22 pg/mL (LLOQ) berechnet, welches analog zum ELISA-Assay als jene Konzentration
definiert wurde, die dem AEB-Mittelwert einer Negativkontrolle in Mehrfachbestimmung
addiert mit der zehnfachen Standardabweichung entspricht. Die LLOQ des 2-Schritt-

Assays war mit 11,8 pg/mL fast zehnfach héher.
4.5.2 Variation der Bead-Konzentrationen und Einfiihrung von Helper Beads

Die Anzahl der verwendeten Beads beeinflusst die Sensitivitdt eines SIMOA-Assays.
Dabei geht eine Reduktion Antikorper-gekoppelter Beads durch eine Erhohung des
Verhaltnisses von Analyten zu absoluter Bead-Anzahl mit einer Erhohung der
Sensitivitat einher. Um die vom Hersteller empfohlene Bead-Konzentration von 500.000
beads/mL im Reaktionsansatz aufrechtzuerhalten, kommen sogenannte Helper Beads
zum Einsatz. Diese sind ebenfalls paramagnetisch wirksam, weisen jedoch durch die
fehlende Kopplung an den entsprechenden Capture-Antikbrper keine spezifische
Bindungsstelle fur den jeweiligen Analyt auf. Verschiedene Anteile von AQP4-
Antikoérper-gekoppelten Beads und Helper Beads wurden im Rahmen dieser Arbeit
evaluiert (Abbildung 13).

44



Signal-Rausch-Verhiltnis

350.000 250.000 150.000
AQP4-Bead-Konzentration (beads/mL)

Abbildung 13 - Signal-Rausch-Verhaltnis (signal-to-noise ratio) verschiedener
AQP-4-Bead-Konzentrationen

Dargestellt ist das Signal-Rausch-Verhaltnis fir vergleichende Messungen bei
unterschiedlichen Anteilen an AQP4-Beads im Reaktionsansatz. Die Differenz zur vom
Hersteller ~empfohlenen = Gesamt-Bead-Konzentration von  500.000/yL  im
Reaktionsansatz wurde durch die Verwendung von Helper Beads ausgeglichen. AQP 4
- Aquaporin-4.

Dabei konnte fiir eine Anzahl von je 250.000 beads/mL funktionellen und Helper-Beads
die beste Assay-Performance erreicht werden. Fur geringere Anteile an AQP-4-Beads
war ein reduziertes Signal-Rausch-Verhaltnis ersichtlich. Eine Steigerung der
Sensitivitat konnte allein durch Verwendung von Helper Beads nicht erreicht werden,
jedoch konnte dadurch die fur die Messungen im Rahmen dieser Forschungsarbeit
erforderliche Menge beadgekoppelter Aquaporin-4-Capture-Antikérper reduziert

werden.
4.5.3 Vergleich unterschiedlicher Verdiinnungsmedien

Sowohl die Kalibratoren des SIMOA-Assays als auch die aufgetragenen Proben werden
in einem Puffer verdinnt. Die Eigenschaften der verwendeten Puffer knnen die Assay-
Performance beeinflussen. Vergleichend erfolgte daher die Bestimmung der Standards
der Kalibrationskurve, welche in PBST oder Sample Diluent der Firma Quanterix
verdinnt worden waren. Dabei war eine gunstige Beeinflussung des maximalen
Fluoreszenzsignals durch Verwendung von PBST als Diluent des Assays ersichtlich
(Abbildung 14).
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Abbildung 14 - Einfluss des Verdiinnungsmediums auf die Signalintensitat

Bei gleichen AEB-Werten fir die Negativkontrolle (AEB = 0,04) wurden bei der
Verwendung von PBST als Diluent hdhere Signalintensitaten bei der Bestimmung von
Aquaporin-4 beobachtet. AEB — average number of enzyme labels per bead. PBST —
phosphate buffered saline mit 0,05% Tween.

4.5.4 Anpassung der Inkubationszeiten sowie der Probenvolumina des Assays

Anders als bei klassischen ELISAs bendtigen SIMOA-Assays haufig geringere
Inkubationszeiten, um das Detektionslimit zu Uberschreiten, jedoch beeinflusst die Wahl
der Inkubationszeit im ersten Schritt eines SIMOA-Assays die Performanz der Messung.
Daher wurden Negativkontrollen sowie Proben mit Konzentrationen an rekombinantem
AQP4 von 250 pg/mL und 1000 pg/mL bei unterschiedlichen Inkubationszeiten
gemessen. Dabei zeigte sich fur beide gewahlte Konzentrationen des rekombinanten
Proteins eine Steigerung der AEB bei langerer Inkubationszeit. Trotz ansteigendem
Hintergrundsignal war das Signal-Rausch-Verhaltnis unter den untersuchten

Konstellationen flr eine Inkubationszeit von 75 min am glnstigsten.
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Abbildung 15 — Optimierung der Inkubationszeit des SIMOA-Assays

Die Abbildung zeigt die detektierte AEB bei unterschiedlichen Konzentrationen des
rekombinanten Proteins und des Blanks unter Variation der Inkubationszeit. Rote
Dreiecke entsprechen der detektierten AEB flir Proben einer AQP4-Konzentration von
1000 pg/mL, blaue Quadrate der AEB bei einer Konzentration von 250 pg/mL. AEB —
average number of enzyme labels per bead. AQP4- Aquaporin-4.
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Auch von einer Anpassung des Probenvolumens kann die Assay-Performance
profitieren. Bei vergleichender Bestimmung von AQP4 in einem Probenvolumen von
55uL, 65uL, 75uL, 100uL, 150uL oder 172uL wurde das hochste Signal-Rausch-
Verhaltnis bei Einsatz von 172uL Liquor und 150uL Serum erreicht (s. Anhang, Abb. 31).

4.6 Validierung des etablierten Aquaporin-4-SIMOA-Assays

Nach der Etablierung des Assays erfolgte die Validierung des 3-Schritt-SIMOA-Assay

unter optimierten Assaybedingungen.
4.6.1 Bestimmung der Prazision des SIMOA-Assays

Analog zum ELISA-Assay basieren prazise Messungen der zu analysierenden Proben
mit der SIMOA-Methode auf einer verlasslichen Kalibrationskurve des Assays. Diese
wird unter Anwendung einer Vier-Parameter logistischen Regression (1/y) aus den
detektierten AEB-Werten von Standards einer definierten Konzentration an
rekombinantem Aquaporin-4 erstellt. Fir den in dieser Arbeit untersuchten SIMOA-
Assay deckte die Standardkurve final einen Konzentrationsbereich von 1 pg/mL bis 2000
pg/mL ab. Dabei war fir die an die Standardkurve angepassten Konzentrationen eine
Wiederfindungsrate von 88,5% bis 109,7% festzustellen. Der Determinationskoeffizient
der Regression (r?) betrug 0,992. Unter optimierten Assaybedingungen konnte fiir den
3-Schritt-Assay bei einer Inkubationszeit von 75 min ein LLOQ von 0,81 pg/mL

determiniert werden.
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Abbildung 16 — Typische Kalibrationskurve fiir den Aquaporin-4-SIMOA-Assay
Die Kalibrationskurve wurde durch Mehrfachbestimmung der AEB einer seriellen
Verdinnungsreihe rekombinanten Aquaporin-4-Proteins erstellt. Fir jeden Punkt der
Standardreihe im Bereich 1 — 2000 pg/mL sind Mittelwert und Standardabweichung in
einem doppelt-logarithmischen Diagramm dargestellt. AEB — average number of enzyme
labels per bead. AQP4 — Aquaporin-4.
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Fir die Intra-Assay-Prazision wurde ein mittlerer Variationskoeffizient von 8,05% (6,7 —
10,3%) festgestellt. Zwischen unterschiedlichen Assay-Durchfihrungen (Inter-Assay-
Prazision) wurden Abweichungen von im Mittel 8,13 % (5,07 — 11,1%) beobachtet.

4.6.2 Evaluation der Wiederfindungsrate des Aquaporin-4-SIMOA-Assays

Zur Beurteilung eines Matrixeffektes wurde die Wiederfindungsrate bestimmt in mit 500
pg/mL bzw 1000pg/mL rekombinantem AQP4 gespiketen Liquorproben. Abzlglich der
liquoreigenen Konzentration konnte bei einer 1:2-Verdinnung des Liquors fir eine
Konzentration von 1000 pg/mL eine Wiederfindungsrate von 100,5% in Bezug auf eine
gleiche Konzentration rekombinanten Proteins in PBST festgestellt werden. Fir die mit
500 pg/mL versetzten Proben war eine reduzierte Wiederfindungsrate von 47%
festzustellen. Durch Dilution der Liquores konnte bei einer 1:8-Verdinnung eine
Wiederfindungsrate von 97% - 104% erreicht werden. Im weiteren Verlauf der
Untersuchungen wurden auch Serumproben hinsichtlich der Wiederfindungsrate
untersucht. Hier konnte bei Zugabe von rekombinantem Protein einer Konzentration von
1000 pg/mL erst ab einer 1:128- fachen Verdinnung des Serums in PBST eine

Wiederfindungsrate von 83% erreicht werden, welche innerhalb der gangigen

t%.

Akzeptanzkriterien fur die Wiederfindungsrate in Immunoassays lieg
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Abbildung 17 — Uberpriifung der Assay-Wiederfindungsrate in Liquor- und
Serumproben

Seriell verdinnte Liquorproben wurden mit zwei Konzentrationen rekombinanten
Aquaporin-4-Proteins versetzt. Zu einer seriellen Serum-Verdinnungsreihe wurden
1000 pg/mL rekombinantes Aquaporin-4 hinzugefugt. Erst bei einer Serumverdinnung
von 1:128 konnte eine Wiederfindungsrate innerhalb der Akzeptanzkriterien®

beobachtet werden.

4.6.3 Assay-Parallelismus

Eine serielle Verdinnungsreihe von Liquorproben wurde zur Bestimmung des
Assayparallelismus erstellt und bei Inkubationszeiten von 37,5 min und 75 min

untersucht. Fur die Messungen mit kirzerer Inkubationszeit war eine kontinuierliche

Abnahme der kalkulierten Konzentration adjustiert nach Verdiinnung in Bezug auf die
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Referenzprobe festzustellen (Abbildung 18). Bei einer gewahlten Inkubationszeit von 75
min verblieben die ermittelten AQP4-Konzentrationen aus bis zu 1:4-verdinnten
Liquorproben innerhalb des in der Literatur beschriebenen Akzeptanzbereichs von 75%
— 125%'® in Bezug auf die unverdiinnte Referenzprobe. Bei einer 1:6-Verdiinnung
betrug die riickgerechnete Konzentration 75,3% im Vergleich zur Referenzprobe. Eine
weitere Verdinnung flhrte zu weit aulRerhalb der Akzeptanzkriterien berechneten

Werten von 44% und 27% im Verhéltnis zur unverdiinnten Probe.

1000
800
600

Il Inkubationszeit 75 min
400 mm  |nkubationszeit 37,5 min

AQP 4 (pg/mL)

200+

0—
Liquor unverdiinnt  Liquor 1:2 Liquor 1:3 Liquor 1:4 Liquor 1:6 Liquor 1:8 Liquor 1:16

Abbildung 18 — Untersuchung des Assay-Parallelismus im Liquor
AQP-4-Konzentration wurden in Liquorproben einer seriellen Verdinnungsreihe mit
PBST detektiert. Nur bei einer langeren Inkubationszeit von 75 min, dargestellt in roten
Balken, lagen die rlickgerechneten Konzentrationen in Bezug auf die unverdinnte
Referenzprobe bis zu einer Verdiinnung von 1:6 im Akzeptanzbereich von 75% - 125%.
AQP4 - Aquaporin-4

Auch Serumproben sollten in gleicher Weise auf Parallelismus untersucht werden.
Aufgrund der geringen detektierten Konzentration in Nativseren, welche sich nahe des
LLOQ und unterhalb des niedrigsten Standards der Kalibrationskurve befand, konnte nur
eine Verdunnung der Proben bis 1:4 evaluiert werden. Hierbei lagen die
rickgerechneten Konzentrationen in einem Bereich von 98% - 111% verglichen mit dem

unverdinnten Serum, was einem Variationskoeffizienten von 7,1% entspricht.

AQP 4 (pg/mL)

0

Serum pur Serum 1:2 Serum 1:4

Abbildung 19 — Untersuchung des Assay-Parallelismus im Serum

Seriell mit PBST verdinnte Serumproben wurden auf ihre Aquaporin-4-Konzentration
untersucht. Bis zu einer untersuchbaren Verdinnung von 1:4 entsprachen die
rickgerechneten Konzentrationen 98-111% der Referenzkonzentration eines
unverdinnten Serums.
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4.6.4 Einfluss verschiedener Methoden der Probenvorbereitung auf die

Aquaporin-4-Bestimmung

Wie unter 3.6.5.8 beschrieben wurden Liquor- und Serumproben verschiedenen Arten
der thermisch- und chemisch-denaturierenden Probenvorbereitung unterzogen, um zu
untersuchen, ob sich hierdurch eine Steigerung der Signalintensitat erreichen lasst.
Zudem sollte durch die Inkubation der Proben mit 2M NaCL-L&sung untersucht werden,
ob die Beeinflussung ionischer Wechselwirkungen die Konzentrationsbestimmung
beeinflussen kann. Die Erkenntnisse aus diesen Untersuchungen sollten insbesondere
die AQP4-Bestimmung im Serum durch den etablierten Assay verbessern, welche in
nativen Proben nur inkonsistent gelang, da die detektierten AEB-Werte unterhalb der

LLOQ, teilweise unterhalb des AEB-Wertes der Negativkontrolle lagen.

Im Vergleich zu einer nativen Liquorprobe in 1:2 Verdiinnung mit PBST zeigte sich, dass
eine Vorbehandlung der Proben mit RIPA-Puffer die gemessene AEB der Proben
erhdéhen kann. Dabei ergaben sich leichte Vorteile fiir eine Inkubation der Probe fir 1 h
im Vergleich zur 10-minutigen Inkubation. Ferner zeigten das Versetzen der Probe mit
1% BSA und 0,5% Tween sowie eine Inkubation der Probe bei 90°C fur 10 min einen
AEB-erhéhenden Effekt. Die alternativen Denaturierungsverfahren zeigten hingegen
verglichen mit der Referenz-Liquorprobe ein unverandertes oder erniedrigtes

Fluoreszenz-Signal.
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Abbildung 20 — Einfluss verschiedener Arten der Probenvorbereitung auf die
Messung der Aquaporin-4-Konzentration im Liquor

Dargestellt sind die prozentualen AEB-Werte im Vergleich zu einer nativen Referenz-
Liquorprobe in 1:2-Verdinnung. Durch die Inkubation mit RIPA-Puffer, 1% BSA und
0,5% Tween sowie die thermische Aufbereitung bei 90°C fir 10 min konnten erhéhte
AEB-Werte erreicht werden. AEB — average number of enzyme labels per bead. Blank
— Negativkontrolle. RIPA — Radioimmunoprézipitationsassay-Puffer. BSA — bovines
Serumalbumin.
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Fir die anschlieRend erfolgte Untersuchung der Serumproben, welche diesen
unterschiedlichen Praparationsmethoden unterzogen worden waren, zeigten sich
positive Einflisse im Sinne einer Erhéhung der AEB lediglich fir die mit RIPA-Puffer
inkubierten Proben unabhangig von der gewahlten Inkubationsdauer. Andere Verfahren

zeigten keine oder adverse Effekte auf die Intensitat des Fluoreszenzsignals.

relative AEB (%)

Abbildung 21 — Einfluss verschiedener Arten der Probenvorbereitung auf die
Bestimmung der Aquaporin-4-Konzentration im Serum

Dargestellt sind die relativen AEB-Werte in Bezug auf ein Referenzserum ohne
Probenvorbehandlung in 1:2-Verdinnung. Durch die Inkubation mit RIPA-Puffer fir 10
min oder 1 h konnten erhéhte AEB-Werte generiert werden. AEB — average number of
enzyme labels  per  bead. Blank - Negativkontrolle. RIPA —
Radioimmunoprézipitationsassay-Puffer. BSA — bovines Serumalbumin.

Insbesondere fir die Messung der Serum-Konzentration von AQP4 waren die
evaluierten Aufbereitungsmethoden nicht ausreichend, um in allen untersuchten Seren
eine fur die Konzentrationsbestimmung ausreichendes Fluoreszenzsignal zu generieren.
Unter dem Verdacht, dass héher abundante Proteine, wie beispielsweise Albumin, die
Detektion von AQP4 im Serum storen konnten, wurden Serum- und Liquorproben durch

50-kDa-Amiconfilter zentrifugiert.

Fir die Bestimmung der Serumproben entsprachen alle gemessenen AEBs
Konzentrationen unterhalb der unteren Quantifikationsgrenze des Assays, sodass die
Aussagekraft dieser Ergebnisse eingeschrankt ist. Fur native Liquorproben war
hingegen durch die erwahnte Praparation der Proben im Zentrifugalfilter eine deutliche
Reduktion des Fluoreszenzsignals bei Bestimmung des Filtrats ersichtlich, welches in
der Messung der nicht filtrierten Probe einer Konzentration von 667 pg/mL entsprach

und damit im Messbereich des Assays lag (Abbildung 22).
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Abbildung 22 - Vorbehandlung von Liquor- und Serumproben durch Filtration im
50kDa-Amicon-Filter

Linkes Diagramm: Effekt der Filtration einer nativen Liquorprobe auf die Detektion der
Aquaporin-4-Konzentration. Im Vergleich zur nativen Probe (blau) einer AQP4-
Konzentration von 667 pg/mL wird im Filtrat (rot) nur eine riickgerechnete Konzentration
von 8,24 pg/mL erreicht. Rechtes Diagramm: Die dargestellten detektierten AEBs fur
native Serumproben (schwarz) und Seren nach Filtration (grau) entsprechen
Konzentrationen unterhalb des LLOQ und sind daher nicht sicher verwertbar. AQP4 —
Aquaporin-4. AEB — average enzyme per bead. Blank — Negativkontrolle. LLOQ — untere
Quantifikationsgrenze.
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Abbildung 23 — Effekt der Aufbereitung von Seren durch RIPA-Puffer, DTT und
Filtration im Amicon-Filter auf das Fluoreszenzsignal des SIMOA-Assays

Zur Darstellung kommen die nach verschiedenen Methoden der Probenaufbereitung
generierten AEB-Signale desselben Serums. Bereits am nicht filtrierten Serum nach
einstiindiger Inkubation mit RIPA-Puffer, jedoch insbesondere im Uberstand dieses mit
RIPA inkubierten Serums nach Filtration im 50kDa-Amicon-Filter sind deutlich erhéhte
AEBs detektierbar. Diese Erhdhung der Signalintensitat geht deutlich tGber die AEB des
RIPA-Blanks hinaus. AEB — average number of enzyme labels per bead. Blank —
Negativkontrolle. DTT — Dithiothreitol. RIPA — Radioimmunoprézipitationsassay-Puffer.

Auch mit RIPA-Puffer oder DTT-vorbehandelte Serumproben wurden durch Amicon-
Filter zentrifugiert und im resultierenden Filtrat eine AQP4-Konzentrationsbestimmung
durchgefuhrt. Zusatzlich erfolgte in diesem Zusammenhang auch eine Aquaporin-4-

Bestimmung im Uberstand des Filters. Wie auch in den vorherigen Untersuchungen zur
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Wirkung denaturierender Agenzien auf die Fluoreszenzstarke war nach
Probenaufbereitung mit 0,5-fachem RIPA-Puffer bereits an den nicht filtrierten Proben
eine Steigerung der AEB im Vergleich zur nativen Serumprobe zu beobachten, die tber
das leicht erhdhte Hintergrundsignal des RIPA-Blanks hinausging. Viel deutlicher konnte
eine Steigerung des AEB-Signals im Uberstand nach Filtration im Amicon-
Zentrifugalfilter erreicht werden (Abbildung 23). Eine Behandlung der Proben mit 10mM

oder 100 mM DTT-L6sung bewirkte keine Steigerung des Fluoreszenzsignals.

4.6.5 Anwendung des SIMOA-Assays an der Pilotkohorte zur Detektion der

Aquaporin-4-Konzentration im Liquor

Mit dem entwickelten SIMOA-Assay konnten fur Liquoruntersuchungen in den
Validierungsmessungen stets erfolgreiche Konzentrationsbestimmungen fir AQP4
erfolgen, sodass er an Proben der bereits fur den ELISA verwendeten Kohorten der NT1-
Patienten und schlafmedizinischer Kontrollen angewendet werden konnte. Da in dieser
Forschungsarbeit in Serumproben nur inkonstant ein AEB-Signal detektierbar war und
dieses meist unterhalb oder nahe der LLOQ lag, konnte eine korrespondierende

Bestimmung von AQP4 im Serum nicht erfolgen.

Es wurden Liquorproben von 36 Patienten mit NT1 und 35 Kontrollen untersucht. Die
AQP4-Liquorkonzentration von NT1-Patienten war mit im Mittel 657,5 £ 276,8 pg/mL
niedriger als die der Kontrollgruppe, welche 875,6 + 513,8 pg/mL betrug (p=0,035).
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Abbildung 24 — Im SIMOA-Assay determinierte Aquaporin-4-Konzentration im
Liquor von NT1-Patienten und Kontrollen

Dargestellt sind Box-Whiskers-Plot, die jeweils die 5., 25., 75. und 95. Perzentile und
den Median der AQP4-Konzentration in den Kohorten angeben. Einzelwerte
reprasentieren aulRerhalb dieser Grenzen liegende Werte. AQP4 — Aquaporin-4. SIMOA
— single molecule array.
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4.6.6 Vergleich der Aquaporin-4-Konzentrationsbestimmung im SIMOA- und
ELISA-Assay

Die Spearman-Korrelationsanalyse, in der korrespondierend mit dem SIMOA-Assay und
ELISA determinierte  AQP4-Konzentrationen in Liquorproben verglichen wurden,
offenbarte eine sehr hohe positive Korrelation zwischen den durch die beiden
Messmethoden detektierten Analysewerten (r=0,94; 95%-KI1=0,9-0,96; p<0,0001).
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Abbildung 25 - Korrelation zwischen der AQP4-Konzentration nach Bestimmung
mit der ELISA- und SIMOA-Methode

Dargestellt sind die Werte von korrespondierend in beiden Assayvarianten gemessenen
Liquorproben unterschiedlicher Aquaporin-4-Konzentrationen. In der Spearman-
Korrelationsanalyse zeigt sich eine sehr hohe positive Korrelation der Werte zueinander.
(r=0,94, p<0,0001). AQP4 — Aquaporin-4.

Die absoluten Analysewerte zeigten jedoch zwischen den Verfahren deutliche
Unterschiede, sodass eine lineare Passing-Bablok-Regression zur Ermittlung eines
Umrechnungsfaktors durchgefiuihrt wurde. Im Folgenden werden Formeln aufgefihrt,
welche die Umrechnung zwischen den durch beide Verfahren detektierten

Konzentrationen erlauben.

Konzentrationgsa (%) = 2,222 X Konzentrationg;yoa (

p‘i) + 1006

m

Konzentrationg;yoa (%) = 0,396 X Konzentrationgsa (%) —306,1

4.7 Untersuchung der Liquor-GFAP-Konzentration bei NT1-Patienten

Als weiterer, bereits etablierter astrozytarer Marker wurde im Rahmen der Experimente
dieser Promotionsarbeit die GFAP-Liquor-Konzentration von Patienten mit Narkolepsie

Typ 1 sowie Kontrollen ohne pathologische Erniedrigung des Hypocretin-1-Spiegels im
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Liquor untersucht. Dafur fand ein kommerziell verfiigbarer ELISA der Firma BioVendor

Anwendung.

Insgesamt wurden Liquorproben von 107 Patienten mit NT1 sowie 114 alters- und
geschlechtsadaptierter Kontrollen aus den neurologischen und schlafmedizinischen
Kliniken Schwalmstadt-Treysa, Leer, Westerstede und Bremen-Ost untersucht. Diese
Proben waren im Vorfeld einmalig fur die Bestimmung der Aquaporin-4-Konzentration
im ELISA verwendet und zwischen den Proben bei -80°C gelagert worden.
Zusammenfassend konnte zwischen den beiden Kohorten kein Unterschied in der
GFAP-Konzentration im Liquor ermittelt werden bei einer Konzentration von 0,63 ng/mL
fur die NT1-Kohorte und 0,69 ng/mL fir die Kontrollen (p=0,11).
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Abbildung 26 — GFAP-Liquorkonzentration der diagnostischen Kohorten

Die Ergebnisse sind als Box-Plots abgebildet. Dargestellt werden jeweils der Median und
die 25. und 75. Perzentile der GFAP-Konzentration der Gruppen. Whiskers entsprechen
der 5. und 95. Perzentile. AuRRerhalb der 5. bis 95. Perzentile liegende Werte sind als
einzelne Punkte aufgefihrt. Zwischen den beiden untersuchten Gruppen fand sich kein
Unterschied in der GFAP-Konzentration (p = 0,11). GFAP — glial fibrillary acidic protein.

Unter Betrachtung aller Proben in Zusammenschau mit den zur Verfiigung stehenden
klinischen Daten konnte eine schwache, positive Korrelation von GFAP-Konzentration
im Liquor und Patientenalter bei Entnahme des lumbalen Liquors festgestellt werden
(r=0,24, p=0,0003). Auch bei isolierter Betrachtung der Kontrollkohorte korrelierten
GFAP-Konzentration und Patientenalter (r=0,25, p=0,008). Fir die NT1-Kohorte bestand
keine Korrelation (Spearman r=0,19, p=0,054).
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Abbildung 27 - Korrelation von GFAP-Konzentration und Patientenalter bei

Probenentnahme

Dargestellt sind die Werte von insgesamt 221 Proben, bei denen GFAP im Liquor
bestimmt wurde. Mit zunehmendem Patientenalter bei Probenentnahme zeigen sich
steigende GFAP-Konzentrationen (Spearman r = 0,24, p = 0,0003). GFAP — glial fibrillary
acidic protein.

Eine positive Korrelation von GFAP-Konzentration im Liquor und Body Mass Index (BMI)
war in allen Kohorten festzustellen. Der starkste Zusammenhang lie sich in der

Kontrollgruppe feststellen (r=0,31, p=0,008).
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Abbildung 28 — Zusammenhang von GFAP-Konzentration im Liquor und BMI in
NT1-Patienten und Kontrollen.

Dargestellt ist jeweils die Korrelation von GFAP im Liquor und BMI, links flr NT1-
Patienten (r=0,26, p=0,03), rechts flr die Kontrollkohorte (r=0,31, p=0,008). BM/ — Body-
Mass-Index. GFAP — glial fibrillary acidic protein.

Eine weitere Spearman-Analyse konnte in dieser Arbeit fir die Gesamtkohorte keine
Korrelation von gemessener AQP4-Konzentration und GFAP-Konzentration im Liquor
(r=0,018, p=0,8) nachweisen. Gleiches gilt fir die isolierte Untersuchung der NT1- oder

Kontrollgruppe auf eine Korrelation zwischen AQP4- und GFAP-Konzentration.
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4.7.1 Praanalytische Einflussfaktoren auf die Probenstabilitit bei der GFAP-

Messung

Um fir den in dieser Arbeit eingesetzten kommerziellen ELISA der Firma BioVendor
praanalytische Einflussfaktoren auf die Probenstabilitat einschatzen zu kénnen und
damit eine bessere Beurteilbarkeit der Ergebnisse in den untersuchen Kohorten zu
ermoglichen, wurden Liquorproben aliquotiert und entweder wiederholten Einfrier-
Auftau-Zyklen unterzogen oder Uber eine definierte Dauer bei Raumtemperatur gelagert
(siehe Abschnitt 3.6.4).

Fir Liquorproben, die einer wiederholten Einfrier-Auftau-Serie ausgesetzt waren, war
eine kontinuierliche Abnahme der relativen GFAP-Konzentration in Bezug auf die
Konzentration in der Referenzprobe, die einmalig aufgetaut wurde, festzustellen. Nach
zweifachem Einfrieren und Auftauen, wie fir die Messung der NT1-Proben und
Kontrollliquores zutreffend, konnte eine Abnahme der relativen GFAP-Konzentration auf
90 + 7% detektiert werden. Nach 6 Einfrier-Auftau-Vorgangen betrug die Konzentration

noch 58 + 11% des Ausgangswertes.
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Abbildung 29 - Einfluss wiederholter Einfrier-Auftau-Zyklen auf die GFAP-
Konzentration im Liquor

Dargestellt sind jeweils Mittelwert und Standardabweichung der prozentualen GFAP-
Konzentrationen flr Liquorproben, die 1-6 Einfrier-Auftau-Zyklen ausgesetzt waren, in
Bezug auf ihre jeweilige Referenzprobe nach einmaligem Auftauen. Nach 2 Einfrier-
Auftau-Zyklen betragt die GFAP-Konzentration 90 + 7% der Referenzkonzentration,
nach 6 Zyklen wird eine relative GFAP-Konzentration von 58+11% erreicht. GFAP — glial
fibrillary acidic protein.

Eine Lagerung der Proben bei Raumtemperatur flr bis zu 7 Tage zeigte hingegen keinen
wesentlichen Einfluss auf die GFAP-Konzentration. Fur die Liquorprobe, welche fur 7
Tage bei Raumluft gelagert worden war, konnte eine relative GFAP-Konzentration von

123% in Bezug auf die Referenzprobe ohne Lagerung bei Raumtemperatur detektiert
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werden. Fur die Ubrigen untersuchten Proben wurden relative GFAP-Konzentration von
97 — 126% gemessen. Die Schwankung der GFAP-Konzentration dieser Proben (CV =
10,7%) liegt im Bereich der Intra-Assay-Variabilitat eines Versuchsdurchlaufs, welche

anhand der vom Hersteller zur Verfugung gestellten Qualitédtskontrollen ermittelt wurde.
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Abbildung 30 - Liquor-GFAP-Konzentration nach unterschiedlich langer
Probenlagerung bei Raumtemperatur

Als GFAP-Konzentration ist die prozentuale Konzentration in Bezug auf die
Referenzprobe ohne Lagerung bei Raumtemperatur angegeben. GFAP — glial fibrillary
acidic protein.
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5. Diskussion

Der autoimmune Charakter der Entstehung der NT1 ist durch verschiedene
neuropathologische und epidemiologische Hinweise mittlerweile weitestgehend
akzeptiert??>?8  jedoch ist das Verstandnis iber genaue pathophysiologische
Mechanismen aktuell begrenzt. Zudem fehlen vielen Studien klinisch gut charakterisierte
Patientenkohorten. Diese Arbeit konnte durch retrospektive Datenerhebung an einer
grof3en Kohorte von NT1-Patienten aussagekréftige klinische Daten zu diesem seltenen
Patientenkollektiv sammeln, die nicht nur fir diese Arbeit, sondern auch fir zukunftige

Forschungsprojekte Verwendung finden kénnen.

Die Etablierung eines sensitiven ELISAs fiir die Bestimmung von AQP4 ermdglichte an
dieser Kohorte die erstmalige Untersuchung der Hypothese einer Veranderung der
glymphatischen Clearance anhand eines Biomarkers des Liquors bei Patienten mit
Schlafstérungen. Die beobachtete Erniedrigung der AQP4-Konzentration bei NT1-
Patienten im Vergleich zu Kontrollen und als Krankheitskontrollen betrachtete
Alzheimer-Patienten spricht zwar gegen die Hypothese einer reduzierten
glymphatischen Clearance bei NT1-Patienten, jedoch fir eine Beteiligung von AQP4-
Kanalen in der Pathophysiologie der Erkrankung. Ferner konnten durch die
durchgeflihrten Messungen anhand einer Kohorte von Alzheimer-Patienten die
Ergebnisse anderer Forschungsarbeiten bestatigt werden, die passend zu einer
glymphatischen Dysfunktion sind, welche die Akkumulation von Amyloidpeptiden

fordert®®!,

Das erfolgreiche Messprinzip des ELISAs konnte im Folgenden auch auf die SIMOA-
Plattform Ubertragen werden. Im Rahmen der Validierung des neuen SIMOA-Assays
konnte eine gute Prazision mit einer durch den Plattformwechsel gelungenen 100-fachen
Senkung der unteren Quantifizierungsgrenze im Vergleich zum ELISA gezeigt werden.
Eine erneute Messung von Liquorproben aus der Kohorte der NT1-Patienten und
Kontrollen konnte einerseits eine hohe Korrelation von ELISA- und SIMOA-Assay
nachweisen und zum anderen die Ergebnisse erniedrigter AQP4-Liquorkonzentrationen

bei NT1-Patienten bestatigen.

Die GFAP-Konzentrationen im Liquor unterschieden sich hingegen zwischen NT1-
Patienten und Kontrollen nicht, im Gegensatz zu den Ergebnissen einer vorherigen
Studie®.

Eine Diskussion der individuellen Ergebnisse schlie3t sich in den folgenden Abschnitten

an.
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5.1 Klinische Charakterisierung der Patienten mit Narkolepsie Typ 1

Die Evaluation der klinischen Daten der NT1-Patienten dieser Studie bestatigen eine
hohe Pravalenz von Tagesmudigkeit, sowohl anamnestisch als auch in der Auswertung
der Epworth-Schlafrigkeitsskala, und Kataplexie als Kardinalsymptome der NT1%.
Kataplexien traten bei NT1-Patienten wesentlich haufiger auf als bei Kontrollen. Dieser
Befund stitzt die Stellung der Kataplexie als definierendes Diagnosekriterium in der
ICSD-3, das im Beisein eines pathologischen MSLT-Befundes die Hypocretin-1-
Bestimmung ersetzen kann®. Die erhobenen MSLT-Befunde vieler Patienten dieser
Studienkohorte zeigen weiterhin, dass eine verkurzte Einschlaflatenz charakteristisch ist

fir NT1-Patienten.

Als eine von wenigen Studien®® beschaftigte sich diese Arbeit auch mit einer
polysomnographischen Charakterisierung des Schlafprofils von NT1-Patienten. Dabei
war eine deutliche Verkurzung der REM-Latenz im Vergleich zu den Kontrollen
ersichtlich. Ferner passt die in dieser Arbeit nachgewiesene Erhohung des N1-Anteils,
also fruher Schlafstadien in der PSG, zu einer Schlaffragmentierung mit gestértem
Nachtschlaf und bestétigt damit die Erkenntnisse aus einer Vorarbeit®. Eine Reduktion
des tiefen Schlafstadiums N3 konnte hingegen, ebenfalls in Einklang mit der
Vorpublikation, nicht gezeigt werden. Diese fehlende Reduktion des Tiefschlafanteils,

t’°, kénnte eine

der ein wichtiger Einflussfaktor fir die glymphatische Clearance is
Erklarung dafir sein, dass NT1-Patienten keine Erhéhung der AQP4-Konzentration als

Zeichen einer glymphatischen Dysfunktion zeigen.
5.2 Etablierung und Validierung des Aquaporin-4-ELISA

Der im Rahmen einer Studie des Universitatsklinikums Ulm erstbeschriebene, nicht-
kommerzielle AQP4-ELISA®' konnte im Rahmen dieses Projekts erfolgreich vor Ort
etabliert werden. In einem Konzentrationsbereich von 62,5 — 3500 pg/mL konnten
reliable AQP4-Konzentrationsbestimmungen mit einer niedrigen Intra- und Inter-Assay-
CV von 5% respektive 14% durchgefuhrt werden. Die LLOQ von 104 pg/mL lag deutlich
unterhalb der niedrigsten Konzentrationswerte der in 1:6-Verdunnung bestimmten

Liquorproben (192 pg/mL — 1442 pg/mL).

Die Validierung wichtiger Assayparameter sollte neben der Prazision der
Konzentrationsbestimmung insbesondere die Probenstabilitdt beim Umgang mit
Biobankmaterial Uberprift werden. Fur bis zu 4 Einfrier-Auftau-Zyklen zeigte sich in
diesen Untersuchungen dabei eine hohe Probenstabilitat fur die AQP4-Bestimmung im
Liquor. Das ist insbesondere vorteilhaft, da viele moderne Forschungsprojekte mit

eingefrorenen Biobankproben arbeiten, die zuvor unter Umstanden bereits fur andere
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Analysen aufgetaut worden waren, aber nach diesen Ergebnissen weiterhin eine valide
AQP4-Bestimmung zulassen. Da Veranderungen der detektierten Konzentration durch
andere praanalytische Faktoren (Lagerungsgefale, Gesamtlagerdauer, etc.) nicht
ausgeschlossen werden kdénnen, sollte dennoch auf eine mdglichst uniforme

Behandlung der Proben einer Kohorte geachtet werden.

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit ein sensitiver ELISA fur die Bestimmung von
AQP4 im Liquor etabliert werden. Vorteile des Assays sind die hohe Prazision, hohe
Probenstabilitdt sowie ein nur geringes bendtigtes Probenvolumen von 20uL Liquor, die

den Assay damit einfach und zuverlassig anwendbar machen.
5.3 Etablierung und Validierung des Aquaporin-4-SIMOA-Assays

Zur Verbesserung der analytischen Sensitivitat erfolgte der Transfer des AQP4-Assays
auf die SIMOA-Plattform. Unter den verschiedenen evaluierten Assaybedingungen
konnten beste Ergebnisse fir einen 3-Schritt-Assay mit jeweils 250.000/uL funktionellen
und Helper-Beads erzielt werden. Auch konnte durch die Verlangerung der
Inkubationszeit der Proben mit den beadgekoppelten Antikérpern im 3-Schritt-Format
eine Verbesserung des Signal-Rausch-Verhaltnisses erreicht werden. Fir Liquor- und
Serumproben wurden 150uL bzw. 172uL als optimales Probenvolumen sowie die

Verwendung von PBST unter den evaluierten Diluenten als guinstig identifiziert.

In Analogie zur Validierung des ELISAs wurde fir den optimierten Assay das LLOQ
bestimmt, welches 0,81 pg/mL betrug. Damit konnte eine tiber 100-fache Steigerung der
analytischen Sensitivitdt im Vergleich zum ELISA-Assay erreicht werden. Dartber
hinaus deckt der entwickelte Assay einen grof3en Konzentrationsbereich von 1 — 2000
pg/mL ab, was insbesondere angesichts deutlich hdherer AQP4-Konzentrationen bei
Alzheimer-Patienten, wie im ELISA gezeigt, im Vergleich zu beispielsweise NT1-
Patienten vorteilhaft ist. Mit Variationskoeffizienten von jeweils unter 15% fur Intra- und
Inter-Assay-Variabilitdt konnte eine hohe Prazision sowie Reliabilitdt bei der AQP4-
Bestimmung im Liquor gezeigt werden. Damit wurde in dieser Arbeit der erste

zuverlassige, bead-basierte Immunoassay zur Bestimmung von AQP4 entwickelt.

Mit der seriellen Verdunnung von Proben konnte fir den SIMOA-Assay unter den finalen
Bedingungen dieser Arbeit der Parallelismus der Konzentrationsbestimmungen fur
Liquorproben im Bereich 1:2 — 1:6, fir Serumproben im Bereich 1:2 — 1:4 sowie native
Proben nachgewiesen werden. Da eine Verdopplung der Inkubationszeit von Probe und
bead-gekoppelten Antikbrpern bereits eine Verbesserung des Parallelismus
hervorgerufen hat, sollten zukinftige Arbeiten die Auswirkungen noch langerer

Inkubationszeiten evaluieren.
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Bei der Untersuchung der Wiederfindungsrate konnte fir Liquor, der mit 1000 pg/mL
rekombinantem AQP4 gespiket wurde eine Wiederfindungsrate von 100%, 87% und
97% fur die Verdunnungsstufen 1:2, 1:4 und 1:8 festgestellt werden, die damit innerhalb
publizierter Akzeptanzkriterien fir Immunoassays liegen®. Bei niedrigeren Spike-
Konzentrationen von 500pg/mL war die Wiederfindungsrate bei einer 1:2-Verdinnung
deutlich unterhalb, bei einer 1:4-Verdinnung des Liquors mit 79% nur grenzwertig
unterhalb der Akzeptanzkriterien®®. Angesichts einer identischen Probenlagerung sowie
-aufbereitung fir alle gemessenen Liquores ist dadurch jedoch nicht von einer relevanten
Beeinflussung der Ergebnisse dieser Studie auszugehen, zumal andere entwickelte
SIMOA-Assays trotz reduzierter = Wiederfindungsrate  akkurate  Messungen
erlauben'®""" Fiir Serumproben konnten die Akzeptanzkriterien®® erst ab einer 1:128-
Verdinnung (83% Wiederfindungsrate) erfiillt werden, womit ein relevanter Matrixeffekt
im Serum nachgewiesen werden konnte. Die sukzessive Verbesserung der
Wiederfindungsrate durch Verdinnung spricht fir nicht-spezifische Bindungen als
Ursache des Matrixeffektes''?. Diese koénnen durch eine Veranderung der
Zusammensetzung des Probenpuffers oder starkere Verdinnungen beeinflusst werden,

was die Wiederfindungsrate verbessern kann''2.

Da in den Messungen nativer Serumproben kein zuverlassig reproduzierbarer AEB-Wert
im SIMOA-Assay detektiert werden konnte, wurden verschiedene Untersuchungen zur
Probenaufbereitung durchgefiihrt. Dabei wurde eine Denaturierung von Proteinen
entweder durch die Anlagerung an polare und unpolare Seitenketten, wie es flr Harnstoff
beschrieben ist, durch die Reduzierung von Disulfid-Briicken (DTT) oder thermische
Beeinflussung der intramolekularen Bindungen erreicht. Durch die Wirkung von
Tween20 als Detergenz, das storende Adhasionen des Analyten an die
ProbengefalBwand reduzieren kann, in Kombination mit BSA, das unspezifische
Bindestellen blockt, konnten flr die Liquorproben nur minimal verbesserte AEB-Werte
detektiert werden, fir die anderen beschriebenen Substanzen konnte eine Reduktion
der AEB beobachtet werden. In den Versuchen war jedoch insbesondere fur mit RIPA-
Puffer aufbereitete Proben eine Verbesserung des Signal-Rausch-Verhaltnisses bei
Serum- und Liquorproben festzustellen. Als Zelllysepuffer enthalt RIPA-Puffer
verschiedene ionische und nicht-ionische Detergenzien, die hier storende Interaktionen
mit anderen Matrixproteinen reduziert und so die Detektion verbessert haben kdnnten.
Basierend auf diesen Effekten schloss sich eine Versuchsreihe an, die durch
Zentrifugation der Proben durch Amicon-Filter eine Verbesserung der Detektierbarkeit
insbesondere flir Serumproben erreichen sollte. Hintergrund war die Hypothese, dass

das im nativen Zustand 34 kDa-grolle AQP4 diesen Filter passieren konnte, der
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gleichzeitig stérende hdher abundante Proteine zurtickhalt. Entgegen dieser Vorstellung
konnte in den Versuchen eine Reduktion des AEB-Signals im Filtrat festgestellt werden,
wahrend insbesondere nach Probenaufbereitung mit RIPA-Puffer ein deutlich héheres
AEB-Signal im Retentat nach Filtration als in der nativen Probe zu detektieren war.
Dieses Ergebnis suggeriert, dass AQP4 nicht in seiner nativen, monomeren Form im
Liquor oder Serum vorliegen kann, in der es den Filter passieren misste. Eine mdgliche
Erklarung dafur waren posttranslationale Modifikationen des Proteins, wie z.B.
Glykolysierungen, welche zu einem erhdhten Molekulargewicht und Proteindurchmesser
fihren koénnen. Zum anderen wird AQP4 auf der astrozytaren Membran als
Heterotetramer exprimiert®”, was dazu fiihren kénnte, dass es auch in nicht-monomerer
Form im Liquor zu finden ist. Eine dritte Option ware die Bindung an Tragerproteine. Um
diese Umstande naher zu eruieren, sollten zukulnftige Studien durch Gelelektrophorese,
Western-Blot oder kapillarbasierte isoelektrische Fokussierung (CIEF) untersuchen, in
welcher Form AQP4 im Liquor vorliegt. Auch hinsichtlich der Erkenntnis eines
ausgepragten Matrixeffektes im Serum sollten sich zuklnftige Studien daher zusatzlich
der Verbesserung der Probenpuffereigenschaften, z.B. durch Zusatz von Detergenzien,

fur die Ermdglichung der AQP4-Bestimmung im Serum widmen.

Ein deutlicher Vorteil des entwickelten digitalen AQP4-Immunoassays ist eine Reduktion
der Durchfiihrungsdauer der AQP4-Messung und die automatische Messung im SIMOA-
Analyzer. Erste Ergebnisse konnen bereits nach 2 h abgelesen werden. Im Vergleich
dazu bendtigen ELISA-Assays eine Inkubation Uber Nacht zum Coating der Platten,
sowie eine aktive Labortatigkeit Uber mehrere Stunden, bis Ergebnisse detektiert werden

konnen.

In der SIMOA-Messung eines Teils der Pilotkohorte aus NT1-Patienten (N=36) und
schlafmedizinischen Kontrollen (N=35), die auch im ELISA gemessen worden waren,
konnte das Ergebnis reduzierter AQP4-Konzentrationen im Liquor bei NT-Patienten
bestatigt werden. Zudem wurde eine sehr hohe positive Korrelation von ELISA- und
SIMOA-AQP4-Werten nachgewiesen (r=0,94; 95%-Kl1=0,9-0,96; p<0,0001), welche die
Verlasslichkeit der Konzentrationsbestimmung am SIMOA unterstreicht. Niedrigere
absolute Konzentrationen im SIMOA-Assay verglichen mit dem ELISA kénnten durch
kinetische Eigenschaften von SIMOA-Assays bedingt sein'". Die tiber Passing-Bablok-
Analysen ermittelten Umrechnungsformeln kénnen prinzipiell die Vergleichbarkeit der
Ergebnisse ermdglichen, wenngleich zuklnftige Studien zur AQP4-Konzentration im
Liquor nur ein Verfahren in den jeweiligen Kohorten anwenden sollten, um zuverlassige,

vergleichbare Ergebnisse zu erzielen.
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5.4 Aquaporin-4 als Biomarker fiir glymphatische Dysfunktion

Erstmalig wurde im Rahmen dieser Studie AQP4 als Biomarker flr eine glymphatische
Dysfunktion an einem Kollektiv aus NT1-Patienten untersucht. Dabei zeigten sich im
Vergleich zu allen Kontrollkohorten erniedrigte AQP4-Spiegel bei NT1-Patienten. Diese
Beobachtung spricht gegen die Forschungshypothese einer gestorten glymphatischen
Clearance bei NT1-Patienten, wirft jedoch die Frage nach einer Beteiligung der AQP4-

Kanale an der Pathophysiologie der Erkrankung auf.

Insgesamt wurden bis dato nur wenige Studien zur in-vivo-Expression von AQP4
durchgefiuhrt, keine davon zur Expression bei NT1. Dabei konnten insgesamt nur drei
neuropathologische Studien eine reduzierte AQP4-Expression fir verschiedene
psychiatrische Erkrankungen aufzeigen. So konnte bei Patienten mit schweren
depressiven Stérungen eine signifikant reduzierte Immunoreaktivitat der perivaskularen
Astrozytenfortsatze gegeniiber AQP4 festgestellt werden'"*. Jeweils eine Untersuchung
liegt zu Schizophrenie und Patienten mit Autismus-Spektrum-Stérung vor''11€,
Korrespondierende Untersuchungen der Liquor-AQP4-Konzentration zu diesen
Erkrankungen, fir die eine reduzierte Expression beschrieben ist, existieren zum
aktuellen Zeitpunkt nicht. Weiterhin handelte es sich bei den Untersuchungen der
Proteinexpression um postmortale Untersuchungen an medikamentdés behandelten
Patienten, sodass die veranderte Proteinexpression auch durch die Medikation bedingt
sein konnte. Eine reduzierte in-vivo-Proteinexpression ist jedoch eine mogliche

Erklarung reduzierter AQP4-Konzentrationen im Liquor von Patienten mit NT1.

Neben allgemeinen genetischen Regulationsmechanismen der Proteinexpression, die
das Verhaltnis von Proteinbildung und -abbau steuern, kann auch der Untergang solcher
Zellen, welche das jeweilige Membranprotein préaferiert exprimieren, eine reduzierte
Expression bedingen. So zeigt der Hypothalamus eine im Vergleich zu anderen

Gehirnarealen hohe AQP4-Expression'"”.

Ein Verlust der AQP4-exprimierenden
Astrozyten im Hypothalamus kénnte also eine mdgliche Erklarung flr die in dieser Arbeit
detektierten erniedrigten AQP4-Konzentrationen bei NT1 sein. Bei NT1 konnten durch
volumetrische Untersuchungen reduzierte Volumina der grauen Substanz im
Hypothalamus aber auch der inferioren Temporallappen und prafrontaler Cortexareale
detektiert werden, welche im Rahmen der erwdhnten Hypothese eine Reduktion der

AQP4-Expression bedingen kénnten''®.

Ein alternativer Erklarungsansatz fir eine Reduktion von AQP4-Kanalen auf der
Membran hypothalamischer Astrozyten bei NT1-Patienten ware eine immunologisch

vermittelte Depletion, deren Mechanismen fiir andere neurologische Krankheitsentitaten
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wie die Myasthenia gravis (MG) mit Acetylcholinrezeptorantikbrpern gut beschrieben
ist''®120 Neben einer antikérpervermittelten Aktivierung des Komplementsystems ist
dabei auch ein Crosslinking mit konsekutiver Proteininternalisierung ein bekannter
pathophysiologischer Mechanismus''®. Das Vorliegen eines Antikdrpers gegen AQP4
kénnte somit dessen reduzierte Expression bedingen. Der serologische Nachweis von
AQP4-Antikérpern vom IgG-Typ ist mit den Neuromyelitis-optica-Spektrum-
Erkrankungen (NMOSD) assoziiert, in deren Diagnosekriterien er eine wichtige Rolle

spielt'?’

. Auch fir die NMOSD sind ahnliche pathophysiologische Mechanismen wie flr
die MG beschrieben'?. Es konnte zudem eine reduzierte immunhistochemische
Anfarbbarkeit von AQP4 in NMOSD-Lasionen gezeigt werden, welche als Resultat der
direkten antikdrpervermittelten Komplementaktivierung und Restrukturierungsprozesse
der Proteinexpression auf der Zellmembran gewertet werden kann'?®. Dabei flhrt die
oben erwahnte hohe Dichte von AQP4-Kanalen, gegen die der krankheitsspezifische
Antikdrper gerichtet ist, im Hypothalamus dazu, dass eine hypothalamische
Manifestation im Sinne einer sekundaren Narkolepsie eine typische Krankheitsvariante
der NMOSD darstellt'?*. Nur eine Studie hat bisher die Seren von NT1-Patienten auf die
Expression von AQP4-Antikérpern Uber einen RIA untersucht, ohne Anti-AQP4-
Antikérper nachweisen zu kénnen'?®. Eine Untersuchung einer gréReren Studienkohorte
mit neueren Nachweisverfahren sollte das Vorkommen von Anti-AQP4-AK angesichts
der Erniedrigung der AQP4-Konzentration im Liquor erneut untersuchen. Zudem ware
zu evaluieren, ob analog zur NMDA-Rezeptor-Enzephalitis der Antikdrpernachweis im

Liquor von NT1-Patienten sensitiver sein kdnnte als im Serum'?.

In dieser Arbeit zeigte sich eine positive Korrelation von AQP4-Konzentration und
Patientenalter. Diese Ergebnisse decken sich mit denen aus einer friiheren Studie, in
der hoéheres Alter ebenfalls mit hoheren AQP4-Spiegeln assoziiert war®'. Auch
neuropathologische Untersuchungen konnten in einer friilheren Arbeit mit zunehmendem
Patientenalter eine erhdhte AQP4-Expression im frontalen Cortex nachweisen®. Fiir das
alternde Gehirn wird eine reduzierte Effektivitat des glymphatischen Systems
postuliert®®. Dabei konnte am Mausmodell bei &lteren Individuen eine reduzierte
perivaskulare AQP4-Expression festgestellt werden, die insbesondere die Clearance
hohermolekularer Stoffe aus dem zentralen Nervensystem negativ beeinflusst®'#®.
Steigende Liquorkonzentrationen von AQP4 mit zunehmendem Alter bestarken die
Hypothese einer reduzierten glymphatischen Clearance in héherem Alter und kénnten
ein Grund fur die héhere Pravalenz kognitiver Stérungen mit steigendem Lebensalter

sein.
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In der NT1-Gruppe fand sich eine negative Korrelation von AQP4 und N3-Stadium in der
Polysomnographie. Diese Ergebnisse unterstutzen die Annahme, dass eine
ausreichende Schlafdauer und besonders ein ausreichender Anteil des

Tiefschlafstadiums N3 Voraussetzungen fir eine effiziente glymphatische Funktion sind.

In Konkordanz mit den Resultaten friiherer Publikationen konnte in dieser Arbeit an einer
kleinen Kohorte festgestellt werden, dass Alzheimer-Patienten héhere Aquaporin-4-
Konzentrationen im Liquor als Kontrollen aufweisen®'. Das stiitzt nicht nur die Evidenz
fur einen Nutzen von AQP4 als Biomarker bei Alzheimer-Demenz, sondern unterstreicht
auch die gute Performance des etablierten AQP4-ELISA. Pathophysiologisch kdnnte die
Erhdhung der Liquorkonzentrationen Ausdruck der bei Alzheimer-Patienten

127128 quf der

neuropathologisch beobachteten diffusen Aquaporin-4-Uberexpression
Astrozytenmembran sein, die unter Verlust der physiologischen selektiven
Kanallokalisation auf den perivaskuldren Astrozytenfortsatzen stattfindet®®. Durch diese
Umbauprozesse scheint insbesondere die Clearance hohermolekularer Substanzen, zu
denen auch B-Amyloid-Plaques zdhlen, aus dem zerebralen Interstitium eingeschrankt

zu sein®’.

Ein wesentliches Ergebnis dieser Arbeit ist zudem die positive Korrelation von
Hypocretin-1 und AQP4. In erster Linie unterstreicht dieses Resultat die in dieser Studie
detektierten reduzierten AQP4-Konzentrationen bei NT1-Patienten mit Erniedrigung der
Hypocretin-1-Spiegel im Liquor. Zum anderen gibt diese Arbeit damit einen Hinweis auf
eine mogliche Verbindung von Hypocretin-System und glymphatischem System, welche
durch eine Forderung der Akkumulation pathologischer Peptide kognitive Stérungen
beginstigen kdnnte. Zu einem Zusammenhang von Liquor-Hypocretin-1-Konzentration
und Amyloidakkumulation passend, konnte eine Studie bei NT1-Patienten eine
reduzierte zerebrale Amyloidlast im "®F-Fluorbetapir-PET nachweisen®'. Hinsichtlich der
etablierten Liquor-Biomarker fur die Alzheimer-Pathologie bei NT1-Patienten liegen
konkurrierende Ergebnisse aus mehreren Studien vor, die jedoch nur kleine Kohorten
untersucht haben und nie alzheimertypische Biomarkerveranderungen zeigen
konnten®**3, Da in der Vergangenheit auch die Koinzidenz der beiden Erkrankungen

29 sollten zukiinftige Studien an groReren Kohorten von NT1-

beschrieben wurde
Patienten den Zusammenhang von Hypocretin-1-Konzentration und Alzheimer-
Pathologie untersuchen. Die Ergebnisse dieser Studie wirden, angesichts niedriger
AQP4-Konzentrationen bei erniedrigten Hypocretin-1-Spiegeln, einen eher protektiven

Effekt der NT 1-Pathologie auf die Entstehung einer Alzheimer-Pathologie unterstitzen.
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Ebenfalls fir einen Zusammenhang von Hypocretin-1 und Alzheimer-Demenz,
moglicherweise mediiert durch Veranderungen im glymphatischen System, sprechen ein
hypocretinassoziierter reduzierter Abbau von B-Amyloid-Fibrillen®®, eine positive
Korrelation von Hypocretin-1 und p181-Tau in einer Gruppe alterer Menschen ohne
apparente kognitive Defizite®® sowie eine Abnahme der Ratio von phosphoryliertem zu
nicht-phosphoryliertem p-Tau-181 im Liquor nach Einnahme des Orexin-Rezeptor-

t1 30

Antagonisten Suvorexant™. Auch wenn im Tiermodell ein Zusammenhang von

Hypocretin-1 und interstitieller Amyloidablagerung im Hirn gezeigt werden konnte™’,
konnten mehrere Studien keinen Zusammenhang zwischen Hypocretin-1-Konzentration

44132 Dje Autoren einer

und Konzentration der Amyloidpeptide im Liquor feststellen
Studie begrinden dies mit dem Erreichen eines Plateaus niedriger Ap42-
Konzentrationen im Erkrankungsverlauf, wahrend Hypocretin-1-Konzentrationen erst in
fortgeschrittenen Krankheitsstadien gegeniber gesunden Kontrollen signifikant erhéht
seien*’. Eine Metaanalyse konnte abweichend von dieser Studie keine signifikante
Veranderung der Hypocretin-1-Konzentrationen bei Alzheimer-Patienten feststellen,
wenngleich in dieser keine Stratifizierung nach Krankheitsstadium vorgenommen
wurde®. Daher sollten eine Untersuchung der Hypocretin-1-Konzentration an einer
groen Kohorte an Alzheimerpatienten, gesunden Kontrollen sowie moglicherweise
auch NT1-Patienten sowie die Bestimmung der Demenzparameter (t-Tau, p-Tau, Ap40,
Ap42, Amyloid-Ratio) Inhalt zukunftiger Studien sein, um den pathophysiologischen
Zusammenhangen von Hypocretin-System und kognitiven Stérungen weiter

nachzugehen.
5.5 GFAP-Bestimmung bei Narkolepsie Typ 1 und Kontrollen

Erganzend zur Bestimmung der AQP4-Konzentration bei Patienten mit NT1 wurde der
etablierte astrozytare Marker GFAP in dieser Arbeit untersucht. Eine Studie hatte im
Vorfeld erhdéhte Liquorkonzentrationen von GFAP bei NT1 im Vergleich zu Kontrollen
ohne pathologisch erniedrigten Hypocretinspiegel festgestellt®. Im Gegensatz dazu
konnte die vorliegende Arbeit keine Unterschiede in den Liquor-GFAP-Spiegeln
zwischen NT1-Patienten und Kontrollen detektieren. Vorteile der aktuellen
Untersuchungen sind eine deutlich gréRere Fallzahl sowie eine gute Charakterisierung
der Kohorten, die eine Korrelation mit klinischen Parametern ermdglicht. Nicht alterierte
GFAP-Konzentrationen im Liquor bei NT1-Patienten sprechen gegen ausgepragte
astrogliotische Veranderungen im Hypothalamus bei NT1-Patienten, die von einigen
Studien postuliert wurden®, wenngleich anhand des kleinen bei NT1 betroffenen
Hirnvolumens  subliminale  Veranderungen der GFAP-Konzentration  nicht

ausgeschlossen werden kénnen.
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In Bezug auf die erhobenen biometrischen Daten zeigte die GFAP-Konzentrationen eine
positive Korrelation mit Alter und BMI. Der Befund steigender Liquor-GFAP-
Konzentrationen mit zunehmendem Alter deckt sich mit den Ergebnissen friiherer

Publikationen'33134,

Bereits mehrere Forschungsarbeiten berichteten Gber eine reduzierte Proteinstabilitat
von GFAP in Liquorproben nach wiederholten Einfrier-Auftau-Zyklen®'3°. Die
Ergebnisse dieser Promotionsarbeit bestatigen diese Vorberichte. In unserer Kohorte
sahen wir nach 6 Einfrier-Auftau-Zyklen eine mittlere Abnahme der GFAP-Konzentration
relativ zum Ausgangswert um 42%. Absolute Konzentrationswerte von GFAP sollten
daher immer im Kontext des praanalytischen Probenumgangs interpretiert werden. Da
in der vorliegenden Untersuchung der GFAP-Konzentration nur Proben verwendet
wurden, die zuvor bereits einmalig aufgetaut wurden und somit einem identischen
Probenumgang unterlagen, erscheint ein Vergleich der Gruppen dennoch valide. Die
Angabe der Zahl der Einfrier-Auftau-Zyklen und die Beachtung der Verwendung von
Proben, die den gleichen praanalytischen Einflussfaktoren ausgesetzt sind, sind jedoch
fur zukinftige Studien, welche GFAP-Konzentrationen tber den vorliegenden ELISA

bestimmen, zu fordern.

Eine Lagerung der Proben bei Raumtemperatur flir eine unterschiedlich lange
Zeitspanne hatte in dieser Arbeit keinen Effekt auf die Proteinstabilitat von GFAP in den
untersuchten Liquorproben. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass eine
noch langere Lagerung bei Raumtemperatur zu einer Beeinflussung der gemessenen
GFAP-Konzentration flhrt.

5.6 Stirken und Limitationen

Eine Starke der Studie ist die hohe verwendete Probenanzahl bei den durchgeflihrten
Experimenten in Bezug auf die niedrige Pravalenz der Erkrankung. Ferner konnte durch
die retrospektive Datenerhebung eine gute Charakterisierung der zugehdrigen Patienten
erreicht werden. Diese Forschungsarbeit ist zudem die erste, die Biomarker AQP4 am
Kollektiv von Patienten mit NT1 untersucht. Daflir kommen sowohl ein neu etablierter
nicht-kommerzieller ELISA als auch ein neu entwickelter und validierter SIMOA-Assay

zum Einsatz. Verglichen mit anderen verfiigbaren Immunoassays®®'

zur Bestimmung
von AQP4 konnte dabei die niedrigste LLOQ und damit die beste analytische Sensitivitat
erreicht werden. Ferner belegen die sehr hohe Korrelation zwischen beiden
Detektionsmethoden, sowie niedrige Variationskoeffizienten die Verlasslichkeit der

AQP4-Konzentrationsbestimmung durch beide Methoden.
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Nicht unerwahnt bleiben sollen Limitationen der vorliegenden Ergebnisse. Zum einen
konnten nicht fir alle Patienten der Kohorten klinische Daten gesammelt werden, was
die statistische Auswertung mdglicherweise beeinflusste. Insbesondere lagen keine
Daten zu kognitiven Storungen im Kollektiv von NT1-Patienten vor. Angesichts der
positiven Korrelation von Hypocretin-1 und AQP4 ware zudem die Bestimmung der Hcrt-
1-Konzentration im Liquor der Alzheimer-Patienten interessant, um den Zusammenhang
zwischen hypocretinerger Neurotransmission und glymphatischer Clearance weiter
untersuchen zu kdnnen. Auch die geringe Probenzahl der Alzheimerpatienten ist eine
Limitation der vorliegenden Forschungsarbeit, wenngleich die Messung der Liquores
dieser Patientengruppe insbesondere unter der Mallgabe erfolgte, die Ergebnisse
frGherer Publikationen mit den hiesigen Messungen zu bestatigen (proof of concept),

was die Aussagekraft der AQP4-Untersuchungen bei NT1-Patienten starkt.

Die Bestatigung der Ergebnisse dieser Untersuchungen an einer anderen, noch
gréBeren Kohorte aus NT1-Patienten und Kontrollen sollte Bestandteil zukinftiger

Forschungsprojekte sein.

Hinsichtlich der GFAP-Messung ist auf die geringe Proteinstabilitdt von GFAP unter
veranderten praanalytischen Bedingungen hinzuweisen. Ein Einfluss des erfolgten
zweifachen Auftauens der Proben aus NT1- und Kontrollgruppe auf die gemessene
GFAP-Konzentration Iasst sich letztlich nicht ausschlie®en, auch wenn alle verwendeten
Liquorproben derselben Anzahl an Einfrier-Auftau-Vorgangen vor der GFAP-

Bestimmung unterlagen.
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Thesen

Durch den im Rahmen dieser Forschungsarbeit etablierten Aquaporin-4-ELISA ist
eine zuverlassige quantitative Aquaporin-4-Bestimmung im Liquor moglich.

Auch der etablierte SIMOA-Assay ist zur Konzentrationsbestimmung von AQP4 im
Liquor geeignet und zeigt eine hohe Korrelation zu den Konzentrationen im ELISA.
Erniedrigte AQP4-Konzentrationen im Liquor von NT1-Patienten sprechen gegen
eine ausgepragte glymphatische Dysfunktion bei diesen Patienten, kdnnen jedoch
Ausdruck einer astrozytaren Pathologie sein und deuten damit eine Beteiligung
der AQP4-Proteinkanale an der Pathophysiologie der Erkrankung an.

Eine positive Korrelation von AQP4-Konzentration und Patientenalter bei
Probengewinnung ist ein Hinweis auf ein alteriertes glymphatisches System im
héheren Lebensalter und kann eine Erklarung fir die in diesem Patientenkollektiv
betrachtete Rate an kognitiven Stérungen sein, die mit einer gestorten
glymphatischen Clearance assoziiert ist.

Eine negative Korrelation des Anteils des Schlafstadiums N3 mit der AQP4-
Konzentration betont die Bedeutung von Tiefschlaf fir die Funktion des
glymphatischen Systems.

Die positive Korrelation von Hypocretin-1 und AQP4 legt eine Assoziation von
hypocretinerger Neurotransmission und glymphatischer Funktion nahe.

Eine Erhéhung des Anteils des friihen Schlafstadiums N1 bei NT1-Patienten im
Vergleich zu Kontrollen ist Korrelat einer Schlaffragmentation bei diesem
Patientenkollektiv.

Die Ergebnisse dieser Forschungsarbeit, welche eine verkirzte Einschlaflatenz
und erhdhte Anzahl von SOREMPs im MSLT sowie eine erhdhte Rate an
Kataplexie im Vergleich zu Kontrollen, die ebenfalls unter Tagesmudigkeit litten,
zeigen konnten, stitzen die Bedeutung des MSLT und der Kataplexie als klinisch-
definierende Kriterien der Narkolepsie Typ 1.

Es besteht kein Unterschied in der Liquor-GFAP-Konzentration von NT1-Patienten

und Kontrollen.
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8.

Anhang

Tabelle 14 — Diagnosekriterien Narkolepsie Typ 1 und 2 nach ICSD-3

Tabelle in Anlehnung an: American Academy of Sleep Medicine (Hrsg.): The
International Classification of Sleep Disorders, Third Edition (ICSD-3). 2014. ISBN 978-
0-9915434-1-0. SOREMP: sleep onset REM period; MSLT: Multipler-Schlaflatenz-Test.

Narkolepsie Typ 1 (Beide Kriterien mussen erflillt sein.)

a)

Téagliche Episoden von chronischer Tagesschlafrigkeit (EDS), nicht
unterdriickbarem Schlafbedurfnis oder Schlafattacken Uber mehrere Tage fur
mindestens 3 Monate.

b)

Vorhandensein von Kataplexie und einer mittleren Einschlaflatenz von <8 min und
>2 SOREMPs im standardisierten MSLT

oder

Hypocretin-Konzentration im Liquor <110 pg/mL

oder

<1/3 der Mittelwerte gesunder Pat. im selben Assay

Narkolepsie Typ 2 (Alle Kriterien mussen erflllt sein.)

a) | Tagliche Episoden von chronischer Tagesschlafrigkeit (EDS), nicht
unterdriickbarem Schlafbedurfnis oder Schlafattacken Uber mehrere Tage fur
mindestens 3 Monate.

b) | Nachweis einer mittleren Einschlaflatenz von <8 min und =2 SOREMPs im
standardisierten MSLT.

c) | Kein Vorliegen einer Kataplexie.

d) | Hypocretin-Konzentration im Liquor >110 pg/mL oder >1/3 der Mittelwerte von
gesunden Pat. mit demselben Assay oder nicht gemessen.

e) | Ausschluss anderer Ursachen (insb. obstruktives Schlafapnoesyndrom, Syndrom

der verzogerten Schlafphase, unerwilnschte Arzneimittelnebenwirkungen,
Schlafdefizit) fir Tagesschlafrigkeit und/oder MSLT-Ergebnisse.



https://de.wikipedia.org/wiki/Spezial:ISBN-Suche/9780991543410
https://de.wikipedia.org/wiki/Spezial:ISBN-Suche/9780991543410

Tabelle 15 — Deskriptive Statistik der zusatzlichen Kontrollkohorten im Vergleich
zur NT1-Kohorte

Fir das Alter werden jeweils Mittelwert und Standardabweichung angegeben. Unter
sonstigen Kopfschmerzen werden Patienten mit Beschwerden subsummiert, bei denen
typische Ursachen primarer oder sekundarer Kopfschmerzen ausgeschlossen wurden
bzw. die keiner Diagnosegruppe der Internationalen Kopfschmerzklassifikation (ICHD-
3) zugeordnet werden konnte. Fir die Diagnose funktioneller Beschwerden sowie
unklaren Schwindels wurden relevante Differentialdiagnosen bildmorphologisch und
laborchemisch ausgeschossen. NT1 — Narkolepsie Typ 1. BMI — Body Mass Index.

133 62 9
77 18 4
55 48 5
37,5+ 14,61 34,8 + 11,23 76,2196

133 0 0
0 47 0

21

4

1

4

1

11
0 12 0
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Abbildung 31 — Einfluss des Probenvolumens auf die Bestimmung der AEB

In diesem Diagramm werden die bei verschiedenen verwendeten Probenvolumina
detektierten AEBs identischer Liquorproben und Serumproben im Verhaltnis zu einem
Blank (Negativkontrolle) dargestellt. Das beste Signal-Rausch-Verhéaltnis der AQP4-
Bestimmung wird bei 172uL Liquor und 150 pL Serum erreicht. AEB — average number
of enzyme labels per bead. AQP4 — Aquaporin-4.
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Grades eingereicht zu haben.

(3) Ich erklare an Eides statt, dass ich die Arbeit selbststandig und ohne fremde Hilfe
verfasst habe. Alle Regeln der guten wissenschaftlichen Praxis wurden eingehalten; es
wurden keine anderen als die von mir angegebenen Quellen und Hilfsmittel benutzt und
die den benutzten Werken wortlich oder inhaltlich enthommenen Stellen als solche

kenntlich gemacht.

Halle (Saale), den 06.12.2024
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