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Praanalytik in der Demenzdiagnostik

AuRere Einflussfaktoren erkennen, Arbeitsabliufe optimieren

= Verschiedene dufRere Faktoren konnen das Ergebnis der Demenzmarker-
Analyse stark beeintrachtigen

= Empfehlungen fiir die klinische Routine: Standardisierte Arbeitsablaufe
von der Lumbalpunktion bis zur Analyse des Liquors



VORWORT

Die Liquoranalyse steht nun im Mittelpunkt der diagnostischen
, , Kriterien fir die Diagnose der Alzheimer-Krankheit.

Engelborghs et al., 2017.

Gegenwartig sind die Biomarker AB, ,,, Gesamt-Tau und ‘ ‘
pTau(181) [...] klinisch validiert und etabliert und konnen

vor allem zur Positivdiagnostik verwendet werden.

S1-Leitlinie ,,Lumbalpunktion und Liquordiagnostik”, 2019

Die Analyse von Biomarkern im Liquor hat sich in den letzten Jahren zu einem wichtigen
Baustein in der Diagnostik der Alzheimer-Demenz entwickelt. Insbesondere Beta-Amy-
loide im Liquor gelten als exzellenter Biomarker fur die Amyloid-Pathologie, sodass ihre
Relevanz auch in diagnostischen Leitlinien hervorgehoben wird.

Beta-Amyloide unterliegen jedoch in so hohem Male praanalytischen Einflissen, dass
eine Ubertragung (iblicher Prozesse der Liquoranalyse in die Alzheimer-Diagnostik unter
Umstanden zu Fehldiagnosen fuhrt. Um diesem Risiko entgegenzuwirken, ist ein funda-
mentales Verstandnis der unterschiedlichen Einflussfaktoren in der Praanalytik entschei-
dend. Dies gilt fur das direkt beteiligte Laborpersonal sowie den Kliniker gleichermaf3en.
Denn die umsichtige Ausfuhrung jedes Arbeitsschritts zwischen Lumbalpunktion und
Analyse des Liquors tragt zur Qualitat der Biomarkerergebnisse bei.

In den letzten zwei Jahrzehnten wurden durch intensive Forschung erhebliche Fortschritte
beim Verstandnis praanalytischer Einflussfaktoren gemacht und die Zahl publizierter
Forschungsarbeiten ist stark steigend.

Diese Broschure soll Klinikern und Laborarzten daher als Kompendium dienen und einen
Uberblick zum aktuellen Stand rund um die Praanalytik in der Alzheimer-Diagnostik ge-
ben und auch ein Stlick darliber hinaus informieren — von der diagnostischen Leitlinie
Uber praktische Arbeitsschritte im Labor bis zur multiparametrischen Interpretation der
Ergebnisse. Im Detail wird Uber die grofdten Fallstricke in der liquorbasierten Demenz-
diagnostik aufgeklart. Anhand anschaulicher Beispiele aus reprasentativen Studien wird
dargelegt, welchen Einfluss verschiedene Laborpraktiken auf die gemessene Beta-Amy-
loid-Konzentration haben.
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Diagnostische Leitlinien

S3-Leitlinie ,,Demenzen”, 2016

Herausgegeben von der DGPPN und der DGN: Ausfiihrliche S3-Leitlinie (aktuell in Uber-
arbeitung) u.a. mit Empfehlungen zur liquorbasierten neurochemischen Demenzdiagnostik

IWG-Empfehlungen zur klinischen Diagnose der Alzheimer-Krankheit, 20212

Herausgegeben von der IWG: Leitfaden fiir die Befundung der Alzheimer-Krankheit in der
diagnostischen Routine auf Basis von Klinik und Biomarkerprofilen

NIA-AA-Empfehlungen fiir diagnostische Richtlinien zur Alzheimer-Krankheit,
20113

Herausgegeben vom NIA und der AA (USA): Aktuelle Kriterien fir Demenz in der diagnos-
tischen Routine mit Hauptaugenmerk auf die klinischen Faktoren

S1-Leitlinie ,,Lumbalpunktion

und Liquordiagnostik”, 20194 Welche Parameter sind relevant?

Herausgegeben von der DGN RoutinemiRig empfohlen:

und der DGLN: Detaillierte Emp- . . .

fehlungen zur diagnostischen Zellzahl, Differenzialzellbild, Glukose, Laktat,
Lumbalpunktion, Liquorgrund- oligoklonale Banden, Reiber-Diagramm (Albu-
diagnostik und deren Einsatz in min-Quotient, 19G, IgA, IgM)
der Differenzialdiagnostik von

Bei Verdacht auf Alzheimer-Demenz:
u.a. Demenzen

AB, ., AB, ,, Gesamt-Tau, pTau(181)

AA: Alzheimer's Association; DGLN: Deutsche Gesellschaft fir Liquordiagnostik und Klinische Neurochemie e.V.; DGN:
Deutsche Gesellschaft fiir Neurologie e.V.; DGPPN: Deutsche Gesellschaft fiir Psychiatrie und Psychotherapie, Psychoso-
matik und Nervenheilkunde e.V.; IWG: International Working Group; NIA: National Institute on Aging

1. DGPPN und DGN. AWMF-Register-Nr. 038-013 (2016). https://www.awmf.org/leitlinien/detail/l/038-013.html &
2. Dubois B, et al. Lancet Neurol S1474-4422(21)00066-1 (2021). https://doi.org/10.1016/S1474-4422(21)00066-1 &
3. McKhann GM, et al. Alzheimers Dement 7(3): 263-269 (2011). https://doi.org/10.1016/j.jalz.2011.03.005 &

4. DGN und DGLN. AWMF-Register-Nr. 030/141 (2019). https://www.awmf.org/leitlinien/detail/I/030-141.htm| &


https://doi.org/10.1016/S1474-4422(21)00066-1

Lumbalpunktion

Konsensus-Leitlinie zur Lumbalpunktion, 2017°

Empfehlungen zur Durchfuhrung einer Lumbalpunktion bei Patienten mit neurologischen
Erkrankungen mit dem Ziel, das Risiko von Komplikationen zu minimieren und die Zu-
rickhaltung gegentber diesem Eingriff zu verringern

Didaktisches Video zur Lumbalpunk-
tion fiir Kliniker (5:08 min)

Herausgegeben vom VUmc Amsterdam:
Lumbalpunktion in der Routine — fur Aus-
bildungszwecke, als Update zum Stand
der Technik und im Sinne einer Verfah-
rensstandardisierung, um Liquorbiomarker
in der klinischen Praxis zu implementieren;
in englischer Sprache; plus Begleitartikel®

Aufkldrungsvideo zur Lumbalpunktion
fiir Patienten und Pflegepersonal
(3:45min)

Herausgegeben vom VUmc Amsterdam:
Informiert Patienten zusatzlich zum Arzt-
gesprach Uber das Verfahren der Lum-
balpunktion, um ihnen zu helfen, sich auf
den Eingriff vorzubereiten und maoglichen
Angsten entgegenzuwirken; in englischer
Sprache; plus Begleitartikel”

VUmec: VU University Medical Center

5. Engelborghs S, et al. Alzheimers Dement (Amst) 8:111-126 (2017). https:/doi.org/10.1016/j.dadm.2017.04.007 &
6. Babapour Mofrad R, et al. Alzheimers Dement (Amst) 8:108-110 (2017). https://doi.org/10.1016/j.dadm.2017.04.008 &
7. Babapour Mofrad R, et al. Alzheimers Dement (Amst) 11:435-438 (2019). https://doi.org/10.1016/j.dadm.2019.04.005 &


https://ars.els-cdn.com/content/image/1-s2.0-S2352872919300326-mmc1.mp4
https://alz-journals.onlinelibrary.wiley.com/action/downloadSupplement?doi=10.1016%2Fj.dadm.2017.04.008&file=dad2jdadm201704008-sup-0002.mp4

Praanalytische Einflussfaktoren

Abnahmemethode B Schitteln Rohrchentransfer
®  Material des B Temperatur ®  Material des
Sammelréhrchens Probenrohrchens

m  RohrchengroRe/
Probenvolumen

B Blutkontamination

m RohrchengroRe/
Probenvolumen

B Temperatur

B Pipettenspitze

Typische praanalytische Einflussfaktoren bei der Liquoranalyse in der Alzheimer-Diagnostik

Vor allem Beta-Amyloide unterliegen praanalytischen Einfliissen

Von den relevanten Analyten in der Alz-
heimer-Diagnostik sind vor allem Beta-
Amyloide (AB) anfallig fiir praanalytische
Effekte. Es gibt viele Einflussfaktoren, die
insbesondere kumuliert eine erhebliche
negative Auswirkung auf die messbare
Konzentration der Analyten im Liquor
haben konnen und dadurch falsch posi-
tive Ergebnisse begunstigen. So kann
z.B. die Wahl ungeeigneter Verbrauchs-
materialien das Analyseergebnis stark be-
einflussen. Dies sollte bei allen Stationen
der Probenhandhabung bedacht werden:
bei der Probennahme, beim Transport
und im Labor.

Da die Isoformen AB, , und AB, ,,
in ahnlichem Male den praana-
lytischen Einfllissen unterliegen,
bleibt das Verhaltnis der Analy-
ten zueinander stabil. Durch
die Quotienten-Bildung von
AB,,, und AB, , werden
daher zuverlassigere Ergeb-
nisse erzielt als mit AB, ,, allein.
Sie sollte der Einzelbestimmung
stets vorgezogen werden.

Siehe auch P Befundung (S. 21)

Auf den folgenden Seiten werden relevante Erkenntnisse aus ausgewahlten
Veroffentlichungen und aktuelle Empfehlungen zur Praanalytik vorgestellt.

Einfrieren/Auftauen



Probennahme

Der Einfluss des Rohrchens

Das Material der Wahl: LoB und Polypropylen

Studien zeigen, dass Beta-Amyloide irreversibel an Oberflachen adsorbieren kénnen.8?°
Fir zuverlassige Ergebnisse darf der Liquor daher nur mit Oberflachen aus Polypropylen
(PP) oder Protein-Low-Bind-Material (LoB) in Kontakt kommen. Letzteres gilt in der AB-
Analytik als Goldstandard, weil die Adsorption hiermit auf ein Minimum reduziert wird.
Polystyrol (PS), Polyethylen (PE) oder Glas missen unter allen Umstanden vermieden
werden, da ihre Nutzung zu falsch positiven Ergebnissen fuhrt — mit entsprechenden
diagnostischen Konsequenzen. B Durch die Quotienten-Bildung von AB . und AB
werden auch bei der Nutzung von geeignetem Material stabilere Ergebnisse erzielt.®
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Einfluss des Rohrchenmaterials auf die gemessene Beta-Amyloid-Konzentration (modifiziert nach Andreasen et al.,
1999 und Vanderstichele et al., 2016)
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8. Andreasen N, at al. Arch Neurol 56(6):673-80 (1999). https://doi.org/10.1001/archneur.56.6.673 &
9. Vanderstichele H, et al. J Alzheimers Dis 53(3):1121-32 (2016). https://doi.org/10.3233/JAD-160286 @



Adsorption bereits nach 30 Sekunden

Probennahme

Adsorptionskinetik

Beta-Amyloid wird schon nach kurzem Kontakt mit Oberflichen aus verschiedenen
Materialien von diesen adsorbiert und dann bei der Analyse nicht mehr erfasst. Die ge-
messene Konzentration des Analyten entspricht dann nicht der urspriinglichen Menge
in der Liquorprobe. In einer Studie wurde gezeigt, dass die Adsorption innerhalb von
30 Sekunden erfolgte und GefaBwandungen bereits nach dieser kurzen Zeit abgesattigt

waren. °

» Der A
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Messbare Beta-Amyloid-Menge in Abhangigkeit von der Kontaktdauer mit dem Probenréhrchen (modifiziert nach

Willemse et al., 2017)

10. Willemse E, et al. Alzheimers Dement 13(8):885-892 (2017). http://doi.org/10.1016/j.jalz.2017.01.010



Probennahme

Das richtige Volumen

Geringes Probenvolumen fiihrt zu erhéhter Adsorption

Auch das Probenvolumen kann die messbare Beta-Amyloid-Menge beeinflussen. Aus-
schlaggebend hierbei ist das Verhaltnis zwischen dem Probenvolumen und der Flache,
mit der die Probe in Kontakt kommt. In einer Studie flihrten hohere Verhaltnisse von Kon-
taktflache zu Volumen (150 ul vs. 1.000 ul) zu mehr Adsorption von AR, . Die getesteten
Volumina entsprachen einer Rohrchenfiillmenge von 7,5% bzw. 50 %.'°

» Der AB.__ /AB._, -Quotient blieb selbst bei geringem Volumen konstant.
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Messbare Beta-Amyloid-Menge in Abhédngigkeit vom Probenvolumen (modifiziert nach Willemse et al., 2017)

10. Willemse E, et al. Alzheimers Dement 13(8):885-892 (2017). http://doi.org/10.1016/j.jalz.2017.01.010



Probennahme

Blutkontamination

Blut in der Probe verringert die messbare Beta-Amyloid-Konzentration

Bei der Lumbalpunktion kann es durch mechanische Traumen zu Blutbeimengungen
im Liquor kommen. Abhangig von der Blutmenge sowie der Lagerungstemperatur und
-dauer der Proben konnen starke Einflisse auf die messbare Beta-Amyloid-Konzentration
festgestellt werden. Studiendaten belegen, dass ein zunehmender Grad der Blutkontami-
nation zu einer verminderten Messung von AB,  fuhrt. Selbst bei optimaler Probenlage-
rung ist dieser Effekt bereits nach wenigen Tagen messbar. ™

» Das Ausmal’ der Verluste von AB_,, und AB, , im Liquor ist vergleichbar und folglich
bleibt der AB, ,/AB, . -Quotient auch bei héheren Blutbeimengungen unbeeinflusst und
ermoglicht eine stabile Messung. Bei adaquater Lagerung (+4°C oder -20°C) konnte die
zusatzliche Zentrifugation der Proben den negativen Effekt des Blutes auf die messbare
Analytmenge verhindern.
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Einfluss von Blutkontaminationen auf die messbare Beta-Amyloid-Menge im Liquor; Lagerung bei +4°C (modi-
fiziert nach Janelidze et al., 2019)

11. Janelidze S, et al. Alzheimers Res Ther 11(1):63 (2019). https://doi.org/10.1186/s13195-019-0517-9 &

10



Probennahme

Empfehlungen auf einen Blick

Der richtige Weg: Von der Punktionsnadel bis zur Probenlagerung

Um die Adsorption von Beta-Amyloiden durch unnotigen Kontakt mit Verbrauchsmate-
rialien wie u.a. Spritzen zu vermeiden, sollte der Liquor mittels Schwerkraft getriebener
. Tropfmethode” direkt in dem Rohrchen gesammelt werden, aus dem er fur die spatere
Analyse entnommen wird. Die Verwendung einer atraumatischen Punktionsnadel mit ge-
ringem Durchmesser (22G) und das Aussparen der ersten 2ml Liquor verringern dartiber
hinaus das Risiko von Blutkontaminationen. Die Rohrchen — ausschlieRlich LoB oder PP
— sollten mindestens zu 50 % gefullt sein.

Sofern die Analytik nicht unmittelbar vor Ort erfolgt, empfiehlt es sich, Liquorproben
umgehend einzufrieren. Auf diese Weise kann dem Einfluss verschiedener Faktoren vor-
gebeugt werden (z.B. Schutteln oder zu hohe Temperaturen). Durch diese Standardisie-
rung werden Proben unterschiedlicher Einsender vergleichbarer. Weiterhin werden Cut-
offs vieler Hersteller von Labordiagnostika mit einmalig eingefrorenen Proben etabliert.

Punktionsnadel Entnahmemethode Material der Probenréhrchen

Atraumatisch, kleiner Durch- Per , Tropfmethode” direkt ins LoB oder Polypropylen
messer (22G) Roéhrchen

Die ersten 2ml nicht fiir die Probenréhrchen mind. zu 50% Kein Aliquotieren, sofort ein-
Biomarkeranalyse verwenden fllen frieren (-20°C)

)

1



12

Transport

Die richtige Lagerung

Unnotigen Materialkontakt vermeiden

In einer Studie wurde deutlich, dass z.B. das Invertieren und die horizontale Lagerung von
Liquorproben zu einer Reduktion der messbaren AB_, -Menge fiihrt.'?> Auch schittelnde
Bewegungen beim Transport spielen eine Rolle. Diesem Einfluss kann durch Lagerung
und Transport der Probe im gefrorenen Zustand entgegengewirkt werden. Dies gilt auch
bei der Nutzung von Schraubréhrchen aus geeignetem LoB-Material, da diese von man-
chen Herstellern mit Deckeln aus ungeeignetem Material (z. B. PE) vertrieben werden.

Proben- Lagerung Schutteln/
nahme Invertieren

-_—
| [0 m m

T

Messbare Beta-
Amyloid-Menge im Liquor

Schematische Darstellung der Abnahme der messbaren Beta-Amyloid-Menge durch Adsorption an Gefaldwandun-
gen im Verlauf der Liquorhandhabung

12. Hansson O, et al. Alzheimers Dement (Amst) 12(1):e12137 (2020). https://doi.org/10.1002/dad2.12137 &



Im Labor

Aliquotieren von Proben

Anzahl der Probentransfers minimieren

Die Adsorption von AB, . ist ein repetitiver Vorgang, der jedes Mal stattfindet, wenn die
Probe mit einer neuen Oberflache in Kontakt kommt — z.B. nach dem Transfer in ein
neues Rohrchen. In einer Studie wurde bei einem Aliquotvolumen von 1.000pul (50%
Fullmenge des Rohrchens) nach jedem Probentransfer ein Verlust von ca. 5% AB, ,, be-
obachtet. Dabei erfolgte ca. die Halfte dieser EinbuRe in der Pipettenspitze. 1°

» Der AB ,/AB, , -Quotient blieb Gber die Transfers hinweg konstant.
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Messbare Beta-Amyloid-Menge in Abhéngigkeit von der Anzahl der Probentransfers (modifiziert nach Willemse
etal., 2017)

10. Willemse E, et al. Alzheimers Dement 13(8):885-892 (2017). http://doi.org/10.1016/j.jalz.2017.01.010

13
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Im Labor

Die richtige Lagerung: Temperatur

Stabilere Konzentrationen bei niedrigen Temperaturen

In Abhangigkeit von der Lagerungsdauer zwischen Probennahme und Analyse hat vor
allem die Aufbewahrung bei Raumtemperatur einen negativen Einfluss auf die messbare
Beta-Amyloid-Konzentration in der Liquorprobe. Ungekuhlt verringerten sich z.B. die
gemessenen AB,  -Level nach einer Woche um 6% und nach zwei Wochen um 10 %. Ins-
gesamt waren die Beta-Amyloid-Konzentrationen mindestens innerhalb eines Zeitraums
von 72 Stunden bei Raumtemperatur, einer Woche bei +4°C und zwei Wochen bei -20°C
und -80°C stabil (95-105% des Ausgangswertes).
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Messbare Beta-Amyloid-Menge bei Lagerung bei Raumtemperatur 1, 2, 3, 7 und 14 Tage nach Probennahme
(modifiziert nach Janelidze et al., 2019)

11. Janelidze S, et al. Alzheimers Res Ther 11(1):63 (2019). https://doi.org/10.1186/s13195-019-0517-9 &



Im Labor

Die richtige Lagerung: Einfrier-Auftau-Zyklen

Wiederholtes Einfrieren und Auftauen vermeiden

In einer Studie wurde der Einfluss von Einfrier-Auftau-Zyklen auf die messbare AB, -
Menge gezeigt. Wahrend das einmalige Einfrieren des Liquors nach Probennahme bis
zur Analyse keinen Unterschied in Bezug auf die gemessene Konzentration von AB,
ausmachte, sank diese jedoch nach drei zusatzlichen Einfrier-Auftau-Zyklen um 20%.
Weiteres Einfrieren und Auftauen verringerte die Beta-Amyloid-Menge dagegen kaum
noch. ™
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Einfluss von Einfrier-Auftau-Zyklen auf die messbare Beta-Amyloid-Menge (modifiziert nach Schoonenboom et
al., 2005)

13. Schoonenboom NS, et al. Clin Chem 51(1):189-95 (2005). https://doi.org/10.1373/clinchem.2004.039735 &

15
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Im Labor

Additive Effekte praanalytischer Faktoren

Bessere Wiederfindung mit LoB-Rohrchen

In einer Analyse wurde der kumulative Einfluss verschiedener praanalytischer Faktoren
auf die messbare Beta-Amyloid-Konzentration untersucht. Unterschiedliche Faktorkom-
binationen wurden getestet. Die Nutzung von PP-Rohrchen fur die Probennahme und
Lagerung fuhrte zu wesentlich niedrigeren Konzentrationen im Vergleich zur Nutzung
von LoB-Rohrchen. Eine geringere prozentuale Fullmenge und ein zusatzlicher Einfrier-
Auftau-Zyklus hatten vor allem in PP-Rohrchen eine weitere erhebliche Verminderung der
messbaren Beta-Amyloid-Menge zur Folge.®

» Der AB_,/AB, ,-Quotient war insgesamt sehr viel stabiler als die AB, , -Messergebnisse.

Sammelrohrchen: LoB Sammelrohrchen: PP
Lagerungsréhrchen: LoB Lagerungsréhrchen: PP
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Einfluss verschiedener Kombinationen aus Réhrchenmaterial (PP vs. LoB), Filllmenge (40% vs. 13%) und Anzahl
der Einfrier-Auftau-Zyklen (einer vs. zwei) auf die messbare Beta-Amyloid-Menge (modifiziert nach Vanderstichele
et al., 2016)

Wiederfindung [%]

9. Vanderstichele H, et al. J Alzheimers Dis 53(3):1121-32 (2016). https://doi.org/10.3233/JAD-160286 &



Probenhandhabung
Standardarbeitsanweisung (SOP)

Konsensus-Artikel fiir die Praanalytik in der Alzheimer-Diagnostik, 20124

Konsens der ABSI zum Einfluss praanalytischer Faktoren auf die Konzentrationen von
AB, ,,» Gesamt-Tau und pTau(181) im Liquor und detaillierte Empfehlungen u.a. zu Rohr-
chentypen sowie Lagerungstemperatur und -dauer fir Liquorproben

Review zu aktuellen Empfehlungen fiir die Praanalytik in der Demenzdiagnostik,
2012

Umfassender Artikel, der die Inhalte zweier Konsensus-Protokolle'*'® mit neuen Erkennt-
nissen vereint und daraus Empfehlungen zu standardisierten Arbeitsverfahren in der Pra-
analytik der Demenzdiagnostik ableitet

Protokoll fiir die Praanalytik im Rahmen der Analyse von Alzheimer-Biomarkern,
20201

Vereinfachtes, standardisiertes Protokoll fiir die Handhabung frischer Liquorproben vor
der Messung von Alzheimer-Biomarkern zur Implementierung in der klinischen Routine

Um reproduzierbare Ergebnisse zu garantieren, wird jedem Labor emp-
fohlen, ein Standardvorgehen fiir die Handhabung von Liquorproben zu
etablieren. Dieses muss bereits bei der Probennahme greifen und setzt
daher eine zielorientierte Kommunikation mit den Einsendern voraus.

ABSI: Alzheimer's Biomarkers Standardization Initiative

14. Vanderstichele H, et al. Alzheimers Dement 8(1):65-73 (2012). https://doi.org/10.1016/j.jalz.2011.07.004
15. del Campo M, et al. Biomark Med 6(4):419-30 (2012). https://doi.org/10.2217/bmm.12.46

16. Teunissen CE, et al., Neurology 1;73(22):1914-22 (2009). https://doi.org/10.1212/WNL.0b013e3181c47cc2
12. Hansson O, et al. Alzheimers Dement (Amst) 12(1):e12137 (2020). https://doi.org/10.1002/dad2.12137 &
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Probenhandhabung
Standardarbeitsanweisung (SOP)

Internationale Leitlinie fiir die Praanalytik in der Alzheimer-Diagnostik, 2021 "

Herausgegeben von der AA: Leitlinie zur praanalytischen Handhabung von Liquorproben
in Vorbereitung auf den Nachweis von Beta-Amyloid und Tau mit dem Ziel, die Variabilitat
der Messergebnisse zu reduzieren. Fasst bisherige Empfehlungen in einem vereinheitlich-
ten Protokoll mit Fokus auf Routineablaufe in spezialisierten Analyselaboren zusammen.

Ort der Probennahme Ort der Testung
Lumbalpunktion Proben- Transport/ Proben-
p handhabung Lagerung handhabung

Ersten 2ml Li- Keine weitere Bei -20°C oder Auftauen, Nutzung von
quor verwerfen, Handhabung -80°C lagern rollend mischen, Hochprazisions-
per , Tropfme- wie Zentrifuga- und transportie- sofort analysieren systemen
thode” direkt ins tion, Mischen, ren**

LoB-Réhrchen* Gefaltransfer

O 0 © 6 06

* Entsprechend den Empfehlungen des Herstellers zum Rohrchentyp und Fiillvolumen
** Entsprechend der Gebrauchsanweisung des Rohrchen- und Testsystemherstellers

Empfohlenes praanalytisches Protokoll fir die Entnahme, Handhabung, Lagerung und Analyse von Liquorproben,
die nach der Probennahme eingefroren werden (modifiziert nach Hansson et al., 2021)

AA: Alzheimer's Association
17. Hansson O, et al. Alzheimers Dement 17(9):1575-1582 (2021). https://doi.org/10.1002/alz.12316 &
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Qualitatskontrolle intern

Kontrollmaterial

Um die Qualitat der Analyseergebnisse in Bezug auf die gemessenen Analytkonzen-
trationen zu Uberprufen, ist Kontrollmaterial mit Zielwerten fur die Analyten erhaltlich:

-

450 pg/ml 720 pg/ml 1.220 pg/ml

Alzheimer-Liquor-Kontrollenset
(EUROIMMUN-Produkt;
Bestell-Nr.: CK 6500-0502-L)*

Funf lyophilisierte Liquorpools mit Ziel-
werten far AB ., AB, ., Gesamt-Tau und
pTau(181) Uber den gesamten Messbe-
reich der entsprechenden EUROIMMUN-
ELISA. Nur in Verbindung mit den ELISA :

von EUROIMMUN zu verwenden. =

Zertifiziertes Referenzmaterial (CRM)
fiir Beta-Amyloid (1-42)

Etabliert vom Global Biomarker Standardi- (1
zation Consortium (GBSC) der Alzhei-
mer's Association in Zusammenarbeit mit
EUROIMMUN und kommerziell erhaltlich
Uber das Joint Research Centre der Euro-

paischen Kommission. ERM- ERM- ERM-
DA480_IFCC DA481_IFCC DA482_IFCC
https://crm.jrc.ec.europa.eu/?q=amyloid

* Nur fir Forschungszwecke, nicht zur In-vitro-Diagnostik im Sinne der EU-Richtlinie 98/79/EG
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Qualitatskontrolle extern

Ringversuche

INSTAND-Ringversuch: Demenzmarker (466)

Das Angebot richtet sich hauptsachlich an Routinelabore. Pro Jahr finden zwei Durchlaufe
statt. Bei Erfillen der Qualitatsanforderungen wird ein Zertifikat ausgestellt. Funf Para-
meter der Demenzdiagnostik stehen fiur die Qualitatsprifung zur Verfugung: AB_,,. AB, ..
AB, ,,/AB, ,-Quotient, Gesamt-Tau und pTau(181).

1-42

https://www.instand-ev.de/ringversuche/ringversuchsprogramm/

(2 INSTAND

ZERTIFIKAT

Ringversuch vom 29.07.2020

Sie haben die Anforderungen des Ringwersuchs mit den folgenden Untersuchungen erfidit

Liquordiagnostik 06 - Deme: ker (466):
Giiltigkeitsdauer 12 Monate

Amylold B Peptid 42 (AB42)

Amyloid i Peptid 42 (AR42) - diagnostische interpretation
Gesamt Tau Protein (Tau)

Gesamt Tau Protein (Tau) - diagnostische Interpretation

Alzheimer's Association QC

Das 2009 gestartete Programm richtet sich hauptsachlich an Labore aus dem akade-
mischen Umfeld. Die Teilnahme ist kostenfrei, es werden keine Zertifikate ausgestellt. Das
Programm wird angeboten flr die Demenzdiagnostik-Parameter AB ., AB , . AB, ,/AB, -
Quotient, Gesamt-Tau und pTau(181) sowie den Neurodegenerationsmarker NfL (Neuro-
filament light).

https://www.gu.se/en/neuroscience-physiology/the-alzheimers-association-qc-program-for-csf-and-blood-biomarkers



Befundung

Der bessere Biomarker

Quotienten-Bildung von AB , /AB , kann die Effizienz der Frithdiagnostik steigern

AB, ,, dient bei der Quotienten-Bildung als Maf% fur die individuelle Beta-Amyloid-Expres-
sion und ist durch eine Alzheimer-Erkrankung nicht verandert. Das Fallbeispiel zeigt den
Liquor eines Patienten, der aufgrund einer niedrigen Basalexpression oder in Folge des
Einflusses praanalytischer Faktoren vergleichsweise geringe Beta-Amyloid-Konzentratio-
nen aufweist. Durch die ausschlieBliche Betrachtung von AB, ,, ist der Patient nicht ein-
deutig zuzuordnen, erst durch die Quotienten-Bildung wird dies moglich.'®

» Studien haben aulRerdem gezeigt, dass Diagnosen auf Basis des A, ,,/AB,,-
Quotienten besser mit Amyloid-PET-Ergebnissen korrelieren, als die Befundung Uber die
AB, ,,-Konzentration allein.™

[ ]
101 * » * Alzheimer-
= 3 ] [y .' D
S e &° emenz
\m ° O.o 0,1 1 ---o.____..___
2 . * Nicht-
5 = o Alzheimer-
2 108 A LS c °
© e o & Demenz
= ——.0--.:‘—- 5
8 o 3 * Fallbeispiel
= °
2 --- Cut-off
10? . . 0,01 ;
AB1-40 AB1-42 AB1-42/AB1-40

18. EUROIMMUN. Interne Daten.
19. Janelidze S, et al. Ann Clin Transl Neurol 3(3):154-65 (2016). https:/doi.org/10.1002/acn3.274 &
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Befundung

Interpretationsalgorithmen

Fur die diagnostische Auswertung der Demenzbiomarker-Analyse wurden verschiedene
Algorithmen entwickelt, die jedoch bisher nicht bindend sind. Unabhangig vom ange-
wendeten Interpretationsalgorithmus ist eine Diagnose ausschliel3lich anhand der Labor-
parameter nicht moglich und nur bei Vorliegen eines Demenzsyndroms unter Einbezug
aller klinischen und diagnostischen Ergebnisse zu stellen.

PLM_-Skala 22"
Die Konzentrationen der drei Liquorbiomarker AB._ /AP -Quotient, Gesamt-Tau und

1-42° 1-40
pTau(181) werden Uber ein 3-Punkte-System bewertet. 0 steht flr ein normales Profil,
1 entspricht einem abnormalen und zwei normalen Analyseergebnissen usw. Je hoher die

Bewertung ausfallt, desto hoher ist die Wahrscheinlichkeit einer Alzheimer-Erkrankung.

Erlangen-Score 22224
Die Ergebnisse der Beta-Amyloid- (AB, , und A, _/AB,  -Quotient) und Tau-Analysen

(Gesamt-Tau und pTau(181)) werden in Kombinatic%2 befl;gchtet und anhand einer Skala
von 0 bis 4 bewertet — abhangig vom Grad der Abweichung vom Normalwert. O steht da-
bei fir Werte im Normalbereich, 4 fur pathologische Werte in beiden Biomarkergruppen

und dementsprechend flir eine wahrscheinliche Alzheimer-Erkrankung.

ATN-System 2526

Die relevanten Biomarker werden in drei Kategorien eingeteilt, basierend auf der Art der
Pathophysiologie, die jeder widerspiegelt: Amyloid-Pathologie (A) beurteilt durch Amy-
loid-PET oder Liquor-AB, ,,, Tauopathie (T) ermittelt anhand von Tau-PET oder pTau im
Liqguor sowie Neurodegeneration (N) bestimmt durch [18F]-Fluordesoxyglukose-PET,
MRT oder Gesamt-Tau im Liquor. Jede Kategorie wird als positiv oder negativ bewertet.
Von den unterschiedlichen ATN-Profilen leiten sich Befundvorschlage ab. Der Algorith-
mus fungiert im Sinne eines Rahmenwerks fur die Forschung.

20. Lehmann S, et al. Alzheimers Res Ther 6(3):38 (2014). https://doi.org/10.1186/alzrt267 &

21. Lehmann S, et al. Front Aging Neurosci 10:138 (2018). https://doi.org/10.3389/fnagi.2018.00138 &

22. Lewczuk P, et al. J Neural Transm (Vienna) 116(9):1163-7 (2009). https://doi.org/10.1007/s00702-009-0277-y
23. Lewczuk P, et al. J Alzheimers Dis 48(2):433-41 (2015). https://doi.org/10.3233/JAD-150342

24. Lewczuk P, et al. Pharmacol Rep 72(3):528-542 (2020). https://doi.org/10.1007/s43440-020-00107-0 &

25. Jack Jr CR, et al. Neurology 87(5):539-47 (2016). https:/doi.org/10.1212/WNL.0000000000002923 &

26. Jack Jr CR, et al. Alzheimers Dement 14(4):535-562 (2018). https://doi.org/10.1016/.jalz.2018.02.018 &



Befundung

Interpretationsalgorithmen

IWG-Empfehlungen, 2021 %

Leitfaden fur eine klinisch-biologische Befundung der Alzheimer-Krankheit in der diag-
nostischen Routine. Sieht Beschrankung der Alzheimer-Diagnose auf Personen vor, die
biomarkerpositiv sind und spezifische Alzheimer-Phanotypen aufweisen. Biomarkerposi-
tive, aber kognitiv nicht beeintrachtigte Personen werden dagegen nur in die Risikogrup-
pe fur die Progression zur Alzheimer-Krankheit eingestuft.

Publikation zur Vereinheitlichung der klinischen Berichterstattung, 2021 28

Empfehlungen fiir eine einheitliche Terminologie bei der Meldung biochemischer Biomar-
ker zur Harmonisierung der klinischen Berichterstattung in der Alzheimer-Diagnostik. Die
Formulierungen wurden auf Basis von (pra-)analytischen Protokollen und Musterberich-
ten von 40 Analysezentren weltweit erarbeitet.

Amy- Gesamt-| pTau
- (181) Einheitliche Anmerkungen

Liquor-Demenzmarker-Profil unauffallig.
P P P Liquor-Demenzmarker-Profil mit Alzheimer-Krankheit vereinbar.
P N N Liquor-Demenzmarker-Profil mit Amyloidopathie vereinbar.

Liquor-Demenzmarker-Profil ist vereinbar mit anderen neurodegenerativen
Erkrankungen und/oder neuronaler Schadigung. Wenn t-tau nahe/iiber der

i & L oberen Nachweisgrenze mit einem hohen t-tau/p-tau(181)-Verhaltnis liegt,
kann das Profil auf die Creutzfeldt-Jakob-Krankheit hinweisen.

P P N Atypisches Liquor-Demenzmarker-Profil, mit Alzheimer-Krankheit vereinbar.

P N P Atypisches Liquor-Demenzmarker-Profil, mit Alzheimer-Krankheit vereinbar.

N P P Atypisches Liquor-Demenzmarker-Profil, nicht mit Alzheimer-Krankheit vereinbar.

N N P Atypisches Liquor-Demenzmarker-Profil, nicht mit Alzheimer-Krankheit vereinbar.

Bei jedem Profil anzumerken: Dieses biochemische Profil muss in seinem klinischen Kontext gemeinsam mit
einem Arzt interpretiert werden.

Zusammenfassung der vereinheitlichten Anmerkungen fiir die Interpretation biochemischer Profile von Alzheimer-
Biomarkern im Liquor (Delaby et al., 2021). N: Normal; P: Pathologisch

27. Dubois B, et al. Lancet Neurol S1474-4422(21)00066-1 (2021). https://doi.org/10.1016/S1474-4422(21)00066-1 &
28. Delaby C, et al. Alzheimers Dement (2021). https://doi.org/10.1002/alz.12545 &
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Geeignete Rohrchen

Die Verwendung geeigneter Rohrchen ist die wichtigste Voraussetzung fur eine reprasen-
tative Analytik, da ungeeignete Rohrchentypen zu Fehldiagnosen fuhren konnen.

Beispiele geeigneter Rohrchen fiir die Alzheimer-Liquordiagnostik*

Rohrchen- th\)/;sdc::_n—

typ réhrchen
Schraub-

Deckeltyp deckel

Rohrchen-

Deckel- LoB

material

2’5
ml
MaRe
(L x @), mm AR

Bestell-Nr.

63.614.625 60.614.011

Sarstedt Sarstedt
Zwischen- Mikro-
boden- schraub-
réhrchen rohrchen
Schraub- Schraub-
deckel deckel
PP LoB
PP HDPE**
2,5 2
75 x 13 44 x 10,8

Sarstedt

Mikro-
schraub-
réhrchen

Schraub-
deckel

PP

PP

44 x 10,8

72.703.600 72.694.006 0030 112 356

Eppendorf  Eppendorf

Konisches  Konisches
Zentrifugen- Zentrifugen-

rohrchen rohrchen
Schraub- Schraub-
deckel deckel
LoB LoB
HDPE** HDPE**
5 15

66,1 x 15,5 119,4 x 15,5

0030 112
216

Sarstedt
Rund-

boden-
réhrchen

Schraub-
deckel

PP

HDPE**

10

92 x 15,3

62.610.201

* Dargestellt ist lediglich eine Auswahl geeigneter Rohrchen; EUROIMMUN Ubernimmt keine Gewahr fir die
Aktualitat, Richtigkeit und Vollstdndigkeit der bereitgestellten Informationen.
** Andere Materialien als PP oder LoB kénnen negative Auswirkungen auf die messbare Beta-Amyloid-Konzen-

tration haben.

Rohrchen mit Zwischenboden sind aufgrund ihres geringen Volumens
bei gleichzeitig groRem Durchmesser ideal fur die Probennahme (weni-
ger Kontaktflache).

) Einfluss des Réhrchens (S. 7)
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Medizinische

EUROIMMUN Labordiagnostika N N N N =

EUROIMMUN-Testsysteme fiir die Analyse von Demenzmar-
kern im Liquor

Beschreibung :3::;m Bestell-Nr.

Beta-Amyloid (1-40)

Beta-Amyloid (1-42)

Gesamt-Tau

pTau(181)

Marker fur die individuelle Amyloid-Expression. Beta-
Amyloid-(1-42)/(1-40)-Quotient als praziserer Marker

far diel Uniersiiitzung | der’ Diagnoss einer Amyloide] [Coo0
Pathologie (Alzheimer-Krankheit)
Marker zur Unterstiitzung der Diagnose einer ELISA
Amyloid-Pathologie (Alzheimer-Krankheit)
Marker zur Unterstiitzung der Diagnose von

; ELISA
Neurodegeneration
Marker zur Unterstiitzung der Diagnose einer ELISA

Tauopathie

Weitere Produkte (nur fiir Forschungszwecke’)

Beschreibung Bestell-Nr.

Alzheimer-Liquor-
Kontrollenset

* Nur fur Forschungszwecke, nicht zur In-vitro-Diagnostik im Sinne der EU-Richtlinie 98/79/EG

Liquorprobensatz mit Sollwerten fiir Beta-Amyloid (1-40) und
(1-42) sowie fur Gesamt-Tau und pTau(181). Hilfreich bei Schulun-
gen und der regelméaRigen internen Qualitatskontrolle von Amy-

loid- und Tau-Messungen

EQ 6511-9601-L

EQ 6521-9601-L

EQ 6531-9601-L

EQ 6591-9601-L

CK 6500-0502-L

EUROIMMUN tibernimmt keine Gewabhr fiir die Aktualitat, Richtigkeit und Vollstandigkeit der in dieser Broschiire
bereitgestellten Informationen.

EUROIMMUN Medizinische Labordiagnostika AG - Seekamp 31 - 23560 Liibeck - Telefon: 04512032-0 -

HQ_6500_I_DE_A04, 02/2024

www.euroimmun.de
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