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ABSTRACT

Introduction: Serum neurofilament light chain (NfL) levels are associated with disease severity in early Parkin-
son’s disease (PD). We assessed the association of serum NfL with motor and cognitive function and decline in
advanced PD patients.

Methods: NfL concentrations were analyzed with single molecule array (Simoa) assay in serum of 289 PD patients
with advanced disease from the single-center prospective observational biobank study Biomarkers in Parkinson’s
disease (MARK-PD). Motor and cognitive symptoms were assessed with MDS-UPDRS III, Hoehn&Yahr stages and
Montreal Cognitive Assessment (MoCA) at baseline and during 520 [364, 674] days of follow-up.

Results: Serum NfL concentrations were associated with Hoehn&Yahr stages. During follow-up, baseline NfL
levels were associated with time to cognitive decline in adjusted Cox regression models (hazard ratio: 3.23; 95%
CI [1.16, 9.00], P < 0.025). Serum NfL was associated with NT-proBNP in adjusted models linking neuronal and
cardiac damage in advanced PD patients.

Conclusion: In advanced PD patients, serum NfL concentrations are associated with motor function, cognitive
decline and subclinical cardiac damage.

1. Introduction

Neurofilament light chain (NfL) is a structural protein highly

levels with motor function [2], whereas a Dutch study did not observe
any association with motor severity scores [3]. In contrast to motor
function, consistent inverse associations of blood NfL levels with
cognitive scores have been reported in PD [2,3]. A recent report sug-
gested that increased serum NfL levels predict motor and cognitive

expressed in large myelinated axons and released upon neuronal dam-
age. Recent advances have shown that neuronal injury is quantifiable
based on serum neurofilament light chain (NfL) levels. For Parkinson’s
disease (PD), some studies have reported increased NfL levels compared
with healthy controls, whereas others did not observe a difference [1,2].
In addition to comparing healthy controls and PD patients, associations
of NfL with clinical parameters have been a focus of recent studies. A
Taiwanese cross-sectional study showed an association of serum NfL

decline [2]. Most PD studies have evaluated patients with prodromal
and earlier disease to shed more light on disease onset and enable dif-
ferentiation of PD and atypical PD patients, but associations of NfL with
clinical parameters and prognosis in advanced PD are missing.

In addition to NfL, cardiac microdamage and vascular risk factors
have shown associations with motor symptoms and progression [4,5].
Furthermore, genetic PD mouse models revealed signs of
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Abbreviations

H&Y Hoehn and Yahr

LED 1-DOPA equivalent daily dose
PD Parkinson’s disease

MOCA  Montreal cognitive assessment

UPDRS III Movement Disorders Society Unified Parkinson’s
disease rating scale part III

cardiomyopathy suggesting a common pathophysiological mechanism
of neuronal and cardiac damage by PD risk genes [6-8]. However, the
association of markers of neuronal and cardiac damage in patients with
PD is unknown.

Therefore, we analyzed serum NfL levels in 289 PD patients with
advanced disease from the Biomarkers in Parkinson’s disease (MARK-PD)
study and evaluated the association of serum NfL with disease severity
and worsening. Furthermore, we investigated potential links between
neuronal and cardiac damage using established neuronal and cardiac
biomarkers.

2. Methods
2.1. Study design, ethical approval and patient consent

The Biomarkers in Parkinson’s disease (MARK-PD) study is a pro-
spective observational single-center biobank at the University Medical
Center Hamburg-Eppendorf, which details have been described previ-
ously [4]. For the current study, we included 292 patients with Par-
kinson’s disease. The inclusion criteria were as follows: age >18 years
and clinical diagnosis of Parkinson’s disease fulfilling Queen Square
Brain Bank criteria. The study protocol was approved by the Ethics
Committee of the Hamburg Board of Physicians (PV5298). The inves-
tigation was conducted in accordance with the Declaration of Helsinki.
Written informed consent was obtained from all participants.

2.2. Clinical assessment

Clinical assessment was performed as previously described [4].
Motor examination (MDS-UPDRS III, Hoehn&Yahr stage) and cognitive
assessment (MoCA) were performed in the ON state with medication and
in case of deep brain stimulation ON stimulation state. Past medical
history, including comorbidities (arterial hypertension, hypercholes-
terolemia, diabetes mellitus, prior stroke, prior myocardial infarction,
heart failure, atrial fibrillation) and laboratory parameters (CRP, GFR)
were documented from medical records. Motor and cognitive decline
were defined as an increase of more than 4 points in the MDS-UPDRS III
and more than 2 points in the MoCA score during the follow-up period
[2,9,10].

2.3. Laboratory analysis

The laboratory measurements were obtained from blood samples
collected at baseline and processed as previously described [4]. After
centrifugation, serum samples were frozen at —80 °C until biomarker
analyses. The cardiac structure protein high sensitivity troponin I
(hs-Tnl) was measured using a high sensitive Tnl immunoassay (STAT
high sensitive troponin-I, Abbott Diagnostics, USA, ARCHITECT
i2000SR). The limit of detection for the assay was 1.9 ng/L (range
1.9-50,000 ng/L). The inter-assay (inter) coefficient of variation (CV)
was 4.5% and the intra-assay (intra) CV was 5.4%. NT-proBNP levels
were measured on the Cobas e411 using an electrochemiluminescence
immuno-assay (proBNPII, ECLIA, Roche Diagnostics). The analytical
range is 5-35,000 ng/L. The inter CV was 5.4% and the intra CV was
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1.1%. ApoAl, ApoB, HDL-Cholesterol (HDL-C) and LDL-Cholesterol
(LDL-C) were measured using clinical chemistry assays on the Abbott
¢8000 system (Apolipoprotein A1, Apolipoprotein B, ULTRA HDL And
Direct LDL; Abbott Diagnostics, USA). The CVs were as follows: ApoAl:
inter CV 0.5%, intra CV 0.7-3.4%. ApoB: 0.4%; intra CV 1.0-2.3%.,
HDL-C: inter CV 1.0, intra CV 1,2-4,1%; LDL-C: inter CV 0.4%, intra CV
1.4-4.1%. Serum NfL levels were determined by single molecule array
(Simoa) NF-Light assay (Quanterix) on the HDX platform. Intra- and
interassay variability of the measurements were evaluated with three
native serum samples in three consecutive runs on independent days.
The mean CVs of duplicate determinations for concentration were 8.5%
(9.5 pg/mL, sample 1), 5.4% (23.2 pg/mL, sample 2) and 7.8% (98.5
pg/mL, sample 3). Inter CVs for serum were 7.8% (sample 1), 8.3%
(sample 2) and 4.9% (sample 3).

2.4. Statistical analysis

Continuous variables are given as mean + standard deviation (SD) if
normally distributed, otherwise as median [25th-75th percentile], and
categorical variables are given as numbers (percentage) of participants.
Given that NfL values were not normally distributed, relationships be-
tween NfL and continuous variables were assessed by Spearman corre-
lation with FDR-correction for multiple comparison analyses. For linear
regression analyses, log values of NfL concentrations were used as pre-
dictors (beta coefficient and 95% confidence interval, CI). For linear
regression analysis, we calculated mean differences and mean factors for
different models: unadjusted (model 1), adjusted for age, sex, disease
duration, LEDD and BMI (model 2), and additionally adjusted for dys-
autonomia, hypertension, diabetes, hypercholesterolemia, prior
myocardial infarction, prior stroke, atrial fibrillation, congestive heart
failure and eGFR<60% (model 3). Statistical comparisons of two inde-
pendent groups were made by t-test, Mann-Whitney test or Chi? test, as
appropriate. Log rank tests were used to compare NfL level groups
regarding time to event data and Kaplan-Meier curves were used for
illustration. The independent association between NfL and events was
determined by multivariable Cox regression analyses with results pre-
sented as hazard ratio (HR) with corresponding 95% CI. For Cox
regression analysis, we calculated different models: unadjusted (model
1) and adjusted for age, sex, disease duration and the respective baseline
score, i.e. UPRDS part III or MoCA (model 2). Unadjusted P values from
single analyses are shown. Significance is judged using FDR correction
accounting for multiplicity in the respective analyses. Statistical analysis
was performed with IBM SPSS Statistics (version 27, IBM Corp.,
Armonk, NY) and GraphPad Prism (version 9 for Windows, La Jolla,
USA).

2.5. Data availability

The data that support the findings of this study are available on
reasonable request from the corresponding author.

3. Results
3.1. NfL, motor and cognitive function

For this study, 292 PD patients from the MARK-PD study were
evaluated. Three patients were omitted from further analysis, because
blood was drawn one day after deep brain stimulation (DBS) surgery and
NfL levels were significantly higher compared with PD patients without
surgery (Supplementary Fig. 1). The other 289 patients were 63.9%
male, on average 66.7 + 9.4 years old and had a disease duration of 11.0
[7.0, 16.0] years (Supplementary Table 1). Within our PD cohort, we
observed a significant correlation between serum NfL concentrations
with age, body mass index (BMI), UPDRS III, Hoehn&Yahr stages and
MoCA scores (Supplementary Table 2 and Supplementary Fig. 2). In
univariable linear regression a significant association of NfL with
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Hoehn&Yahr stages was shown and remained significant after adjust-
ment (Table 1). In line with this finding, serum NfL was associated with
UPDRS III in Spearman correlation analysis as well as in unadjusted and
adjusted linear regression models (Supplementary Table 2 and Table 1).
However, the adjusted regression model between serum NfL with
UPDRS III was not significant after FDR-adjustment for multiple com-
parisons anymore (Table 1). Although serum NfL was significantly
associated with cognitive function (MoCA score) in Spearman correla-
tion analysis and the unadjusted linear regression models (Supplemen-
tary Table 2 and Table 1), this association did not remain significant in
the adjusted linear regression model (model 2, Table 1).

3.2. NfL, motor and cognitive decline

During a follow-up of 520 [364, 674] days, 54 of 114 patients
(39.5%) experienced a motor decline. In time to event analysis, no as-
sociation of NfL levels above or below the median was observed with
motor decline (Fig. 1A and B). During the follow-up period, 21 of 106
patients displayed a cognitive decline. PD patients with serum NfL levels
above and below the median were significantly different concerning
their time to cognitive decline (Fig. 1C). In Cox regression analysis, NfL
concentrations above the median remained as independent predictor of
cognitive worsening after adjusting for age, sex, disease duration and
baseline MoCA (Fig. 1D).

3.3. NfL and cardiac micro-damage

Finally, we evaluated potential links between serum NfL concentra-
tions and blood-based biomarkers of cardiac micro-damage to further
explore the heart-brain axis in PD. Serum NfL was strongly and signifi-
cantly correlated and associated with cardiac biomarkers, i.e. high
sensitivity troponin I (hsTnI) and N terminal pro brain-natriuretic pep-
tide (NT-proBNP) in models adjusted for age, sex, disease duration and
BMI (Table 1 and Supplementary Table 2). After additional adjustment
for vascular risk factors, only NT-proBNP remained significantly asso-
ciated with serum NfL in fully adjusted model 3 (Table 1). Among
vascular risk factors, serum NfL levels were different between PD pa-
tients with or without arterial hypertension, prior myocardial infarction
or prevalent heart failure (Supplementary Table 3).

3.4. Age-adjusted serum NfL cut-off values

Finally, we converted serum NfL values of each PD patient into age-
adjusted percentiles according to published values of healthy controls
[11]. The median percentile of PD patients in the MARK-PD study was
95.0 [83.0, 99.2] and 42.5% (137/289) of PD patients had serum NfL
concentrations exceeding the 95th percentile of healthy controls [11].
Similar results were obtained after dividing the PD cohort into patients
with serum NfL concentrations according to the 95th percentile of
healthy controls compared with median split analysis. Age, BMI,
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vascular risk factors (i.e. dysautonomia, hypertension, prior myocardial
infarction), UPDRS III scores, Hoehn&Yahr stages, MoCA scores, pro-
portion of patients with eGFR<60 mL/min, hsTnl and NT-proBNP
concentrations were significantly different between both groups (Sup-
plementary Table 4). In linear regression analysis, stratification by
age-adjusted percentiles rendered significant unadjusted associations
with UPDRS III, Hoehn&Yahr stages, MoCA scores, hsTnl and
NT-proBNP. However, only the association of serum NfL with
Hoehn&Yahr stage and NT-proBNP remained significant in fully
adjusted models (Supplementary Table 5). Therefore, the main findings
remained robust and unaltered using age-adjusted percentiles.

4. Discussion

In our study of advanced PD patients, we show that serum NfL
concentrations are associated with (1) motor function, (2) cognitive
decline and (3) subclinical cardiac micro-damage. Our study extends the
diagnostic potential of serum NfL from PD patients with earlier to more
advanced stages. Most published studies evaluating serum NfL have
analyzed PD patients with early disease, whereas our hospital-based PD
study included patients with long disease duration (11 years), motor
fluctuations (63%) and DBS (33%). Here, we observed a significant as-
sociation of serum NfL with motor impairment underlining the robust
relationship. Although increased baseline serum NfL levels were asso-
ciated with motor decline in PD patients in a Taiwanese study, we did
not observe this association in our study [2]. This discrepancy could
possibly be attributed to the assessment of motor decline (i.e. >4 points
UPDRS III ON in our study, >2 points UPDRS III OFF in Lin et al.). But
our findings may also suggest that NfL as marker of neuro-axonal
damage might be less predictive in PD patients at advanced stages and
long disease durations compared with early disease. Limitations in
performance of the clinical scales to quantify motor disability may also
apply.

Although we did not observe an association of serum NfL with
cognitive function in cross-sectional analysis, baseline serum NfL levels
predicted cognitive decline in our study. In contrast to motor decline,
NfL levels have been consistently associated with cognitive worsening
[2,3]. Similarly, higher baseline plasma NfL levels were associated with
cognitive impairment and worsening of global cognition in studies
evaluating individuals with and without dementia [12]. Therefore, NfL
represents a biomarker with high sensitivity, but low specificity for
cognitive impairment also in manifest and advanced PD patients. But
our data imply that in the course of disease progression serum NfL levels
indicate cognitive worsening.

Discrepancies between cross-sectional and longitudinal findings are
due to different parameters measured. In cross-sectional analysis, we
evaluated motor and cognitive function itself, whereas for longitudinal
assessments we analyzed the further motor or cognitive decline after
adjusting for baseline scores. Unfortunately, motor and cognitive scores
were not available at one fixed time point for all participants after study

Table 1
Linear regression analysis of NfL levels with clinical and laboratory parameters.
Model  UPDRS Hoehn&Yahr MOCA hsTnl NT-proBNP
mean difference P value mean difference P value mean difference P value mean factor P value mean factor P value
(95% CI) (95% CI) (95% CI) (95% CI) (95% CI)
NfL (per 2-fold 1 2.89 <0.001* 0.26 <0.001* -1.25 <0.001* 1.46 <0.001* 1.93 <0.001*
increase) (1.43, 4.36) (0.18, 0.34) (-1.76, —0.74) (1.30, 1.63) (1.70, 2.20)
2 1.84 0.042 0.17 0.001* —0.45 0.125 1.20 0.002* 1.49 <0.001*
(0.06, 3.61) (0.08, 0.27) (-1.03, 0.13) (1.07, 1.36) (1.30, 1.71)
3 1.18 0.012 1.43 <0.001*
(1.04, 1.34) (1.24, 1.66)

Linear regression analysis of serum NfL levels with clinical and laboratory parameters

Linear regression analysis with estimated mean differences (beta coefficients), 95% confidence intervals (95% CI) and P values; model 1: unadjusted; model 2: adjusted
for age, sex, disease duration, LEDD and BMI; 3: additionally adjusted for dysautonomia, hypertension, hypercholesterolemia, diabetes, prior MI, prior stroke, atrial
fibrillation, heart failure, eGFR<60 mL/min * indicates statistical significance after FDR-adjustment for 14 tests. (*P < 0.05).
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HR
Model (95% Cl) P value
0.94
L (0.53, 1.65) 0.821
Motor
progression
0.88
2 (0.48,1.60) 0.671
HR
Model (95% Cl) P value
3.19 .
1 (1.17, 8.74) 0.024
Cognitive
decline 3.93
2 (1.16, 9.00) 0.025

Fig. 1. Serum NfL levels, motor and cognitive decline. (A) Kaplan-Meier plot of motor decline free survival stratified by NfL levels (Log Rank test, n = 114). (B) Cox-
regression analysis of NfL levels and motor decline free survival with hazard ratios and 95% confidence interval (95% CI); model 1: unadjusted; model 2: adjusted for
age, sex, disease duration and baseline UPDRS III). (C) Kaplan-Meier plot of cognitive decline free survival stratified by NfL levels (Log Rank test, n = 106). (D) Cox-
regression analysis of NfL levels and cognitive decline free survival with hazard ratios and 95% CI; model 1: unadjusted; model 2: adjusted for age, sex, disease

duration and baseline MoCA.

inclusion.

Recent biomarker studies have emphasized a link between PD and
cardiovascular disease [4,5]. Cardiovascular risk factors predicted
worse motor progression in PD patients [5]. Furthermore, subclinical
cardiac micro-damage (NT-proBNP, hsTnI) was associated with motor
severity in PD patients [4]. Orthostatic hypotension and autonomic
dysfunction are potential mechanistic links to explain the association of
motor severity with cardiac micro-damage. Although increased
NT-proBNP levels were reported in PD patients with compared without
orthostatic hypotension [13], we did not observe this link in our study
(Supplementary Fig. 3) [4]. Given that PARK2, PARK7 and
PARKS-deficient mice develop cardiac hypertrophy accompanied by
increased oxidative stress and mitochondrial dysfunction [6-8],
intrinsic mechanisms of cardiac damage are also possible [14]. In line
with these findings, increased NfL levels, disease severity and subclinical
cardiac damage revealed a strong and significant association in our
study emphasizing the brain-heart-axis in PD pathology. Blood-based
biomarkers of neuronal and cardiac micro-damage were closely associ-
ated with each other independent of autonomic dysfunction and car-
diovascular risk factors. Genetic PD mouse models revealed an impaired
mitochondrial function and increased reactive oxygen species in car-
diomyocytes leading to heart failure [7,8]. Therefore, mitochondrial
dysfunction and accumulation of reactive oxygen species represent po-
tential common mechanisms for neuronal and cardiac damage in PD.

Limitations of our study are the single center design of our cross-
sectional study. Furthermore, a healthy control group was not avail-
able, therefore direct case-control comparisons were not possible. Given
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that NfL is unspecific and linked with a number of neurological diseases,
we cannot rule out that we considered all possible processes of neuronal
injury in our PD patients. Furthermore, the follow-up period is quite
short for a chronic slowly progressing neurodegenerative disease.

In summary, our study is the first to evaluate the role of NfL in pa-
tients with advanced PD. Our findings emphasize the potential of serum
NfL to support diagnosis, clinical evaluation and prognosis of PD
patients.

Author contributions

C-U.C. and J.K. conceived and designed the study. L.N., A.M., D.L., C.
E., JK. and C-U.C. acquired and analyzed the data. All authors inter-
preted the data. C.U.C. drafted the manuscript. All other authors revised
the manuscript for intellectual content. C.U.C supervised the clinical
part of the study. J.K. supervised the laboratory part of the study. All
authors approved the final version of the article to be submitted.

5. Funding agencies

Dr. Choe was supported by an Else Kroner Exzellenzstipendium from
the Else Kroner-Fresenius Stiftung (grant number: 2018_EKES.04).

6. Financial disclosures

L.N.,, S.L., A.M,, D.L., C.E. and T.Z. report no disclosures relevant to
this manuscript. E.S. reports grants from German Center for



L. Niemann et al.

Cardiovascular Research outside the submitted work. C.G. reports per-
sonal fees from AMGEN, personal fees from Boehringer Ingelheim,
personal fees from Daiichi Sankyo, personal fees from Abbott, personal
fees from Prediction Biosciences, personal fees from Novartis, and per-
sonal fees from Bayer outside the submitted work. Dr Choe reports
personal fees from Pfizer outside the submitted work. J.K.‘s institution
(University Hospital Basel) received and used exclusively for research
support: consulting fees from Novartis and Protagen AG; speaker fees
from the Swiss MS Society, Biogen, Novartis, Roche, and Genzyme;
travel expenses from Merck Serono and Novartis; and grants from
ECTRIMS Research Fellowship Programme, University of Basel, Swiss
MS Society, Swiss National Research Foundation, Bayer (Schweiz) AG,
Genzyme, Novartis, and Roche.

Appendix A. Supplementary data

Supplementary data to this article can be found online at https://doi.
org/10.1016/j.parkreldis.2021.07.028.

References

[1] O. Hansson, S. Janelidze, S. Hall, N. Magdalinou, A.J. Lees, U. Andreasson,

N. Norgren, J. Linder, L. Forsgren, R. Constantinescu, H. Zetterberg, K. Blennow, F.
s. Swedish Bio, Blood-based NfL: a biomarker for differential diagnosis of
parkinsonian disorder, Neurology 88(10) (2017) 930-937.

C.H. Lin, C.H. Li, K.C. Yang, F.J. Lin, C.C. Wu, J.J. Chieh, M.J. Chiu, Blood NfL: a
biomarker for disease severity and progression in Parkinson disease,, Neurology 93
(11) (2019) e1104-e1111.

L.P. Oosterveld, .M.W. Verberk, N.K. Majbour, O.M. El-Agnaf, H.C. Weinstein, H.
W. Berendse, C.E. Teunissen, W.D.J. van de Berg, CSF or serum neurofilament light
added to alpha-Synuclein panel discriminates Parkinson’s from controls, Mov
Disord 35(2) (2020) 288-295.

C.U. Choe, L. Niemann, C. Englisch, E. Petersen, C. Buhmann, M. Potter-Nerger,
S. Blankenberg, C. Gerloff, E. Schwedhelm, T. Zeller, Subclinical cardiac
microdamage, motor severity, and cognition in Parkinson’s disease, Mov Disord 35
(10) (2020) 1863-1868.

[2]

[3]

[4]

48

[5]

[6]

71

[81

[91

[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

Parkinsonism and Related Disorders 90 (2021) 44-48

B. Mollenhauer, J. Zimmermann, F. Sixel-Doring, N.K. Focke, T. Wicke,

J. Ebentheuer, M. Schaumburg, E. Lang, T. Friede, C. Trenkwalder, G. DeNoPa
Study, Baseline predictors for progression 4 years after Parkinson’s disease
diagnosis in the De Novo Parkinson cohort (DeNoPa), Mov. Disord. 34 (1) (2019)
67-77.

P. Bhandari, M. Song, Y. Chen, Y. Burelle, G.W. Dorn 2nd, Mitochondrial contagion
induced by Parkin deficiency in Drosophila hearts and its containment by
suppressing mitofusin, Circ Res 114(2) (2014) 257-265.

F. Billia, L. Hauck, D. Grothe, F. Konecny, V. Rao, R.H. Kim, T.W. Mak, Parkinson-
susceptibility gene DJ-1/PARK?7 protects the murine heart from oxidative damage
in vivo, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 110 (15) (2013) 6085-6090.

F. Billia, L. Hauck, F. Konecny, V. Rao, J. Shen, T.W. Mak, PTEN-inducible kinase 1
(PINK1)/Parké is indispensable for normal heart function, Proc. Natl. Acad. Sci. U.
S. A. 108 (23) (2011) 9572-9577.

A. Faust-Socher, S. Duff-Canning, A. Grabovsky, M.J. Armstrong, B. Rothberg, P.
J. Eslinger, C.A. Meaney, R.B. Schneider, D.F. Tang-Wai, S.H. Fox, C. Zadikoff,
N. Kennedy, K.L. Chou, C. Persad, I. Litvan, B.T. Mast, A.T. Gerstenecker,

S. Weintraub, W. Reginold, C. Marras, Responsiveness to change of the montreal
cognitive assessment, mini-mental state examination, and SCOPA-cog in Non-
Demented patients with Parkinson’s disease, Dement. Geriatr. Cognit. Disord. 47
(4-6) (2019) 187-197.

K. Horvath, Z. Aschermann, P. Acs, G. Deli, J. Janszky, S. Komoly, E. Balazs,

K. Takacs, K. Karadi, N. Kovacs, Minimal clinically important difference on the
Motor Examination part of MDS-UPDRS, Park. Relat. Disord. 21 (12) (2015)
1421-1426.

R. Sutter, L. Hert, G.M. De Marchis, R. Twerenbold, L. Kappos, Y. Naegelin, G.
M. Kuster, P. Benkert, J. Jost, A.M. Maceski, S. Ruegg, M. Siegemund, D. Leppert,
S. Tschudin-Sutter, J. Kuhle, Serum neurofilament light chain levels in the
intensive care unit: comparison between severely ill patients with and without
coronavirus disease 2019, Ann Neurol 89(3) (2021) 610-616.

M.M. Mielke, J.A. Syrjanen, K. Blennow, H. Zetterberg, P. Vemuri, I. Skoog, M.
M. Machulda, W.K. Kremers, D.S. Knopman, C. Jack Jr., R.C. Petersen, S. Kern,
Plasma and CSF neurofilament light: relation to longitudinal neuroimaging and
cognitive measures, Neurology 93 (3) (2019) e252-e260.

M. Alves, D. Caldeira, S. Reimao, J.M. Ferro, J.J. Ferreira, N-terminal pro-B-type
natriuretic peptide levels in Parkinson’s disease, Mov Disord 35(10) (2020)
1886-1887.

C.U. Choe, M. Potter-Nerger, C. Buhmann, S. Blankenberg, C. Gerloff,

E. Schwedhelm, T. Zeller, Reply to: "Parkin deficiency appears not to Be associated
with cardiac damage in Parkinson’s disease, Mov Disord 36(1) (2021) 273-274.


https://doi.org/10.1016/j.parkreldis.2021.07.028
https://doi.org/10.1016/j.parkreldis.2021.07.028
http://refhub.elsevier.com/S1353-8020(21)00277-7/sref1
http://refhub.elsevier.com/S1353-8020(21)00277-7/sref1
http://refhub.elsevier.com/S1353-8020(21)00277-7/sref1
http://refhub.elsevier.com/S1353-8020(21)00277-7/sref1
http://refhub.elsevier.com/S1353-8020(21)00277-7/sref2
http://refhub.elsevier.com/S1353-8020(21)00277-7/sref2
http://refhub.elsevier.com/S1353-8020(21)00277-7/sref2
http://refhub.elsevier.com/S1353-8020(21)00277-7/sref3
http://refhub.elsevier.com/S1353-8020(21)00277-7/sref3
http://refhub.elsevier.com/S1353-8020(21)00277-7/sref3
http://refhub.elsevier.com/S1353-8020(21)00277-7/sref3
http://refhub.elsevier.com/S1353-8020(21)00277-7/sref4
http://refhub.elsevier.com/S1353-8020(21)00277-7/sref4
http://refhub.elsevier.com/S1353-8020(21)00277-7/sref4
http://refhub.elsevier.com/S1353-8020(21)00277-7/sref4
http://refhub.elsevier.com/S1353-8020(21)00277-7/sref5
http://refhub.elsevier.com/S1353-8020(21)00277-7/sref5
http://refhub.elsevier.com/S1353-8020(21)00277-7/sref5
http://refhub.elsevier.com/S1353-8020(21)00277-7/sref5
http://refhub.elsevier.com/S1353-8020(21)00277-7/sref5
http://refhub.elsevier.com/S1353-8020(21)00277-7/sref6
http://refhub.elsevier.com/S1353-8020(21)00277-7/sref6
http://refhub.elsevier.com/S1353-8020(21)00277-7/sref6
http://refhub.elsevier.com/S1353-8020(21)00277-7/sref7
http://refhub.elsevier.com/S1353-8020(21)00277-7/sref7
http://refhub.elsevier.com/S1353-8020(21)00277-7/sref7
http://refhub.elsevier.com/S1353-8020(21)00277-7/sref8
http://refhub.elsevier.com/S1353-8020(21)00277-7/sref8
http://refhub.elsevier.com/S1353-8020(21)00277-7/sref8
http://refhub.elsevier.com/S1353-8020(21)00277-7/sref9
http://refhub.elsevier.com/S1353-8020(21)00277-7/sref9
http://refhub.elsevier.com/S1353-8020(21)00277-7/sref9
http://refhub.elsevier.com/S1353-8020(21)00277-7/sref9
http://refhub.elsevier.com/S1353-8020(21)00277-7/sref9
http://refhub.elsevier.com/S1353-8020(21)00277-7/sref9
http://refhub.elsevier.com/S1353-8020(21)00277-7/sref9
http://refhub.elsevier.com/S1353-8020(21)00277-7/sref10
http://refhub.elsevier.com/S1353-8020(21)00277-7/sref10
http://refhub.elsevier.com/S1353-8020(21)00277-7/sref10
http://refhub.elsevier.com/S1353-8020(21)00277-7/sref10
http://refhub.elsevier.com/S1353-8020(21)00277-7/sref11
http://refhub.elsevier.com/S1353-8020(21)00277-7/sref11
http://refhub.elsevier.com/S1353-8020(21)00277-7/sref11
http://refhub.elsevier.com/S1353-8020(21)00277-7/sref11
http://refhub.elsevier.com/S1353-8020(21)00277-7/sref11
http://refhub.elsevier.com/S1353-8020(21)00277-7/sref12
http://refhub.elsevier.com/S1353-8020(21)00277-7/sref12
http://refhub.elsevier.com/S1353-8020(21)00277-7/sref12
http://refhub.elsevier.com/S1353-8020(21)00277-7/sref12
http://refhub.elsevier.com/S1353-8020(21)00277-7/sref13
http://refhub.elsevier.com/S1353-8020(21)00277-7/sref13
http://refhub.elsevier.com/S1353-8020(21)00277-7/sref13
http://refhub.elsevier.com/S1353-8020(21)00277-7/sref14
http://refhub.elsevier.com/S1353-8020(21)00277-7/sref14
http://refhub.elsevier.com/S1353-8020(21)00277-7/sref14

2. Darstellung der Publikation
2.1 Einleitung

Morbus Parkinson gehdrt zu den haufigsten neurologischen Erkrankungen in Mitteleuropa
und Nordamerika (Berg 2016) und ist nach der Alzheimer-Erkrankung die zweithaufigste
neurodegenerative Erkrankung der Welt (Tysnes und Storstein 2017). Abgesehen vom
obligaten Hauptsymptom der Hypo-/Bradykinese dufert sich der Morbus Parkinson neben
Rigor, Tremor und posturaler Instabilitdt auch durch nicht-motorische Symptome wie au-
tonome Stérungen, neuropsychiatrische Symptome und kognitive Stérungen (Berg 2016).
Zur Diagnostik und Einordnung der Schwere der Erkrankung werden unter anderem mo-
torische und kognitive Scores eingesetzt, wodurch die Diagnose insbesondere klinisch
gestellt wird (Berg 2016). Bezuglich Blut-basierter Biomarker in Hinblick auf Diagnosestel-
lung und Einschatzung der Schwere der Erkrankung gibt es viele verschiedene Ansatze,
die aktuell untersucht werden. Einer davon bezieht sich auf Neurofilament light chain
(NfL). Neurofilament light chain ist eine der verschiedenen Untereinheiten von Neurofila-
menten und damit ein spezifisches Protein des neuronalen Zytoskeletts (Gaetani et al.
2019, Lin et al. 2018). Bei axonalem Schaden, welcher gehauft z.B. bei neurodegenerati-
ven Erkrankungen wie Morbus Parkinson entsteht, wird NfL in den Liquor sowie auch in
das Blut freigesetzt (Gaetani et al. 2019, Lin et al. 2018). Verschiedene Studien haben
bereits die Serum-NfL-Konzentration bei Patienten mit Morbus Parkinson im Vergleich zu
gesunden Kontrollen untersucht, wobei sich unterschiedliche Ergebnisse zeigten. Schliel3-
lich wurden auch Assoziationen der Serum-NfL-Konzentration mit klinischen Parametern
untersucht. So konnte in einer Studie von Hansson et al. bei Patienten mit Morbus Parkin-
son im Gegensatz zu gesunden Kontrollen keine besondere Erhdhung der Serum-NfL-
Konzentration nachgewiesen werden, wahrend die Serum-NfL-Konzentration bei Patien-
ten mit atypischen Parkinson-Syndromen signifikant erhoht war. Auch bezuglich der moto-
rischen Funktion war nicht in allen Kohorten eine Korrelation mit den Serum-NfL-Werten
zu erkennen (Hansson et al. 2017, Parnetti et al. 2019). Dagegen konnte beispielsweise
in einer Studie von Lin et al. aus 2019 eine Korrelation der Plasma-NfL-Konzentrationen
mit Erkrankungsschwere und Progression in Bezug auf Motorik und Kognition nachgewie-
sen werden. Probanden mit héheren NfL-Ausgangswerten hatten dort ein hdheres Risiko
flr eine motorische und kognitive Verschlechterung im Verlauf (Lin et al. 2019). Eine nie-
derlandische Studie, in welcher in einer Kohorte von 139 Patienten mit Morbus Parkinson
sowie 52 gesunden Kontrollen die Liquor- sowie Serum-Konzentrationen von NfL unter-
sucht wurden, ergab eine inverse Assoziation der Serum-NfL-Werte mit der kognitiven
Funktion, wahrend dort keine Assoziation mit der motorischen Funktion ersichtlich war

(Oosterveld et al. 2019). Die meisten bisherigen Studien untersuchen Patienten in einem
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frihen Stadium des Morbus Parkinson und versuchen beispielsweise eine frihe Diagnose
von Parkinson-Syndromen zu ermdglichen beziehungsweise die Unterscheidung zwi-
schen Morbus Parkinson und atypischen Parkinson-Syndromen zu erleichtern, wahrend
es kaum Studien zu Assoziationen der Serum-NfL-Konzentration zu klinischen Parame-
tern und Prognose bei Patientenkollektiven mit fortgeschrittenem Morbus Parkinson gibt.
Des Weiteren konnten auch Assoziationen zwischen subklinischen kardialen Schaden
und vaskularen Risikofaktoren mit der motorischen Funktion und Progression des Morbus
Parkinson dargestellt werden. So konnten wir bereits 2020 in einem Patientenkollektiv von
285 Patienten der MARK-PD-Studie eine signifikante Erhdhung der Konzentration von N-
terminalem pro B-Typ natriuretischem Peptid (NT-proBNP) im Vergleich zu gesunden
Kontrollen nachweisen (Choe et al. 2020). Weiterhin waren erhdhte Konzentrationen von
hochsensitivem Troponin | (hs-Tnl) sowie erhdhte NT-proBNP-Konzentrationen mit einer
schlechteren motorischen Funktion zum Ausgangszeitpunkt sowie einer motorischen Ver-
schlechterung nach einem Jahr assoziiert, sodass gemeinsame pathophysiologische und
zelluldare Mechanismen fiir neuronale und kardiale Schaden vermutet werden (Choe et al.
2020). Passend dazu existieren genetische Morbus Parkinson-Mausmodelle, die Zeichen
von Kardiomyopathie zeigen (Billia et al. 2011). Insgesamt ist die Assoziation von Biomar-
kern neurologischer und kardialer Schaden bei Patienten mit Morbus Parkinson wenig
untersucht.

In dieser Studie soll die Assoziation von NfL im Serum zu Motorik, Kognition und subklini-
schen kardialen Schaden bei Patienten mit fortgeschrittenem Morbus Parkinson unter-
sucht werden. Hierflr analysierten wir die Serum-NfL-Konzentrationen von 289 Patienten
mit Morbus Parkinson aus der ,Biomarker in Parkinson’s disease“-Studie und verglichen

diese mit der motorischen und kognitiven Funktion sowie auch kardialen Biomarkern.

2.2 Methoden
2.2.1 Studiendesign und Probanden

Die ,Biomarker in Parkinson’s disease“-Studie (Mark-PD-Studie) ist eine prospektive uni-
zentrische Beobachtungsstudie mit Biobank, die am Universitatsklinikum Hamburg-
Eppendorf durchgeflihrt wird (Choe et al. 2020). In diese Studie wurden bisher 292 Pati-
enten mit Morbus Parkinson eingeschlossen. Die Einschlusskriterien waren ein Alter Uber
18 Jahre sowie die klinische Diagnose von Morbus Parkinson durch das Erfullen der
Queen Square Brain Bank-Kriterien. Alle Probanden unterzeichneten eine schriftliche Ein-
verstandniserklarung. Das Studienprotokoll wurde durch das Ethikkomitee der Hamburger
Arztekammer genehmigt (PV5298).
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2.2.2 Klinische Beurteilung

Die motorische und kognitive Funktion der Patienten wurden mithilfe des Movement Dis-
corders Society-Unified Parkinson’s Disease Rating Scale — Teil Il (MDS-UPDRS Ill), des
Hoehn & Yahr -Stadiums beziehungsweise des Montreal Cognitive Assessment-Tests
(MoCA) erhoben. Der MDS-UPDRS Il ist einer von vier Teilen eines klinischen Assess-
ments zur Beurteilung von Morbus Parkinson. In Teil Il wird die motorische Funktion des
Probanden evaluiert, wahrend in den anderen Abschnitten auch nicht-motorische und
motorische Erfahrungen des taglichen Lebens sowie motorische Komplikationen beurteilt
werden (Goetz et al. 2008). So wird im MDS-UPDRS Il unter anderem die Sprache, der
Gesichtsausdruck sowie mittels verschiedener kurzer motorischer Ubungen die Motorik in
Bezug auf die typischen Symptome des Morbus Parkinson wie Tremor, posturaler Instabi-
litdt, Bradykinese, Rigor und auch das Gangbild beurteilt (Goetz et al. 2008). Es kénnen
dort insgesamt bis zu 132 Punkte erreicht werden, wobei eine hohe Punktzahl fir eine
starkere motorische Beeintrachtigung spricht (Goetz et al. 2008). Der MoCA ist ein durch
Z.S. Nasreddine entwickelter einseitiger, in ca. zehn Minuten durchfihrbarer Test zur Be-
urteilung der kognitiven Funktion. In dem Test kdnnen bis zu 30 Punkte erreicht werden.
Dabei werden die Probanden mittels kurzer Aufgaben unter anderem in den Bereichen
Gedachtnis, Aufmerksamkeit, Konzentration, visuospatialer Funktion, Sprache und exeku-
tiver Funktionen beurteilt (Nasreddine et al. 2005). So mussen hierbei beispielsweise Tie-
re benannt werden, Wérter erinnert werden und ein Waurfel sowie eine Uhr mit einer be-
stimmten Zeitangabe gezeichnet werden (Nasreddine et al. 2005). Die Tests wurden be-
zuglich Medikation und Tiefer Hirnstimulation im ON-Status durchgefuhrt. Als motorische
beziehungsweise kognitive Verschlechterung wurde ein Anstieg um mehr als 4 Punkte im
MDS-UPDRS Il und ein Abfall um mehr als 2 Punkte im MoCA-Test definiert. Die medizi-
nische Vorgeschichte bezlglich Vorerkrankungen wie arteriellem Hypertonus, Hypercho-
lesterinamie, Diabetes mellitus, stattgehabtem Myokardinfarkt oder Schlaganfall, Herzin-
suffizienz und Vorhofflimmern sowie die aktuelle Medikation, die Krankheitsdauer, das
Vorhandensein von Hirnschrittmachern und Laborparameter wie CRP und GFR wurden

aus Patientenakten sowie durch Befragung der Patienten erfasst.

2.2.3 Laboranalysen

Die laborchemischen Analysen erfolgten mithilfe bei Studieneinschluss beziehungsweise
bei Zeitpunkt des Follow-ups entnommenen Blutproben. Nach Zentrifugation der Blutpro-
ben wurden diese bis zu den Biomarker-Analysen bei — 80°C eingefroren. Das hochsensi-
tive Troponin | (hs-Tnl) wurde mittels hochsensitivem Tnl-Immunoassay (STAT high sen-
sitive troponin-I, Abbott Diagnostics, USA, ARCHITECT i2000SR) gemessen. Die Mes-
sung von NT-proBNP erfolgte mithilfe eines Elektrochemiluminescence-Immunoassays

des Cobas e411 (proBNBPII, ECLIA, Roche Diagnostics). Die Messwerte von ApoAT,
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ApoB, HDL-Cholesterin und LDL-Cholesterin (LDL-C) wurden mithilfe Clinical chemistry
Assays des Abott ¢c8000 Systems (Apolipoprotein A1, Apolipoprotein B, ULTRA HDL And
Direct LDL; Abbott Diagnostics, USA) bestimmt. Die Bestimmung der Serum-NfL-Werte
erfolgte mittels Single Molecule array (Simoa) NF-Light Assay (Quanterix) auf der HDX-

Platform.

2.2.4 Statistische Analysen

Kontinuierliche Variablen wurden, wenn normalverteilt, als Mittelwert + Standardabwei-
chung angegeben, ansonsten als Medianwert (25.-75. Perzentile). Kategoriale Variablen
wurden als Anzahl beziehungsweise prozentualer Anteil der Teilnehmer angegeben. Da
NfL nicht normalverteilt ist, wurden Zusammenhange zwischen NfL und kontinuierlichen
Variablen mittels Spearman-Korrelation mit FDR-Korrektur fir multiple Vergleichsanaly-
sen ermittelt. FUr lineare Regressionsanalysen wurden die logarithmierten Werte der NfL-
Konzentrationen genutzt (Beta-Koeffizient und 95%-Konfidenzintervall). Fur die linearen
Regressionsanalysen wurden je nach Variable die mittlere Differenz beziehungsweise die
mittleren Faktoren flur drei verschiedene Modelle berechnet (siehe Abbildung 1). Statisti-
sche Vergleiche von zwei unabhangigen Gruppen erfolgten durch den T-Test, den Mann-
Whitney-Test oder den Chi?-Test. Um NfL-Level-Gruppen in Bezug auf die Ereigniszeit-
analyse zu beschreiben wurden Log-rank-Tests benutzt und diese in Kaplan-Meier-
Kurven dargestellt. Die unabhangige Assoziation zwischen NfL und verschiedenen Ereig-
nissen wurde mittels multivariabler Cox-Regressionsanalyse bestimmt und als Hazard
Ratio mit korrespondierendem 95%-Konfidenzintervall angegeben. Fur die Cox-
Regressionsanalyse wurden ebenfalls verschiedene Modelle berechnet: Ein unangepass-
tes Modell (Modell 1) und ein fur Alter, Geschlecht, Krankheitsdauer und den jeweiligen
Ausgangsscore (z.B. UPDRS Teil Il oder MoCA) angepasstes Modell (Modell 2). Die Sig-
nifikanz der Ergebnisse wurde mithilfe der FDR-Korrektur beurteilt. Die statistischen Ana-
lysen erfolgten mithilfe IBM SPSS Statistics (Version 27, IBM Corep., Armonk, NY) und
Graph Pad Prism (Version 9 fur Windows, La Jolla, USA).

rn N

Modell 1 Modell 2 Modell 3
Unangepasst Angepasst fiir Zusatzlich angepasst fiir das Vorhandensein von
Alter, Dysautonomie,
Geschlecht, arteriellen Hypertonus,
Erkrankungsdauer, = Diabetes mellitus,
LEDD und Hypercholesterinamie,
BMI stattgehabten Myokardinfarkt,
stattgehabten Apoplex,

Vorhofflimmern,
kongestive Herzinsuffizienz und
eGFR < 60%

Abbildung 1: Modelle fiir die lineare Regressionsanalyse
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2.3 Ergebnisse

2.3.1 Merkmale der Probanden

In diese Studie wurden 292 Probanden der MARK-PD-Studie eingeschlossen. Hiervon
wurden drei Patienten, bei denen die Blutenthnahme einen Tag nach Operation mit Tiefer
Hirnstimulation (DBS) stattfand und deren NfL-Serum-Wert signifikant hoher war als bei
Patienten ohne kurz vorangegangene Operation, ausgeschlossen. Von den insgesamt
289 Patienten waren 63,7% mannlichen und 36,3% weiblichen Geschlechts. Das Durch-
schnittsalter betrug 66,7 + 9,4 Jahre, die durchschnittliche Krankheitsdauer lag bei 11
[7,0; 16,0] Jahren. Ein Follow-up mit motorischen Scores wurde bei 114 Probanden
durchgefihrt, wahrend ein Follow-up mit kognitiven Scores bei 106 Patienten durchge-
fuhrt wurde (siehe Abbildung 2).

292 Patienten

4 > 18 Jahre
v" Queen Square Brain Bank-Kriterien

289 Patienten

1

Motorische Scores: 114 Patienten

H

Kognitive Scores: 106 Patienten

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Probandenmerkmale

2.3.2 Zusammenhang zwischen Serum-NfL-Werten, motorischer und kogniti-
ver Funktion

Es war eine signifikante Korrelation der Serum-NfL-Konzentrationen mit Alter, Body-Mass-
Index, UPDRS Ill, Hoehn & Yahr -Stadium sowie MoCA-Score in unserer Morbus-
Parkinson-Kohorte erkennbar. Die univariable lineare Regressionsanalyse zeigte eine
signifikante Assoziation von NfL mit dem Hoehn & Yahr -Stadium, welche auch nach An-
passung fur Alter, Geschlecht, Erkrankungsdauer, LEDD und BMI signifikant blieb. Bei
einer Verdopplung der Serum-NfL-Konzentration zeigte sich eine Erhéhung des Hoehn &
Yahr -Stadiums um 0,17 (siehe Tabelle 1). In der Spearman-Korrelationsanalyse sowie
auch in unangepassten und fur Alter, Geschlecht, Erkrankungsdauer, LEDD und BMI an-
gepassten linearen Regressionsmodellen zeigte sich eine Assoziation zwischen den Se-
rum-NfL-Werten und den UPDRS llI-Werten. Nach FDR-Korrektur flr multiple Ver-
gleichsanalysen war dieser Zusammenhang jedoch nicht mehr signifikant. In der Spe-

arman-Korrelationsanalyse sowie in der unangepassten linearen Regression zeigte sich
13



eine signifikante inverse Assoziation der Serum-NfL-Werte mit der kognitiven Funktion in
Form des MoCA-Scores. Wie in Tabelle 1 ersichtlich, zeigte sich bei einer Verdopplung
der Serum-NfL-Konzentration eine Abnahme des MoCA-Scores. Diese war nach Anpas-
sung fur Alter, Geschlecht, Erkrankungsdauer, LEDD und BMI jedoch nicht mehr signifi-
kant.

UPDRS Hoehn&Yahr MOCA
mean mean mean
Model difference P value difference P value difference P value
(95% CI) (95% ClI) (95% CI)
2.89 N 0.26 . -1.25 .
1 (1.43,436) <0007 48°034) <0001 (476 074y <0001
NfL 1.84 0.17 . -0.45
(per2-fold 2 ©006,361) %042 (gogo2r) 000" (403013 0125
increase)
3

Tabelle 1: Lineare Regressionsanalyse der NfL-Serum-Werte mit klinischen Parametern
Lineare Regressionsanalyse mit den geschatzten mittleren Differenzen (Beta-
Koeffizienten), 95%-Konfidenzintervallen (95% CI) und P-Werten; fiir die unterschiedli-

chen Modelle siehe Abbildung 1; * gibt statistische Signifikanz nach FDR-Anpassung fiir
14 Tests an (* P <0.05)

2.3.3 Zusammenhang zwischen Serum-NfL-Werten, motorischer und kogniti-
ver Verschlechterung

Nach einem Follow-Up von 520 [364, 674] Tagen kam es bei 54 von 114 Patienten
(47,36%) zu einer motorischen Verschlechterung. Nach Einteilung der Probanden in
Gruppen mit Serum-NfL-Werten ober- und unterhalb des Medians ergab sich in der Er-
eigniszeitanalyse keine Assoziation zur motorischen Verschlechterung. Insgesamt kam es
bei 21 von 106 Patienten im Rahmen des Follow-ups zu einer kognitiven Verschlechte-
rung. Wie in Abbildung 3 erkennbar, zeigte sich hierbei ein signifikanter Unterschied zwi-
schen Morbus Parkinson-Patienten mit Serum-NfL-Werten ober- und unterhalb des Medi-
ans beziglich der Zeit bis zur kognitiven Verschlechterung. Nach Anpassung flr Alter,
Geschlecht, Erkrankungsdauer und Ausgangs-MoCA-Score blieben Serum-NfL-
Konzentrationen oberhalb des Medians ein unabhangiger Pradiktor fur eine kognitive Ver-

schlechterung in der Cox-Regressionsanalyse.
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100+
s HR
s P=0.74 Model (95% Cl) P value
£
° 0.94
S 50 T (053, 165) 0.821
5 Motor
° rogression
g P 2 0.88 0.671
° NfL <18pg/ml (0.48, 1.60)
< 0 —— NfL >18pg/ml
T T 1
0 500 1000 1500
time (days)
_ 1004
B> HR
o * Model (95% C1) P value
% P=0.02
@ 3.19 .
% ! (1.17,8.74) 0.024
g 7 Cognitive
= decline
& 2 3.23 0.025*
g NfL <18 pg/ml (1.16, 9.00)
e =~ NfL >18pg/ml
c T T 1
0 500 1000 1500
time (days)

Abbildung 3: Serum-NfL-Werte, motorische und kognitive Verschlechterung

A) Kaplan-Meier-Kurve flr motorische Verschlechterung eingeteilt nach NfL Serum-Werten unterhalb und
oberhalb des Medians von 18 pg/ml (Log Rank test, n = 114).

B) Cox-Regressionsanalyse von Serum-NfL-Leveln mit motorischer Verschlechterung mit Hazard Ratios und
95%-Konfidenzintervall (95% CI); Modell 1: unangepasst; Modell 2: angepasst fir Alter, Geschlecht, Erkran-
kungsdauer, und Ausgangs-UPDRS Il

C) Kaplan-Meier-Kurve fur kognitive Verschlechterung eingeteilt durch NfL-Serum-Werte unterhalb und ober-
halb des Medians von 18 pg/ml (Log Rank test, n = 106).

D) Cox-Regressionsanalyse von Serum-NfL-Leveln mit kognitiver Verschlechterung mit Hazard Ratios und
95%-Konfidenzintervall; Modell 1: unangepasst; Modell 2: angepasst fiir Alter, Geschlecht, Erkrankungsdauer,
und Ausgangs-MoCA

2.3.4 Zusammenhang zwischen Serum-NfL-Werten und subklinischen kar-
dialen Schaden

Zur weiteren Betrachtung der Herz-Gehirn-Achse bei Morbus Parkinson wurden zudem
potenzielle Verbindungen zwischen der Serum-NfL-Konzentration und Blut-basierten Bi-
omarkern subklinischen Schadens, wie hochsensitives Troponin | und NT-proBNP, unter-
sucht. Hierbei zeigte sich in flr Alter, Geschlecht, Krankheitsdauer und BMI-angepassten
Modellen eine starke und signifikante Korrelation zwischen der Serum-NfL-Konzentration
und hsTnl sowie NT-proBNP. Nach zusatzlicher Anpassung fir vaskulare Risikofaktoren
(siehe Modell 3 in Tabelle 2) blieb nur die Assoziation zwischen Serum-NfL und NT-
proBNP signifikant. So konnte bei einer Verdopplung der Serum-NfL-Konzentration ein
1,43-fach erhéhtes NT-proBNP nachgewiesen werden. Nach Unterteilung der Morbus

Parkinson-Patienten in Gruppen mit oder ohne den jeweiligen Risikofaktor arterieller Hy-
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pertonus, stattgehabter Myokardinfarkt und vorbestehender Herzinsuffizienz, zeigten sich
in den jeweiligen Gruppen signifikante Unterschiede in Bezug auf die HOhe der Serum-

NfL-Konzentrationen.

hsTnl NT-proBNP
mean factor mean factor

Model (95% Cl) P value (95% CI) P value

1.46 . 1.93 .

T (30,163 <001 (170220 <0001

NIL 1.20 . 1.49 \

(per 2-fold 2 (1.07. 1.36) 0.002 (130, 1.71) <0.001
increase)

1.18 1.43 .

3 | (1o4,134) %012 (124 165 <0001

Tabelle 2: Lineare Regressionsanalyse der NfL-Serum-Werte mit laborchemischen Parametern

Lineare Regressionsanalyse mit den geschatzten mittleren Differenzen (Beta-Koeffizienten),
95%-Konfidenzintervallen (95% CI) und P-Werten; fiir die unterschiedlichen Modelle siehe Ab-
bildung 1; * gibt statistische Signifikanz nach FDR-Anpassung flr 14 Tests an (* P <0.05)

2.3.5 Altersadaptierte Serum-NfL-Cut-Off-Werte
Da NfL eine starke Altersabhangigkeit zeigt, erfolgte noch die Umwandlung der Serum-
NfL-Werte der Probanden in altersangepasste Perzentilen und der Vergleich mit verdffent-
lichten Serum-NfL-Werten gesunder Kontrollen aus der Studie von Sutter (Sutter et al.
2021). Das mediane Perzentil von Morbus Parkinson-Patienten in der MARK-PD-Studie
lag bei 95,0 [83,0; 99,2]. 47,4% der Patienten mit Morbus Parkinson hatten adjustierte
NfL-Werte oberhalb der 95. Perzentile bezogen auf ein gesundes Normalkollektiv. Nach
Unterteilung der Probanden mit Morbus Parkinson in Probanden mit Serum-NfL-
Konzentrationen ober- und unterhalb der 95. Perzentile gesunder Kontrollen durch medi-
ane Split-Analyse zeigten sich ahnliche Ergebnisse. Alter, BMI, vaskulare Risikofaktoren
(z.B. Dysautonomie, arterieller Hypertonus, stattgehabter Myokardinfarkt), UPDRS-III-
Score, Hoehn & Yahr -Stadium, MoCA-Score, der Anteil an Probanden mit einer eGFR <
60 ml/min, hsTnl- und NT-proBNP-Konzentrationen zeigten sich signifikant unterschied-
lich zwischen beiden Gruppen. In der linearen Regressionsanalyse ohne Anpassung flr
weitere Merkmale zeigten sich nach Gliederung in altersadaptierte Perzentilen signifikante
Unterschiede bezlglich UPDRS-III, Hoehn & Yahr -Stadium, MoCA-Score, hsTnl und NT-
proBNP in den beiden Gruppen. Nur die Assoziation zwischen Serum-NfL-Werten mit
dem Hoehn & Yahr -Stadium und mit NT-proBNP blieb auch in fir Alter, Geschlecht, Er-
krankungsdauer, LEDD und BMI bzw. bei NT-proBNP zusatzlich fur vaskulare Risikofak-
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toren angepassten Modellen signifikant. Somit blieben die Hauptergebnisse beim Ge-

brauch von altersangepassten Perzentilen unverandert.

2.4 Diskussion

In dieser Studie werden Zusammenhange zwischen der Serum-NfL-Konzentration und
Motorik, Kognition sowie subklinischen kardialen Schaden bei Patienten mit fortgeschrit-
tenem Morbus Parkinson beleuchtet. Wahrend vorausgegangene Studien, wie zum Bei-
spiel die Studie von Mollenhauer et al. aus 2020, vor allem Patienten mit beginnendem
Morbus Parkinson untersuchen, zeigt diese Studie das diagnostische Potenzial der Se-
rum-NfL-Konzentration bei Patienten mit fortgeschrittenem Morbus Parkinson auf. Die
durchschnittliche Erkrankungsdauer in dieser Studie betrug elf Jahre. Bei 63% der Pro-
banden bestanden motorische Fluktuationen, bei 33% der Probanden erfolgte zudem eine

Therapie durch tiefe Hirnstimulation.

Nebenbefundlich zeigten sich bei drei Probanden, bei denen die Blutentnahme unmittel-
bar einen Tag nach der Implantation von Elektroden zur Tiefen Hirnstimulation stattfand,
im Vergleich zu Probanden ohne kirzlich stattgehabte Operation signifikant erhéhte Se-
rum-NfL-Werte, sodass diese von der Studie ausgeschlossen wurden. Unsere Messun-
gen decken sich hierbei mit den Ergebnissen von Frank et al., welche eine erhdhte Se-
rum-NfL-Konzentration bei Patienten nach kirzlich stattgefundener Implantation von
Elektroden fur Tiefe Hirnstimulation nachwiesen (Frank et al. 2022) und den Ausschluss
der drei Probanden unserer Studie damit rechtfertigen. Circa 8 Monate nach der Operati-
on waren die Serum-NfL-Werte der Probanden in der Studie von Frank et al. wieder auf
das Ausgangsniveau abgefallen und es zeigte sich nach Aktivieren der Elektroden zur
Tiefen Hirnstimulation kein Anstieg der Serum-NfL-Werte, sodass der temporare Serum-
NfL-Anstieg auf den operativen Eingriff und nicht auf die Stimulation an sich bezogen
wurde. (Frank et al. 2022)

Wir konnten eine signifikante Assoziation zwischen der Serum-NfL-Konzentration und der
motorischen Beeintrachtigung im Hinblick auf das Hoehn & Yahr -Stadium beobachten.
Eine aktuellere Studie von Huang et al. aus 2022, welche bei Patienten mit Morbus Par-
kinson signifikant erhéhte Serum-NfL-Konzentrationen im Vergleich zu Patienten mit es-
sentiellem Tremor sowie gesunden Kontrollen nachwies, zeigte ebenfalls eine positive
Korrelation der Serum-NfL-Werte mit dem Hoehn & Yahr -Stadium (Huang et al. 2022).
Die bei Huang et al. auch nachgewiesene positive Korrelation der Serum-NfL-Werte mit
dem UPDRS-III-Score (Huang et al. 2022) war in der MARK-PD-Kohorte nicht signifikant.
Eine in verschiedenen Studien, wie beispielsweise in der Studie von Lin et al. 2019 nach-
gewiesene Assoziation zwischen erhdhten Ausgangs-NfL-Serum-Konzentrationen und

motorischer Verschlechterung im Verlauf (Lin et al. 2019), konnten wir in unserer Studie
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nicht feststellen. Dieses kann moéglicherweise auch darin begrindet sein, dass das Krite-
rium einer motorischen Verschlechterung in den beiden Studien unterschiedlich definiert
wurde. Wahrend wir eine motorische Verschlechterung bei einer Erhdhung des UPDRS Il
um mehr als 4 Punkte im ON-Stadium definierten, wurde diese bei Lin et al. als Erhdhung
des UPDRS Ill um mehr als 2 Punkte im OFF-Stadium definiert (Lin et al. 2019). Eine
weitere mogliche Ursache der Diskrepanz kann sein, dass die Serum-NfL-Konzentration
bei fortgeschrittener Erkrankung weniger aussagekraftig ist als bei Patienten in einem

frihen Krankheitsstadium des Morbus Parkinson.

Wahrend in Querschnittsdaten dieser Studie keine Assoziation zwischen der Serum-NfL-
Konzentration und der kognitiven Funktion ersichtlich war, war anhand der Serum-NfL-
Konzentration jedoch die kognitive Verschlechterung prognostizierbar. Morbus Parkinson-
Patienten mit Serum-NfL-Leveln ober- beziehungsweise unterhalb des Medians unter-
schieden sich signifikant in Bezug auf die Zeit bis zur kognitiven Verschlechterung. Diese
Ergebnisse korrelieren mit den Ergebnissen weiterer Studien. So war ebenso in der Stu-
die von Lin et al. aus 2019 ein hoherer Serum-NfL-Wert bei Patienten mit Morbus Parkin-
son mit einem hoheren Risiko einer kognitiven Verschlechterung assoziiert (Lin et al.
2019). Auch in einer Studie von Sampedro et al. zeigten sich erhohte Serum-NfL-Werte
bei Patienten mit Morbus Parkinson, welche mit einer schlechteren kognitiven Funktion
vergesellschaftet waren (Sampedro et al. 2020). Genauso war in einer Studie von Ooster-
veld et al. aus 2019 eine hohere Serum-NfL-Konzentration mit einem niedrigeren MMSE-
Score assoziiert (Oosterveld et al. 2019). Es muss jedoch bedacht werden, dass Neuro-
filament light chain ein sehr unspezifischer Marker ist und mit vielen neurologischen Er-
krankungen assoziiert ist (Gaetani et al. 2019), sodass nicht ausgeschlossen werden
kann, dass andere Prozesse neurologischer Schadigung eine Rolle in der Héhe des Se-
rum-NfL-Wertes spielen. So war eine erhdhte Ausgangs-Serum-NfL-Konzentration auch
in einer Studie mit kognitiv unbeeintrachtigten Probanden bzw. Probanden mit leichter
kognitiver Storung (MCI) ein prognostischer Marker fur kognitive Verschlechterung (Mielke
et al. 2019). Eine Studie von Lin et al. aus 2018 untersuchte die Plasma-NfL-
Konzentrationen bei Patienten mit Alzheimer-Demenz, Patienten mit Morbus Parkinson
mit und ohne Demenz sowie kognitiv gesunden Kontrollen und Patienten mit leichter kog-
nitiver Storung (MCI). Hierbei zeigten sich signifikant hohere Plasma-NfL-Konzentrationen
bei Patienten mit Alzheimer-Demenz im Vergleich zu allen anderen genannten Gruppen.
Zudem waren die Plasma-NfL-Werte bei Patienten mit Morbus Parkinson mit Demenz
signifikant héher als bei Parkinson-Patienten ohne Demenz. Insgesamt zeigte sich in allen
Gruppen eine Erhdhung der Plasma-NfL-Werte mit dem Alter (Lin et al. 2018). In einer
Studie von Park et al. wurde neben einer unabhangigen positiven Korrelation mit dem
Alter zudem eine unabhangige positive Korrelation der Plasma-NfL-Konzentration mit Er-
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krankungsdauer und orthostatischer Hypotension nachgewiesen (Park et al. 2021). In
einer Gruppe von Parkinson-Patienten in einem friihen Erkrankungsstadium sowie Kon-
trollen, zeigten sich hier die hdchsten Plasma-NfL-Konzentrationen bei Patienten, die zu-
satzlich unter einer mit einem schlechteren klinischen Outcome verbundenen orthostati-
scher Hypotension litten sowie bei Patienten, bei denen im Verlauf letztendlich atypische
Parkinson-Syndrome diagnostiziert wurden (Park et al. 2021). So hat NfL eine hohe Sen-
sitivitdt, aber niedrige Spezifitdt. Trotzdem zeigen die Daten unserer Studie, dass hohe
Serum-NfL-Level im Krankheitsverlauf einen Indikator fur eine kognitive Verschlechterung
darstellen. In einer aktuelleren Studie der MARK-PD-Kohorte zeigten Patienten mit Se-
rum-NfL-Konzentrationen Gber der altersadaptierten 95. Perzentile eine signifikant schnel-
lere kognitive Verschlechterung als Patienten unterhalb der 95. Perzentile, sodass eine
unabhangige Assoziation von Serum-NfL-Konzentrationen Uber der altersadaptierten 95.
Perzentile mit kognitiver Verschlechterung angenommen wird (Buhmann et al. 2022). Eine
Studie von Aamodt et al., welche nach der Veroffentlichung unserer Studie erschien, zeig-
te ebenfalls, dass Patienten mit Morbus Parkinson mit einer hohen Plasma-NfL-
Konzentration haufiger zu einer kognitiven Verschlechterung im Verlauf tendierten
(Aamodt et al. 2021). Nach weiteren Analysen diente hier ein Plasma-NfL-Wert von 14,6
pg/ml als optimaler Cut-Off-Wert und damit Hinweis fur eine kognitive Verschlechterung
im Verlauf (Aamodt et al. 2021). Eine Anwendung dieses Cut-off-Werts in der MARK-PD-
Kohorte ergab hier keine Assoziation zu einer schnelleren kognitiven Verschlechterung,
sodass auch in dieser Hinsicht altersadaptierte Cut-off-Werte vielversprechender erschei-
nen (Buhmann et al. 2022).

Im Weiteren konnte in unserer Studie eine signifikante Assoziation zwischen erhdhten
Serum-NfL-Konzentrationen, Krankheitsschwere und subklinischen kardialen Schaden
dargestellt werden, welche die Theorie einer Herz-Gehirn-Achse bestarkt. So zeigte sich
in dieser Studie auch nach Anpassung von vaskularen Risikofaktoren eine signifikante
Assoziation zwischen der Serum-NfL-Konzentration und NT-proBNP. Bereits in einer vor-
herigen Studie mit der MARK-PD-Kohorte zeigten sich im Vergleich zu gesunden Kontrol-
len signifikant erhdhte hsTnl- sowie NT-proBNP-Werte bei Patienten mit Morbus Parkin-
son (Choe et al. 2020). Dort war ebenso eine Assoziation zwischen der Hohe der Blut-
konzentrationen von den mit subklinischen kardialen Schaden verbundenen Markern
hsTnl und NT-proBNP sowie der motorischen Funktion nachweisbar (Choe et al. 2020).
Eine Assoziation zwischen Morbus Parkinson und kardiovaskularen Erkrankungen war
auch in einer Studie von Mollenhauer et al. ersichtlich, welche neben dysregulierten Blut-
Glucose-Spiegeln sowie Harnsauremetabolismus und Entzindung kardiovaskulére Risi-
kofaktoren als Risikomarker fur eine schnellere Krankheitsprogression identifizierten (Mol-
lenhauer et al. 2019). Ein moglicher Erklarungsansatz fur die Assoziation von motorischer
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Funktion mit subklinischen kardialen Schaden sind die orthostatische Hypotonie und au-
tonome Dysfunktion. Es zeigten sich in einer Studie von Alves et al. erhéhte NT-proBNP-
Konzentrationen bei Morbus Parkinson-Patienten mit im Vergleich zu Morbus Parkinson-
Patienten ohne orthostatische Hypotonie (Alves et al. 2020). Solch eine Assoziation konn-
te in der MARK-PD-Kohorte nicht nachgewiesen werden. Auch intrinsische Mechanismen
sind mogliche Erklarungsansatze kardialer Schaden. So waren in verschiedenen mit Mor-
bus Parkinson-assoziierten Suszeptibilitatsgenen-defizienten Mausmodellen kardiale Hy-
pertrophie verbunden mit mitochondrialer Dysfunktion und oxidativem Stress nachweisbar
(Billia et al. 2011, Billia et al. 2013). Daher sind mitochondriale Dysfunktion und oxidativer
Stress ein moglicher pathophysiologischer Ansatz fiir neuronale und kardiale Schaden

beim Morbus Parkinson.

Limitationen der Studie sind unter anderem das Single-Center-Design. Zudem gibt es
keine gesunde Kontrollgruppe, sodass keine direkten Vergleiche mdglich sind. Weiterhin
ist aufzufuhren, dass vor allem in motorische Tests wie den UPDRS Il eine gewisse sub-
jektive Bewertung einfliet und diese bei Durchfiihrung durch verschiedene Beurteilende
als nicht komplett objektiv zu beurteilen sind. Schliel3lich muss auch noch bedacht wer-
den, dass ein Follow-up von durchschnittlich 520 Tagen ein kurzer Zeitraum fir eine lang-
sam progrediente chronische neurodegenerative Erkrankung ist. Ein langerer Zeitraum
eines Follow-ups beziehungsweise weitere Follow-ups im Verlauf kbnnten Assoziationen
zwischen NfL und kognitiven sowie motorischen Veranderungen mdglicherweise noch

besser darstellen.

Zusammenfassend kann also festgestellt werden, dass diese Studie als eine der ersten
Studien den Stellenwert von Serum-NfL bei Patienten mit fortgeschrittenem Morbus Par-
kinson untersucht und seine potenzielle Bedeutung im Hinblick auf die Diagnosestellung,
die klinische Beurteilung und Prognose aufzeigt, welche in weiteren Studien untersucht

werden sollte.
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2.5 Zusammenfassung

Neurofilament light chain ist ein spezifisches Protein des neuronalen Zytoskeletts, wel-
ches bei axonalem Schaden und damit unter anderem gehauft bei neurodegenerativen
Erkrankungen, wie zum Beispiel auch Morbus Parkinson, freigesetzt wird. Verschiedene
Studien haben bereits die NfL-Konzentration im Serum bei Patienten mit Morbus Parkin-
son im Hinblick auf unterschiedliche Aspekte wie Motorik und Kognition untersucht. Im
Gegensatz zu den meisten vorherigen Studien, die vor allem Patienten in einem friihen
Erkrankungsstadium untersuchen, betrachtet unsere Studie Patienten mit fortgeschritte-
nem Morbus Parkinson bei einer mittleren Erkrankungsdauer von elf Jahren und einem
durchschnittlichen Alter von 66,7 Jahren. Nach dem Ausschluss von drei Patienten, deren
Blutentnahme unmittelbar einen Tag nach Operation mit Tiefer Hirnstimulation stattfand,
wurden bei 289 Patienten aus der MARK-PD-Studie, einer prospektiven unizentrischen
Beobachtungsstudie, die Serum-NfL-Konzentration sowie die Serum-Konzentrationen von
NT-proBNP und hs-Tnl untersucht. Zusatzlich wurde die motorische und kognitive Funkti-
on mithilfe des MDS-UPDRS Ill und Hoehn & Yahr -Stadiums beziehungsweise des Mo-
CA-Tests erhoben. Bei 114 und 106 Personen wurde zudem ein Follow-up nach 520 [364,
674] Tagen mit motorischer beziehungsweise kognitiver Evaluation durchgefuhrt. Es zeig-
te sich eine signifikante Korrelation der Serum-NfL-Werte mit der motorischen Beeintrach-
tigung in Bezug auf das Hoehn & Yahr -Stadium. Weiterhin zeigte sich ein signifikanter
Unterschied zwischen Patienten mit Serum-NfL-Konzentrationen ober- und unterhalb des
Medians in Bezug auf die Zeit bis zu einer kognitiven Verschlechterung. So stellten hohe
Serum-NfL-Werte einen Indikator fur eine kognitive Verschlechterung dar. Dartber hinaus
konnten in dieser Studie auch signifikante Assoziationen zwischen der Serum-NfL-
Konzentration und subklinischen kardialen Schaden dargestellt werden. So zeigten sich
bei Patienten mit héheren Serum-NfL-Konzentrationen ebenfalls héhere NT-proBNP-
Konzentrationen, was die Vermutung gemeinsamer Ursachen von neurologischen und
kardialen Schaden anstellen lasst. Hierbei kommen, wie auch in verschiedenen Studien
unter anderem an Mausmodellen untersucht wird, beispielsweise mitochondriale Dysfunk-
tion und oxidativer Stress infrage. Insgesamt lasst sich sagen, dass die Serum-NfL-
Konzentration auch bei Patienten mit fortgeschrittenem Morbus Parkinson mit der motori-
schen und kognitiven Funktion sowie auch subklinischen kardialen Schaden assoziiert ist
und weitere Studien, moglicherweise auch mit einem langeren Follow-up, zur Bestatigung

und weiteren Analyse der Bedeutung von Serum-NfL winschenswert waren.
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2.5 Summary

Neurofilament light chain is a specific protein of the neuronal cytoskeleton that is released
upon axonal damage. In context of neurodegenerative diseases like Parkinson’s disease,
increased serum NfL concentrations are reported. Different studies already evaluated the
serum NfL concentration in view of different aspects like motor and cognitive function. In
contrast to previous studies which particularly assessed patients in early stages of Parkin-
son’s disease, our study examines patients with advanced stages of Parkinson’s disease.
The mean age of our patients was 66,7 years with a disease duration of 11 years. After
excluding 3 patients from further analysis because blood was drawn one day after deep
brain stimulation surgery, we assessed the NfL concentration as well as the concentration
of NT-proBNP and hs-Tnl in the serum of 289 patients with Parkinson’s disease of the
MARK-PD-study, a single-center prospective observational biobank study. In addition, the
motor and cognitive function was assessed with MDS-UPDRS I, Hoehn & Yahr stages
and the MoCA. During a follow-up of 520 [364, 74] days, the motor and cognitive function
was reassessed in 114 and 106 patients. We found a significant correlation between the
serum NfL concentration and the Hoehn & Yahr stages. On top of that, there was a signif-
icant difference between patients with serum NfL concentrations above and below the
median concerning their time to cognitive decline. High baseline levels of serum NfL acted
as an indicator for cognitive decline. Furthermore, our study showed significant associa-
tions between serum NfL concentration and subclinical cardiac damage. Thus, patients
with higher serum NfL concentrations had higher concentrations of NT-proBNP. Hence,
there might be a common source of neurological and cardiac damage. Different studies,
especially mouse models, reveal that mitochondrial dysfunction and oxidative stress are
potential common mechanisms for neurological and cardiac damage. In summary, our
study shows an association between serum NfL concentration and motor and cognitive
function as well as subclinical cardiac damage in patients with advanced stages of Parkin-
son’s disease. For validation and further analysis of serum NfL‘s meaning, extensive stud-

ies, especially with a longer follow-up period, appear essential.
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2.6 Abkurzungsverzeichnis

ApoA1

ApoB

BMI

CRP

DBS
FDR-Korrektur
GFR
H&Y-Stadium
HDL-Cholesterin
hsTnl
LDL-Cholesterin
LEDD

MCI
MDS-UPDRS llI

MMSE
MoCA

NfL
NT-proBNP
ON-Status

Apolipoprotein A1

Apolipoprotein B

Body-Mass-Index

C-reaktives Protein

Deep Brain Stimulation (Tiefe Hirnstimulation)
False Discovery Rate (Falscherkennungsrate)-Korrektur
Glomerulare Filtrationsrate

Hoehn & Yahr -Stadium
High-Density-Lipoprotein

hochsensitives Troponin |
Low-Density-Lipoprotein

L-Dopa equivalent daily dose

Mild Cognitive Impairment

Movement Discorders Society Unified Parkinson’s Disease Rating
Scale — Teil lll

Mini Mental Status Examination

Montreal Cognitive Assessment
Neurofilament light chain

N-terminales pro B-Typ natriuretisches Peptid

Status wahrend Einnahme der Medikation/bei angeschaltetem tiefen
Hirnstimulator
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