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Kurzfassung  

Der Begriff neurodegenerative Erkrankungen umfasst eine Vielzahl von Krankheiten 

wie die Alzheimer- (AD) oder die Parkinson-Krankheit (PD), die durch Proteinablagerungen 

und das fortschreitende Absterben von Nervenzellen charakterisiert sind. Weniger häufige, 

allerdings in ihrer Symptomatik ähnliche Erkrankungen sind z.B. die Lewy-Körperchen-

Demenz (DLB) und die progressive supranukleäre Blickparese (PSP). Da das Alter der 

wichtigste Risikofaktor für das Auftreten dieser Erkrankungen darstellt, nimmt die 

Prävalenz und dadurch sowohl die persönliche als auch die ökonomische Bedeutung der 

neurodegenerativen Erkrankungen durch den demographischen Wandel weiter zu. Zum 

jetzigen Zeitpunkt können die Erkrankungen allerdings weder geheilt noch das 

Fortschreiten gestoppt werden. Eine Ursache für die fehlenden Therapien sind u.a. 

ungenaue und zu späte Diagnosestellungen. 

Als direkte Zwischenstufen auf dem Weg zu den unlöslichen Proteinablagerungen 

bilden sich lösliche Oligomere, die bereits in Frühstadien auftreten können und als 

neurotoxisch gelten. Die Quantifizierung dieser Oligomere stellt daher einen direkten 

Biomarker dar, der sowohl eine frühzeitige Diagnose als auch die Entwicklung neuer 

Therapieansätze unterstützen kann. Während bei PSP Ablagerungen des Tau-Proteins 

vorherrschend sind, finden sich bei der Alzheimer-Erkrankung sowohl Amyloid Beta- (Aβ) 

als auch Tau-Ablagerungen. Im Gegensatz dazu sind PD und DLB durch die Anwesenheit 

von Lewy-Körperchen gekennzeichnet, die vor allem aus dem Protein alpha Synuclein 

(αSyn) bestehen.  

Die sFIDA-Technologie (surface-based fluorescence intensity distribution analysis) 

wurde entwickelt, um die löslichen Oligomere dieser Proteine quantitativ nachzuweisen. 

Diese Arbeit diente der Weiterentwicklung der Technologie in Hinblick auf die 

Quantifizierung in verschiedenen Körperflüssigkeiten wie der Cerebrospinalflüssigkeit 

(CSF), Blutplasma oder Stuhl. Ein weiteres Augenmerk lag auf dem zeitgleichen Nachweis 

zweier Proteine in CSF und der Weiterentwicklung von Kalibrationsstandards und 

Qualitätskontrollen wie rekombinanten Aggregaten.  

Die entwickelten Assays wurden zunächst hinsichtlich ihrer analytischen Sensitivität 

und Selektivität getestet. Hier zeigte sich je nach Analyten und Matrix eine geringe 

Nachweisgrenze (atto- bis femtomolar) und keine Beeinflussung durch Matrixbestandteile 

wie monomere Proteine oder heterophile Antikörper. Als Qualitätskontrolle wurden 

rekombinant hergestellte Proteinaggregate verwendet, wobei insbesondere der 

Charakterisierung der Aβ-Aggregate ein eigenes Kapitel gewidmet wurde. Im Anschluss an 
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die Entwicklung der Assays wurden die Oligomerkonzentrationen in Patientenproben u. a. 

der DELCODE-Kohorte bestimmt.  

CSF-Analysen ergaben erhöhte Aβ-Oligomerkonzentrationen bei Patienten mit 

neuropathologischer AD in Frühstadien der Erkrankung wie milder kognitiver 

Beeinträchtigung (MCI) und subjektiver kognitiver Einschränkung (SCD), während die Tau-

Oligomerkonzentrationen über den Erkrankungsverlauf hinweg unverändert waren. Im 

Gegensatz dazu waren die Aβ-Oligomerkonzentrationen im Plasma von AD-Patienten 

reduziert gegenüber den Kontrollen. Unter Berücksichtigung der Amyloid-Pathologie, 

genetischen Risikofaktoren und Korrelationsanalysen zwischen CSF und Plasma ist eine 

eingeschränkte Clearance der Oligomere als Erklärung für die geringeren Konzentrationen 

im Plasma naheliegend. Messbare Aβ-Oligomerkonzentrationen wurden außerdem im 

Stuhl von Patienten nachgewiesen, wobei AD-Patienten erhöhte Konzentrationen 

gegenüber den Kontrollen zeigten. Außerdem wurde ein Einfluss des anti-Oligomeren 

Medikaments RD2 auf die Tau-, allerdings nicht auf die Aβ-Oligomerkonzentrationen im CSF 

von behandelten Hunden gefunden.  

Für die Synucleinopathien PD und DLB wurden erhöhte αSyn-Oligomerkonzentrationen 

im CSF und für DLB außerdem erhöhte Tau-Oligomerkonzentrationen im CSF festgestellt. 

Im Gegensatz dazu waren die αSyn-Oligomerkonzentrationen im Stuhl bei Patienten mit 

idiopathischer Traum-Schlaf-Verhaltensstörung (REM sleep behaviour disorder, iRBD), 

einer Vorstufe von PD, allerdings nicht bei PD-Patienten selbst erhöht.  

Mit dieser Arbeit konnte die sFIDA-Technologie weiterentwickelt werden und gezeigt 

werden, dass die Technologie sensitiv und selektiv Oligomere verschiedener Proteine in 

unterschiedlichen Körperflüssigkeiten nachweisen kann. Außerdem wurde die Relevanz 

der Proteinoligomere sowohl für die Diagnose und die Entwicklung von Therapien als auch 

für die Erforschung der Pathologie neurodegenerativer Erkrankungen, insbesondere in CSF, 

gezeigt. Vertiefende Bildanalysen, der Austausch oder das Hinzufügen von Antikörpern und 

die Messung longitudinaler Proben und Proben derselben Patienten in unterschiedlichen 

Matrices stellen mögliche zukünftige Projekte dar. Diese können zum Verständnis der 

gemessenen Oligomerkonzentrationen in verschiedenen Körperflüssigkeiten und 

Erkrankungen beitragen und bei der gezielten Optimierung der Verfahren helfen.  
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Abstract 

Neurodegenerative diseases include a variety of diseases such as Alzheimer's disease 

(AD) or Parkinson's disease (PD), which are characterized by protein deposition and 

neuronal loss. Less common diseases but similar in symptomatology are dementia with 

Lewy bodies (DLB) and progressive supranuclear palsy (PSP). As age is the most important 

risk factor for these diseases, the prevalence and thus both the personal and economic 

burden of neurodegenerative diseases continues to increase due to demographic change. 

However, the diseases can still not be cured, or their progression stopped. One reason for 

missing therapies is an inaccurate and late diagnosis.  

On the way to insoluble protein deposits, soluble intermediates called oligomers form, 

which can already exist in early progression stages. Therefore, quantification of these 

oligomers presents a direct biomarker which can support both early diagnosis and the 

development of new therapies. While deposits of Tau protein are predominant in PSP, 

Amyloid beta (Aβ) as well as Tau deposits are markers of AD. In contrast, PD and DLB are 

characterized by the presence of Lewy bodies which are primarily composed of the protein 

alpha synuclein (αSyn).  

The sFIDA (surface-based fluorescence intensity distribution analysis) technology was 

developed for quantification of soluble oligomers of these proteins. This work aimed to 

further develop the technology with respect to detection in various body fluids including 

cerebrospinal fluid (CSF), blood plasma, or stool. Further attention was given to the 

simultaneous detection of two proteins in CSF and the optimization of calibration standards 

and quality controls such as recombinant aggregates.  

The developed assays were first tested regarding their analytical sensitivity and 

selectivity. Here, depending on the analytes and matrix, a low detection limit (atto- to 

femtomolar LOD) and no interference by matrix components like monomeric proteins or 

heterophilic antibodies was shown. Aggregates of recombinant protein were used as quality 

control, with a separate chapter focusing on the characterization of Aβ-aggregates. 

Following assay development, oligomer concentrations were determined in patient samples 

from the DELCODE cohort and others. 

CSF analyses revealed increased Aβ oligomer concentrations in CSF from patients with 

neuropathological AD in early stages of the disease, such as mild cognitive impairment 

(MCI) and subjective cognitive decline (SCD), whereas Tau oligomer concentrations were 

not altered dependent on progression stages. In contrast, plasma Aβ oligomer 

concentrations in AD patients were reduced compared to control samples. Considering 

amyloid pathology, genetic risk factors, and correlation analyses between CSF and plasma, 
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impaired clearance of oligomers may explain lower concentrations in plasma. Measurable 

oligomer concentrations were also found in the stool samples of patients, with AD patients 

showing increased concentrations compared to healthy controls. In addition, an effect of the 

anti-oligomeric compound RD2 was found on Tau, but not Aβ oligomer concentrations in 

CSF from treated dogs.  

αSyn oligomer concentrations in CSF were increased for the synucleinopathies PD and 

DLB with DLB showing increased Tau oligomer concentrations in CSF as well. In contrast, 

fecal αSyn oligomer concentrations were elevated in patients with idiopathic REM sleep 

behavior disorder (iRBD), a precursor of PD, but not in PD patients themselves.  

This work further developed the sFIDA technology and demonstrated that the 

technology can sensitively and selectively detect oligomers of various proteins in different 

body fluids. Furthermore, the relevance of protein oligomers for both diagnosis and 

development of therapies as well as for the study of the pathology of neurodegenerative 

diseases, especially in CSF, was demonstrated. More in-depth image analysis, replacement 

or addition of antibodies, and measurement of longitudinal samples and samples from the 

same patients in different matrices represent possible future projects. These projects may 

contribute to the understanding of the measured oligomer concentrations in different body 

fluids and diseases and help to specifically optimize the methods.  
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1 Einleitung 

Neurodegenerative Erkrankungen stellen aufgrund ihrer steigenden Prävalenz und des 

Fehlens kausativer Therapien eine große Herausforderung sowohl für Betroffene und 

Angehörige als auch für das Gesundheitssystem dar [1]. Unter neurodegenerativen 

Erkrankungen versteht man eine Gruppe von Krankheiten des zentralen Nervensystems, 

die durch Ablagerungen von intra- oder extrazellulären Proteinaggregaten und damit 

zusammenhängend dem Verlust von Neuronen charakterisiert sind [2]. Die Einteilung der 

neurodegenerativen Erkrankungen kann dabei entweder anhand ihrer klinischen 

Erscheinung, z.B. in Demenzen wie die Alzheimer-Demenz (AD), Parkinsonismus wie die 

Parkinson-Erkrankung (PD) und Motoneuronerkrankungen wie die Amyotrophe 

Lateralsklerose, oder anhand der maßgeblich beteiligten aggregierten Proteine erfolgen. 

Eine Auswahl über die aggregierten Proteine und den damit zusammenhängenden 

Erkrankungen ist in Tabelle 1 aufgeführt [3, 4]. Im Folgenden werden zunächst die 

Erkrankungen, die in der vorliegenden Arbeit thematisiert wurden, näher erläutert. Im 

Anschluss daran wird genauer auf die beteiligten aggregierten Proteine und die sFIDA-

Technologie eingegangen.  

Tabelle 1 Aggregierte Proteine und assoziierte neurodegenerative Erkrankungen  

Protein Erkrankung 

Amyloid-β (Aβ) Alzheimer-Demenz (AD) 

Tau Alzheimer-Demenz  

Progressive supranukleäre Blickparese (PSP) 

Frontotemporale Demenz (FTD) 

Corticobasale Degeneration (CBD) 

Chronisch-traumatische Enzephalopathie (CTE) 

α-Synuclein (αSyn) Parkinson Erkrankung (PD) 

Multiple Systematrophie (MSA) 

Demenz mit Lewy-Körperchen (DLB) 

Prion-Protein Creutzfeldt-Jakob-Erkrankung (CJD) 

Bovine spongiforme Enzephalopathie (BSE) 

Chronic Wasting Disease (CWD) 

Scrapie/Traberkrankheit 

Transactivation response DNA 

binding protein 43 (TDP-43) 

Frontotemporale Demenz  

Amyotrophe Lateralsklerose  
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1.1 Neurodegenerative Erkrankungen 

In dieser Arbeit wurde insbesondere mit Proben von Alzheimer- und Parkinson-

Patienten gearbeitet. Zusätzlich wurden Proben von DLB und PSP-Patienten gemessen, die 

eine ähnliche klinische Ausprägung wie PD-Patienten zeigen können und daher als 

atypische Parkinsonerkrankungen bezeichnet werden.  

1.1.1 Alzheimer-Demenz 

Überblick 

Die Alzheimer-Demenz (AD) ist mit ca. 60 % aller Demenzen die häufigste Form der 

Demenz und mit weltweit 44 Millionen Betroffenen die häufigste neurodegenerative 

Erkrankung [1, 2, 5]. In Deutschland lag die Prävalenz (die Häufigkeit von Alzheimer in einer 

bestimmten Bevölkerungsgruppe) im Jahr 2021 bei den über 65-jährigen bei 8,5 % [6] und 

wird durch die höhere Lebenserwartung – Kalkulationen zufolge – bis zum Jahr 2060 auf 

34 % steigen [7, 8]. Das erste Mal beschrieben wurde die Erkrankung im Jahr 1906 von Alois 

Alzheimer, der im Gehirn einer Patientin Ablagerungen der Proteine Aβ („Plaques“) und Tau 

(„Neurofibrillen“) gefunden hat [9]. 

Für die Alzheimer-Demenz gibt es verschiedene Definitionen: im klinischen Alltag wird 

AD als Erkrankung definiert, die sich primär durch kognitive Beeinträchtigungen des 

Patienten äußert, insbesondere in Bezug auf das Erinnerungsvermögen, die Orientierung, 

Sprachstörungen und Beeinträchtigungen des logischen Denkens [10, 11]. In den letzten 

Jahren hat sich die Definition von AD, besonders im Forschungsrahmen, von einer 

symptomatischen zu einer biologischen Betrachtung gewandelt, sodass für die Diagnose 

einer Alzheimer-Erkrankung Evidenz für Aβ (Kapitel 1.2.1) und Tau-assoziierte 

Ablagerungen (Kapitel 1.2.2) in Form von Biomarkern vorliegen müssen (s. Einteilung) 

[12]. 

Durch den progressiven Verlauf der Erkrankung und der daraus resultierenden 

Pflegebedürftigkeit in fortgeschrittenen Stadien hat die Erkrankung nicht nur eine hohe 

persönliche Beeinträchtigung zur Folge, sondern beeinflusst auch das Leben von 

Angehörigen und Pflegenden und hat einen großen ökonomischen Einfluss [13]. Einer 

Studie aus dem Jahr 2021 aus den USA zufolge liegen die jährlichen Kosten für das 

Gesundheitssystem bei Demenz-Patienten mehr als dreimal höher als bei Patienten ohne 

Demenz [8].  
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Pathophysiologie 

AD ist aus pathologischer Sicht durch die Ablagerung von extrazellulären Aβ-Plaques 

und intrazellulären neurofibrillären Bündeln des Tau-Proteins (NFTs) charakterisiert, die 

bereits 15 Jahre vor dem ersten Auftreten von Symptomen nachgewiesen werden können. 

Diese Ablagerungen zeigen je nach Stadium der Erkrankung eine unterschiedliche 

Ausbreitung im Gehirn. Aβ-Ablagerungen breiten sich von der Großhirnrinde über das 

limbische System in den Hirnstamm und ins Kleinhirn aus, zeigen aber keinen 

Zusammenhang mit der Kognition des Patienten. Tau-Ablagerungen treten im Vergleich zu 

Aβ-Ablagerungen verzögert zunächst im entorhinalen Cortex, im weiteren Verlauf im 

Hippocampus und in Bereichen des limbischen Systems und bei vollständig ausgeprägter 

AD in der Großhirnrinde auf und korrelieren stärker mit der Symptomatik [14-16]. 

Ablagerungen von Aβ und Tau sind zwar charakteristisch für AD, als toxische 

Komponenten werden allerdings die Vorstufen, lösliche Aβ- und Tau-Oligomere, 

verantwortlich gemacht. Für Aβ-Oligomere konnte gezeigt werden, dass sie die synaptische 

Weiterleitung zwischen Neuronen und damit das Erinnerungsvermögen und die 

Verarbeitung neuer Informationen beeinflussen. Außerdem können Aβ-Oligomere direkt, 

z.B. durch Permeabilisierung von Zellmembranen, oder indirekt durch die Aktivierung von 

Mikrogliazellen und Astrozyten die Zerstörung von Neuronen und Entzündungsreaktionen 

im Gehirn herbeiführen. Zusätzlich werden durch Aβ-Oligomere die 

Hyperphosphorylierung und die Aggregation von Tau ausgelöst [17]. 

Trotz der Einigkeit über die Rolle von Aβ und Tau bei der Entwicklung und dem 

Fortschreiten der Erkrankung, wird die Ursache für die Aggregation von Aβ und die 

Entstehung der Erkrankung kontrovers diskutiert. Im Allgemeinen werden zwei Formen 

von AD unterschieden: ca. 1 % der Patienten leiden unter einer genetisch bedingten, früh 

auftretenden Form von AD, wohingegen die sporadische Form am häufigsten ist und meist 

ab dem 65. Lebensjahr auftritt [13]. Bei der genetisch bedingten, früh auftretenden Form 

von AD kommt es aufgrund verschiedener Mutationen zu einer vermehrten Bildung von Aβ 

(s. Produktion). Im Gegensatz dazu ist die Produktion von Aβ bei sporadischer AD nicht 

beeinflusst, vielmehr wird eine reduzierte Reinigung des Gehirns (Clearance) als Ursache 

für erhöhte Konzentrationen und die Aggregation von Aβ diskutiert [18]. Der bekannteste 

genetische Risikofaktor für die Entstehung von sporadischer AD ist das Apolipoprotein E 

(ApoE), dass in drei verschiedenen Ausprägungen (ε2, ε3, ε4) vorkommen kann, wobei das 

ε4-Allel mit einem erhöhten und das ε2-Allel mit einem reduzierten Risiko für die 

Entwicklung von AD einhergeht. ApoE gehört zu den Aβ-bindenden Lipoproteinen und 

beeinflusst sowohl die Aggregation als auch die Reinigung von Aβ aus dem Gehirn [16, 19]. 



Einleitung 

4 

 

Diagnose 

Durch die beiden unterschiedlichen Definitionen von AD nach klinischem 

Erscheinungsbild und neurobiologischen Biomarkern ergeben sich auch Unterschiede in 

Bezug auf die Diagnose. Die routinemäßige Diagnostik beruht primär auf der klinischen 

Erscheinung und den Symptomen des Patienten, wohingegen im Rahmen von klinischen 

Forschungen Evidenz für pathologische Veränderungen im Gehirn in Form von Biomarkern 

im CSF oder bildgebenden Verfahren vorliegen müssen [12]. Aufgrund des aktuellen 

Wandels in der Eingruppierung von Patienten und dem Einfluss auf die gemessenen Proben 

in dieser Arbeit, sollen im Folgenden beide Herangehensweisen erläutert werden.  

In Deutschland werden Empfehlungen bezüglich Diagnose, aber auch 

Therapiemöglichkeiten in den Leitlinien der Fachgesellschaften auf Grundlage aktueller 

wissenschaftlicher Empfehlungen zusammengefasst und richten sich primär an Ärztinnen 

und Ärzte und weiteres Fachpersonal, welche mit der jeweiligen Erkrankung zu tun haben. 

Im Jahr 2016 wurde die aktuelle Fassung der S3-Leitlinie „Demenzen“ veröffentlicht, bei der 

die „deutsche Gesellschaft für Psychiatrie und Psychotherapie, Psychosomatik und 

Nervenheilkunde“ (DGPPN) und die „deutsche Gesellschaft für Neurologie“ (DGN) 

federführend waren. Diese Leitlinie beschreibt unter anderem aktuelle Empfehlungen zur 

Diagnose und Therapie von AD im klinischen Alltag [11].  

Zur allgemeinen klinischen Diagnose einer Demenz wird zunächst eine Anamnese 

durchgeführt, die eine Zusammenfassung aus dem bisherigen Verlauf, den Erstsymptomen, 

psychopathologischen Befunden und eine Medikamentenanamnese umfasst. Anschließend 

wird eine körperliche und psychopathologische Untersuchung durchgeführt, um z.B. 

kardiovaskuläre, metabolische oder endokrinologische Ursachen auszuschließen. 

Außerdem werden kognitive und im Fall einer unklaren Ausprägung auch 

neuropsychologische Tests angewandt. Eine Demenz wird dann diagnostiziert, wenn 

Veränderungen in mindestens zwei der folgenden Bereiche auftreten: 

Erinnerungsvermögen, Aufmerksamkeit und Urteilsvermögen, visuell-räumliche 

Wahrnehmung, Sprache und der Persönlichkeit bzw. des Verhaltens. In einem zweiten 

Schritt erfolgt die Abgrenzung von AD gegenüber anderen Demenzen wie DLB, vaskulärer 

Demenz (VD) oder FTD. Körperliche und anamnestische Untersuchungen fokussieren sich 

dabei auf kardiovaskuläre Risikofaktoren als mögliche Ursache einer vaskulären Demenz, 

Verhaltensänderungen bei FTD oder Schlaf- und Bewegungsstörungen bei DLB bzw. PD. Im 

Gegensatz hierzu äußert sich AD primär durch Einschränkungen des 

Erinnerungsvermögens. Erschwert wird die Diagnose durch das Vorliegen von Co-

Pathologien, z.B. VD und AD [10, 11, 20]. 
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Die Bestimmung von Neurodegenerationsmarkern in der Cerebrospinalflüssigkeit 

(CSF) und bildgebenden Verfahren wie Magnet-Resonanz-Tomographie (MRT) und 

Positronen-Emissions-Tomographie (PET) werden im klinischen Alltag nur in 

Ausnahmefällen, z.B. bei einer unklaren Diagnose, und nur in Zusammenhang mit der 

klinischen Anamnese empfohlen [11, 12, 20]. 

Im Gegensatz dazu sind diese Marker die Grundlage für die Diagnosestellung im 

Forschungsalltag. Die Neurodegenerationsmarker umfassen die Bestimmung der 

42-Aminosäuren langen Form von Aβ (Aβ1-42), Gesamt-Tau (tTau) und phosphoryliertem 

Tau (pTau) im CSF. Im Rahmen von AD kommt es u.a. aufgrund vom Zelltod von Aβ-

produzierenden Neuronen und der Akkumulation von Aβ in Aggregaten im Laufe der 

Erkrankung zu einer Abnahme von Aβ1-42 bzw. des Verhältnisses von Aβ1-42 zu Aβ1-40 im CSF. 

Im Gegensatz dazu nimmt die Konzentration von tTau durch den Zelltod von Neuronen und 

pTau durch die Bildung von NFTs im Verlauf der Erkrankung zu. tTau wird dabei als 

allgemeiner Neurodegenerationsmarker verwendet, wohingegen pTau ein Marker für die 

Bildung von AD-assoziierten NFTs ist [13, 21-23]. 

Mit Hilfe der bildgebenden Verfahren können Aussagen über die Ausbreitung 

neurodegenerativer Veränderungen im Gehirn getroffen werden. Im MRT können 

entzündliche, aber auch strukturelle Veränderungen sichtbar gemacht werden. 

Entsprechend dient das MRT nicht nur dem Ausschluss anderer Ursachen, wie Tumoren 

oder entzündlichen Hirnerkrankungen, sondern kann, besonders bei wiederholten 

Messungen, Auskunft über neurodegenerative Veränderungen geben, die sich durch eine 

Abnahme der Hirnmasse in verschiedenen Gehirnregionen äußert [24]. 

Bei PET-Aufnahmen können bestimmte Stoffwechselprozesse, aber auch Aβ und Tau-

Ablagerungen sichtbar gemacht werden. Hierfür werden dem Patienten radioaktiv-

markierte Liganden gespritzt, deren Verteilung im Gehirn anschließend gemessen wird. 

Drei verschiedene Formen des PET haben sich zur Diagnose der AD etabliert: Bei 

verringerter neuronaler Aktivität nimmt die Stoffwechselaktivität in bestimmten 

Gehirnregionen ab. Diese Stoffwechselaktivitäten lassen sich durch reduzierte Aufnahme 

von radioaktiv markierter Glukose im 18F-Fluorodeoxyglukose-PET (FDG-PET) sichtbar 

machen. Im Amyloid-PET werden radioaktive Liganden wie Florbetapir, Florbetaben oder 

Flutemetamol verabreicht, die sich spezifisch an Amyloid-Plaques anlagern und dadurch 

AD-assoziierte Veränderungen im Gehirn sichtbar machen. Beim Tau-PET hingegen werden 

NFTs markiert, die stärker mit dem Erkrankungsstadium und der kognitiven Verfassung 

des Patienten korrelieren, allerdings auch bei anderen neurodegenerativen Erkrankungen 

vorkommen können [24-26]. 
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Die Genauigkeit von Biomarkern wird durch die Kennzahlen Sensitivität und Spezifität 

beschrieben. Die Sensitivität gibt den Prozentsatz der korrekt als erkrankt erkannten 

Patienten an (richtig positiv), während die Spezifität beschreibt, ob bzw. zu welchem 

Prozentsatz gesunde Patienten die richtige Diagnose erhalten haben (richtig negativ) 

(Tabelle 2) [27]. Je höher die Sensitivität und Spezifität eines Verfahrens, desto besser ist es 

für eine Diagnosestellung geeignet.  

Tabelle 2 Beispiel für die Erklärung der Begriffe Spezifität und Sensitivität  

 erkrankt nicht erkrankt 

Diagnose erkrankt 85 9 

Diagnose gesund 15 91 

 ➔ 85 % Sensitivität ➔ 91 % Spezifität 

 

Die Spezifität und Sensitivität der verschiedenen Biomarker im CSF und der 

bildgebenden Verfahren wurde im letzten Jahrzehnt eingehend untersucht und in 

verschiedenen Meta-Analysen zusammengefasst (Tabelle 3). Zwar können AD-Patienten 

mit hoher Genauigkeit (Spezifität > 80 %) von Gesunden abgegrenzt werden, bei der 

Abgrenzung zu anderen Formen der Demenz ist die Anzahl falsch-diagnostizierter 

Patienten allerdings erhöht. Verschiedene Analysen zeigen, dass Spezifität und Sensitivität 

durch die Kombination verschiedener Biomarker, z.B. Aβ und Tau oder dem Verhältnis von 

Aβ1-42/Aβ1-40, oder durch Kombination von Biomarker- und bildgebenden Verfahren erhöht 

werden können [24, 28-30]. 

Tabelle 3 Spezifität und Sensitivität von CSF-Biomarkern (Aβ1-42, tTau und pTau) und bildgebenden 

Verfahren (MRT, PET) für die Unterscheidung von AD zu Gesunden (CI: Konfidenzintervall) 

 Spezifität Sensitivität Quelle 

Aβ1-42 84 % (95 % CI: 82-87 %) 84 % (95 % CI: 82-86 %) [31] 

tTau 90 % (95 % CI: 86-93 %) 82 % (95 % CI: 76-87 %) [28] 

pTau 83 % (95 % CI: 75-88 %) 80 % (95 % CI: 70-87 %) [28] 

FDG-PET 86 % (95 % CI: 79-91 %) 91 % (95 % CI: 68-94 %) [26] 

Amyloid-PET 84 % (95 % CI: 71-91 %) 90 % (95 % CI: 83-94 %) [32] 

Tau-PET 88 % (95 % CI: 71-95 %) 94 % (95 % CI: 67-97 %) [25] 

MRT 84 % (95 % CI: 80-90 %) 84 % (95 % CI: 81-87 %) [25] 
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Jedes der vorgestellten Verfahren hat Vor- und Nachteile. Während CSF aufgrund der 

direkten Interaktion mit der Interstitialflüssigkeit pathophysiologische Veränderungen im 

Gehirn widerspiegelt, handelt es sich bei der Liquorentnahme um ein invasives Verfahren 

mit den damit verbundenen Risiken und Unannehmlichkeiten für den Patienten (s. 

Probenmatrix). Bildgebende Verfahren hingegen sind zum einen mit hohen Kosten 

verbunden, zum anderen nur limitiert verfügbar und aufgrund der radioaktiven Strahlung 

bzw. Anwendung starker Magnetfelder nicht für jeden Patienten geeignet, was eine 

routinemäßige Anwendung in der AD-Diagnostik einschränkt. Veränderungen im Gehirn 

treten außerdem viele Jahre vor dem Auftreten erster Symptome ein, sodass eine 

routinemäßige Diagnosestellung im asymptomatischen Stadium aufgrund fehlender 

Therapiemöglichkeiten auch ethisch betrachtet fragwürdig ist. Eine Bestimmung von CSF-

Biomarkern und bildgebenden Verfahren wird daher im klinischen Alltag nur bei Verdacht 

auf AD, aber unklarer Diagnosestellung angewendet [24, 25]. 

Einteilung 

Ähnlich wie bei der Definition und Diagnose von AD, hängt auch die Einteilung der 

Erkrankung vom Anwendungsfeld ab. Im klinischen Alltag wird AD anhand der Schwere der 

kognitiven Einschränkung in milde, moderate und fortgeschrittene AD eingeteilt. Als 

Vorstadien der Demenz haben sich die Einteilung in subjektive kognitive Einschränkung 

(subjective cognitive decline, SCD) und milde kognitive Beeinträchtigung (mild cognitive 

impairment, MCI) durchgesetzt. Patienten mit SCD und MCI haben ein erhöhtes Risiko an 

AD zu erkranken, die Symptome können allerdings auch stabil bleiben oder sich sogar 

zurückbilden. Außerdem können der kognitiven Einschränkung andere Ursachen der 

Demenz zugrunde liegen, z.B. DLB oder FTD. Während verminderte kognitive 

Leistungsfähigkeit bei SCD auf der eigenen, subjektiven Einschätzung beruht, durch 

neuropsychologische Testverfahren aber nicht nachgewiesen werden kann, lässt sich bei 

MCI eine messbare Beeinträchtigung in diesen Tests gegenüber einer gleichaltrigen 

Kontrollgruppe finden. Sobald Tätigkeiten des täglichen Lebens durch die Demenz 

eingeschränkt sind, spricht man von AD [10, 12, 20, 33]. 

Im Forschungsalltag hingegeben erfolgt die Einteilung in das Alzheimer-Kontinuum 

(AD-K), nicht-AD assoziierte Demenzen und unauffällig nach dem Biomarker-Profil 

(normal) (Abbildung 1). Hierfür wurde der AT(N)-Score entwickelt, wobei A auf abnormes 

Aβ (Aβ-Plaques gemessen durch Amyloid-PET oder reduziertes Aβ1-42 in CSF), T für 

abnormes Tau (gemessen durch pTau in CSF oder Tau-PET) und N für Neurodegeneration 

steht und durch MRT, FDG-PET oder tTau im CSF bestimmt werden kann. Ein auffälliger 

Amyloid-Status (A+) ist dabei entscheidend für eine Eingruppierung in das AD-Kontinuum.  
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Abbildung 1 Einstufung der Demenzen in Abhängigkeit des Biomarker-Profils 

Entscheidend für die Eingruppierung eines Patienten in das Alzheimer-Kontinuum (AD-K) sind 

Ablagerungen von Aβ (A), die durch reduziertes Aβ1-42 oder Amyloid-PET nachgewiesen werden 

können. Liegt gleichzeitig eine Tau-Pathologie (T) vor, wird eine AD diagnostiziert. Sind die Amyloid-

Biomarker unauffällig, Tau-Biomarker oder Biomarker für Neurodegeneration (N) hingegen 

auffällig, liegen nicht-AD assoziierte pathologische Veränderungen (nicht-AD) vor. Bei unauffälligen 

A, T und N-Biomarkern spricht man von einem normalen AD-Biomarker-Profil. Abbildung angelehnt 

an [12]. 

Da Veränderungen des Tau-Proteins verzögert zum Aβ auftreten, spricht man bei einem 

unauffälligem Tau-Status von einem Frühstadium im Alzheimer-Kontinuum, wohingegen 

eine ausgeprägte Tau-Pathologie (T+) für die vollständige AD-Diagnose entscheidend ist. 

Eine vorliegende Neurodegeneration (N+) bei unauffälligem Tau-Status (T-) deutet auf eine 

nicht-AD assoziierte pathologische Veränderung hin, die unabhängig (A-) oder als Co-

Pathologie zusätzlich zur Eingruppierung im AD-Kontinuum auftreten kann (A+) [12]. Eine 

symptomatische Einteilung in sechs verschiedene Stadien kann im Anschluss an die 

Biomarkereinteilung und nur für Patienten mit auffälligen AD-Biomarkern erfolgen 

(Abbildung 2). Die Bezeichnung der Gruppen ist hier analog zur Einteilung von AD im 

klinischen Alltag. Aufgrund der positiven Amyloid-Biomarker liegt allerdings eine 

zusätzliche Evidenz für AD vor. Die Vorstadien werden deshalb häufig mit dem Zusatz 

„Alzheimer-Erkrankung“, z.B. Alzheimer-Erkrankung mit MCI, gekennzeichnet [12, 33]. 

Abbildung 2 Symptomatische Einteilung von AD  

Innerhalb des Alzheimer-Kontinuums (Patienten mit Amyloid-Pathologie) kann eine weitere 

Eingruppierung der Patienten in sechs Stufen in Abhängigkeit der kognitiven Einschränkung 

erfolgen. Während bei normalen Patienten (Stufe 1) weder eine selbst-beobachtete noch eine 

messbare kognitive Einschränkung festgestellt werden kann, berichten SCD-Patienten (Stufe 2) von 

einer kognitiven Einschränkung, die im Gegensatz zu MCI-Patienten (Stufe 3) allerdings in kognitiven 

Tests nicht nachweisbar ist. Abhängig vom Grad der Einschränkung der täglichen Aktivitäten und der 

Selbstständigkeit der Patienten unterscheidet man innerhalb der AD milde (Stufe 4), moderate (Stufe 

5) und fortgeschrittene AD (Stufe 6). Abbildung angelehnt an [33]. 
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Therapie 

In Deutschland sind bisher nur Hemmstoffe der Acetylcholinesterase (Donezepil, 

Rivastagmin und Galantamin) und ein Antagonist des NMDA-Rezeptors (Memantin) zur 

Therapie von AD zugelassen, die die Symptomatik verringern sollen, aber keinen Einfluss 

auf das Fortschreiben der Erkrankung haben [11]. 

Da Aβ und Tau als toxische Komponenten der Erkrankung und möglicherweise auch als 

Ursache für die Entstehung von AD diskutiert werden, ist eine therapeutische Adressierung 

dieser Targets naheliegend. Aktuell befinden sich mehrere Medikamente in der klinischen 

Entwicklung, die verschiedene Strategien verfolgen [21, 34]:  

- Verringerung der Produktion von Aβ durch Hemmung der β- und γ-Sekretase  

- Erhöhung des Abbaus von Aβ durch Aβ-abbauende Enzyme 

- Eliminierung von Aβ-Oligomeren durch kleine Moleküle oder Antikörper 

- Aktivierung der Immunantwort durch aktive oder passive Immunisierung  

- Therapien gegen Tau 

Von diesen Therapieansätzen, die nicht nur die Symptomatik beeinflussen sollen, 

sondern auch in den Erkrankungsverlauf eingreifen (Disease modifiying drugs) wurde im 

Jahr 2021 der monoklonale Antikörper Aducanumab in den USA für die Therapie von MCI 

und leichter AD zugelassen. Für diesen Antikörper konnte durch PET-Analysen gezeigt 

werden, dass Aβ-Plaques im Gehirn aufgelöst werden, wobei die Ergebnisse auf die 

Verbesserung der Kognition nicht eindeutig waren [35]. Zusätzlich wurden in den Jahren 

2022 und 2023 je eine Phase 3 Studie der humanisierten monoklonalen Antikörpers 

Lecanemab und Donanemab abgeschlossen, in denen für beide Antikörper sowohl eine 

Verlangsamung des Voranschreitens von kognitiven Symptomen als auch eine Abnahme 

der Amyloid-Ablagerungen im Gehirn erreicht werden konnte. Im Januar 2023 wurde auch 

Lecanemab im beschleunigten Zulassungsverfahren in den USA zugelassen [36, 37]. 

Allerdings zeigten alle drei Antikörper ein erhöhtes Aufkommen von Hirnödemen (amyloid 

related imaging abnormality edema, ARIA-E), insbesondere zu Beginn der Erkrankung, die 

in den meisten Fällen symptomlos verliefen, in Einzelfällen aber tödlich enden können [37, 

38].  

Im Gegensatz zu den monoklonalen Antikörpern wird das am Forschungszentrum Jülich 

entwickelte D-enantiomere Peptid RD2 (Synonyme: PRI-002, Contraloid) oral verabreicht. 

Für RD2 konnte in präklinischen Studien und Studien der Phase 1 eine Stabilisierung der 

Aβ-Monomere, ein Auflösen der Aggregate und eine Verbesserung der Kognition in Mäusen 

gezeigt werden [39]. Außerdem zeigte das Medikament bei Verabreichung in Menschen 

wenig Nebenwirkungen [40]. 
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Insgesamt können 68 % der in klinischer Phase 3 befindlichen Medikamente zu den 

Disease modifying drugs gezählt werden, 29 % davon mit Aβ als Target. In der klinischen 

Phase 2 gehören 87 % zu den Disease modifying Drugs, wobei 16 % Aβ und 13 % Tau 

adressieren [41]. 

Viele getestete Ansätze haben sich in klinischen Studien am Ende als nicht wirksam 

bezüglich der Verbesserung der kognitiven Leistungsfähigkeit erwiesen oder haben zu 

große Nebenwirkungen gezeigt. Mögliche Ursachen für den vorherigen Misserfolg der 

Disease modifying drugs sind vielfältig: Zum einen adressierten frühere Therapieansätze 

monomeres Aβ bzw. Aβ-Plaques, wobei mittlerweile die Oligomere als toxische 

Komponenten gesehen werden. Außerdem ist die Penetration großer Moleküle, wie z.B. 

Antikörper, ins Gehirn behindert. Weitere Gründe liegen u.a. in heterogenen 

Patientengruppen und einem zu späten Therapiebeginn, da pathologische Veränderungen 

bereits Jahre vor den ersten Symptomen auftreten [34]. In neueren Studien wie der von 

Aducanumab und Lecanemab konnten durch die Rekrutierung von Patienten in Frühstadien 

der Erkrankung mit vorliegender Amyloid-Pathologie und durch Adressierung der 

toxischen Oligomere erste Studien erfolgreich abgeschlossen werden.  

1.1.2 Parkinson-Erkrankung 

Überblick 

Nach der Alzheimer-Demenz ist die Parkinson-Krankheit (PD) die zweithäufigste 

neurodegenerative Erkrankung und betrifft > 3 % der über 65-jährigen, wobei Männer 

doppelt so häufig erkranken wie Frauen [42-44]. Das erste Mal beschrieben wurde die 

„Schüttellähmung“ vor über 200 Jahren von James Parkinson in seinem Werk „An Essay of 

the shaking palsy“ [45] und erst später in „Morbus Parkinson“ umbenannt. Die Erkrankung 

äußert sich bereits Jahre oder Jahrzehnte vor der Diagnose durch unspezifische, nicht-

motorische Symptome wie Schlafstörungen, Geruchsstörungen und Verstopfung. In der 

Regel wir die Erkrankung erst nach dem Eintreten motorischer Symptome wie 

verlangsamte Bewegungen (Bradykinese), Zittern (Tremor) und Muskelsteife (Rigor) 

diagnostiziert [44]. 

Pathophysiologie 

PD ist durch den Verlust von Dopamin-produzierenden Neuronen in der Substantia 

Nigra und durch intraneuronale αSyn-Ablagerungen in Form von Lewy-Körperchen 

charakterisiert (s. Kapitel 1.2.3) [44]. 



Einleitung 

11 

 

Als Ausgangspunkt für die Aggregation von αSyn wird neben dem zentralen (brain-first) 

auch das periphere Nervensystem (gut-first) diskutiert, bei dem αSyn-Aggregate im 

enterischen Nervensystem bzw. im Riechkolben entstehen und über den Vagus-Nerv ins 

Gehirn wandern. Während bei dem Ursprung im zentralen Nervensystem erste 

Veränderungen im Gehirn, v.a. der Substantia Nigra auftreten, äußert sich die Erkrankung 

bei Patienten mit Ursprung in der Peripherie zunächst durch Störungen des autonomen 

peripheren Nervensystems und erst im späteren Verlauf durch den Verlust dopaminerger 

Neurone. Die Ursprungshypothese beruht u.a. auf dem Zusammenhang von 

präsymptomatischer PD mit Schlafstörungen in der Rapid Eye Movement (REM)-Phase, die 

als iRBD bezeichnet werden. Normalerweise sind die Muskeln während des REM-Schlafes 

und des Träumens gelähmt (Atonie), bei iRBD-Patienten hingegen ist diese Atonie im Schlaf 

gestört, was sich durch starke Bewegungen äußert. Fast alle iRBD-Patienten haben nach 15 

Jahren entweder PD, DLB oder multiple Systematrophie (MSA) entwickelt, zeigen aber erst 

mit Fortschreiten der Erkrankung Veränderungen im dopaminergen System [46]. 

Viele PD-Patienten entwickeln im Laufe der Erkrankung außerdem kognitive 

Einschränkungen bis hin zur Demenz, die sich durch das Ausbreiten der αSyn-Pathologie 

bis in den Cortex erklären lassen. Bis zu 50 % dieser Parkinson-Demenz-Patienten zeigen 

Aβ-Plaques und NFTs als charakteristische Ablagerungen einer Co-Pathologie mit AD [47, 

48]. 

Diagnose 

Die Diagnose von PD erfolgt i.d.R. erst nach dem Auftreten motorischer Symptome und 

beruht auf einer Kombination aus der klinischen Symptomatik und weiteren Einschluss- 

oder Ausschlusskriterien. Aus klinischer Sicht ist die Verlangsamung von Bewegungen in 

Kombinationen von entweder einem Ruhetremor oder Rigor entscheidend. Außerdem 

sprechen Parkinson-Patienten im Gegensatz zu Patienten mit PSP sehr gut auf die Gabe des 

Medikaments L-Dopa, einer Vorstufe vom Dopamin, an. Unterstützt werden kann die 

Diagnose durch Visualisierung der Dichte an Dopamintransportern durch Einzelphotonen-

Emissionscomputertomographie (SPECT) oder durch PET-Analysen mit markiertem 

L-Dopa. Durch die Verwendung von Liganden, die dem Noradrenalin ähneln, kann eine 

Denervation im Herzmuskel sichtbar gemacht werden, die typisch für PD ist (MIBG-

Herzmuskel-Szintigraphie) [44, 49]. Außerdem müssen andere Ursachen für 

Parkinsonismus, z.B. atypischer Parkinsonismus und medikamentenausgelöster 

Parkinsonismus, ausgeschlossen werden. Zu den atypischen Parkinsonismus-Syndromen 

gehören DLB, PSP, MSA und die cortikobasale Degeneration [50]. CSF-Biomarker wie 

monomeres αSyn haben bisher keine ausreichende Sensitivität und Spezifität für PD gezeigt 
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und werden daher ebenso wie genetische Analysen nicht zur Unterstützung der Diagnose 

empfohlen [44, 47]. Die Genauigkeit der Diagnose wird auf ca. 80 % geschätzt, wobei die 

häufigsten Fehldiagnosen MSA, PSP und in seltenen Fällen auch corticobasale Degeneration 

(CBD) sind [44, 51]. 

Einteilung 

2003 wurde von Braak und Kollegen eine Einteilung der PD anhand der pathologischen 

Veränderungen in verschiedenen Hirnarealen in sechs Stufen vorgeschlagen. Erste 

Veränderungen in den Neuronen des unteren Hirnstamms in den Stadien I und II werden 

durch den Eintritt von Pathogenen über den Vagus-Nerv oder das olfaktorische System 

hervorgerufen und verlaufen asymptomatisch. In den Stadien III und IV kommt es durch die 

Beteiligung des Mittelhirns und basalen Vorderhirns zu den typischen 

Bewegungsstörungen von PD. Im weiteren Verlauf in den Stadien V und VI sind limbische 

und neokortikale Strukturen betroffen, wodurch es zusätzlich zur PD-Symptomatik zu 

kognitiven Einschränkungen kommen kann [44, 52]. 

Neben der Einteilung nach dem möglichen Ursprungsort im zentralen oder peripheren 

Nervensystem und der Ausbreitung im Gehirn erfolgt die Einteilung und die Beurteilung 

von Therapieeffekten im klinischen Alltag anhand der Symptome. Hierfür sind 

insbesondere die Hoehn & Yahr Skala und die Unified Parkinson’s Disease Rating Scale 

(UPDRS) gebräuchlich [50].  

Tabelle 4 Einteilung der Parkinson-Erkrankung nach Hoehn & Yahr (aus [53]) 

Grad Beschreibung 

I Streng einseitige Symptome mit minimaler oder fehlender funktioneller Behinderung 

II Bilaterale Beteiligung ohne Gleichgewichtsstörung 

III Bilaterale Erkrankung: leichte oder mäßige Behinderung mit Einschränkung posturaler 

Reflexe (pathologischer Pull-Test), noch körperlich selbstständig 

IV Schwer behindernde Erkrankung, Patient noch in der Lage, ohne fremde Hilfe zu stehen 

oder zu gehen 

V Ohne fremde Hilfe an Rollstuhl gebunden oder bettlägerig 

 

Während die Hoehn & Yahr Skala (Tabelle 4) einfach in der Anwendung ist, sich aber auf 

posturale Störungen begrenzt, ist die international gültige UPDRS-Skala und besonders 

deren Weiterentwicklung der Movement Disorder Society (MDS-UPDRS) deutlich 

umfangreicher in der Anwendung und umfasst vier Teile (Tabelle 5) [53]. 
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Tabelle 5 MDS-UPDRS-Skala (modifiziert aus [53]) 

Teil Inhalt 

1 Erfahrungen des täglichen Lebens – nicht motorische Aspekte, u.a. Kognition, 

Halluzinationen, Stimmung, Antrieb 

2 Auswirkung motorischer Symptome auf die Aktivitäten des täglichen Lebens 

3 Schweregrad motorischer Symptome 

4 Motorische Komplikationen 

 

Therapie 

Ebenso wie bei AD ist für PD bisher keine ursächliche Therapie oder Heilung der 

Erkrankung möglich. Die klassische symptomatische Therapie umfasst die Gabe von 

L-Dopa, das in den noch funktionsfähigen Neuronen zu Dopamin gespalten wird. Um die 

Spaltung und Inaktivierung in der Peripherie zu verhindern, wird L-Dopa immer in 

Kombination mit einem Decarboxylasehemmer verabreicht. Zusätzlich können 

Dopaminagonisten zum Ausgleich des Dopaminmangels und verschiedene Medikamente 

mit nicht-dopaminergen Targets, wie Acetylcholinesterasehemmer zur Verbesserung der 

kognitiven Symptome oder Medikamente gegen die autonomen Symptome wie 

orthostatischer Hypotension, Inkontinenz oder Obstipation gegeben werden [44]. Im Jahr 

2021 befanden sich 56 Disease modifying drugs in klinischer Erprobung, drei davon in 

klinischer Phase III [54]. 

1.1.3 Demenz mit Lewy-Körperchen 

Überblick 

DLB gehört ebenso wie PD und PD mit Demenz zu den Lewy-Körperchen-

Erkrankungen. Die Prävalenz bei den über 65-Jährigen liegt bei 0,4 % und ist nach der AD 

die zweithäufigste neurodegenerative Demenzform [55]. Die Erkrankung äußert sich durch 

eine stark fluktuierende kognitive Einschränkung, die besonders das Benennen von 

Objekten, die Wortflüssigkeit und die optisch-räumliche Wahrnehmung betrifft. Außerdem 

kann es zu visuellen Halluzinationen und den typischen Parkinsonismus-Symptomen wie 

Bradykinese, Tremor und Rigor kommen, wobei Gedächtnisstörungen wie bei AD erst in 

späteren Stadien auftreten. Häufig zeigten DLB-Patienten in der Vergangenheit iRBD-

Symptome [47, 55]. 
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Pathophysiologie 

Analog zur Parkinson-Erkrankung treten bei DLB αSyn-Ablagerungen in Form von 

sogenannten Lewy-Körperchen und Lewy-Neuriten im Cortex und im Hirnstamm auf, die 

zum Verlust dopaminerger Neurone in der Substantia Nigra führen. Im Endstadium der 

Erkrankung ist weder aus klinischer noch aus neurochemischer oder morphologischer Sicht 

eine Unterscheidung zur Demenz infolge einer Parkinson-Erkrankung möglich. Bei vielen 

DLB-Patienten zeigt sich eine Co-Pathologie mit AD, sodass ein Drittel bis die Hälfte der AD-

Patienten Lewy-Pathologie im Gehirn zeigen. Die Erkrankung äußert sich bei diesen 

Patienten unterschiedlich und erschwert die Diagnose [47, 55]. 

Diagnose 

Die Basisdiagnostik richtet sich wie bei PD nach den klinischen Symptomen und kann 

durch erweiterte bildgebende Verfahren wie SPECT, PET-Analysen und Untersuchungen im 

Schlaflabor unterstützt werden. Für die Abgrenzung von DLB gegenüber der Parkinson-

Demenz ist die zeitliche Abfolge der Symptome entscheidend. Bei DLB treten erste 

Anzeichen der Demenz gleichzeitig oder zeitlich vor den Parkinsonismus-Symptomen auf, 

während bei der Parkinson-Demenz die Demenz erst bei fortgeschrittener PD eintritt. Auch 

zur Diagnose der DLB haben sich CSF-Biomarker bisher nicht etabliert [47]. 

Einteilung 

Die Einteilung der Erkrankung erfolgt anhand ihrer Wahrscheinlichkeit: Zeigt der 

Patient mindestens zwei typische klinische Symptome wie wechselnde kognitive 

Einschränkung, visuelle Halluzinationen, spontane extrapyramidale Motorsymptome oder 

iRBD in der Vergangenheit oder nur eins dieser Symptome mit gleichzeitiger Evidenz für 

DLB in einem bildgebenden Verfahren, gilt die Diagnose als wahrscheinlich. Zeigt sich 

hingegen nur ein klinisches Symptom ohne Biomarker-Evidenz oder nur Biomarker ohne 

klinische Symptomatik, gilt die Diagnose als möglich [47]. 

Therapie 

Die Therapie erfolgt rein symptomatisch mit Acetylcholinesteraseinhibitoren gegen die 

Demenzsymptome, Memantin gegen Verhaltenssymptome, L-Dopa gegen die motorischen 

Einschränkungen und atypische Neuroleptika bei Psychosen. Eine ursächliche Therapie ist 

derzeit noch nicht möglich.  
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1.1.4 Progressive supranukleäre Blickparese 

Überblick 

Die progressive supranukleäre Blickparese (PSP) ist eine schnell fortschreitende, 

neurodegenerative Erkrankung und gehört wie DLB zu den atypischen 

Parkinsonsyndromen. Die Prävalenz liegt bei 5-10 Betroffenen pro 100 000 Einwohnern 

mit einem durchschnittlichen Alter bei Diagnosestellung von ca. 65 Jahren [55, 56].  

Klinisch kann sich PSP unterschiedlich äußern. Bei ca. 40 % der Patienten liegt die 

typische Symptomatik, genannt Richardson-Syndrom, mit früh auftretender 

Haltungsinstabilität, Stürzen und Störungen der Augenmotorik bis hin zur 

namensgebenden Blicklähmung vor. Bei weiteren 20 % der Patienten äußert sich PSP mit 

den klassischen Parkinsonsymptomen, wobei die charakteristische Blickparese erst in 

späteren Stadien auftritt. Weitere Ausformungen von PSP äußern sich durch 

Sprachstörungen, Verhaltensstörungen oder Gangblockaden (Akinesie) [4, 55-57]. 

Pathophysiologie 

Pathophysiologisch kommt es bei PSP zu Ablagerungen von Tau als NFTs in Neuronen, 

als coiled bodies in Oligodendrozyten und als tufts in Astrogliazellen. Letztere dienen auch 

der Abgrenzung von PSP gegenüber CBD, einer weiteren, aber deutlich selteneren 

Tauopathie. Die Tau-Ablagerungen unterscheiden sich nicht nur in ihrer Morphologie im 

Vergleich zu AD, sondern auch in der Primärstruktur des Proteins (s. Kapitel Tau) [4, 55-

57].  

Diagnose 

Die Diagnosestellung erfolgt in der Regel 3-4 Jahre nach dem ersten Auftreten von 

Symptomen mit einer hohen Spezifität von 85-90 % [58]. Die Diagnostik beruht auf dem 

klinischen Erscheinungsbild des Patienten im Hinblick auf eine verlangsamte 

Augenmotorik, Haltungsschwäche, Akinesie und kognitiver Dysfunktion [56]. Im Jahr 2017 

wurden die Diagnosekriterien für PSP angepasst, um Patienten mit PSP ohne Richardson-

Syndrom besser einzuschließen. Dadurch konnte die Sensitivität von 45,5 % auf 87,9 % 

verbessert werden [58]. Zusätzlich zur symptomatischen Betrachtung des Patienten 

können MRT-Aufnahmen zur Visualisierung einer Mittelhirn- und Frontalhirnatrophie, 

PET-Aufnahmen mit speziellen Tracern für die entsprechende Tau-Struktur und FDG-PET 

oder unterschiedliche SPECT-Aufnahmen zum Nachweis dopaminerger Denervierung oder 

einer Degeneration im Striatum durchgeführt werden [57]. Im Gegensatz zur AD sind die 

CSF-Werte für pTau und tTau bei PSP unverändert oder sogar leicht reduziert [59, 60] und 

werden routinemäßig nicht untersucht. 
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Einteilung 

Eingeteilt werden kann PSP entweder anhand der Wahrscheinlichkeit der Erkrankung 

in suggestiv, möglich, wahrscheinlich und sicher oder anhand der Ausprägung der 

klinischen Symptomatik u.a. in Richardson-Syndrom oder PSP mit prädominanter 

Parkinson-Symptomatik [55, 56]. 

Therapie 

Eine Heilung der PSP ist aktuell noch nicht möglich, sodass die durchschnittliche 

Lebenserwartung von PSP-Patienten nach Diagnose bei ca. 8 Jahren liegt. Die Patienten 

versterben in der Regel an Lungenentzündungen infolge vom Verschlucken. Die 

Behandlung erfolgt symptomatisch zur Verbesserung der Bewegungsstörungen, der 

Augenmotorik und neuropsychologischer Symptome [55].  
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1.2 Proteinaggregate in neurodegenerativen Erkrankungen 

Trotz der unterschiedlichen Symptomatik der verschiedenen neurodegenerativen 

Erkrankungen und der verschiedenen Größen, Strukturen und Sequenzen der beteiligten 

Proteine, ähneln sich diese bezüglich der Fehlfaltung, Aggregation und Ablagerung im 

Gehirn [3]. Nach der Beschreibung eines allgemein gültigen Aggregationsmechanismus, soll 

im Folgenden auf die Proteine Aβ, Tau und αSyn bezüglich der Produktion, Aggregation und 

Clearance genauer eingegangen werden. 

Die Aggregation ist ein mehrschrittiger Prozess (Abbildung 3), der mit der 

Keimbildungsphase (nucleation phase) beginnt, in der sich ein erstes stabiles Oligomer 

bildet [3]. Oligomere sind definiert als lösliche Vorstufen der Fibrillen, die aus zwei bis hin 

zu mehreren hundert Monomereinheiten bestehen können [3]. Ausgelöst wird diese 

Oligomerisierung vermutlich zufällig, kann aber durch Mutationen in der Proteinsequenz 

oder durch Erhöhung der Proteinkonzentration, z.B. durch vermehrte Produktion aufgrund 

genetischer Veränderungen oder verringertem Abtransport durch altersabhängige 

Beeinträchtigung der Reinigungsprozesse, begünstigt werden [61]. Auf die 

Keimbildungsphase folgt eine schnelle Elongationsphase, bei der sich monomeres Protein 

an die Oligomere anlagert, wodurch Protofibrillen und Fibrillen entstehen (seeding). 

Fibrillen wiederrum können direkt an ihrer Oberfläche die Bildung von neuen Oligomeren 

katalysieren (sekundäre Nukleation) oder durch weitere Anlagerung von Monomeren 

wachsen, fragmentieren und neue Keime bilden, wodurch ein exponentielles 

Fibrillenwachstum ausgelöst wird. Fibrillen können außerdem mit sich selbst interagieren 

und größere, unlösliche Ablagerungen, sogenannte Amyloid-Plaques bilden (stationäre 

Phase). Monomere, Oligomere und (Proto-)Fibrillen stehen im Gleichgewicht miteinander, 

wobei Oligomere noch einmal eingeteilt werden in On- und Off-Pathway-Oligomere, 

abhängig von ihrer Fähigkeit, Fibrillen zu bilden [3, 62, 63]. 

Die Fibrillen in neurodegenerativen Erkrankungen zeigen eine charakteristische 

Cross-β-Struktur. In dieser Struktur lagern sich die β-Stränge der Proteine zunächst in 

einem Abstand von ca. 4,7 Å entlang der Fibrillenachse zu β-Faltblättern übereinander und 

bilden das strukturelle Rückgrat der Protofilamente. Weiter entwickelte, reife Fibrillen 

bestehen aus einem oder mehreren dieser Protofilamente mit einem Abstand von ca. 10 Å 

und werden allgemein als Amyloid-Fibrillen bezeichnet, unabhängig davon, ob es sich um 

fehlgefaltete Proteinaggregate oder um Fibrillen mit normaler biologischer Aktivität 

handelt [62, 64, 65]. 
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Abbildung 3 Schematische Abbildung der Protein-Aggregation 

Während der Keimbildungsphase bildet sich ein erstes stabiles Oligomer, das in der 

Elongationsphase zunächst zu Protofibrillen und anschließend zu Amyloid-Fibrillen und Plaques 

(stationäre Phase) wachsen kann. Innerhalb einer Fibrille zeigen die β-Faltblätter eines 

Protofilaments einen charakteristischen Abstand von 4,7 Å und zwischen den Protofilamenten einen 

Abstand von 10 Å. An der Oberfläche der Fibrillen kann es zur Bildung neuer Oligomere (sekundäre 

Nukleation) oder zur Anlagerung von Monomeren an die Fibrille (seeding) kommen. Off-Pathway-

Oligomere bilden keine Fibrillen. Erstellt mit BioRender.com 

Trotz der vielen Gemeinsamkeiten der Amyloid-Fibrillen, unterscheiden sich die 

Fibrillen bei unterschiedlichen Erkrankungen, selbst wenn sie aus dem gleichen Protein 

entstanden sind. Mögliche Ursachen hierfür sind unterschiedliche Bedingungen für die 

Aggregation oder unterschiedliche Orte und Mutationen, z.B. Punktmutationen, die die 

Primärstruktur und damit das Aggregationsverhalten verändern [62]. 

Neben der Struktur der Fibrillen teilen die verschiedenen Aggregate die Fähigkeit, ihre 

Fehlfaltung auf andere, monomere Proteine zu übertragen. Dadurch wird sowohl eine 

Ausbreitung im Gehirn als auch eine Übertragung zwischen Individuen ermöglicht. An 

diesem Verhalten angelehnt wurde der Begriff Prionen als Bezeichnung für proteinartige, 

infektiöse Partikel eingeführt. Proteine, die diese Eigenschaft mit dem Prion-Protein teilen, 

werden als prionenartige Proteine bezeichnet, auch wenn eine Übertragung zwischen 

Menschen bisher nur für das Prion-Protein selbst nachgewiesen wurde [3, 62, 66]. 
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1.2.1 Amyloid-β 

Ablagerungen des Proteins Amyloid-β (Aβ) werden mit der Alzheimer-Demenz (AD) in 

Zusammenhang gebracht und können bereits 15-20 Jahre vor dem ersten Auftreten von 

Symptomen im Gehirn nachgewiesen werden [16]. 

Produktion und Struktur 

Aβ ist ein 37-49 Aminosäuren langes Protein, dass durch proteolytische Spaltung aus 

dem Amyloidvorläuferprotein (APP) gebildet wird. APP wird in verschiedenen Geweben, 

vor allem in den Synapsen von Neuronen, exprimiert und besteht aus einem extrazellulärem 

N-Terminus, einem membranständigen Mittelteil und dem kürzeren C-Terminus.  

Für die Spaltung zu Aβ gibt es zunächst zwei Wege (Abbildung 4): APP kann entweder 

durch die α-Sekretase (nicht amyloidogener Weg) oder durch die β-Sekretase 

(amyloidogener Weg) zu löslichem, nicht-toxischem APPα (sAPPα) bzw. APPβ (sAPPβ) und 

dem membranständigen Amyloid-Teil gespalten werden.  

 

Abbildung 4 Proteolytische Spaltung von APP zu Aβ  

Das Amyloid-Vorläuferprotein APP kann entweder über den nicht-amyloidogenen Weg zunächst 

durch die α-Sekretase und anschließend über die γ-Sekretase zum P3-Fragment und einem 

membranständigen Fragment gespalten werden. Beim amyloidogenen Weg wird das APP im ersten 

Schritt von der β-Sekretase und im zweiten Schritt analog zum nicht-amyloidogenen Weg von der 

γ-Sekretase prozessiert, wodurch das Aβ-Fragment entsteht. Erstellt mit BioRender.com 
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Im zweiten Schritt schneidet die γ-Sekretase den membranständigen Amyloid-Teil: 

Erfolgte die erste Prozessierung mit der α-Sekretase, entsteht das nicht-toxische P3-

Fragment; wurde das APP im ersten Schritt hingegen mithilfe der β-Sekretase gespalten, 

entsteht durch die γ-Sekretase das toxische Aβ-Fragment. Das Aβ-Fragment kann je nach 

genauer Aminosäuresequenz vom APP unterschiedlich lang sein, für AD sind besonders die 

beiden Fragmente mit 40 bzw. 42 Aminosäuren relevant (Aβ1-40 bzw. Aβ1-42). Mutationen im 

APP-Gen und den Genen Presinilin 1 und 2, die für die γ-Sekretase codieren, führen zu einer 

vermehrten Bildung von Aβ bei früh-auftretender AD. Die dabei entstandenen Aβ-

Fragmente werden entweder in den Extrazellularraum entlassen oder verbleiben an der 

Zellmembran assoziiert [16, 21]. 

Aggregation 

Sowohl Aβ1-40 als auch Aβ1-42 sind per se nicht toxisch und unter anderem für die 

Signalweiterleitung in Neuronen verantwortlich. Neuere Erkenntnisse weisen darauf hin, 

dass Zwischenprodukte auf dem Weg zu den Aβ-Plaques, die löslichen Oligomere, das 

höchste toxische Potenzial haben und für den Zelltod von Neuronen, Störungen in der 

Signalweiterleitung zwischen Neuronen und der Langzeitpotenzierung verantwortlich sind 

[17, 67]. 

Aβ-Oligomere können definiert werden als lösliche Zusammenlagerungen von 

Einzelproteinen, die nicht durch Hochgeschwindigkeitszentrifugation pelletiert werden 

können [16, 17]. Besonders kleine Oligomere mit zwei bis drei Untereinheiten werden als 

Low-Molecular-Weight-Oligomere bezeichnet, während Oligomere über 100 kDa High-

Molecular-Weight-Oligomere heißen und den Übergang zu Protofibrillen und Fibrillen 

darstellen. Diese wiederum können sich zu unlöslichen Aβ-Plaques zusammenlagern, die in 

Gehirnen von Alzheimer-Patienten nachgewiesen werden können [17, 21]. 

Das Aggregationsverhalten von Aβ wird sowohl von der Sequenz als auch von 

posttranslationalen Modifikationen beeinflusst. Da das längere Aβ1-42 zwei zusätzliche, 

hydrophobe Aminosäuren aufweist, neigt dieses Fragment besonders zur Aggregation. 

Ebenso bewirken N-terminale Verkürzungen und N-terminales Pyroglutamat eine 

reduzierte Löslichkeit von Aβ und fördern dadurch, ebenso wie Phosphorylierungen am 

Serin an Position 8, die Aggregation. Im Gegensatz dazu resultiert das Anhängen von 

Zuckerresten oder die Nitrierung von Tyrosin an Position 10 in einer verminderten 

Aggregationsneigung [16, 21, 68].  

Aβ in der Peripherie zeigt eine deutlich geringere Aggregationsneigung im Vergleich 

zum Gehirn. Hierfür kommen verschiedene Ursachen infrage: In der Peripherie 

produziertes Aβ liegt in der Regel in der verkürzten, weniger zur Aggregation neigenden 
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Form Aβ1-40 vor. Außerdem ist der freie, ungebundene Anteil von Aβ im Blut deutlich 

reduziert, zum einen aufgrund der insgesamt geringeren Konzentration von Aβ im Blut, zum 

anderen aufgrund der Bindung an Plasmaproteine: Im Blut sind 89 % des Aβ an Albumin, 

5 % an Lipoproteine wie High-Density-Lipoprotein (HDL) und Low-Density-Lipoprotein 

(LDL) und ein weiterer Anteil an Erythrozyten gebunden. Die Bindung an Albumin erfolgt 

in einer 1:1 Stöchiometrie [18, 69]. 

In vivo vorliegende Oligomere unterscheiden sich nicht nur hinsichtlich ihrer Struktur, 

der Anzahl, Sequenz und posttranslationaler Modifikation der Monomereinheiten, sondern 

auch in ihrer Toxizität. Für unterschiedliche Strukturen wurden variierende Einflüsse auf 

die Permeabilisierung von Membranen, die Auslösung von Entzündungsprozessen, die 

Anregung von Down-Stream-Prozessen wie die Tau-Aggregation oder die Auslösung von 

oxidativem Stress beschrieben, wobei noch keine Einigkeit darüber besteht, ob und welche 

Oligomerstrukturen für die Pathologie von AD verantwortlich sind [67, 70]. 

Transport und Clearance 

Im menschlichen Gehirn befinden sich vier verschiedene Flüssigkeitssysteme: die 

Intrazellulärflüssigkeit, die Interstitialflüssigkeit (ISF), die die Neurone und andere 

Gehirnzellen umgibt, die Cerebrospinalflüssigkeit (CSF) und das Blut, wobei die 

Intrazellulärflüssigkeit mit > 60 % der Gesamtflüssigkeit im Gehirn den größten Teil 

ausmacht. Aβ liegt nur zu geringen Teilen intrazellulär vor und kann dort primär über das 

Ubiquitin-Proteasom-System (UPS) oder das Autophagie-Lysosom-System (ALS) 

(Abbildung 5) abgebaut werden [71, 72]. 

Nach der Synthese wird Aβ größtenteils in den interstitiellen Raum des Gehirns 

sezerniert, wo es zur Aggregation und Ablagerung in Plaques kommen kann. Die 

Ausbreitung der Oligomere im Gehirn erfolgt über einen prionenartigen Mechanismus. Im 

Gegensatz zu primären Prionen-Erkrankungen wie der Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (CJD) 

oder der bovinen spongiformen Enzephalopathie (BSE), gibt es für Aβ keine 

epidemiologische Evidenz für ein infektiöses Übertragen der Oligomere zwischen 

Individuen [62, 70, 73]. 

Extrazelluläres Aβ im Gehirnparenchym kann über Proteasen wie Neprilysin oder das 

Insulin-Degradierungs-Enzym und über Phagozytose durch Mikrogliazellen abgebaut 

werden (Abbildung 5). Vom Interstitium kann Aβ sowohl ins Blut als auch ins CSF 

übertragen werden. Der direkte Transport von Substanzen aus dem Interstitium ins Blut 

erfolgt über die Blut-Hirn-Schranke und ist durch tight junctions – dichte Zell-Zell-

Verbindungen – reglementiert. Kleine, lipophile Substanzen können direkt durch die 

Plasmamembranen der Epithel- und Endothelschicht zwischen dem Blut und dem 
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Gehirnparenchym passieren, während größere, hydrophilere Substanzen über spezielle 

Transporter transportiert werden. Der Transport von Aβ aus dem Gehirn erfolgt über den 

regulierten Weg über Transporter wie z.B. P-Glykoprotein oder low density lipoprotein 

receptor- related protein (LRP). Der umgekehrte Weg von Aβ aus dem Blut ins Gehirn wird 

u.a. über den receptor for advanded glycation endproducts (RAGE) kontrolliert. Der 

Übergang vom ISF zum CSF ist im Gegensatz zur Blut-Hirn-Schranke nur wenig begrenzt 

und kann durch die Zellzwischenräume der Ependymzellen erfolgen. Der Weitertransport 

von Aβ aus dem CSF ins Blut hingegen wird über die Blut-CSF-Schranke über ähnliche 

Mechanismen wie die Blut-Hirn-Schranke kontrolliert und kann in beide Richtungen – ins 

CSF und ins Blut – erfolgen [71, 72, 74, 75]. 

 

 

Abbildung 5 Transport und Clearance von Aβ  

Aβ liegt im Gehirn als extrazelluläres Protein vor und kann im ISF direkt durch Proteasen oder in den 

Neuronen oder Mikrogliazellen abgebaut werden. Außerdem kann Aβ ins CSF und von dort über die 

Blut-CSF-Schranke oder direkt aus dem Gehirn über die Blut-Hirn-Schranke über spezielle 

Transporter ins Blut transportiert werden. Hier liegt Aβ zu > 95 % gebunden an Plasmaproteine und 

Erythrozyten vor. Der Abbau im Blut erfolgt über Proteasen, Monozyten und Makrophagen. Aβ kann 

neben dem direkten Transport über das Blut über den glymphatischen Reinigungsmechanismus und 

das Lymphsystem in periphere Organe wie die Leber und die Niere gelangen, wo ein weiterer Abbau 

und die Ausscheidung über die Galle, den Stuhl und Urin erfolgt.  
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Zusätzlich gibt es um die Blutgefäße herum einen schmalen, mit CSF gefüllten Raum, 

den sogenannten Virchow-Robin-Raum oder perivaskulären Raum. Die Begrenzung für 

diesen Raum wird durch die Endfüße von Astrozyten gebildet, die den Übergang von CSF 

zum Gehirnparenchym kontrollieren.  

Das beim Übergang ins Gehirnparenchym entstehende CSF-ISF-Gemisch kann über 

einen hydrostatischen Druckgradienten und die pulsartigen Bewegungen der 

Arterienwände von der arteriellen zur venösen Seite gelangen, in den dortigen 

perivaskulären Raum aufgenommen und zu den Lymphgefäßen der Hirnhäute oder den 

Lymphknoten im Hals transportiert werden (Abbildung 5). Dadurch kann gelöstes 

Aβ-Monomer, aber auch Aβ-Oligomere aus dem Interstitium ausgespült werden, wobei die 

Effektivität dieses Reinigungsmechanismus mit der Größe der vorliegenden Oligomere 

abnimmt. Dieser Transportweg wird aufgrund der Beteiligung der Gliazellen und der 

Ähnlichkeit mit dem peripheren lymphatischen System als glymphatisches System 

bezeichnet [67, 72, 74, 76]. Beeinträchtigungen der Funktion der Blut-Hirn-Schranke und 

eine Reduktion der Aktivität des glymphatischen Systems werden als Ursache für erhöhte 

Aβ-Konzentrationen im Gehirn und die damit verbundene Aggregation diskutiert [18]. 

Der Transport von Aβ über die Blut-Hirn-Schranke in die Peripherie macht über die 

Hälfte des Transports und der Clearance von Aβ aus dem Gehirn aus. Im Blut wird Aβ 

entweder an Proteine (insbesondere Albumine) und rote Blutkörperchen gebunden, über 

Proteasen, Monozyten und Makrophagen abgebaut oder weiter in periphere Organe 

transportiert, wo die Ausscheidung von Aβ z.B. über die Leber in die Galle und den Stuhl 

oder über die Niere in den Urin erfolgen kann [71, 77]. 

1.2.2 Tau 

Ein weiteres Hauptmerkmal der AD sind pathologische Ablagerungen des Tau-Proteins 

in NFTs. Die Aggregation des Tau-Proteins wird außerdem verantwortlich gemacht für 

primäre Tauopathien wie PSP oder CBD. Ablagerungen von Tau werden aber auch in 

anderen Erkrankungen wie den Lewy-Körperchen-Erkrankungen gefunden [78]. 

Produktion und Struktur 

Tau ist im Gegensatz zu Aβ ein intrazelluläres Protein, das in erster Linie von Neuronen, 

aber auch von Gliazellen gebildet wird und in monomerer Form für die Stabilität von 

Mikrotubuli und den axonalen Transport verantwortlich ist [79, 80]. 

Das Tau-Protein lässt sich in vier verschiedene Bereiche einteilen: die N-terminale 

Projektionsdomäne, die prolinreiche Region, die Mikrotubuli-Bindestelle und den C-

Terminus [81, 82]. Im menschlichen Gehirn sind sechs verschiedene Tau-Isoformen 
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präsent, die durch alternatives Spleißen entstehen und in zwei Gruppen eingeteilt werden: 

3R und 4R-Tau, abhängig davon, ob drei oder vier Wiederholungen in der Mikrotubuli-

Bindestelle eingebaut sind. Tau-Ablagerungen in unterschiedlichen Erkrankungen, die mit 

Tau assoziiert sind, wie AD, PSP oder FTD, zeigen nicht nur unterschiedliche Morphologien 

und sind in unterschiedlichen Zelltypen im Gehirn zu finden, auch die Splicing-Formen 

unterscheiden sich [81]. Während bei AD ein ähnliches Verhältnis von 4R und 3R-Tau zu 

finden ist, überwiegt bei PSP das 4R-Tau und bei FTD 3R-Tau [82]. Innerhalb vom 3R und 

4R-Tau unterscheidet man drei weitere Splicing-Varianten innerhalb der N-terminalen 

Projektionsdomäne, die durch 0, 1 oder 2 N-Insertionen gekennzeichnet sind. Abhängig von 

der Spleißvariante besteht das Tau-Protein aus 352 bis 441 Aminosäuren [82]. Tau liegt 

physiologisch entweder als ungefaltetes Protein oder in einer sogenannten paperclip-

Struktur vor (Abbildung 6). Diese bildet sich aufgrund der ungleichen Ladungsverteilung 

im Protein mit einem sauren N-Terminus, einem basischen Mittelteil und einem neutralen 

C-Terminus und schützt möglicherweise vor Aggregation [80]. 

Alle Tau-Isoformen unterliegen vielfältigen posttranslationalen Veränderungen, wobei 

u.a. Phosphorylierungen, Trunkierungen und Glykierungen die Aggregationsneigung 

erhöhen, wohingegen Nitrierungen, Acylierungen und Methylierungen vor Aggregation 

schützen [68]. 

Aggregation 

Im Gegensatz zu Aβ neigt Tau nicht zur spontanen Aggregation, sondern benötigt 

Kofaktoren, z.B. Polyanionen, freie Fettsäuren oder bestehende Oligomere oder Aggregate, 

an die es sich anlagern kann. Tau muss sich dabei zunächst von den Mikrotubuli lösen, um 

in freier Form und hoher Konzentration im Zytosol vorzuliegen. Da Phosphorylierungen zu 

einer reduzierten Bindung von Tau an Mikrotubuli führen, stehen diese in engem 

Zusammenhang mit der Aggregation, wobei noch nicht geklärt ist, ob Phosphorylierungen 

die Aggregation fördern oder Aggregate besonders anfällig für Phosphorylierungen sind 

[82, 83]. Für die Aggregation sind zwei Hexapeptidsequenzen, die sich in der Mikrotubuli-

Bindestelle (R2 und R3) befinden, entscheidend. Die entstehenden Fibrillen und 

Ablagerungen unterscheiden sich abhängig von der Tau-Isoform und der assoziierten 

Erkrankung. Bei AD liegen die Tau-Filamente als gepaarte helikale Filamente (PHFs) oder, 

wenn die einzelnen Stränge nicht gegeneinander verdreht sind, als straight filaments (SF) 

vor, die sich als NFTs ablagern können (Abbildung 6) [81]. Für PSP sind zusätzlich spezielle 

Ablagerungen in den Oligodendrozyten (coiled bodies) und Astrogliazellen (tufts) 

charakteristisch [56]. 
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Nach dem Absterben von Neuronen können die Tau-Filamente als ghost tangles im 

Extrazellulärraum verbleiben [82]. Ähnlich wie bei Aβ, werden auch bei Tau die Oligomere 

für die Ausbreitung der Erkrankung im Gehirn und die neurotoxischen Effekte 

verantwortlich gemacht [83, 84]. 

Transport und Clearance 

Die Ausbreitung von Tau-Monomeren, aber auch Aggregaten im Gehirn erfolgt 

entweder durch Exo- und Endozytose, vesikelvermittelt oder durch direkten Transport 

durch die Membran. In der Zielzelle können Tau-Aggregate durch Elongation von 

monomerem Tau wachsen und sich weiterverbreiten [80]. 

Der intrazelluläre Abbau von Tau erfolgt ähnlich wie bei Aβ über das Ubiquitin-

Proteasom-System und das Autophagie-Lysosom-System, allerdings können die dabei 

entstehenden Tau-Fragmente eine höhere Aggregationsneigung aufweisen. Extrazelluläres 

Tau kann über Proteasen oder Mikroglia-Phagozytose degradiert werden. Außerdem kann 

lösliches, extrazelluläres Tau über die Blut-Hirn-Schranke, die Blut-CSF-Schranke und über 

das glymphatische System ins Blut bzw. zu den Lymphknoten transportiert werden. In der 

Peripherie wurde Tau außerdem in Speicheldrüsen, im Darm, in der Leber und in der Haut 

gefunden, was auf einen Abbau in der Peripherie hindeutet [71]. 

 

Abbildung 6 Aggregationskaskade von Tau am Beispiel von AD 

Tau liegt in den Neuronen an Mikrotubuli gebunden vor. Durch Phosphorylierung von Tau löst sich 

die Bindung an die Mikrotubuli, sodass Tau in monomerer Form ungefaltet oder in der paperclip-

Struktur vorliegt. Die aus den Monomeren gebildeten Oligomere können weiter aggregieren zu 

gepaarten helikalen Filamenten (PHF) oder geraden Filamenten (SF) und sich in Form von 

neurofibrillären Bündeln (NFTs) ablagern. Erstellt mit BioRender.com  
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1.2.3 Alpha Synuclein 

Erkrankungen, die durch Ablagerungen des Proteins alpha Synuclein (αSyn) 

charakterisiert sind, werden allgemein als Synucleinopathien bezeichnet. Zu diesen 

Erkrankungen gehören PD, DLB und MSA [4]. 

Produktion und Struktur 

αSyn ist ein 140 Aminosäuren langes Protein, dass auf dem SNCA-Gen codiert und 

primär in Neuronen des Neocortex, Hippocampus, Thalamus, Cerebellum und der Substantia 

Nigra exprimiert wird. Das Protein besteht aus drei Bereichen: die N-terminale Lipid-

Bindestelle umfasst die Aminosäuren 1-60 und interagiert aufgrund der positiven Ladung 

mit Membranen. Die Aminosäuren 61-95 bilden die zentrale Domäne (Non-amyloid 

component, NAC-Domäne) und sind für die Aggregation von αSyn und die Ausbildung der 

Cross-β-Struktur entscheidend. Der saure C-Terminus reicht von Aminosäure 96-140 und 

hemmt abhängig vom pH-Wert durch Interaktion mit der NAC-Domäne die Aggregation [44, 

85]. Abhängig von den Umgebungsbedingungen kann αSyn in verschiedenen 

Konformationen vorliegen, wie z.B. der ungefalteten Struktur unter physiologischen 

Bedingungen oder mit einem α-helicalen N-Terminus bei Interaktion mit Membranen [85-

87]. 

αSyn ist in seiner monomeren Form an vielen physiologischen Funktionen wie dem 

intrazellulären Transport, der Freisetzung von Neurotransmittern und der mitochondrialen 

Funktion beteiligt und kann sowohl als Chaperon als auch als Antioxidans agieren [44]. 

Zusätzlich zum Gehirn wurde αSyn u.a. in roten Blutkörperchen, im Gastrointestinaltrakt, 

in der Haut und in Speicheldrüsen entdeckt [87, 88]. 

Aggregation 

Für die Oligomerisierung und die weitere Aggregation ist eine hydrophobe, 12 

Aminosäuren lange Sequenz in der NAC-Domäne entscheidend [87]. Die 

Aggregationskaskade läuft analog zu den anderen amyloidogenen Proteinen zunächst über 

lösliche On- oder Off-Pathway-Oligomere. On-Pathway-Oligomere können anschließend in 

der Elongationsphase exponentiell zu Protofibrillen und Fibrillen wachsen, wobei die 

Formen im Gleichgewicht miteinander stehen. Intrazelluläre Ablagerungen von αSyn 

werden je nach Form und Lokalisierung als Lewy-Körperchen oder Lewy-Neuriten 

bezeichnet. Diese Ablagerungen sind charakteristisch für Synucleinopathien wie die PD und 

DLB, bestehen neben αSyn auch aus Ubiquitin und anderen zellulären Proteinen und 

überlagern sich teilweise mit Tau-Ablagerungen [42, 89-92]. 
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Das αSyn in den Lewy-Körperchen liegt zum großen Teil an Serin 129 phosphoryliert 

vor. Ob diese Phosphorylierung ursächlich für die Aggregation und Ablagerung ist, z.B. 

durch verminderten Abbau durch Proteasome, oder ob die Phosphorylierungen erst im 

fortgeschrittenem Erkrankungsstadium oder sogar nach der Ablagerung entstehen, wird 

noch diskutiert [93, 94]. Für die Toxizität, wie z.B. Entzündungsprozesse, Zerstörung von 

Membranen und Verlust der synaptischen Aktivität, werden, ähnlich wie bei Aβ und Tau, 

nicht die unlöslichen Lewy-Körperchen, sondern kleine, lösliche Oligomere verantwortlich 

gemacht [43, 89]. αSyn Oligomere unterscheiden sich hinsichtlich ihres Molekulargewichts, 

ihres Anteils an β-Faltblattstrukturen und ihrer Hydrophobizität [89]. Als Gründe für die 

unterschiedlichen Strukturen sind Mutationen im SNCA-Gen, posttranslationale 

Modifikationen und unterschiedliche Aggregationsbedingungen beschrieben [47, 92]. 

Transport und Clearance 

Während die Toxizität von kleineren Oligomeren, möglicherweise < 100 nm ausgelöst 

wird, sind für die prionenartige Ausbreitung im Gehirn größere Oligomere und Fibrillen 

verantwortlich. Hierzu können die Aggregate entweder intra-axonal zwischen 

Gehirnregionen transportiert oder zunächst von der Zelle sekretiert und von einer anderen 

Zelle wieder aufgenommen werden, um dort die Aggregation von endogenem αSyn 

auszulösen [43, 44]. 

Sowohl Monomere als auch Oligomere können über das Ubiquitin-Proteasom-System 

oder über das Lysosom-System abgebaut werden. Da höheres Alter mit einer reduzierten 

Aktivität des Autophagie-Lysosom-Systems und des Ubiquitin-Proteasom-Systems 

einhergehen und diese Systeme außerdem durch αSyn-Oligomere gehemmt werden, kann 

es durch die Beeinflussung des Abbaus zur Anreicherung von αSyn im Gehirn kommen [44]. 

Extrazelluläres αSyn, das ebenfalls neurotoxisch ist und Entzündungsprozesse auslösen 

kann, wird entweder direkt durch Proteasen abgebaut oder zunächst in die Zellen 

aufgenommen und dort wie oben beschrieben eliminiert [93]. Zusätzlich kann αSyn über 

die Blut-CSF-Schranke zwischen CSF und Blut transportiert werden, wohingegen ein 

Transport über die Blut-Hirn-Schranke noch nicht nachgewiesen wurde [95]. 

Außerdem wurde ein Transport von αSyn von der Peripherie, z.B. dem 

Gastrointestinaltrakt über den Vagusnerv oder über das olfaktorische System ins Gehirn 

beobachtet, was zur Hypothese des peripheren Ursprungs der Lewy-Pathologie geführt hat 

(s. Parkinson-Erkrankung) [46]. Auch der umgekehrte Weg vom Gehirn in den 

Gastrointestinaltrakt wurde beobachtet [88]. 
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1.3 sFIDA 

1.3.1 Oligomere als Biomarker 

Die Diagnose der meisten neurodegenerativen Erkrankungen erfolgt im klinischen 

Alltag anhand der Symptomatik des Patienten und dem Abschneiden in kognitiven Tests. 

Zur Abgrenzung und bei unklaren Fällen können außerdem bildgebende Verfahren 

hinzugezogen werden [10, 20, 44, 47, 56]. Das bisherige Vorgehen hat dabei im 

Wesentlichen zwei Nachteile: Eine Diagnose erfolgt häufig erst im fortgeschrittenen 

Stadium der Erkrankung, wenn Patienten eine Beeinträchtigung des täglichen Lebens 

feststellen. Zu diesem Zeitpunkt ist die Neurodegeneration im Gehirn allerdings schon weit 

fortgeschritten, wodurch eine therapeutische Intervention erschwert wird [96]. Außerdem 

ist die Diagnose bei Verwendung neuropsychiatrischer Tests zeitintensiv und bildgebende 

Verfahren sind teuer und limitiert in ihrer Verfügbarkeit [13, 96].  

Da die Toxizität neueren Erkenntnissen zufolge bei allen beschriebenen 

neurodegenerativen Erkrankungen auf der Anwesenheit von löslichen Oligomeren beruht 

[16, 80, 89], stellen Veränderungen in der Oligomerkonzentration in Körperflüssigkeiten 

einen direkten Biomarker für die Diagnose der Erkrankungen, aber auch für die Therapie 

ebendieser dar [34, 97]. Eine Quantifizierung der Oligomere kann dabei helfen, Patienten 

mit erhöhten Oligomer-Konzentrationen für klinische Studien auszuwählen (Selektion bzw. 

Stratifizierung der Patienten) [97], da diese Patienten möglicherweise besonders von einer 

anti-Oligomeren Therapie profitieren. Außerdem kann der Effekt der Therapie auf die 

Konzentration der Oligomere beobachtet und damit die Effektivität des Medikaments 

beurteilt werden (Target Engagement). Zusätzlich ermöglicht die regelmäßige Bestimmung 

der Oligomere eine individuell angepasste Therapie (Therapeutisches Drug Monitoring) 

[34], was zu einem höheren Therapieerfolg mit gleichzeitig geringeren Nebenwirkungen 

führen kann. 

Aufgrund der geringen Konzentration von Oligomeren in Körperflüssigkeiten und des 

Einflusses an Monomer erfordert die Quantifizierung von Oligomeren extrem sensitive und 

spezifische Verfahren. Erschwerend kommt hinzu, dass Oligomere in verschiedenen 

Größen, Strukturen und posttranslationalen Modifikationen vorliegen, wobei noch nicht 

abschließend geklärt ist, welche der Strukturen für die jeweiligen Erkrankungen relevant 

sind [67]. 

Für die Quantifizierung von Oligomeren gibt es verschiedene Möglichkeiten, wobei die 

meisten Verfahren in mindestens einem der Schritte spezifische Antikörper verwenden. Um 

die Detektion von Monomeren zu vermeiden, können Antikörper gegen strukturspezifische 
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Epitope verwendet werden, die nur in Oligomeren vorkommen. Alternativ kann ein 

Sandwich-Assay aufgebaut werden, bei dem der Fängerantikörper (Captureantikörper) und 

der Detektionsantikörper gegen das gleiche Epitop gerichtet sind. Andere Verfahren, die z.B. 

auf der Verwendung von Massenspektrometrie oder Größenausschlusschromatographie 

beruhen, befinden sich ebenfalls in der Entwicklung [97]. In vorherigen Studien konnte 

durch verschiedene Verfahren bereits eine Erhöhung sowohl von αSyn-Oligomeren in CSF 

als auch von Aβ-Oligomeren in CSF und Plasma nachgewiesen werden [98-103]. Bisherige 

Verfahren sind allerdings oft wenig validiert und unterscheiden sich hinsichtlich der 

Methodik und des Kalibrationsstandards, was zu Unterschieden in den ermittelten 

Konzentrationen und der Sensitivität und Spezifität der Verfahren führt. 

1.3.2 Prinzip und Präparation des sFIDA 

Das sFIDA-Verfahren wurde entwickelt, um sensitiv und selektiv Oligomere in 

Körperflüssigkeiten nachzuweisen. sFIDA steht für surface-based fluorescence intensity 

distribution analysis und verwendet zur Quantifizierung von Oligomeren ein Verfahren mit 

Antikörpern gegen gleiche oder überlappende Epitope. Erste Anwendungen des Verfahrens 

dienten dem Nachweis von aggregiertem Prion-Protein in Hirnhomogenaten und der 

Cerebrospinalflüssigkeit von Scrapie-infizierten Hamstern und BSE-infizierten Rindern 

[104-106]. Weiterentwicklungen der Methode zielten auf die Anwendung in anderen 

neurodegenerativen Erkrankungen wie AD und anderen Körperflüssigkeiten wie Blut, 

einem höheren Durchsatz und der Entwicklung von Standardpartikeln zur Kalibrierung der 

Methode ab [107-115]. 

Das biochemische Prinzip des sFIDA ähnelt einem enzymgekoppelten 

Immunadsorptionstest (ELISA) mit Sandwich-Aufbau (Abbildung 7 - Präparation): 

Zunächst wird der Captureantikörper auf der Glasoberfläche immobilisiert. Da der 

Captureantikörper nicht alle potenziellen Bindestellen für Probenbestandteile lückenlos 

abdeckt, folgt auf die Immobilisierung des Captureantikörpers ein Blocking Schritt, für den 

in der Regel andere Proteine oder Proteingemische, z.B. bovines Serumalbumin (BSA), 

verwendet werden. Bei der anschließenden Probeninkubation wird die spezifische und 

sehr stabile Antikörper-Protein-Bindung ausgenutzt. Alle anderen Probenbestandteile, die 

nicht oder nur schwach an die Oberfläche binden, werden durch anschließende 

Waschschritte entfernt. Abschließend wird der Detektionsantikörper hinzugefügt, der mit 

einem Fluoreszenzfarbstoff markiert ist [116, 117].  
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Abbildung 7 Prinzip und Ablauf des sFIDA  

Der sFIDA-Assay gliedert sich in drei Abschnitte: die Präparation, die Messung und die Auswertung. 

Bei der Präparation wird im Sandwich-Verfahren zunächst der Capture-Antikörper auf der 

Oberfläche immobilisiert und anschließend freie Bindestellen im Blocking-Schritt abgesättigt. Im 

Probeninkubations-Schritt kann der Analyt an den Capture-Antikörper binden und im 

Detektionsantikörperschritt durch den gleichen oder einem mit dem Captureantikörper in der 

Epitopbindestelle überlappenden Antikörper nachgewiesen werden, wodurch die Detektion von 

Monomeren ausgeschlossen wird. Während der anschließenden Messung werden die 

fluoreszenzmarkierten Detektionsantikörper durch Laser- oder LED-Strahlung angeregt und 

Aufnahmen von der Oberfläche gemacht. Die dabei generierten Bilder können anschließend mithilfe 

der Software „sFIDAta“ ausgewertet werden. Als Ergebnis wird die Anzahl der Pixel in den 

Einzelkanälen (PixelCount) oder der Kolokalisation (sFIDA Readout) angegeben, die einen 

definierten Intensitätsschwellenwert überschreiten. Erstellt mit BioRender.com 
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Die Besonderheit des sFIDA liegt in der Bildaufnahme und Datenanalyse. Im Gegensatz 

zu einem normalen ELISA wird ein Fluoreszenzmikroskop gekoppelt mit einer 

hochauflösenden Kamera verwendet, die Aufnahmen von der Oberfläche macht. Bei der 

anschließenden Bildanalyse können einzelne Partikel gezählt werden, wodurch 

Einzelmolekülsensitivität erreicht werden kann (s. Messung und Auswertung) [115, 118]. 

Die Auswahl der Antikörper ist ein entscheidender Schritt in der Entwicklung des 

sFIDA: Sie bestimmt die Selektivität von Aggregaten gegenüber Monomeren und trägt zur 

Sensitivität des Verfahrens bei. Die Antikörper für den sFIDA werden dabei so ausgewählt, 

dass der Capture- und Detektionsantikörper die gleichen oder überlappende Epitope 

erkennen. So werden Monomere zwar über den Captureantikörper auf der Oberfläche 

immobilisiert, allerdings ist durch diesen Schritt die Bindestelle für den 

Detektionsantikörper bereits belegt, sodass die Monomere kein Signal geben.  

Die Auswahl der Antikörper bzw. deren Affinität ist außerdem entscheidend für die 

Sensitivität des Assays. Die Affinität eines Antikörpers wird durch die 

Dissoziationskonstante (KD) angegeben und beschreibt die Stärke der Wechselwirkung 

zwischen Protein und Ligand. Je kleiner der KD-Wert, desto mehr liegt das Gleichgewicht auf 

der Seite des Antikörper-Antigen-Komplexes und desto stärker ist die Bindung. Für 

Immunoassays sollte der KD-Wert der Antikörper nicht über 10 nmol/l liegen. Da die 

verwendeten IgG-Antikörper außerdem zwei Bindestellen für das Antigen aufweisen, ist die 

Gesamtbindungsstärke (Avidität) im Vergleich zu einer einzelnen Bindestelle exponentiell 

höher [116, 117, 119]. 

Die Selektivität des Assays kann weiter erhöht werden, indem nicht nur ein 

Detektionsantikörper, sondern zwei verschiedene Detektionsantikörper gegen das gleiche 

oder überlappende Epitope zugegeben werden [120]. Neben den Einzelkanälen kommt so 

eine zusätzliche Analyseoption hinzu, bei der nur die Pixel gezählt werden, bei denen beide 

Detektionsantikörper ein Signal geben. Dadurch können zum einen nur Analyten erkannt 

werden, die mindestens drei Bindestellen für die Antikörper besitzen (eine Bindestelle für 

den Capture- und zwei weitere für die Detektionsantikörper), zum anderen kann die 

Sensitivität des Assays erhöht werden (s. Auswertung). Da die Antikörper, die im sFIDA 

verwendet werden, lineare Epitope unabhängig von der Aggregatstruktur erkennen, kann 

im sFIDA die Gesamtheit der Aggregate detektiert werden. 

Kalibration 

Eine weitere Herausforderung bei der Entwicklung eines Assays ist die Auswahl eines 

geeigneten Kalibrationsstandards. Der Nachteil rekombinanter Aggregate ist die große 

strukturelle Diversität abhängig von den gewählten Aggregationsbedingungen wie Puffer 



Einleitung 

32 

 

oder Temperatur und die fehlende Stabilität [120, 121]. Aus diesem Grund werden zur 

Kalibration des sFIDA keine rekombinanten Aggregate, sondern Silikananopartikel 

(SiNaPs) verwendet. Auf die Oberfläche von diesen SiNaPs kann das entsprechende Protein 

in mehrfacher Ausführung gekoppelt werden, sodass ein Aggregat nachgeahmt wird [113]. 

Der Vorteil dieser Partikel ist, dass sie eine einheitliche Größenverteilung aufweisen und 

über einen langen Zeitraum stabil sind [112]. Außerdem können die Partikel speziell für 

bestimmte Anwendungen synthetisiert werden, indem unterschiedliche Proteine mit 

definierter Anzahl auf einen SiNaP gekoppelt werden [112, 113, 115]. 

1.3.3 Messung 

Die Oberfläche des sFIDA wird mit einem Fluoreszenzmikroskop, das an eine Kamera 

gekoppelt ist, vermessen. Hierbei werden die Fluorophore an den Detektionsantikörpern 

durch die Laser- oder LED-Strahlung angeregt. Fluoreszenzfarbstoffe unterscheiden sich 

von normalen Farbstoffen darin, dass die Energie nach Anregung nicht nur durch 

Wärmestrahlung und Bewegung, sondern auch durch die Emission von Lichtstrahlung 

abgegeben werden kann. Dabei ist das emittierte Licht immer langwelliger als das 

absorbierte, da ein Teil der Energie durch strahlungslose Prozesse verloren geht (Abbildung 

8). Die Farbstoffe werden so ausgewählt, dass sich die Spektren nur wenig überlappen, um 

zu verhindern, dass sich die Farbstoffe gegenseitig anregen können.  

 

 

Abbildung 8 Absorptions- und Emissionsspektren des CF488A und CF633 Farbstoffes der 

Firma Biotium 

Die im sFIDA verwendeten Farbstoffe CF488 und CF633 überlappen sich weder in den 

Absorptionsspektren (−) noch in den Emissionspektren (---), wodurch die Farbstoffe zeitgleich in 

einem Assay eingesetzt werden können, ohne sich gegenseitig zu beeinflussen. 

 



Einleitung 

33 

 

 

Abbildung 9 Abhängigkeit des Reflektionswinkels vom Einstrahlwinkel 

Ist der Einstrahlwinkel θ1 kleiner als der kritische TIRF Winkel θk, dringt der Laserstrahl in die Probe 

ein und kann ungerichtet Fluorophore in der Probe anregen (a). Entspricht der Einstrahlwinkel θ1 

dem kritischen TIRF Winkel θk, wird der Laserstrahl im 90° Winkel abgestrahlt (θ2). Nur wenn der 

Einstrahlwinkel größer als der kritische TIRF-Winkel ist, kann der Lichtstrahl totalreflektiert 

werden, wodurch nur die elektrische Komponente des Lichts in die Probe eindringen und dadurch 

nur die Fluorophore an der Grenzfläche zwischen Glas und Well angeregt werden können. Abbildung 

in Anlehnung an [122]. Erstellt mit BioRender.com 

Zusätzlich werden in Fluoreszenzmikroskopen in der Regel zwei Filter verbaut: der 

Anregungsfilter sorgt dafür, dass nur das Licht eines bestimmten Wellenlängenbereichs, 

z.B. 488 nm für den grünen Kanal, auf die Probe trifft, wohingegen der Emissionsfilter das 

emittierte Licht einer bestimmten Wellenlänge, allerdings nicht das Anregungslicht, an den 

Chip der Kamera weiterleitet [123]. Da die verwendete Laserstrahlung bei der in dieser 

Arbeit verwendeten TIRF-Mikroskopie (Total internal reflection fluorescence microscopy) 

bereits monochromatisch ist, ist hier im Gegensatz zu anderen Fluoreszenzmikroskopen, 

die LEDs verwenden, kein Anregungsfilter notwendig. 

Im Gegensatz zur konfokalen Mikroskopie, wo der Laser- oder LED-Strahl durch die 

Probe geschickt wird, ist bei der TIRF-Mikroskopie der Einstrahlwinkel entscheidend: Ist 

der Einstrahlwinkel θ1 kleiner als der kritische TIRF-Winkel θk, dringt der Laserstrahl in die 

Probe ein und regt dort die Fluorophore auf allen Ebenen an (Abbildung 9a). Entspricht der 

Einstrahlwinkel θ1 dem kritischen TIRF-Winkel θk, wird der Laserstrahl im 90° Winkel 

abgestrahlt (θ2, Abbildung 9b). Nur wenn der Einstrahlwinkel größer als der kritische TIRF-

Winkel ist (Abbildung 9c), kann der Lichtstrahl totalreflektiert werden, wodurch nur die 

elektrische Komponente des Lichts in die Probe eindringen und ein elektromagnetisches 

Feld an der Grenzfläche zur Probe, das sogenannte evaneszente Feld bzw. die evaneszente 

Welle, bilden kann (Abbildung 10). Die Eindringtiefe der evaneszenten Welle in die Probe 

hängt von der Wellenlänge, dem Einstrahlwinkel und den Brechungsindizes der Medien 

(Glas und Probe) ab und beträgt bis zu 200 nm. Dabei ist die Intensität umso stärker, je 

näher sich die Probe an der Quelle der Energie befindet. In Abbildung 10 ist schematisch 

der Aufbau des sFIDA und die Position der Fluorophore dargestellt. Der Assayaufbau 
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erstreckt sich über einen Bereich von ca. 20-30 nm über der Glasoberfläche und liegt damit 

vollständig im evaneszenten Feld.  

Der Vorteil der TIRF-Mikroskopie gegenüber konfokalen Mikroskopen liegt darin, dass 

nur Fluorophore, die sich an der Oberfläche des Glases befinden, angeregt werden, wodurch 

sich das Hintergrundrauschen reduziert und die Auflösung verbessert [122]. Die Auflösung 

in der Mikroskopie ist der Abstand, den zwei Objekte haben müssen, um noch getrennt 

voneinander dargestellt werden zu können. Die Auflösung ist von der numerischen Apertur 

des Objektivs, der Wellenlänge und dem Brechungsindex des Mediums abhängig. Beim 

TIRF-Mikroskop wird ein Ölimmersionsobjektiv verwendet. Da Öl einen höheren 

Brechungsindex (n = 1,55) als Wasser (n = 1,33) oder Luft (n = 1) hat, kann hierdurch die 

Auflösung verbessert werden. Die Auflösung lässt sich anhand der folgenden Formel (1) 

berechnen und beträgt für das TIRF-Mikroskop mit einer numerischen Apertur von 1,47 im 

grünen Fluoreszenzkanal 202 nm und im roten 263 nm [123, 124]. 

𝐴𝑢𝑓𝑙ö𝑠𝑢𝑛𝑔[𝑛𝑚] =
0,61∗𝜆

𝑁𝐴
   (1) 

 

 

Abbildung 10 Prinzip der TIRF-Mikroskopie 

Trifft der Lichtstrahl in einem Winkel größer als der kritische Winkel auf die Probe, wird das Licht 

reflektiert. Es bildet sich ein evaneszentes Feld, dass bis zu 200 nm tief in die Probe eindringen kann. 

Hierdurch werden nur Fluorophore an der Glasoberfläche angeregt, wodurch das 

Hintergrundrauschen reduziert und die Auflösung verbessert werden kann. Erstellt mit 

BioRender.com 
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Gekoppelt ist das TIRF-Mikroskop an eine electron-multiplying charge-coupled device 

(EMCCD)-Kamera, die Bildaufnahmen von der Oberfläche macht. Die Bilder haben eine 

Abmessung von 1000 x 1000 Pixeln und entsprechen bei einer 100 x Vergrößerung einer 

Bildfläche von 113,8 x 113,8 µm und einer Pixelkantenlänge von 113,8 nm.  

Durch die Welleneigenschaft des Lichtes wird ein Lichtpunkt von Kreisen geringerer 

Intensität umgeben (sogenannte Airy Discs bzw. Beugungsringe). Für die Messung der 

Proteinaggregate im sFIDA bedeutet das, dass selbst bei Partikeln, die kleiner sind als ein 

Pixel, umgebende Pixel mit ausgeleuchtet werden können. 

1.3.4 Auswertung  

Für die Auswertung des sFIDA wurde die Software sFIDAta entwickelt. Die Auswertung 

erfolgt dabei auf Pixelebene und basiert für jeden Pixel auf der Entscheidung, ob die 

Intensität des Pixels über oder unter einem bestimmten Intensitätsschwellenwert, dem 

sogenannten cutoff liegt. Abbildung 11 zeigt beispielhaft die Abhängigkeit der digitalen 

Entscheidung vom gewählten cutoff: Je höher der cutoff, desto weniger Pixel erreichen 

diesen Schwellenwert. Der cutoff wird idealerweise so gewählt, dass Negativ- und 

Positivkontrolle die beste Differenzierung aufweisen. Ein zu niedriger cutoff (Abbildung 

11a) führt dazu, dass zu viele unspezifische Pixel gezählt werden (Hintergrundrauschen der 

Kamera oder Hintergrund durch unspezifische Bindung der Antikörper an die 

Assayoberfläche), während bei einem zu hohen cutoff (c) viele Pixel den Schwellenwert 

nicht mehr erreichen, obwohl sie auf einer spezifischen Bindung des Antikörpers basieren. 

Der verwendete cutoff wird anhand der Negativkontrolle definiert und ist der 

Intensitätsschwellenwert, bei dem in der Negativkontrolle eine definierte Anzahl an Pixeln 

diesen Schwellenwert überschreiten. Die Anzahl an Pixeln über dem cutoff wird als 

PixelCount bezeichnet. 

Bei Verwendung von mehr als einem Detektionsantikörper kann als zusätzliche 

Auswerteoption der sFIDA Readout verwendet werden. Der sFIDA Readout ist dabei erneut 

eine Pixelanzahl, allerdings wird ein Pixel nur dann gezählt, wenn er in allen 

Fluoreszenzkanälen den entsprechenden individuellen Intensitätsschwellenwert 

überschreitet. Der sFIDA Readout ist entsprechend die Anzahl kolokalisierter Pixel in einem 

Bild. Während die unspezifische Bindung der Antikörper an der Assayoberfläche zufällig 

erfolgt und dadurch stochastisch bedingt nur in Einzelfällen kolokalisert ist, ist die Bindung 

an den Analyten spezifisch und zu einem größeren Anteil kolokalisiert. Der Vorteil des 

sFIDA-Readouts liegt sowohl in einer höheren Sensitivität aufgrund eines reduzierten 

Hintergrundrauschens und einer verbesserten Differenzierung in den niedrigen 
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Konzentrationen als auch in einer höheren Selektivität, da einzelne unspezifisch gebundene 

Antikörper die Analyse nicht beeinflussen.  

cutoff a) 1500 b) 2500 c) 10000 

Negativkontrolle 

   

Aggregate 

   

Abbildung 11 Binäre Darstellung einer Negativkontrolle und von Aβ-Aggregaten in 

Abhängigkeit des gewählten cutoffs  

Pixel mit Intensitäten über dem cutoff werden weiß dargestellt, Pixel mit geringerer Intensität als 

der cutoff schwarz (die Summe der weißen Pixel entspricht dem PixelCount). Die Differenzierung der 

Negativkontrolle (Plasma) und einer Konzentration von 250 pM Aggregaten (in Plasma, 

Konzentration bezogen auf die Monomereinheiten) ist abhängig vom gewählten cutoff. 

1.3.5 Probenmatrix 

Der Nachweis der Proteinaggregate mittels sFIDA kann in verschiedenen 

Körperflüssigkeiten (Matrices) erfolgen. Präanalytische Faktoren, z.B. Zentrifugieren und 

Zeit bis zum Einfrieren, die Probenqualität, z.B. Material der Probengefäße oder Hämolyse, 

und die Zusammensetzung der jeweiligen Matrix (z.B. Proteinkonzentration oder 

heterophile Antikörper) können die Quantifizierung der Oligomere beeinflussen. In der 

vorliegenden Arbeit wurde mit CSF-, Plasma- und Stuhlproben gearbeitet. 

CSF 

Bei der Cerebrospinalflüssigkeit (Liquor cerebrospinalis, CSF) handelt es sich um eine 

klare, proteinarme (0,16-0,38 g/l) und fast zellfreie Flüssigkeit (1 Leukozyt/µl CSF). Die 

gesamte Menge an CSF im Gehirn liegt bei 150-160 ml, wobei täglich ca. 400 ml durch 

Filtration von Blut zwischen den Kapillaren und der Interstitialflüssigkeit und im Plexus 

Choroideus in den Hirnventrikeln produziert werden. Die Aufgaben vom CSF liegen in dem 

Schutz von Gehirn und Rückenmark vor mechanischen Einwirkungen, dem Ausgleich des 
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Blutvolumens während eines Herzschlags und der Beseitigung von Abfallstoffen aus dem 

Gehirn [72, 74, 125]. Durch die Nähe zum Gehirnparenchym stellt CSF eine geeignete Matrix 

dar, um Veränderungen im Proteinmetabolismus im Gehirn zu messen [23]. 

Die Gewinnung von CSF erfolgt üblicherweise über eine Lumbalpunktion zwischen dem 

dritten und fünften Lendenwirbeldornfortsatz. In seltenen Fällen, z.B. aufgrund von 

Kontraindikationen, kann eine subokzipitale Punktion im Bereich der Halswirbelsäule 

durchgeführt werden. Häufige Nebenwirkungen der Liquorpunktion sind leichte 

Blutungen, lokale Schmerzen an der Punktionsstelle und das postpunktionelle Syndrom, bei 

dem es sich um einen orthostatischen Kopfschmerz handelt, der mit Übelkeit, Erbrechen 

und Lichtempfindlichkeit einhergehen kann [126].  

Die Entnahme der CSF-Probe sollte in ein Gefäß aus Polypropylen erfolgen, um eine 

Wechselwirkung des Analyten mit der Gefäßwand zu vermeiden. Außerdem kann das 

Volumen und bei mehrere Aliquots deren Reihenfolge die Konzentration der Biomarker 

beeinflussen, da die Proteinkonzentration im CSF mit steigender Fraktion abnehmen kann. 

Nach der Entnahme kann CSF zentrifugiert werden, um Zellen, u.a. rote Blutkörperchen 

durch Blutkontamination des CSF, zu entfernen. Die Lagerung der Proben sollte bei -80°C 

erfolgen [127]. 

Plasma 

Eine weniger invasive Matrix stellt das Blutplasma dar. Im menschlichen Körper fließen 

6-7 Liter Blut, das für den Transport von Sauerstoff, zur Pufferung und für die 

Immunabwehr zuständig ist. Eine wichtige Aufgabe liegt außerdem im Transport von 

Proteinen, u.a. Aβ. Blut besteht dabei aus einem zellulären Anteil, dem sogenannten 

Hämatokrit, der größtenteils aus Erythrozyten, aber auch Leukozyten und Thrombozyten 

besteht und bei Männern 40-54 % und bei Frauen 37-47 % des Gesamtblutvolumens 

ausmacht. Der flüssige Anteil wird als Blutplasma bzw. Blutserum bezeichnet und kann 

durch Abzentrifugieren der Blutzellen gewonnen werden (Abbildung 12) [128]. 

Um Blutplasma zu gewinnen, muss direkt nach der Blutabnahme ein Blutgerinner 

(Antikoagulanz) zugesetzt werden. Hierfür können entweder Ethylendiamintetraacetat 

(EDTA) oder Citrat verwendet werden, die durch Komplexierung von Calcium die 

Blutgerinnung verhindern, oder Heparin, das durch Bindung an Antithrombin 

Gerinnungsfaktoren wie Faktor X oder Thrombin hemmt [114]. Lässt man Blut ohne Zusatz 

von Gerinnungshemmern gerinnen, erhält man nach der Zentrifugation Blutserum, dass im 

Gegensatz zum Plasma keine Gerinnungsfaktoren mehr enthält. Nach dem Überführen des 

Überstandes sollten Plasma- oder Serumproben zur Lagerung bei -80°C eingefroren werden 
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[129, 130]. In der vorliegenden Arbeit wurde ausschließlich mit EDTA-Plasma gearbeitet, 

das im Folgenden als Plasma bezeichnet wird.  

Im Plasma sind Salze, Fette, Aminosäuren, Kohlenhydrate und Proteine, insbesondere 

Albumin und Globuline, enthalten. Albumin macht mit ca. 60 % der Gesamtproteine und 

einer Konzentration von 43 g/l den Hauptbestandteil der Plasmaproteine aus. Neben der 

Aufrechterhaltung des onkotischen Drucks ist Albumin ein Transportprotein und bindet u.a. 

Fettsäuren, Hormone, Medikamente aber auch andere Proteine wie Aβ. Unter die Globuline 

fallen neben den Antikörpern auch die Lipoproteine und Gerinnungsproteine [69, 74, 125, 

128]. 

 

Abbildung 12 Gewinnung von Plasma  

Die Blutabnahme erfolgt in Röhrchen mit einem Antikoagulanz, z.B. EDTA, dass die Blutgerinnung 

verhindert. Bei der anschließenden Zentrifugation des Blutes erfolgt eine Trennung in die festen 

Bestandteile (Hämatokrit, rot) und das Blutplasma (gelb). Das Blutplasma wird abgenommen und 

bis zur Vermessung bei -80°C gelagert.  

Stuhl 

Die Gewinnung von Stuhl ist im Gegensatz zu Plasma und CSF ein nicht-invasives Verfahren 

und eignet sich daher besonders als Matrix für die Bestimmung von Biomarkern [131]. Die 

tägliche Stuhlmenge liegt bei durchschnittlich 150-200 g pro Tag, ist aber ebenso wie die 

Stuhlzusammensetzung von der Nahrung abhängig [125, 131, 132]. 

Stuhl besteht zu ca. 75 % aus Wasser und 25 % aus festen Bestandteilen wie Proteinen, 

Kohlenhydraten und Fetten, wobei die bakterielle Biomasse mit 25-54 % der gesamten 

festen Bestandteile den größten Anteil hat. Der Proteinanteil setzt sich aus endogenem und 

bakteriellem Protein zusammen. Die Form des Stuhls wird anhand der Bristol-

Stuhlformskala in sieben Kategorien eingeteilt, wobei der Stuhl in der ersten Kategorie als 

einzelne, harte, nussförmige Kügelchen vorliegt und die siebte Kategorie flüssigen Stuhl 

ohne feste Bestandteile umfasst [132]. Die Stuhlproben werden vor Verwendung 

homogenisiert und zentrifugiert, um u.a. die Proteine zu extrahieren und unlösliche 

Bestandteile abzutrennen. 
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Abbildung 13 Zusammensetzung von Stuhl  

Stuhl besteht zum größten Teil aus Wasser. Die festen Bestandteile setzen sich in absteigenden 

Anteilen aus lebenden und toten Bakterien, Kohlenhydraten, Proteinen, anorganischen Substanzen 

und Fetten zusammen, wobei die genaue Zusammensetzung individuell sehr verschieden ist und z.B. 

von der Ernährung abhängt. 

Matrixeffekte 

Als Matrixeffekte können alle Interferenzen in einem Immunoassay verstanden werden, 

die durch die Matrix, z.B. durch Plasma und CSF, ausgelöst werden. Messungen in Plasma 

sind dabei aufgrund des hohen Proteinanteils anfälliger für Matrixeffekte als z.B. CSF.  

Als Ursache für Matrixeffekte kommen Analyt-spezifische Interferenzen wie 

Autoantikörper und Analyt-unspezifische Interferenzen wie heterophile Antikörper oder 

die Maskierung des Analyten infrage. Bei einem Sandwich-Aufbau können Matrixeffekte im 

Allgemeinen zwei Folgen haben: Proben, die keinen Analyten enthalten, geben ein positives 

Signal (falsch positiv) oder Proben geben trotz der Anwesenheit des Analyten kein Signal 

(falsch negativ) (Abbildung 14). Von besonderer Relevanz bei der Messung von 

Plasmaproben ist die Anwesenheit heterophiler Antikörper, insbesondere humaner Anti-

Maus-Antikörper (HAMAs). Aufgrund der bivalenten Struktur der Antikörper können 

HAMAs in einem Sandwich-Aufbau zu einer Quervernetzung von Capture- und 

Detektionsantikörper führen und ein falsch-positives Signal bewirken. Falsch negative 

Signale können durch direkte Blockierung der Assay-Antikörper oder durch die Maskierung 

der Epitopbindestelle hervorgerufen werden, z.B. durch Bindung des Analyten an 

Matrixbestandteile wie Albumin oder Fett [117, 133]. 
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Abbildung 14 Einfluss von Matrixeffekten auf das Signal im sFIDA 

Probenbestandteile können durch unspezifische Bindung an den Captureantikörper entweder die 

Bindung des Analyten blockieren und zu falsch-negativen Signalen führen oder durch 

Quervernetzung des Capture- und Detektionsantikörpers (z.B. durch heterophile Antikörper) falsch-

positive Signale hervorrufen. Außerdem können Probenbestandteile an den Analyten binden und die 

Epitopbindestelle abdecken oder aus sterischen Gründen eine Immobilisierung oder Detektion 

verhindern und dadurch ebenfalls falsch-negative Signale auslösen. Abbildung in Anlehnung an 

[117]. 
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2 Zielsetzung 

Allen neurodegenerativen Erkrankungen ist die Beteiligung aggregierter Proteine, 

insbesondere der löslichen, neurotoxischen Oligomere, gemein. Aufgrund des direkten 

Zusammenhangs der Oligomere mit der Erkrankung stellen diese Oligomere einen idealen 

Biomarker für die Diagnose neurodegenerativer Erkrankungen dar. Für den sFIDA konnte 

in vorherigen Studien gezeigt werden, dass eine verlässliche Quantifizierung durch die 

Verwendung von stabilen proteinkonjugierten SiNaPs möglich ist und dass Oligomere in 

CSF von AD-Patienten gegenüber Kontrollen erhöht sind.  

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war zunächst eine Weiterentwicklung bestehender 

Assays bezüglich der analytischen Sensitivität und Selektivität zum Nachweis von 

Oligomeren in CSF für verschiedene neurodegenerative Erkrankungen. Ein besonderer 

Fokus lag hier auf dem zeitgleichen Nachweis verschiedener aggregierter Proteine wie αSyn 

und Tau bzw. Aβ und Tau, um eine Abhängigkeit sowohl zwischen den Proteinen als auch 

zwischen verschiedenen Erkrankungen zu eruieren. Hierzu wurden in zwei großen 

Probenpanels die Konzentrationen von αSyn und Tau-Oligomeren in verschiedenen 

neurodegenerativen Erkrankungen und von Aβ- und Tau-Oligomeren in unterschiedlichen 

Stadien von AD bestimmt. Hierdurch sollen zum einen Rückschlüsse über die Eignung des 

sFIDA zur Quantifizierung der Proteinaggregate in neurodegenerativen Erkrankungen 

getroffen werden, zum anderen soll diese Arbeit damit zur Fragestellung beitragen, ob die 

Bestimmung der Proteinoligomere und Aggregate einen geeigneten Biomarker für die 

Diagnose neurodegenerativer Erkrankungen darstellt.  

Die Analyse von Proteinaggregaten in CSF hat den großen Vorteil der direkten 

Verbindung von CSF mit der Interstitialflüssigkeit und dem Gehirnparenchym, sodass 

pathophysiologische Veränderungen im Gehirn auch im CSF nachgewiesen werden können. 

Allerdings kann eine Liquorpunktion aufgrund der Invasivität und der Notwendigkeit der 

direkten Weiterverarbeitung von CSF nicht standardmäßig in Hausarztpraxen 

durchgeführt werden. Ein weniger invasives Verfahren, z.B. der Nachweis der Oligomere in 

Stuhl oder in Plasma, würden ein routinemäßiges Screening ermöglichen. Die 

Herausforderung dieser Körperflüssigkeiten liegt in der komplexeren Matrix und den 

geringeren Konzentrationen der Biomarker, was noch sensitivere und weniger störanfällige 

Verfahren erfordert. Außerdem gibt es bisher wenig Evidenz für die Eignung dieser 

explorativen Biomarker in Körperflüssigkeiten außerhalb des CSF.  

Das Hauptaugenmerk im zweiten Teil dieser Arbeit lag daher zunächst in der 

Entwicklung eines sensitiven und spezifischen Tests zur Quantifizierung von Aβ-

Oligomeren in Blutplasma. Durch die Anwendung dieses Tests in Plasmaproben von AD-
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Patienten sollte anschließend geklärt werden, ob sich Aβ-Oligomere in Plasma in 

Abhängigkeit des Erkrankungsfortschritts verändern und damit einen möglichen 

minimalinvasiven Biomarker darstellen.  
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Tau pathology  
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Verfassen des Manuskripts  

Anhang zum 

Manuskript 

Kapitel 7.2 



Manuskripte 

58 



Manuskripte 

59 

 



Manuskripte 

60 

 

  



Manuskripte 

61 



Manuskripte 

62 



Manuskripte 

63 



Manuskripte 

64 



Manuskripte 

65 



Manuskripte 

66 



Manuskripte 

67 



Manuskripte 

68 



Manuskripte 

69 

 



Manuskripte 

70 
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beagle dogs – a model of sporadic Alzheimer’s disease 
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4 Zusammenfassung und Diskussion 

Die früheren Entwicklungen der sFIDA-Technologie fokussierten sich auf die Chemie 

der Glasoberfläche, der Anwendung der Fluoreszenzmikroskopie, auf der Entwicklung 

eines Kalibrationsstandards und der Automatisierung der Methode [105, 107, 112, 113, 

134]. Außerdem wurden erste Experimente mit CSF und Plasma als Matrix durchgeführt 

[108, 109, 111, 114, 115]. Die darauf aufbauenden Schritte in dieser Arbeit lagen in der 

Weiterentwicklung des sFIDA für verschiedene Matrices im Hinblick auf eine ausreichende 

analytische Sensitivität und Selektivität und der Überprüfung ebendieser. Abschließend 

wurde die Eignung der Quantifizierung von Proteinaggregaten für die Diagnose von 

neurodegenerativen Erkrankungen anhand der Messung von klinischen Proben eruiert.  

4.1 Entwicklung sensitiver und selektiver sFIDA-Assays 

Die Entwicklung eines Assays zum Nachweis von Proteinaggregaten in 

Körperflüssigkeiten ist an verschiedene Herausforderungen gekoppelt. Entscheidend ist 

eine ausreichende Sensitivität des Assays, um die geringen Oligomerkonzentrationen in 

Körperflüssigkeiten quantitativ nachzuweisen, sowie besonders bei komplexen Matrices 

wie Plasma und Stuhl eine hohe Selektivität für den Analyten gegenüber anderen 

Matrixbestandteilen [97, 133]. Die Bestimmung der Sensitivität und Selektivität eines 

Verfahrens sind außerdem wichtige Bestandteile einer Assay-Validierung. Weitere 

Parameter, die bei einer vollständigen Validierung gefordert sind, wie Präzision, 

Wiederfindungsrate und Probenstabilität, sind für die Zulassung notwendig und wurden bei 

der Etablierung einzelner Assays untersucht, um hierüber Rückschlüsse über die technische 

Leistung des sFIDA treffen zu können [135-137].  

Sensitivität 

Der sFIDA unterscheidet sich von einem ELISA durch die Verwendung von 

fluoreszenzmarkierten Antikörpern und die fluoreszenzmikroskopische Analyse von 

Aggregaten und Oligomeren. Dieses Vorgehen hat den Vorteil, dass einzelne Partikel auf der 

Oberfläche detektiert und gezählt werden können, die bei Messung der Gesamtfluoreszenz 

im Rauschen untergehen würden. Die Sensitivität eines Assays wird durch die 

Detektionsgrenze (limit of detection, LOD) bzw. die Quantifizierungsgrenze (lower limit of 

quantification, LLOQ) angegeben [138]. Der LOD bzw. LLOQ kann auf verschiedene Weisen 

bestimmt werden und gibt an, wie hoch die Konzentration in einer Probe sein muss, um mit 

ausreichender Richtigkeit und Präzision nachgewiesen bzw. quantifiziert werden zu 

können [135, 138]. Die Sensitivität des sFIDA wird in der Regel mithilfe der SiNaPs 
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bestimmt. Hierzu wird eine Verdünnungsreihe gemessen, der LOD anhand der 

Negativkontrolle und der Standardabweichung der Negativkontrolle berechnet und 

anschließend durch die Kalibration in eine molare Konzentration umgerechnet (s. 

beispielsweise das Manuskript in Kapitel 3.7). Für die Sensitivität der in dieser Arbeit 

verwendeten Assays konnte je nach Analyt und Matrix ein subfemtomolarer bis 

femtomolarer LOD erreicht werden (Tabelle 6), was einem zu erwartenden 

Konzentrationsbereich für Proteinaggregate entspricht [97].  

Tabelle 6 Nachweisgrenzen (LODs) der entwickelten sFIDA-Assays für die Quantifizierung von Aβ-, 

Tau- und αSyn-SiNaPs  

Analyt Assay Matrix LOD [fM] Manuskript in Kapitel 

Aβ Puffer 0,3 3.7 

 Plasma 1,8 3.4 

 Stuhl* 1,7 3.5 

Tau CSF* 33,7 3.1 

αSyn CSF* 6,7 3.1 

 Stuhl* 0,3 3.6 

* SiNaPs wurden zur Bestimmung des LODs in den jeweiligen Verdünnungspuffer gegeben 

Eine ausreichende Sensitivität des sFIDA für die Quantifizierung von Proteinaggregaten 

in verschiedenen Körperflüssigkeiten konnte durch die Messung von Patientenproben 

bestätigt werden, da in den jeweiligen Studien die Mehrheit der Proben oberhalb des LODs 

lag (siehe z.B. Manuskripte in Kapitel 3.1 und 3.4). Der große dynamische Messbereich des 

sFIDA konnte nicht nur durch Verdünnungsreihen der SiNaPs und Aggregate, sondern auch 

durch die Konzentrationsunterschiede der gemessenen Aβ, αSyn und Tau-Oligomere in den 

verschiedenen Körperflüssigkeiten gezeigt werden (< 1 fM bis > 10 pM je nach Analyten 

und Matrix, s. Manuskripte in Kapitel 3.1, 3.2, 3.4, 3.5 und 3.6).  

Trotz der hohen Sensitivität der Verfahren lagen einige Proben unter dem LOD, 

wodurch die Notwendigkeit betont wird, die Sensitivität der Assays weiter zu erhöhen. Die 

theoretisch erreichbare Sensitivitätsgrenze des sFIDA wird u.a. durch die gemessene Fläche 

eines Wells begrenzt. Um bei der Vermessung von 25 Bildern pro Well im TIRF noch 

mindestens einen Partikel zu detektieren, muss die Konzentration in der Probe bei ca. 3 aM 

liegen. Um sich dieser Sensitivität auch in der Praxis zu nähern, können die Assays unter 

anderem bezüglich der intra-Assay-Präzision, des Hintergrundsignals und der Verwendung 

hoch-affiner Antikörper weiter optimiert werden. Eine Erhöhung der Sensitivität bewirkt 

eine zuverlässigere Quantifizierung aller Proben und eine bessere Differenzierung der 

Proben im niedrigen Konzentrationsbereich. Außerdem können so bereits kleine 
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Unterschiede z.B. in longitudinalen Studien oder durch den Effekt von anti-Oligomeren 

Therapien, quantifiziert werden.  

Zur Kalibration wurden in dieser Arbeit SiNaPs verwendet. Diese haben den Vorteil, 

dass sie auf Vorrat herstellbar, stabil und hinsichtlich ihrer Struktur, der zugänglichen 

Epitope und der Konzentration definierbar sind. Hierzu wurde in einem 

Kooperationsprojekt die Konzentrationsbestimmung der SiNaPs von einer gravimetrischen 

Methode auf die Massenspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma (inductively 

coupled plasma – mass spectrometry, ICP-MS) umgestellt (erstmals verwendet in der Arbeit 

in Kapitel 3.1). Bei der ICP-MS wird die Konzentration von Silizium in einer Probe bestimmt 

und durch Kenntnis der Größe, Form und des Molekulargewichts der SiNaPs in eine 

Partikelkonzentration umgerechnet. Der Vorteil der ICP-MS-Methode im Vergleich zur 

Gravimetrie liegt in einer höheren Genauigkeit und einer Reduktion des Probenvolumens 

um >95 %.  

Außerdem wurde das Protokoll für die Proteinkonjugation der Aβ-SiNaPs im Hinblick 

auf die apparente Partikelgröße im sFIDA optimiert. Durch Reduktion der Anzahl an 

Epitopen wurden die SiNaPs so angepasst, dass sie der Größe der Oligomere in 

Patientenproben entsprechen (s. Manuskript in 3.4). Hierdurch kann die Genauigkeit der 

Umrechnung des pixelbasierten Readouts in eine molare Partikelkonzentration erhöht 

werden.  

Da die SiNaPs speziell für die Anwendung im sFIDA entwickelt wurden, der lineare 

Epitope in den Proteinen nachweist, sind sie allerdings nicht für die Kalibration von Assays 

mit strukturspezifischen Antikörpern geeignet. Im Gegensatz zu den SiNaPs sind aus 

rekombinantem Protein hergestellte Aggregate heterogen in der Anzahl an 

Monomereinheiten und dadurch hinsichtlich ihrer molaren Partikelkonzentration nicht 

bestimmbar. Allerdings sind diese Aggregate aufgrund ihrer Ähnlichkeit zu in vivo-

Oligomeren für die Entwicklung der Methoden insbesondere in komplexen Matrices wie 

Stuhl und Plasma durchaus hilfreich. Daher wurden in der vorliegenden Arbeit Protokolle 

für die Verwendung von rekombinant hergestelltem Aβ, αSyn und Tau-Aggregaten im sFIDA 

etabliert. Ein besonderes Augenmerk lag auf der Weiterentwicklung und der 

Charakterisierung reproduzierbarer Aβ-Aggregate als Qualitätskontrolle (und alternativ als 

Kalibrationsstandard) im sFIDA (Manuskript in Kapitel 3.7). Hierbei zeigt sich der Einfluss 

der Auswahl des Kalibrationsstandards auf die Bestimmung des LODs, wie man am Beispiel 

von Aβ-Oligomeren in Plasma erkennen kann. Im Gegensatz zu Aβ-SiNaPs mit einem LOD 

von ca. 1,8 fM, konnte mit den Aβ-Aggregaten ein LOD von 0,42 pM (≙1,9 pg/ml Aβ1-42) 

bezogen auf die Monomerkonzentration erreicht werden (Manuskript in Kapitel 3.4). Um 

die Partikelkonzentration der Aggregate zu bestimmen und dadurch einen Vergleich der 

Sensitivitäten von SiNaPs und Aggregaten zu ermöglichen, ist die Kenntnis über die Anzahl 
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von Monomeren pro Aggregat erforderlich. Diese wiederum hängt vom verwendeten 

Aggregationsprotokoll ab. Unter der Annahme von 18 Monomeren pro Aggregat (entspricht 

der theoretischen Anzahl an Epitopen auf den SiNaPs) lässt sich die Monomerkonzentration 

von 0,42 pM in eine Partikelkonzentration von 23 fM bei Verwendung der Aβ-Aggregate als 

Kalibrationsstandard umrechnen. Mögliche Ursachen für den zehnfachen Unterschied zu 

den SiNaPs liegen in einer unvollständigen Aggregation, einer größeren Anzahl von 

Monomereinheiten pro Aggregat oder am wahrscheinlichsten in einer eingeschränkten 

Zugänglichkeit der Epitope in den Aggregaten.  

Ein direkter Vergleich der Sensitivität des sFIDA mit anderen aggregatspezifischen 

Assays ist aus mehreren Gründen nur schwer bis gar nicht möglich. Neben der 

unterschiedlichen Berechnung des LODs bzw. LLOQs liegt das Hauptproblem in 

unterschiedlichen Kalibrationsstandards. Während die meisten Assays Aβ1-42-Aggregate 

zur Kalibration verwenden, nutzen andere beispielsweise Aβ1-11-Dimere [98, 139]. 

Zusätzlich ist die genaue Struktur der Aggregate, die Ausbeute und die Anzahl an 

Monomereinheiten pro Aggregat abhängig vom gewählten Aggregationsprotokoll [121, 

140].  

Da sich die angegebenen Sensitivitäten anderer Assays allerdings über mehr als drei 

Größenordnungen erstrecken (Tabelle 7), kann man zwar keinen direkten Vergleich, aber 

eine ungefähre Einordnung des sFIDA gegenüber anderen Verfahren durchführen.  

Tabelle 7 Übersicht über das Prinzip und die Sensitivität von Oligomer-Assays 

Analyt Matrix Name Prinzip Sensitivität Quelle 

Aβ CSF Erenna Überlappende Epitope LOD: 90 fg/ml [99] 

 CSF ELISA Überlappende Epitope LLOQ: 200 fg/ml [98] 

  ELISA Überlappende Epitope LOD: 90 pg/ml [141] 

 CSF, Plasma SMCxPro Oligomer-spezifischer 

Antikörper 

LLOQ: 600 fg/ml [142] 

 Plasma MDS Oligomerisierung LLOQ: 239 pg/ml [143] 

  SOBA Nachweis des α-Sheet-

Anteils 

LLOQ: 1 fM [144] 

αSyn CSF ELISA Überlappende Epitope - [102, 145, 

146] 

  ELISA Oligomer/Aggregat-

spezifischer Antikörper 

LOD: 10 pg/ml [103] 

 Plasma ELISA Überlappende Epitope LOD: 14,3 ng/Well [147] 

Tau CSF ELISA Oligomer-spezifischer 

Antikörper 

- [148] 
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Der sensitivste Assay zum Nachweis von Aβ-Oligomeren in Tabelle 7 ist der Erenna-

Assay mit einer Sensitivität von 90 fg/ml. Zur Kalibration werden in diesem Assay High-

Molecular-Weight-Oligomere mit einem durchschnittlichen Molekulargewicht von 

1117 kDa verwendet (entspricht ca. 250 Monomereinheiten). Mithilfe dieser Angaben lässt 

sich der LOD in eine molare Partikelkonzentration von 0,08 fM umrechnen [99]. Die 

Sensitivität des sFIDA für den Nachweis von Aβ-Oligomeren liegt ebenfalls im sub-

femtomolaren Bereich und kann daher zu den sensitivsten Verfahren gezählt werden 

(Manuskript in Kapitel 3.7). Analog verhält es sich bei der Quantifizierung von αSyn-

Oligomeren. Der ELISA mit einem LOD von 10 pg/ml entspricht unter Annahme von 20 

Monomeren pro Aggregat einer molaren Partikelkonzentration von 34,7 fM. Mit dem sFIDA 

konnte ein LOD von 0,3 fM im Stuhlassay (Manuskript in Kapitel 3.6) bzw. 6,7 fM beim 

gleichzeitigen Nachweis von Tau-Aggregaten (Manuskript in Kapitel 3.1) erreicht werden.  

Um verschiedene Assays zukünftig miteinander zu vergleichen und um eine 

zuverlässige Konzentration von Aggregaten in den Körperflüssigkeiten über verschiedene 

Assays hinweg angeben zu können, ist die Einführung eines Referenzstandards notwendig 

[23]. Für Aβ1-42-Immunoasssays in CSF konnte beispielsweise gezeigt werden, dass durch 

die Re-Kalibration des Assays mit einem Referenzstandard die Unterschiede zwischen 

verschiedenen Assays ausgeglichen werden können [149]. Einen möglichen 

Referenzstandard stellen die in dieser Arbeit entwickelten Aβ-Oligomere dar (Manuskript 

in Kapitel 3.7).  

Selektivität 

Der zweite entscheidende Punkt bei der Entwicklung eines Assays, insbesondere für 

den Nachweis in Körperflüssigkeiten, ist die Selektivität für den entsprechenden Analyten. 

Hierbei gilt es insbesondere sicherzustellen, dass der Assay das richtige Target erkennt und 

nicht durch Probenbestandteile beeinflusst wird (für mögliche Einflüsse der Matrix 

s. Kapitel 1.3.5). Für den Nachweis der Selektivität wurden verschiedenen Kontrollen 

durchgeführt: 

- Hinzugeben (Spiken) möglicher kreuzreagierender Substanzen (z.B. Monomer, 

heterophile Antikörper) 

- Weglassen oder Austauschen des Capture- und Detektionsantikörpers 

- Abreicherung des Analyten durch Immundepletion  

- Spiken des Kalibrationsstandards in die Matrix 

Das Prinzip des sFIDA mit Antikörpern gegen die gleichen oder überlappende Epitope 

schließt den Nachweis von Monomeren in der Theorie aus. Durch das Spiking mit Aβ, αSyn 

und Tau-Monomeren konnte bestätigt werden, dass die Anwesenheit von Monomeren die 
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Quantifizierung von Aggregaten dieser Proteine auch in der Praxis nicht beeinträchtigt 

(Manuskripte in Kapitel 3.1, 3.2, 3.4, 3.5 und 3.6). Somit kann das Ergebnis selbst bei einer 

unspezifischen Bindung des Analyten an die Assayoberfläche, wie es für Tau-Oligomere 

allgemein oder für Aβ-Oligomere in Plasma beobachtet wurde, nicht auf den Einfluss von 

Monomeren zurückgeführt werden (Manuskripte in Kapitel 3.1 und 3.4).  

Eine unspezifische Bindung an Oberflächen zeigte sich nicht nur durch ein Signal im 

sFIDA, obwohl kein Captureantikörper pipettiert wurde (Capturekontrolle), sondern auch 

bei der Immundepletion. Hierbei werden magnetische Beads, an die ein Antikörper gegen 

den Analyten gekoppelt ist, mit der Probe inkubiert, wodurch der Analyt an die Beads 

binden kann. Durch die paramagnetischen Eigenschaften können die Beads und dadurch 

der Analyt durch einen Magneten aus der Probe entfernt werden. Sowohl für αSyn und Tau 

in CSF, αSyn und Aβ in Stuhl und Aβ in Plasma konnte in biologischen Proben eine Reduktion 

des Signals im sFIDA durch Entfernen des Analyten gezeigt werden (Manuskripte in Kapitel 

3.1, 3.4, 3.5 und 3.6). Hieraus lässt sich schließen, dass die gemessenen Signale nicht durch 

störende Effekte der jeweiligen Matrix, sondern durch das nachzuweisende Protein 

hervorgerufen werden. Allerdings ergab sich bei Tau-Oligomeren in CSF und Aβ-

Oligomeren in Plasma analog zur Capturekontrolle eine unspezifische Bindung der 

Probenbestandteile an den Bead-Grundkörper ohne Antikörper und damit eine 

unspezifische Signalreduktion (Manuskripte in Kapitel 3.1 und 3.4). Da die 

antikörperbasierte Signalreduktion aber höher war als die unspezifische Signalreduktion, 

kann trotzdem von einem selektiven Nachweis des Analyten ausgegangen werden. Durch 

die Entwicklung eines Protokolls für die Immundepletion von biologischen Proben in 

Kombination mit dem sFIDA konnte eine wertvolle Methode entwickelt werden, um die 

Selektivität des Assays nicht nur für rekombinante Aggregate, sondern auch für biologische 

Proben selbst zu analysieren. Mögliche Optimierungen der Assays, die auf eine Reduktion 

der unspezifischen Bindung an Probenbestandteile abzielen, betreffen unter anderem den 

Blockierungsschritt und Probenverdünnungen.  

Für die Quantifizierung von Analyten in Plasma ist die Interferenz mit heterophilen 

Antikörpern, insbesondere HAMAs, ein häufig beobachteter Störfaktor in 5-40 % der 

Proben. Heterophile Antikörper können aber in geringerer Konzentration auch im CSF 

vorkommen [133]. In einem Oligomer-ELISA wurde gezeigt, dass durch Blockierung der 

HAMAs das Signal in CSF- und Plasmaproben reduziert bzw. eliminiert wurde [150]. Zwar 

konnte in dieser Arbeit ebenfalls ein theoretischer Einfluss von HAMAs auf das Signal im 

sFIDA beobachtet werden, das Abfangen möglicher HAMAs in CSF-Proben durch Zugabe 

eines Maus-Antikörpers resultierte allerdings nicht in einer Signalreduktion. Für CSF-

Proben kann aus diesem Grund ein Einfluss von HAMAs auf die Quantifizierung von αSyn 

und Tau-Oligomeren nicht bestätigt werden (Manuskript in Kapitel 3.1). Um für die 
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Bestimmung von Aβ-Oligomeren in Plasma eine HAMA-Interferenz zu kompetieren, wurde 

in diesem Assay der Maus-Capture-Antikörper Nab288 gegen den humanisierten 

Antikörper Bapineuzumab ausgetauscht, wodurch eine Quervernetzung zwischen Capture- 

und Detektionsantikörper durch HAMAs verhindert werden konnte (Manuskript in Kapitel 

3.4). Durch diese Maßnahme konnte die Selektivität des Assays erhöht und falsch-positive 

Signale reduziert werden.  

Zusätzlich wurde für CSF- und Plasma der Einfluss der Matrix auf den Nachweis und die 

Quantifizierung von SiNaPs untersucht. Für CSF-Analysen wurde hierfür die 

Wiederfindungsrate (recovery) von SiNaPs in CSF im Vergleich zur Pufferkontrolle 

bestimmt. Für αSyn- und Aβ-SiNaPs konnte eine Wiederfindungsrate von 79 % bzw. 100 % 

erreicht werden, während die Wiederfindungsrate für Tau-SiNaPs bei 36 % lag 

(Manuskripte in Kapitel 3.1 und 3.7). Die geringe Wiederfindungsrate bei den Tau-SiNaPs 

kann zu einem Fehler in der Berechnung der Oligomerkonzentration führen, der vertiefend 

analysiert werden sollte, z.B. durch Bestimmung der Wiederfindungsrate von Tau-

Aggregaten in CSF. Sollte sich ein Einfluss der CSF-Matrix auf die Quantifizierung der Tau-

Oligomerkonzentrationen bestätigen, kann in zukünftigen Studien ein Korrekturfaktor für 

die berechneten Oligomerkonzentrationen angewendet werden. Für die Quantifizierung 

von Aβ-Oligomeren wurde die Wiederfindungsrate nicht im Vergleich zur Pufferkontrolle, 

sondern zum Referenzplasma bestimmt, um hierüber festzustellen, ob die individuelle 

Plasmamatrix die Quantifizierung beeinflusst. Da die durchschnittliche Wiederfindungsrate 

bei 92 % lag, kann eine zuverlässige Quantifizierung unabhängig von der Matrix 

angenommen werden (Manuskript in Kapitel 3.4).  

Präanalytik 

Um reproduzierbare Ergebnisse aus unabhängigen Assays zu erzielen, ist nicht nur eine 

geeignete Kalibration entscheidend, sondern auch die Analyse von möglichen 

Einflussfaktoren sowohl während der Präparation als auch präanalytisch. In 

Robustheitsstudien werden kleine Änderungen in den Methodenparametern wie 

Inkubationszeiten oder Temperaturen vorgenommen, um Bereiche festzulegen, in denen 

das Messergebnis nicht beeinflusst wird [135]. Zu den präanalytischen Einflussfaktoren 

zählen z.B. Gefrier-Tau-Zyklen, Lagerung und Probenvorbehandlungen. Welche Faktoren 

relevant sind, kann sowohl vom Protein als auch von der Matrix abhängen und sich für den 

jeweiligen Analyten unterscheiden.  

Studien zu präanalytischen Einflussfaktoren liegen bisher hauptsächlich für die 

ausführlicher untersuchten Monomere in CSF vor. Hier konnte gezeigt werden, dass die 

Konzentrationen vom Probengefäß, tageszeitlichen Schwankungen und der Anzahl an 

Überführungsschritten in neue Gefäße abhängt [151, 152]. Im Gegensatz dazu blieb die 
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Konzentration von αSyn-Oligomeren durch Überführen in ein neues Probengefäß oder 

durch längere Lagerung bei Raumtemperatur oder 4 °C konstant, nahm aber durch 

wiederholtes Einfrieren und Auftauen ab [152]. Für allgemeine Proteinbestimmungen in 

CSF wurden außerdem Einflüsse durch das entnommene CSF-Volumen und die Reihenfolge 

der Einzelproben, die Punktionsstelle, die Zeit bis zum Zentrifugieren und Einfrieren und 

die Zentrifugationsdauer- und Geschwindigkeit festgestellt [127].  

Für Bestimmungen von Aβ- und Tau-Monomeren in Plasma wurden vor allem Einflüsse 

des Antikoagulanz, aber auch der Dauer bis zum Zentrifugieren und der Lagerung berichtet 

[153, 154]. Im Gegensatz dazu war die Wiederfindungsrate der Aβ-Oligomere in einer 

weiteren Studie nur vom verwendeten Antikoagulanz abhängig [155]. Der Einfluss des 

Antikoagulanz auf das Signal im sFIDA wurde im Vorfeld von Kravchenko et al. untersucht. 

Die verwendeten Antikoagulanzen unterschieden sich in der Sensitivität und Präzision der 

Bestimmung von Aβ-SiNaPs, wobei mit EDTA-Plasma die höchste Sensitivität von 16 fM bei 

gleichzeitig geringstem Variationskoeffizienten erreicht werden konnte [114]. In der 

vorliegenden Arbeit wurde ausschließlich mit EDTA-Plasma gearbeitet, wobei sowohl die 

Nachweisgrenze reduziert als auch die Präzision im Vergleich zu vorherigen Studien erhöht 

werden konnten. Außerdem wurde ein Einfluss von der Anzahl der Überführschritte, der 

Gefrier-Tau-Zyklen und von der Hämolyse von roten Blutkörperchen auf den sFIDA 

Readout festgestellt (s. Manuskript in Kapitel 3.4).  

Da es sich bei der Bestimmung von Aβ- und αSyn-Oligomeren in Stuhlproben um ein 

neuartiges Verfahren handelt, liegen hier bisher keine Studien zu präanalytischen 

Einflussfaktoren vor. Für Proteinbestimmungen in Stuhl wurde allgemein berichtet, dass 

Extrakte über einen längeren Zeitraum gelagert werden können als die unbehandelte Probe. 

Auch die Temperatur der Lagerung und der Lagerungspuffer können die Wiederfindung der 

Proteine beeinflussen [156, 157]. Die in dieser Arbeit bestimmten Aβ-Oligomere zeigten ein 

vergleichbares Verhalten mit höherer Stabilität durch das Extrahieren und Lagerung bei 

geringerer Temperatur (s. Manuskript in Kapitel 3.5).  

Um reproduzierbare Ergebnisse zu erzielen und um die Ergebnisse unterschiedlicher 

Studien miteinander vergleichen zu können, ist eine Vereinheitlichung präanalytischer 

Vorgehensweisen essenziell. Daher wurden sowohl für CSF als auch für Blut entsprechende 

Protokolle vorgeschlagen, die Faktoren wie z.B. Probengefäße, 

Zentrifugationsgeschwindigkeiten und Dauer bis zum Einfrieren regeln [127, 153]. 

Allerdings sind solche Protokolle nur für neu gesammelte Proben anwendbar, während 

viele Studien auf Proben aus Biobanken zurückgreifen, die teilweise vor der Etablierung 

einheitlicher Protokolle gesammelt wurden. Außerdem können für die Bestimmung von 

Oligomeren andere oder zusätzliche Einflussfaktoren gelten, weshalb die Gültigkeit der 

Protokolle für den entsprechenden Analyten bestätigt werden muss.  
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Um die Robustheit und dadurch die Reproduzierbarkeit der Assays zu erhöhen, sollten 

in zukünftigen Studien aufbauend auf den bisherigen Erkenntnissen sowohl präanalytische 

als auch methodische Einflussfaktoren ausführlicher untersucht werden.  

Zusammenfassend konnte durch die Weiterentwicklung des sFIDA für verschiedene 

Analyten und verschiedene Matrices gezeigt werden, dass die Technologie eine hohe 

Sensitivität und Selektivität für den Analyten aufweist und daher sowohl für die 

gleichzeitige Quantifizierung von Proteinaggregaten in CSF als auch für komplexe Matrices 

wie Plasma geeignet ist. Da sich in-vivo vorkommende Aggregate von in-vitro Aggregaten 

und SiNaPs unterscheiden, ist insbesondere die Messung von biologischen Proben und die 

Überprüfung der Selektivität anhand dieser Proben ein wichtiger Schritt, um die Eignung 

des sFIDA zu zeigen. 

4.2 Eignung der Quantifizierung von Oligomeren zur Diagnose von 

neurodegenerativen Erkrankungen  

Im ersten Teil dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass der sFIDA-Assay technisch in 

der Lage ist, selbst geringe Konzentrationen der Oligomere in den verschiedenen 

Körperflüssigkeiten nachzuweisen. Darauf aufbauend wurde anhand von Patientenproben 

überprüft, ob sich die Oligomerkonzentrationen in den Körperflüssigkeiten in Abhängigkeit 

der Erkrankung bzw. des Erkrankungsfortschrittes unterscheiden. Im Folgenden sind daher 

die Ergebnisse der verschiedenen Studien kurz zusammengefasst und Zusammenhänge 

zwischen den Studien erörtert worden. Eine ausführliche Diskussion der einzelnen Studien 

erfolgte in den Manuskripten selbst. Außerdem werden in diesem Abschnitt Unterschiede 

zu anderen Verfahren erläutert, um abschließend eine Aussage über die Eignung der 

Quantifizierung von Oligomeren mittels sFIDA zur Diagnose neurodegenerativer 

Erkrankungen treffen zu können.  

Oligomerkonzentrationen in verschiedenen neurodegenerativen Erkrankungen  

Erste diagnostische sFIDA-Analysen fokussierten sich auf CSF, da hier durch die direkte 

Verbindung mit dem Gehirnparenchym höhere Konzentrationen erwartet und 

Veränderungen direkt widergespiegelt werden können [158]. Aufgrund der Invasivität der 

Liquorpunktion und der damit verbundenen möglichen Nebenwirkungen wurden 

aufbauend auf den in CSF gewonnen Erkenntnissen weniger oder nicht invasive Verfahren 

wie die Bestimmung der Oligomere in Plasma bzw. Stuhl entwickelt.  

Für AD wurden in dieser Arbeit erhöhte Aβ- und αSyn-, allerdings keine erhöhten Tau-

Oligomer-Konzentrationen im CSF gemessen (Manuskript in Kapitel 3.1 und 3.2). Eine 

Erhöhung der Aβ-Oligomerkonzentration konnte dabei nur bei Amyloid-positiven 
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Patienten in Frühstadien wie SCD und MCI, allerdings nicht in AD-Patienten festgestellt 

werden. Daraus ergibt sich ein glockenförmiger Verlauf der Aβ-Oligomerkonzentration mit 

dem Fortschreiten der Erkrankung mit den höchsten Oligomerkonzentrationen in 

MCI-Patienten (Abbildung 4 im Manuskript in Kapitel 3.2). Zusätzlich wurde festgestellt, 

dass höhere Oligomerkonzentrationen im CSF von ApoE ε4-positiven Patienten zu finden 

sind, die außerdem zu einem späteren Zeitpunkt im Krankheitsverlauf ein Maximum 

erreichen. Diese erhöhten Aβ-Oligomerkonzentrationen im CSF von ApoE ε4-Carriern 

lassen sich unter anderem durch eine weniger effektive Clearance von Aβ-Oligomeren 

erklären. Mögliche Mechanismen einer eingeschränkten Clearance sind sowohl eine 

geringere Degradierung durch Mikroglia, als auch ein verminderter Abtransport von Aβ 

über die Blut-Hirn- bzw. Blut-CSF-Schranke [159, 160].  

Für die Interpretation der Aβ-Oligomerkonzentrationen in Plasma ist die Betrachtung 

der Clearance ebenfalls von Bedeutung. Hier wurden geringere Aβ-

Oligomerkonzentrationen in SCD und AD-Patienten im Vergleich zur Kontrolle gemessen (s. 

Manuskript in Kapitel 3.4). Betrachtet man nur Patienten mit vorliegender Amyloid-

Pathologie, zeigten sowohl SCD, MCI als auch AD-Patienten signifikant geringere 

Aβ-Oligomerkonzentrationen im Plasma. Im Gegensatz dazu waren die 

Aβ-Oligomerkonzentrationen bei Amyloid-negativen Patienten nicht verändert. 

Korrelationsanalysen legen auch hier einen Einfluss der Clearance der Aβ-Oligomere nahe: 

während die Aβ-Oligomerkonzentrationen in CSF und Plasma von Angehörigen, Kontroll- 

und SCD-Patienten direkt korrelierten, wurde bei MCI- und AD-Patienten eine inverse 

Korrelation festgestellt. Betrachtet man nur die Amyloid-positiven Patienten, gehen diese 

Korrelationen verloren. Eine mögliche Erklärung liegt in der bevorzugten Ablagerung der 

Aβ-Oligomere in unlöslichen Plaques, wodurch die Konzentration im Blut nicht mehr von 

der CSF-Konzentration abhängig ist. Für den Transport von Aβ-Monomeren ins Blut ist 

bereits eine Abhängigkeit vom ApoE-Status beschrieben worden [160]. 

Korrelationsanalysen der Oligomere zwischen CSF und Plasma legen ebenfalls einen 

Einfluss des ApoE-Status auf die Clearance auch für Aβ-Oligomere nahe, da im Gegensatz zu 

ApoE ε4-negativen Patienten bei ApoE ε4-positiven Patienten kein Zusammenhang der Aβ-

Oligomerkonzentrationen zwischen CSF- und Plasma gefunden werden konnte. Ein 

möglicher Ansatzpunkt für die Erklärung der reduzierten Aβ-Oligomerkonzentrationen im 

Plasma ist daher ein verminderter Abtransport aus dem Gehirn ins Blut.  

Trotz der reduzierten Konzentrationen der Aβ-Oligomere im Plasma von AD-Patienten, 

wurden im Stuhl erhöhte Aβ-Oligomerkonzentrationen gegenüber den Kontrollen 

beobachtet (Manuskript in Kapitel 3.5). Hierfür kommen verschiedene Erklärungen infrage. 

Die Clearance von Aβ erfolgt in der Peripherie zum größten Teil in der Leber, von wo aus 

die Ausscheidung über die Galle und den Stuhl erfolgen kann [77]. Fehlfunktionen der Leber 
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resultieren in einer reduzierten Clearance von Aβ und stehen möglicherweise im 

Zusammenhang mit AD [77]. Eine potenzielle Erklärung für die erhöhten 

Oligomerkonzentrationen in Stuhl ist daher ein reduzierter Abbau der Oligomere in der 

Leber. Außerdem wurde ein Zusammenhang des Magen-Darm-Mikrobioms mit AD bzw. Aβ-

Ablagerungen berichtet [77], sodass auch Bakterien im Magen-Darm-Trakt zur 

Konzentration der Aβ-Oligomere im Stuhl beitragen könnten. Außerdem wurden für Aβ-

Monomere Plasma- unabhängige Transportmechanismen z.B. durch Neuron-Neuron-

Transport und eine Produktion von APP im enterischen Nervensystem beobachtet [161]. 

Um mögliche Clearance-Mechanismen und den Ursprung der Oligomere im Stuhl besser zu 

verstehen, können in zukünftigen Studien Proben derselben Patienten in allen drei Matrices 

gemessen und die Zusammenhänge analysiert werden.  

Da nicht nur Ablagerungen des Aβ, sondern auch des Tau-Proteins für AD 

charakteristisch sind, wurden die Tau-Oligomer-Konzentrationen im CSF von AD-Patienten 

in zwei Studien untersucht. Trotz eines starken positiven Zusammenhangs zwischen den 

αSyn- und Tau- bzw. die Aβ- und Tau-Oligomerkonzentrationen konnten in beiden Studien 

keine erhöhten Tau-Oligomerkonzentrationen im CSF von AD-Patienten gemessen werden 

(Manuskripte in Kapitel 3.1 und 3.2). Im Gegensatz dazu zeigten Patienten mit der primären 

4R-Tauopathie PSP deutlich erhöhte Tau-Oligomerkonzentrationen (Manuskript in Kapitel 

3.1). Unterschiede lassen sich u.a. durch unterschiedliche Tau-Strukturen und das 

Fortschreiten der Erkrankung erklären: Vorherige Studien konnten erhöhte Tau-

Oligomerkonzentrationen nur in fortgeschrittenen Stadien der AD messen [148], während 

sich Patienten in der DELCODE-Studie (DZNE-longitudinal cognitive impairment and 

dementia study) in frühen Erkrankungsstadien befanden. Der Erkrankungsfortschritt der 

AD-Patienten und der PSP-Patienten in der ersten Studie ist nicht weiter definiert. 

Allerdings handelt es sich bei PSP um eine schnell voranschreitende Erkrankung mit einer 

durchschnittlichen Lebenserwartung von 8 Jahren nach der Diagnose [55], wodurch Tau-

Oligomerkonzentrationen möglicherweise früher erhöht sind. Eine longitudinale 

Beobachtung über einen längeren Zeitraum (z.B. 5-10 Jahre) und bei AD insbesondere bis 

in fortgeschrittene Stadien der Erkrankung kann zum Verständnis der Tau-

Oligomerkonzentrationen im CSF beitragen.  

Obwohl AD-Patienten keine erhöhten Tau-Oligomere im CSF zeigten, konnte durch die 

Gabe des Aβ-eliminierenden Medikaments RD2 in Hunden dosisabhängig die Zunahme der 

Tau-Oligomerkonzentration in CSF gestoppt werden, während die Aβ-Oligomer-

Konzentrationen zwischen Baseline und Follow-Up keine signifikanten Unterschiede 

zwischen Placebo und Behandlung ergeben haben (Manuskript in Kapitel 3.3). Als mögliche 

Ursache für den fehlenden messbaren Effekt auf die Aβ-Oligomerkonzentrationen kommen 

u.a. Limitierungen in der Rekrutierung der Hunde infrage, da in vorherigen Studien die 
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Wirkung des Medikaments auf die Aβ-Oligomere bereits gezeigt werden konnte [39, 162]. 

Analog zu den anderen Studien zur Bestimmung der Tau-Oligomerkonzentrationen mittels 

sFIDA konnte aber auch hier eine Korrelation zwischen den Aβ- und Tau-

Oligomerkonzentrationen im CSF festgestellt werden. 

Neben AD lag ein weiteres Anwendungsfeld des sFIDA in der Analyse der 

Oligomerkonzentrationen in Patienten mit Synucleinopathien. Hierbei zeigten PD und DLB-

Patienten gegenüber den Kontrollen erhöhte αSyn-Oligomerkonzentrationen im CSF 

(Manuskript in Kapitel 3.1). Obwohl auch für PD die αSyn- und Tau-

Oligomerkonzentrationen korrelierten, konnten erhöhte Tau-Oligomer-Konzentrationen 

nur bei DLB-Patienten gefunden werden. Bei der Vermessung der CSF-Proben der PD-

Patienten wurde nicht zwischen einem möglichen Ursprung im zentralen oder enterischen 

Nervensystem unterschieden, wohingegen bei der Untersuchung der 

Oligomerkonzentrationen im Stuhl iRBD-Patienten eingeschlossen waren, bei denen der 

Ursprung im enterischem Nervensystem vermutet wird [46]. Für diese iRBD-Patienten, 

allerdings nicht für PD-Patienten, konnten signifikant erhöhte αSyn-

Oligomerkonzentrationen im Stuhl gemessen werden. Für zukünftige Studien wäre auch 

hier eine vergleichende Messung der Oligomerkonzentrationen in verschiedenen Matrices 

unter Berücksichtigung des Ursprungstyp und des Fortschreitens der Erkrankung 

interessant. Erhöhte Oligomerkonzentrationen im Stuhl bei der gut-first-Gruppe und 

erhöhte Konzentrationen im CSF bei der brain-first-Gruppe würden die These der 

Ursprungstypen unterstützen und bei der Auswahl geeigneter Patienten für klinische 

Studien helfen.  

Neben dem sFIDA gibt es weitere Verfahren, mit denen die Oligomerkonzentrationen in 

neurodegenerativen Erkrankungen bestimmt werden. Die Ergebnisse sind allerdings nicht 

einheitlich: Während in manchen Studien erhöhte Oligomerkonzentrationen in erkrankten 

Patienten berichtetet wurden, konnten andere keine Unterschiede feststellen, wie z.B. für 

die Bestimmung von Aβ-Oligomeren in AD [98, 141] oder αSyn-Oligomeren in DLB [145, 

163]. Zusätzlich zu den Unterschieden zwischen verschiedenen Verfahren, zeigten viele 

Studien, so auch die in dieser Arbeit gemessenen Proben, sowohl in der Abgrenzung 

zwischen Erkrankten und Kontrollen als auch differenzialdiagnostisch zur Abgrenzung 

unterschiedlicher Erkrankungen eine große Überlappung in der Konzentration der 

Oligomere [99, 139, 145, 163]. Für die Unterschiede zwischen den Studien und den großen 

Überlapp kommen insbesondere Unterschiede in der Präanalytik, im Assaydesign, in der 

Struktur der Oligomere und Co-Pathologien infrage.  



Zusammenfassung und Diskussion 

193 

Diversität der Oligomerstrukturen 

Sowohl für Aβ als auch für αSyn und Tau wurde ein heterogener Pool an 

Aggregatstrukturen beschrieben. Diese Aggregate unterscheiden sich in der Größe bzw. 

dem Molekulargewicht, posttranslationalen Modifikationen und der dreidimensionalen 

Konformation. Unterschiede wurden dabei sowohl inter-individuell als auch intra-

individuell und in Abhängigkeit des Erkrankungsstadiums beobachtet [89, 164-166]. Wie in 

Kapitel 1.3.1 erläutert, verwenden die meisten Assays spezifische Antikörper, die entweder 

gegen ein lineares oder ein oligomerspezifisches Epitop gerichtet sind (s. auch Tabelle 7). 

Während Assays mit Antikörpern gegen überlappende Epitope wie dem sFIDA die 

Gesamtheit der Oligomere unabhängig von ihrer Struktur erkennen, wird bei Verfahren mit 

oligomerspezifischen Antikörpern eine Untergruppe detektiert. Aufgrund der Vielzahl 

verschiedener Oligomerstrukturen und Antikörper ist eine unterschiedliche Sensitivität der 

Assays gegenüber einzelnen Subtypen naheliegend. Der Einfluss der Antikörperauswahl 

lässt sich an einer Studie von Yang et al. erkennen, der gezeigt hat, dass dieselben Proben 

mit unterschiedlichen Antikörpern gemessen zu nur schwach korrelierenden Ergebnissen 

geführt haben [167]. Welche Oligomerstrukturen bei den jeweiligen neurodegenerativen 

Erkrankungen das höchste neurotoxische Potential haben, am spezifischsten mit der 

Erkrankung zusammenhängen und folglich für eine Diagnose ebendieser am besten 

geeignet sind, ist zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht geklärt. Zusätzlich ist zu beachten, dass 

verschiedene Fragestellungen möglicherweise verschiedene Assays erfordern. Zum einen 

hängt die Struktur der Oligomere u.a. mit dem Erkrankungsfortschritt zusammen [165], 

sodass für eine Diagnose in Frühstadien ein anderer Assayaufbau oder Antikörper 

entscheidend sein kann als in fortgeschrittenen Stadien. Zum anderen ist die Aufgabe des 

Assays entscheidend. Beim Target Engagement in klinischen Studien kann beispielsweise 

ein Verfahren von Vorteil sein, dass die Gesamtheit der Oligomere quantifiziert, da bei 

strukturspezifischen Assays unklar bleibt, ob es zur Eliminierung der Oligomere oder nur 

zu einer Änderung der Struktur gekommen ist, die der Assay nicht detektieren kann. 

Außerdem adressieren die anti-Oligomeren Therapien möglicherweise verschiedene 

Strukturen gleichzeitig, was nur durch einen Assay wie dem sFIDA abgebildet werden kann, 

der die Gesamtheit der Oligomere quantifiziert.  

Ein großer Vorteil der sFIDA Technologie ist außerdem die Möglichkeit der Variabilität 

und der zeitgleichen Detektion mehrerer Strukturen, wie es anhand des simultanen 

Nachweises zweier Proteine gezeigt werden konnte (Manuskripte in Kapitel 3.1, 3.2 und 

3.3). Diese Flexibilität kann zukünftig auf die Bestimmung unterschiedlicher Strukturen in 

einem Oligomer erweitert werden: Durch die Anwendung mehrerer Fluoreszenzkanäle und 

die Auswertung der Kolokalisation kann beispielsweise für den einen Kanal der normale 



Zusammenfassung und Diskussion 

194 

sFIDA-Aufbau mit überlappenden Epitopen gewählt werden, wodurch die Gesamtheit der 

Oligomere quantifiziert wird. Gleichzeitig kann in einem weiteren Kanal ein 

strukturspezifischer Antikörper vermessen werden, um damit die Spezifität zu erhöhen, 

bzw. einen strukturellen Subtyp eines Oligomers zu analysieren. Das Verhältnis zwischen 

einer bestimmten Oligomerstruktur und der Gesamtzahl an Oligomeren kann, ähnlich wie 

bei dem Verhältnis von Aβ1-42/Aβ1-40 eine zusätzliche Information liefern und durch den 

Ausgleich präanalytischer und individueller Unterschiede die Robustheit erhöhen. 

Zusätzlich kann man bei Studien zur Bestimmung des Target Engagement in einem Kanal 

das Oligomer, in einem anderen das Medikament markieren, um durch die Kolokalisation 

die Bindung des Medikaments an die Oligomere zu zeigen. Dazu muss lediglich 

sichergestellt sein, dass Wirkstoff und Assayantikörper unterschiedliche Epitope erkennen. 

Co-Pathologien 
Während präanalytische Einflussfaktoren, das Assaydesign und die Diversität der 

Oligomerstrukturen die unterschiedlichen Ergebnisse diagnostischer Studien erklären, 

lässt sich die Überlappung der Oligomerkonzentrationen in Körperflüssigkeiten u.a. auf eine 

verzögerte Diagnose im Vergleich zu pathophysiologischen Veränderungen im Gehirn und 

Co-Pathologien zwischen neurodegenerativen Erkrankungen zurückführen. Ablagerungen 

von Aβ, αSyn und Tau lassen sich bereits Jahre oder Jahrzehnte vor dem Auftreten der 

Symptome feststellen [16, 44]. Die Diagnosestellung erfolgt allerdings erst nach dem 

Auftreten von Symptomen und in der Routinediagnostik primär anhand der Symptomatik 

[44, 56]. Dieses Vorgehen resultiert in einer falschen Diagnose bei ca. 25-30 % der 

Alzheimer-, 20 % der Parkinson- und DLB-Patienten und 15 % der PSP-Patienten, wie sich 

durch histopathologische Untersuchungen nach dem Tod feststellen lässt [51, 58, 96, 168]. 

Obwohl die Genauigkeit der Diagnose in spezialisierten Zentren durch die Erfahrung der 

verantwortlichen Kliniker und der Verwendung von Biomarkern und bildgebenden 

Verfahren erhöht wird, beeinflusst eine Fehldiagnose nicht nur das Leben des Patienten, 

sondern auch die Entwicklung neuer diagnostischer Methoden und Medikamente [51]. Die 

Berechnung der Spezifität und Sensitivität von Biomarkern erfolgt in der Regel im Vergleich 

zur (symptombasierten) Primärdiagnose, sodass fehldiagnostizierte Patienten die 

berechnete Genauigkeit der neuen Verfahren reduzieren können. Auch für die Bewertung 

der Eignung der mittels sFIDA gemessenen Oligomerkonzentrationen zur Diagnose ist eine 

akkurate Primärdiagnose entscheidend, wie man am Beispiel der Bestimmung der Aβ-

Oligomere in CSF in der DELCODE-Studie (Manuskript in Kapitel 3.2) erkennen kann. 

Während bei Betrachtung aller Patienten signifikante Unterschiede nur zwischen MCI-

Patienten und Kontrollen beobachtet werden konnten, zeigten sowohl SCD- als auch MCI-

Patienten unter Berücksichtigung der aktualisierten Definition von AD (Biomarker-Evidenz 
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für Aβ-Ablagerungen, s. Kapitel 1.1.1) signifikant erhöhte Oligomerkonzentrationen. 

Erfolgte die Gruppierung der Patienten in der DELCODE-Studie ausschließlich nach dem 

AT(N)-System anstatt der klinischen Beurteilung, konnte die Unterscheidbarkeit zwischen 

Frühstadien (A+T-) und Kontrollen (A-T-) weiter erhöht werden. Ursachen hierfür sind, 

dass für 7,5 % der AD und > 25 % der MCI-Patienten keine Amyloid-Pathologie 

nachgewiesen werden konnte, während sich > 25 % der Kontrollen aufgrund auffälliger 

Aβ1-42-Werte zu Frühstadien innerhalb des Alzheimer-Kontinuums zuordnen lassen und 

daher keine geeignete Kontrollgruppe darstellen.  

Die Relevanz der Co-Pathologien wurde insbesondere in der Studie in Kapitel 3.1 

erörtert. In dieser Studie wurden die αSyn- und Tau-Oligomerkonzentrationen in PD, DLB, 

PSP und AD-Patienten untersucht. Obwohl AD-Patienten durch die Anwesenheit von Aβ und 

Tau-Oligomeren und nicht primär durch αSyn-Pathologie charakterisiert sind, zeigten diese 

Patienten signifikant erhöhte αSyn-Oligomer-Konzentrationen im Vergleich zur Kontrolle 

und ließen sich nicht von Synucleinopathien wie PD und DLB unterscheiden. Zusätzlich 

wurden erhöhte Tau-Oligomerkonzentrationen in DLB-Patienten gemessen. Diese 

Ergebnisse stehen im Einklang mit anderen Studien, die Lewy-Körperchen in Gehirnen von 

AD-Patienten gefunden haben [169, 170]. Umgekehrt zeigen PD und DLB-Patienten häufig 

auffällige AD-Pathologien wie Aβ- und Tau-Ablagerungen [48, 171]. Weitere Studien haben 

gezeigt, dass bei der Mehrheit der Patienten Co-Pathologien zwischen Aβ, αSyn, Tau und 

TDP-43-Ablagerungen gefunden wurden, die unter anderem abhängig von der 

Primärerkrankung, dem Alter und dem ApoE-Status waren [172, 173].  

Die Bestimmung der Oligomerkonzentration eines einzelnen Proteins, z.B. αSyn, kann 

daher zwar auf eine entsprechende Pathologie hindeuten, allerdings wird eine zuverlässige 

differenzialdiagnostische Abgrenzung zwischen neurodegenerativen Erkrankungen 

aufgrund der Möglichkeit einer Co-Pathologie erschwert (Abbildung 15A). Eine zusätzliche 

Bestimmung weiterer Protein-Oligomere, z.B. Tau, resultierte in der vorliegenden Studie in 

einer deutlicheren Abgrenzung der Krankheitsbilder, da insbesondere PSP-Patienten 

erhöhte Tau-Oligomere in CSF zeigten (Abbildung 15B in Anlehnung an Kapitel 3.1). Die 

absoluten Oligomerkonzentrationen geben hierbei möglicherweise Rückschlüsse auf die 

primäre Erkrankung, z.B. waren die Tau-Oligomerkonzentrationen in der primären 

Tauopathie PSP am höchsten, während DLB-Patienten zwar ebenfalls signifikant erhöhte 

Tau-Oligomerkonzentrationen zeigten, diese waren allerdings geringer als bei PSP. Zieht 

man weitere Biomarker wie Aβ-Oligomere in CSF hinzu, könnte eine deutlichere 

Differenzierung der neurodegenerativen Erkrankungen erreicht werden (Abbildung 15C). 

Die Berücksichtigung zusätzlicher Dimensionen, z.B. von TDP-43-Oligomeren zur 

Abgrenzung der frontotemporalen Demenz, ergänzt das individuelle Erkrankungsprofil 

eines Patienten weiter. Um zwischen Co-Pathologien und der zugrunde liegenden 
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Erkrankung zu unterscheiden, bietet sich auch hier die Analyse unterschiedlicher 

Strukturen an, da diese sich in Abhängigkeit der Erkrankung unterscheiden können (s. 

Diversität der Oligomerstrukturen). 

Die ganzheitliche Betrachtung der Pathologien ist dabei nicht nur entscheidend für eine 

korrekte Diagnosestellung, sondern auch für die Therapie der Patienten. Beginnt 

beispielsweise eine Therapie bei AD in Frühstadien, in denen noch keine Tau-Pathologie 

vorliegt, ist eine Adressierung der Aβ-Oligomere möglicherweise ausreichend, während bei 

gleichzeitig vorliegender Tau-Pathologie auch Tau medikamentös adressiert werden muss, 

um Downstream-Prozesse und eine weitere, durch Tau-ausgelöste Neurodegeneration zu 

verhindern [34, 96]. Außerdem ist eine Charakterisierung des Biomarkerprofils der 

Patienten sowohl während der klinischen Studien als auch in der routinemäßigen 

Anwendung sinnvoll, um Therapien gegen alle neurotoxischen Proteinaggregate zu starten 

[172]. 

 

 

Abbildung 15 Modell zur Erhöhung der Unterscheidbarkeit der Erkrankungen bei 

Bestimmung mehrerer Biomarker 

Bei der Untersuchung eines einzelnen Biomarkers (z.B. αSyn-Oligomere) muss eine klare 

Abtrennung der verschiedenen diagnostischen Gruppen vorliegen, um eine richtige Diagnose zu 

ermöglichen (A). Durch das Hinzuziehen eines zweiten (B, Tau-Oligomere) oder dritten Biomarkers 

(C, Aβ-Oligomere) kann ein erkrankungsspezifisches Biomarker-Profil mit erhöhter Abgrenzung der 

diagnostischen Gruppen erstellt werden. Abbildung in Anlehnung an Kapitel 3.1.  
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5 Fazit und Ausblick 

Die vorliegende Arbeit konnte zeigen, dass sowohl αSyn- als auch Aβ- und Tau-

Oligomere in verschiedenen Matrices mittels sFIDA quantifiziert werden können.  

Aus technologischer Sicht ist die Etablierung eines Referenzstandards wichtig, um 

verschiedene Assays und Technologien miteinander zu vergleichen und eine verlässliche 

Quantifizierung zu ermöglichen. Für diesen Vergleich sind insbesondere 

Standardprotokolle zur Probengewinnung entscheidend, damit präanalytische 

Einflussfaktoren auf die Ergebnisse verschiedener Studien ausgeschlossen werden können. 

Außerdem konnte in vorherigen sFIDA-Studien gezeigt werden, dass durch 

Automatisierung der Präparation des Assays die Standardabweichung reduziert und die 

Sensitivität erhöht werden kann [134]. 

Die größte Limitierung der Quantifizierung von Oligomeren zur Diagnose der 

neurodegenerativen Erkrankungen liegt in der Überlappung der diagnostischen Gruppen. 

Die Trennschärfe könnte zukünftig durch zeitgleiche Messung verschiedener 

Proteinoligomere im klassischen sFIDA-Prinzip mit Epitop-überlappenden Antikörpern 

oder durch Hinzufügen strukturspezifischer Antikörper erhöht werden. Hierfür ist es 

erforderlich, dieselben Proben mit verschiedenen Antikörperkombinationen zu messen, um 

darüber Rückschlüsse auf die beste Antikörperkombination für eine spezielle Fragestellung 

zu ziehen. Außerdem kann eine vertiefende Analyse der Bilddaten in Hinblick auf die 

apparente Partikelgröße und Intensität Aufschlüsse über unterschiedliche 

Oligomerstrukturen geben, da größere Partikel möglicherweise mehr Detektionssonden 

binden können, dadurch heller leuchten und einen größeren Lichthof erzeugen.  

Für die Entwicklung von Oligomer-Assays ist ein tieferes Verständnis der strukturellen 

Eigenschaften von Oligomeren essenziell, um neue struktur-spezifische Antikörper zu 

entwickeln und dadurch die Spezifität für eine bestimmte Erkrankung zu erhöhen. In 

Anbetracht der Beobachtung, dass die Oligomerkonzentrationen insbesondere in 

Frühstadien wie der iRBD oder MCI, allerdings nicht in fortgeschrittenen Stadien erhöht 

sind, werden vor allem longitudinale Studien dabei helfen, das Verständnis über 

Änderungen in den Oligomerkonzentrationen zu erhöhen. Außerdem sollten, ähnlich wie 

im Manuskript in Kapitel 3.4, verschiedene Körperflüssigkeiten derselben Patienten 

untersucht werden, um dadurch das Verständnis für die Ursprünge und Verteilung der 

Oligomere in peripheren Körperflüssigkeiten wie Blut oder Stuhl zu erhöhen.  

Obwohl die Überlappung zwischen den diagnostischen Gruppen zum jetzigen Zeitpunkt 

keine individuelle Diagnosestellung ermöglicht, ist die Bestimmung der 

Oligomerkonzentrationen für die Behandlung von neurodegenerativen Erkrankungen ein 

wichtiger Aspekt. Im Rahmen der Entwicklung neuer Medikamente kann die Bestimmung 
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der Oligomer-Konzentration im CSF zur Rekrutierung geeigneter Patienten (diskutiert im 

Manuskript in Kapitel 3.1) und zum Monitoring der Wirkung eines Medikaments 

herangezogen werden (s. Manuskript in Kapitel 3.3). Außerdem kann die longitudinale 

Bestimmung der Oligomerkonzentrationen im Verlauf der Behandlung eine individuelle 

Dosistitration ermöglichen. Durch nicht-invasive Verfahren wie der Bestimmung von αSyn- 

und Aβ-Oligomeren (Kapitel 3.5 und 3.6) in Stuhl könnte zukünftig ein breit aufgestelltes 

Pre-Screening erfolgen, da eine Stuhlanalyse im Gegensatz zur CSF-Analyse keine Risiken 

für den Patienten birgt und routinemäßig auch in Hausarztpraxen durchgeführt werden 

kann.  

Eine Abhängigkeit der Oligomerkonzentrationen von der Erkrankung bzw. vom 

Erkrankungsfortschritt in allen sFIDA-Studien unterstreicht trotz der Überlappungen der 

individuellen Gruppen das Potential der Quantifizierung dieser Oligomere. Anhand der 

Vielzahl an Anwendungen sowohl in Bezug auf den Analyten als auch auf die Matrix, 

gekoppelt mit der hohen Sensitivität der Verfahren aufgrund der Einzelpartikelanalyse, 

stellt der sFIDA eine flexible Technologie dar, die zukünftig sowohl für diagnostische 

Studien als auch zur Unterstützung von klinischen Studien angewendet werden kann.   
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