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Kurzzusammenfassung 
Das Spektrum neurodegenerativer Erkrankungen umfasst eine Vielzahl pathologischer 

Entitäten, allen voran die Alzheimer-Erkrankung (AD) sowie die Parkinson-Erkrankung (PD). 

Diese sind primär durch die Akkumulation pathologischer, amyloidogener Proteine wie 

Amyloid-β (Aβ), Tau und α-Synuclein (α-Syn) sowie die daraus resultierende progressive 

neuronale Degeneration charakterisiert. Angesichts der weltweit ansteigenden Prävalenz 

stellen das Fehlen krankheitsmodifizierender Therapien sowie die oft unzureichende 

Sensitivität und Spezifität aktueller diagnostischer Verfahren eine der größten medizinischen 

Herausforderungen dar.  

Ein zentraler Ansatzpunkt für die Frühdiagnostik sind lösliche Oligomere, die als neurotoxische 

Intermediate im Aggregationsprozess zu unlöslichen Proteinablagerungen fungieren. Da diese 

Oligomere bereits in Frühstadien dieser Erkrankungen auftreten, bietet ihre Quantifizierung 

eine Möglichkeit für eine frühzeitige Diagnose. Dies stellt eine essenzielle Voraussetzung für 

den Einsatz künftiger krankheitsmodifizierender Therapien dar, um frühzeitig in den 

Krankheitsverlauf zu intervenieren, die Lebensqualität der Betroffenen zu verbessern und 

möglicherweise ihre gesunde Lebensspanne zu verlängern. Daher ist eine Diagnostik mithilfe 

hochsensitiver und spezifischer molekularbiologischer Assays erforderlich, die eine frühzeitige 

Detektion anhand minimal- oder nicht-invasiv gewonnener Proben ermöglichen.  

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

den hochsensitiven, quantitativen Nachweis löslicher Oligomere in verschiedenen 

Körperflüssigkeiten bis in den subfemtomolaren Bereich. Ein wesentlicher Schwerpunkt der 

vorliegenden Dissertation lag auf der Validierung der sFIDA-Technologie anhand nicht-invasiv 

gewonnener klinischer Stuhlproben zur Quantifizierung fäkaler Aβ- und Tau-Oligomere. In 

Kooperation mit der Klinik für Neurologie der Uniklinik Köln wurden hierzu Proben von 101 

Patienten sowie 105 Kontrollprobanden analysiert. Die Ergebnisse zeigten, dass diese 

neurotoxischen Aggregate in nicht-invasiv gewonnenen Proben nicht nur zuverlässig detektiert 

werden können, sondern auch eine signifikante Differenzierung zwischen kognitiv 

beeinträchtigten Personen und kognitiv gesunden Personen ermöglichen. Darüber hinaus 

unterstützten diese Ergebnisse das zunehmend an Bedeutung gewinnende Konzept, dass die 

für die AD charakteristische Proteinopathie nicht ausschließlich im zentralen Nervensystem, 

sondern auch in der Peripherie nachweisbar ist. Zusammenfassend validiert diese Arbeit die 

sFIDA-basierte Stuhlanalyse als einen vielversprechenden, nicht-invasiven Ansatz für die AD-

Diagnostik und eröffnet zugleich neue Einblicke in die periphere Pathophysiologie der 

Erkrankung. 

Ergänzend zur AD-Diagnostik wurden im Rahmen dieser Arbeit zudem die periphere 

Biomarker-Analytik bei der PD mittels sFIDA-Technologie sowie die Entwicklung neuer 

Impfstoffkandidaten adressiert. Mittels sFIDA-Analytik konnte nachgewiesen werden, dass 
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Patienten mit iRBD (Idiopathic rapid eye movement sleep behavior disorder), einem relevanten 

prodromalen Symptom der PD, bereits erhöhte Konzentrationen von α-Syn-Aggregaten in 

Stuhl- sowie Urinproben aufweisen. Diese Befunde unterstützen die Gut-first-Hypothese und 

unterstreichen die Eignung peripherer Biomarker für die Diagnostik prodromaler 

Erkrankungsphasen. Zudem wurde das wissenschaftliche Spektrum dieser Dissertation durch 

Projekte zur chemisch-synthetischen Entwicklung biotinylierter Sonden zur Aggregatdetektion 

erweitert. Parallel dazu wurden im Rahmen dieser Arbeit innovative therapeutische Ansätze 

evaluiert, wobei aktive Immunisierungsstrategien gegen PD signifikante protektive Effekte 

zeigten.  

Der Nachweis krankheitsassoziierter Proteinaggregate bildet die gemeinsame Grundlage aller 

in dieser Dissertation zusammengeführten wissenschaftlichen Arbeiten. Zusammenfassend 

betont die vorliegende Arbeit die Notwendigkeit einer präzisen molekularen Frühdiagnostik 

mithilfe nicht-invasiv gewonnener Proben sowie deren Kombination mit gezielten 

krankheitsmodifizierenden Therapien zur Bekämpfung neurodegenerativer Erkrankungen. 
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Abstract 
The spectrum of neurodegenerative diseases encompasses a wide range of pathological 

entities, foremost among them Alzheimer’s disease (AD) and Parkinson’s disease (PD). These 

diseases are primarily characterized by the accumulation of pathological, amyloidogenic 

proteins such as amyloid-β (Aβ), tau, and α-synuclein (α-Syn), as well as the resulting 

progressive neuronal degeneration. Given their increasing prevalence worldwide, the lack of 

disease-modifying therapies and the often insufficient sensitivity and specificity of current 

diagnostic methods represent one of the greatest medical challenges.  

A central focus for early diagnosis is soluble oligomers, which act as neurotoxic intermediates 

in the aggregation process leading to insoluble protein deposits. Since these oligomers are 

already present at early stages of these diseases, their quantification offers the potential for 

early diagnosis. This represents an essential prerequisite for the application of future disease-

modifying therapies, enabling early intervention in the disease course and thereby substantially 

improving the quality of life and life expectancy of affected individuals. Therefore, diagnostic 

approaches based on highly sensitive and specific molecular biological assays are required to 

enable early detection using minimally or non-invasive obtained samples.  

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

highly sensitive, quantitative detection of soluble oligomers in various body fluids down to the 

subfemtomolar range. A major focus of the present dissertation was the validation of the sFIDA 

technology using non-invasively obtained clinical stool samples for the quantification of fecal 

Aβ and tau oligomers. In cooperation with the Department of Neurology at the University 

Hospital of Cologne, samples from 101 patients and 105 control subjects were analyzed. The 

results demonstrated that these neurotoxic aggregates are not only detectable in non-

invasively obtained stool samples but also enable significant differentiation between cognitively 

impaired individuals and cognitively healthy individuals. Furthermore, these findings support 

the increasingly relevant concept that the proteinopathy characteristic of Alzheimer’s disease 

is detectable not exclusively in the central nervous system, but also in the periphery.  

In summary, this work validates sFIDA-based stool analysis as a promising, non-invasive 

approach for AD diagnostic, providing new insights into the peripheral pathophysiology of the 

disease. 

In addition to AD diagnostics, this work also addressed peripheral biomarker analysis in PD 

using sFIDA technology, as well as the development of novel vaccine candidates. Using sFIDA 

analysis, it was demonstrated that patients with iRBD (idiopathic rapid eye movement sleep 

behavior disorder), a relevant prodromal symptom of PD, already exhibit elevated 

concentrations of α-syn aggregates in stool and urine samples. These findings support the 

“gut-first” hypothesis and underline the suitability of peripheral biomarkers for diagnosis of 

prodromal disease stages. Moreover, the scientific scope of this dissertation was expanded by 
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projects involving the chemical-synthetic development of biotinylated probes for aggregate 

detection. In parallel, innovative therapeutic approaches were evaluated within the scope of 

this work, with active immunization strategies against PD showing significant protective effects. 

The detection of disease-associated protein aggregates forms the common basis for all the 

scientific studies compiled in this dissertation. In summary, this work emphasizes the need for 

precise molecular early diagnosis using non-invasively obtained samples, combined with 

targeted disease-modifying therapies against neurodegenerative diseases. 
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1 Einleitung 

1.1 Neurodegenerative Erkrankungen 

Neurodegenerative Erkrankungen zeichnen sich durch einen progressiven, irreversiblen 

Verlust neuronaler Funktionen aus. Beruht dieser Verlust auf Ablagerungen pathologischer 

Proteinaggregate, beispielsweise im zentralen Nervensystem (ZNS), wird dieser 

pathologische Zustand als Proteinopathie bezeichnet. Je nach betroffener Hirnregion und 

involvierten Proteinen treten neurodegenerative Erkrankungen in verschiedenen klinischen 

Erscheinungsformen auf [1, 2]. Zu den am weitesten verbreiteten neurodegenerativen 

Erkrankungen zählen Amyloidosen, Tauopathien und Synucleinopathien [3]. Die 

Klassifizierung neurodegenerativer Erkrankungen kann nach mehreren komplementären 

Kriterien erfolgen. Hierbei werden klinische Erscheinungsmerkmale berücksichtigt, 

beispielsweise Demenzformen wie die Alzheimer-Demenz, Parkinsonismus wie bei Morbus 

Parkinson und Motoneuronerkrankungen wie die amyotrophe Lateralsklerose. Zudem werden 

die anatomische und zelluläre Verteilung der Neurodegeneration sowie die zugrunde 

liegenden molekularen Veränderungen anhand der dominierenden Proteinopathie einbezogen 

[1, 4].  

Neurodegenerative Erkrankungen treten überwiegend im höheren Lebensalter auf, weshalb 

der globale Anstieg ihrer Prävalenz auf die demografisch bedingte Alterung der Bevölkerung 

zurückzuführen ist [5]. Laut Angaben der Global Burden of Diseases, Injuries and Risk Factors 

Study (GBD) zählen neurodegenerative Erkrankungen sogar zu den Erkrankungen mit der 

weltweit am schnellsten steigenden Prävalenz [6]. Diese Erkrankungen beeinträchtigen 

sowohl die kognitiven als auch die motorischen Fähigkeiten der Betroffenen und führen damit 

zu einem schrittweisen Verlust der Autonomie sowie zu einer verminderten Lebensqualität [7]. 

Die wachsende Prävalenz dieser Erkrankungen sowie fehlende wirksame 

Behandlungsmöglichkeiten bringen erhebliche Herausforderungen für die erkrankten 

Individuen, deren Angehörige sowie das Gesundheitssystem mit sich [8]. 

Die in dieser Arbeit thematisierten Erkrankungen AD und PD werden im Folgenden aus 

verschiedenen Perspektiven betrachtet, darunter die historische Entdeckung der 

Erkrankungen, der klinische Verlauf und das Erscheinungsbild, die Pathophysiologie sowie 

Therapie- und Diagnostikansätze. Außerdem werden die an der jeweiligen Erkrankung 

beteiligten pathologischen Proteine näher erläutert und die sogenannte oberflächenbasierte 

Fluoreszenzintensitätsverteilungsanalyse sFIDA, welche zum quantitativen Nachweis dieser 

Proteine genutzt werden kann, vorgestellt. 
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1.1.1 Alzheimer-Erkrankung 
Die AD ist die am besten erforschte  neurodegenerative Erkrankung und zugleich mit 60-70% 

aller Fälle die häufigste Form der Demenz [5, 9, 10]. Mit steigender Lebenserwartung und 

fortschreitender demografischer Alterung wird die weltweite Prävalenz der AD voraussichtlich 

weiter steigen und damit zu einer erheblichen Zunahme der gesundheitlichen, sozialen und 

ökonomischen Belastungen beitragen [11]. Nach Schätzungen von Alzheimer´s Disease 

International lebten im Jahr 2019 weltweit mehr als 50 Millionen Menschen mit Alzheimer-

Demenz sowie verschiedenen Formen von Demenz-Erkrankungen. Bis zum Jahr 2050 wird 

erwartet, dass diese Zahl auf 152 Millionen ansteigt [12, 13].  

Die AD ist eine komplexe, irreversible neurodegenerative Erkrankung, die sich über Jahre 

hinweg im Zusammenspiel krankheitsbezogener pathologischer Veränderungen und 

klinischer Ausprägungen entwickelt. Ein charakteristisches neuropathologisches Merkmal der 

AD ist die extrazelluläre Ablagerung von Amyloid-β (Aβ) in Form von unlöslichen Plaques. Ein 

weiteres zentrales Kennzeichen ist die intrazelluläre Akkumulation von hyperphosphoryliertem 

Tau-Protein (p-Tau), welche zur Entstehung der neurofibrillären Bündel (engl.: neurofibrillary 

tangles, NFT) führt. Diese histopathologischen Merkmale der AD stehen im Zusammenhang 

mit der Progression der neuronalen Dysfunktion und Neurodegeneration [13].  

Aufgrund des progressiven Krankheitsverlaufs und der zunehmenden Pflegebedürftigkeit im 

Verlauf der Erkrankung verursacht die AD nicht nur erhebliche persönliche Einschränkungen 

für die Betroffenen, sondern bringt auch für die Angehörigen und Pflegekräfte starke 

Belastungen mit sich und erzeugt eine erhebliche wirtschaftliche Last [14, 15].  

1.1.1.1 Klinisches Erscheinungsbild und Pathophysiologie der AD 
Die AD ist eine chronisch-progrediente, multifaktorielle neurodegenerative Erkrankung, die 

sich klinisch primär durch Gedächtnisstörungen, Veränderungen im Verhalten, fortschreitende 

motorische Einschränkungen und eine zunehmende Beeinträchtigung der kognitiven 

Funktionen manifestiert [1, 13]. Ein besonders auffälliges klinisches Symptom in den 

Frühstadien der Erkrankung ist die Beeinträchtigung des episodischen Gedächtnisses, 

insbesondere für kürzlich erlebte Ereignisse. Im weiteren Verlauf der Erkrankung kommt es zu 

einer erheblichen Einschränkung der Alltagskompetenzen sowie der sozialen Teilhabe der 

Betroffenen [16].  

Die AD wurde im Jahr 1907 von dem deutschen Neurologen Alois Alzheimer erstmals 

beschrieben. Alzheimer präsentierte den klinischen und neuropathologischen Befund der 

sechsundfünfzigjährigen Patientin Auguste Deter, die an einer früh einsetzenden Demenz mit 

ausgeprägter fortschreitender kognitiver Störung, neurologischen Symptomen, 

Halluzinationen, Wahnvorstellungen sowie einer psychischen und sozialen Beeinträchtigung 

litt. In seinem postmortalen Bericht über die histopathologischen Veränderungen im Gehirn 
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seiner Patientin schilderte Alzheimer auffällige Ablagerungen, die später als Aβ-Plaques und 

Tau-assoziierte Neurofibrillen bekannt wurden. Diese Erstbeschreibung legte den Grundstein 

für die moderne Erforschung der Erkrankung. Im Jahr 1910 prägte Emil Kraepelin den Namen 

„Alzheimer-Erkrankung“ in seinem psychiatrischen Lehrbuch und definierte die Erkrankung als 

seltene Form der Demenz [17]. In den folgenden Jahrzehnten erweiterten neuropathologische 

und biochemische Studien das Verständnis der AD. Die Identifizierung von Aβ als 

Hauptbestandteil der Plaques [18] und von p-Tau in den NFTs [19] legte wichtige zentrale 

Bausteine für moderne pathophysiologische Modelle der AD.  

Die Aβ- und Tau-Proteinablagerungen breiten sich je nach Krankheitsstadium unterschiedlich 

in verschiedenen Gehirnarealen aus. Die Aβ-Ablagerung ist eines der wichtigsten und 

frühesten Ereignisse in der AD-Pathologie und zeigt ein charakteristisches, stufenweises 

Ausbreitungsmuster. Die Aβ-Pathologie beginnt in neokortikalen Hirnarealen und dehnt sich 

im Laufe der Erkrankung auf limbische Strukturen sowie schließlich auf den Hirnstamm und 

das Kleinhirn aus. Das Ausmaß der Aβ-Ablagerung korreliert jedoch nur schwach oder nicht 

konsistent mit dem kognitiven Leistungsniveau der Betroffenen. Im Gegensatz zur Aβ-

Pathologie entwickelt sich die Tau-Pathologie zeitlich verzögert und nimmt ihren Ursprung im 

entorhinalen Kortex, breitet sich anschließend auf den Hippocampus und weitere limbische 

Hirnareale aus und erfasst in späteren Stadien der Erkrankung großflächig neokortikale 

Areale. Die Intensität der Tau-Ablagerung steht dabei in engem Zusammenhang mit der 

klinischen Symptomatik und dem kognitiven Verfall [20–22].  

Die Aβ-Plaques und die p-Tau-Ablagerungen sind die charakteristischen histopathologischen 

Veränderungen eines von AD betroffenen Gehirns. Jedoch deutet eine zunehmende Anzahl 

an Studien darauf hin, dass nicht diese fibrillären Aggregate bzw. Ablagerungen, sondern 

primär deren lösliche Vorstufen, die Aβ- und Tau-Oligomere, die neurotoxischen Wirkungen 

der AD-Pathologie auslösen. Es wurde gezeigt, dass die löslichen Aβ-Oligomere und nicht die 

Plaques mit hoher Affinität an Postsynapsen binden und dadurch deren Struktur und Funktion 

verändern. Dies beeinträchtigt die synaptische Plastizität der Betroffenen, wodurch sowohl das 

Erinnerungsvermögen als auch die Verarbeitung neuer Informationen eingeschränkt werden. 

Außerdem sind Aβ-Oligomere eng mit neuroinflammatorischen Prozessen im AD-Gehirn 

assoziiert. Diese Oligomere können sich in Gliazellen, insbesondere in reaktiven Astrozyten, 

anreichern und dadurch eine inflammatorische Aktivierung, die Ausschüttung 

proinflammatorischer Mediatoren sowie funktionelle Veränderungen der Astrozyten 

verursachen. Darüber hinaus führt die Aktivierung der Mikrogliazellen durch Aβ-Oligomere zur 

Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies (engl.: reactive oxygen species, ROS) und stimuliert 

die Amyloidbildung, während der Abbau von Aβ gehemmt und dadurch eine Neurotoxizität 

verursacht wird. Die räumlich-zeitliche Beziehung zwischen der Aβ- und Tau-Pathophysiologie 

bei einem von AD betroffenen Gehirn ist sowohl auf molekularer als auch auf 
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histopathologischer Ebene von entscheidender Bedeutung für das Verständnis der AD-

Pathogenese und den pathophysiologischen Krankheitsverlauf. Zahlreiche Studien weisen 

darauf hin, dass die Tau-Pathologie stärker mit den kognitiven Beeinträchtigungen der AD 

korreliert als die Aβ-Pathologie. In diesem Zusammenhang wurde gezeigt, dass die 

Fehlfaltung und die Hyperphosphorylierung des Tau-Proteins durch die Aβ-Pathologie 

induziert werden. Dadurch werden die Tau-assoziierte Neurotoxizität, die Akkumulation von 

Tau-Oligomeren sowie deren progressive Ausbreitung initiiert, was zur kortikalen 

Neurodegeneration beiträgt. Sowohl Aβ- als auch Tau-Pathologien lösen eine Kaskade 

pathologischer Veränderungen in Neuronen, Mikroglia und Astrozyten aus, die zu neuronalen 

Funktionsstörungen, synaptischem Verlust, einer Aktivierung des Immunsystems, 

Neuroinflammation, einer Beeinträchtigung der Blut-Hirn-Schranke und Neurodegeneration 

führen [15, 21–26]. Diese pathologischen Veränderungen führen im Verlauf der Erkrankung 

zu einer progressiven neuronalen Dysfunktion und zum Untergang der Neuronen. 

Infolgedessen kommt es zu einem fortschreitenden Verlust kognitiver Funktionen, 

insbesondere des Gedächtnisses, sowie zu Veränderungen der Persönlichkeit, der Denkweise 

und des Verhaltens. Im Endstadium resultiert die AD in einem letalen Ausgang infolge eines 

weitreichenden Funktionsverlusts des Gehirns. Nach der Diagnosestellung beträgt die 

durchschnittliche Überlebenszeit der AD-Betroffenen 7 bis 10 Jahre, da die Diagnose erst in 

fortgeschrittenen Stadien der Erkrankung gestellt werden kann [27].  

Seit der Entdeckung von Aβ- und Tau-Fibrillen konnten zahlreiche Studien wesentliche, 

detaillierte Erkenntnisse über ihre Struktur, Aggregationsmechanismen und Pathophysiologie 

liefern. Dennoch bleibt die Ursache der AD bis heute nicht gänzlich geklärt, weshalb kurative 

Therapieansätze weiterhin ausstehen [28]. Die AD ist eine multifaktorielle Erkrankung, die 

durch das Zusammenspiel genetischer Veranlagung und Umweltfaktoren im Laufe des Lebens 

bestimmt wird. Zu den häufigsten Risikofaktoren zählen ein höheres Lebensalter, genetische 

Prädispositionen wie das Trägersein des APOE-ε4 (Apolipoprotein E, Allel ε4) Allels sowie ein 

niedriger Bildungsgrad, kardiovaskuläre und metabolische Vorerkrankungen, Depressionen 

und traumatische Hirnverletzungen [29]. Zunehmend rücken auch periphere Risikofaktoren in 

den Fokus, insbesondere Veränderungen in der Zusammensetzung der Darmmikrobiota, die 

ebenfalls eine bedeutende Rolle in der AD-Pathologie spielen. Dysbiotische Veränderungen 

gehen mit einer erhöhten Permeabilität der Darmbarriere einher, wodurch bakterielle 

Metabolite wie bakterielle Amyloide, die eine Kreuzkeimung (engl.: cross-seeding) 

verursachen, und proinflammatorische Faktoren in den systemischen Kreislauf gelangen 

können. Dies führt zu einer Immunaktivierung sowie zu chronischen systemischen 

Entzündungsprozessen und resultiert in der Beeinträchtigung der Blut-Hirn-Schranke. Dieser 

Prozess verursacht eine Neuroinflammation im ZNS und führt zu neuronalem Schaden sowie 

zum Fortschreiten der AD-Pathologie [30]. 
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Etwa 95% der AD-Fälle sind sporadisch und treten erst später, meist ab dem 65. Lebensjahr, 

auf. Die seltene, früheinsetzende und autosomal-dominant vererbte familiäre AD tritt in etwa 

5% der Fälle auf und manifestiert sich vor dem 65. Lebensjahr [15, 27]. Bei der familiären AD 

begünstigen krankheitsassoziierte Mutationen eine verstärkte oder veränderte Bildung von Aβ-

Peptiden und damit deren Ablagerung. Bei der sporadischen AD hingegen wird vor allem eine 

reduzierte Aβ-Clearance als zentrale Ursache der pathologischen Akkumulation angesehen 

[31].  

Die präklinische Aβ-Pathologie beginnt bereits 10 bis 20 Jahre vor dem Auftreten der ersten 

kognitiven Beeinträchtigungen, wobei die Akkumulationsrate um den Zeitpunkt des Auftretens 

klinischer Symptome herum abnimmt. Im Gegensatz dazu setzt die Tau-Pathologie deutlich 

näher am Auftreten kognitiver Defizite ein und schreitet anschließend parallel zum 

Krankheitsverlauf kontinuierlich fort [32]. Die Erkenntnis, dass die der AD zugrunde liegenden 

neuropathologischen Veränderungen bereits Jahrzehnte vor dem Auftreten der klinischen 

Symptome einsetzen, führte zu einer grundlegenden Veränderung der neuropathologischen 

Klassifikation der AD. In den vergangenen Jahren hat sich ein Paradigmenwechsel hin zu einer 

biologisch fundierten Definition der Erkrankung entwickelt. Dementsprechend erfordert die 

Diagnose der AD heute den Nachweis spezifischer Biomarker, insbesondere der Ablagerung 

von extrazellulären Aβ-Plaques sowie der intrazellulären Bildung von Tau-assoziierten NFTs. 

Das Ziel dieser biologischen Konzeptualisierung besteht darin, die AD als einen klar 

definierten, krankheitsspezifischen pathologischen Prozess zu charakterisieren, dessen 

Ausprägungen bereits in präklinischen oder prodromalen Stadien der Erkrankung zuverlässig 

detektierbar sind. Diese genannten pathologischen Marker gelten als die zentralen 

histopathologischen Merkmale der Erkrankung und führen zu fortschreitenden 

neurodegenerativen Veränderungen, einschließlich des Verlusts von Nervenzellen und 

strukturellen Schädigungen des Hirngewebes [33].  

1.1.2 Parkinson-Erkrankung 
Synucleinopathien sind neurodegenerative Erkrankungen, die durch die intraneuronale 

Aggregation des präsynaptischen Proteins α-Syn und die daraus resultierende Degeneration 

von Nervenzellen gekennzeichnet sind [3]. Die PD zählt zu den Synucleinopathien und ist nach 

der AD die am häufigsten vorkommende neurodegenerative Erkrankung [34]. Aktuelle Daten 

der GBD-Studien verdeutlichen eine rapide zunehmende globale Prävalenz der PD. 

Prognosen zufolge wird die Zahl der an PD erkrankten Individuen bis zum Jahr 2050 auf etwa 

25,2 Millionen ansteigen. Dies entspricht einem Anstieg von 112% im Vergleich zu 2021 [35].  

Der weltweit drastisch zunehmende Inzidenztrend der komplexen und multifaktoriell bedingten 

PD wird maßgeblich durch die demografische Alterung der Bevölkerung, die steigende 

Lebenserwartung, zunehmende Umweltbelastungen infolge der Industrialisierung, 
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metabolische Erkrankungen sowie genetische Prädispositionen begünstigt [35, 36]. Obwohl 

zahlreiche bekannte Risikofaktoren mit der PD-Pathogenese in Verbindung gebracht werden, 

konnte bislang kein eindeutig ursächlicher Auslöser identifiziert werden [37]. 

1.1.2.1 Klinisches Erscheinungsbild und Pathophysiologie der PD 
PD wurde im Jahr 1817 von James Parkinson erstmals in seinem Werk „An essay of the 

shaking palsy“ beschrieben. Darin stellte er typische Symptome der PD dar, darunter 

Muskelzittern in Ruhe (Tremor), Muskelsteifigkeit (Rigor), verlangsamte Bewegungen 

(Bradykinesie) und die Instabilität der Körperhaltung [38]. Friedrich H. Lewy postulierte im Jahr 

1912 im Rahmen postmortaler Untersuchungen an PD erkrankten Individuen erstmals das 

Vorhandensein rundlicher intrazellulärer Proteinablagerungen, die später nach ihm benannten 

Lewy-Körper (engl.: Lewy bodies, LB), welche im Hirnstamm mit der PD-Pathophysiologie in 

Zusammenhang stehen. Einige Jahre später berichtete Constantin Trétiakoff erstmals, dass 

bei PD-Patienten neuropathologische Veränderungen in der Substantia nigra pars compacta 

(SNpc) zu beobachten sind, wobei ein Rückgang dopaminerger Neuronen mit dem 

Vorhandensein von LB einhergeht [39, 40]. Die Proteinzusammensetzung der LBs blieb bis 

zum Jahr 1997 unbekannt. In diesem Jahr wiesen Maria Grazia Spillantini und ihre Kollegen 

nach, dass LBs zum Großteil aus fehlgefalteten α-Syn-Proteinen bestehen [41]. 

Im Jahr 2003 konstruierten Heiko Braak und seine Kollegen aufbauend auf dieser 

grundlegenden Entdeckung ein allgemein anerkanntes Staging-System zur Beurteilung der 

PD-Pathologie. Dabei analysierten Braak und seine Kollegen das regionale 

neuropathologische Fortschreiten von α-Syn-immunreaktiven Strukturen sowie die 

Neurodegeneration in verschiedenen Gehirnregionen [42]. Dieses Staging-System teilt den 

Krankheitsverlauf in insgesamt sechs Stadien ein. In den ersten zwei Stadien breitet sich die 

neuropathologische Veränderung vor allem in der Medulla oblongata, im Rückenmarksfortsatz 

und im Riechkolben aus. In diesen Stadien zeigen Betroffene bereits prodromale Symptome 

der Erkrankung wie eine idiopathische REM-Schlafverhaltensstörungen (engl.: idiopathic rapid 

eye movement sleep behavior disorder, iRBD), gastrointestinale Dysfunktionen oder eine 

verminderte Geruchswahrnehmung. Im dritten und vierten Stadium breitet sich die 

Pathophysiologie auf die Substantia nigra, mesenzephale Kerngebiete sowie das basale 

Vorderhirn aus. Die daraus resultierenden nigrostriatalen Dysfunktionen manifestieren sich in 

diesen Krankheitsphasen durch die für die PD typischen motorischen Symptome wie Tremor, 

Bradykinesie und Rigor. Erst durch das Auftreten dieser motorischen Dysfunktionen ist eine 

klinische Diagnosestellung möglich. In den fortgeschrittenen Krankheitsstadien fünf und sechs 

der PD, in denen die neuropathologischen Veränderungen die nervenzellreiche Großhirnrinde 

erreichen, entwickeln die Betroffenen zunehmend kognitive Dysfunktionen wie Gedächtnis- 

und Denkstörungen bis hin zur Demenz sowie Halluzinationen. Mit der Ausbreitung der 
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intrazellulären Ablagerungen vom Hirnstamm zum Großhirn nehmen sowohl das Ausmaß der  

Läsionen in den betroffenen Hirnarealen als auch die klinischen Manifestationen der PD zu 

[42–45]. Neben den motorischen Symptomen treten bei der PD in allen Krankheitsstadien 

häufig auch verschiedene prämotorische bzw. prodromale Symptome auf. Dazu werden unter 

anderem die iRBD, autonome, olfaktorische und gastrointestinale Dysfunktionen sowie 

Angststörungen, Depressionen und chronische Schmerzen gezählt. Diese prodromalen 

Symptome beeinträchtigen die Lebensqualität der Betroffenen erheblich. Insbesondere 

spielen dabei gastrointestinale Motilitätsstörungen eine Rolle, die Beschwerden wie 

Dysphagie (Schluckstörungen), eine verzögerte Magenentleerung und chronische 

Verstopfung beinhalten [46, 47]. 

Neben dem Verlust der dopaminergen Neuronen ist die weit verbreitete Bildung von LBs, die 

größtenteils aus pathologisch fehlgefaltetem und aggregiertem α-Syn sowie zahlreichen 

weiteren Proteinen und Organellen bestehen, ein weiteres zentrales neuropathologisches 

Merkmal der PD. Charakteristisch ist die intraneuronale Ablagerung pathologisch gefalteter 

α-Syn-Aggregate, die sowohl unlöslich sind als auch zytotoxisch wirken. Die α-Syn-Aggregate 

treten jedoch nicht ausschließlich bei der PD auf. Auch bei der multiplen Systematrophie 

(MSA) finden sich pathologische α-Syn-Ablagerungen, die sich in ihrer zellulären Lokalisation 

und morphologischen Form deutlich von denen der PD unterscheiden. Typischerweise 

befinden sich diese Ablagerungen bei der MSA vor allem in Oligodendrozyten in Form von 

glialen zytoplasmatischen Inklusionen (engl.: glial cytoplasmic inclusions, GCIs) und nicht 

primär in Neuronen wie bei der PD. Neben der PD und der MSA zählt auch die Demenz mit 

Lewy-Körperchen (engl.: dementia with Lewy-Bodies, DLB) zu den Synucleinopathien. Wie bei 

der PD finden sich bei der DLB intraneuronale LBs. Im Gegensatz zur PD sind diese bei der 

DLB jedoch frühzeitig im Kortex ausgeprägt. Aufgrund dessen ist der klinische Verlauf der DLB 

überwiegend durch kognitive Beeinträchtigungen und Demenzsymptome geprägt [48]. Obwohl 

weder der Verlust dopaminerger Neuronen im Gehirn noch die Ablagerung von α-Syn-

Aggregaten isoliert spezifisch für die PD ist, sind beide neuropathologischen Merkmale in 

Kombination für eine definitive Diagnose der PD essenziell [49, 50]. 

Die PD wird als eine Multisystemerkrankung beschrieben, die sowohl das ZNS als auch 

periphere Strukturen wie das enterische Nervensystem (ENS) und den Gastrointestinaltrakt 

(GI) betrifft und zudem mit immunologischen Veränderungen sowie entzündlichen Prozessen 

assoziiert ist [37, 51]. Etwa 80-90% der PD-Fälle gelten ohne familiäre Vorgeschichte als 

sporadische PD, während nur etwa 10-20% der PD-Fälle als genetisch bedingt eingestuft 

werden und auf Mutationen oder erbliche Faktoren zurückzuführen sind [52]. Die große 

interindividuelle Variabilität im klinischen Verlauf und die variable Ausbreitung der PD-

Pathologie erschweren eine eindeutige Identifikation des initial betroffenen Organs. Diese 

Heterogenität führte zur Formulierung verschiedener Ursprungshypothesen, die sich vor allem 
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darin unterscheiden, ob die PD-Pathologie primär im zentralen Nervensystem (Brain-first) oder 

im peripheren Nervensystem (Gut-first) beginnt [53]. Die Brain-First-Hypothese postuliert, dass 

die initiale Proteinopathie im Gehirn beginnt und sich im Laufe der Erkrankung über den 

Hirnstamm in das periphere autonome Nervensystem ausbreitet. Im Gegensatz dazu nimmt 

die Gut-First-Hypothese an, dass die Pathologie primär im enterischen bzw. peripheren 

Nervensystem entsteht und über den Vagusnerv in das ZNS fortschreitet [53]. Die häufig in 

diesem Kontext eingeordnete Dual-Hit-Hypothese von Braak und Kollegen, die auf 

umfangreichen Autopsiestudien basiert, postuliert, dass ein bislang nicht identifizierter 

exogener Auslöser entweder nasal den Riechkolben betrifft oder oral in den Organismus 

gelangt, den GI erreicht und dort initial eine neuropathologische Veränderung induziert. Diese 

Veränderungen umfassen die Fehlfaltung und Aggregation von α-Syn im ENS. Gemäß dieser 

Hypothese breiten sich die entstehenden pathologischen α-Syn-Aggregate anschließend über 

axonale und transneuronale Transportmechanismen über den Vagusnerv in Richtung ZNS 

aus. Hierbei ist zunächst der dorsale motorische Nukleus des Vagus im Hirnstamm betroffen 

[53–56]. 

Diese Hypothese wurde durch verschiedene in-vivo-Tiermodellen bestätigt. So führte die 

Injektion unterschiedlicher α-Syn-Formen, darunter rekombinante Monomere, Oligomere, 

Fibrillen sowie PD-Gehirnlysat, in die Wand des Magendarmtrakts von Ratten zu einem 

retrograden axonalen Transport über den Vagusnerv bis in den Hirnstamm [57]. Darüber 

hinaus induzierte die Inokulation von α-Syn-Fibrillen in die Magenwand von Mäusen die 

Bildung phosphorylierter α-Syn-Aggregate mit LB-ähnlicher Morphologie, was durch eine 

Vagotomie verhindert werden konnte [58]. Zudem korrespondiert ein peripherer 

Krankheitsursprung mit der klinischen Beobachtung, dass nicht-motorische Symptome häufig 

bereits etwa zehn Jahre vor dem Beginn der typischen motorischen Beschwerden einsetzen. 

Dazu zählen unter anderem eine Obstipation, eine verzögerte Magenentleerung, vermehrter 

Speichelfluss, Schluckbeschwerden sowie Übelkeit [47].  

1.2 Proteinfehlfaltung in neurodegenerativen Erkrankungen 

Unter physiologischen Bedingungen werden fehlgefaltete Proteine durch zelluläre 

Kontrollmechanismen wie Chaperone, das Ubiquitin-Proteasom-System oder Autophagie-

Wege identifiziert und entweder neugefaltet oder degradiert. Verschiedene Ursachen, darunter 

vererbte oder erworbene Mutationen, Überexpression, posttranslationale Modifikationen, ein 

beeinträchtigter enzymatischer Abbau, oxidativer Stress, Umweltfaktoren oder der 

Alterungsprozess, können diese zellulären Kontrollmechanismen stören, wodurch es zu einer 

Akkumulation fehlgefalteter Proteine kommen kann. Diese Proteinfehlfaltungen führen bei 

neurodegenerativen Erkrankungen zu neuronalen Dysfunktionen und letztendlich zum Zelltod. 

Obwohl neurodegenerative Erkrankungen sich in ihren klinischen Verläufen und den jeweils 
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involvierten amyloidogenen Proteinen unterscheiden, weisen sie charakteristische 

gemeinsame Merkmale auf. Dazu zählen insbesondere die Fehlfaltung, Aggregation und 

Akkumulation spezifischer Proteine, die zu einem progressiven Verlust von Neuronen führen 

[9, 59, 60].   

Amyloide sind unlösliche, hochgeordnete, fibrilläre Proteinaggregate, die durch 

charakteristische β-faltblattreiche Strukturen gekennzeichnet sind. Amyloide wie die Aβ- und 

Tau-Proteine bei der AD sowie α-Syn bei Synucleinopathien weisen bei neurodegenerativen 

Erkrankungen unabhängig von ihrer Primärsequenz, Struktur und ihren physiologischen 

Funktionen ähnliche pathologische Aggregationsmechanismen auf [9, 61]. Amyloidogenese, 

die Entstehung unlöslicher Amyloid-Aggregate, erfolgt über einen mehrstufigen Prozess (s. 

Abbildung 1). Die erste, geschwindigkeitsbestimmende Phase ist die langsame, 

thermodynamisch ungünstige Nukleationsphase (engl.: nucleation phase), in der sich nativ 

gefaltete oder partiell entfaltete Proteine zunächst zu Oligomeren zusammenlagern. Diese 

hochdynamischen, löslichen Oligomere, die primär für die neurotoxischen Wirkungen bei 

neurodegenerativen Erkrankungen verantwortlich sind, stellen die Vorstufen der fibrillären 

Strukturen dar und wirken als Keime (engl.: seeds) für die darauffolgenden 

Fibrillierungsprozesse. Die Oligomere stellen eine heterogene und schwer zu definierende 

Gruppe dar, die aus einer Vielzahl unterschiedlich großer und löslicher Polymerstrukturen 

besteht und je nach amyloidogenem Protein variiert. Obwohl eine solche Oligomerisierung in 

der Regel reversibel ist, können verschiedene Ursachen, wie oben beschrieben, die 

Stabilisierung und somit die Entstehung der unlöslichen Aggregate ermöglichen. Nach der 

Entstehung von nicht-keimungsfähigen (engl.: Off-Pathway oligomers) und keimungsfähigen 

Oligomeren (engl.: On-Pathway oligomers) beginnt eine exponentielle Elongationsphase, in 

der monomere Proteine durch vorgebildete, keimungsfähige Oligomere rekrutiert werden, 

wodurch ein schnelles Wachstum der Polymerstruktur stattfindet. Die Elongationsphase 

resultiert in großen, unlöslichen Strukturen wie Protofibrillen und Fibrillen. Wenn sich 

Monomere an den Enden der bereits gebildeten Fibrillen anlagern, nehmen sie eine 

charakteristische Cross-β-Konformation an, die der Konformation der Fibrillen entspricht und 

als ein Muster für die Umstrukturierung der Monomere fungiert. In dieser Konformation ordnen 

sich die einzelnen β-Stränge senkrecht zur langen Achse der Fibrillen an. Diese Stränge sind 

durch Wasserstoffbrückenbindungen in regelmäßigen Abständen verbunden und bilden 

gemeinsam β-Faltblätter. Mehrere β-Faltblätter können sich anschließend entlang der 

Fibrillenachse übereinander anordnen. Die Fibrillen sind zudem in der Lage, untereinander 

wechselzuwirken und zu größeren unlöslichen Aggregaten zu akkumulieren. Darüber hinaus 

können bereits vorhandene Fibrillen einen sekundären Nukleationsprozess starten. Hierbei 

können diese Fibrillen an ihrer Oberfläche die Entstehung neuer Oligomere begünstigen oder 
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durch die weitere Anlagerung von Monomeren elongieren, fragmentieren und dadurch neue 

keimungsfähige Oligomere generieren [59, 61–66].  

 

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Aggregation amyloidogener Proteine 
In der Nukleationsphase lagern sich nativ gefaltete Monomere zu keimungsfähigen (On-Pathway) oder 
nicht-keimungsfähigen (Off-Pathway)-Oligomeren zusammen. Die On-Pathway-Oligomere dienen als 
Keime für weitere Aggregationsprozesse, während Off-Pathway-Oligomere nicht in die Fibrillenbildung 
übergehen. In der anschließenden Elongationsphase wachsen durch die kontinuierliche keimabhängige 
Rekrutierung weiterer Monomere zunächst Protofibrillen und schließlich reife Amyloidfibrillen heran. Der 
vergrößerte Ausschnitt verdeutlicht die charakteristische Cross-β-Struktur, bei der sich die einzelnen β-
Stränge (Pfeile) senkrecht zur vertikalen Fibrillenachse anordnen. In der Akkumulationsphase lagern 
sich bereits bestehende Oligomere, Protofibrillen und Fibrillen zu größeren, unlöslichen fibrillären 
Ablagerungen zusammen. Gleichzeitig können bestehende Fibrillen die weitere Aggregation sowohl 
durch sekundäre Nukleation, die oberflächenkatalysierte Neubildung oligomerer Keime, als auch durch 
Fragmentierung fördern. Erstellt mit BioRender.com. 

Dieser Aggregationsmechanismus wurde erstmals für das der Creutzfeldt-Jakob-Krankheit 

(CJK) zugrundeliegenden Protein, das sogenannte Prion-Protein, nachgewiesen. In 

zahlreichen Studien wurde gezeigt, dass die mit neurodegenerativen Erkrankungen 

assoziierten amyloidogenen Proteine sich ebenfalls prionenähnlich aggregieren und 

ausbreiten. Hierbei können pathologische Oligomere sowie Fibrillen durch Exozytose oder 

durch Lyse der beschädigten Neuronen aus der Zelle freigesetzt und vom extrazellulären 

Raum durch Endozytose von benachbarten Neuronen aufgenommen werden. Darüber hinaus 

können die Oligomere durch direkten synaptischen Kontakt oder durch dünne Membrankanäle 

zwischen Zellen (engl.: tunneling nanotubes, TNT), die einen intrazellulären Transport 

ermöglichen, übertragen werden [44, 63].  
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1.2.1 Amyloid β 
Aβ Peptide entstehen durch die proteolytische Spaltung des Amyloid-Vorläuferproteins (engl.: 

amyloid precursor protein, APP). APP ist ein großes Transmembranprotein, das aus einer 

großen, N-terminalen, extrazellulären Domäne, einer hydrophoben Transmembrandomäne 

sowie einer kurzen, C-terminalen, zytoplasmatischen Domäne besteht. APP wird überwiegend 

von Neuronen des ZNS exprimiert und erfüllt unter physiologischen Bedingungen essentielle 

Funktionen, darunter die Synapsenbildung, die Aufrechterhaltung synaptischer Strukturen 

sowie Reparaturmechanismen des Nervensystems. APP kann über zwei alternative 

proteolytische Wege gespalten werden (s. Abbildung 2), die entweder über den 

amyloidogenen Pfad zur Entstehung amyloidogener Peptide führen oder nicht-amyloidogen 

verlaufen, sodass keine Aβ-Peptide gebildet werden [67].  

 

Abbildung 2: Schematische Darstellung der proteolytischen Spaltung von APP 
Die proteolytische Prozessierung von APP erfolgt über zwei alternative Wege: die nicht-amyloidogene 
Spaltung und die amyloidogene Spaltung. Bei der nicht-amyloidogenen Spaltung wird APP zunächst 
durch die α-Sekretase innerhalb der Aβ-Sequenz gespalten, wodurch die Bildung des Aβ-Peptids 
verhindert wird. Dabei wird das lösliche Fragment sAPPα freigesetzt, während das C-terminale 
Fragment α (CTFα) in der Membran verbleibt. Das CTFα wird anschließend durch die γ-Sekretase 
weiterverarbeitet, wobei das extrazelluläre P3-Fragment sowie die intrazelluläre APP-Domäne (engl.: 
APP intracellular domain, AICD) entstehen. Im Gegensatz dazu wird APP bei der amyloidogenen 
Spaltung zunächst durch die β-Sekretase prozessiert, wodurch das lösliche Fragment sAPPβ und das 
membranständige C-terminale Fragment β (CTFβ) generiert werden. Die nachfolgende Spaltung von 
CTFβ durch die γ-Sekretase führt schließlich zur Freisetzung des Aβ-Peptids sowie der intrazellulären 
APP-Domäne AICD. Abbildung modifiziert nach Kent et al., 2020 [67]. Erstellt mit BioRender.com. 

Bei der nicht-amyloidogenen Spaltung wird APP durch die α-Sekretase innerhalb der Aβ-

Sequenz gespalten, wodurch die Bildung von Aβ-Peptiden verhindert wird. Dabei entstehen 
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das lösliche Fragment sAPPα und ein membrangebundenes Fragment aus 83 Aminosäuren 

(CTFα), das die Sequenz für das nicht-toxischen P3-Fragment enthält. Bei der amyloidogenen 

Spaltung wird APP hingegen durch die β-Sekretase an der extrazellulären Domäne gespalten, 

wodurch sAPPβ und ein 99 Aminosäuren langes, C-terminales Fragment (CTFβ) entstehen 

[67]. 

Die C-terminalen Fragmente (CFTα und CTFβ) aus beiden Spaltungsprozessen werden 

anschließend durch die γ-Sekretase innerhalb der Transmembrandomäne weiterverarbeitet. 

Wenn die initiale Spaltung von APP durch die α-Sekretase erfolgt, resultiert die nachfolgende 

Spaltung durch die γ-Sekretase in der Freisetzung des nicht-toxischen P3-Peptids. 

Dahingegen führt eine initiale Spaltung durch die β-Sekretase zur Bildung toxischer Aβ-

Peptide unterschiedlicher Länge (s. Abbildung 2). Grund hierfür ist das Fehlen einer 

spezifischen Schnittstelle der γ-Sekretase, was zu Variationen am C-terminalen Ende der Aβ-

Peptide führt. Somit entstehen die Aβ-Isoformen unterschiedlicher Länge mit 

unterschiedlichem Aggregationspotenzial, insbesondere die AD-assoziierten Isoformen Aβ40 

und Aβ42 [27, 31, 68].  

Die Aβ-Peptide, die durch die proteolytische Spaltung von APP gebildet werden, übernehmen 

essenzielle kognitive und synaptische Funktionen. Dazu zählen die Regulation der 

Neurotransmission, die Stimulierung der hippocampalen Neurogenese, die Förderung der 

Langzeitpotenzierung als zellulärer Mechanismus von Lernen und Gedächtnis, die Modulation 

der synaptischen Plastizität sowie die Aufrechterhaltung der Integrität der Blut-Hirn-Schranke. 

Außerdem besitzen Aβ-Peptide antimikrobielle und tumorhemmende Eigenschaften und 

fördern die Angiogenese [27, 67].  

Die häufigsten Isoformen der Aβ-Peptide sind die intrinsisch ungeordneten Peptide Aβ40 und 

Aβ42. Aβ40 besteht aus 40 Aminosäuren und weist eine Molekülmasse von ca. 4,3 kDa auf, 

während Aβ42 aus 42 Aminosäuren besteht und eine Molekülmasse von ca. 4,5 kDa besitzt. 

Aβ40 macht den Großteil der Aβ-Population im Gehirn aus, wobei Aβ42 nur einen kleinen Anteil 

von ca. 5-10% besitzt. Trotz seines geringeren Anteils neigt Aβ42 aufgrund der zwei 

zusätzlichen hydrophoben Aminosäuren Isoleucin und Alanin am C-terminalen Ende stärker 

zur Aggregation. Diese Eigenschaft begünstigt die Entstehung von löslichen Oligomeren, die 

als besonders neurotoxisch gelten [27].  

Unter physiologischen Bedingungen im Gehirn werden diese Aβ-Peptide kontinuierlich 

produziert und abgebaut, wodurch ein homöostatisches Gleichgewicht entsteht. Dahingegen 

wird dieses Gleichgewicht unter pathophysiologischen Bedingungen beeinträchtigt, was zur 

Fehlfaltung der Aβ42- und Aβ40-Peptide sowie zu dessen Aggregation und Akkumulation in 

Plaques führt, was ein zentrales Merkmal der AD-Pathologie darstellt [31]. Insbesondere 

lösliche Aβ-Oligomere können mit verschiedenen zellulären Rezeptoren interagieren und 

dadurch pathologische Signalwege aktivieren. Dies umfasst unter anderem die Bildung 
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reaktiver Sauerstoffspezies, die Hyperphosphorylierung des Tau-Proteins sowie die 

Auslösung neuroinflammatorischer Reaktionen [68]. Im gesunden Gehirn liegt das 

Produktionsverhältnis von Aβ42 zu Aβ40 bei etwa 1:9. Eine Erhöhung des Aβ42/Aβ40-

Verhältnisses verschiebt das Gleichgewicht zugunsten der neurotoxischen Aβ42-Peptide, 

wodurch pathologische Ablagerungen begünstigt werden [69]. Obwohl die zugrunde liegenden 

molekularen Mechanismen für die Verteilung der Aβ-Peptide bislang nicht vollständig geklärt 

sind, kommt Aβ42 überwiegend im Gehirn vor, während Aβ40 die in der Peripherie dominierende 

Spezies ist [31].  

Die Aggregation der Aβ-Peptide beruht auf einem Zusammenspiel aus vermehrter Expression, 

veränderter Proteolyse und posttranslationalen Modifikationen, wodurch die 

Aggregationsneigung gesteigert werden kann. Beispielsweise weisen am N-Terminus 

verkürzte Aβ-Peptide mit N-terminalem Pyroglutamat eine verringerte Löslichkeit, eine erhöhte 

Aggregationsneigung sowie eine erhöhte Zytotoxizität auf. Zudem fördern die 

Phosphorylierung der Serin-Reste an Position 8 und Position 26 sowie die Acetylierung des 

Lysin-Rests an Position 16 ebenfalls die Aggregation von Aβ. Im Gegensatz dazu reduziert 

die Nitrierung des Tyrosin-Rests an Position 10 die Aggregation von Aβ [9, 70]. Darüber hinaus 

verursachen Mutationen im APP-Gen sowie in den Genen Presenilin-1 (PSEN1) und 

Presenilin-2 (PSEN2) eine vermehrte Expression von Aβ oder erhöhen die γ-Sekretase-

Aktivität, und sie sind mit einer früh-einsetzenden AD assoziiert [27].  

Basierend auf Messungen isotopenmarkierter Liquorproben kognitiv gesunder Erwachsener 

wird die Aβ-Produktions- und Abbaurate auf etwa 8% pro Stunde geschätzt. Bereits minimale 

Beeinträchtigungen des Aβ-Abbaus im Gehirn können daher ausreichend sein, um eine 

Akkumulation von Aβ und somit eine Pathologie auszulösen [21]. Der Abbau der Aβ-Peptide 

im ZNS erfolgt über mehrere, sich ergänzende Mechanismen, darunter enzymatische und 

nicht-enzymatische Wege. Intrazelluläres Aβ in Neuronen wird über den Ubiquitin-Proteasom-

Weg abgebaut, während extrazelluläres Aβ durch Aβ-abbauende Enzyme (engl.: Aβ-

degrading enzymes, ADE) wie Neprilysin, das Insulin-abbauende Enzym (engl.: insulin-

degrading enzyme, IDE), weitere Zink-Metalloendopeptidasen oder das Angiotensin-

konvertierende Enzym (engl.: angiotensin-converting enzyme, ACE) abgebaut wird [21, 31]. 

Im nicht-enzymatischen Weg wird Aβ über verschiedene Transport- und Clearance-

Mechanismen aus dem Gehirn entfernt. Aβ kann über die Blut-Hirn-Schranke ins Blut 

transportiert oder von Astrozyten, Mikroglia und Neuronen aufgenommen und intrazellulär 

abgebaut werden. Zusätzlich erfolgt die Clearance über die interstitielle Flüssigkeit, wobei der 

Liquor das Peptid aufnimmt und aus dem ZNS entfernt. Etwa 60% der im Gehirn vorhandenen 

extrazellulären Aβ-Peptide werden über die Blut-Hirn-Schranke in periphere Organe 

transportiert und dort abgebaut. Dies deutet darauf hin, dass der periphere Abbau von Aβ eine 

wesentliche Rolle in der AD-Pathologie spielen könnte [71]. Es wurde gezeigt, dass die 
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Gesamt-Aβ-Konzentrationen und insbesondere die in der Peripherie dominierende Aβ40-

Konzentration mit sinkender Blutflussrate abnehmen, während die Aβ42-Konzentration 

gegenüber diesen hämodynamischen Schwankungen unverändert bleibt [72]. Aβ-Peptide 

werden in der Peripherie hauptsächlich durch Blutbestandteile wie Erythrozyten und 

Monozyten oder durch bestimmte Gewebe oder Organe wie Leber, Niere und den 

Gastrointestinaltrakt abgebaut [31]. Die weitreichende Verteilung und der systemische 

Transport von Aβ-Peptiden wurden bisher in diversen Körperflüssigkeiten wie Liquor (engl: 

Cerebrospinal fluid, CSF), Blut, Galle, Urin und Stuhl nachgewiesen [71, 73].  

1.2.2 Tau 
Tau ist ein intrazelluläres, hochlösliches und intrinsisch ungeordnetes Protein, das 

überwiegend in Neuronen exprimiert wird. Unter physiologischen Bedingungen erfüllt das Tau-

Protein eine zentrale Funktion bei der Stabilisierung sowie der räumlichen Organisation von 

Mikrotubuli innerhalb der Axone. Durch die Förderung der Bildung von Mikrotubuli aus Tubulin-

Dimeren trägt Tau zur Aufrechterhaltung des neuronalen Zytoskeletts und des axonalen 

Transports bei und ist somit unerlässlich für die strukturelle und funktionelle Integrität von 

Nervenzellen [27]. Das humane Tau-Protein wird durch das Mikrotubuli-assozierte Protein Tau 

(engl.: microtubule-associated protein tau, MAPT) Gen kodiert, welches auf Chromosom 

17q21 lokalisiert ist und 16 Exons enthält. Durch alternatives Spleißen spezifischer Exons 

(Exon 2, 3 und 10) entstehen dabei verschiedene Tau-Isoformen, deren Expressionsmuster 

im zentralen und peripheren Nervensystem sowie in verschiedenen Entwicklungsstadien 

variieren [67, 74].  

Das Tau-Protein wird strukturell in den N-Terminus, die prolinreiche Region, die Mikrotubuli-

Bindungsdomäne sowie den C-Terminus unterteilt. Die N-terminale Projektionsdomäne 

umfasst etwa zwei Drittel der gesamten Proteinlänge und besteht aus einem sauren N-

Terminus und einer darauffolgenden alkalischen, prolinreichen Region. Indem diese Domäne 

von der Mikrotubuli-Oberfläche in das Zytosol hinausragt, ermöglicht sie Wechselwirkungen 

mit weiteren Zytoskelett- und Zytoplasmaproteinen, den Organellen sowie mit der 

Zellmembran. Durch diese Vernetzungsfunktion ist sie an der Organisation des Zytoskeletts 

beteiligt und spielt eine wesentliche Rolle bei der Aufrechterhaltung der axonalen Stabilität 

[75]. Die prolinreiche Region weist durch eine Überrepräsentation von Arginin-Resten eine 

erhöhte Basizität auf und besitzt zudem den höchsten relativen Gehalt an Serin und Threonin. 

Dies ermöglicht die Interaktion mit zahlreichen Kinasen und Phosphatasen und deutet auf eine 

zentrale Rolle bei der Regulation der Phosphorylierung hin. Aufgrund einer hohen Dichte an 

kationischen Lysin-Resten weist die C-terminale Mikrotubuli-Bindungsdomäne unter 

physiologischen Bedingungen eine stark positive Ladung auf. Diese fungiert als primäre 

funktionelle Domäne, indem sie mit der negativ geladenen Mikrotubuli-Oberfläche über 
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Tubulin-Heterodimere interagiert. Durch diese elektrostatischen Wechselwirkungen werden 

der Zusammenbau und die strukturelle Stabilisierung der Mikrotubuli gewährleistet. Darüber 

hinaus enthält die Mikrotubuli-Bindungsdomäne zwei Hexapeptidsequenzen, die unter 

pathologischen Bedingungen β-faltblattreiche Strukturen einnehmen und somit die 

pathologische Tau-Aggregation initiieren können [74, 76, 77].  

Im adulten menschlichen ZNS werden sechs Hauptvarianten des MAPT-Transkripts in 

entsprechende Tau-Isoformen (mit 352 bis 441 Aminosäuren) translatiert. Diese 

unterscheiden sich durch das Vorhandensein von null, einer oder zwei N-terminalen 

Insertionen (0N, 1N oder 2N) sowie durch die Anzahl der Mikrotubuli-Bindungsdomänen. Die 

Anzahl der Mikrotubuli-Bindungsdomänen hängt vom Ein- oder Ausschließen von Exon 10 ab, 

wodurch Tau-Isoformen mit drei (3-Repeat, 3R) oder vier (4-Repeat, 4R) 

Wiederholungssequenzen entstehen, da Exon 10 für eine zusätzliche Bindungsdomäne 

kodiert. Die Affinität der Mikrotubuli zu Tau nimmt mit der Anzahl dieser Wiederholungen zu 

[27, 67, 78, 79]. Neuropathologische Tau-Ablagerungen bei verschiedenen Erkrankungen wie 

der AD, der progressiven supranukleären Blickparese (PSP), der kortikobasalen Degeneration 

(CBD) oder der frontotemporalen Demenz (FTD), unterscheiden sich nicht nur in ihrer 

morphologischen Ausprägung und ihren histopathologischen Ausbreitungsmustern, sondern 

auch in der Beteiligung spezifischer Tau-Isoformen. Bei der AD, einer Amyloid-assoziierten 

Tauopathie, akkumulieren die 3R- und 4R-Isoformen in einem nahezu ausgewogenen 

Verhältnis. Im Gegensatz dazu ist die dominierende Tau-Isoform bei der PSP und CBD die 

4R-Isoform, während bei bestimmten Formen der FTD überwiegend die 3R-Variante 

akkumuliert [77]. 

Das native Tau-Protein liegt unter physiologischen Bedingungen ungefaltet vor. In 

Abwesenheit von Interaktionspartner wie Mikrotubuli kann es jedoch eine dynamische 

Konformation einnehmen, bei der sich der C-Terminus zurückfaltet und sich der Mikrotubuli-

Bindungsdomäne räumlich annähert, während der N-Terminus sich darüberlegt. In dieser 

sogenannten Paperclip-Konformation werden die aggregationsanfälligen Hexapeptid-Motive 

der mittleren Domäne, die zur Bildung von β-Faltblattstrukturen neigen, vor einer Aggregation 

geschützt (s. Abbildung 3). Bei fehlender intramolekularer Wechselwirkung zwischen dem C-

Terminus und der Mikrotubuli-Bindungsdomäne kommt der N-Terminus mit diesen 

exponierten Sequenzen in Kontakt und initiiert die Aggregation [80–82].  

Die pathologischen Veränderungen und das Aggregationsverhalten des Tau-Proteins werden 

u.a. durch verschiedene posttranslationale Modifikationen, durch negativ geladene Cofaktoren 

wie Polyanionen (z.B. DNA, RNA, Polyphosphate) sowie durch genetische Mutationen im 

MAPT-Gen beeinflusst [82]. Im AD-Gehirn zeigt Tau eine Vielzahl pathologischer 

Modifikationen, darunter Hyperphosphorylierung, Glykosylierung, Acetylierung, Methylierung 

und Ubiquitinierung [75]. Die Hyperphosphorylierung fungiert dabei als zentraler Auslöser der 
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Tau-Pathologie, indem sie die Dissoziation des Tau-Proteins von den Mikrotubuli induziert. Die 

daraus resultierende Ladungsverschiebung destabilisiert die protektive, 

aggregationshemmende Paperclip-Konformation, wodurch die aggregationsanfälligen Motive 

exponiert werden. Somit werden die intra- und intermolekularen Wechselwirkungen der Tau-

Monomere begünstigt, die sich infolgedessen zusammenlagern und initiale Keime für 

pathologische Fibrillen bilden können (s. Abbildung 3) [81]. Die längste humane Tau-Isoform 

besitzt 85 potenzielle Phosphorylierungsstellen (Serin, Threonin, Tyrosin) sowie 102 

hydrophobe Reste (Alanin, Valin, Isoleucin, Leucin, Methionin und Phenylalanin). Zahlreiche 

dieser Phosphorylierungen und hydrophoben Reste wurden nachweislich mit der Tau-

Aggregation in Verbindung gebracht [27, 83]. Zusätzlich zur Phosphorylierung und 

Acetylierung wirkt die proteolytische Spaltung an den N- und C-terminalen Enden des Tau-

Proteins aggregationsfördernd [77].  

Die im AD-Gehirn vorkommenden NFTs bestehen überwiegend aus hyperphosphoryliertem 

Tau, das in fibrillärer Morphologie als gepaarte helikale Filamente (engl.: paired helical 

filaments, PHF) oder als gerade Filamente (engl.: straight Filaments, SF) vorliegt, wobei die 

PHFs die dominierende Struktur darstellen [82]. NFTs führen zu einer Dysfunktion des 

axonalen Transports von essenziellen Molekülen und beeinträchtigen dadurch die synaptische 

Kommunikation im ZNS, was zur Neurodegeneration beiträgt. Die Anzahl der NFTs korreliert 

zudem positiv mit dem Schweregrad der Demenz bei AD [84]. 

 

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Tau-Aggregation bei der AD 
Unter physiologischen Bedingungen ist Tau in Neuronen an Mikrotubuli gebunden und trägt zu deren 
Stabilisierung bei. Durch Phosphorylierung verliert Tau diese Bindung und liegt anschließend als 
Monomer entweder in ungeordneter Form oder in einer sogenannten Paperclip-Konformation vor. Diese 
Monomere können sich zu Oligomeren zusammenlagern, die weiter zu gepaarten helikalen Filamenten 
(PHF) oder geraden Filamenten (SF) aggregieren und schließlich als neurofibrilläre Bündel (NFTs) 
abgelagert werden, was mit neuronaler Schädigung und letztlich dem Zelltod einhergeht. Abbildung 
modifiziert nach Almedia et al., 2025 [27]. Erstellt mit BioRender.com. 
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Analog zu Aβ wird auch bei Tau angenommen, dass insbesondere die Tau-Oligomere eine 

zentrale Rolle bei der Ausbreitung der Pathologie sowie bei den darauffolgenden 

neurotoxischen Effekten spielen. Sowohl physiologisch als auch pathologisch gefaltetes Tau 

wird infolge synaptischer Aktivität in den extrazellulären Raum sezerniert. Die Freisetzung von 

Tau-Spezies erfolgt über verschiedene Prozesse, darunter die Abgabe über extrazelluläre 

Vesikel wie Exosomen, die direkte Translokation durch die Zellmembran sowie der Transport 

über TNTs. Die Aufnahme von sezernierten Tau-Spezies erfolgt schließlich über verschiedene 

Endozytoseprozesse. Nach der Aufnahme in die Empfängerzelle können die fehlgefalteten 

Tau-Proteine im Zytosol physiologische Tau-Monomere rekrutieren und somit die 

pathologische Tau-Ausbreitung induzieren. Darüber hinaus können Mikroglia und Astrozyten 

extrazelluläres Tau aufnehmen und somit zur Ausbreitung der Tau-Pathologie beitragen [82].  

Das intrazelluläre Tau wird hauptsächlich über zwei proteolytische Prozesse abgebaut, das 

Ubiquitin-Proteasom-System und das Autophagie-Lysosom-System. Fehlregulationen oder 

eine Überlastung der Kapazitäten dieser Prozesse können zur Akkumulation fragmentierter 

Tau-Proteine führen. Extrazelluläres Tau wird zusätzlich durch Proteasen sowie durch 

Phagozytose abgebaut, wobei endozytotische und endolysosomale Prozesse in Mikroglia und 

Astrozyten eine wichtige Rolle in der Clearance spielen. Ergänzend zum lokalen Abbau wird 

Tau über die Blut-Hirn-Schranke, die Blut-Liquor-Schranke und über das glymphatische 

System ins Blut sowie in das Lymphsystem transportiert.  Der Nachweis von Tau außerhalb 

des ZNS, wie in Speicheldrüsen, im Darm, in der Leber oder in der Haut, bestätigt systemische 

Abbaumechanismen in der Peripherie [85–87].   

1.2.3 α-Synuclein  
α-Syn ist ein aus 140 Aminosäuren bestehendes,14,6 kDa großes, hochkonserviertes Protein, 

das überwiegend an präsynaptischen Endigungen lokalisiert ist und 0,5-1% des gesamten 

zytosolischen Proteins im Gehirn ausmacht. Das α-Syn wird durch das SNCA-Gen, das auf 

Chromosom 4q22.1 lokalisiert ist, kodiert und kommt primär in verschiedenen Bereichen des 

Gehirns vor, darunter in Neuronen des Neocortex, Hippocampus, Thalamus, Cerebellums und 

der Substantia Nigra. Trotz weiterhin bestehender Unklarheiten hinsichtlich der wesentlichen 

physiologischen Funktion im Nervensystem konnte nachgewiesen werden, dass das α-Syn 

eine bedeutende Rolle bei der Modulation der präsynaptischen Freisetzung von 

Neurotransmittern, bei mitochondrialen Funktionen und beim Membrantransport mittels 

Vesikeln spielt und sich an präsynaptischen Enden anreichert [88–90].  

α-Syn wird insgesamt in drei Domänen unterteilt. Die N-terminale, amphipathische, 

lipidbindende α-Helix-Domäne (Aminosäuren 1-60) enthält die evolutionär konservierten 

KTEGV-Motive und interagiert aufgrund ihrer positiven Ladung mit Membranen. Die N-

terminale Domäne enthält den Großteil der mit der familiären PD-assoziierten 
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Punktmutationen (s. Abbildung 4). Innerhalb der N-terminalen Domäne liegen die bekannten, 

mit PD-assoziierten Mutationen wie A30P, E46K, H50Q, G51D, A53E sowie die A53T 

Missense-Mutationen [91]. Darüber hinaus befinden sich die erst kürzlich identifizierten 

Mutationen T72M und E83Q in der Zentraldomäne des α-Syn-Proteins [92, 93]. Diese 

hydrophobe Zentraldomäne (Aminosäuren 61-95), die auch als Nicht-Amyloid-β-Komponente 

(engl.: non-amyloid-β-component, NAC-Domäne) bezeichnet wird, ist an der Bildung von 

zytotoxischen Fibrillen beteiligt, indem sie β-Faltblattstrukturen bildet. Die stark unstrukturierte, 

negativ geladene, saure C-terminale Domäne (Aminosäuren 96-140) spielt eine bedeutende 

Rolle bei der Hemmung der Selbstassemblierung zu Fibrillen. Diese Domäne wird an 

mehreren Stellen phosphoryliert [45, 94].  

α-Syn ist ein intrinsisch ungeordnetes Protein, das unter physiologischen Bedingungen im 

Zytosol ungefaltet vorliegt. Insbesondere die C-terminale Domäne verbleibt aufgrund ihrer 

geringen Hydrophobizität und hohen negativen Nettoladung in einer ungeordneten random-

coil-Struktur. Erst bei der Bindung an Membranen nimmt der N-Terminus eine α-helikale 

Konformation an. Unter pathologischen Umständen unterliegt das α-Syn hingegen einer 

tiefgreifenden Konformationsänderung hin zu einer β-faltblattreichen Struktur, wodurch 

toxischen Oligomere und Fibrillen entstehen. Die pathologische Aggregationsneigung wird 

durch intramolekulare elektrostatische Wechselwirkungen zwischen der C-terminalen und der 

NAC-Domäne gehemmt, wodurch aggregationsfördernde β-Faltblatt-Interaktionen 

abgeschirmt werden. Daher wirkt eine erhöhte Trunkierung der C-Domäne, z.B. aufgrund 

eines unvollständigen Abbaus, beschleunigend auf die pathologische Aggregation des 

Proteins. Zudem wurden sowohl trunkierte als auch phosphorylierte Formen des α-Syn-

Proteins in Synucleinopathien-assoziierten Lewy-Körperchen nachgewiesen [95, 96]. 

Kalziumionen spielen eine wichtige Rolle bei der synaptischen Übertragung. α-Syn interagiert 

mit der Membran in einer spezifischen Konformation und beeinflusst die Kalzium-

Signaltransduktion, wobei eine pathologische β-faltblattreiche Konformation des α-Syns 

Kalzium-Dysregulation verursacht und dadurch den Kalzium-abhängigen Zelltod induziert [91].  
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der α-Syn-Domänen und der membrangebundenen 
Struktur 
α-Syn besteht aus 140 Aminosäuren und drei Domänen: einer N-terminalen, amphipathischen, 
membranbindenden Domäne mit konservierten KTEGV-Motiven, der hydrophoben NAC-Domäne, die 
die pathologische Aggregation des Proteins begünstigt, sowie einer negativ geladenen C-terminalen 
Domäne mit Kalzium-Bindestelle. Innerhalb der N-terminalen Domäne liegt zudem der Großteil der mit 
der familiären PD-assoziierten Mutationen. Die Phosphorylierungsstellen S87 und S129 stellen 
relevante Modifikationsstellen dar, die mit pathologischen Eigenschaften in Verbindung stehen (a). α-
Syn liegt unter physiologischen Bedingungen ungefaltet vor und bildet bei einer Membranbindung eine 
α-helikale Sekundärstruktur am N-terminalen Ende des Proteins aus (b). Abbildung modifiziert nach 
Török et al., 2016 [97]. 

Nahezu 90% des α-Syn-Proteins, das in Lewy-Körperchen akkumuliert, ist am Serin-Rest an 

Position 129 (S129) phosphoryliert, während nur 4% des α-Syn-Proteins im gesunden Gehirn 

phosphoryliert vorliegt. Dies könnte darauf hindeuten, dass die posttranslationale Modifikation 

eine bedeutende Rolle bei der Aggregation spielt. Allerdings ist bislang unklar, ob die 

Phosphorylierung des α-Syn-Proteins kausal zur Aggregation und zur darauffolgenden 

Ablagerung beiträgt, beispielsweise durch eine reduzierte proteasomale Degradation, oder ob 

sie erst in fortgeschrittenen Stadien der Erkrankung bzw. nach der Ablagerung auftritt [98]. 

Der Abbau von intrazellulärem α-Syn erfolgt komplementär über verschiedene Mechanismen. 

Das Ubiquitin-Proteasom-System degradiert lösliche Monomere sowie kleine Oligomere, 

während das lysosomale Autophagie-System, insbesondere die Makroautophagie und die 

Chaperon-vermittelte Autophagie, die größeren Oligomere abbaut. Darüber hinaus wird 

sekretiertes α-Syn im Extrazellulärraum durch proteolytische Enzyme degradiert oder von 

Mikrogliazellen und Astrozyten aufgenommen und lysosomal abgebaut. Es wurde gezeigt, 

dass eine Dysfunktion dieser Abbaumechanismen zur pathologischen Akkumulation von α-
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Syn beiträgt. Insbesondere das Alter, der wichtigste Risikofaktor für PD, ist mit einer 

verminderten Aktivität dieser Abbaumechanismen assoziiert, was mit erhöhten α-Syn-

Konzentrationen in dopaminergen Neuronen der Substantia nigra während des 

physiologischen Alterungsprozesses korreliert [50, 99]. 

1.3 Behandlungsstrategien für neurodegenerative Erkrankungen 

Die Aufklärung der nativen Strukturen und physiologischen Funktionen von Aβ-, Tau-, α-Syn-

Proteinen sowie der komplexen pathologischen Interaktionen ihrer fehlgefalteten 

Konformationen mit weiteren relevanten molekularen, zellulären und systemischen 

Komponenten neurodegenerativer Erkrankungen bildet eine wesentliche Grundlage für das 

Verständnis der ursächlichen Mechanismen und die Entwicklung gezielter, effektiver 

therapeutischer Strategien. Die aktuellen Therapieansätze konzentrieren sich überwiegend 

auf die Linderung der Krankheitssymptome oder die Verlangsamung des Krankheitsverlaufs. 

Aufgrund dessen sind neue Strategien, die darauf abzielen, die grundlegende Pathologie zu 

beseitigen, von großer Bedeutung. Dazu zählen Ansätze zur Hemmung der Aggregation, zur 

Förderung des Abbaus pathologischer Ablagerungen sowie zur Verhinderung der 

pathologischen Ausbreitung im Körper. Darüber hinaus stellen immunotherapeutische 

Verfahren, bei denen spezifische Antikörper gezielt gegen pathologische Proteine eingesetzt 

werden, oder genetische Strategien, wie die Regulation der Genexpression assoziierter 

Proteine, einen vielversprechenden Ansatz dar [63].  

1.3.1 Therapieansätze für AD 
Die derzeit etablierten Therapieansätze der AD umfassen symptomatische und krankheits-

modifizierende Behandlungsstrategien. Zu den symptomatischen Behandlungsstrategien 

zählen Acetylcholinesterase-Inhibitoren wie Donepezil, Rivastigmin und Galantamin, die 

primär bei leichter bis moderater AD eingesetzt werden. Diese erhöhen die Acetylcholin-

Spiegel, indem sie den Abbau des wichtigen Neurotransmitters Acetylcholin blockieren, 

wodurch die kognitiven und funktionellen Fähigkeiten der Betroffenen gefördert werden. 

Memantin, ein Antagonist des N-Methyl-D-Aspartat (NMDA) Rezeptors, moduliert die 

Glutamataktivität und wird insbesondere bei mittelschweren bis schweren AD-Fällen 

eingesetzt. Memantin verbessert ebenfalls die kognitiven und alltäglichen Leistungen der 

Patienten. Beide Therapieansätze zielen auf die Symptomatik ab, ohne das Fortschreiten der 

Erkrankung wesentlich zu beeinflussen [100].  

Die Fehlfaltung, Aggregation und anschließende Akkumulation der Aβ- und Tau-Proteine 

werden als der zugrunde liegende Mechanismus der AD-Pathologie angesehen und stellen 

daher ein primäres Ziel krankheitsmodifizierender Behandlungsstrategien dar. Aducanumab, 

ein rekombinanter humaner IgG1-Antikörper, ist das erste zugelassene 
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krankheitsmodifizierende Medikament, welches durch die spezifische Bindung an Aβ-Plaques 

einen immunvermittelten Abbau durch Mikrogliazellen unterstützt. Dieser Antikörper  führte zu 

einer signifikanten Reduktion der Aβ-Ablagerungen im Gehirn, konnte jedoch bislang keine 

eindeutige Verbesserung der kognitiven Fähigkeiten der Patienten nachweisen [11, 101]. 

Weitere anti-Amyloid-Immunotherapien wie Donanemab und Lecanemab sind ebenfalls 

humanisierte monoklonale Antikörper, die zur Reduktion der Aβ-Ablagerungen eingesetzt 

werden. Im Gegensatz zu Aducanumab zeigten diese beiden Therapien in klinischen Studien 

eine statistisch signifikante, jedoch klinisch moderate Verlangsamung des kognitiven Abbaus. 

Nichtsdestotrotz war der Einsatz all dieser Therapien mit einer erhöhten Wahrscheinlichkeit 

für das Auftreten von amyloidbedingten Bildgebungsanamolien (engl.: amyloid-related imaging 

abnormalities, ARIA) assoziiert, die  Hirnödeme sowie zerebrale Mikroblutungen verursachen 

können [100, 102–104].  

Um die pathologische Fehlfaltung und die Aggregationsprozesse der amyloidogenen Proteine 

zu vermeiden, kann die physiologische Konformation durch spezifische Liganden stabilisiert 

oder die Aggregation gezielt inhibiert werden. Ein Beispiel hierfür ist das Transthyretin, ein 

tetrameres Protein, das durch Bindung an physiologisches Aβ dessen Aggregation hemmt und 

die fibrillären Strukturen destabilisiert [105]. Das in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Dieter 

Willbold entwickelte D-enantiomere Peptid PRI-002 (auch als RD2 oder Contraloidacetat 

bezeichnet) befindet sich aktuell in der klinischen Entwicklung und stellt eine alternative, 

ligandenbasierte Therapie dar, bei der der Wirkstoff durch Stabilisierung der Monomere die 

Auflösung der bestehenden Aggregate fördert [106]. 

Der Großteil der sich derzeit in der klinischen Entwicklung befindlichen AD-Therapeutika ist 

krankheitsmodifizierend. In Phase-3-Studien handelt es sich bei etwa 65% der Wirkstoffe um 

krankheitsmodifizierende Therapien, wobei 22% dieser Wirkstoffe auf Neurotransmitter-

Rezeptoren, 18% auf Aβ-assoziierte Pathologien und 11% auf Tau-assoziierte Pathologien 

abzielen. Außerdem fokussieren sich aktuelle Studien auf eine Vielzahl potenzieller AD-

Mechanismen, darunter Neuroinflammation und Immunreaktionen, synaptische Plastizität, 

Wachstumsfaktoren und Hormone, Proteostase und Proteinopathie, oxidativen Stress, 

vaskuläre Mechanismen, die Darm-Hirn-Achse, Neurogenese sowie Lipoproteinrezeptoren 

[107]. 

1.3.2 Therapieansätze für PD 
Aufgrund der mangelnden Therapien, welche die ursächliche Pathologie der PD gezielt 

verhindern oder aufhalten, konzentrieren sich die aktuellen PD-Behandlungen primär auf die 

Linderung der motorischen und nicht-motorischen Symptome sowie auf die Verzögerung der 

Krankheitsprogression. Die meisten symptomatischen Therapieansätze zielen darauf ab, den 

Dopaminspiegel im Gehirn der Betroffenen zu erhöhen [11].  
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Die gängigste Therapie besteht in der Verabreichung von L-Dopa-Präparaten (Levodopa), 

einem metabolischen Vorläufer von Dopamin. Das Levodopa wird im Körper der Betroffenen 

von den verbleibenden dopaminergen Neuronen aufgenommen und im präsynaptischen 

Terminal durch Decarboxylierung zu Dopamin umgewandelt. Im Gegensatz zu Dopamin kann 

Levodopa die Blut-Hirn-Schranke überwinden, wird jedoch sowohl im ZNS als auch in der 

Peripherie zu Dopamin metabolisiert. Um eine vorzeitige periphere Metabolisierung zu 

vermeiden und sicherzustellen, dass genügend Levodopa die Blut-Hirn-Schranke erreicht, 

wird es häufig in Kombination mit peripheren Decarboxylasehemmern wie Carbidopa 

verabreicht [11, 108]. Neben Levodopa werden bei der Therapie auch andere Wirkstoffe 

eingesetzt, darunter Dopaminagonisten wie Rotigotin oder Apomorphinhydrochlorid, sowie 

Monoaminoxidase-Hemmer (MAO-Hemmer) und Catechol-O-Methyltransferase-Hemmer 

(COMT-Hemmer). MAO- und COMT-Hemmer blockieren im Gehirn und in der Peripherie den 

Dopamin- bzw. Levodopa-Abbau und verlängern somit deren Wirkdauer [109]. Auch wenn 

Levodopa die am häufigsten eingesetzte medikamentöse Dopaminsubstitution darstellt, ist 

diese Therapie mit einer Reihe unerwünschter Nebenwirkungen wie Levodopa-induzierten 

Dyskinesien, Impulskontrollstörungen und motorischen Fluktuationen verbunden. Amantadin, 

ein Antagonist des NMDA-Rezeptors, ist derzeit das einzige wirksame Medikament zur 

Behandlung Levodopa-induzierter Dyskinesien [110].   

Von den aktuell in der klinischen Entwicklung befindlichen PD-Therapien zielen 51% auf 

krankheitsmodifizierende Mechanismen ab, während 49% auf die symptomatische 

Behandlung ausgerichtet sind, darunter 15% auf nicht-motorische und 34% auf motorische 

Symptome [111]. Die krankheitsmodifizierenden PD-Therapien, die sich derzeit in der 

klinischen Entwicklung befinden, zielen primär darauf ab, die Synthese von α-Syn zu 

reduzieren, dessen Abbau zu fördern, die Aggregation zu hemmen sowie die Ausbreitung der 

Pathologie zu verhindern. Im Fokus der aktuellen Entwicklungen stehen insbesondere 

monoklonale Antikörper, aktive Immunisierungen und Aggregationshemmer aufgrund ihres 

hohen therapeutischen Potenzials. Eine dieser experimentellen Behandlungen ist Buntanetap, 

ein niedermolekularer Wirkstoff, der sich derzeit in einer Phase-3-Studie befindet und die α-

Syn-Expression auf translationaler Ebene hemmt. Ein weiterer therapeutischer Ansatz ist die 

passive Immunisierung durch den monoklonalen Antikörper Prasinezumab, der selektiv gegen 

aggregiertes α-Syn gerichtet ist und dadurch dessen pathologische Ausbreitung hemmt. Eine 

Alternative hierzu ist die aktive Immunisierung, bei der das native Immunsystem durch die 

Verabreichung spezifischer Antigene zur Bildung gewünschter Antikörper genutzt wird. Im 

Rahmen dieser immunotherapeutischen Behandlungen stellt der Impfstoff UB-312 einen 

vielversprechenden Ansatz zur aktiven Immunisierung dar. Dieser synthetische 

Peptidimpfstoff löst eine gezielte Immunantwort gegen pathologisches α-Syn aus, wodurch 

dessen Aggregation sowie die interzelluläre Weitergabe gehemmt werden [112–114].  
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Trotz vielversprechender Entwicklungen bleibt die erfolgreiche Etablierung wirksamer AD- 

sowie PD-Therapeutika ohne relevante Nebenwirkungen eine große Herausforderung. Dies 

ist unter anderem auf Limitationen der klinischen Studien zurückzuführen, darunter die 

Fokussierung auf nicht primär toxische Amyloidformen wie physiologische Monomere oder 

Plaques, eine unzureichende Hemmung toxischer Oligomere, die geringe Permeabilität von 

Antikörpern in das Gehirn sowie die Heterogenität der Neuropathologien und der 

Patientenpopulationen. Darüber hinaus erschwert das Fehlen spezifischer Biomarker die 

präklinische Diagnostik, wodurch therapeutische Ansätze häufig erst in fortgeschrittenen 

Krankheitsstadien getestet und eingesetzt werden [113, 115]. 

1.4 Diagnostik neurodegenerativer Erkrankungen 

Die Diagnostik neurodegenerativer Erkrankungen basiert im klinischen Alltag primär auf der 

Anamnese, der Bewertung der klinischen Symptomatik und des Erscheinungsbildes sowie auf 

ergänzenden neurologischen Untersuchungen. Eine wesentliche Herausforderung besteht 

jedoch darin, dass derartige Erkrankungen bzw. die zugrunde liegenden pathologischen 

Veränderungen im Körper bereits über Jahre oder Jahrzehnte hinweg fortschreiten, bevor sie 

klinisch diagnostizierbar werden. Darüber hinaus erschweren die interindividuelle 

Heterogenität sowie die neuropathologische Überlappung verschiedener Erkrankungen eine 

eindeutige diagnostische Zuordnung. Aufgrund dessen wurden standardisierte diagnostische 

Kriterien und Klassifikationen entwickelt, um die diagnostische Genauigkeit zu erhöhen und 

somit zielgerichtete Behandlungen zu ermöglichen. Diese Ansätze berücksichtigen nicht nur 

die klinischen Kriterien, sondern auch Biomarker-basierte und pathophysiologische Konzepte 

[33, 63]. 

1.4.1 AD Diagnose und Klassifizierung 
Die Diagnose der AD hat sich, wie bereits im Kapitel 1.1.1.1 dargestellt, in den letzten Jahren 

von einer rein syndromalen Perspektive hin zu einer biologisch orientierten Konzeptualisierung 

entwickelt. Während früher vor allem die klinischen Folgen der Erkrankung, wie die Symptome 

oder das Erscheinungsbild, im Vordergrund standen, basiert die Diagnosestellung im 

Forschungsrahmen auf dem Nachweis pathophysiologischer Veränderungen. Hierzu zählen 

insbesondere der Nachweis von krankheitsspezifischen Biomarkern im Körper sowie Befunde 

aus bildgebenden Verfahren [33, 116].  

Die AD ist eine chronisch progrediente neurodegenerative Erkrankung, deren Pathologie im 

Gehirn sich lange vor dem Auftreten klinischer Symptome entwickelt, wodurch die kognitiven 

Einschränkungen allmählich zunehmen. Basierend auf dem Ausmaß der kognitiven 

Beeinträchtigungen wird die AD in verschiedene Stadien unterteilt, die asymptomatische 

präklinische Phase, die prodromale Phase und die Demenzphase. Jedoch sind die Übergänge 
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zwischen diesen Phasen nicht eindeutig zu identifizieren. Dies erschwert die Diagnose 

besonders in den Frühstadien der Erkrankung [117]. Vor diesem Hintergrund stellt die S3-

Leitlinie „Demenzen“ eine evidenzbasierte Orientierungshilfe dar und definiert den aktuellen 

wissenschaftlichen Qualitätsstandard in Deutschland für die Diagnose und Behandlung von 

Demenzerkrankungen im klinischen Alltag. Diese Leitlinie bildet den gesamten Prozess ab, 

indem sie fundierte Empfehlungen von der Früherkennung mittels validierter kognitiver Tests 

bis hin zu den therapeutischen Behandlungen für die Betroffenen bereitstellt [118].  

Die klinische Diagnosestellung basiert weiterhin primär auf der Erhebung einer ausführlichen 

Anamnese, in der die Krankheitsgeschichte systematisch erfasst wird. Dazu gehören aktuelle 

Beschwerden, der Krankheitsverlauf, Vorerkrankungen, medikamentöse Behandlungen sowie 

relevante Lebensumstände [119]. Diese dient als Grundlage für weitere Untersuchungen 

sowie für die Einordnung der bestehenden Symptomatik. Die Auswertung funktioneller Tests, 

wie den Aktivitäten des täglichen Lebens (engl.: Activities of Daily Living, ADL) oder dem 

Angehörigenfragebogen zur Alltagsfunktionalität (engl.: Functional Activities Questionnaire, 

FAQ), liefert zudem wichtige diagnostische Hinweise auf die kognitiven und funktionellen 

Fähigkeiten sowie den Grad der Selbstständigkeit der Betroffenen [118, 119]. Der mentale 

Status wird anhand verschiedener kognitiver Domänen beurteilt, wobei Gedächtnis, 

Denkvermögen, visuell-räumliche und sprachliche Fähigkeiten sowie das Verhalten in Betracht 

gezogen werden. Eine kognitive Beeinträchtigung im Sinne einer Demenz wird diagnostiziert, 

wenn in mindestens zwei dieser Bereiche Veränderungen bzw. Defizite identifiziert werden, 

die eine relevante Einschränkung der Selbstständigkeit im Alltag verursachen [119, 120].  

Im klinischen Alltag wird die Demenzphase nach dem Ausmaß der kognitiven 

Beeinträchtigungen in leichte, moderate und schwere Formen unterteilt. Als symptomatische 

Indikatoren für eine Demenz gelten die subjektive kognitive Beeinträchtigung (engl.: Subjective 

cognitive decline, SCD) sowie die leichte kognitive Beeinträchtigung (engl.: Mild cognitive 

impairment, MCI). Die SCD beschreibt einen von den Betroffenen selbst wahrgenommenen 

Rückgang der kognitiven Fähigkeiten, wobei im Gegensatz zur MCI in standardisierten 

neuropsychologischen Tests keine objektiven Beeinträchtigungen nachweisbar sind. 

Ergänzend umfasst die klinische Diagnose körperliche und neuropsychologische 

Untersuchungen, um andere mögliche Erkrankungen auszuschließen, insbesondere dann, 

wenn die routinemäßige Anamnese und die klinische Beurteilung des mentalen Status keine 

eindeutige Diagnose ermöglichen. Um alternative Ursachen der kognitiven 

Beeinträchtigungen, wie vaskuläre, andere neurodegenerative oder medikamentöse Faktoren 

auszuschließen, werden ergänzende diagnostische Verfahren eingesetzt. Dazu gehören 

bildgebende Untersuchungen, Laboranalysen sowie weitere differenzialdiagnostische 

Abklärungen [117, 118, 121, 122].  
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Bei unklarer Diagnosestellung können zur weiterführenden Differenzierung bildgebende 

Verfahren wie die Positronen-Emissions-Tomographie (PET) sowie die strukturelle 

Magnetresonanztomographie (MRT) eingesetzt werden. Ergänzend ermöglichen CSF-

Biomarkeranalysen die Bestimmung charakteristischer Merkmale der AD-Pathologie. Die MRT 

wird zur Erfassung der topographischen Hirnatrophie eingesetzt, die mit dem klinischen 

Schweregrad korreliert. Morphometrische Parameter spezifischer Hirnregionen sowie 

Strukturmerkmale des Hippocampus erlauben eine Differenzierung zwischen MCI, AD und 

Kontrollen mit moderater diagnostischer Genauigkeit. Da andere neurodegenerative 

Erkrankungen ebenfalls eine erhöhte Hirnatrophie aufweisen, eignet sich die MRT primär zur 

allgemeinen Objektivierung von Neurodegeneration sowie zum Ausschluss anderer 

potenzieller Ursachen wie der DLB oder einer vaskulären Demenz [116]. Die PET wird zur 

Lokalisierung und Quantifizierung von Aβ- und Tau-Ablagerungen im Gehirn sowie zur 

Erfassung des regionalen Glukosestoffwechsels eingesetzt, um die synaptische Dysfunktion 

sowie die neuronale Degeneration abzubilden. Die Lokalisierung wird mittels eines intravenös 

verabreichten Radiopharmakons ermöglicht. Die Amyloid-PET ermöglicht die selektive 

Detektion fibrillärer Aβ-Ablagerungen im Gehirn unter Verwendung etablierter 

Radiopharmaka. Zu den etablierten Amyloid-PET radiomarkierten Liganden zählen Pittsburgh 

Compound B (PiB), Florbetapir, Florbetaben und Flutemetamol. Im Vergleich zu anderen 

neurodegenerativen Erkrankungen weist die Amyloid-PET eine erhöhte diagnostische 

Spezifität für das Vorliegen von Aβ-Pathologie auf, die mit der AD-Pathologie assoziiert ist. 

Die diagnostische Aussagekraft der Amyloid-PET ist jedoch begrenzt, da Aβ-Ablagerungen 

auch bei kognitiv unauffälligen älteren Individuen vorkommen. Ein positiver Amyloid-PET-

Befund ist daher nicht spezifisch für die klinisch manifestierte AD-Pathologie und sollte durch 

weitere Biomarker ergänzt werden. Daher wird die Amyloid-PET primär zur Unterstützung der 

Differenzialdiagnostik eingesetzt, insbesondere zur Differenzierung zwischen 

neurodegenerativen Erkrankungen mit Aβ-Ablagerungen und solchen, die mit α-Syn oder Tau 

assoziiert sind. Die Tau-PET stellt hierbei eine aussagekräftigere Methode dar, um kognitive 

Dysfunktionen und das Erkrankungsstadium abzuschätzen, da sie NFTs erfasst, die eng mit 

der klinischen Symptomatik korrelieren. Zur Analyse des zerebralen Glukosestoffwechsels 

wird die 18F-Fluordesoxyglukose-PET (FDG-PET) eingesetzt, die als funktioneller 

Bildgebungsbiomarker dient. Bei reduzierter neuronaler Aktivität kommt es zu einer Abnahme 

des Glukosestoffwechsels. Mittels FDG-PET wird dieses regionale, charakteristische Muster 

des Glukose-Hypometabolismus visualisiert, das mit spezifischen zugrunde liegenden 

neuropathologischen Veränderungen assoziiert ist. Bei AD findet sich in der FDG-PET 

typischerweise ein reduzierter Glukosestoffwechsel im Temporoparietallappen, besonders 

ausgeprägt im hinteren cingulären Kortex und im Precuneus. Diese Hirnareale spielen für 

kognitive Prozesse eine wichtige Rolle [7, 116, 119, 123].  
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Die zentralen CSF-Biomarker für die AD-Diagnostik sind Aβ42, Aβ40, p-Tau und Gesamt-Tau 

(engl.: total-Tau, t-Tau). Charakteristisch für die AD ist eine reduzierte Aβ42-Konzentration im 

CSF, was auf die Plaquebildung im Gehirn zurückzuführen ist. Demgegenüber sind sowohl die 

t-Tau- als auch die p-Tau-Konzentrationen im CSF erhöht. Da ein Anstieg der t-Tau-

Konzentration ein allgemeiner Biomarker für die neuronale Schädigung ist und ebenfalls bei 

einem Schlaganfall oder Schädel-Hirn-Trauma auftritt, gilt eine erhöhte p-Tau-Konzentration 

als spezifischerer Biomarker für die AD-Pathologie. Die erhöhte p-Tau-Konzentration steht im 

Zusammenhang mit der Bildung von NFTs, einem weiteren charakteristischen Merkmal der 

AD-Pathologie [123]. Im Gehirn von AD-Betroffenen befindet sich die drei- bis vierfache 

Konzentration an p-Tau im Vergleich zu einem gesunden Gehirn [124]. Die Biomarker-

Verhältnisse stellen einen sensitiveren Indikator für die AD-Pathologie als Einzelmarker dar. 

Im Vergleich zu Kontrollprobanden ist die Aβ42-Konzentration bei Individuen mit Aβ-

Ablagerungen im Gehirn typischerweise um 40-60% reduziert, während die Aβ40-

Konzentration in beiden Gruppen weitgehend unverändert bleibt. Daher weist eine Abnahme 

des Aβ42/Aβ40-Verhältnisses auf eine beeinträchtigte Aβ-Clearance hin, wobei individuelle 

Unterschiede in der APP-Prozessierung berücksichtigt werden [7, 123]. Da t-Tau ein 

Zustandsmarker für eine neuronale Schädigung ist, weist es eine geringere Spezifität für die 

AD auf und wird daher häufig im Verhältnis zu Aβ42 oder p-Tau bewertet. Erhöhte t-Tau- und 

p-Tau-Konzentrationen im CSF in Kombination mit einer reduzierten Aβ42 -Konzentration (t-

Tau/Aβ42 und p-Tau/Aβ42) stellen ein typisches AD-Biomarkerprofil dar und korrelieren mit den 

PET-Befunden von Individuen [125]. Sowohl die bildgebenden Verfahren als auch die CSF-

Biomarkeranalysen weisen jeweils spezifische Vor- und Nachteile auf. CSF ist reich an 

hirneigenen Biomarkern, die die Pathophysiologie gut widerspiegeln, und enthält zudem 

wenige Verunreinigungen. Demgegenüber stellt die Gewinnung von CSF mittels 

Lumbalpunktion ein invasives Verfahren dar, das mit möglichen Nebenwirkungen verbunden 

ist und dadurch eine routinemäßige Entnahme erschwert. Auch die bildgebenden Verfahren 

bieten wertvolle diagnostische Informationen, sind jedoch mit hohen Kosten verbunden und 

nur eingeschränkt verfügbar. Die routinemäßige Anwendung dieser Verfahren ist zudem 

aufgrund der Exposition gegenüber radioaktiver Strahlung oder starken Magnetfeldern für 

einen Teil der Betroffenen nicht möglich [7]. 

Blutbasierte Biomarker zur Detektion der AD-Pathologie haben sich in den letzten Jahren 

erheblich weiterentwickelt, da sie im Vergleich zu den etablierten, jedoch aufwendigen 

Verfahren der CSF-Analyse und PET-Bildgebung eine kostengünstige und minimal-invasive 

Alternative darstellen [126]. Ein reduziertes Aβ42/Aβ40-Verhältnis reflektiert dabei, analog zu 

den etablierten CSF-Analysen, zunehmende zerebrale Aβ-Ablagerungen, wobei dieser 

Biomarker im Blut jedoch eine geringere Stabilität und Genauigkeit aufweist als p-Tau-

Spezies. Plasma-p-Tau-Konzentrationen korrelieren eng mit etablierten PET- und CSF-
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Biomarkern sowie mit neuropathologischen Hirnveränderungen und der späteren 

Manifestation einer AD-bedingten Demenz [127]. Als klinisch besonders aussagekräftig haben 

sich die p-Tau-Spezies p-Tau217 und p-Tau181 erwiesen. Deren Konzentrationen im Plasma 

reflektieren primär die zerebrale Aβ-Pathologie. Insbesondere Plasma-p-Tau217 zeigt eine 

hohe Genauigkeit für den frühen Tau-PET-Status und steigt bereits sehr früh im Verlauf des 

AD-Kontinuums als Reaktion auf die Aβ-Pathologie an, noch bevor ausgeprägte Tau-

Ablagerungen in Form von NFTs nachweisbar sind [116, 128]. Neben p-Tau217 und p-Tau181 

zählen zudem das Gliafaserprotein (engl.: glial fibrillary acidic protein, GFAP) als Indikator der 

Astrozytenaktivierung sowie die Neurofilament-Leichtkette (engl.: neurofilament light chain, 

NfL) als ein unspezifischer Biomarker neuroaxonaler Schädigung zu den relevanten 

blutbasierten Biomarkern [128]. Während GFAP-konzentrationen im Plasma mit reaktiver 

Astrogliose und früher AD-assoziierter Aβ-Pathologie in Verbindung gebracht werden, 

spiegeln erhöhte NfL-Konzentrationen vor allem das Ausmaß neuroaxonaler Schädigung 

wider, sind jedoch nicht spezifisch für die AD-Pathologie [129]. Unter diesen Varianten zeigt 

p-Tau217 mit einer diagnostischen Genauigkeit von 90% beim Nachweis einer Aβ-Pathologie 

die höchste Aussagekraft [128]. Trotz dieses erheblichen Potenzials bestehen weiterhin 

klinische Herausforderungen, die den breiten Einsatz blutbasierter Biomarker limitieren. Ein 

zentraler Kritikpunkt ist die Beeinflussung der Plasma-Biomarker-Werte durch 

Begleiterkrankungen wie chronische Niereninsuffizienz. Außerdem erschweren die derzeit 

noch unzureichende assayspezifische Standardisierung sowie die Variabilität der Grenzwerte 

zwischen verschiedenen Herstellern die Vergleichbarkeit der Ergebnisse in der klinischen 

Routine [126].  

Um ein kontinuierliches Fortschreiten der AD im Forschungskontext besser berücksichtigen 

zu können, wurden im Jahr 2011 international anerkannte Leitlinien für die Diagnosekriterien 

der AD vom National Institute on Aging und der Alzheimer’s Association (NIA-AA) entwickelt. 

Die NIA-AA-Leitlinien betrachten die AD als ein Kontinuum, das von präklinischen Stadien über 

die SCD und MCI bis hin zur Manifestation der Demenz reicht. Ziel dieser internationalen 

Kriterien ist eine differenzierte Einordnung der Krankheitsstadien, primär für Untersuchungen 

im Forschungskontext, jedoch mit adaptierter Anwendung in der klinischen Diagnostik [33, 

116]. Die Einteilung des AD-Kontinuums (s. Abbildung 5) erfolgt anhand des AT(N)-

Klassifizierungssystems, wobei „A“ eine Aβ-Pathologie bezeichnet, die mittels Aβ-PET oder 

reduzierten CSF-Aβ42-Werten nachgewiesen wird, „T“ eine Tau-Pathologie, die durch Tau-

PET oder erhöhtes CSF-p-Tau erfasst wird, und „N“ die Neurodegeneration oder neuronale 

Schädigung widerspiegelt, die durch MRT, einen Hypometabolismus in der FDG-PET oder 

erhöhtes t-Tau bestimmt wird [33].  
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Abbildung 5: Etablierte Biomarker und AT(N)-Klassifizierung der AD
Zur Diagnostik der Aβ-Pathologie (A), Tau-Pathologie (T) und Neurodegeneration (N) werden etablierte 
Biomarker eingesetzt. Das Vorliegen einer Aβ-Pathologie wird durch reduzierte Aβ42-Konzentrationen 
im CSF oder eine auffällige Amyloid-PET nachgewiesen. Eine Tau-Pathologie zeigt sich durch erhöhte
p-Tau-Konzentrationen im CSF sowie eine pathologische Tau-PET. Neurodegeneration wird über
erhöhte t-Tau-Spiegel im CSF sowie mittels MRT oder FDG-PET erfasst. Die Einteilung dementieller 
Erkrankungen erfolgt anhand verschiedener AT(N)-Profile. Dabei wird zunächst zwischen einer AD-
assoziierten Pathologie mit positivem Amyloid-Status (A+) und einer nicht AD-assoziierten Pathologie 
ohne Aβ-Ablagerungen (A-) unterschieden. Ergänzend wird das Vorliegen (T+) oder Fehlen (T-) einer 
Tau-Pathologie berücksichtigt. Bei gleichzeitigem Vorhandensein beider Pathologien (A+T+) wird die 
Erkrankung als AD klassifiziert. Sind alle Biomarker unauffällig (A-, T-, N-), entspricht dies einem 
physiologischen Biomarkerprofil (normal). Abbildung modifiziert nach Jack et al., 2018 [33]. Erstellt mit 
BioRender.com.

Eine Aβ-Pathologie gilt als das früheste und häufigste messbare Biomarker-Ereignis im 

Alzheimer-Kontinuum, das bereits Jahre vor klinischen Symptomen oder dem Auftreten der 

Tau-Pathologie vorhanden ist. Aufgrund dessen gilt ein positiver Amyloid-Status (A+) als ein 

ausschlaggebendes Kriterium für die Einordnung in das AD-Kontinuum. Die zeitliche Abfolge 

der pathologischen Veränderungen bei AD zeigt, dass die Tau-Pathologie verzögert zur Aβ-

Pathologie auftritt. Ein unauffälliger Tau-Status wird daher bei vorhandener Amyloid-

Pathologie meist als Hinweis auf ein frühes Stadium im AD-Kontinuum interpretiert, während 

eine nachgewiesene Tau-Pathologie (T+) als ausschlaggebend für die gesicherte AD-

Diagnose gilt. Bei nachweisbarer Neurodegeneration (N+) trotz gleichzeitig unauffälligem 

Amyloid- (A-) und Tau-Status (T-) ist primär von einer nicht AD-assoziierten Pathologie 

auszugehen. Eine Einteilung als nicht AD-assoziierte Pathologie erfolgt, wenn keine Amyloid-

Pathologie vorliegt (A-) und gleichzeitig entweder eine Tau-Pathologie und/oder eine 

Neurodegeneration nachweisbar ist [33].

Eine symptomatische Klassifizierung der Krankheitsstadien anhand von Biomarker-

Ergebnissen kann die sequenzielle Progression innerhalb des AD-Kontinuums abbilden. Diese 

beginnt mit einem frühen Stadium (Stadium 1), das durch den Nachweis pathologischer AD-

Biomarker bei noch asymptomatischen Individuen charakterisiert ist. Mit zunehmender 

Ausprägung der Biomarker-Veränderungen treten subtile klinische Symptome auf. Im weiteren 
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Verlauf führt das fortschreitende Ausmaß der pathologischen Veränderungen zu einer 

zunehmenden Verschlechterung der kognitiven Funktionen, die schließlich in einer Demenz 

aufgrund der AD resultiert [130]. 

Tabelle 1: Symptomatische Klassifizierung der AD-Krankheitsstadien nach Jack et al., 2024 [130] 

Stadium Klinischer Status Merkmale 

1 Normale Kognition 
Keine subjektiv wahrgenommenen und keine 

objektivierbaren kognitiven Einschränkungen 

2 
Subjektiver kognitiver Abbau 

(SCD) 

Subjektiv berichtete kognitive Beschwerden, 

jedoch keine Auffälligkeiten in 

neuropsychologischen Tests 

3 
Leichte kognitive 

Beeinträchtigung (MCI) 

Objektivierbare kognitive Defizite in Tests, 

noch weitgehend erhaltene Alltagsfunktionen 

4 
Leichte Demenz aufgrund der 

AD (Milde AD) 

Erste Einschränkungen der Alltagsaktivitäten, 

noch teilweise selbstständig 

5 Moderate AD 

Deutliche Einschränkungen der 

Alltagsfunktionalität, zunehmender 

Unterstützungsbedarf 

6 Fortgeschrittene AD 
Schwere kognitive und funktionelle 

Beeinträchtigung, vollständige Abhängigkeit 

1.4.2 PD Diagnose und Klassifizierung 
Die klinische Diagnose der PD kann in der Regel erst nach dem Auftreten motorischer 

Symptome gestellt werden und basiert primär auf der strukturierten Erhebung der Anamnese 

sowie auf körperlichen und neurologischen Untersuchungen, wobei sowohl motorische als 

auch nicht-motorische Symptome systematisch erfasst werden. Die klinischen 

Diagnosekriterien für die PD erfordern das Vorliegen motorischer Symptome, insbesondere 

einer Bradykinesie in Kombination mit einem Ruhetremor, einem Rigor oder beiden. Anhand 

der Kriterien der International Parkinson and Movement Disorder Society (MDS) müssen für 

die klinisch gesicherte Diagnose der PD, die ohne pathologische Bestätigung erfolgt und sich 

auf das klinische Erscheinungsbild stützt, zusätzlich zu den grundlegenden motorischen 

Symptomen mindestens zwei weitere Kriterien erfüllt sein. Dazu zählen ein Ruhetremor, eine 

deutliche Symptomverbesserung unter dopaminerger Therapie (z.B. Levodopa) sowie das 

Auftreten von Levodopa-induzierten Dyskinesien. Weitere unterstützende Kriterien sind 

Riechstörungen oder der Nachweis einer kardialen sympathischen Denervierung in der 

Myokardszintigraphie. Letztere ist ein bildgebendes Verfahren zur Beurteilung der 

Noradrenalinaufnahme im Herzen, die bei der PD typischerweise reduziert ist. Außerdem 
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spielen besonders prodromale Beschwerden wie Riechstörungen, Schlafverhaltensstörungen 

und Obstipationen eine relevante Rolle, da sie oft im Frühstadium der PD auftreten und zur 

klinischen Diagnose beitragen können [109, 131, 132]. Zur Diagnosestellung der iRBD, eines 

bedeutsamen nicht-flüssigkeitsbezogenen Biomarkers für die prodromale Phase der PD, ist 

eine Polysomnographie (PSG) erforderlich. Hierbei wird das Schlafverhalten der Betroffenen 

klinisch und elektrophysiologisch überwacht, um die für das Krankheitsbild typische, 

aufgehobene Muskelatonie im REM-Schlaf nachzuweisen. Unterstützend kann die Diagnose 

mittels eines RBD-Screening-Fragebogens (engl.: REM sleep behavior disorder screening 

questionnaire, RBDSQ) gestellt werden [133].  

Klinische Bewertungsskalen sind essentielle Instrumente in der PD-Diagnose. Sie dienen der 

objektiven Quantifizierung der Symptomlast, der Bestimmung des Schweregrades sowie der 

Erfassung der Krankheitsprogression. Die am häufigsten verwendeten Bewertungsskalen bei 

der PD-Diagnose sind die Hoehn & Yahr Skala sowie die Unified Parkinson`s Disease Rating 

Scale der MDS (MDS-UPDRS). Die Hoehn & Yahn Skala dient hierbei der Einstufung des 

Schweregrades der Erkrankung, primär anhand der motorischen Symptome sowie posturaler 

Störungen. Hierbei handelt es sich um eine Skala, die den Krankheitsverlauf in fünf Stadien 

unterteilt. Sie bildet insbesondere die fortschreitende Beeinträchtigung der Motorik sowie den 

zunehmenden Verlust der posturalen Kontrolle und der selbstständigen Lebensführung ab 

[134]. 

Tabelle 2: Stadieneinteilung der PD nach Hoehn & Yahr, 1967 [135] 

 

Zur Bestimmung des Schweregrads der Symptome wird häufig die klinische Bewertungsskala 

MDS-UPDRS eingesetzt. Diese Skala ermöglicht eine detaillierte Beurteilung des 

Krankheitsverlaufs und gliedert sich in vier Teile, die sowohl motorische als auch nicht-

motorische Symptome abdecken. Die Bewertung der einzelnen Teile erfolgt über fünf 

Stadium Beschreibung 
Stadium 

I 
Ausschließlich einseitige Symptome mit minimaler oder ohne funktionelle 

Beeinträchtigung 

Stadium 
II 

Bilaterale Beteiligung ohne Beeinträchtigung des Gleichgewichts 

Stadium 
III 

Manifestation einer posturalen Instabilität, klinisch objektivierbar durch den 

„Pull-Test“; trotz funktioneller Einschränkungen körperlich selbstständig 

Stadium 
IV 

Schweres Krankheitsbild mit massiver Funktionseinschränkung, Mobilität ohne 

Unterstützung noch möglich, ist jedoch hochgradig erschwert 

Stadium 
V 

Vollständige Pflegebedürftigkeit, Patient ist immobil und ohne Fremdhilfe an 

den Rollstuhl gebunden oder bettlägerig 
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standardisierte Antwortmöglichkeiten (normal, leicht, mild, moderat und schwerwiegend), die 

den Ausprägungsgrad der Symptome widerspiegeln [134, 136]. 

Tabelle 3: Übersicht der klinischen Bewertungsskala MDS-UPDRS  

Teil Bezeichnung Fokus der Evaluation 

I 
Nicht-motorische 

Aspekte 

Neuropsychiatrische Verfassung (u.a. Kognition, Depression, 

Halluzinationen, Stimmung) Schlafstörungen, autonome 

Funktionsstörungen 

II 
Motorische 

Alltagsaspekte 

Beurteilung der patientenzentrierten Beeinträchtigungen 

funktioneller ADL infolge der motorischen Symptomatik 

III 
Motorische 

Untersuchungen 

Objektive klinische Beurteilung der motorischen Symptome, 

deren Schweregrad sowie der posturalen Stabilität 

IV 
Motorische 

Komplikationen 

Systematische Erfassung und Quantifizierung von 

Dyskinesien und klinischen Fluktuationen 

 

Ähnlich wie bei der AD-Diagnostik werden bei unklarer Diagnose ergänzend verschiedene 

bildgebende Verfahren sowie Laboruntersuchungen durchgeführt, um alternative Ursachen 

auszuschließen. Im Fokus stehen dabei insbesondere die MRT sowie nuklearmedizinische 

Verfahren wie PET und die Einzelphotonen-Emissionscomputertomographie (engl.: Single-

photon emission computed tomography, SPECT), mit denen funktionelle und strukturelle 

Veränderungen im Gehirn erfasst werden können. Während die MRT, analog zu AD-

Diagnostik, keine zentrale diagnostische Methode zur Bestätigung der PD ist, spielt sie jedoch 

eine entscheidende Rolle beim Ausschluss struktureller Läsionen oder Tumoren. Funktionelle 

Veränderungen werden hingegen mittels PET oder SPECT dargestellt. Hierbei kommen 

radioaktiv markierte Liganden zum Einsatz, die die Blut-Hirn-Schranke passieren und an 

spezifische Zielstrukturen binden. Bei der PD kommt es infolge des fortschreitenden Verlusts 

dopaminerger Neurone zu einer signifikanten Reduktion der Dichte der Dopamintransporter 

(DAT). Diese Reduktion stellt einen etablierten Biomarker der präsynaptischen dopaminergen 

Dysfunktion dar und kann mittels funktioneller SPECT- und PET-Bildgebung dargestellt 

werden. Eine Visualisierung mithilfe von DAT-Liganden wie Ioflupan in Kombination mit 

SPECT oder durch PET-Verfahren mit dopaminergen Liganden wie dem markierten 

Levodopa-Analogon Fluorodopa (F-Dopa) ermöglicht eine differenzierte Beurteilung der 

dopaminergen Funktion. Dies unterstützt insbesondere die Abgrenzung der PD von anderen 

Ursachen wie dem essentiellen oder arzneimittelinduzierten Tremor, bei denen in der Regel 

eine normale DAT-Dichte vorliegt. Für eine Differenzialdiagnose zwischen PD und atypischen 

Parkinsonismus-Syndromen (wie CBD, DLB, MSA oder PSP) wird zudem häufig die FDG-PET 

eingesetzt, um spezifische Stoffwechselmuster im Gehirn zu identifizieren. Aufgrund der 
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hohen Kosten, der begrenzten Verfügbarkeit sowie der notwendigen spezialisierten 

Infrastruktur und Expertise ist der Einsatz dieser Verfahren in der klinischen Routine jedoch 

auf spezialisierte Zentren beschränkt. Außerdem wird die Genauigkeit der klinische PD-

Diagnose auf ca. 80% geschätzt und selbst bei Anwendung strenger klinischer 

Diagnosekriterien weisen 10% der von Fachneurologen diagnostizierten Patienten alternative 

Pathologien auf. Hierzu zählen insbesondere der sekundäre Parkinsonismus (z.B. vaskulär 

oder medikamentös bedingt) sowie der essentielle Tremor [131, 132, 137].  

Trotz der Identifizierung zahlreicher molekularer und biochemischer Kandidaten hat bisher 

kein Biomarker für die PD-Diagnostik Einzug in die klinische Routine gefunden. Ein zentraler 

Fokus der Forschung liegt auf dem α-Syn, da dessen Fehlfaltung und Aggregation zentrale 

pathologische Merkmale der PD darstellen. Die Übertragung dieser Erkenntnisse in die 

klinische Routine scheiterte bisher jedoch an der mangelnden Sensitivität und Spezifität der 

Messverfahren [132].  

1.5 Oberflächenbasierte Fluoreszenz-Intensität-Verteilungs-Analyse 
(sFIDA) 

Die derzeit verfügbaren Diagnosemethoden zur Identifizierung neurodegenerativer 

Erkrankungen, wie die neurologische Anamnese, invasive Biopsien des betroffenen Gewebes 

oder Bildgebungsmethoden, weisen häufig in Frühstadien der Erkrankung eine geringe 

Spezifität auf. Daher erfolgt die Diagnose in vielen Fällen erst in fortgeschrittenen Stadien der 

Erkrankung. Umso wichtiger ist es, genauere diagnostische Verfahren zu entwickeln, die einen 

frühzeitigen und präzisen Nachweis neurodegenerativer Erkrankungen anhand nicht- oder 

minimal-invasiv gewonnener biologischer Proben ermöglichen [138, 139].  

Obwohl die neurodegenerativen Erkrankungen zum Teil unterschiedliche phänotypische 

Ausprägungen zeigen, weisen sie auf molekularer Ebene bedeutende Gemeinsamkeiten auf. 

Ein zentrales pathologisches Merkmal dieser Krankheiten ist die Aggregation spezifischer 

Proteine, die unter physiologischen Bedingungen löslich vorliegen und im Laufe des 

Krankheitsprozesses durch Selbstassemblierung fibrilläre Aggregate, sogenannte Amyloide 

bilden. Wie bereits in Kapitel 1.2 erläutert wurde, beinhaltet dieser Prozess die Entstehung 

löslicher oligomerer Zwischenstufen, die als besonders neurotoxisch gelten und eine zentrale 

Rolle in der Pathogenese einnehmen [139, 140]. Neuere Erkenntnisse zeigen, dass 

krankheitsverursachende, amyloidogene Proteine auch in anderen Körperflüssigkeiten als 

CSF wie Urin, Speichel, Tränen, Blut oder Stuhl sowie in peripheren Geweben nachweisbar 

sind [63, 71, 73, 85, 141–143]. Das bioaktive, prionenähnliche Aggregations- und 

Ausbreitungsverhalten fehlgefalteter, amyloidartiger Proteine ermöglicht eine quantitative 

Analyse dieser Aggregate aus den genannten Körperflüssigkeiten [141, 144, 145]. Die 

Quantifizierung dieser pathologischen Proteinaggregate, insbesondere löslicher Oligomere, 
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gewinnt im Kontext neurodegenerativer Erkrankungen zunehmend an Bedeutung für die 

Diagnostik.  

Aufgrund ihrer geringen Konzentration in Körperflüssigkeiten erfordert ihre quantitative 

Analyse eine hohe Sensitivität sowie Spezifität. Die Polymorphie dieser löslichen Oligomere 

spielt dabei ebenfalls eine entscheidende Rolle bei den biochemischen Analysen, da sich die 

Oligomere in ihrem Molekulargewicht, ihrer Konformation und ihrer Dynamik stark 

unterscheiden können. Diese biophysikalischen Eigenschaften stehen in engem 

Zusammenhang mit der Toxizität und somit mit der Pathogenität der Oligomere oder 

Aggregate [109, 117, 140, 146–149].  

Bei dem oberflächenbasierten Fluoreszenz-Intensitäts-Verteilungs-Analyse (engl.: surface-

based fluorescence intensity distribution analysis, sFIDA)-Assay handelt es sich um eine 

analytische Methode, die zur spezifischen Quantifizierung von Proteinaggregaten mit 

klinischer Relevanz eingesetzt wird. Der sFIDA-Assay wurde ursprünglich zur Detektion von 

Prion-Aggregaten in Hirnhomogenaten und Liquor von Scrapie-infizierten Hamstern sowie von 

Bovine spongiforme Enzephalopathie (BSE)-infizierten Rindern konzipiert [150–152]. Die 

Methode wurde später für die klinische Quantifizierung von Amyloiden in Körperflüssigkeiten 

neurodegenerativ erkrankter Patienten optimiert [153–155]. Der sFIDA-Assay ist ein 

vielversprechender biochemischer Ansatz zur sensitiven und hochspezifischen Detektion 

pathologischer Proteinaggregate, wie löslicher Oligomere, in Körperflüssigkeiten. Die sFIDA-

Technologie eignet sich insbesondere für den Einsatz in der biomarkerbasierten Diagnostik.  

Aufgrund ihrer komplexen Zusammensetzung und der niedrigen Biomarker-Konzentrationen 

stellt die Analyse von Körperflüssigkeiten eine besondere Herausforderung dar [141]. Diese 

Faktoren erfordern unterschiedliche präanalytische Aufbereitungsverfahren, wie die 

Homogenisierung der Proben, mehrstufige Zentrifugationsprozesse, eine Immunpräzipitation, 

die Probenverdünnung sowie weitere matrixspezifische Aufbereitungsmethoden, um störende 

Matrixeffekte weitgehend zu eliminieren und somit eine besonders sensitive Analytik zu 

gewährleisten [156].  

1.5.1 Molekularbiologische Grundlagen des sFIDA-Assays 
Das Funktionsprinzip dieses Assays basiert auf dem häufig verwendeten enzymgekoppelten 

Immunadsorptionsassay (engl.: Enzyme-linked Immunosorbent Assay, ELISA) mit einem 

Sandwich-Aufbau, der mit hochauflösender Fluoreszenzmikroskopie kombiniert wird (s. 

Abbildung 6). Hierbei werden die aufgenommenen Bilder digitalisiert und quantitativ analysiert. 

Dies ermöglicht die Detektion einzelner Partikel auf der Oberfläche mit einer Sensitivität bis 

auf Einzelmolekülebene [157, 158]. Im ersten Schritt des Assays wird ein Fänger-Antikörper 

(Capture-Antikörper) an der Oberfläche einer Mikrotiterplatte immobilisiert, sodass der Ziel-

Analyt an den Capture-Antikörper binden kann. Die Immobilisierung der Capture-Antikörper 
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kann entweder nicht-kovalent über die Fc-Region (engl.: fragment crystallizable, Fc) des 

Antikörpers an eine mit Protein A oder Protein G funktionalisierte Oberfläche oder mittels einer 

kovalenten Bindung an die Glasoberfläche erfolgen [151, 159–161]. Im Rahmen des hier 

beschriebenen Assays erfolgte die Immobilisierung der Capture-Antikörper durch 

Physisorption, bei der sich die Antikörper über physikalische Wechselwirkungen an die 

Oberfläche anlagern, ohne dass eine kovalente Bindung ausgebildet wird. Vor der Standard- 

oder Proben-Applikation erfolgt ein Blockierungsschritt mit einem Blockierungsmittel aus 

unspezifischen Proteinen oder Proteingemischen. Der Blocking-Schritt bewirkt die Sättigung 

freier, potenzieller Bindestellen, die vom Capture-Antikörper nicht abgedeckt wurden, um eine 

spätere unspezifische Bindung von Analyten oder Detektionsantikörpern an der Oberfläche zu 

vermeiden. Nach dem Blockierungsschritt erfolgt die Inkubation der Proben, bei der der zu 

untersuchende Analyt spezifisch an den Capture-Antikörper gebunden wird. Die restlichen 

Bestandteile der Probe, die nicht spezifisch an das Paratop des Capture-Antikörpers 

gebunden werden, werden mittels mehrerer Waschschritte entfernt. Zuletzt werden mit 

Fluoreszenzfarbstoffen konjugierte Antikörper (Detektionsantikörper) hinzugefügt, die 

ebenfalls gegen das gleiche oder ein überlappendes Epitop gerichtet sind. Der Capture-

Antikörper bindet an ein einzelnes lineares Epitop des Analyten. Da dieses Epitop nun durch 

den Capture-Antikörper blockiert ist, ist eine weitere Bindung durch den sekundären 

Detektionsantikörper an Monomere nicht möglich. Ein messbares Signal entsteht, wenn 

Multimerstrukturen bzw. aggregierte Analyte mehrere Epitope gleichzeitig bereitstellen, an die 

sowohl der Capture- als auch der Detektionsantikörper binden können. Dies ermöglicht dem 

sFIDA-Assay eine spezifische Quantifizierung der Aggregate in den untersuchten Proben. 

Darüber hinaus kommt zur Erhöhung der Assay-Spezifität eine Kombination aus zwei 

Detektionsantikörpern zum Einsatz, die jeweils mit unterschiedlichen Farbstoffen konjugiert 

sind [162–164]. Hierbei werden nur die Analyten detektiert, die mindestens drei Bindestellen 

besitzen (eine Bindestelle für den Capture-Antikörper und zwei für die beiden 

Detektionsantikörper).  
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Abbildung 6: Funktionsprinzip des sFIDA-Assays zur Detektion von Proteinaggregaten 
Die Oberfläche einer Mikrotiterplatte wird zunächst mit einem Capture-Antikörper beschichtet. 
Anschließend werden freie Bindungsstellen durch ein Blockierungsmittel gesättigt, um unspezifische 
Interaktionen mit der Probenlösung oder den Detektionsantikörpern zu verhindern. Nach der Inkubation 
mit den Proben binden sowohl die Monomere als auch aggregierte Proteine an die immobilisierten 
Capture-Antikörper. Im nächsten Schritt werden Detektionsantikörper eingesetzt, die mit zwei 
unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen konjugiert sind. Diese binden ausschließlich an aggregierte 
Analyten, da sie gegen dasselbe oder ein überlappendes Epitop wie der Capture-Antikörper gerichtet 
sind. Bei monomeren Proteinen ist dieses Epitop jedoch bereits durch den Capture-Antikörper blockiert, 
sodass keine weitere Bindung der Detektionsantikörper erfolgen kann. Um ungebundene Partikel zu 
entfernen, wird die Mikrotiterplatte zwischen jedem Assay-Schritt mit Puffer gewaschen. Nach der 
Markierung der gebundenen Proteinaggregate erfolgt die Auswertung mittels Fluoreszenzmikroskopie, 
wodurch einzelne Partikel detektiert werden. Für die Auswertung werden die Fluoreszenzsignale beider 
Farbstoffe herangezogen. Erstellt mit BioRender.com. 

Die Oberfläche der Platte wird zuletzt mittels hochauflösender Zweikanalmikroskopie durch 

einen Laser angeregt. Die emittierten Fluoreszenzsignale werden in beiden Kanälen als 

Pixelintesitäten erfasst und anhand definierter Graustufenschwellenwerte ausgewertet. Je 

nach Assay-Design kann der Messwert auf dem Signal eines einzelnen Fluoreszenzkanals 

oder auf die Signale beider Kanäle beruhen. Der sFIDA-Readout ergibt sich aus der 

Kolokalisation der Signale beider Kanäle, wobei aus den räumlich überlappenden Pixeln gleich 

oder oberhalb der jeweiligen Intensitätsschwellenwerte erfasst werden. Sowohl der in den 

einzelnen Kanälen gemessene Pixel-Wert als auch der kolokalisierte sFIDA-Wert korrelieren 

mit der in der Probe vorhandenen Menge an Aggregaten, während eine Kolokalisation die 

Spezifität des Assays erhöht [155, 157, 162].   

1.5.2 Kalibration des sFIDA-Assays 
Wie bereits in Kapitel 1.2 erläutert, weisen die Proteinaggregate variierende physikochemische 

Eigenschaften auf. Die Standardisierung der Messungen von Proteinbiomarkern stellt 

aufgrund ihrer ausgeprägten strukturellen Heterogenität, einschließlich Fragmentierung, 

posttranslationaler Modifikationen, Aminosäurensubstitutionen sowie Variationen innerhalb 

der räumlichen Anordnung der Proteine, eine große Herausforderung dar [165]. Diese 

Faktoren erschweren die Auswahl eines reproduzierbaren und konsistenten 

Kalibrationsstandards. Zur Standardisierung des Assays werden synthetische oder 

immobilisierte Proteinaggregate verwendet, die die strukturellen Merkmale nativer Aggregate 

nachbilden. Zur Gewährleistung einer präzisen Quantifizierung des Analyten, der Validierung 
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der Assay-Nachweisgrenzen sowie einer hohen Reproduzierbarkeit des sFIDA-Assays 

wurden im Jahr 2016 von Hülsemann et al. proteinkonjugierte Silikananopartikel (SiNaPs) 

entwickelt [164, 166]. Die Herstellung von SiNaPs erfolgt durch die Synthese des 

Grundkörpers aus Siliziumoxid. Die Morphologie sowie die Größe der Partikel können während 

des Syntheseprozesses durch physikochemische Faktoren wie Temperatur, Lösungsmittel 

oder den pH-Wert beeinflusst werden [167]. Die SiNaPs-Oberfläche kann anschließend 

funktionalisiert und mit dem gewünschten Peptid oder Protein konjugiert werden [163, 166].  

Die erhaltene Stammlösung der SiNaPs dient im sFIDA-Assay als Standard zur 

Quantifizierung der Aggregate. Durch die bekannte molare Konzentration der 

Verdünnungsreihe der SiNaPs-Stammlösung kann eine Rückrechnung auf die detektierte 

Analytenkonzentration erfolgen. Somit wird eine standardisierte quantitative Auswertung des 

sFIDA-Assays gewährleistet. Die analytische Sensitivität eines Assays wird über die 

Bestimmung der Detektionsgrenze (engl.: limit of detection, LOD) und der unteren 

Quantifizierungsgrenze (engl.: lower limit of quantification, LLOQ) definiert. Diese Grenzwerte 

beschreiben die jeweils niedrigste Konzentration eines Analyten, bei der der Assay diesen 

zuverlässig nachweisen und quantifizieren kann. LOD und LLOQ können abhängig von der 

Analyt-Konzentration sowie der Zusammensetzung der Matrix unterschiedlich berechnet 

werden. Im sFIDA-Assay erfolgt die Berechnung dieser Grenzwerte mithilfe der SiNaPs-

Verdünnungsreihe. Dabei werden die LOD- und LLOQ-Werte anhand der Signalwerte der 

Pufferkontrolle (BC) sowie deren Standardabweichung berechnet [162, 166, 168, 169]. Da die 

Präzision eines Assays schwer zu quantifizieren ist, wird sie üblicherweise über ihr Gegenteil 

ausgedrückt. Als Maß hierfür dient der Variationskoeffizient (engl.: coefficient of variation, 

CV%), der die Streuung der Messwerte mehrerer Replikate desselben Analyten beschreibt 

und somit die Reproduzierbarkeit des Assays wiederspiegelt [169, 170].  

1.5.3 Interne Totalreflektionsfluoreszenzmikroskope und konfokale 
Fluoreszenzmikroskopie 

Zur Detektion einzelner markierter Aggregate kann die sFIDA-Oberfläche mithilfe 

verschiedener Mikroskopietechniken, wie der konfokalen Fluoreszenzmikroskopie oder der 

internen Totalreflektionsfluoreszenzmikroskopie (engl.: Total internal reflection fluorescence 

microscopy, TIRF-Mikroskopie), erfasst werden. Hierbei werden die mit dem 

Fluoreszenzfarbstoff gekoppelten Detektionsantikörper mit einem Laserstrahl angeregt. Diese 

Anregung bewirkt, dass die Fluorophore in einen energetisch höheren Zustand versetzt 

werden. Beim Relaxationsprozess kehren die Fluorophore in ihren Grundzustand zurück und 

emittieren dabei Licht mit einer längeren Wellenlänge [171]. Die Fluorophore werden gezielt 

so kombiniert, dass ihre Anregungs- und Emissionsspektren sich möglichst wenig 

überschneiden, wodurch eine unerwünschte Kreuzanregung vermieden wird.  
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Bei beiden Techniken wird der Laserstrahl an der Grenzfläche zweier Medien mit 

unterschiedlichen Brechungsindizes geleitet. Für den sFIDA-Assay bilden die Oberfläche der 

Mikrotiterplatte mit dem höheren Brechungsindex und die untersuchte wässrige Probenlösung 

mit dem niedrigeren Brechungsindex die relevanten optischen Medien. Bei der TIRF-

Mikroskopie muss der Einfallswinkel des Laserstrahls größer sein als der kritische Winkel, 

sodass der Lichtstrahl an der Grenzfläche nicht in das zweite Medium eindringt, sondern 

vollständig intern reflektiert wird. Der reflektierte Strahl bleibt dabei im ersten Medium und 

verläuft im gleichen Winkel wie der Einfallswinkel. Dabei entsteht ein elektromagnetisches Feld 

an der Grenzfläche zur Probe, die sogenannte evaneszente Welle, die sich in die wässrige 

Lösung ausbreitet. Die Intensität der evaneszenten Welle nimmt mit dem Abstand zur 

Grenzfläche exponentiell ab. Aufgrund dessen werden lediglich die Fluorophore bis zu einer 

Eindringtiefe von ca. 200 nm vom Strahl angeregt [172–174]. Die Auflösung des TIRF-

Mikroskops wird mittels eines Ölimmersionsobjektivs erhöht, da das Immersionsöl einen 

höheren Brechungsindex als Wasser oder Luft besitzt und dadurch das Licht weniger stark 

reflektiert wird [175].  

Ein zentrales Prinzip der konfokalen Fluoreszenzmikroskopie ist die epifluoreszente Anregung 

und Detektion. Das Anregungslicht wird über ein Objektiv auf die Probe fokussiert und das 

emittierte Fluoreszenzlicht wird über einen dichroitischen Spiegel (engl.: dichroic mirror, DM) 

geleitet und durch dasselbe Objektiv aufgefangen (s. Abbildung 7). Der DM sorgt für die 

Trennung von Anregungs- und Emissionslicht, sodass nur das langwellige Emissionslicht zum 

Detektor gelangt, während das Anregungslicht blockiert wird. Um die Auswahl geeigneter 

Anregungs- und Emissionswellenlängen zusätzlich zur wellenspezifischen Trennung durch 

den DM zu optimieren, werden ebenfalls Anregungs- und Emissionsfilter in den Strahlengang 

integriert. Das durch den DM geleitete Emissionslicht wird anschließend auf die Bildebene 

fokussiert und passiert eine kleine Öffnung (engl.: Pinhole), bevor es den Detektor, meist einen 

Photomultiplier (engl.: Photomultiplier tube, PMT), erreicht. Das Pinhole unterdrückt 

Fluoreszenzsignale aus außerhalb der Fokusebene liegenden Bereichen, sodass nur Licht 

aus der konfokalen Ebene detektiert wird. Dadurch entsteht ein optischer Schnitt mit erhöhter 

Auflösung und verbessertem Kontrast [176–178].  
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Abbildung 7: Schematischer Aufbau der konfokalen Fluoreszenzmikroskopie für Einzelpartikel-
Analyse 
Der Laserstrahl gelangt über die Reflexion am DM und das Objektiv in die Probe, wo er die Farbstoffe 
in der gesamten angestrahlten Fläche anregt. Das emittierte Licht wird anschließend durch DM 
zurückgeleitet und auf ein Pinhole fokussiert. Diese kleine Öffnung dient als räumlicher Filter und lässt 
nur Licht aus der exakten Fokusebene zum Fotodetektor durch, wodurch Hintergrundsignale eliminiert 
werden. Abbildung modifiziert nach Mahlke, 2010 [178]. 

Die Aufnahmen werden entsprechend der Kamera und dem Objektiv des jeweils verwendeten 

Mikroskops mit verschiedenen Spezifikationen aufgenommen. Beim TIRF-Mikroskop werden 

die Aufnahmen mit insgesamt 1.000.000 Pixeln (1000 × 1000) erstellt, was einer Bildgröße 

von 113,76 μm × 113,76 μm entspricht. Hierbei werden eine 14-Bit-Kamera und ein 

invertiertes Ölimmersionsobjektiv mit einer 100-fachen Vergrößerung verwendet. Das 

konfokale Fluoreszenzmikroskop ist mit einer 16-Bit-Kamera ausgestattet. Die dabei 

aufgenommenen Bilder umfassen insgesamt 4.161.600 Pixel (2040 × 2040). Für die 

Messungen wird ein Wasserimmersionsobjektiv mit 40-facher Vergrößerung eingesetzt. Die 

Bildgröße dieser Aufnahmen beträgt 330 μm × 330 μm. Jedes Well der verwendeten 

Mikrotiterplatte besitzt eine Fläche von 10,9 mm2. Die genannten Spezifikationen beziehen 

sich ausschließlich auf die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Mikroskope und können je 

nach Gerät variieren. Die Aufnahmen, die mittels eines TIRF-Mikroskops erfasst werden, 

decken somit eine Gesamtwellfläche von ca. 3% und die konfokale Fluoreszenzmikroskop-
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Aufnahmen decken ca. 25% der Gesamtwellfläche ab. Jede Probe wird in 

Vierfachbestimmung gemessen.  

1.5.4 Datenaufnahme und -analyse  
Die Analyse der aufgenommenen Bilder wird mithilfe der Software sFIDAta durchgeführt. Die 

Software sFIDAta verfügt über verschiedene Funktionen, um die Analyse möglichst objektiv 

und automatisch zu gestalten. Eine dieser Funktionen ist die automatische Artefakt-Detektion, 

um artefaktbehaftete Aufnahmen von der Auswertung auszuschließen. Die Auswertung der 

aufgenommenen Bilder erfolgt auf Pixelebene. Zur Reduktion des Einflusses von 

Hintergrundsignalen und zur Bestimmung der Abweichungen der absoluten 

Fluoreszenzintensitäten wird ein Intensitätsschwellenwert, der sogenannte Cut-off, basierend 

auf der BC festgelegt. Als Cut-off wird ein Graustufenwert definiert, der nur von einem zuvor 

festgelegten Prozentsatz der Pixel überschritten wird. Durch die Festlegung des Cut-

offs werden ausschließlich jene Pixel in die Datenanalyse miteinbezogen, deren Intensität 

gleich oder höher ist als der entsprechende Grauwert der BC. Die Summe aller Pixel einer 

Aufnahme, die oberhalb dieses vorbestimmten Cut-offs liegen, wird für den jeweiligen Kanal 

als Pixel-Count bezeichnet. Wie bereits in Kapitel 1.5.1 beschrieben, erfolgt die 

Zweikanalanalyse durch die Auswertung der Pixel-Counts beider Kanäle. Der sFIDA-Readout 

entspricht der Summe aller kolokalisierten Pixel beider Kanäle, die sich an identischen 

Positionen befinden und deren Intensität eine gleiche bzw. höhere Intensität als der Cut-off 

aufweisen [155, 157].  

Mithilfe des sFIDA-Readouts werden mehrere Störfaktoren wie Hintergrundrauschen oder 

Signale aufgrund unspezifischer Bindungen an der Plattenoberfläche eliminiert. Dies 

ermöglicht dem sFIDA-Assay eine höhere Sensitivität, wodurch eine bessere Differenzierung 

in den niedrigen Konzentrationen gewährleistet wird. Basierend auf den Pixel-Counts und 

sFIDA-Readouts der Einzelbilder der Quadruplikate werden Mittelwerte und 

Standardabweichungen berechnet. Aus den Ergebnissen der Analysen mittels der sFIDAta 

Software werden anschließend Excel-Dateien generiert, die für weitere Analysen der Daten 

zur Verfügung stehen.  
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1.6 Zielsetzung 

Neurodegenerative Erkrankungen, primär repräsentiert durch AD und PD, sind 

pathophysiologisch durch die Fehlfaltung und Akkumulation amyloidogener Proteine, 

insbesondere wie Aβ, Tau und α-Syn sowie die daraus resultierende Neurodegeneration 

definiert. Angesicht weltweit steigender Prävalenzzahlen stellen sowohl die unzureichende 

Sensitivität aktueller Diagnostikverfahren als auch der Mangel an krankheitsmodifizierenden 

Therapien große medizinische Herausforderungen dar. In diesem Kontext rücken 

pathologische Oligomere als vielversprechende Biomarker für die Frühdiagnose in den Fokus. 

In vorherigen Studien konnte gezeigt werden, dass die sFIDA-Technologie eine hochsensitive 

Quantifizierung dieser Aggregate in verschiedenen Körperflüssigkeiten ermöglicht.  

Das Hauptziel dieser vorliegenden kumulativen Dissertation besteht primär in der Validierung 

der sFIDA-Technologie anhand klinischer Proben als hochsensitives Diagnoseverfahren zur 

Frühdiagnostik der AD auf Basis nicht-invasiv gewonnener Stuhlproben. Ein zentraler Fokus 

liegt dabei auf der Quantifizierung von fäkalen Aβ- und Tau-Aggregaten mittels der sFIDA-

Technologie in der komplexen Stuhlmatrix. Die klinische Klassifizierung der Probanden 

erfolgte hierbei primär anhand etablierter CSF-Biomarker, die als Referenz fungieren. Durch 

die systematische Bestimmung der fäkalen Aβ- und Tau-Aggregatkonzentrationen in einem 

groß angelegten Patientenkollektiv (n = 206) sowie eine anschließende multivariable Analytik 

im Vergleich zu den CSF-Biomarkern wird die diagnostische Relevanz dieses Ansatzes 

evaluiert. Die Validierung an einer klinischen Kohorte, die verschiedene Krankheitsstadien 

abbildet, soll dabei aufzeigen, inwiefern die periphere Pathologie als komplementärer Indikator 

für die zentrale AD-Pathologie dienen kann. Hierbei soll gezeigt werden, dass die 

pathologischen Veränderungen nicht nur im ZNS stattfinden, sondern die periphere 

Pathophysiologie eine eigenständige Ebene der AD darstellen kann, die einen 

vielversprechenden Einblick in die systemische Regulation des Organismus bietet.  

Über die primäre Zielsetzung dieser Dissertation hinaus werden im Rahmen assoziierter 

Forschungsprojekte weitere wissenschaftliche Fragestellungen beantwortet, die die Therapie 

sowie Diagnostik neurodegenerativer Erkrankungen erweitern. Hierzu zählen die Validierung 

der sFIDA-Analytik in weiteren nicht-invasiven Matrizen, insbesondere in Stuhl- und 

Urinproben von Patienten mit Synucleinopathien (iRBD und PD), sowie die begleitende 

Evaluation neuartiger krankheitsmodifizierender Therapieansätze gegen PD. Zudem tragen 

die Entwicklungen im Bereich chemischer Sonden dazu bei, die Diagnose neurodegenerativer 

Erkrankungen zu vervollständigen.  
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3 Zusammenfassung und Diskussion 

3.1 Methodische Innovationen zur Detektion peripherer Aβ- und Tau-
Aggregate in humanen Stuhlproben zur Diagnostik der AD 

Trotz kontinuierlicher Bemühungen der modernen Wissenschaft sind die der AD zugrunde 

liegenden Mechanismen bislang nicht vollständig verstanden. Zudem erfolgt die Diagnose 

häufig erst nach dem Auftreten schwerwiegender Symptome. Vor diesem Hintergrund rückt 

zunehmend die Frage in den Fokus, welche pathologischen Veränderungen bereits in den 

Frühstadien der Erkrankung nachweisbar sind und inwiefern die periphere Pathophysiologie 

hierbei eine Rolle spielt. Zunehmende Studienergebnisse weisen darauf hin, dass die AD eine 

multidimensionale Erkrankung ist, die nicht ausschließlich das Gehirn betrifft, sondern auch 

periphere biologische Systeme einbezieht. Insbesondere im gastrointestinalen System wurden 

AD-assoziierte Veränderungen, wie Aβ-Akkumulationen in enterischen Neuronen, 

Veränderungen der intestinalen Motilität und der intestinalen Permeabilität, entzündliche 

Prozesse im Darmgewebe sowie die Beeinträchtigung enterischer neuronaler Signalwege, 

beschrieben [179–181]. Diese Ergebnisse zeigen, dass Wechselwirkungen zwischen 

Peripherie und dem ZNS eine bedeutsame Rolle bei der AD-Pathologie spielen.  

Ein vielversprechender methodischer Ansatz zur Detektion krankheitsassoziierter Aggregate 

ist die sFIDA-Technologie. Diese wurde bereits für den Nachweis von Aβ-, Tau- und α-Syn-

Oligomeren eingesetzt, insbesondere in CSF-Proben. Darüber hinaus wurde sFIDA auch zur 

Quantifizierung von Aβ-Oligomeren in Blutplasma angewendet [153, 154, 182]. Auf Grundlage 

dieser Vorarbeiten bestand das Ziel dieser Arbeit (s. Kapitel 2.1) darin, die sFIDA-Technologie 

für den Einsatz an nicht-invasiv gewonnenen Stuhlproben als periphere Matrix zu evaluieren 

und deren analytische Leistungsfähigkeit zu bestimmen.  

3.1.1 Stuhl als diagnostische Matrix 
Die Wahl von Stuhl als Untersuchungsmatrix ist hierbei mit den Anforderungen der 

Biomarkeranalytik verbunden. Die Auswahl einer geeigneten Matrix stellt einen zentralen 

Faktor in der Biomarkeranalytik dar, da hierbei die Herkunft, die Verteilung sowie die 

physiologischen Eigenschaften der Analyten berücksichtigt werden müssen. Eine optimale 

Matrix sollte den Biomarker in detektierbarer Konzentration enthalten, möglichst einfach 

zugänglich sein und eine zuverlässige analytische Bestimmung ermöglichen. Sofern die 

eingesetzte analytische Methode eine ausreichende Sensitivität bietet, wird eine einfach 

zugängliche patientenschonende Probenentnahme bevorzugt [183]. Hinsichtlich seiner 

Zusammensetzung ist Stuhl eine komplexe Probenmatrix, die zu etwa 75% aus Wasser und 

zu 25% aus festen Bestandteilen besteht. Der feste Anteil lässt sich weiter in Kohlenhydrate, 



 

134 

Proteine, Fette, Gallenflüssigkeit sowie zu einem großen Teil in mikrobielle Biomasse 

unterteilen. Diese Zusammensetzung variiert in Abhängigkeit von mehreren Faktoren, 

darunter die Gesamtnahrungsaufnahme, die Ernährung, das Alter und das Körpergewicht 

[184]. Insbesondere die Darmmikrobiota wirken über die Darm-Hirn-Achse als zentraler 

Regulator der AD-Pathologie im Rahmen der Modulation neuroinflammotorischer Prozesse. 

Die kontinuierliche bidirektionale Kommunikation zwischen dem ZNS und dem Darm erfolgt 

über die Darm-Hirn-Achse, wobei neuronale, endokrine und immunologische Signalwege die 

physiologische Homöostase aufrechterhalten. Die Darmmikrobiota spielen hierbei eine 

entscheidende Rolle und beeinflussen die Neurotransmittersynthese und Neuromodulation, 

was sich auf die bidirektionale Signalübertragung und auf weiterführende Hirnfunktionen wie 

Kognition, Emotionsregulation und Stressantworten auswirken kann [30]. Eine Dysbiose kann 

die Integrität der Darmbarriere schädigen, systemische Entzündungsreaktionen begünstigen 

und dadurch neuroinflammatorische Prozesse im ZNS verstärken, die als primäre Reaktion 

auf die AD-Pathologie gelten. Diese Prozesse können zudem die Blut-Hirn-Schranke 

beeinträchtigen, neuronale Schäden fördern und letztendlich Neurodegeneration verursachen. 

Darüber hinaus können mikrobielle Metaboliten wie kurzkettige Fettsäuren sowie 

Lipopolysaccharide Mikrogliazellen aktivieren und so die Aβ-Aggregation fördern [30, 185]. 

Außerdem zeigten verschiedene Studien, dass mikrobielle Amyloide durch Cross-seeding die 

Fehlfaltung und Aggregation verschiedener körpereigener amyloidogener Proteine auslösen 

können. Das Cross-seeding amyloidogener Proteine durch mikrobielle Amyloide wurde sowohl 

in vivo als auch in vitro dokumentiert [186, 187]. Zudem wurde nachgewiesen, dass sich die 

Zusammensetzung der Darmmikrobiota im Verlauf der AD progressiv verändert, wobei sich 

das Gleichgewicht von antiinflammatorischen hin zu proinflammatorischen Taxa verschiebt 

[188, 189]. In der Studie von Ferreiro et al. wurde nachgewiesen, dass sich die 

Zusammensetzung der Darmmikrobiota bereits in der präklinischen Phase der AD signifikant 

verändert [190]. Diese mikrobielle Dysbiose äußert sich primär in einer veränderten 

taxonomischen Zusammensetzung, die durch eine Zunahme potenziell proinflammatorischer 

Spezies und eine gleichzeitige Abnahme gesundheitsfördernder Bakterien charakterisiert wird. 

Hierbei wurde gezeigt, dass die zerebrale Aβ- und Tau-Pathologie, bestimmt mittels CSF- und 

Blut-Analysen und PET-Bildgebung, eng mit diesen mikrobiellen Veränderungen korreliert. 

Marker der strukturellen Neurodegeneration wiesen hingegen keine Assoziation mit der 

veränderten Mikrobiota auf. Da die mikrobielle Dysbiose somit spezifisch mit der Akkumulation 

pathologischer Proteine assoziiert ist und der makroskopischen Hirnatrophie zeitlich 

vorausgeht, wird sie als ein frühes Phänomen in der AD-Pathogenese eingeordnet [190]. 

Gastrointestinale Dysfunktionen wurden in zahlreichen Studien mit neurodegenerativen 

Erkrankungen und kognitiven Beeinträchtigungen in Zusammenhang gebracht. Insbesondere 

bei PD gilt eine Obstipation als eines der am häufigsten berichteten prodromalen Symptome 
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[191]. Auch im Kontext der AD wurden in mehreren Studien Hinweise auf frühe 

gastrointestinale Dysfunktionen wie Obstipation, eine signifikant verlangsamte Darmtransitzeit 

sowie chronische intestinale Entzündungsprozesse geliefert. Diese Symptome treten oft Jahre 

vor den ersten kognitiven Beeinträchtigungen auf und korrelieren mit dem progressiven 

Krankheitsverlauf [143, 192–194]. Diese klinischen Befunde verdeutlichen, dass 

gastrointestinale Dysfunktionen als Hinweis auf eine frühe periphere Manifestation der AD 

gewertet werden können. 

In der Peripherie sind verschiedene Mechanismen an der Clearance von Aβ und Tau beteiligt. 

Sowohl die monomeren Formen als auch die pathologischen Aggregate von Aβ und Tau 

werden in der Peripherie primär über die Leber und die Niere aufgenommen und abgebaut, 

wobei sie über die Galle oder den Urin ausgeschieden werden [31, 195–198]. Angesichts 

dieser multifaktoriellen Zusammenhänge, von der Neuroinflammation infolge einer Dysbiose 

und dem mikrobiellen Cross-seeding über die periphere Clearance dieser Aggregate durch 

biliäre Ausscheidungswege bis hin zu gastrointestinalen Motilitätsstörungen, stellt der Stuhl 

eine vielversprechende nicht-invasiv gewonnene Matrix für die AD-Diagnose mittels sFIDA-

Technologie dar, der zugleich einen Einblick in die periphere AD-Pathophysiologie ermöglicht. 

3.1.2 Machbarkeitsstudie 
In einer vorausgehenden Studie von Pils et al. (s. Kapitel 2.2) wurde die sFIDA-Technologie 

erstmals für den Nachweis von Aβ-Aggregaten in humanen Stuhlproben adaptiert und validiert. 

Hierbei wurden die Capture- und Detektionsantikörper gewählt, die gegen dasselbe oder ein 

überlappendes Epitop auf Aβ gerichtet sind, sodass ausschließlich Aggregate detektierbar 

waren und im Falle einer Monomerbindung keine Bindung durch den Sekundärantikörper 

möglich war. Da Stuhlproben eine besondere präanalytische Herausforderung darstellen, 

wurde zunächst ein Homogenisierungspuffer hergestellt und etabliert. Anschließend wurde die 

Stabilität der Proben getestet. Hierbei konnte gezeigt werden, dass die homogenisierten 

Stuhlproben stabil gegenüber wiederholten Gefrier-Tau-Zyklen waren und die Messungen 

dieser Homogenate reproduzierbare Ergebnisse lieferten. Darüber hinaus wurden die 

Selektivität und Inter-Assay-Variabilität des Assays systematisch validiert. Nach 

Methodenetablierung erfolgte eine Validierungsstudie an 26 AD-Patienten und 31 gesunden 

Kontrollprobanden. Hierbei wurde gezeigt, dass Aβ-Aggregate sowohl in gesunden als auch 

in kognitiv beeinträchtigten Individuen nachgewiesen werden konnten. Die AD-Kohorte wies 

jedoch eine signifikant erhöhte Aβ-Konzentration im Vergleich zu den gesunden 

Kontrollprobanden auf, mit einer Spezifität von 90,3% und einer Sensitivität von 53,8%. Bei 

dieser Studie handelte es sich um eine Machbarkeitsstudie, die aufgrund dessen in ihrer 

Aussagekraft durch die geringe Anzahl der getesteten Proben limitiert war.  
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3.1.3 Klinische Validierung 
Aufbauend auf den Arbeiten von Pils et al. wurden in der vorliegenden Studie (s. Kapitel 2.1) 

erstmals sowohl Aβ- als auch Tau-Aggregate in humanen Stuhlproben quantifiziert und deren 

diagnostisches Potenzial evaluiert. 

Basierend auf einem umfassenden, anhand von CSF-Biomarkern klassifizierten 

Patientenkollektiv sollte im Rahmen einer klinischen Validierung untersucht werden, inwieweit 

die im Stuhl nachgewiesenen Aβ- und Tau-Oligomere als valide Biomarker für die (Früh-) 

Diagnose beitragen können. Zur klinischen Klassifizierung der untersuchten Proben im 

Rahmen dieser Arbeit erfolgte die Rekrutierung der Studienteilnehmenden in der Klinik für 

Neurologie des Universitätsklinikums Köln. Als kognitiv gesunde Kontrollprobanden wurden 

Personen eingeschlossen, die keine neurologischen Vorerkrankungen, keine subjektiven 

kognitiven Beschwerden sowie keine Einschränkungen im Alltag aufwiesen. Die klinische 

Beurteilung der Patienten mit kognitiven Defiziten erfolgte durch ein interdisziplinäres Team, 

das auf die Diagnostik von Demenzerkrankungen spezialisiert ist. Für die diagnostische 

Einordnung wurden hierbei die Kriterien des NIA-AA herangezogen. Studienteilnehmende, die 

eine subjektive Verschlechterung ihrer kognitiven Leistungsfähigkeit wahrnahmen, in 

objektiven neuropsychologischen Tests jedoch unauffällige Ergebnisse erzielten und ihre 

Alltagsautonomie beibehielten, wurden der SCD-Gruppe zugeordnet. Im Gegensatz dazu 

wurden Teilnehmende mit objektivierbaren kognitiven Defiziten bei gleichzeitig intakten 

Alltagsfunktionen als Fälle von leichter kognitiver Beeinträchtigung MCI klassifiziert. Die 

Diagnose einer Demenz wurde gestellt, sobald die kognitiven Einschränkungen eine klinische 

Beeinträchtigung der Alltagsautonomie nach sich zogen. Darüber hinaus wurde die 

zugrundeliegende AD-Pathologie über den A/T/N-Biomarkerstatus biologisch verifiziert, wobei 

CSF-Analysen sowie PET-Verfahren durchgeführt wurden. Die zwischen September 2020 und 

November 2024 gesammelten Stuhlproben wurden im Rahmen dieser Arbeit mittels der 

sFIDA-Technologie analysiert. Das Patientenkollektiv umfasste 206 Individuen, darunter 105 

kognitiv gesunde Kontrollprobanden (engl.: Healthy controls, HC) mit einem durchschnittlichen 

Alter von 52,9 ± 18,2 Jahren und 101 Patienten mit kognitiver Beeinträchtigung (Demenz, 

n = 16; MCI, n = 82; SCD, n = 3) mit einem durchschnittlichen Alter von 70,6 ± 8,8 Jahren (s. 

Anhang 5.1, Table 1).  

Die in dieser vorliegenden Studie ermittelten, signifikant erhöhten fäkalen Aβ-Konzentrationen 

bei kognitiv beeinträchtigten Individuen gegenüber gesunden Kontrollprobanden (beidseitiger 

Mann-Whitney U Test mit einem Konfidenzintervall von 0,05; p = 4,3 × 10-6; δ = 0,37) 

bestätigen (s. Anhang 5.1, Figure 1(A)) die Ergebnisse der Vorarbeiten von Pils et al. und 

weisen auf eine periphere Dimension der AD-Pathologie hin, bei der Aβ über gastrointestinale 

Clearance-Prozesse in den Stuhl gelangt. Darüber hinaus konnte in der vorliegenden Arbeit 

(s. Kapitel 2.1) erstmalig nachgewiesen werden, dass auch Tau-Aggregate in humanen 
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Stuhlproben detektierbar und bei kognitiv beeinträchtigten Individuen (n = 100; Demenz, 

n = 16; MCI, n = 81; SCD, n = 3) gegenüber gesunden Kontrollprobanden (n = 104) signifikant 

(p = 1,4 × 10-12; δ = 0,57) erhöht sind (s. Anhang 5.1, Figure 1(B)). Um einen altersbedingten 

Anstieg der Aβ- und Tau-Konzentrationen auszuschließen, wurden die Analysen an einer 

Subgruppe der Kontrollprobanden (≥ 60 Jahre, n = 48) wiederholt, wodurch der 

Altersdurchschnitt der Kontrollgruppe von 52,9 auf 68,4 Jahre erhöht wurde, während das 

mittlere Alter der Patienten unverändert bei 70,6 Jahren beibehalten wurde. Die Analysen bei 

reduzierter Altersdifferenz ergaben ebenfalls signifikant erhöhte fäkale Konzentrationen von 

Aβ (p = 9,4 × 10-7, δ = 0,50) und Tau (p = 1,6 × 10-7, δ = 0,53) bei kognitiv beeinträchtigten 

Individuen gegenüber den gesunden Kontrollprobanden (s. Anhang 5.1, Figure S1). Diese 

Ergebnisse bestätigen, dass die erhaltenen Ergebnisse nicht auf einen altersbedingten 

Anstieg dieser Proteine zurückzuführen sind. Da gastrointestinale Funktionen die fäkalen 

Biomarker-Konzentrationen potenziell beeinflussen können, wurden die intestinale 

Symptomatik mittels des Cleveland Clinic Constipation Scoring System (CCCS) erfasst. Das 

CCCS wird zur Quantifizierung des Schweregrads einer klinischen Obstipation eingesetzt 

[199]. Hierbei wurde ermittelt, dass sich die mittleren CCCS-Werte zwischen kognitiv 

beeinträchtigten Individuen und gesunden Kontrollprobanden nicht signifikant unterscheiden 

(p = 0,497) (s. Anhang 5.1, Table 1). Die in dieser Arbeit präsentierten Ergebnisse zum 

erstmaligen fäkalen Nachweis von Tau-Aggregaten sind von besonderer Bedeutung, da Tau-

Pathologie neben der Aβ-Pathologie als charakteristisches AD-Merkmal gilt und bislang 

ausschließlich in CSF- und PET-basierten Untersuchungen zugänglich war.  

Da die periphere Clearence von Aβ und Tau zu einem wesentlichen Teil über die Leber erfolgt 

und diese Proteine somit über die Galle in den Darm gelangen und mit dem Stuhl 

ausgeschieden werden können [31, 195], könnte eine beeinträchtigte periphere Clearance 

ebenfalls eine mögliche Erklärung für die erhöhten fäkalen Aggregatkonzentrationen 

darstellen. Ergänzend hierzu belegen andere Studien, dass Tau physiologisch aus dem Gehirn 

in die Peripherie transportiert und dort abgebaut wird [195] und dass das ENS 

gewebespezifisch nur zwei der sechs im Gehirn vorkommenden Tau-Isoformen exprimiert 

[200].  

Die sFIDA-Messungen erfolgten unter Einsatz von Antikörpern, die gegen den N-Terminus der 

Tau- und Aβ-Spezies gerichtet waren und nicht spezifisch p-Tau oder bestimmte Aβ-Isoformen 

erfassen, sodass die ermittelten Werte die Gesamtkonzentrationen N-terminal detektierbarer 

Aβ- und Tau-Aggregate in den fäkalen Proben widerspiegelten. Die in der vorliegenden Studie 

(s. Kapitel 2.1) erhaltenen Ergebnisse stehen im Einklang mit früheren Arbeiten, die bereits 

Aβ- und Tau-Aggregate in humanen peripheren Geweben nachgewiesen haben [31, 85, 201]. 

Außerdem wurde in einem AD-Mausmodell gezeigt, dass die Aβ- und p-Tau-Konzentrationen 

sowohl im intestinalen Gewebe als auch in fäkalen Proben im Vergleich zu Kontrollen 
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signifikant erhöht waren [143]. Diese Befunde stützen ebenso wie die Ergebnisse der 

vorliegenden Studie das Konzept einer peripheren AD-Proteinopathie. Allerdings existieren 

nach aktuellem Kenntnisstand bislang keine publizierten Vergleichsstudien, die fäkale Tau-

Aggregate in humanen Stuhlproben quantitativ nachgewiesen haben.  

3.1.4 Analytische Leistungsbewertung des entwickelten Assays 
Ergänzend zur Auswahl der geeigneten Probenmatrix muss eine analytische 

Charakterisierung des Assays durchgeführt werden. Diese ermöglicht die Bewertung der 

Aussagekraft der Ergebnisse. Die analytische Leistungsfähigkeit eines Assays wird unter 

anderem durch die LOD bzw. LLOQ bestimmt. Die Präzision wird über den 

Variationskoeffizienten CV% angegeben. Jede Konzentrationsstufe der SiNaPs-

Kalibrationsreihe wurde in vier technischen Replikaten analysiert, wobei pro Well 25 Bilder 

aufgenommen wurden. Der CV%-Wert wurde anschließend auf Basis dieser 

Replikatmessungen berechnet. Die in dieser Arbeit (s. Kapitel 2.1) angegebenen CV%-Werte 

entsprechen dem Mittelwert der über alle Messungen ermittelten Variationskoeffizienten. 

3.1.4.1 Detektionsgrenzen und Kalibration 
Die LOD beschreibt die niedrigste nachweisbare Analytkonzentration, während die LLOQ die 

niedrigste Konzentration angibt, die noch mit ausreichender Genauigkeit und Präzision 

quantifiziert werden kann [170]. Zur methodischen Optimierung der sFIDA-basierten Detektion 

von Aβ- und Tau-Oligomeren in Stuhlproben wurden verschiedene Assayparameter 

systematisch untersucht (die entsprechenden Optimierungsdaten werden im Rahmen dieser 

Arbeit nicht dargestellt). Zur Bestimmung der Detektionsparameter wurden jeweils 

Verdünnungsreihen der entsprechenden Analyten, Aβ1-15 - oder Vollängen Tau-SiNaPs, 

gemessen. Für die Aβ-Oligomer-Messungen in Stuhlhomogenaten mittels der sFIDA-

Technologie wurden eine LOD von 0,55 ± 0,29 fM und eine LLOQ von 1,77 ± 1,02 fM 

bestimmt. Der dazugehörige CV% betrug 20,75 ± 7,62%. In der vorausgehenden Studie von 

Pils et al. wurden für den Nachweis fäkaler Aβ-Aggregate mittels der sFIDA-Technologie ein 

LOD-Wert von 1,68 fM als Nachweisgrenze und ein CV%-Wert von 13,4% ermittelt. Die 

Sensitivität dieses Assay liegt somit, übereinstimmend mit der vorliegenden Studie, im 

subfemtomolaren Bereich (s. Kapitel 2.2). Für die Tau-Oligomer-Messungen ergab sich eine 

LOD von 2,07 ± 1,00 fM sowie eine LLOQ von 7,34 ± 3,47 fM bei einem CV% von 

26,7 ± 6,50%. Die LOD wurde auf Ebene des sFIDA-Readouts anhand des durchschnittlichen 

Signals der BC und der zweifachen Standardabweichung der BC berechnet. Anschließend 

wurde dieser pixelbasierte Detektionswert mithilfe der jeweiligen Kalibrationskurve in eine 

molare Konzentration umgewandelt. Für eine möglichst präzise Umwandlung des 

gemessenen Signals in Konzentrationswerte ist eine passende Modellierung der 
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Kalibrationskurve erforderlich. Für die Kalibrierung wurde eine polynomiale Regression 

zweiten Grades der Standardkurve durchgeführt, da insbesondere im geringeren 

Konzentrationsbereich Abweichungen von einem linearen Zusammenhang zwischen 

gemessenem Signal und der berechneten Konzentration beobachtet wurden. Eine adäquate 

Modellierung der Kalibrationskurve ist unverzichtbar für die zuverlässige Quantifizierung der 

Analyten in Immunoassays. Die Quantifizierung mittels polynomialer Modelle wird als 

geeignete Alternative zu logistischen Modellen beschrieben. Die Regression der 

Kalibrierkurven mittels polynomialer Modelle liefert daher präzisere und weniger verzerrte 

Schätzwerte für die Proben [202]. Ein solches Modell ist vor allem bei sehr niedrigen 

Analytkonzentrationen relevant, da das gemessene Signal aufgrund von Hintergrundsignalen, 

Matrixeffekten oder Signalrauschen stark beeinflusst werden kann. 

Diese Assayparameter zeigten, dass die sFIDA-Technologie eine hohe analytische Sensitivität 

aufweist und in der Lage ist, sowohl Aβ- als auch Tau-Oligomere in Stuhlhomogenaten im 

femtomolaren Konzentrationsbereich nachzuweisen.  

3.1.4.2 Präzision 
Ein häufig verwendetes Akzeptanzkriterium für die Präzision bioanalytischer Assays liegt bei 

CV ≤ 20% [170]. Für den Nachweis fäkaler Aβ-Aggregate mittels der sFIDA-Technologie 

wurde ein CV%-Wert von 13,4% ermittelt, der dieses Kriterium erfüllt. Der mittlere CV%-Wert 

der Interassay-Varianz für den Tau-Assay lag mit 26,7% hingegen oberhalb dieses 

Akzeptanzkriteriums. SiNaPs stellen definierte und standardisierte Referenzpartikel dar und 

ermöglichen somit die Beurteilung der technischen Präzision des Assays unabhängig von der 

Probenvariabilität und den Matrixeffekten [166]. Aus diesem Grund wurde die Präzision beider 

Assays anhand wiederholter Messungen der jeweiligen SiNaPs-Kalibrationsreihen ermittelt. 

Ein direkter Vergleich mit herkömmlichen bioanalytischen Assays ist jedoch aufgrund des 

Einzelpartikeldetektionsprinzips der sFIDA-Technologie nur eingeschränkt zulässig. Der 

erhöhte CV%-Wert lässt sich auf mehrere methodische Besonderheiten zurückführen. Das 

mikroskopiebasierte Messprinzip der sFIDA-Technologie erfasst pro Well nur 25% der 

gesamten Welloberfläche. Insbesondere bei sehr geringen Aggregatkonzentrationen kann 

nicht ausgeschlossen werden, dass die in der Probe vorhandenen Einzelpartikel stochastisch 

ungleichmäßig auf der Oberfläche verteilt sind und sich daher nicht vollständig innerhalb des 

gemessenen Bereichs befinden. So liegt die theoretische Anzahl an Proteinaggregaten pro 

Well bei einer Aggregatkonzentration von 1 fM und einem Applikationsvolumen von 20 μL bei 

etwa 12.044 Aggregaten, was bei gegebenen Bild- und Wellgrößen etwa 120 Aggregaten pro 

Bild entspricht (s. Anhang 5.2). Zudem trägt hierbei das begrenzte Volumen an Proben von 

20 μL weiter zur erhöhten Streuung bei. Bei sehr niedrigen Aggregatkonzentrationen ist die 

absolute Anzahl an Aggregaten im applizierten Probenvolumen sehr gering, wodurch die 
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Wahrscheinlichkeit zunimmt, dass die applizierte Probe nur wenige oder keine Aggregate 

enthält. Insgesamt können diese Faktoren bei niedrigen Konzentrationen zu erhöhten 

Varianzen der detektierten Aggregate beitragen. 

Darüber hinaus beruht die Detektion einzelner Partikel auf der Antikörper-Antigen-Bindung, 

die von mehreren Faktoren beeinflusst werden kann, darunter die Beschichtung der 

Mikrotiterplatte mit Antikörpern, die Konjugation und die Bindungsfähigkeit der 

Detektionsantikörper, die verwendeten Puffer sowie die Probenmatrix [203, 204]. Diese 

Faktoren können gemeinsam dazu beitragen, dass insbesondere bei niedrigen 

Aggregatkonzentrationen erhöhte Varianzen auftreten, da nicht in jedem Bild eine 

vergleichbare Anzahl an Aggregaten detektiert werden kann.  

Die Bewertung dieses Wertes anhand des Akzeptanzkriteriums ist außerdem kritisch zu 

betrachten, da dieses nur ein Teil der Varianz realer Analysedaten erklärt und systematische 

Methodeneffekte unberücksichtigt lässt. Obwohl meist ein CV%-Wert unter 20% als 

Akzeptanzkriterium für die Präzision gilt, ist dieses Kriterium allgemein für Immunoassays nur 

eingeschränkt übertragbar, da diese auf der Analyt-Antikörper-Bindungsreaktion beruhen, 

können sie aufgrund dessen eine höhere Variabilität aufweisen [169, 204–206]. Der erhöhte 

CV%-Wert weist somit auf eine größere Streuung der Messwerte hin, stellt jedoch nicht die 

analytische Anwendbarkeit dieses Assays zum Nachweis von Tau-Oligomeren im 

subfemtomolaren Konzentrationsbereich infrage.  

3.1.4.3 Diagnostische Trennschärfe 
Um die diagnostische Trennschärfe der fäkalen Biomarker zu evaluieren, wurden Aβ- und Tau-

Aggregate als Einzelmarker analysiert. Hierbei zeigte fäkales Tau eine stärkere 

Differenzierung zwischen Patienten und gesunden Kontrollprobanden (AUC 0,80 ± 0,05) als 

fäkale Aβ-Aggregate (AUC 0,68 ± 0,04). Die kombinierte Analyse beider Biomarker 

verbesserte die Trennschärfe jedoch weiter, was auf einen komplementären 

Informationsgehalt beider Biomarker hindeutet (AUC 0,83 ± 0,05). Die beobachtete 

Steigerung der diagnostischen Trennschärfe steht im Einklang mit Studien, die ebenfalls 

verbesserte Trennschärfe durch multivariable Analysen von Aβ- und Tau-Pathologie 

beschrieben haben [207, 208]. Die stärkste diagnostische Trennschärfe wurde durch die 

Integration fäkaler Biomarker mit demographischen Faktoren (Alter und Geschlecht) erzielt, 

mit einer AUC von 0,91 ± 0,06 (s. Anhang 5.1, Figure 5 & Table S2). Diese Ergebnisse 

verdeutlichen, dass die Quantifizierung der fäkalen Aβ- und Tau-Aggregate eine eigenständige 

diagnostische Leistung erbringt, ihr volles Potenzial jedoch erst im Rahmen multivariabler 

Biomarkeranalysen unter Einbeziehung demographischer Faktoren entfaltet.  
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3.1.4.4 Korrelation fäkaler Aβ- und Tau-Aggregate mit etablierten 
Biomarkern 

Zur Untersuchung möglicher Zusammenhänge zwischen etablierten CSF-Biomarkern und den 

mittels der sFIDA-Technologie quantifizierten fäkalen Aβ- und Tau-Aggregaten wurden 

Regressionsanalysen durchgeführt. Hierbei wurde ermittelt, dass fäkale Aβ-Konzentrationen 

signifikante inverse Korrelationen mit CSF-Tau-Biomarkern (t-Tau, p-Tau181 sowie p-

Tau181/Aβ1-42) aufwiesen, wobei der stärkste Zusammenhang mit p-Tau181 beobachtet 

wurde (s. Anhang 5.1, Figure 3(A) & Figure 3(B)). Eine inverse Korrelation wurde ebenfalls 

nach einer multivariablen Regression mit den demografischen Faktoren Alter, Geschlecht und 

der klinischen Diagnose beobachtet. Diese Ergebnisse decken sich mit den Befunden von 

Botella Lucena et al., in denen Aβ- und Tau-Biomarker sowohl in menschlichem Plasma als 

auch im Serum von Mausmodellen longitudinal analysiert wurden [209]. Hierbei wurde 

nachgewiesen, dass vor dem Auftreten der Proteinpathologie die Aβ-Konzentrationen (sowohl 

Aβ42 als auch Aβ40) im Blut ansteigen und im weiteren Verlauf der Erkrankung mit 

fortschreitender Aβ-Pathologie, insbesondere Aβ42, wieder sinken. Außerdem konnte gezeigt 

werden, dass die Serum-Tau-Konzentrationen in Mäusen mit der fortschreitenden Tau-

Pathologie korrelieren und im Laufe der Erkrankung kontinuierlich ansteigen [209]. Darüber 

hinaus wurde in einer weiteren Studie von Pan et al. gezeigt, dass diese pathologischen Aβ-

Veränderungen nicht linear mit dem Krankheitsverlauf korrelieren, sondern dass das Plasma-

Aβ42 über das AD-Kontinuum von normaler Kognition zu einer SCD signifikant ansteigt und 

von SCD über MCI bis hin zu AD-Demenz wieder abfällt [210]. Eine mögliche Erklärung für 

diese inverse Korrelation könnten die zunehmenden Aβ-Ablagerungen im Gehirn mit dem 

Fortschreiten der Pathologie oder eine Dysfunktion der Clearance-Systeme aus dem Gehirn 

in die Peripherie sein [210], wodurch sich eine reduzierte Aβ-Konzentration in fäkalen Proben 

nachweisen lässt. Dahingegen steigen die CSF-Tau-Konzentrationen im Krankheitsverlauf 

kontinuierlich an [209], sodass die inverse Korrelationen dieser Biomarker möglicherweise den 

zeitlich versetzten Zusammenhang zwischen der Aβ- und der Tau-Pathologie widerspiegelt. 

Bei der Interpretation dieser Befunde muss jedoch berücksichtigt werden, dass die zitierten 

Studien überwiegend lösliche bzw. nicht aggregatspezifisch erfasste Aβ- und Tau-Spezies in 

Blut, Serum, Plasma oder CSF untersucht haben. Die hierzu verwendeten Immunoassays 

erlauben daher keine eindeutige Differenzierung zwischen Monomeren oder 

Multimerstrukturen [209, 210]. Ein direkter Vergleich mit den in der vorliegenden Arbeit (s. 

Kapitel 2.1) mittels der sFIDA-Technologie detektierten fäkalen Aβ- und Tau-Aggregaten ist 

daher nur eingeschränkt möglich, da sich sowohl die untersuchte Probenmatrix als auch die 

detektierte Proteinspezies unterscheiden. Die beiden zitierten Studien untersuchten die 

dynamischen Veränderungen peripherer Biomarker im Verlauf der AD-Pathologie, wobei sich 

die vorliegende Arbeit auf aggregierte Strukturen in fäkalen Proben fokussiert. Auch wenn 
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diese Befunde mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit keinen direkten Vergleich 

erlauben, unterstützen sie konzeptionell die Annahme, dass periphere Aβ- und Tau-Proteine 

mit der zentralen AD-Pathologie assoziiert sein können. 

Anschließend wurden Analysen durchgeführt, indem die fäkalen Aβ- sowie Tau-

Aggregatkonzentrationen statistisch mit der AT(N)-Klassifizierung verglichen wurden. Hierbei 

wurde nachgewiesen, dass fast alle Patientenkohorten (A+T+, A+T-, A-T-) erhöhte fäkale Aβ- 

und Tau-Aggregatkonzentrationen im Vergleich zur Kontrollgruppe aufweisen. Die (A-T+) 

Kohorte zeigte keinen signifikanten Unterschied zu den Kontrollen. Dies ist jedoch aufgrund 

der sehr geringen Anzahl an Individuen (n = 3) nur eingeschränkt interpretierbar. Ein 

bemerkenswertes Ergebnis hierbei war jedoch, dass sowohl fäkale Aβ-Konzentrationen 

(p = 4,2 × 10-5, δ = 0.48) als auch Tau-Aggregatkonzentrationen (p = 2,6 × 10-7, δ = 0,60) in 

der (A-T-) Kohorte im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant erhöht waren (s. Anhang 5.1, 

Figure 2(A) & Figure 2(B)). Eine mögliche Erklärung hierfür ist, dass die Zuweisung zur (A-T-) 

Kohorte auf negativen CSF-Biomarkern beruhte. Nach der AT(N)-Klassifizierung beschreibt 

die (A-T-) Kohorte zwar das Fehlen einer AD typischen Aβ- und Tau-Pathologie im ZNS [33], 

schließt jedoch nicht aus, dass bereits periphere pathologische Veränderungen vorliegen. Eine 

denkbare Erklärung wäre, dass AD-assoziierte Veränderungen in bestimmten Fällen bereits 

in der Peripherie auftreten und dort detektierbar sind, bevor sie mit etablierten CSF-Analysen 

nachgewiesen werden können. Aufgrund dessen könnten fäkale Biomarker frühe periphere 

Veränderungen abbilden, die durch die AT(N)-Klassifizierung noch nicht erfasst werden.  

Außerdem schließt diese Klassifizierung nicht zwingend frühe Krankheitsphasen sowie weitere 

neurodegenerative, vaskuläre, inflammatorische oder nicht-AD-spezifische Pathologien aus. 

Da die periphere Inflammation als ein potenzieller Risikofaktor für die AD und vaskuläre 

Demenz diskutiert wird [211], könnten in dieser Kohorte auch Individuen enthalten sein, bei 

denen die kognitive Beeinträchtigung nicht primär durch eine im CSF nachweisbare AD-

Pathologie, sondern durch alternative systemische, inflammatorische oder periphere 

Mechanismen bedingt ist. Dadurch kann diese Kohorte trotz fehlender AD-Biomarker eine 

klinisch heterogene Zusammensetzung aufweisen und Individuen mit verschiedenen 

Ursachen einer kognitiven Beeinträchtigung umfassen. Insgesamt deuten diese Ergebnisse 

darauf hin, dass die etablierten CSF-Biomarker nicht vollständig mit den fäkalen Biomarker-

Ergebnissen übereinstimmen und die periphere Proteinopathie möglicherweise nicht durch die 

AT(N)-Klassifizierung erfasst werden kann.  

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse der vorliegenden Studie, dass Aβ- und Tau-

Aggregate mittels der sFIDA-Technologie zuverlässig in humanen Stuhlproben im 

subfemtomolaren Konzentrationsbereich nachgewiesen werden können. Die signifikant 

erhöhten Konzentrationen beider Biomarker bei kognitiv beeinträchtigten Individuen sowie die 

verbesserte diagnostische Trennschärfe durch multimodale Analysen von fäkalen Aβ- und 
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Tau-Biomarkern und demographischen Faktoren unterstreichen das Potenzial fäkaler 

Proteinaggregate in nicht-invasiv gewonnen Proben als Biomarker im Kontext der AD-

Diagnostik. Außerdem deuten die Unterschiede zwischen etablierten CSF-basierten AT(N)-

Biomarkern und mittels der sFIDA-Technologie ermittelten fäkalen Biomarkern darauf hin, 

dass periphere Proteinopathien ergänzende Informationen zur zentralen Proteinopathie liefern 

könnten, die durch etablierte Biomarker nicht vollständig abgebildet werden. Insgesamt 

unterstreichen diese Befunde, dass die fäkalen Aβ- und Tau-Aggregate nicht als Ersatz für 

etablierte Biomarker, sondern als komplementäre periphere Biomarker innerhalb multimodaler 

diagnostischer Ansätze einzuordnen sind.  

3.2 Methodische Innovationen zur Detektion peripherer α-Syn-Aggregate 
in humanen Stuhl- und Urinproben zur Diagnostik von 
Synucleinopathien 

Ergänzend zu den eigenen Untersuchungen zu fäkalen Aβ- und Tau-Aggregaten im Kontext 

der AD-Pathologie werden im Folgenden weitere diagnostisch relevante Kooperationsprojekte 

dargestellt, an denen im Rahmen dieser Promotion anteilig mitgewirkt wurde (s. Kapitel 2.3 & 

s. Kapitel 2.4). 

Im Fokus dieser Projekte stand der sFIDA-basierte Nachweis von α-Syn in Stuhl- und 

Urinproben von PD-, iRBD- Patienten sowie Kontrollprobanden. Da die pathologischen 

Veränderungen bei PD nicht nur im ZNS auftreten, sondern auch bereits nachweislich die 

Peripherie betreffen können, stellt der Nachweis von α-Syn in leicht zugänglichen 

Probenmatrices wie Stuhl und Urin einen vielversprechenden Ansatz für die Biomarker-

Entwicklung für PD dar.  

3.2.1 Analytische Leistungsbewertung des entwickelten Assays 
In der Studie von Schaffrath et al. (s. Kapitel 2.3) wurde die sFIDA-Technologie zunächst auf 

Stuhlproben adaptiert, um fäkale α-Syn-Aggregate bei PD- sowie iRBD-Patienten und 

Kontrollprobanden zu quantifizieren. Der durchschnittliche LOD-Wert lag hierbei im 

subfemtomolaren Bereich bei 0,3 fM und der CV% betrug 28,4%. Analog zu den 

Assayparametern für den Nachweis von Aβ- und Tau-Aggregaten (s. Kapitel 3.1.4) bezieht 

sich dieser CV%-Wert auf die Präzision der SiNaPs-basierten Kalibrationsmessung und wurde 

nicht aus der Streuung der fäkalen Probenkonzentrationen berechnet. Die ermittelten 

Assayparameter sind daher mit jenen des sFIDA-basierten Nachweises von Aβ- und Tau in 

Stuhlproben, bei denen ebenfalls ein LOD-Wert im subfemtomolaren Bereich erreicht wurde, 

vergleichbar. Nach der Optimierung des Assays für den Nachweis von α-Syn-Aggregaten in 

Stuhlproben wurden in einem Patientenkollektiv von 94 PD-Patienten, 72 iRBD-Patienten 

sowie 51 Kontrollprobanden die fäkalen α-Syn-Aggregatkonzentrationen ermittelt und die 
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Ergebnisse anschließend statistisch analysiert. Die Ergebnisse zeigten, dass die iRBD-

Patienten im Vergleich zu Kontrollprobanden (p = 0,024) und PD-Patienten (p = 1,81 × 10-4) 

signifikant erhöhte fäkale α-Syn-Aggregatkonzentrationen aufwiesen. Hingegen wurde kein 

signifikanter Unterschied zwischen PD-Patienten und Kontrollprobanden nachgewiesen 

(p = 0,291).  

In der darauf aufbauenden Studie von Müller et al. (s. Kapitel 2.4) wurde der sFIDA-basierte 

Nachweis aggregierter α-Syn-Oligomere auf eine weitere leicht zugängliche Matrix übertragen. 

Hierbei wurden Urinproben von 93 PD-Patienten, 72 iRBD-Patienten und 52 gesunden 

Kontrollprobanden untersucht. Auch in dieser Studie wurde eine subfemtomolare 

Nachweisgrenze von 0,74 fM bestimmt und der mittlere CV%-Wert betrug 19,9%. Im 

Gegensatz zur Studie von Schaffrath et al. (s. Kapitel 2.3) wurden in dieser Studie sowohl bei 

den PD-Patienten als auch bei den iRBD-Patienten signifikant (p < 0,0001) erhöhte α-Syn-

Konzentrationen im Vergleich zu Kontrollen nachgewiesen.  

3.2.2 Periphere α-Syn-Oligomere aus Stuhl und Urin als mögliche 
Biomarker für frühe Synucleinopathien 

Die iRBD gilt als einer der stärksten klinischen Prädiktoren für eine PD. In großen 

longitudinalen Studien wurde gezeigt, dass ein großer Teil der iRBD-Patienten innerhalb von 

10-14 Jahren nach der iRBD-Diagnose Synucleinopathien wie PD, DLB oder MSA entwickelt 

[212]. Vor diesem Hintergrund ist die Detektion erhöhter α-Syn-Konzentrationen bei iRBD-

Patienten besonders relevant, da diese bereits in der prodromalen Phase auf eine 

nachweisbare Pathologie hinweist. Während im Stuhl die höchsten α-Syn-

Aggregatkonzentrationen bei den iRBD-Patienten nachgewiesen wurden, wiesen PD-

Patienten niedrigere Konzentrationen auf (s. Kapitel 2.3). Im Urin hingegen waren die α-Syn-

Aggregatkonzentrationen sowohl in der iRBD- als auch in der PD-Kohorte im Vergleich zu den 

gesunden Kontrollen signifikant erhöht, ohne einen signifikanten Unterschied zwischen den 

beiden Patientenkohorten (s. Kapitel 2.4). 

Diese unterschiedlichen Ergebnisse aus beiden Studien deuten darauf hin, dass beide 

Matrices die Clearance der pathologischen α-Syn-Aggregate in verschiedenen 

Krankheitsphasen durch unterschiedliche Mechanismen widerspiegeln könnten. Analog zu Aβ 

und Tau spielen Leber und Niere auch bei der peripheren Clearance von α-Syn eine 

entscheidende Rolle [213, 214]. Eine mögliche Erklärung für diese Ergebnisse könnte sein, 

dass fäkale α-Syn-Aggregate analog zur peripheren Aβ-Clearance vor allem über die Leber in 

den GI gelangen und schließlich mit dem Stuhl ausgeschieden werden. In Frühphasen der PD, 

wie der iRBD, könnte diese periphere Clearence zusätzlich verstärkt aktiv sein oder es könnte 

mit einer vermehrten enterischen Freisetzung begründet werden. Im Gegensatz dazu könnten 

Aggregate im Urin eher eine systemische bzw. renale Clearance abbilden, indem die α-Syn-
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Aggregate aus peripheren Geweben, Blutzellen oder neuronalen Strukturen freigesetzt und 

anschließend über die Niere ausgeschieden werden [213, 215, 216]. Die iRBD-Kohorte könnte 

hierbei die Body-first-Hypothese repräsentieren, bei der die α-Syn-Pathologie im enterischen 

oder peripheren Nervensystem beginnt und im Laufe der Erkrankung über den Vagusnerv das 

ZNS erreicht [53]. Diese Interpretation wird durch Studien unterstützt, die eine periphere α-

Syn-Pathologie bereits in iRBD-Patienten nachweisen konnten [217, 218]. 

In einer dieser Studien wurde phosphoryliertes α-Syn in Nervenfasern und Ganglien der 

Kolonsubmukosa bei iRBD-Patienten immunhistochemisch nachgewiesen [217]. Ähnlich wie 

in der Studie von Schaffrath et al. (s. Kapitel 2.3) zeigte sich hierbei ein übereinstimmendes 

Muster, da auch hier erhöhte Werte bei iRBD-Patienten detektiert wurden, während sich PD-

Patienten nicht signifikant von den Kontrollen unterschieden. Auch wenn hierbei ein direkter 

methodischer Vergleich aufgrund unterschiedlicher Nachweisverfahren nicht möglich ist und 

sich die detektierten Proteine sowie die biologischen Proben unterschieden, unterstreichen 

diese Ergebnisse das Vorhandensein einer peripheren α-Syn-Pathophysiologie in Frühphasen 

der Erkrankung [217]. In einer anderen multimodalen Bildgebungsstudie von Horsager et al. 

wurden Patienten mit iRBD sowie PD-Patienten mit und ohne iRBD untersucht. Hierbei dienten 

Myokardszintigraphie und kolonale Donepezil-Signale als Marker für periphere autonome 

Dysfunktionen, während F-Dopa Aufnahme als Marker für zentrale dopaminerge Degeneration 

verwendet wurde. iRBD-Patienten und PD-Patienten mit iRBD zeigten hierbei vor allem 

periphere autonome Veränderungen und wiesen somit einen Body-first-Verlauf auf, während 

PD-Patienten ohne iRBD primär einem Brain-First-Verlauf entsprachen. Hierbei wurde der 

fehlende Unterschied zwischen den PD-Patienten und den Kontrollprobanden anhand 

Heterogenität der PD-Kohorte erklärt, da diese sowohl Body-First- als auch Brain-first-

Subtypen umfassen kann. Dadurch könnte eine nachweisbare enterische Pathologie in der 

PD-Kohorte abgeschwächt worden sein [218]. Die Ergebnisse der sFIDA-Messungen der α-

Syn-Aggregate in Stuhlproben ergänzen diese Befunde auf molekularer Ebene und 

unterstützen somit die Annahme, dass eine α-Syn-Proteinopathie bereits in Frühstadien in der 

Peripherie nachweisbar ist. Außerdem könnte die Heterogenität der PD-Kohorte hierbei 

ebenfalls eine Ursache für die fehlende Signifikanz im Vergleich zu Kontrollen sein.  

Die Studienergebnisse von Müller et al. (s. Kapitel 2.4) werden durch frühere Befunde von 

Nam et al. unterstützt, in denen ebenfalls α-Syn-Aggregate in zehnfach konzentrierten 

Urinproben von PD-Patienten nachgewiesen wurden. Hierbei wurde gezeigt, dass bestimmte 

aggregationsassoziierte α-Syn-Spezies in den Urinproben der PD-Patienten signifikant erhöht 

waren gegenüber den Kontrollen [219]. Der Ursprung der α-syn-Aggregate im Urin sowie die 

zugrunde liegenden Ausscheidungsmechanismen sind bislang unklar. Die Studie von Yuan et 

al. konnte jedoch zeigen, dass die Niere unter physiologischen Bedingungen zirkulierendes α-

Syn aus dem Blut filtriert und dort abbaut. Bei reduzierter Nierenfunktion war diese periphere 
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Clearance-Kapazität im Mausmodell ebenfalls reduziert, was eine verstärkte Akkumulation 

pathologischer α-Syn-Aggregate in der Niere und im Gehirn verursachte. Zudem wurde 

berichtet, dass eine niedrige glomeruläre Filtrationsrate mit einer höheren PD-Inzidenz 

assoziiert ist [213]. Da in der Studie von Müller et al. (s. Kapitel 2.4) keine 

Nierenfunktionsparameter erhoben wurden, lässt sich nicht ausschließen, dass eine klinische 

renale Dysfunktion die ermittelten α-Syn-Aggregatkonzentrationen im Urin beeinflusst haben 

könnte. Ob und inwiefern eine frühe renale Beteiligung im Kontext eines Body-first-Verlaufs 

zum Anstieg der α-Syn-Konzentrationen im Urin sowohl in der iRBD- als auch in der PD-

Kohorte beiträgt, bleibt unklar. 

Die Aussagekraft dieser Befunde wurde durch eine ergänzende Stellungnahme von Müller et 

al. (s. Kapitel 2.5) zusätzlich gestützt. Hierbei wurden mögliche Einflussfaktoren wie das Alter 

und das Geschlecht berücksichtigt. Anhand einer Subgruppenanalyse der über 50-jährigen 

gesunden Kontrollprobanden (64,4 ± 7,6 Jahre), PD-Patienten (64,3 ± 9,7 Jahre) sowie iRBD-

Patienten (66,3 ± 6,4 Jahre) konnte gezeigt werden, dass die signifikante Erhöhung der α-Syn-

Aggregatkonzentrationen im Urin nicht allein auf altersbedingte Unterschiede zurückzuführen 

ist. Zudem blieb die statistische Signifikanz bei einer geschlechtspezifischen Analyse erhalten, 

wobei bei männlichen Patienten sowohl die PD-Kohorte (14,3 fM, p < 0,01) als auch die iRBD-

Kohorte (13,5 fM, p < 0,05) signifikant höhere Werte als die männliche Kontrollgruppe (7,2 fM) 

aufwiesen. Bei den weiblichen Patienten war der Unterschied sogar noch deutlicher 

ausgeprägt, mit hochsignifikant erhöhten Werten in der PD-Kohorte (11,5 fM, p < 0,001) und 

der iRBD-Kohorte (14,4 fM, p < 0,01) im Vergleich zu den weiblichen Kontrollen (7,2 fM). 

Zusammenfassend demonstrieren die Ergebnisse beider Studien, dass der sFIDA-basierte 

Nachweis von pathologischen α-Syn-Aggregaten in leicht zugänglichen nicht-invasiv 

gewonnenen Proben wie Stuhl und Urin möglich ist. Zudem besitzt dieser Ansatz das 

Potenzial, die Proteinopathie nicht nur nach dem Auftreten der typischen klinischen Symptome 

der PD, sondern bereits in prodromalen Phasen der Erkrankung widerzuspiegeln. 

3.3 Entwicklung eines innovativen Moleküls zur Detektion pathologischer 
amyloidogener Proteinaggregate 

Neben dem in dieser Arbeit im Vordergrund stehenden sFIDA-basierten Nachweis von 

krankheitsassoziierten Aβ- und Tau-Aggregaten in Stuhlproben, wurde im Rahmen dieser 

Promotion anteilig an einem weiteren, ergänzenden Kooperationsprojekt mitgewirkt. Dieses 

Projekt zielte auf die Entwicklung eines innovativen Moleküls zur Detektion pathologischer, 

amyloidogener Proteinaggregate ab. Im Gegensatz zu den vorhergehenden Studien, in denen 

vor allem die sFIDA-basierte quantitative Detektion von Aggregaten in peripheren 

Körperflüssigkeiten im Fokus stand, wurden in der Arbeit von Weber et al. (s. Kapitel 2.6) die 

Entwicklung eines biotinylierten, Pittsburgh Compound B (PiB)-ähnlichen Capture-Moleküls, 
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cCAP-1 sowie dessen Eignung für den aggregatspezifischen Nachweis untersucht. Da der 

eigene Beitrag zu dieser Arbeit nicht die chemische Synthese, sondern die biochemische 

Validierung des Moleküls umfasste, konzentriert sich die nachfolgende Diskussion auf dessen 

mögliche Anwendbarkeit als Capture-Molekül im Kontext neurodegenerativer Erkrankungen. 

Wie zuvor beschrieben (s. Kapitel 1.4), stellt die Diagnose von Synucleinopathien sowie 

anderer neurodegenerativer Erkrankungen nach wie vor eine der zentralen 

Herausforderungen der modernen Neurologie dar. Während etablierte PET-Verfahren mit dem 

PiB in der Neurologie ein effizientes bildgebendes Verfahren zur Detektion von 

Proteinopathien im Gehirn darstellen, sind sie nur eingeschränkt einsetzbar (s. Kapitel 1.4.1).  

Vor diesem Hintergrund demonstriert die Arbeit von Weber et al. die Entwicklung eines 

biotinylierten, verzweigten Fangmoleküls, das ein PiB-ähnliches, amyloidbindendes Motiv 

besitzt. PiB ist ein neutrales Derivat von Thioflavin T (ThT) und ein radioaktiv markierter 

fluoreszierender PET-Tracer, der spezifisch an fibrilläre β-Faltblattstrukturen amyloidogener 

Proteine bindet und somit die in vivo Darstellung entsprechender Proteinablagerungen in den 

untersuchten Hirnregionen ermöglicht [139, 220]. Amyloidogene Proteine konnten jedoch nicht 

nur im Gehirn, sondern auch im CSF, Blut, Stuhl und in weiteren Körperflüssigkeiten 

nachgewiesen werden [139, 141, 221], (Kapitel 2.1). Daher ist es von Bedeutung, alternative, 

leichter zugängliche Diagnostikverfahren zu etablieren. Das von Weber et al. entwickelte 

Fangmolekül cCAP-1 stellt ein vielversprechendes chemisches Molekül für die Detektion 

pathologischer Amyloide dar. Das diagnostische Hauptmerkmal von cCAP-1 basiert auf einer 

bivalenten, Y-förmigen Struktur, bei der zwei N-methylierte PiB-Analoga über ein verzweigtes, 

flexibles Polyethylenglykol (PEG)-Linkergerüst mit einer zentralen Biotin-Einheit verknüpft 

sind. Das verzweigte PEG-Linkergerüst fungiert hierbei als molekularer Abstandhalter und 

gewährleistet, dass beide PiB-Analoga sterisch ungehindert mit den β-Faltblättern interagieren 

können. Benzothiazol-basierte Sonden (wie ThT oder PiB-Analoga) zeigen bei der Interaktion 

mit Amyloidfibrillen eine charakteristische Fluoreszenzverstärkung, die sowohl für bildgebende 

Verfahren als auch für die quantitative Bestimmung von Fibrillen einsetzbar ist [222].  

Im Rahmen der biochemischen Validierung konnte gezeigt werden, dass cCAP-1 bei Bindung 

an in vitro generierte α-Syn-Aggregate eine 2,9-fache Verstärkung des Fluoreszenzsignals bei 

einem Stokes-Shift von 52 nm aufweist. Fluoreszenzmessungen mit steigenden 

Konzentrationen von cCAP-1 (0-200 nM) zeigten in Gegenwart von 10 μM α-Syn-Aggregaten 

einen linearen Zusammenhang zwischen der cCAP-1-Konzentration und der 

Aggregatbindung. Diese Ergebnisse stimmen grundsätzlich mit den Ergebnissen von 

Rodrigues et al. überein, die für das ursprüngliche CAP-1 ebenfalls einen linearen Anstieg des 

Fluoreszenzsignals im Bereich von 0-200 nM und damit eine gute Löslichkeit des Moleküls 

nachwiesen. Sowohl CAP-1 als auch cCAP-1 zeigten eine vergleichbare, etwa 3-fache 

Fluoreszenzverstärkung bei Bindung an Aggregate [223]. CAP-1 kombiniert die chemischen 
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Eigenschaften von ThT und PiB, indem es die optischen Eigenschaften von ThT und die 

Bindungsaffinität von PiB an Amyloide kombiniert [223]. Der wesentliche Unterschied 

zwischen CAP-1 und cCAP-1 liegt primär in deren Synthesestrategie. Während CAP-1 die 

ursprüngliche, auf klassischer Amidkopplung basierende Struktur beschreibt, stellt cCAP-1 

eine prozessoptimierte Weiterentwicklung dar. Bei dieser Variante werden die PiB-Analoga 

erst im finalen Syntheseschritt mittels Click-Chemie an zentrales Biotin-PEG-Gerüst 

gekoppelt. Dieser modulare Ansatz macht die Herstellung nicht nur effizienter, sondern erlaubt 

auch eine Adaption an verschiedene Zielmoleküle (s. Kapitel 2.6).  

Außerdem kann cCAP-1 durch die Biotinylierung gezielt an Streptavidin-beschichtete 

Oberflächen, wie Mikrotiterplatten oder Magnetkügelchen, binden und somit aggregierte 

Proteine aus biologischen Proben isolieren. Hierzu wurde in einem indirekten ELISA gezeigt, 

dass die Inkubation von 0,34 μM α-Syn-Aggregaten mit 10 μM cCAP-1 zu einer 58% 

Steigerung der Aggregatbindung an Streptavidin-beschichteten Mikrotiterplatten führte. Diese 

Ergebnisse belegen die Eignung des cCAP-1-Moleküls für fluoreszenzbasierte 

Nachweisverfahren (s. Anhang 5.3, Figure S2).  

Zusammenfassend bietet cCAP-1 durch die Kombination einer strukturspezifischen PiB-

Sonde mit der hochaffinen Biotin-Streptavidin-Bindung einen vielversprechenden Ansatz für 

die Diagnostik neurodegenerativer Erkrankungen. Die beobachtete Fluoreszenzverstärkung 

und die selektive Anreicherung der Zielproteine auf streptavidinbeschichteten Oberflächen 

unterstreichen das Potenzial von cCAP-1 für amyloidbasierte diagnostische Verfahren. Für 

eine zukünftige diagnostische Anwendung sind jedoch weitere Untersuchungen in komplexen 

Körperflüssigkeiten sowie mit verschiedenen amyloidogenen Proteine erforderlich.  

3.4 Innovative therapeutische Ansätze zur gezielten Modulation 
proteinopathischer Prozesse bei PD 

Die präzise und frühzeitige Diagnose ist eine zentrale Voraussetzung für den gezielten Einsatz 

krankheitsmodifizierender Therapien, da diese nur bei zuverlässig identifizierter Pathologie 

oder bei bestehendem Risiko eingesetzt werden können. Die Diagnose neurodegenerativer 

Erkrankungen ist jedoch, wie in Kapitel 1.4 beschrieben, nicht ausreichend effizient und wird 

erst nach dem Auftreten klinischer Symptome beziehungsweise nach einer erheblichen 

Hirnschädigung gestellt [63, 132]. Im Kontext der PD erfolgt die klinische Diagnose meist nach 

der Manifestation motorischer Symptome, die auf einen bereits fortgeschrittenen Verlust 

dopaminerger Neurone zurückzuführen sind [109], weshalb rein symptomatische 

Therapieansätze zu diesem Zeitpunkt die Neurodegeneration nicht mehr aufhalten können. 

Vor diesem Hintergrund verschiebt sich der Fokus der therapeutischen Forschung unter 

anderem auf die präventive beziehungsweise prophylaktische Immunisierung zur 

Unterdrückung der klinischen Manifestation der Proteinopathien. 
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Dieser Abschnitt stellt zwei Studien vor, zu denen im Rahmen dieser Arbeit ebenfalls anteilig 

beigetragen wurde, und erweitert damit das wissenschaftliche Spektrum über innovative 

diagnostische Ansätze hinaus auf therapeutische Innovationen. Beide Studien (s. Kapitel 2.7 

& s. Kapitel 2.8) bauen konzeptionell aufeinander auf und verfolgen einen strukturbasierten 

immuntherapeutischen Ansatz. Wie zuvor im Kapitel 1.2.3 erläutert, ist α-Syn ein 

physiologisches Protein, das unter pathologischen Umständen eine tiefgreifende 

Konformationsänderung durchläuft, wodurch toxische Oligomere, Fibrillen und letztendlich 

Aggregate entstehen, die sich von Zelle zu Zelle übertragen können [95]. Da α-Syn jedoch ein 

endogenes Protein ist, wird eine gegen α-Syn gerichtete Immunreaktion unter physiologischen 

Bedingungen durch Mechanismen der immunologischen Toleranz verhindert. Ziel aktiver 

Immunisierungsstrategien ist es daher, diese Immuntoleranz gegenüber krankheitsrelevanten 

Proteinen zu überwinden und durch Verabreichung eines geeigneten Antigens eine 

spezifische, gegen pathologische Konformationen gerichtete Immunantwort zu induzieren 

[224, 225]. 

Die beiden hier diskutierten Studien (s. Kapitel 2.7 & s. Kapitel 2.8) validieren in 

komplementären Projekten den therapeutischen Nutzen komformationsspezifischer Impfstoffe 

in einem Mausmodell für PD. Hierbei wurden vier Impfstoffe eingesetzt, die auf Basis des 

Prionproteins HET-s des Pilzes Podospora anserina [226] strukturell so verändert wurden, 

dass sie die Konformation pathologischer α-Syn-Fibrillen nachahmen. Durch gezielte 

Mutagenese wurden Aminosäurereste des humanen α-Syn, die nur in der fibrillären 

Konformation Oberflächen-Epitope bilden, in HET-s (218-289) eingeführt. Daraus ergaben 

sich die Impfstoffkandidaten α-SC3, α-SC6, α-SC8 und α-SC9.  

Zur Überprüfung der biologischen Sicherheit und zum Ausschluss einer durch konformationell 

veränderte HET-s Impfstoffkandidaten ausgelösten Aggregation von endogenem α-Syn 

wurden RT-QuIC (engl.: Real-Time Quaking Induced Conversion) Experimente durchgeführt. 

Das Funktionsprinzip dieses Seeding-Assays beruht darauf, dass bereits geringste Mengen 

fehlgefalteter, seeding-aktiver Proteine in einer Probe die Aggregation eines im Überschuss 

vorliegenden rekombinanten Substratproteins auslösen können. Im Falle einer solchen seed-

induzierten Aggregation entstehen β-faltblattreiche Fibrillen, an die der Fluoreszenzfarbstoff 

ThT bindet. Die resultierende Zunahme des Fluoreszenzsignals ermöglicht die Quantifizierung 

der Aggregationskinetik in Echtzeit [132, 227, 228]. In den durchgeführten Experimenten 

wurden die HET-s-Impfkandidaten mit monomerem α-Syn inkubiert. Dabei zeigte sich, dass 

keiner der vier Impfkandidaten eine Seeding-Reaktion des rekombinanten α-Syn-Substrats 

induzierte. Diese Ergebnisse belegen, dass die untersuchten Impfstoffkandidaten keine 

Seeding auslösen und somit hinsichtlich dieses spezifischen Sicherheitsaspekts als biologisch 

sicher einzustufen sind (s. Anhang 5.4).  
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In der Überlebensstudie von Pesch et al. (s. Kapitel 2.7) wurde primär das protektive Potenzial 

des kombinierten Einsatzes aller vier Impfstoffkandidaten im TgM83+/−-Mausmodell getestet. 

Diese Studie umfasste drei Modelle, ein Brain-first-Modell (intrazerebrale Injektion) und zwei 

Body-first-Modelle (intraperitoneale und intragastrale Injektion). Nach der zentralen und 

peripheren Injektion von humanen α-Syn-Fibrillen zeigte sich bei den vakzinierten 

Versuchstieren im Brain-first-Modell eine Verlängerung der medianen Überlebensdauer um 

8%. In den Body-first-Modellen konnte hingegen eine signifikante Verlängerung der 

Überlebensdauer um 22% für die intraperitoneal sowie um 21% für die intragastrisch injizierten 

Versuchstiere im Vergleich zu den nicht vakzinierten Kontrolltieren erzielt werden.  

Aufbauend auf diesen Ergebnissen von Pesch et al. untersuchten Ma et al. (s. Kapitel 2.8) im 

gleichen Mausmodell alle vier Impfstoffkandidaten einzeln und in einer vervierfachten 

Dosierung. Ziel dieses monovalenten Ansatzes war es zu identifizieren, ob das protektive 

Potenzial der einzelnen Impfstoffe ohne unerwünschte Wechselwirkungen der Kandidaten 

gesteigert werden kann. Hierbei wurden Versuchstiere entweder monovalent mit den vier 

Impfkandidaten oder mit dem unmodifizierten HET-s Grundgerüst immunisiert und 

anschließend intraperitoneal oder intragastrisch mit α-Syn-Fibrillen injiziert. Die Ergebnisse 

dieser Studie zeigten, dass alle Einzelkandidaten grundsätzlich eine protektive Wirkung 

vermitteln konnten, deren Schutzstärke jedoch in Abhängigkeit vom jeweiligen 

Impfstoffkandidaten und vom Injektionsort der α-Syn-Fibrillen variierte. Bei interperitoneal 

injizierten Versuchstieren zeigte α-SC6 mit einer Verlängerung der Überlebensdauer um 38% 

die stärkste Wirkung, während im intragastrischen Modell α-SC8 und α-SC9 mit einer 

Überlebensverlängerung von 42% bzw. 39% die wirksamsten Impfstoffkandidaten darstellten. 

Im Vergleich zu der Studie von Pesch et al. deuteten diese Ergebnisse insgesamt darauf hin, 

dass eine monovalente Immunisierung bei vierfacher Dosierung die Schutzwirkung in 

peripheren Body-first-Modellen steigern kann. Hierbei könnten sowohl Dosiseffekte als auch 

eine verringerte immunologische Interferenz zwischen den verschiedenen Antigenen als 

mögliche Erklärung dienen. 

Interessanterweise wurde auch für unmodifizierte HET-s-Fibrillen bei intragastrisch injizierten 

Versuchstieren eine signifikante Schutzwirkung mit einer Überlebensverlängerung von 37% 

ermittelt, die mit den Effekten des modifizierten Impfstoffkandidaten α-SC3 vergleichbar war. 

Eine mögliche Erklärung für diese Ergebnisse ist, dass bestimmte Serinreste im HET-s  

Grundgerüst über β-Stränge hinweg ein konformationelles Epitop bilden, das strukturell 

überlappenden Muster in α-Syn-Fibrillen entspricht und dadurch eine Immunantwort induziert 

[229]. Diese Interpretation wird durch eine weitere Studie gestützt, in der die Immunisierung 

mit einem β-faltblattreichen, nicht-endogenen Peptid kreuzreaktive Immunantworten auslöste, 

die pathologische Oligomere aus AD-, PD- und Prion-Erkrankungen erkannten [230].  
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Neben der Überlebensdauer wurde auch die Progression der neurologischen Symptome 

untersucht. Sowohl in Body-first- als auch in Brain-first-Modellen konnten in beiden Studien für 

alle vier Impfstoffe sowie HET-s bei immunisierten Versuchstieren signifikant bessere 

motorische Fähigkeiten und eine länger anhaltende Gewichtszunahme nachgewiesen werden. 

Zudem wurde in beiden Studien immunologisch nachgewiesen, dass sowohl die quadrivalente 

als auch die monovalente Vakzinierung eine robuste Antikörperantwort im Mausmodell 

induziert. Während mittels Standard-ELISA die progressive Zunahme von Antikörpertitern 

gegen die verwendeten Impfstoff-Antigene sowie deren Kreuzreaktivität gegenüber 

synthetischen α-Syn-Fibrillen gezeigt wurde, diente ein kompetitiver ELISA dazu, die 

spezifische Bindung dieser Antikörper an pathologische α-Syn-Aggregate in humanen 

Hirnhomogenaten von DLB-, MSA- und PD-Patienten zu validieren.  

Im Vergleich zu peptidbasierten, aktiven Immunisierungsstrategien wie dem Impfstoff UB-312, 

der ein lineares, C-terminales Sequenzepitop von α-Syn verwendet, besitzen die hier 

diskutierten, konformationsspezifischen HET-s-basierten Impfstoffkandidaten den Vorteil, 

ausschließlich fibrilläre Oberflächenepitope zu adressieren und somit unerwünschte 

Immunreaktionen gegen endogene α-Syn-Monomere zu vermeiden. Beide Strategien 

schützen die motorische Funktion und verzögern die α-Syn-Proteinopathie. Die UB-312-

Immuntherapie reduziert zudem die α-Syn-Belastung und die enterische Aktivierung der 

Gliazellen im Kolon [231]. Diese Ergebnisse sind für die hier diskutierten Body-first-Modelle 

von Pesch et al. und Ma et al. mit HET-s-basierten Impfstoffkandidaten besonders relevant, 

da die intragastrische Injektion von Fibrillen die initiale Entstehung der Proteinopathie 

nachbildet.   

Insgesamt weisen diese Befunde aus beiden Studien gemeinsam darauf hin, dass HET-s-

basierte, konformationsspezifische Impfstoffkandidaten vor allem prophylaktisch relevant sein 

könnten, insbesondere für Individuen mit einem erhöhten Risiko für eine periphere α-Syn-

Proteinopathie. Da eine α-Syn-Proteinopathie nicht PD spezifisch ist, könnten auch Patienten 

mit anderen Synucleinopathien, wie DLB oder MSA, stark von aktiven α-Syn-

Immunisierunsstrategien profitieren. 
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4 Ausblick 
Angesicht der steigenden Prävalenz neurodegenerativer Erkrankungen und deren veränderte 

biologische Konzeptualisierung rückte der Fokus der Forschung in den letzten Jahren 

vermehrt auf Biomarker-Proteine, die mit innovativen Diagnosemethoden in leicht 

zugänglichen Körperflüssigkeiten quantifiziert werden können. Vor diesem Hintergrund wurde 

der Fokus dieser vorliegenden Arbeit auf den Nachweis AD-assoziierter, pathologischer Aβ- 

und Tau-Oligomere in nicht-invasiv gewonnenen Stuhlproben gelegt. 

Die vorliegende Arbeit konnte zeigen, dass sowohl Aβ- als auch Tau-Oligomere in humanen 

Stuhlproben mittels sFIDA-Technologie zuverlässig im subfemtomolaren 

Konzentrationsbereich nachweisbar sind. Außerdem zeigen die Unterschiede zwischen 

etablierten CSF-basierten AT(N)-Biomarkern und mittels sFIDA-Technologie ermittelten 

fäkalen Biomarkern, dass periphere Proteionopathien komplementäre pathophysiologische 

Informationen liefern könnten, die durch zentrale Biomarker allein nicht vollständig erfasst 

werden. Insgesamt unterstreichen diese Befunde, dass fäkale Aβ- und Tau-Aggregate nicht 

als Ersatz für etablierte Biomarker, sondern als komplementäre periphere Biomarker innerhalb 

multimodaler diagnostischer Ansätze einzuordnen sind. Für zukünftige klinische Diagnostik 

und die Medikamentenentwicklung eröffnen diese Ergebnisse vielversprechende 

Perspektiven, die in nachfolgenden Validierungsstudien systematisch untersucht werden 

sollten. Hierbei sollte der Fokus primär darauf liegen, das diagnostische Potenzial der mittels 

sFIDA-Technologie ermittelten fäkalen Biomarker in großen, prospektiven und longitudinalen 

Studien zu überprüfen. Um die sFIDA-Technologie als ein nicht-invasives Screening-

Instrument für diagnostische Zwecke zu etablieren, sollten zudem Veränderungen der fäkalen 

Aggregatkonzentrationen bereits in präklinischen Phasen in Kombination mit Blutwerten, 

Leberfunktionen, Ernährungsgewohnheiten und der Darmmikrobiota sowie weiterer 

gastrointestinaler Funktionen der Patienten multimodular untersucht werden.  

Ergänzend wurde im Rahmen von Kooperationsprojekten dieser Arbeit gezeigt, dass die 

sFIDA-Technologie auch für den subfemtomolaren Nachweis pathologischer α-Syn-Aggregate 

in Stuhl- und Urin-Proben eingesetzt werden kann. Zudem wurde ermittelt, dass bei iRBD-

Patienten sowohl im Urin als auch im Stuhl α-Syn-Aggregatkonzentrationen erhöht waren, 

während die fäkalen α-Syn-Aggregatkonzentrationen bei PD-Patienten nicht signifikant von 

denen der Kontrollgruppe zu unterscheiden waren. Weitere Untersuchungen könnten neue 

Perspektiven für ein erweitertes Verständnis bezüglich der peripheren Clearance der α-Syn-

Aggregate eröffnen und die Body-first-Hypothese unterstreichen. Hierbei sollen ebenfalls 

verschiedene Faktoren, unter anderem gastrointestinale sowie renale Funktionen, in 

Korrelationsstudien in Betracht gezogen werden. Diese Ergebnisse belegen, dass die 

periphere Proteinopathie mittels sFIDA-Technologie bereits in der prodromalen Phase der PD, 
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wie bei Patienten mit iRBD, sensitiv detektiert werden kann. Darüber hinaus könnten 

zukünftige Projekte anbieten, die sFIDA-Technologie als prädiktives Instrument zur Risiko- und 

Konversionsabschätzung bei iRBD zu validieren und kombinierte Biomarker-Assays für 

differenzialdiagnostische Zwecke bei Mischpathologien zu entwickeln. 

Einen komplementären, diagnostischen Ansatz stellt das Capture-Molekül cCAP-1 dar, das 

durch die Kombination einer strukturspezifischen PiB-Sonde mit einer hochaffinen Biotin-

Streptavidin-Bindung eine selektive Fluoreszenzverstärkung und die Isolierung von 

Proteinaggregaten ermöglicht. Für einen effizienten Einsatz in der Diagnostik 

neurodegenerativer Erkrankungen sind jedoch weiterführende Validierungen in komplexen 

Körperflüssigkeiten erforderlich, um potenzielle Matrixeffekte auszuschließen. Zudem sollten 

zukünftig die Bindungsaffinitäten des cCAP-Moleküls gegenüber verschiedenen 

amyloidogenen Proteinen untersucht werden, um das Einsatzspektrum und das diagnostische 

Potenzial von cCAP-1 vollständig zu evaluieren. 

Ergänzend zu den diagnostischen Schwerpunkten dieser Arbeit liefern die im Rahmen eines 

begleitenden Teilprojekts untersuchten therapeutischen Ansätze wichtige Ergebnisse für 

zukünftige, krankheitsmodifizierende Strategien. Die Befunde zeigten, dass 

konformationsspezifische, HET-s-basierte Impfstoffkandidaten eine vielversprechende 

Innovation für die prophylaktische Behandlung von Synucleinopathien wie PD, DLB und MSA 

darstellen könnten.  Diese Impfstoffkandidaten können eine gezielte Immunantwort gegen 

pathologische α-Syn-Aggregate auslösen und somit den Krankheitsverlauf verzögern. Da 

jedoch die verwendeten Epitope von synthetischen α-Syn-Aggregaten abgeleitet wurden, 

können diese sich strukturell von nativen Aggregaten im Körper unterscheiden. Eine 

Folgestrategie, die gezielt auf ex vivo-Strukturen aufbaut, könnte somit eine präzisere 

Erkennung der Proteinopathien im Zielgewebe ermöglichen. 
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5.2 Anhang- Theoretische Anzahl an Analyten pro Bild 

Exemplarische Berechnung der theoretisch erwarteten Anzahl an Proteinaggregaten pro Bild 

auf Grundlage der folgenden Annahmen: 

Probenkonzentration (c): 1 ݂ܯ →  10ିଵହ ܯ 

Probenvolumen (V): 20 μܮ → 20 × 10 ି଺ ܮ 

Avogadro Konstante (NA): 6,022 ∙ 10ଶଷ ݉ି݈݋ଵ 
Die Fläche eines aufgenommenen Bildes (ABild): 0,33 ݉݉ × 0,33 ݉݉ =  0,1089 ݉݉ଶ 
Die gesamte betrachtete Wellfläche (AWell): 3,3 ݉݉ × 3,3 ݉݉ =  10,89 ݉݉ଶ 
Theoretische Gesamtanzahl an Aggregate im Well (NGesamt): ܿ [ܯ] × [ܮ] ܸ × ஺ܰ [݉ି݈݋ଵ] = 10ିଵହ ܯ ×  20 × 10 ି଺ ܮ ×  6,022 ∙ 10ଶଷ ݉ି݈݋ଵ =  12.044 

Prozentualer Anteil eines Bildes an der gesamten Wellfläche (p): 

݌ = ஻௜௟ௗܣ  [݉݉ଶ]ܣௐ௘௟௟ [݉݉ଶ]  × 100 = 0,1089 ݉݉ଶ10,89  ݉݉ଶ  × 100 = 1% 

Theoretische Anzahl an Aggregate pro Bild (NBild): 

஻ܰ௜௟ௗ  =  ீܰ௘௦௔௠௧ × = ݌ 12.044 × 0,01 ≈ 120  
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5.3 Anhang- Ergänzende Daten zu Kapitel 2.6 

In den ergänzenden Daten wurden ausschließlich diejenigen Abbildungen aus den jeweiligen 

Supplementary-Material-Dokumenten aufgenommen, die für die vorliegende Dissertation 

relevant sind. Die vollständigen ergänzenden Informationen wurden unter dem jeweiligen 

Kapitel als Link angegeben und sind darüber hinaus über die DOI der entsprechenden 

Publikation zugänglich (s. Kapitel 2.6). 

 

 
 



 

lv 

5.4 Anhang- Ergänzende Daten zu Kapitel 2.7 

In den ergänzenden Daten wurden ausschließlich diejenigen Abbildungen aus den jeweiligen 

Supplementary-Material-Dokumenten aufgenommen, die für die vorliegende Dissertation 

relevant sind. Die vollständigen ergänzenden Informationen wurden unter dem jeweiligen 

Kapitel als Link angegeben und sind darüber hinaus über die DOI der entsprechenden 

Publikation zugänglich (s. Kapitel 2.7). 
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