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Biomarker bei neurodegenerativen Demenzformen

Kurzfassung: Neurodegenerative Erkrankun-
gen sind durch fortschreitenden Verlust von Ner-
venzellen und die Ablagerung von pathologi-
schen Konformeren von B-Amyloid, Prion-Protein,
TDP-43, Tau oder a.-Synuclein charakterisiert. Die
Biomarkerforschung konzentriert sich auf die Er-
fassung der Verdanderungen dieser Proteine und
die Analyse von Biomarkern, die mit pathogene-
tischen Prozessen verbunden sind. Zurzeit sind
AB, . totales Tau, Phospho-Tau und 14-3-3-Pro-
tein im Liquor nachweishar und werden in der
diagnostischen Praxis verwendet. Durch die
Analyse dieser Marker, kombiniert mit der klini-
schen Présentation, neuropsychologischen Un-
tersuchungen, Neuroimaging, EEG und der gene-
tischen Analyse von Polymorphismen und Muta-
tionen, kénnen Hauptgruppen von Demenzformen

G. Regelsberger, G. G. Kovacs

(Alzheimer-Erkrankung, rasch progrediente De-
menz wie bei Prionenerkrankungen und weiters
frontotemporale Demenz) mit hoher Wahrschein-
lichkeit unterschieden werden.

Schliisselwaorter: Alzheimer, B-Amyloid, o-Sy-
nuclein, Biomarker, Demenz, Prion-Protein, Tau,
TDP-43

Abstract: Biomarkers for Neurodegenera-
tive Dementias. Neurodegenerative diseas-
es are characterised by progressive neuronal
loss and deposition of pathological conform-
ers of B-amyloid, prion protein, TDP-43, tau, or
a-synuclein. Biomarker research focuses on the

detection of the modifications of these proteins
complemented by biomarkers associated with
pathogenetic processes. Currently, 4 markers de-
tectable in the cerebrospinal fluid are used in di-
agnostic practice: Ap, ,,, total and phospho-Tau,
and protein 14-3-3. By means of the evaluation of
these markers, combined with the clinical pres-
entation, neuropsychological examination, neu-
roimaging, EEG, and genetic analysis of polymor-
phisms and mutations, major groups of dementia
(Alzheimer-type, rapidly progressive as in pri-
on diseases, and frontotemporal dementia) can
be distinguished with high likelihood. J Neurol
Neurochir Psychiatr 2015; 16 (1): 8-15.

Key words: Alzheimer, 3-amyloid, a-synuclein,
biomarker, dementia, prion protein, tau, TDP-43

Einleitung und Zielsetzungen

Neurodegenerative Erkrankungen sind durch einen progre-
dienten Verlust von Nervenzellen sowie eine Konformations-
dnderung bestimmter Proteine charakterisiert [1]. Das klini-
sche Bild der jeweiligen Erkrankung hédngt dabei von der be-
troffenen Hirnregion ab. Die hiufigsten klinischen Symptome
neurodegenerativer Erkrankungen sind (1) kognitiver Abbau,
Demenz einschlieflich der so genannten frontotemporalen
Demenz; (2) Bewegungsstorungen, einschlielich L-Dopa-
sensitiven oder atypischen Parkinson-Syndromen, reiner Aki-
nesie mit ,,Freezing“-Phédnomen, supranukledrer Blickparese,
kortikobasalem Syndrom und weiters hyperkinetischer Symp-
tome, reiner Ataxien oder Motoneuronerkrankung-assoziierte
Verinderungen und (3) die Kombination verschiedener Symp-
tome.

In der Praxis werden die klinische Klassifikation von Erkran-
kungen und neuropsychologische Untersuchungen zusammen
mit dem Ausschluss von nichtneurodegenerativen Storungen
durch Neuroimaging- und Labormethoden verwendet. In der
vorliegenden Ubersicht werden wir uns auf Biomarker in Kor-
perfliissigkeiten beschrinken. In der klinischen Praxis exis-
tiert ein Widerspruch zwischen der groflen Zahl an Patienten
und der geringen Nachfrage nach Biomarkern. Dies konnte
durch folgende Gegebenheiten bedingt sein: (1) Der GroBteil
der verfiigbaren Biomarker kann nur aus dem Liquor cerebro-
spinalis bestimmt werden. (2) Es gibt keine ursichliche The-
rapie bei Demenzerkrankungen. (3) Durch Klinik, Neuropsy-
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chologie und Bildgebung konnen die wichtigsten Formen der
Erkrankungen mit ausreichender Sicherheit bestimmt werden.
(4) Die momentan verfiigbaren Biomarker liefern nur eine ge-
ringe zusitzliche Information fiir die Diagnosestellung. Ent-
wicklungen in der jiingeren Vergangenheit eréffnen neue Per-
spektiven zur besseren klinischen Einteilung von Patienten fiir
eine verbesserte Prognose, fiir klinische Therapieversuche,
zur Vermeidung unerwiinschter Nebeneffekte (z. B. Neurolep-
tika bei Lewy-Korperchen-Demenz) oder fiir das 6ffentliche
Gesundheitswesen (Prionenerkrankungen). Einige dieser Ent-
wicklungen sind bereits umgesetzt und andere werden es in
naher Zukunft sein. Der vorliegende Artikel hat daher 2 Zie-
le: (1) Es soll ein Uberblick iiber die derzeit verfiigharen Bio-
marker in Korperfliissigkeiten gegeben werden. (2) Es sollen
neue Perspektiven zusammengefasst werden, um den Klini-
kern eine angemessene Interpretation zu ermoglichen, sobald
neue Verfahren verfiigbar sind.

Zurzeit werden Biomarker in Korperfliissigkeiten hauptsich-
lich bei Demenzerkrankungen verwendet, wobei sie mit den-
jenigen iiberlappen, die bei Bewegungsstorungen niitzlich
sind. Wir werden uns aber in dieser Ubersicht auf Demenz-
erkrankungen beschrinken, die wir wie folgt gruppiert haben:
Alzheimer-Krankheit (AK), rasch progrediente Demenz und
frontotemporale Demenz (FTD).

Pathogenese neurodegenerativer Erkran-
kungen: Auswirkungen auf die Entwick-
lung neuer Biomarker

Die basalen Mechanismen der Neurodegeneration sind der
programmierte Zelltod, synaptische Degeneration, Versagen
der intrazelluldren Detoxifikationsmechanismen und die Ak-
kumulation von nicht abbaubaren fehlgefalteten Proteinen [1].
Diese beinhalten abnorme Protein-Protein-Interaktionen, die
zur Aggregation und damit Bildung von Fibrillen fiihren. Die
molekularpathologische Klassifikation neurodegenerativer
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Tabelle 1: Auflistung von Proteinen, mit neurodegenerativen Krankheiten assoziierte Modifikationen sowie Krankheiten und

dominierende Proteinablagerungen.

Protein Relevante Modifikationen Krankheit Dominierende Proteinab- Bemerkung
lagerung
AB Spaltprodukte M. Alzheimer Extrazellular und vaskular Liquor AB,,,: alltagliche Dia-
Oligomerformen gnostik
Prionprotein PK-Resistenz, Glykosylierung, CJK Extrazellular, selten intra- Totales PrP im Liquor nach-
Oligomerformen FFI zellular weisbar, noch keine Routi-
GSS neuntersuchung
a-Synuclein Phosphorylierung M. Parkinson Nervenzelle >> Glia Totales a-Synuclein im
Oligomerformen Lewy-Kérperchen-Demenz Nervenzelle >> Glia Liguor nachweisbar, noch
Multiple Systematrophie Glia >> Nervenzelle keine Routineuntersuchung
Tau Phosphorylierung M. Pick Nervenzelle t-Tau: alltédgliche Diagnostik
Isoformen (3R, 4R) PSP Nervenzelle + Gliazelle p-Tau: alltéagliche Diag-
CBD Nervenzelle + Gliazelle nostik
Silberkérnchenkrankheit Nervenzelle + Gliazelle Isoformen werden noch
Tauopathie mit globuldren Glia >> Nervenzelle unltersucht
glialen Inklusionen Oligomere und phosphory-
M. Alzheimer, NFT-Demenz Nervenzelle lierte Formen werden noch
untersucht
TDP-43 Phosphorylierung FTLD-TDP (1-4 Subtypen) Nervenzelle + Gliazelle Totales und phosphorylier

MNEK-TDP
FTLD-MNEK-TDP

tes TDP-43 in Liquor und
Plasma nachweisbar, noch
keine Routineuntersuchung

Nervenzelle + Gliazelle
Nervenzelle + Gliazelle

CBD: kortikobasale Degeneration; CJK: Creutzfeldt-Jakob-Erkrankung; FFI: fatale familidre Insomnie; GSS: Gerstmann-Straussler-Scheinker-
Krankheit; FTLD: frontotemporale Lobardegeneration; MNEK: Motoneuronerkrankung; NFT: neurofibrillare Biindel; PSP: supranukleére Blick-

parese.

Erkrankungen basiert auf der konformationellen Anderung
bestimmter Proteine [1]. Die wichtigsten Proteine umfassen
Tau, B-Amyloid (AB), a-Synuclein, TDP-43 (,,TAR-DNA-
binding protein®) und das Prion-Protein (PrP). Diese Protei-
ne lagern sich im Gehirn bei sporadischen (,,idiopathischen®)
und genetischen Erkrankungen ab. Ein weiteres Protein, FUS
(,,fused in sarcoma‘), ist mit einer seltenen Form einer spora-
dischen frontotemporalen Lobédrdegeneration sowie einer sel-
tenen Form einer familidren Motoneuronerkrankung assozi-
iert. Zusammenfassend kann man sagen, dass die Suche nach
neuen Biomarkern einerseits auf Proteine fokussiert ist, die di-
rekt mit den neurodegenerativen Erkrankungen assoziiert sind
(z. B. AP und Tau bei AK, a-Synuclein bei Lewy-Korperchen-
Demenz), andererseits auf Marker des neuronalen Zelltodes
(z. B. Signalpeptide, neuroinflammatorische Marker, Kompo-
nenten des proteinprozessierenden Systems) [2]. Biomarker
konnen den Klinikern in 2 Bereichen hilfreich sein: einerseits
bei der Einteilung der Erkrankungen (auf der Grundlage der
fiir die Neurodegeneration relevanten Proteine entsprechend
der neuropathologischen Klassifikation mit differenzialdiag-
nostischen Gesichtspunkten) und andererseits bei der Beurtei-
lung der fiir die Pathogenese relevanten Proteine (um die Dy-
namik und Prognose der Erkrankung zu bewerten oder auch
fiir die Verlaufskontrolle der Therapie).

In Bezug auf die fiir die Neurodegeneration bedeutsamen Pro-
teine muss hier gesagt werden, dass es momentan keine An-
tikorper gibt, die die Konformationsédnderung aufspiiren. Da-
her sind Antikorper notwendig, die biochemische Verinderun-
gen der Proteine aufdecken, sodass die neurodegenerativen
Erkrankungen untereinander sowie von nichtneurodegenerati-
ven Erkrankungen unterschieden werden konnen. Fiir die De-
tektierbarkeit eines Proteins ist auch dessen Lokalisation ent-

scheidend: einerseits in welchen Zelltypen (z. B. Nervenzelle,
Gliazelle oder extrazellulir), anderseits in welchen subzellu-
laren Kompartimenten (z. B. Kern, Zytoplasma, Zellfortsitze)
es vorhanden ist. Es ist offensichtlich, dass Proteine, die inner-
halb der Neuronen Ablagerungen bilden, tiber andere Trans-
portwege in Korperfliissigkeiten gelangen konnen als Pro-
teine, die in Gliazellen oder extrazelluldr abgelagert werden
[1]. Die Hauptaspekte der klinischen und molekularpathologi-
schen Klassifikation in Bezug auf Biomarker werden in Tabel-
le 1 zusammengefasst.

Bei vielen neurologischen Erkrankungen spielen Entziin-
dungsreaktionen im Gehirn eine wichtige Rolle, wobei an der
Pathogenese inflammatorische Proteine beteiligt sind. Mikro-
gliazellen konnen Zytokine (z. B. IL-1B, IL-6, TNF-q,
Interferon-y), Chemokine (z. B. MIPla, MIP1p3, CXCLS),
Wachstumsfaktoren (z. B. M-CSF), Komplement-Bestandtei-
le (z. B. Clq, C3, C4, C9) und reaktive Sauerstoffspezies aus-
scheiden. Erhohte Konzentrationen dieser Molekiile findet
man daher auch in pathologisch veridnderten Regionen des
Gehirns von AK-Patienten [3]. Toll-dhnliche Rezeptoren
(TLR) konnen zur Aktivierung von Gliazellen fiihren und
neurodegenerative Verdnderungen herbeifiihren, andererseits
kann eine durch TLR bedingte Aktivierung von Mikro-
gliazellen auch bei der Beseitigung von A} eine Rolle spielen
[4]. Reaktive Astrozyten umgeben bei AK-Patienten die AB-
Ablagerungen und trennen sie somit vom gesunden Gewebe
ab [5]. Sie zeigen dabei intrazelluldr eine erhohte Expression
von insulinabbauendem Enzym (IDE), wenn sie Kontakt mit
AR haben [6]. Die Bildung von Entziindungsfaktoren in reak-
tiven Astrozyten bedingt wahrscheinlich neuropathologische
Veridnderungen im Gehirn. Zum Beispiel kann die vermehrte
Sekretion von Chemokinen und Adhisionsmolekiilen zu ei-
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nem Eindringen von peripheren Leukozyten fiihren und damit
Entziindungsreaktionen verstdrken [7]. Bisher haben mehrere
Studien versucht, einen Zusammenhang zwischen der Ande-
rung von inflammatorischen Proteinen und dem Auftreten von
neurodegenerativen Erkrankungen herzustellen. So wurden
z. B. mittels immunologischer Methoden 120 Signalproteine
im Blutplasma von AK-Patienten analysiert, davon wurden 18
als vielversprechend eingestuft. Nachfolgende Untersuchun-
gen konnten diese Ergebnisse aber nicht bestitigen [8]. Ein
Ubersichtsartikel stellt die teilweise widerspriichlichen Ergeb-
nisse der Quantifizierung von verschiedenen inflammatori-
schen Proteinen in Liquor, Serum und Plasma von AK-Patien-
ten zusammen. Viele Studien zeigten darin Verdnderungen
inflammatorischer Metabolite, jedoch nur Clusterin und o-2-
Makroglobulin scheinen als Marker fiir Diagnose, Krankheits-
verlauf und Wirksamkeit einer Behandlung geeignet [9].

Biomarker bei unterschiedlichen
Demenzformen

Diagnostik der Alzheimer-Erkrankung: Untersu-
chungen im Liquor

Bei der Alzheimer-Erkrankung spielen 2 Formen von Protein-
aggregaten im Gehirn eine wichtige Rolle: einerseits die ex-
trazelluldren Plaques, die vor allem aus dem 3-Amyloid-Peptid
AP, ,, bestehen und andererseits die intrazelluldren neurofi-
brilldren Biindel (NFT), die vor allem hyperphosphoryliertes
Tau-Protein enthalten. Es konnte gezeigt werden, dass die Be-
stimmung der Konzentration von gesamtem Tau (t-Tau), phos-
phoryliertem Tau (p-Tau) und dem Af, ,, im Liquor unter Be-
riicksichtigung des klinischen Kontextes fiir die Diagnose ei-
nes Morbus Alzheimer von Bedeutung ist [10]. Die Bestim-
mung dieser Parameter erlaubt die Differenzierung zwischen
der AK und normalen Alterungsprozessen bzw. neurologi-
schen Erkrankungen. Die Quantifizierung erfolgt durch einen
enzymgebundenen Immunosorbent-Assay (ELISA) unter Ver-
wendung von 2 antigenspezifischen Antikorpern. Der Liquor
sollte dabei nicht blutig sein. Nur Polypropylenréhrchen sind
fiir die Aufbewahrung des Liquors geeignet, um eine Adsorp-
tion der Liquorproteine an die GefidBoberfliche zu vermei-
den und damit die nachfolgenden Analysen nicht zu verfil-
schen. Durch eine 10-miniitige Zentrifugation bei 2000 g wer-
den Zellen und unlosliche Bestandteile abgetrennt. Der Liquor
kann bei Raumtemperatur innerhalb von 48 Stunden oder ge-
froren auf Trockeneis verschickt werden.

AP kommt vor allem in 2 Varianten vor, die sich am C-Termi-
nus der Peptidkette unterscheiden und aus 40 oder 42 Amino-
sduren bestehen. AP, ,, besitzt dabei die deutlich hohere
Féhigkeit, Aggregate und damit Plaques zu bilden. Zur Detek-
tion verwendet man somit Antikorper, die den C-terminalen
Abschnitt des AB, ,, erkennen. Eine hohe Zahl an Plaques in
Neokortex und Hippokampus korreliert mit einer niedrigen
Konzentration von AP, . im Liquor [11]. AK-Patienten zeigen
liblicherweise einen Abfall der AP, , -Konzentration auf etwa
50 % jener von Kontrollen. Normale Konzentrationen findet
man bei psychiatrischen Erkrankungen wie Depression oder
bei der Parkinson-Erkrankung, wihrend neben AK auch ande-
re Demenzen erniedrigte Werte aufweisen konnen. Somit
ist es mit dem A, , -Wert selbst nicht moglich, verschiedene

Demenzformen zu unterscheiden, aber ein Wert im Normal-
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bereich deutet auf das Vorliegen eines neurodegenerati-
ven Krankheitsprozesses hin, der nicht vom Alzheimer-Typ
ist.

Beim Tau-Protein sind 2 Formen wichtig, einerseits das so ge-
nannte totale Tau (t-Tau), andererseits phosphoryliertes Tau
(p-Tau). Die Zunahme der Konzentration von t-Tau ist bei
neuronaler und axonaler Degeneration (z. B. Creutzfeldt-Ja-
kob-Erkrankung, Schlaganfall, Trauma) am hochsten und bei
AK-Patienten etwa 3x hoher als bei Gesunden, dagegen wei-
sen Patienten mit Depression (,,Pseudodemenz‘) eine norma-
le t-Tau-Konzentration auf. Wihrend t-Tau einen Marker fiir
neuronale Schéden darstellt, findet man keine Erhohung von
p-Tau bei einem Schlaganfall oder der Creutzfeldt-Jakob-Er-
krankung. Antikorper gegen Epitope mit phosphoryliertem
Serin oder Threonin dienen zur Quantifizierung von p-Tau.
Die Konzentration von p-Tau spiegelt den Phosphorylierungs-
grad von Tau wider und damit die Bildung von NFTs bei der
AK. Hohe Konzentrationen von p-Tau werden bei AK-Patien-
ten gefunden. Patienten mit Morbus Parkinson, amyotropher
Lateralsklerose, Depression, vaskulédrer, Lewy-Korperchen-
oder frontotemporaler Demenz (abhiéngig vom Subtyp, siche
unten) weisen dagegen normale Konzentrationen auf. Die 3
Parameter im Liquor (A, ., t-Tau, p-Tau) weisen bei Patien-
ten mit leichter kognitiver Beeintrichtigung (,,mild cognitive
impairment® [MCI]), die im Laufe der Jahre zu AK-Patienten
werden, dhnliche Werte auf wie AK-Patienten und unterschei-
den sich bei Patienten mit stabiler MCI [12]. Die diagnosti-
sche Zuverlissigkeit ist fiir die Kombination der 3 Parame-
ter hoher als fiir jeden alleine. Die klinische Diagnose der AK
sollte aber immer neben der biochemischen Analyse auch die
klinische Untersuchung und bildgebende Verfahren einschlie-
Ben. Eine Studie mit Teilnehmern, die ein erhdhtes Risiko fiir
die autosomal dominante Alzheimer-Erkrankung besitzen, er-
gab, dass AB, ,, im Liquor bereits 25 Jahre vor den ersten klini-
schen Symptomen abnimmt und Tau 15 Jahre vorher zunimmt
[13]. Dies unterstreicht, dass die Suche nach Biomarkern fiir
die préiklinischen Stadien der Erkrankung von Nutzen ist. Tat-
sédchlich schlagen jiingste Empfehlungen vor, dass 3 Stadien
der AK (hier definiert als Demenzerkrankung mit Ablagerung
von Ap-Plaques und intrazelluldren Tau-positiven Fibrill-
verdnderungen) unterschieden werden sollten: priklinische
AK, durch AK bedingte MCI und AK mit Demenz [14]. Im
priklinischen Stadium zeigen Patienten eine Af-Pathologie,
aber noch keine neuronale Degeneration (MRT oder t-Tau im
Liquor). Als néchstes folgt dann das MCI-Stadium, das eine
heterogene Storung darstellt. Eine niedrige Liquorkonzentra-
tion von AP, eine hohe von Tau und das Auftreten von p-Tau
im Liquor unterscheidet die durch AK bedingte MCI von einer
stabilen MCI oder einer MCI anderer Ursache.

Zusammenfassend konnen Biomarker eine hohere Zuverlis-
sigkeit gewihrleisten, ob nun eine AK-bezogene Pathologie
vorliegt oder nicht, jedoch gibt es derzeit keine Biomarker fiir
Demenzen, die nicht zum AK-Typ gehoren. Die Vorhersage-
kraft der Biomarker im Liquor nimmt mit ldnger andauernder
Verlaufskontrolle zu und mit dem Alter ab. Entsprechend den
NIA-AA-Kriterien [15] ist die Verwendung von Biomarkern
unter 3 Umstidnden sinnvoll, um die Sicherheit eines AK-pa-
thophysiologischen Prozesses zu erhohen: Bei Forschungsstu-
dien, klinischen Therapiestudien und als optionales klinisches



Werkzeug, wo es verfiigbar ist und vom Kliniker als geeignet
erachtet wird.

Diagnostik der Alzheimer-Erkrankung: Geneti-
sche Analyse

Zwei Aspekte miissen hier erwéhnt werden: Wenn eine Ein-
verstiandniserkldrung fiir die Durchfiihrung einer genetischen
Analyse erteilt wurde, sollte bei friih einsetzenden Formen
der genetische Hintergrund abgeklirt werden. In einem ersten
Schritt sollten bei der friih einsetzenden oder familidren Form
der AK-Demenz die Gene APP, PSEN1 und PSEN2 analysiert
werden [16]. Wenn das Ergebnis keinen Hinweis auf einen
Defekt liefert, sollte ein Gespridch angeboten werden, welche
weiteren Gene analysiert werden sollten oder ob in manchen
Fillen eine Exom-Sequenzierung sinnvoll ist. Es gibt mehrere
Beispiele von familidren Demenzerkrankungen, wo die Fami-
lie erleichtert war, nachdem die genaue genetische Ursache
definiert war, da sie viele Jahre der Unsicherheit iiber die Er-
krankung bei Familienmitgliedern ausgesetzt war. Bei spora-
dischen Formen oder bei dlteren Patienten kann nach Poly-
morphismen in verschiedensten Genen gesucht werden. Ob-
wohl viele Studien zeigten, dass unterschiedliche Polymor-
phismen mit einem geringfiigig erhohten Risiko fir AK
assoziiert sind (z. B. SORL1, ABCA7, BIN1, CD33, CD2AP,
CLU, CR1, EPHA1, MS4A4E/MS4A6A und PICALM [16]),
wird derzeit in der klinischen Praxis nur die Analyse des
APOE-Gens verwendet. Das Genprodukt, Apolipoprotein E
(ApoE), spielt beim Transport von Lipiden eine wichtige Rol-
le. Im Gehirn wird es vor allem in Astrozyten gebildet und
transportiert Cholesterin liber LDL-Rezeptoren in Neuronen.
Das APOE-Gen tritt in 3 Allelen auf, €2, €3 und €4, wobei die
Hiufigkeit des e4-Allels bei AK-Patienten deutlich erhoht ist.
Das e4-Allel stellt somit einen der groBten Risikofaktoren fiir
die Entstehung einer AK dar. Die weltweite Haufigkeit betrigt
8,4 % (€2), 77,9 % (€3) und 13,7 % (e4) [17]. ApoE ist ein
Protein aus 299 Aminoséduren und einer Grofle von 34 kDa.
Die 3 Isoformen unterscheiden sich in den Aminoséduren 112
und 158, ApoE2 mit Cys112 und Cys158, ApoE3 mit Cys112
und Arg158, sowie ApoE4 mit Arg112 und Arg158. Diese Un-
terschiede in der Sequenz fiihren zu strukturellen Veridnderun-
gen und damit verbunden zu veridnderten Bindungseigen-
schaften gegeniiber Lipiden, Rezeptoren und dem AP [18].
Die Anwesenheit eines g4-Allels erhoht das AK-Risiko um
das 2-3-Fache, 2 e4-Allele erhohen es um das 5-Fache. Wei-
ters verringert jedes e4-Allel den Beginn der AK um 6-7 Jah-
re [19]. Allerdings beriicksichtigen die Empfehlungen der
Arbeitsgruppe des ,,National Institute on Aging — Alzheimer’s
Association” (NIA-AA) kaum den APOE-Genotyp bei der
Diagnose der AK [15].

Es stehen mehrere Methoden zur Genotypisierung des APOE-
Gens zur Verfiigung. Ausgangsmaterial ist genomische DNA,
die z. B. aus Blut isoliert wurde. Bei der Analyse mittels
Restriktionsfragment-Lingen-Polymorphismus (RFLP) wird
aus dem Bandenmuster auf das Vorliegen der entsprechenden
Allele geschlossen [20]. Die Methode der reversen Hybridi-
sierung wird von der Firma Innogenetics angeboten (INNO-
LiPA ApoE [21]). Allelspezifische Oligonukleotid-Sonden
fiir APOE in einer Nitrozellulosemembran dienen zum Nach-
weis. Die SNaPshot-Analyse verwendet allelspezifische Pri-
mer unterschiedlicher Linge, die eine Base vor dem Polymor-

phismus enden. Die Auftrennung der PCR-Produkte im DNA-
Sequenzierer liefert Informationen iiber den APOE-Genotyp
[22]. Die Fluoreszenz-Polarisation (FP) nutzt mit unterschied-
lichen Fluoreszenzfarbstoffen markierte Nukleotide, die in die
DNA-Kette eingebaut werden, zur APOE-Genotypisierung
[23]. Die beiden letztgenannten Methoden erlauben einen
hohen Probendurchsatz, erfordern aber eine teure apparative
Ausstattung.

Zukunftsperspektiven der Alzheimer-Diagnostik
Neben den fiir eine Krankheit charakteristischen neuropatho-
logischen Verdnderungen konnen zusitzliche Lésionen vor-
handen sein, die den Krankheitsverlauf beeinflussen oder ab-
andern. Es kann daher zusitzlich eine GefdBerkrankung auf-
treten oder es liegen weitere Proteinopathien vor [24]. Ent-
sprechend neuen Beobachtungen wire es korrekter, die AK als
,~Multi-Proteinopathie” zu bezeichnen [1, 2]: a-Synuclein
kommt in ca. 20-40 % der AK-Fille, TDP-43 in 25-40 % der
AK-Fille vor; weiters findet man zusitzliche Tauopathie-For-
men [24, 25]. Die Auswertung einer Kombination mehrerer
Proteine (TDP-43, a-Synuclein, sowie verschiedene Phospho-
Tau-Formen oder Tau-Isoformen) aus Korperfliissigkeiten in
Zusammenschau mit neuroradiologischen Merkmalen und der
Konstellation der klinischen Symptome sowie genetische Po-
lymorphismen wird zu einer besseren Gruppierung der Patien-
ten fiihren [26]. Hierdurch ist eine verbesserte Prognoseein-
schitzung moglich, welche in weiterer Folge eine bessere
symptomatische Therapiestrategie ermdglichen wird. TDP-43,
Phospho-TDP-43, sowie a-Synuclein (einschlieBlich Oligo-
mer-Formen) konnen bereits in Korperfliissigkeiten nachge-
wiesen werden [27-30]. Bei AK ist eine Erhohung der
o-Synuclein-Konzentration (totales o-Synuclein) im Liquor
beschrieben worden, wenngleich bei Lewy-Korperchen-
Krankheiten eher eine Verminderung zu beobachten ist (siehe
dazu die Ubersicht in [30]). Die Entdeckung von Markern fiir
krankheitsassoziierte Formen von o-Synuclein (z. B. Oligo-
mere oder Phospho-a-Synuclein) wiirde eine bessere Unter-
teilung von Krankheiten mit o-Synuclein-Ablagerungen er-
moglichen. Wir haben kiirzlich einen Antikorper entwickelt,
der selektiv krankheitsassoziiertes o-Synuclein bindet [31]
und derzeit in Korperfliissigkeiten getestet wird. Die Untersu-
chung von AB-Peptidmustern (z. B. AB, .. AB, ... AB,
AP, _,und AB, ) im Liquor kénnte Krankheitsformen unter-
scheiden [32] oder die Umwandlung von durch AK bedingter
MCI in AK mit Demenz beurteilen helfen [19]. Die gemeinsa-
me Analyse mehrerer Proteine im Liquor, inklusive Ubiquitin,
der zentralen Komponente des Protein-prozessierenden Sys-
tems in der Zelle, konnte somit Untergruppen von AK-Patien-
ten mit unterschiedlichen klinischen Profilen definieren [33].

Im Blutplasma wurden bisher > 20 Untersuchungen durch-
gefiihrt, um die Konzentration von AB, , und AP, . als dia-
gnostischen oder biologischen Risikofaktor zu iiberpriifen
(Ubersicht in [34]). Die Ergebnisse zeigten, dass erhohte Plas-
mawerte von AP}, . ein vorausgehender Risikofaktor fiir AK
sind, wihrend abnehmende Plasmawerte von AB, ,, oder eine
Verminderung des AP, /AP, ,-Verhiltnisses den Beginn der
Erkrankung anzeigen. Einige weitere Molekiile wurden un-
tersucht, ob sie als Plasma-Biomarker fiir AK geeignet sind,
wie Homocystein, Proteine von Entziindungsreaktionen (z. B.

C-reaktives Protein, IL-1p, TNF, IL-6, TGF-3) und Choleste-
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rin (fiir eine Ubersicht siehe [19]). Diese Molekiile haben je-
doch bei unterschiedlichen Studien widerspriichliche Ergeb-
nisse geliefert.

Diagnostik bei rasch progredienter Demenz:
Molekulare Diagnostik von Prionenerkran-
kungen

Menschliche Prionenerkrankungen zeigen einen schnellen
und progressiven Verlust von Neuronen, der mit einer Vakuoli-
sierung im Neuropil verbunden ist. Ursache ist die Umwand-
lung des physiologischen zelluldren Prion-Proteins (PrP€) in
das pathologische Prion-Protein (PrP5), wobei es zu einer
Fehlfaltung und somit Anderung der Konformation des Prote-
ins kommt. Prionenerkrankungen sind iibertragbare spongi-
forme Enzephalopathien, sodass eine moglichst frithe Diagno-
se essenziell ist [35]. Unterschiedliche Typen von PrP%, die
sich in der Fragmentgroe nach Behandlung mit Proteinase K
oder im Glykosylierungsmuster unterscheiden und nachweis-
bar sind, stehen gemeinsam mit der Konstellation im polymor-
phen Kodon 129 (Methionin/Valin) des PrP-Gens (PRNP) mit
den verschiedenen Phénotypen der Erkrankung in Beziehung.
Bei der sporadischen Creutzfeldt-Jakob-Erkrankung (CJK)
unterscheidet man zumindest 6 Phinotypen, die mit verschie-
denen Prionenstammen unterschiedlicher physikochemischer
Eigenschaften in Beziehung stehen [36]. Es wird daher die
Untersuchung des PRNP-Gens empfohlen, da seltene moleku-
lare Subtypen einen atypischen Verlauf aufweisen konnen,
einschlieBlich fehlender triphasischer Wellen im EEG oder ei-
ner Krankheitsdauer > 12 Monate [35]. Weiters treten geneti-
sche Prionenerkrankungen nicht selten mit dhnlichen Sympto-
men und Krankheitsverlauf wie sporadische Formen auf bzw.
kann die familidre Anamnese fehlen. Diese Fakten unterstrei-
chen die wichtige Rolle der genetischen Untersuchung bei der
Diagnostik der Prionenerkrankungen. Derzeit ist die definitive
Diagnose einer Prionenerkrankung nur aus einer Gehirnbiop-
sie bzw. -autopsie moglich [35] und es gibt keinen verlissli-
chen Test, der eine Prionenerkrankung vor dem Tod diagnosti-
zieren konnte. Die zuverlidssigste In-vivo-Methode stellt mo-
mentan die Kombination von klinischen Symptomen, EEG
(periodische Komplexe, triphasische Wellen), kranialer MRI
(Hochsignal in den Stammganglien bzw. im Thalamus oder in
kortikalen Regionen, bei T2, FLAIR und insbesondere bei
diffusionsgewichteter Bildgebung), Detektion des 14-3-3-Pro-
teins im Liquor und Genotypisierung des PRNP dar. 14-3-3
stellt einen generellen Marker fiir neuronale Schidigungen dar
und liefert ein positives Ergebnis bei Enzephalitis (inklusive
paraneoplastischer Formen), subarachnoidaler Blutung, epi-
leptischen Anféllen und Schlaganfall, sodass dieser Marker
daher immer in Zusammenschau mit der klinischen Konstella-
tion beurteilt werden muss. Fiir die Analyse des 14-3-3-Prote-
ins werden der Liquor lyophilisiert und die Liquorproteine
durch Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennt. Nach
dem Transfer auf eine Membran erfolgt die Detektion mit
einem Anti-14-3-3B-Antikorper [37]. Die Bestimmung von
t-Tau bietet eine weitere Moglichkeit, Nervenzellverlust zu
diagnostizieren [38]. Die Kombination von 14-3-3 und t-Tau
sollte die diagnostische Sensitivitit fiir die Bestimmung einer
CJK erhohen. Als weiterer Kandidat im Liquor wurde Ubiqui-
tin durch einen Proteomics-basierten Ansatz gefunden [39].
Die Zunahme von Ubiquitin im Liquor von CJK-Patienten
konnte auf eine Rolle von Ubiquitin im Entstehungsprozess
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der Krankheit hindeuten, allerdings wird die Bestimmung von
Ubiquitin noch nicht routinemiBig angewendet. Zusammen-
fassend werden bei der Diagnostik rasch progredienter De-
menzen folgende Untersuchungen empfohlen: im Liquor die
Proteine 14-3-3, Tau (t- und p-Tau) und AB, ., weiters EEG
und MRI und schlieBlich die genetische Untersuchung des
PRNP-Gens, insbesondere Kodon 129. Bei der Interpretation
der erhobenen Daten stehen die Mitarbeiter des Osterreichi-
schenReferenzzentrums fiirmenschliche Prionenerkrankungen

gerne zur Verfligung (http://www.meduniwien.ac.at/kin/).

Zukunftsperspektiven der Prionendiagnostik
Studien zur Detektion des krankheitsassoziierten PrP im Li-
quor werden seit 1992 durchgefiihrt, aber bisher ohne Erfolg.
Obwohl eine Technik, die die Mikroskopie und Fluoreszenz
verwendet, die Detektion von PrP-Aggregaten im Liquor er-
laubt, liegt die Sensitivitit nur bei 20 % [40]. Kiirzlich konnte
die Anwesenheit von gesamtem PrP in menschlichem Liquor
bei verschiedenen neurologischen Erkrankungen gezeigt wer-
den. Eine deutliche Abnahme der Gesamtmenge an PrP ist in
ausgetesteten neurodegenerativen Erkrankungen (CJK, AK,
Lewy-Korperchen-Demenz, Parkinson-Erkrankung) im Ver-
gleich zu nichtneurodegenerativen Erkrankungen und gesun-
den Kontrollen beobachtet worden [41]. Zwei Methoden zur
Detektion von PrP%¢ im Blut sind in der Entwicklung: Die
ELISA-basierte Methode verwendet keine Behandlung mit
Proteinase K und wurde von der Firma Amorfix in einer gro-
Ben Studie an Plasmaproben getestet, eine hohe Spezifitit wur-
de berichtet [42]. Die zweite Methode verwendet das Prinzip
der zyklischen Vermehrung fehlgefalteter Proteine (,,protein-
misfolding cyclic amplification* [PMCA]). Durch PMCA kann
die Konzentration eines pathologischen Proteins so erhoht
werden, dass es nachweisbar wird. Dadurch konnte zukiinftig
ein Test im Blut moglich sein [43]. Kiirzlich berichteten
Edgeworth et al. iiber eine blutbasierte Methode zur Detektion
einer Prioneninfektion bei der neuen Variante der CJK [44].

Diagnostik bei frontotemporaler Demenz mit
und ohne Bewegungsstérungen

Die frontotemporale Lobédrdegeneration (FTLD) stellt eine
Gruppe von klinisch und pathologisch heterogenen Storungen
dar. Klinisch prisentiert sie sich in Form einer frontotempora-
len Demenz (FTD), die auch mit der progressiven supranukled-
ren Blickparese (PSP), dem kortikobasalen Syndrom (CBS),
amyotropher Lateralsklerose oder atypischem Parkinsonis-
mus als Bewegungsstérungskomponente assoziiert sein kann.
FTLD stellt eine neuroradiologische oder neuropathologische
Bezeichnung dar — die FTD ist das klinische Korrelat [1]. FTD
ist mit mindestens 3 neurodegenerationsassoziierten Proteinen
verbunden: TDP-43, Tau und selten FUS. Die Hauptformen
werden als FTLD-Tau (z. B. M. Pick, PSP, kortikobasale De-
generation, Silberkdrnchenkrankheit, Tauopathie mit globulé-
ren glialen Inklusionen), FTLD-TDP, FTLD-FUS, FTLD-UPS
(Inklusionen sind nur mit Antikorpern gegen das UPS [Ubiqui-
tin-Proteasom-System] detektierbar) und FTLD-ni (ni bedeu-
tet, dass keine zelluldren Proteininklusionen vorliegen) be-
zeichnet. Momentan kann nur Tau-Protein routinemifig im
Liquor bestimmt werden. In der klinischen Praxis wird die
korrekte Einordnung durch eine detaillierte neuropsychologi-
sche Untersuchung, das Muster der Atrophie beim MRI und
genetische Analysen gestiitzt. Nimmt man alle moglichen



Tabelle 2: Auflistung von Protein-Biomarkern und weiteren Untersuchungen bei verschiedenen Demenzformen.

Demenzform
Biomarker/Untersuchung Alzheimer Rasch progredient (CJK) Frontotemporal
Protein-Biomarker
AB, ., (Liquor) { - _
p-Tau 0 = =
t-Tau T T d oder =*
14-3-3-Protein —* + %
Zusatzliche Untersuchungen
MRT vB vB vB
Neuropsychologie vB wb vB
EEG wb vB wb
Genanalyse
Polymorphismen APOE PRNP (Kodon 129) -
Mutationen APR PSEN1, PSEN2 PRNP C9orf72, MAPT, GRN, TARDBR

CHMP2B, VCP

CJK: Creutzfeldt-Jakob-Erkrankung; Js erniedrigt; =: nicht verandert; T erhoht; —: negativ; +: positiv; vB: von Bedeutung; wb: weniger be-
deutend; *: noch keine ausreichende Erfahrung bei verschiedenen Tauopathien bzw. TDP-43-Proteinopathien; **: kann bei rasch progredien-

ten Formen auch positiv sein.

Kombinationen von klinischen Syndromen und die FTLD-
Pathologie zusammen, wurde vorgeschlagen [45], FTLD-Pati-
enten entsprechend ihren hauptséichlichen pathologischen
Substraten einzuteilen, durch biochemische Biomarker fiir AK
und FTLD oder andere Beobachtungen, die auf die Pathologie
hinweisen (wie eine abnorme Elektromyographie oder eine
begleitende subklinische ALS). Hinsichtlich der Biomarker in
Korperfliissigkeiten ist eine Bestimmung von TDP-43 derzeit
moglich, auch im Blutplasma [27, 28], jedoch noch nicht in
der Praxis etabliert, da seine Zuverlissigkeit noch tiberpriift
werden muss. Die Analyse des Tau-Proteins bei der FTLD
mit Tau-Pathologie zeigte unterschiedliche Ergebnisse [45],
hauptsidchlich durch die geringe Zahl an pathologisch gesi-
cherten Fillen in den verschiedenen Studien und die unter-
schiedlichen Bestimmungsmethoden bedingt. Zusammenfas-
send ergibt sich, dass unter den Patienten mit mutmaflichem
klinischem FTLD-Syndrom ein normales AK-Biomarkerpro-
fil im Liquor durch den Ausschluss einer AK-Pathologie auf
eine FTLD hindeutet. In dieser Hinsicht ist es interessant, dass
geringere t-Tau-Konzentrationen im Liquor bei FTLD-Fillen,
die durch Autopsie als solche bestitigt wurden, im Vergleich
zu AK erhalten wurden [46]. Eine Analyse genetischer Verin-
derungen kann hilfreich sein, da einige Mutationen auch in
,.,sporadischen Fillen auftreten konnen. Die folgenden Gene
sind mit FTLD assoziiert: MAPT (Tau), TARDBP (TDP-43),
CHMP2B, GRN (Progranulin), C9orf72, und VCP (,,valosin-
containing protein‘*‘; meistens mit Einschlusskorpermyopathie
und Morbus Paget assoziiert). Von diesen sind Mutationen von
C9orf72, GRN und MAPT am héufigsten mit FTLD assoziiert
[1,47].

Zukunftsperspektiven der FTLD-Diagnostik

Ein positiv priadiktiver Biomarker fiir FTLD (anstelle der
Abwesenheit eines positiven Biomarkers fiir AK) ist fiir einen
liquordiagnostischen Algorithmus zum Nachweis von FTLD
unbedingt notwendig. Wie bereits erwidhnt kann auch TDP-43
in Liquor und Plasma nachgewiesen werden. Es ist jedoch
momentan noch fraglich, ob sich die Gesamtkonzentration
von TDP-43 im Plasma oder Liquor eignet, die FTLD-Fille
von Kontrollen zu unterscheiden. Jedoch konnten sensitive

Messungen von unterschiedlich phosphoryliertem TDP-43
nutzbare Zusammenhinge liefern. Da FTLD-TDP héufig mit
Mutationen im GRN-Gen assoziiert ist, die zu einer Protein-
Haploinsuffizienz fiihren, wurde die Konzentration von Pro-
granulin bei Patienten mit FTLD-assoziierten klinischen Syn-
dromen gemessen [45]. Wihrend Progranulin im Plasma von
FTLD-Patienten und asymptomatischen Familienmitgliedern
erniedrigt ist, die eine Mutation im GRN-Gen tragen, liegen
die Werte bei Patienten mit FTLD-assoziierten Stdrungen
ohne GRN-Mutationen im Bereich von Kontrollen [45]. Die
Muster von Phospho-Tau und der Nachweis von Tau-Isofor-
men konnten helfen, die Fille mit FTLD-Tau zu unterschei-
den. Tatséchlich gibt es Methoden, die die Messung von 3R-
und 4R-Isoformen von Tau im Liquor ermdglichen [48]. Es
wurden weitere Marker entdeckt, die mit der Diagnose einiger
Formen der FTD verbunden sind, jedoch miissen diese Studi-
en noch bestitigt werden. Einige dieser Studienergebnisse
konnten in die klinische Praxis einflieen, daher sei eine kurze
Ubersicht gegeben (siche dazu auch die ausfiihrlichere Uber-
sicht in [45]): Die Analyse struktureller Proteine wie S100B
oder das Neurofilament (leichte und schwere Kette) konnen
die Diagnose einer FTLD unterstiitzen; proSAAS (,,granin-
like neuroendocrine precursor), PEDF (,,pigment epithelium-
derived growth factor*), Chromogranin B oder Cystatin C un-
termauern den klinischen Verdacht einer FTD; Angiopoie-
tin-2, AgRP (,,agouti-related peptide*) oder ACTH (adreno-
kortikotropes Hormon) konnen bei FTLD-TDP hilfreich sein,
wihrend verinderte Orexin-Konzentrationen die klinische
Diagnose von PSP und CBS wahrscheinlich machen. Von den
inflammatorischen Proteinen konnten IL-17, MDC (,,macro-
phage-derived chemokine*), MCP-1 (,,monocyte chemoattrac-
tant protein-1), FAS und TRAIL-R3 bei der Diagnose einer
FTLD-TDP von Bedeutung sein, wihrend IL-23 bei FTLD-
Tau verdndert zu sein scheint.

Schlussfolgerungen

Wie in dieser Ubersicht zu sehen ist, gibt es zahlreiche Kan-
didaten fiir Biomarker, aber nur wenige, die wirklich brauch-
bar sind. Wir schlagen vor, dass Kliniker die Entwicklung von
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neuen Biomarkern aufmerksam verfolgen und den Kontakt
mit jenen intensivieren, die die biochemischen, genetischen
und eventuell neuropathologischen Analysen durchfiihren, um
die Ergebnisse besser interpretieren zu konnen (dhnlich den
kliniko-onko-neuropathologischen Treffen). Wenn man die
Zuverldssigkeit von Biomarkern tiberpriift, ist man mit zahl-
reichen Herausforderungen konfrontiert, bevor der Biomarker
auf den Markt kommt. Einige davon sind: Heterogenitit der
Erkrankung, Unterschiede im Ausmall der Neurodegenerati-
on bei den verschiedenen Erkrankungsformen, Einfluss von
Alter und medikamentoser Behandlung, methodologische Un-
sicherheiten oder die Rolle von Kontaminationen durch Blut
(im Liquor). In zukiinftigen Projekten wird die Untersuchung
von Patienten ohne medikamentése Behandlung und von Pa-
tienten mit frithen Symptomen, die iiber einen langen Zeit-
raum beobachtet werden konnen, sowie eine bessere klinische
und neuroradiologische Unterteilung von Bedeutung sein, um
neue Biomarker nutzbar zu machen. Ohne Qualititskontrolle
und einen multidisziplindren Ansatz mit aktiver Zusammenar-
beit von Klinikern und Labormedizinern ist die Mdoglichkeit
gering, einen relevanten Biomarker zu definieren.

Interessenkonflikt

Die Autoren erkliren, dass kein Interessenkonflikt besteht.

Relevanz fiir die Praxis

Ein vorgeschlagener Algorithmus zur diagnostischen Beur-
teilung der verschiedenen Demenzformen ist in Tabelle 2
zu sehen. Biomarker in Korperfliissigkeiten sind bei der
Diagnose einer Demenz momentan noch nicht weit verbrei-
tet. Am hiufigsten werden derzeit Af3, Tau und 14-3-3-Pro-
tein im Liquor bestimmt. Unter speziellen klinischen Kons-
tellationen kann aus der niedrigen AB-Konzentration, er-
hohter t-Tau-Konzentration, Anwesenheit von p-Tau und
besonders aus dem Verhiltnis dieser zueinander geschlos-
sen werden, dass die zugrunde liegende Pathologie mit AK
in Beziehung steht, was zusammen mit der klinischen Un-
tersuchung und Imaging-Methoden eine relativ hohe dia-
gnostische Genauigkeit ergibt. Jedoch erhilt man keine In-
formation iiber das Vorhandensein anderer neurodegenera-
tiver Storungen, die die Prognose veridndern. Auflerdem ist
es gegenwirtig noch schwierig, die Ergebnisse genetischer
Analysen in den richtigen Zusammenhang zu bringen.
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