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Struktur-Biomarker zur Fruh-
erkennung von Morbus Alzheimer
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Alzheimer’s disease cannot be cured today. In addition to a drug, a
predictive blood biomarker is urgently needed to identify high-risk
subjects in early cognitively less impaired stages. Here, a biomarker is
presented that uses the secondary structure distribution of AB-pep-
tides in blood measured by the immuno-infrared sensor. Using this

structure-based biomarker clinical
jects at baseline were predicted in
manifestation.
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B Morbus Alzheimer (MA) ist die haufigste
Form der Demenz und derzeit nicht heilbar.
Hoffnung fiir Alzheimer-Erkrankte gibt jetzt
der Antikorper Aducanumab von Biogen,
dessen Zulassung zurzeit von der U. S. Food
and Drug Administration gepriift wird [1].
Genauso dringend wie ein Medikament wird
zusatzlich ein minimal-invasiver und breit
einsetzbarer Friitherkennungstest benotigt.
Wir haben einen Bluttest entwickelt, der die
spidtere klinische Manifestation mit hoher
Genauigkeit vorhersagen kann. Unsere Visi-

conversion of symptomless sub-
a follow-up study 14 years before

on ist, ahnlich wie bei HIV, bereits im symp-
tomfreien Zustand mit der Therapie zu begin-
nen und damit das Fortschreiten der Erkran-
kung in einem kognitiv noch nicht stark
beeintrachtigten Zustand aufzuhalten.

Entstehung von Morbus Alzheimer

Charakteristisch fiir MA ist die Umfaltung
des Amyloid-beta(AB)-Peptids von o-helika-
len und ungefalteten (Abb. 1, (1)) zu patho-
genen, B-Faltblatt-angereicherten Sekundéar-
strukturen (Abb. 1, (2)). Ob diese Fehlfaltung
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DIREKTE MESSUNG

Plagues kinnen durch Amyloid-
PET-Scans erkannt werden.

INDIREKTE MESSUNG
Das AR 42140 Verhalinis kann Gber
CSF ELISA detektiert weren.

A Abb. 1: Die Umfaltung des AB-Peptids von a-helikalen (1) zu B-Faltblatt-Sekundarstrukturen (2)
flihrt zu neurotoxischen Amyloid-Ablagerungen im Gehirn (3). Diese Amyloid-Plaques kénnen etwa
vier Jahre vor dem Auftreten klinischer Symptome mittels PET-Scanning (direkt) oder durch die
Bestimmung des AB42/AB40-Verhaltnisses mittels ELISA (indirekt) nachgewiesen werden (CSF,
Cerebrospinalfliissigkeit). Der Strukturbiomarker kann im Gegensatz dazu die bereits zehn Jahre
friihere Veranderung der Sekundarstrukturverteilung des AB-Peptids im Blut nachweisen.
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zu Beginn der Erkrankung ursédchlich (Amy-
loid-Hypothese) oder nur symptomatisch ist,
wird noch kontrovers diskutiert. Fiir die Dia-
gnostik spielt das aber keine Rolle. Die fehl-
gefalteten AB-Peptide bilden Oligomere, die
sich wiederum zu groBeren Fibrillen anla-
gern und schlieBlich nach etwa 15 Jahren
neurotoxische Amyloid-Plaques im Gehirn
ausbilden (Abb. 1, (3)). SchlieBlich werden
die Gehirnschadigungen so massiv, dass sich
erste kognitive Beeintrachtigungen ergeben.
Meist entwickelt sich innerhalb der darauf-
folgenden Jahre eine schwere Demenz, und
am Ende verstirbt der Patient. Neben dem
AB-Peptid falten um einige Jahre verzigert
auch die Tau-Proteine in die -Faltblatt-Form
um und bilden ebenfalls charakteristische
Ablagerungen im Gehirn. Post mortem zeigen
die AB- und Tau-Ablagerungen in histopatho-
logischen Diinnschnitten die Alzheimer-
Erkrankung zuverlassig an.

Diagnose von Morbus Alzheimer

Derzeit basiert die pre mortem klinische Dia-
gnose von MA hiufig auf neuropsychologi-
schen Tests, die die kognitive Leistungsfahig-
keit eines Patienten bewerten. Diese konnen
allerdings die frithen symptomlosen Stadien
gar nicht und frithe symptomatische Stadien
nicht prazise erfassen. Sehr viel genauer ist
dagegen die Positronen-Emissions-
Tomographie(PET)-Untersuchung, die Amy-
loid-Plaques im Gehirn abbilden kann
(Abb. 1). Deutlich kostengiinstiger kann die
charakteristische Amyloid-Plaque-Bildung
anhand neurochemischer Biomarker in der
Riickenmarksfliissigkeit (CSF, cerebrospinal
fluid) nachgewiesen werden. Als Biomarker
wird das konzentrationsunabhéngige AB42/
AB40-Verhéltnis bestimmt. Jedoch muss
dafiir Riickenmarksfliissigkeit durch eine
Lumbalpunktion gewonnen werden. Dies
wird als Vorsorgeuntersuchung wenig
Akzeptanz finden. Die beiden Amyloid-
nachweisenden etablierten Tests sind zur
Untersuchung von groBen symptomfreien
Bevolkerungsgruppen nicht geeignet. Dazu
wird dringend ein Alzheimer-Bluttest beno-
tigt.
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Ein Alzheimer-Bluttest zur
Friiherkennung

Es wurden Methoden entwickelt, die durch
eine verbesserte Empfindlichkeit jetzt auch
im Blut das AB42/AB40-Verhiltnis analog
zum CSF messen konnen. Dazu werden zum
einen die SIMOA-Technologie, eine neue,
ultrasensitive digitale ELISA-Methode [2],
oder zum anderen aufwendige massenspek-
trometrische Verfahren eingesetzt [3, 4]. Im
Prinzip konnen diese beiden Methoden mitt-
lerweile auch im Blut die Bildung der Amy-
loid-Plaques indirekt nachweisen.

Im Gegensatz dazu haben wir einen neuen
Weg beschritten. Mit dem immuno-Infrarot-
sensor (iRS) konnen wir die Fehlfaltung des
AB-Peptids zu B-Faltblatt-angereicherten
Strukturen in Korperfliissigkeiten nachwei-
sen [5]. Da dieser Prozess bereits viele Jahre
vor der Plaque-Entwicklung einsetzt, konnen
wir die klinische Manifestation sehr viele
Jahre friiher als die Amyloid-nachweisenden
Ansitze vorhersagen (Abb. 1).

Der immuno-Infrarotsensor (iRS)

Im infraroten Spektralbereich absorbieren
a-helikale und ungefaltete Proteine in einem
Bereich zwischen 1655 und 1640 cm™!,
wahrend B-Faltblatt-haltige Proteine um
1622 cm™! absorbieren. Diese Amid-I-Absorp-
tionsbanden reflektieren die struktursensitive
C=0-Peptidgeriistschwingung des AB-Peptids.
Damit kénnen o-helikale/ungefaltete von
B-Faltblatt-reichen Sekundérstrukturen mit-
hilfe von Infrarotabsorptionsmessungen
unterschieden werden. Um aber die im Blut
sehr niedrig konzentrierten AB-Peptide selek-
tiv messen zu konnen, miissen diese mithilfe
eines Antikorpers aus dem Blut ,herausge-
fischt“ werden (Abb. 2A). Die Finger-Antikor-
per sind kovalent an der Oberflache des Infra-
rotsensors gebunden (Abb. 2A). Dieser beruht
auf der ATR(attenuated total reflection)-Tech-
nik: Der absorbierende Infrarotstrahl wird
mithilfe von Totalreflexionen an der Oberfla-
che durch einen Kristall geleitet. An der Ober-
flache dringt eine evaneszierende Welle eini-
ge Hundert Nanometer in das umgebende
Medium ein. Dadurch wird nur die Absorption
einer diinnen Schicht gemessen. Auf diese
Weise kann die groBe Hintergrundabsorption
der Gesamtprobe auf der Oberflache hinrei-
chend klein gehalten werden und so die
schwierige Messung von wassrigen Korper-
fliissigkeiten im infraroten Spektralbereich
ermoglichen. Zur Subtraktion der Hinter-
grundabsorption wird eine Differenzmessung
vor und nach der AB-Anbindung durchge-
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A Abb. 2: Das Messprinzip des immuno-Infrarotsensors (iRS). A, Schematische Darstellung des
immuno-Infrarotsensors (iRS). Auf der Sensoroberflache werden kovalent AB-spezifische Antikor-
per (griin) gebunden. Eine unspezifische Anbindung wird durch eine blockierende Substanz ver-
hindert (blau). Der Infrarotstrahl misst die Absorption der angelagerten Probe vor und nach der
Probenanbindung. Durch Differenzbildung erhdlt man nur die struktursensitive Amid-lI-Bande der
aus dem Blut extrahierten AB-Isoformen. B, Das Maximum der Amid-I-Bande reflektiert als Struk-
turbiomarker die mittlere Sekundarstrukturverteilung des AB-Peptids. Bei Alzheimer-Erkrankten
(AD) dominieren die B-Faltblatt-haltigen Isoformen und verschieben das Messsignal unterhalb des

festen Schwellenwertes von 1642 cm™'.

fiihrt. Durch die Differenzbildung werden die
um mehrere GroBenordnungen kleineren
Absorptionsbanden der AB-Peptide aus der
Hintergrundabsorption selektiert. Die Emp-
findlichkeit dieser Differenztechnik haben wir
iiber sehr viele Jahre vorangetrieben und
konnten insbesondere mit der zeitaufgeldsten
Step-Scan-FTIR-Differenz-Spektroskopie sehr
kleine Absorptionsdnderungen weniger funk-
tioneller Gruppen mit einer Nanosekunden-
Zeitauflosung aus der Hintergrundabsorption
des Gesamtproteins selektieren [6].

Das Maximum der struktursensitiven
Amid-I-Bande der AB-Peptide reflektiert die
mittlere Sekundarstrukturverteilung aller
aus dem Blut extrahierten AB-Isoformen
(Abb. 2B). Wir haben experimentell einen
Schwellenwert gefunden, der Alzheimer-
Erkrankte und Nicht-Erkrankte voneinander
trennen kann (Abb. 2B, [7]). Dieser Schwel-
lenwert hat fiir alle untersuchten Kohorten
eine bereits vorher festgelegte feste GroBe
und ist damit pradiktiv im Gegensatz zu den
variierenden Schwellenwerten der ELISA-
Konzentrationsmessungen [8].

In einer ersten discovery-Studie haben wir
Alzheimer-Patienten und Kontroll-Probanden
aus Essen (Jens Wiltfang) mittels iRS unter-
sucht [7]. In der Riickenmarksfliissigkeit
wurde eine Sensitivitdt von 94 Prozent bzw.
eine Spezifitdt von 88 Prozent erzielt. Damit
haben wir gezeigt, dass wir mit dem iRS die
Alzheimer-Erkrankung nachweisen konnen.
Im ndchsten Schritt konnten wir zeigen, dass
der Test auch empfindlich genug fiir einen
Bluttest ist. In Plasmaproben derselben Pati-
enten konnten wir MA mit einer Sensitivitat
von 75 Prozent und einer Spezifitit von
88 Prozent nachweisen [7]. In einer darauf-
folgenden Validierungsstudie mit einer ver-
besserten und automatisierten Apparatur

und durch zusétzliche Messung der Fehlfal-
tung des Tau-Proteins konnten wir die Sen-
sitivitdt auf 87 Prozent und die Spezifitat auf
97 Prozent verbessern [9].

Von besonderem Interesse ist allerdings
die Identifikation sehr frither Stadien. Im frii-
hen Prodromalstadium liegen bereits Amylo-
id-Plaques vor, jedoch sind die Probanden
kognitiv noch nicht eingeschrankt. Dazu
haben wir die schwedische BioFINDER-
Kohorte (Oskar Hansson) vermessen. Das
Prodromalstadium wurde mit PET-Scan und
CSF-AB42/AB40-Messungen diagnostiziert.
Wir konnten in dieser Studie zeigen, dass die
Fehlfaltung des AB-Peptids im Blut {iberra-
schenderweise mit der Belastung des Gehirns
durch Amyloid-Plaques korreliert [10]. Diese
Korrelation war ein wichtiges Ergebnis, weil
zu diesem Zeitpunkt Bluttests noch sehr
umstritten waren. Ebenfalls konnte auch fiir
das AB42/AB40-Verhiltnis im Blut die Korre-
lation zum PET-Scan nachgewiesen werden
[3, 4]. Nach Jahren der Kontroverse ist es jetzt
zweifelsfrei, dass man die Alzheimer-Erkran-
kung mithilfe von Amyloid-f als Biomarker
im Blut zuverlassig nachweisen kann.

Im nachsten Schritt haben wir untersucht,
ob wir bei Gesunden die klinische Manifes-
tation vorhersagen konnen. Mithilfe von
Blutproben aus der Heidelberger ESTHER-
Kohorte (Hermann Brenner) wurden Perso-
nen aus der symptomfreien Normalbevolke-
rung untersucht [10]. Dort wurden in den
Jahren 2000 bis 2002 Blutplasmaproben von
rund 10.000 Teilnehmern gesammelt (base-
line). Bei diesen Teilnehmern hatte ihr jewei-
liger Hausarzt keine Auffalligkeiten beobach-
tet. In dieser Kohorte wurden im Laufe der
longitudinalen Untersuchung (15 Jahre follow-
up-Studie) 65 Probanden zum Zeitpunkt
unserer Analyse identifiziert, die an Alzhei-
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Ergebnisse der ESTHER Kohorte (Heidelberg)
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A Abb. 3: Ergebnisse der ESTHER-Kohorte (Heidelberg). A, Baseline-Analyse der Plasmaproben
aus der ESTHER-Kohorte [10]. In Rot sind die Messsignale der spater erkrankten Alzheimer-
Patienten (AD), in Schwarz die der Kontrollgruppe (AD-Kontolle) gezeigt. Die Bandenlage oberhalb
(gesund) oder unterhalb (krank) des Schwellenwertes kann die spatere klinische Manifestation
gut vorhersagen. B, ROC(receiver operating characteristic)-Kurve des Strukturbiomarkers, des
APOE und des Panels fiir Personen, bei denen sich 8-14 Jahre nach Beginn der Studie die Erkran-
kung manifestiert hat [11]. Mit einem AUC(area under the curve)-Wert von 0,84 kann das Panel
die Manifestation der Alzheimer-Erkrankung bis zu 8-14 Jahre vor der klinischen Konversion mit

hoher Wahrscheinlichkeit vorhersagen.

mer-Demenz verstorben waren. Von diesen
haben wir die baseline-Blutplasmaproben
analysiert und mit den baseline-Plasmapro-
ben von entsprechenden Kontroll-Teilneh-
mern verglichen, die genau nach Alter,
Geschlecht und Bildungsgrad ausgewdéhlt
wurden (Abb. 3A). Insgesamt wurden 874
Probanden verblindet gemessen. Wir konn-
ten die verstorbenen Alzheimer-Patienten in
dieser Studie mit einer Genauigkeit von
87 Prozent von Nicht-Erkrankten unterschei-
den. Durch die Hinzunahme des genetischen
Risikofaktors Apolipoprotein E-e4 (APOE-e4)
konnte die klinische Alzheimer-Erkrankung
bis zu 14 Jahre vor der klinischen Manifesta-
tion mit einer area under the curve (AUC) von
0,84 vorhersagen (Abb. 3B, [11]). Das ist ein
vielversprechendes Ergebnis, das wir derzeit
an groBen Kollektiven weiter validieren.

Ein vordringliches Ziel unserer derzeitigen
Arbeiten ist es zusatzlich, diese Techniken
soweit zu standardisieren und alltagstaug-
lich zu machen, dass in naher Zukunft auch
andere Forscher den iRS in ihren Studien
einsetzen konnen [12].

Zusammenfassend kann man sagen, dass
wir einen neuen Alzheimer-Biomarker ent-
wickelt haben, der als Strukturmarker in
einem Biomarker-Panel die klinische Mani-
festation von Alzheimer in einem Bluttest
prazise in symptomlosen Personen vorhersa-
gen kann. Damit konnen wir ein machtiges
Werkzeug im Kampf gegen die Alzheimer-
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Erkrankung zur Verfiigung stellen. Fiir Kkli-
nische Studien konnen wir heute bereits
Hochrisikopersonen mit einem einfachen
und kostengiinstigen Bluttest identifizieren.

Ebenfalls konnen wir mit dem iRS die Wir-
kung potenzieller Medikamente in der
Riickenmarksfliissigkeit oder im Blut testen
(companion diagnostics) [13].

Zurzeit arbeiten wir weiterhin daran, den
Ansatz auch auf andere neurodegenerative
Erkrankungen zu erweitern; z. B. beobachtet
man bei der Parkinson-Erkrankung die Fehl-
faltung des a-Synukleins. Damit konnten
moglicherweise Parkinson-Patienten besser
stratifiziert werden. |
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