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I Einleitung

1. a-Synuclein

1.1. Synuclein-Proteinfamilie

Die Synuclein-Proteinfamilie besteht aus den vier Mitgliedern a-, B-, y- Synuclein und
dem 1999 erstmals beschriebenen Synoretin (Surguchov et al. 1999). a- und
B-Synuclein werden {iiberwiegend im Gehirn exprimiert. y-Synuclein kann im
peripheren Nervensystem, in der Retina, im olfaktorischen Epithel und in Karzinomen
wie den Brusttumoren nachgewiesen werden (Surgucheva et al. 2008, Lavedan et al.
1998). Synoretin kommt in Netzhautzellen und im Gehirn vor.

a-Synuclein wurde nach seiner Lokalisation im Nukleus und den prédsynaptischen
Nervenenden benannt (Maroteaux et al. 1988). Zunéchst galt a-Synuclein hauptséchlich
als intrazellulires Protein. Neuere Studien beschrieben a-Synuclein auch als
extrazelluldres Protein, das sich im Liquor und Blut findet (Borghi et al. 2000, El-Agnaf
et al. 2003, Tokuda et al. 2006). In geringerer Konzentration als im zentralen
Nervensystem kommt o-Synuclein auch in anderen Geweben wie des Herzens, der
Nebennieren, des Gastrointestinal- und Urogenitaltrakts und des peripheren
Nervensystems vor (Gelpi et al. 2014). Auch in verschiedenen hidmatopoetischen

Zellreihen wurde a-Synuclein identifiziert (Uéda et al. 1993, Ltic et al. 2004).

Die o-, B- und y- Synuclein-Proteine bestehen aus 127 bis 140 Aminoséduren (AS). Der
Vergleich ihrer Aminosduresequenzen zeigt eine Homologie von 55-62% (Goedert
2001). Die Synuclein-Proteine werden von drei verschiedenen Genen auf
unterschiedlichen Chromosomen liegend kodiert: a-Synuclein auf 4921, B-Synuclein
auf 5935 und y-Synuclein auf 10923 (Jakes et al. 1994, Lavedan et al. 1998,
Polymeropoulos et al. 1997). Gemeinsame Eigenschaften der Synuclein-Proteine sind
ein negativ geladener C-Terminus, ein helikaler N-Terminus und eine hydrophobe

zentrale Komponente.



1.2.  Struktur von a-Synuclein

a-Synuclein ist ein Protein aus 140 AS mit einem molekularen Gewicht von 14 kDa. Es

besteht aus drei verschiedenen Doménen.

Der N-Terminus (AS 1-60) enthdlt den amphiphilen, lipidbindenden Bereich und zeigt
sieben inkomplette Repeats der 11 AS langen, sich wiederholenden Konsensussequenz
KTKEGV (George et al. 1995, Bartels et al. 2010). Durch die Wechselwirkung der
N-terminalen Region mit Phospholipiden kann a-Synuclein an Membranen und Vesikel
binden. Diese Bindung fiihrt infolge einer Konformationsdnderung zu einer Faltung der
N-terminalen und mittleren Doméne in zwei a-Helices (Davidson et al. 1998, Lorenzen
et al. 2014).

Die mittlere hydrophobe Region (AS 61-95) wird als NAC-Sequenz (non-amyloid-beta
component of Alzheimer‘s disease amyloid) bezeichnet und spielt eine wichtige Rolle
im Aggregationsverhalten des Proteins (Uéda et al. 1993). Sie beeinflusst die Bildung
einer hoch-amyloidogenen B-Faltblattstruktur (Han et al. 1995, Giasson et al. 2001).

Die C-terminale Region (AS 96-140) ist negativ geladen, weist multiple
Phosphorylierungsdoménen (AS 115-136) auf und reguliert die Fibrillenbildung von
a-Synuclein (Kim et al. 2002, Meuvis et al. 2010, Hong et al. 2011).

Durch seine relativ geringe Hydrophobizitit und groBe Nettoladung liegt a-Synuclein
nativ unter physiologischen Bedingungen im Zytoplasma in ungefalteter, 16slicher Form
vor (Weinreb et al. 1996, Breydo et al. 2012). Abhingig von seiner zelluldren
Umgebung kann sich die Sekundarstruktur von a-Synuclein iiber eine Zunahme seiner
Hydrophobizitdt und bzw. oder Abnahme seiner Nettoladung dndern (Uversky et al.
2001b). Bindet a-Synuclein an saure Phospholipide, nimmt es die Sekundérstruktur der
a-Helix an (Davidson et al. 1998). Durch die Ausbildung von B-Faltblattstrukturen
entstehen unlosliche Amyloidfibrillen (Breydo et al. 2012).
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Struktur des humanen o-Synucleins (aus
Greggio et al. 2011). Die drei Punktmutationen, die bei familifiren Parkinsonfillen auftreten,
liegen auf der N-terminalen Region (amphipathic repeat region). NAC bezeichnet die
non-AfB-Komponente und induziert die Fibrillenbildung. Der C-Terminus (acidic region) steht

fiir das carboxyterminale Ende und inhibiert die Aggregation.

1.3. Physiologische Funktion von a-Synuclein

Bislang ist die genaue physiologische Funktion und pathologische Bedeutung von
a-Synuclein nicht vollstindig geklart und Gegenstand der Forschung.

a-Synuclein kommt in der Prdsynapse in unmittelbarer N&he, aber nicht im
synaptischen Vesikel vor. Bedingt durch seine Lokalisation und seine Eigenschaft, an
Membranen zu binden, reguliert es den vesikuldren Transport und die Freisetzung von
Neurotransmittern (Murphy et al. 2000, Auluck et al. 2010).

Als prasynaptischer Regulator scheint a-Synuclein einen hemmenden Einfluss auf die
Freisetzung von Dopamin zu haben. Bei a-Synuclein-Knockout-Médusen waren
neurochemische, elektrophysiologische und verhaltensbezogene Defizite zu beobachten.
So konnte nach elektrischer Stimulation eine erhhte Dopaminausschiittung festgestellt
werden. Jedoch fanden sich keine relevanten, morphologischen Verdnderungen. Eine
essenzielle Bedeutung von a-Synuclein bei der neuronalen Entwicklung ist somit
unwahrscheinlich (Abeliovich et al. 2000).

a-Synuclein beeinflusst die Anzahl von prasynaptischen Vesikeln in den hippocampalen
Neuronen. Bei einer geringeren o-Synuclein-Konzentration ist die Anzahl von
synaptischen Vesikeln vermindert (Murphy et al. 2000).

Bei Zebrafinken, die gerade den Vogelgesang erlernten, fand sich eine verénderte

Genexpression von a-Synuclein, was auf die Funktion von a-Synuclein in der
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neuronalen Plastizitdt hinweist (George et al. 1995, Clayton und George 1999, Cheng et
al. 2011).

a-Synuclein wird als hochaffiner Inhibitor der Phospholipase D2 (PLD2) beschrieben,
mit der es iiber sein Aminoende interagieren kann (Sidhu et al. 2004). Die PLD2, ein
Transmembranenzym, katalysiert die Esterspaltung von Phosphatidylcholin. Dabei
entstehen Phosphatidsdure und Cholin. Durch diese hydrolytische Spaltung werden
verschiedene Zellfunktionen gesteuert, wie z.B. der Vesikeltransport, die Exozytose
(Jones et al. 1999) oder die Regulation von Zellwachstum und -proliferation
(Hernandez-Alcoceba et al. 1997).

Weiterhin hat o-Synuclein eine chaperonartige Funktion fiir synaptische und
zytoplasmatische Proteine, wie Studien mit Deletionen des Co-Chaperons CSP-a
belegen. Die Deletion von CSP-a fiihrte bei den betroffenen Méusen zu einer schnellen,
progressiven Neurodegeneration. Bei transgener Expression von a-Synuclein lie3 sich
der neurodegenerative Prozess und damit das Versterben der Méuse stoppen. Wird bei
den CSP-a-Knockout-Miusen das endogene a-Synuclein eliminiert, verschlechtert sich
der Phédnotyp und die Miuse versterben innerhalb weniger Monate (Chandra et al.

2005).

1.4. Pathophysiologische Aspekte

Mit dem Nachweis von a-Synuclein als Hauptbestandteil von Lewy-Koérperchen und
Lewy-Neuriten wurde die entscheidende Rolle von o-Synuclein bei der Entstehung
neurodegenerativer Erkrankungen und insbesondere der Synucleinopathien deutlich
(Spillantini et al. 1997).

Einen weiteren Hinweis auf die Bedeutung von a-Synuclein in der Pathogenese der
Synucleinopathien lieferte die Entdeckung einer Mutation auf dem SNCA-Gen
(Mutation  AS53T), die fiir die seltene autosomal-dominant vererbbare
Early-onset-Parkinson-Krankheit verantwortlich ist (Polymeropoulos et al. 1997).
Spédter wurde eine weitere monogenetische Parkinsonform (A30P) mit einem
autosomal-dominanten Erbgang bei einer deutschen Familie gefunden (Kriiger et al.
1998). Inzwischen konnten mit den Mutationen E46K, H50Q und GS51D fiinf

Punktmutationen auf dem SNCA-Gen identifiziert werden, die eine familidre
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Parkinson-Krankheit auslosen (Zarranz et al. 2004, Appel-Cresswell et al. 2013, Kiely
et al. 2013).

Die durch die Punktmutationen verursachte klinische Symptomatik zeichnet sich durch
ein &dhnliches Krankheitsbild wie bei der sporadischen Parkinsonerkrankung aus
(Cookson et al. 2005). Der Erkrankungsbeginn liegt meist vor dem 50. Lebensjahr.
Hiufig ist eine friihe demenzielle Entwicklung mit kognitiven und psychischen
Beeintrachtigungen zu beobachten (Bostantjopoulou et al. 2001).

Insgesamt liegt bei 5-10% der Patienten eine monogen vererbte Parkinsonerkrankung
vor (Kalinderi et al. 2016). In den letzten Jahren wurden neue Genorte und Gene
identifiziert, die der familidren Form der Parkinsonerkrankung mit sowohl autosomal-
dominantem (SNCA, LRRK2, VPS35, EIF4Gl) als auch autosomal-rezessivem
(PARK2, PINKI1, DJ-1) Erbgang zugeordnet werden konnten (Spatola und Wider
2014).

Neben den Punktmutationen verursachen auch Duplikationen und Triplikationen im
SNCA-Gen ein autosomal-dominantes Parkinsonsyndrom (Singleton et al. 2003). Der
Krankheitsverlauf wird durch die a-Synuclein-Uberexpression beeinflusst und verlduft
schwerwiegender und progressiver als bei der sporadischen Parkinsonerkrankung.
Klinisch zeigt sich ein frither Erkrankungsbeginn mit schwerer Demenz und autonomer

Dysfunktion.

1.5. Oligomere und Fibrillen von a-Synuclein

Bei der Pathogenese der Synucleinopathien wird der Aggregation von a-Synuclein eine
zentrale Bedeutung zugeschrieben (Roberts und Brown 2015). Unter physiologischen
Bedingungen liegt a-Synuclein als wasserlosliches, ungefaltetes Protein vor (Maroteaux
und Scheller 1991). Uber Oligomerisation und Fibrillierung kann es unldsliche
Proteinaggregate bilden, die den hauptsdchlichen Bestandteil von Lewy-Korperchen
ausmachen.

Dabei erfolgt die Aggregation von o-Synuclein {iiber verschiedene Stufen. Das
a-Synuclein-Monomer kann eine partiell gefaltete Konformation annehmen und sich

weiter zu Oligomeren verschiedener GroBe und Protofibrillen zusammenlagern
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(Uversky et al. 2001b). In Oligomeren liegt eine antiparallele B-Faltblattstruktur vor.
Bei weiterer Aggregation zu unloslichen Fibrillen organisieren sich die B-Strdnge zu
einer parallelen Anordnung (Celej et al. 2012).

Zunichst ging man davon aus, dass die Fibrillen von a-Synuclein toxisch seien. Neuere
Untersuchungen belegen, dass oligomere und protofibrillire a-Synuclein-Formen
pathogene FEigenschaften besitzen und den krankheitsassoziierten Nervenzelltod
vermitteln (Conway et al. 2000, Periquet et al. 2007). Es konnte gezeigt werden, dass
Protofibrillen und nicht fibrillire Ablagerungen zur Beschddigung des Golgi-Apparates
und zum Zelltod fiihren (Gosavi et al. 2002).

Ring-like ﬁl =) —
Ca* \\- m)mm,,\ ¥ Membrane-bound

monomer

SN B-sheet-rich
(/ \'/{:'j}:'] intermediates Amyloid fibrils

Small amyloid
~— Oligomers /_ﬁhrils A Lewy body
Propagating & x _ & —E= 2
dimer & - ~ - TN
R — =
Unfolded e E ¢— (G- -
monomer /V ((“/“ Y
—
o \ Non-propagating
dimer
B
-

Abbildung 2: Schematische Darstellung der a-Synuclein-Aggregation (modifiziert nach
Lashuel et al. 2013).

2. Synucleinopathien

Synucleinopathien gehéren zu einer Gruppe von neurodegenerativen Erkrankungen,
denen eine Fehlfaltung von a-Synuclein zugrunde liegt. Als Folge kommt es zu
pathologischen Ablagerungen des veridnderten a-Synucleins im Gehirn (Uversky 2007).
Die Proteinablagerungen finden sich intraneuronal als Hauptbestandteil von
Lewy-Korperchen und Lewy-Neuriten oder als zytoplasmatische Einschliisse in der
Oligodendroglia. Zu den Synucleinopathien gehdren der Morbus Parkinson (PD), die
Lewy-Korperchen-Demenz (DLB) und die Multisystematrophie (MSA).

13
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Abbildung 3: Elektronenmikroskopische Aufnahmen aus dem Mittelhirn bei PD (A-C),
MSA (D) (modifiziert nach den Dunnen 2013)

L

A Hématoxilin-Eosin-Farbung (HE) der Substantia nigra mit dem Untergang
neuromelaninhaltiger, dopaminerger Nervenzellen und der Phagozytose von
Neuromelanin (Pfeile)

B Neuron mit zwei Lewy-Korperchen (kreisrunde eosinophile Zytoplasmaeinschliisse,
bestehend aus a-Synuclein)

C a-Synuclein-Farbung eines Lewy-Korperchens (langer Pfeil) und von Lewy-Neuriten
(kurze Pfeile)

D a-Synuclein-positive Einschliisse in Neuronen (langer Pfeil) und Oligodendrozyten

(kurze Pfeile)

2.1. Morbus Parkinson

Der PD ist die hiufigste neurodegenerative Erkrankung mit Bewegungsstorungen des
hoheren Lebensalters. Er ist durch den progredienten Verlust von Neuronen und den
Nachweis von Lewy-Kdorperchen und Lewy-Neuriten der Substantia nigra und anderer

subkortikaler Systeme gekennzeichnet.
Der Erkrankungsbeginn liegt meist zwischen dem 55. und 65. Lebensjahr. Ausnahmen

bilden die familidren Parkinson-Syndrome, die sich in frithem oder sogar juvenilem

Alter manifestieren.

14



Als Folge des Verlustes dopaminerger Neuronen kommt es zu motorischen Stérungen.
Die vier Kardinalsymptome Bradykinesie, Tremor, Rigor, Gang- und
Gleichgewichtsstorungen kennzeichnen das klinische Bild der Erkrankung (Koller und
Montgomery 1997). Zu weiteren Positivkriterien flir die Diagnose PD zdhlen ein
asymmetrischer Krankheitsbeginn und gutes Ansprechen auf Levodopa. Auch
vegetative Dysfunktionen und Depression gehdren zu den ersten klinischen
Symptomen. In 24% bis 31% der Félle kommt es bei den Erkrankten zu einer Demenz
(Aarsland et al. 2005). Das Risiko, eine Demenz zu entwickeln, ist bei Patienten mit
spatem Krankheitsbeginn oder einer hypokinetisch-rigiden Verlaufsform der
Erkrankung erhoht. Das Auftreten einer Demenz korreliert signifikant mit einer
kiirzeren Uberlebenszeit. Psychiatrische Beeintrichtigungen wie Psychosen mit
optischen Halluzinationen treten im fortgeschrittenen Krankheitsverlauf bei 25% der

Patienten auf (Farlow et al. 2014).

2.2. Lewy-Korperchen-Demenz

Die DLB tritt meist sporadisch auf und gilt mit einer Pravalenz von 20% bis 36% als die
zweithdufigste Demenzform nach der senilen Demenz vom Alzheimer-Typ (Rahkonen
et al. 2003, Aarsland et al. 2008). Die Symptomatik beginnt nach dem 65. Lebensjahr.
Nach der Diagnosestellung betrigt die mittlere Krankheitsdauer 6-7 Jahre.

Die DLB ist durch eine fluktuierende, kognitive Stérung, motorische
Parkinson-Symptome und eine schlechte Vertrdglichkeit von Neuroleptika
gekennzeichnet. Typisch sind zudem psychotische Symptome wie visuelle bzw.
szenische Halluzinationen.

Neuropathologisch ist die DLB durch zahlreiche Lewy-Koérperchen in den
Basalganglien, im Hirnstamm, limbischem Kortex (limbische DLB) und Neokortex

(kortikale DLB) charakterisiert.
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2.3. Multisystematrophie

Die MSA ist eine seltene neurodegenerative Erkrankung des fortgeschrittenen
Lebensalters mit rasch progredientem Verlauf. Frither wurde die MSA entsprechend der
klinischen Symptomatik und den pathomorphologischen Verdnderungen unter den
Begriffen ,,Shy-Drager-Syndrom* (SDS), ,,olivopontozerebellire Atrophie® (OPCA)
und ,striatonigrale Degeneration” (SND) gefiihrt und 1969 zu einem Oberbegriff

zusammengefasst (Graham und Oppenheimer 1969).

Die Erkrankung manifestiert sich meist um das 50. Lebensjahr (Spanne: 45-70 Jahre).
Klinisch ist die MSA durch neurologische Symptome und autonome Stérungen
gekennzeichnet. Eine Demenz tritt typischerweise nicht auf. Als weitere klinische
Abgrenzung zum PD dient zudem das fehlende bzw. unzureichende Ansprechen auf
Levodopa.

Abhéngig von der fiihrenden Klinik wird zwischen einem Parkinson-Typ (MSA-P) mit
vordergriindiger Parkinsonsymptomatik und einem zerebelliren Typ (MSA-C) mit
Kleinhirnataxie differenziert (Gilman et al. 1998).

Morphologisch zeichnet sich die MSA durch die Neurodegeneration verschiedener
subkortikaler Systeme und zytoplasmatische Einschliisse in den Oligodendrozyten aus,
die Ablagerungen von fehlgefaltetem o-Synuclein enthalten (Wenning und Jellinger

2005).

3. Neurodegenerative Erkrankungen

Mit der steigenden Lebenserwartung der Bevolkerung gewinnen neurodegenerative
Erkrankungen, deren rechtzeitige Diagnose und Therapie zunehmend an Bedeutung.
Neurodegenerative Erkrankungen sind meist progrediente, erblich oder sporadisch
auftretende Erkrankungen des Nervensystems. Mit Ausnahme genetisch bedingter
Formen kommen neurodegenerative Erkrankungen iliberwiegend im fortgeschrittenen
Lebensalter vor. Hauptmerkmal ist der fortschreitende Funktionsverlust und Ausfall von

Neuronen. Dies fiihrt zu neurologischen Krankheitsbildern wie der Demenz (z.B.
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Alzheimer-Demenz (AD)) oder den Bewegungsstorungen (z.B. Parkinson-Krankheit
oder Chorea Huntington). Sind motorische Nervenzellen im Riickenmark betroffen,
kommt es zu Muskelhypotonie und -atrophie und letztlich zu Paresen (z.B. spinale

Muskelatrophie).

Auch wenn neurodegenerative Erkrankungen unterschiedliche klinische Phénotypen
haben, beruhen sie auf sehr dhnlichen molekularen Mechanismen. Charakteristisch sind
fehlgefaltete Proteine, die aggregieren und sich in Neuronen und Glia ablagern.
Entsprechend ihrer molekularbiologischen Verdnderungen werden neurodegenerative
Erkrankungen  in  Synucleinopathien, = Tauopathien,  Polyglutamin-  und

Prionerkrankungen und motorische Systemdegenerationen eingeteilt (Jellinger 2003a).

Demenzerkrankungen beginnen meist schleichend mit dem Verlust von kognitiven
Fahigkeiten. Beim Auftreten erster Symptome ist eine dtiologische Zuordnung aufgrund
des heterogenen Spektrums der zugrunde liegenden Erkrankungen und der
iiberlappenden klinischen Symptomatik schwierig. Die richtige Diagnose anhand des
klinischen Bildes bleibt auch im fortgeschrittenen Stadium unsicher und ist in iiber 12%
der Fille nicht zutreffend (Klatka et al. 1996). Eine auf Autopsiebefunden basierende
Studie zeigte, dass die klinische Diagnose der AD nur in 78% der Fille
neuropathologisch  bestétigt wird. Am haufigsten wird die DLB als AD
fehldiagnostiziert (Shim et al. 2013). Eine definitive Diagnose kann erst nach

autoptischer Untersuchung des Gehirns gestellt werden.

In Anbetracht der demographischen Entwicklung der Industrienationen und der damit
verbundenen Zunahme der Zahl &lterer Menschen gewinnt die Identifikation
krankheitsspezifischer Biomarker an Bedeutung. Ziel ist es, Therapien zu entwickeln,
die frith in den Krankheitsverlauf eingreifen oder die Manifestation der Erkrankung

verhindern konnen.
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4. Enzyme-linked Immunosorbent Assay

Der Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) bezeichnet ein immunologisches
Nachweisverfahren, das im Gegensatz zum Radioimmunoassay nicht auf einer
Radioaktivititsmessung, sondern auf einer enzymatischen Farbstoffreaktion und
nachfolgenden Extinktionsmessung basiert. Die Einsatzmoglichkeiten von ELISA sind
vielseitig. Insbesondere im Bereich der Lebensmittelanalytik, Umweltanalytik und
medizinischen In-vitro-Diagnostik handelt es sich um ein verbreitetes Verfahren.
Es werden drei ELISA-Methoden unterschieden:

* direkter ELISA

* indirekter ELISA

* kompetitiver ELISA

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Sandwich-ELISA, eine Form des indirekten
ELISA, angewandt. Dabei wird die Platte zundchst mit einem Beschichtungsantikorper
belegt. Nach Zugabe und Bindung des Antigens an den Beschichtungsantikdrper kann
die Detektion mit einem zweiten Antikorper, dem Primérantikorper, erfolgen. Da die
Beschichtungs- und Primérantikorper verschiedene Epitope des Antigens erkennen,
bilden sie so einen Antikorper-Antigen-Antikdrper-Komplex (Sandwich). Der
Nachweis des Komplexes erfolgt iliber einen konjugierten Sekundérantikdrper und
anschlieBende enzymatische Farbreaktion. Hierbei wird ein farbloses Substrat zu einer
farbigen Verbindung umgesetzt und mittels ELISA-Reader gemessen und quantifiziert.

Je mehr Antigen in einer Probe enthalten ist, desto intensiver ist die Farbreaktion.

Enzymreaktion ———— » %

Streptavidin - Biotin ——»

Sekundarantikorper —»*

Primarantikorper ———
a - Synuclein —— ™ ‘

Beschichtungsantikérper—»
LA AL R

Abbildung 4: Schematische Darstellung des Sandwich-ELISA (Quelle: eigene Darstellung)
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5. Zielsetzung der Arbeit

Das Ziel der Arbeit war die Entwicklung eines ELISA zum Nachweis von humanem
a-Synuclein im Plasma. Dazu mussten zundchst die optimalen Bedingungen des

ELISA-Testverfahrens festgelegt werden.

Nach Etablierung des ELISA sollten Aussagen zu folgenden Punkten getroffen werden:
(1) Ermittlung der Referenzwerte fiir die Plasmakonzentration von a-Synuclein in
einem Normalkollektiv

(2) Untersuchung eines moglichen  Zusammenhangs zwischen  der
Plasmakonzentration von a-Synuclein, dem Alter und dem Geschlecht der Probanden
(3)  Vergleich der Plasmakonzentration von o-Synuclein zwischen gesunden

Probanden und Patientenkollektiven mit AD und DLB

6. Arbeitshypothesen

(1) Die Privalenz von Synucleinopathien steigt mit zunehmendem Lebensalter. Es
ist anzunehmen, dass a-Synuclein auch beim Alterungsprozess von Gesunden
eine physiologische Rolle spielt und die a-Synucleinkonzentration im Plasma
mit dem Alter zunimmt.

(2) a-Synuclein ist mafigeblich an der Entstehung von Synucleinopathien beteiligt.
Es ist davon auszugehen, dass die a-Synucleinkonzentration im Plasma bei
Synucleinopathien pathologisch erhoht ist. Dies wiirde den Einsatz von

a-Synuclein als diagnostischen Biomarker ermoglichen.
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II Material und Methoden

1. Material

1.1. Antikorper und Antigene

1.1.1. Monoklonale Antikorper

Mouse anti-a-Synuclein Antikorper, Klon Syn211 Zymed

Monoclonal mouse anti-rabbit IgG (y-chain specific)-Biotin Sigma

1.1.2. Polyklonale Antikorper

Anti-o/B/y-Synuclein Antikorper, Klon F1-140 Santa Cruz

Anti-o/B-Synuclein Antikdrper, Klon N-19 Santa Cruz

Goat anti-rabbit IgG (whole molecule) peroxidase-conjugate ~ Sigma

Goat anti-rabbit IgG (whole molecule)-Biotin Sigma

Rabbit anti-goat IgG (whole molecule)-Biotin Sigma

Tabelle 1: Verwendete Antikérper gegen a-Synuclein

Bezeichnung Epitope Wirt Reaktivitét

mouse anti-a-Synuclein, | Aminosduren 121-125 von | monoclonal, human

Klon Syn211 humanem a-Synuclein mouse

anti-o/p/y-Synuclein, Aminosduren 1-140 von polyclonal, human, rat,

IgG, Klon F1-140 humanem a-, B- und y- rabbit mouse
Synuclein

anti-a/B-Synuclein, IgG, | N-Terminus des humanen polyclonal, goat | human, rat,

Klon N-19 a- und B-Synucleins mouse
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1.2. Probandenkollektiv

Die Untersuchungen wurden im Rahmen des Ethikantrages 314/2006 durchgefiihrt.

1.2.1. Normalkollektiv

Ziel war es, die Plasmakonzentration von a-Synuclein in einem Normalkollektiv zu
ermitteln. Nach Aufkldarung und miindlicher Einwilligung erfolgte die Entnahme der
Blutproben. Aus einem Kollektiv von gesunden Blutspendern des Instituts fiir Klinische
und Experimentelle Transfusionsmedizin des Universitédtsklinikums Tiibingen wurden

95 Plasmaproben aliquotiert und bei -20 °C gelagert.

1.2.2. Patientenkollektiv

Die Patientenproben aus der Universitétsklinik fiir Psychiatrie und Psychotherapie der
Eberhard Karls Universitdt Tiibingen bestanden aus 10 Patienten mit DLB, 10 Patienten
mit AD und 10 gesunden Kontrollpersonen &hnlichen Alters ohne klinische
Demenzanamnese.

Die Diagnosestellung der AD-Patienten erfolgte durch einen Psychiater der Klinik nach
anerkannten Kriterien des ICD-10, DSM-IV und der NINCDS-ADRDA (National
Institute of Neurological and Communicative Disorders and Stroke-Alzheimer’s
Disease and Related Disorders Association). Zur FEinteilung in die Gruppe der
DLB-Patienten dienten die klinischen Kriterien von McKeith et al. Der Schweregrad der
Demenz wurde anhand des Mini-Mental-Status-Tests (MMST) erfasst. Von der Testung
ausgeschlossen wurden Patienten, bei denen eine zerebrovaskuldre Erkrankung
bildgebend gesichert war, oder die an einer kdrperlichen oder geistigen Behinderung
litten, die zu einer Beeintrachtigung des klinischen Krankheitsbildes flihrte bzw. hétte

fithren konnen.
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1.3. Antigene

Die Synuclein-Proteine wurden rekombinant in E. coli synthetisiert und von Professor

T. Jovin (Max-Planck-Institut fiir biophysikalische Chemie, Gottingen) zur Verfligung

gestellt. Folgende Synuclein-Proteine kamen zum Einsatz:

*  Wildtyp a-Synuclein homo sapiens, a-Syn AS

*  Wildtyp B-Synuclein homo sapiens, B-Syn AS

* Mutante des humanen a-Synucleins durch Austausch von Glutaminsdure an

Position 46 durch Lysin, E46K

1.4. Chemikalien, Puffer und Losungen

Bezeichnung Zusammensetzung/ Firma
Natriumchlorid NaCl/ Merck
Kaliumchlorid KCl/ Merck
Natriumhydroxid NaOH/ Merck
Kaliumdihydrogenphosphat KH,PO4/ Merck
Dinatriumhydrogenphosphat-2-hydrat Na,HPO, x 2 H,O / Merck
Salzsdure HCI/ Merck

Ampuwa” Wasser H,O/ Fresenius Kabi
Karbonatpuffer-Kapseln (pH 9,6) Na,CO3/ Sigma
Magermilchpulver Sucofin

Gelatine (porcine skin), Typ A, ca.175 Sigma

Bloom

Tween®™ 20 Polyoxyethylensorbitan-monolaurat / Sigma

Streptavidin-POD Conjugate

Roche

BDNF

R&D Systems

TMB, gebrauchsfertig

Tetramethylbenzidine/ Sigma

Trizma® base

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan/ Sigma
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PBS (PH 7,4) HPO,* und H,PO,~

Wasser demineralisiert, nicht keimfrei Carl Roth

Schwefelséure H,SO4/ Universitédtsapotheke Tiibingen
BSA Sigma

Ziegenserum Sigma

Bikarbonatpuffer, pH 9.6

Den Inhalt der Bikarbonat-Kapseln in destilliertem Wasser bei 25 °C aufldsen.

PBS- Puffer (Phosphatgepufferte Salzlosung), pH 7.2

NaCl 137 mM
KCl 2,7 mM
Na,HPO4 8,1 mM
KH,POg4 1,5 mM

in 1000 ml destilliertem Wasser losen und vor Gebrauch mit Salzsdure auf einen

pH-Wert von 7,2 einstellen.

TBS- Losung (Trispuffer)
NaCl 150 mM
Tris 7,7 mM

in 1000 ml destilliertem Wasser losen und vor Gebrauch mit Salzsdure auf einen

pH-Wert von 7,3 einstellen.

Waschldsung
0,05% Tween® 20 in PBS

Probenpuffer und Blockierlosung

TBS mit unterschiedlichen Tween® 20-Konzentrationen

23




1.5. Spezielle Verbrauchsmaterialien und Apparaturen

Mikrotiterplatten:

96 Well Immuno Platten MaxiSorp
96 Well Immobilizer Amino Platten

Eppendorfgefilie

Pipetten und Pipettenspitzen
Mehrkanalpipetten
CryoTubes 3,6 ml

Falcon Tubes 50 ml
Becherglas

Messzylinder

Parafilm

Riihr-, Heizgerét, Typ MR 02
Digitales pH-Messgerit
Medizinische Messwaage
Elektophorese-Messgerit
Microplate Washer

Vortex Mixer

Zentrifuge, Multifuge 3 L-R
ELISA-Reader

1.6. Software

SoftMax Pro Version 5.3
Microsoft Excel 2010

Open-Source-Programm R 3.0.1

24

Nunc

Nunc

Greiner

Eppendorf, Sarstedt, Greiner
Eppendorf

Nunc

Becton Dickinson

Schott Duran

Hirschmann Duran, Vitlab,
Stabil Kavalier

Pechiney Plastic Packaging
Heidolph

WTW

Sartorius GmbH

Biometra

Bio-Rad

NeoLab

Kendro Laboratory Products

Tecan Sunrise

Molecular Devices Corporation
Microsoft

R Project



2. Methoden

Zur Quantifizierung von a-Synuclein in humanem Plasma wurde ein Sandwich-ELISA
entwickelt.

Die Mikrotiterplatten wurden zunichst mit einem Beschichtungsantikorper belegt, der
gegen a-Synuclein gerichtet ist. Nach dem Blockieren freier Bindungsstellen erfolgte
die Probeninkubation mit a-Synuclein-Standards bzw. der Plasmaprobe. Durch die
Bindung eines zweiten Antikdrpers, dem Primarantikdrper, an a-Synuclein entstand ein
Antikorper-Antigen-Antikorper-Komplex. Die Detektion erfolgte mit einem
konjugierten (biotinylierten) Antikorper, der durch eine Enzymreaktion nachgewiesen
wurde. Nach Hinzugabe der Stopplosung konnte die optische Dichte mittels Photometer
(ELISA-Reader) bestimmt werden.

Fiir die Auswertung wurden Standardlosungen mit bekannter a-Synucleinkonzentration
mitgefithrt. Durch den Vergleich mit einer Standardkurve konnte das Antigen
quantifiziert und damit die Konzentrationen von a-Synuclein in den Plasmaproben
berechnet werden. Bei der Standardkurve war darauf zu achten, dass die zu erwartenden
a-Synucleinkonzentrationen im linearen Messbereich der Standardkurve lagen.

Als interne Kontrollen wurden bei jedem Versuch die Standardplasmen NI1-N3

mitgetestet, was einen spateren Abgleich der verschiedenen Versuchstage ermdglichte.

2.1. Auswahl der Mikrotiterplatten

Es wurden die Immobilizer Amino Platten und die MaxiSorp Platten der Firma Nunc
getestet. MaxiSorp und Immobilizer Amino Platten bestehen aus einer
Polystyroloberfliche mit unterschiedlichen Bindungskapazititen. MaxiSorp Platten
haben eine hohe Affinitit zu Molekiilen mit hydrophilen und hydrophoben Regionen,
wie sie bei Proteinen und Antikdrpern vorkommen. Bei Immobilizer Amino Platten
wird durch eine spezielle photochemische Vorbehandlung ein Ethylenglycol-Spacer mit
einer stabilen Ladung an die Platten gebunden. Mit Hilfe dieses Spacers kann man
Proteine und Peptide durch Kopplung mit nukleophilen Gruppen kovalent an die Platte
binden. Dies bedingt eine sehr stabile Beschichtung und liefert ein hohes

Signal-Rausch-Verhéltnis.
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2.2. Beschichtungsantikorper

Die Mikrotiterplatten wurden mit einem gegen o-Synuclein gerichteten Antikdrper
beschichtet. Dazu wurde monoklonaler mouse anti-a-Synuclein Antikorper bzw.
polyklonaler anti-o/p/y-Synuclein Antikérper in verschiedenen Konzentrationen (0,5, 1,
2, 4 und 5 pg/ml) einem Karbonatpuffer (pH 9,6) oder PBS (pH 7,2) zugegeben. Als
Negativkontrolle diente eine Pufferlosung ohne Antikorper. Die Mikrotiterplatten
wurden luftdicht verschlossen und iiber Nacht (maximal 18 Stunden) bei 4 °C inkubiert.
Der pH-Wert ist bei der Beschichtung der Platten zu beriicksichtigen, da dieser die
rdumliche Struktur und damit die Immobilisierungseigenschaften des Antikorpers

beeinflusst.

Bei dem anti-o/B/y-Synuclein Antikdrper liegt die empfohlene Konzentration des
Herstellers fiir ELISA Anwendungen zwischen 0,067 pg/ml und 6 pg/ml.

Fiir den mouse anti-o-Synuclein Antikdrper der Firma Zymed wird vom Hersteller
keine Konzentration fiir ELISA Anwendungen empfohlen. In der Praxis liegen diese

meist zwischen 1-5 pg/ml.

2.3. Waschvorgang der Mikrotiterplatten

Nach Ablauf der Inkubationsphase folgte das dreimalige Waschen der Mikrotiterplatten
mithilfe eines automatischen Mikrotiterplatten-Washers. Die Kavititen wurden mit
Waschpuffer PBS/T (PBS-Losung mit 0,05% Tween® 20) gewaschen, um nicht
adsorbierte Antikorper zu losen. Um {iiberschiissige Fliissigkeit restlos zu entfernen,
wurden die Platten auf saugfahigem Zellstoff ausgeklopft.

Die Waschschritte erfolgten nach jedem Inkubationsschritt in verschiedenen

Wiederholungen.
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2.4. Auswahl der Blockierlosung

Die Oberflichen von ELISA-Platten sind dahingehend optimiert, dass eine moglichst
gute Bindung von Antikorpern bzw. Proteinen erreicht wird. Neben dem
Beschichtungsantikdrper konnen dadurch aber auch andere Antikdrper und Proteine gut
an die Mikrotiterplatten binden, was zu einem hohen Hintergrundsignal oder falschen
Ergebnissen fithren kann. Um unspezifische Bindungen zu reduzieren, werden
Blockierlosungen eingesetzt, die der Absittigung freier Bindungsstellen auf den
Mikrotiterplatten dienen.
Es wurden verschiedene Blockierlosungen getestet.

* PBS mit 0,3% Tween” 20

* 5%, 10%, 20% Magermilch in PBS/T

* 1% Ziegenserum in PBS/T

* 0,5%, 1%, 2%, 2,5% Gelatine Typ A in PBS/T

* 1%, 2,5% Gelatine Typ A jeweils mit 1% BSA in PBS/T

2.5. Standards und Proben

Standards und verdiinnte Plasmaproben wurden im Doppel- oder Dreifachansatz

untersucht.

2.5.1. Plasma

Die Plasmaproben wurden unverdiinnt oder mit TBS/T verdiinnt im Verhiltnis 1:5 bis

1:1600 verwendet.
Zur Bestimmung der Wiederfindungsrate wurden bekannte Mengen von a-Synuclein

einer Plasmaprobe zugesetzt und mittels ELISA gemessen. Im Anschluss wurden die

wiedergefundenen Mengen von a-Synuclein mit den zugesetzten Mengen verglichen.
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2.5.2. a-Synuclein

a-Synuclein wurde entsprechend einer Standardreihe, bestehend aus mehreren
Verdiinnungsstufen, mit dem Losungspuffer TBS/T gemischt. Die Konzentrationen
lagen zwischen 0,3 pg/ml und 500 pg/ml. Um falsch positive FErgebnisse
auszuschliefen, wurde als Negativkontrolle TBS/T ohne Antigen mitgefiihrt.

Zur Priifung der Spezifitit des ELISA wurden BDNF und B-Synuclein verwendet.
BDNF wurde in einer Konzentration von 50 ng/ml eingesetzt, B-Synuclein auf 10 ng/ml

verdiinnt.

Zur Untersuchung der Stabilitdt von a-Synuclein-Standards wurde a-Synuclein in einer
Konzentration von 5, 10 und 20 ng/ml in TBS-Losung im Wasserbad bei 37 °C bzw.
55 °C fiir 3 Tage inkubiert. Die einzelnen Ansédtze wurden nach 3 Stunden, 10 Stunden,
1 Tag, 2 Tagen und 3 Tagen entnommen und bis zur weiteren Untersuchung bei -20 °C
gelagert.

Um eine Protofibrillenbildung zu vermeiden, wurden die Losungen hochstens zwei Mal

eingefroren.

2.6. Primirantikorper

Als Primirantikorper wurden der polyklonale anti-a/f/y-Synuclein Antikorper, der
anti-o/pB-Synuclein  Antikorper oder der monoklonale mouse anti-o-Synuclein
Antikorper verwendet. Ein polyklonaler Antikorper erkennt mehrere Epitope von
a-Synuclein.

Der Primérantikorper wurde in den in Tabelle 2 aufgelisteten Verdiinnungen untersucht.
Der Verdiinnungspuffer TBS enthielt 0,1% Magermilch und/oder unterschiedliche
Konzentrationen an Tween® 20 (0,05%, 0,3%, 0,5% und 1%).

Die Mikrotiterplatten wurden 3 Stunden bei Raumtemperatur (RT) inkubiert.
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Tabelle 2: Verwendete Primiirantikorper in verschiedenen Verdiinnungen

Antikorper anti-a/B/y-Synuclein mouse anti-o- anti-o/B-Synuclein
Antikorper Synuclein Antikdrper | Antikorper
Verdiinnung | 1:1000 1:2000 1:1000
1:2000
1:4000

2.7. Konjugierter Sekundirantikorper

Sekundérantikdrper erkennen bestimmte Primérantikorper oder deren Bestandteile und
sind gegen die Spezies gerichtet, aus der der Primdrantikorper stammt. Deswegen sind
bei der Auswahl des Sekundirantikdrpers die Wirtspezies sowie die Klasse des
Primérantikdrpers zu beachten.

Es konnen polyklonale oder monoklonale Sekunddrantikérper verwendet werden.
Wihrend monoklonale Sekunddrantikérper meist aus der Maus stammen, werden
polyklonale Sekundérantikorper aus Kaninchen, Eseln, Schafen oder Ziegen gewonnen.
Viele Sekundérantikorper sind bereits konjugiert erhiltlich. Meist wird der Antikodrper

mit Fluoreszenzmarkern, Enzymen (z.B. Peroxidase (POD)) oder Biotin gekoppelt.
Um die unspezifischen Bindungen des Nachweissystems zu minimieren, wurden zum
Sekundérantikorper 0,1%, 2% oder 5% Magermilch zugefiigt. Die Inkubation mit dem

Sekundérantikdrper erfolgte 75 min lang bei RT auf dem Schiittler.

Tabelle 3: Verwendete Sekundiirantikorper in verschiedenen Verdiinnungen

Antikdrper | anti-rabbit IgG anti-rabbit IgG anti-goat IgG anti-rabbit IgG
(y-chain (whole (whole molecule)- | (whole molecule)
specific)-Biotin molecule)- Biotin peroxidase-

Biotin conjugate

Verdiinnung | 1:5000 1:1250 1:5000 1:5000
1:10000 1:5000
1:20000 1:10000

1:12500
1:20000
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2.8. Streptavidin-Peroxidase

Es wurden je Well 50 ul Streptavidin-POD 1:5000 zugegeben und iiber 35 min auf dem
Schiittler bei RT inkubiert.

Streptavidin, konjugiert mit POD, bindet an den biotinylierten Sekundarantikdrper. Die
POD katalysiert die Farbreaktion. Durch die mehrfache Biotinylierung des
Sekundérantikdrpers wird das Nachweissignal amplifiziert. Dadurch ldsst sich

a-Synuclein auch in geringen Konzentrationen nachweisen.

2.9. Farbreaktion und Messung der optischen Dichte

Das farblose Chromogen 3,3°,5,5’-Tetramethylbenzidine (TMB) wird in ein blaues
Zwischenprodukt umgewandelt, sodass sich die einzelnen Wells in quantitativer
Abhiangigkeit des nachzuweisenden Antigens in unterschiedlicher Intensitét farben.

Die enzymatische Farbreaktion wird nach ca. 20 min durch Zugabe von Schwefelsdure
gestoppt, wodurch das blaue Zwischenprodukt in einen gelben Farbstoff 3,3°5,5’-
Tetramethyl 1,1-4,4 Diimin iiberflihrt wird.

Dieser kann im Photometer bei 450 nm mit einer Referenzwellenlinge von 620 nm

gemessen werden.

2.10. Auswertung

Die Auswertung der Extinktionswerte erfolgte mit der Magellan-Software des
ELISA-Readers der Firma Tecan. Anhand der Standardkurve konnten die
a-Synucleinkonzentrationen unbekannter Proben festgelegt werden. Die statistische und
grafische Ausarbeitung wurde mit Microsoft Excel 2010, dem Open-Source-Programm

R 3.0.1. und dem Programm SoftMax Pro Version 5.3 durchgefiihrt.
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III Ergebnisse

1. Optimierung der Plattenbeschichtung

Um eine maximale Plattenbeschichtung zu erreichen, musste eine geeignete
Kombination aus dem  verwendeten  Plattenmaterial, der  eingesetzten
Antikorperkonzentration, dem Beschichtungspuffer und den Inkubationsbedingungen

gefunden werden.

1.1. Auswahl der geeigneten Mikrotiterplatte

Es wurden zwei Typen von Mikrotiterplatten getestet: Immobilizer Amino Platten und
MaxiSorp Platten.

Die Technologie der Immobilizer Amino Platten basiert auf einer Anthrachinon-Photo-
Kopplungsmethode, die ein einfaches, einstufiges Verfahren zur kovalenten Bindung
von Peptiden oder Proteinen darstellt. Diese starke kovalente Bindung bewirkt im
Gegensatz zu passiven Bindungen, dass gebundene Molekiile nicht abgeldst werden.
Unspezifische Bindungen an der Oberfliche der Platte werden wu.a. durch
Waschverfahren und die Anwendung einer detergenshaltigen Inkubationslésung

vermindert.

Bei der MaxiSorp-Oberfliche handelt es sich um eine spezielle
Oberflachenbeschichtung auf Polystyrolbasis mit einer hohen Affinitit fiir polare
Gruppen. Sie wird fir ELISA empfohlen, bei denen Glykoproteine an die

Kunststoffoberfldche gebunden werden sollen.

Beide Platten erwiesen sich als geeignet fiir den ELISA und ermoéglichten eine gut
auswertbare Standardkurve (vgl. Abbildung 5). Die Immobilizer Amino Platten zeigten
ein niedrigeres Hintergrundsignal (gemessene Extinktion bei der Leerwertkontrolle) als

die MaxiSorp Platten (vgl. Abbildung 6).
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14 ——Immobilizer
anti-a/B/y-Syn AK 1:1000

1,2 0,3% Tween
/// —&—|mmobilizer
1 anti-a/B/y-Syn AK 1:2000

0,3% Tween
==Immobilizer
anti-a/B/y-Syn AK 1:2000
1% Tween
—8&— MaxiSorp
anti-a/B/y-Syn AK 1:1000
0,3% Tween
=¥=MaxiSorp
anti-a/B/y-Syn AK 1:2000
0,3% Tween
0 - ' : ' | —0—MaxiSorp
0 10 20 30 40 anti-a/B/y-Syn AK 1:2000
a-Synuclein (ng/ml) 1% Tween

Abbildung 5: MaxiSorp Platten und Immobilizer Amino Platten. OD-Werte in Abhingigkeit
von der a-Synucleinkonzentration. Verschiedene Plattentypen und Verdiinnungen des
Primédrantikorpers mit unterschiedlichen Tween” 20-Konzentrationen. Doppelbestimmungen

mit Angabe des Mittelwerts.

B |mmobilizer
0,45 anti-a/B/y-Syn AK 1:1000
0,3% Tween

0,4 - B Immobilizer
0,35 anti-a/B/y-Syn AK 1:2000
0,3% Tween
0,3 = Immobilizer
o 025 anti-a/B/y-Syn AK 1:2000
e) 1% Tween
0,2 B MaxiSorp
anti-a/B/y-Syn AK 1:1000
0,15 0,3% Tween
0,1 B MaxiSorp
anti-a/B/y-Syn AK 1:2000
0,05 0,3% Tween
0 - = MaxiSorp
anti-a/B/y-Syn AK 1:2000
1% Tween

Abbildung 6: Hintergrundsignal verschiedener Mikrotiterplatten. Doppelbestimmungen

mit Angabe von Mittelwert und Standardabweichung.
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Weitere Versuche ergaben bei der Verwendung der MaxiSorp Platte eine hohere
Sensitivitdt bei gleichzeitig niedrigen Antigenkonzentrationen (0,3 bis 10 ng/ml
a-Synuclein) im Vergleich zur Immobilizer Amino Platte (vgl. Abbildung 7). Daher
wurden fiir alle folgenden Untersuchungen MaxiSorp Platten beschichtet.

0,9
0,8
0,7
0,6

B MaxiSorp

T B Immobilizer

0,3
0,2
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™
=)
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32,5
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6,25

o n o w
LN N

10
6,25

e
o

12,5
2,5
1,25
12,5
2,5
1,25 H

o
(a2}

a-Synuclein (ng/ml) |

Abbildung 7: Vergleich MaxiSorp Platten und Immobilizer Amino Platten. OD-Werte in
Abhingigkeit von der a-Synucleinkonzentration. Doppelbestimmungen mit Angabe von

Mittelwert und Standardabweichung.

1.2. Beschichtungspuffer und Konzentration des
Beschichtungsantikorpers

Um die optimale Plattenbeschichtung festzulegen, wurden verschiedene

Beschichtungspuffer und -antikdrper in unterschiedlichen Konzentrationen untersucht.

Als Beschichtungspuffer wurden ein PBS-Puffer (pH 7,2) und ein Karbonatpuffer (pH

9,6) verwendet.
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1.2.1. Auswahl des pH-Wertes

Die OD-Werte der Hintergrundsignale lagen eng beieinander. Bei dem Karbonatpuffer
(pH 9,6) waren niedrigere OD-Werte des Hintergrundsignals als bei dem PBS-Puffer
(pH 7,2) zu erkennen (vgl. Abbildung 8).

Die Beschichtung des Antikorpers mithilfe eines Karbonatpuffers zeigte im Vergleich
zum PBS-Puffer hohere OD-Werte. Bei beiden Beschichtungspuffern war eine
Abnahme der OD-Werte in Abhingigkeit von der a-Synucleinkonzentration zu sehen
(vgl. Abbildung 9).

0.7 B 1 ug/ml
pH 9,6
0,6
®2 ug/ml
05 pH 9,6
%5 ug/ml
0,4 pH 9,6
8 = 1 pg/ml
ug/m
03 pH 7,2
0,2 52 ug/ml
pH 7,2
0,1 15 ug/ml
pH 7,2
0
Abbildung  8: Hintergrundsignal bei verschiedenen Konzentrationen des

Beschichtungsantikorpers und unterschiedlichen pH-Werten. Verwendung des AK in den
Konzentrationen 1, 2 und 5 pg/ml. Vergleich Karbonatpuffer (pH 9,6) mit PBS-Puffer (pH 7,2).

Doppelbestimmungen mit Angabe von Mittelwert und Standardabweichung.
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B 50 ng/ml a-Syn

¥ 10 ng/ml a-Syn

5 ng/ml a-Syn

® 2,5 ng/ml a-Syn

= BDNF

lpg/ml 2pg/ml Spg/ml | lpg/ml 2ug/ml 5pug/ml

pH 9,6 pH 7,2

Abbildung 9: Verschiedene Konzentrationen des Beschichtungsantikorpers bei
unterschiedlichen pH-Werten. Verwendung des AK in den Konzentrationen 1, 2 und 5 pg/ml.
Vergleich Karbonatpuffer (pH 9,6) mit PBS-Puffer (pH 7,2). Doppelbestimmungen mit Angabe

von Mittelwert und Standardabweichung.

1.2.2. Auswahl des Beschichtungsantikorpers und seiner Konzentration

Beim Sandwich-ELISA standen zwei spezifische Antikdrper gegen o-Synuclein zur
Verfiigung: der Beschichtungsantikorper und der Primirantikorper. Diese beiden
Antikorper erkannten nicht die gleichen Epitope des Antigens.

Der monoklonale mouse anti-a-Synuclein Antikérper und der polyklonale
o/P/y-Synuclein  Antikérper wurden sowohl als Beschichtungs- als auch als

Primérantikdrper eingesetzt und miteinander verglichen.

1.2.2.1. Monoklonaler mouse anti-a-Synuclein Antikdrper

Die Platten wurden mit dem monoklonalen mouse anti-a-Synuclein Antikorper (Klon
Syn211) in unterschiedlichen = Konzentrationen beschichtet. Mit hdheren
Konzentrationen des Beschichtungsantikdrpers wurden hohere OD-Werte gemessen
(vgl.  Abbildung 10). Auch das  Hintergrundsignal —nahm  mit  der
Konzentrationserh6hung des Beschichtungsantikorpers zu (vgl. Abbildung 11).
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B 50 ng/ml a-Syn

B 10 ng/ml a-Syn

oD

=5 ng/ml a-Syn

® 50 ng/ml BDNF

0,5 pg/ml 1 pg/ml 2 pg/ml

Abbildung 10: Verschiedene Konzentrationen des Beschichtungsantikorpers Syn211.
Verwendung des AK Syn211 in den Konzentrationen 0,5, 1 und 2 pg/ml. Doppelbestimmungen

mit Angabe von Mittelwert und Standardabweichung.

1,8

1,6

1,4
Q0,5 ug/ml

1,2

B 1 pg/ml

oD

0,8 =2 pg/mi

0,6

0,4

0,2

Abbildung 11:  Hintergrundsignal bei verschiedenen Konzentrationen des
Beschichtungsantikérpers Syn211. Verwendung des AK Syn211 in den Konzentrationen 0,5,
1 und 2 pg/ml. Doppelbestimmungen mit Angabe von Mittelwert und Standardabweichung.
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Bei einer Erh6hung der Konzentration des Beschichtungsantikdrpers Syn211 auf {iber

2 pg/ml zeigte sich keine weitere Zunahme der Extinktionswerte (vgl. Abbildung 12).

3,5

B 50 ng/ml a-Syn

B 10 ng/ml a-Syn
5 ng/ml a-Syn

B 2,5 ng/ml a-Syn
" BDNF

lpg/ml 2pg/ml 4pg/ml | 1pg/ml 2ug/ml 4 pg/mi

5% Magermilch 1% Gelatine

Abbildung 12: Verschiedene Konzentrationen des Beschichtungsantikorpers Syn211 und
Verwendung unterschiedlicher Blockierlosungen. AK Syn211 in den Konzentrationen 1, 2
und 4 pg/ml. Vergleich 5% Magermilch und 1% Gelatine. BDNF als Kontrolle.

Doppelbestimmungen mit Angabe von Mittelwert und Standardabweichung.

Abbildung 13 ist zu entnehmen, dass bei erhohter Konzentration des
Beschichtungsantikdrpers Syn211 die unspezifischen Bindungen des Nachweissystems
zunahmen. Abweichend hiervon war das niedrige Hintergrundsignal bei einer
Konzentration von 2 pg/ml und einer Blockierung mit 1% Gelatine. Dies war am
ehesten auf eine fehlerhafte Bestimmung zuriickzufiihren.

Zusammengefasst ldsst sich sagen, dass sich durch eine Konzentrationserhohung des
Beschichtungsantikdrpers Syn211 iiber 2 pg/ml keine Verbesserung der Extinktion
mehr erreichen lieB. Dagegen kam es zu einer unerwiinschten Zunahme des
Hintergrundsignals. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde der Beschichtungsantikdrper

Syn211 in einer Konzentration von 1 pg/ml in den weiteren Versuchen verwendet.
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B 5 % Magermilch
2,5 1 pg/ml

B 5 % Magermilch
2 pg/ml

"5 % Magermilch

4 pg/ml
1,5 ] —
B 1 % Gelatine
1 pg/ml
1 | |
B 1 % Gelatine
2 pg/ml
0,5 [—— —
"1 % Gelatine
alBEaR

Abbildung  13:  Hintergrundsignal bei verschiedenen Konzentrationen des

oD

Beschichtungsantikorpers Syn211 und unterschiedlichen Blockierlésungen. Verwendung
des AK Syn211 in den Konzentrationen 1, 2 und 4 pug/ml. Vergleich 5% Magermilch und

1% Gelatine. Doppelbestimmungen mit Angabe von Mittelwert und Standardabweichung.

1.2.2.2. Polyklonaler o/p/y-Synuclein Antikdrper

Bei diesem Ansatz wurden die Platten mit dem o/p/y-Synuclein Antikdrper in
verschiedenen Konzentrationen beschichtet. Der mouse anti-o-Synuclein Antikdrper
diente in einer Verdiinnung von 1:2000 als Primédrantikdrper. Im ndchsten Schritt wurde
der anti-mouse-IgG Antikdrper biotinyliert in einer Verdiinnung von 1:10000
zugegeben.

Zur Ermittlung der geeigneten Menge an Beschichtungsantikorpern wurden
verschiedene Konzentrationen mit verschiedenen Antigen-Mengen kombiniert, sodass

ein direkter Vergleich moglich war (vgl. Abbildung 14).
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Abbildung 14: Beschichtung mit monoklonalem AK und polyklonalem AK. OD-Werte in
Abhingigkeit von der a-Synucleinkonzentration. Verwendung des monoklonalen AK Syn211
(durchgehende Linie) in den Konzentrationen 1, 2 und 4 pug/ml und des polyklonalen AK
(gestrichelte Linie) in den Konzentrationen 1, 2 und 5 pg/ml. Doppelbestimmungen mit Angabe

des Mittelwerts.

Durch Verwendung unterschiedlicher Beschichtungsantikorper kann sich die
Sensitivitdt eines ELISA dndern. Mit dem monoklonalen Beschichtungsantikdrper
lieBen sich 2- bis 3fach hohere OD-Werte als mit dem polyklonalen Antikorper messen
(vgl. Abbildung 14). Um ein hohes Hintergrundsignal zu vermeiden, wurde der
monoklonale Antikérper in den nachfolgenden Versuchen in einer Konzentration von
1 ng/ml verwendet (vgl. Tabelle 4). Der polyklonale Antikdrper zeichnete sich auch in
hoheren Konzentrationen durch ein niedriges Hintergrundsignal aus.

Beim Beschichten mit dem monoklonalen Antikdrper konnte im Vergleich mit dem

polyklonalen Antikorper eine hohere Sensitivitdt erreicht werden.
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Tabelle 4: Verschiedene Konzentrationen der verwendeten Beschichtungsantikérper. OD-

Werte in Abhdngigkeit von Beschichtungsantikorpern und ihrer Konzentration.

Antikorper Polyklonaler anti-o/B/y-Synuclein Monoklonaler mouse anti-a-
AK Synuclein AK

Konzentration 1 pg/ml 2 pg/ml 5 ng/ml 1 pg/ml 2 pg/ml 4 pg/ml

Beschichtungs-AK

Mittelwert 0,451 + 0,515 + 0,430 + 0,419 + 1,555 + 2,066 +

Hintergrundsignal 0,040 0,018 0,026 0,016 0,094 0,019

Mittelwert o- 0,741 + 0,68 + 0,578 + 1,240 + 2,238 + 2,986 +

Synuclein- 0,289 0,165 0,147 0,822 0,683 0,92

konzentration von

2,5 ng/ml

2. Auswahl der Blockierlosung, des Wasch- und Verdiinnungspuffers

2.1. Blockierlosung

Die Oberflichen von Mikrotiterplatten sind dahingehend modifiziert, dass eine
moglichst hohe Adsorption von Proteinen bzw. Antikorpern erreicht wird. Dadurch
konnen auch unspezifische Proteine wie Sekundérantikdrper, Analyten oder andere
Bestandteile der Probe an diese Oberfldchen binden. Falsch positive Ergebnisse sind
dadurch moglich.

Nach Beschichten der Mikrotiterplatten miissen deshalb freie Bindungsstellen blockiert

werden, um unerwiinschte Adsorptionen zu vermeiden.
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H Gelatine 1%

oD

B Gelatine 0,5%

-1
50 10 5 | |

a-Synuclein (ng/ml) | BDNF |

Abbildung 15: Blockierléosung mit verschiedenen Gelatinekonzentrationen. Verwendung
von 0,5% und 1% Gelatine. OD-Werte in Abhéngigkeit von der Antigenkonzentration.

Doppelbestimmungen mit Angabe von Mittelwert und Standardabweichung.

Mit dem Ziel, unspezifische Bindungen zu reduzieren wurden verschiedene
Blockierlosungen wie Gelatine, BSA und Magermilchpulver in unterschiedlichen

Konzentrationen getestet. Alle Blockierlosungen enthielten 0,3% Tween® 20.

Bei der Testung von 0,5% und 1% Gelatine als Blockierlosung war eine
Extinktionsabnahme in Abhédngigkeit von der a-Synucleinkonzentration zu erkennen
(vgl. Abbildung 15). Die 1% Gelatine lieferte im oberen Konzentrationsbereich hohere
OD-Werte. Eine Abweichung des Messergebnisses gab es bei einer Konzentration von
5 ng/ml a-Synuclein, da hier die Extinktion nach Abzug des Hintergrundsignals negativ
wurde und somit keine spezifischen Bindungen mehr gemessen werden konnten. Dies
war am ehesten auf Fehler bzw. Ungenauigkeiten beim Pipettieren zuriickzufiihren.

Im Vergleich wurde mit der 0,5% Gelatine ein niedrigeres Hintergrundsignal als mit der

1% Gelatine erreicht.

41
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Gelatine 2,5 % Gelatine 2,5% Gelatine1 % Gelatine 1%
mit BSA ohne BSA mit BSA ohne BSA

0,5

oD
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Abbildung 16: Blockierlésung mit verschiedenen Gelatinekonzentrationen mit und ohne

BSA. Doppelbestimmungen mit Angabe von Mittelwert und Standardabweichung.

Abbildung 16 ist zu entnehmen, dass verschiedene Gelatinekonzentrationen mit und
ohne 1% BSA als Blockierlosung nicht geeignet waren. Ein sehr hohes
Hintergrundsignal zwischen 2,00 = 0,058 und 3,12 + 0,263 sowie negative und niedrige
Extinktionen nach Abzug des Hintergrundsignals lieBen darauf schlieBen, dass

hauptsichlich unspezifische Bindungen gemessen wurden.

T N Gelatine 1 %

B Gelatine 2,5 %

oD

Magermilch 5 %

50 10

a-Synuclein (ng/ml) BDNF

-0,5

Abbildung 17: Verschiedene Blockierlosungen. Doppelbestimmungen mit Angabe von

Mittelwert und Standardabweichung.
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In weiteren Versuchen wurden verschiedene Gelatinekonzentrationen mit 5%
Magermilch verglichen. Unter Verwendung von 5% Magermilch war das
Hintergrundsignal am geringsten. Mit steigender Verdiinnung von a-Synuclein zeigte

sich ein gleichméBiger Abfall der Extinktion (vgl. Abbildung 17).

Das Blocken mit einer 1:1-Mischung aus 1% Gelatine und 5% Magermilch war
unzureichend. Im Vergleich hierzu konnte mit 1% Ziegenserum und 5% Magermilch

eine hohere Sensitivitidt mit 6-7fach geringerem Hintergrundsignal erreicht werden (vgl.
Abbildung 18).

2
1,5

1 T ¥ 5 ng/ml a-Syn
0,5 ¥ 2,5 ng/ml a-Syn

3
0 -
1,25 ng/ml a-Syn

-0,5

-1 = BDNF
-1,5

Magermilch 5 % Gelatine 1 % + Ziegenserum 1 %
Magermilch 5 %

Abbildung 18: Verschiedene Blockierlosungen. Doppelbestimmungen mit Angabe von

Mittelwert und Standardabweichung.

Aus den Abbildungen 19 und 20 geht hervor, dass mit hoéheren
Magermilchkonzentrationen keine weitere Reduktion der unspezifischen Bindungen
erreicht wurde.

Den Abbildungen ist auch zu entnehmen, dass eine niedrigere Konzentration des
Primirantikdrpers zwar zu einer Reduktion des gemessenen Hintergrundsignals fiihrte,

die lineare Beziehung zwischen Extinktion und o-Synucleinkonzentration jedoch

43



beeintrachtigt war. Die Festlegung der Konzentration des Primdrantikorpers wird unter
Abschnitt III, 5. ndher beschrieben.
Zusammenfassend konnten die besten Ergebnisse bei der Messung von humanem

a-Synuclein unter Verwendung von 5% Magermilch als Blockierlosung erzielt werden.

3,5 ¥ 10 ng/ml a-Syn
3 -
25 +—— =
a 21— B 5 ng/ml a-Syn
O 115 T | I
1 +— T == — |
05 +—— | | I | 2,5 ng/ml a-Syn
0

anti-a/B/y-Syn-AK  anti-a/B/y-Syn-AK | anti-o/B/y-Syn-AK  anti-a/B/y-Syn-AK
1:1000 1:2000 1:1000 1:2000

5% Magermilch | 10% Magermilch |

Abbildung 19: Blockierlosung mit unterschiedlichen Magermilchkonzentrationen und
verschiedenen Verdiinnungen des Primirantikérpers. Doppelbestimmungen mit Angabe

von Mittelwert und Standardabweichung.

2
1,8 T ¥ 5% Magermilch
16 anti-a/B/y-Syn-AK 1:1000
14 B 5% Magermilch
1,2 anti-o/B/y-Syn-AK 1:2000
a 1
O —
08 10% Magermilch
0'6 | anti-a/B/y-Syn-AK 1:1000
0,4 - B 10% Magermilch
0,2 - anti-a/B/y-Syn-AK 1:2000
0 -

Abbildung 20: Hintergrundsignal bei Blockierlosungen mit unterschiedlichen
Magermilchkonzentrationen und verschiedenen Verdiinnungen des Primirantikorpers.

Doppelbestimmungen mit Angabe von Mittelwert und Standardabweichung.

44



Bei dem Einsatz von Plasmaproben wurden folgende Blockierlosungen getestet: 1%,
2% und 2,5% Gelatine und 5%, 10% und 20% Magermilch. Bei allen verwendeten
Blockierlosungen nahm die Extinktion mit steigender Plasmaverdiinnung ab (vgl.
Abbildung 21). Die hochsten Extinktionswerte mit einer guten Abstufung bei
zunehmender Plasmaverdiinnung wurden mit 5% Magermilch erreicht.

Da 5% Magermilch mit Tween®” 20 insgesamt gute Ergebnisse bei einem niedrigen

Hintergrundsignal lieferte und zudem kostengiinstig war, wurde sie in dieser Arbeit

verwendet.
3,5
3 T

H Plasma 1:50
T ® Plasma 1:100
T Plasma 1:200

I
T ® Plasma 1:400
® Plasma 1:800
1% 2% 3% 5% 10% 20%
Gelatine Magermilch

Abbildung 21: Verschiedene Blockierlosungen mit Magermilch und Gelatine. Messung von
a-Synuclein im Plasma. Doppelbestimmungen mit Angabe von Mittelwert und

Standardabweichung.

2.2. Verdiinnungspuffer

Es wurden die unter Abschnitt II, 2.5., 2.6. und 2.7. aufgelisteten Verdiinnungspuffer
fiir die Standards und Proben sowie Antikdrper untersucht.

Mit einem Verdiinnungspuffer konnen Storeffekte durch unspezifische Bindungen,
Matrixeffekte und Kreuzreaktionen reduziert oder verhindert werden. Der
Verdiinnungspuffer mit Tween® 20 kann eine Blockierlosung zur Absittigung von

freien Bindungsstellen ersetzen.
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4,5
T
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17— " ®m5ng/ml Oligomer
0,5 — 1 — = —
0 - 10 ng/ml B-Syn

kein Zusatz 1% Magermilch 1% Gelatine BDNF Diluent

Abbildung 22: Verschiedene Verdiinnungspuffer fiir Standards wund Proben.

Doppelbestimmungen mit Angabe von Mittelwert und Standardabweichung.

In der vorliegenden Arbeit war kein positiver Effekt auf die Sensitivitdt des
ELISA-Tests durch den Einsatz eines Verdiinnungspuffers bei Standards und Proben zu
beobachten.

Der Verdiinnungspuffer TBS/T lieferte mit und ohne 1% Gelatine gleichwertige gute
Ergebnisse in Bezug auf Hohe und Linearitdt der Extinktionswerte (vgl. Abbildung 22)
und des Hintergrundsignals (vgl. Abbildung 23). 1% Magermilch und BDNF Diluent
fiihrten zu keiner Abstufung der Extinktionswerte, sodass davon auszugehen ist, dass

hier spezifische Bindungen blockiert wurden.
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Abbildung 23: Hintergrundsignal bei verschiedenen Verdiinnungspuffern fiir Standards

und Proben. Doppelbestimmungen mit Angabe von Mittelwert und Standardabweichung.

Ahnliche Ergebnisse waren beim Zusatz von Magermilch im Sekundirantikérper zu

beobachten (vgl. Abbildungen 24 und 25). Das niedrigste Hintergrundsignal konnte mit

TBS/T ohne Zusatz gemessen werden. Die Zugabe von Magermilch zu dem

Verdiinnungspuffer fiihrte zu keiner Verbesserung der Sensitivitét.

B Plasma 1:400

B Plasma 1:800

oD

¥ Plasma 1:1200

¥ Plasma 1:1600

kein Zusatz

0,1%
Magermilch

2 % Magermilch 5 % Magermilch

Abbildung 24: Verdiinnungspuffer mit unterschiedlichen Magermilchkonzentrationen im

Sekundéirantikérper. Messung von a-Synuclein im Plasma. Doppelbestimmungen mit Angabe

von Mittelwert und Standardabweichung.
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B 5 ng/ml a-Syn

B 2,5 ng/ml a-Syn

oD

1,25 ng/ml a-Syn

kein Zusatz 0,1% 2 % Magermilch 5 % Magermilch
Magermilch

Abbildung 25: Verdiinnungspuffer mit unterschiedlichen Magermilchkonzentrationen im
Sekundéirantikérper. Messung von a-Synuclein. Doppelbestimmungen mit Angabe von

Mittelwert und Standardabweichung.

Die Verwendung von Detergenzien im Verdiinnungspuffer beeinflusste den ELISA
kaum. Der Zusatz von Tween®™ 20 fiihrte bis einschlieBlich des getesteten hochsten
Zusatzes von 1% zu keinerlei messbaren Verdnderungen des Tests. Eine Verbesserung
der Sensitivitdt konnte nicht festgestellt werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde als Verdiinnungspuffer TBS mit 0,3% Tween” 20

verwendet.

2.3.  Waschpuffer

Durch das Waschen der Mikrotiterplatten werden ungebundene Molekiile entfernt und
damit ein niedriges Hintergrundsignal erreicht. Allerdings kann zu intensives Waschen
die Sensitivitdt eines ELISA reduzieren. Als wichtiger MaBstab fiir die Effektivitét des
Waschens zdhlt neben der Hohe auch das Ausmall der Schwankung der gemessenen
Leerwerte. Der verwendete Waschpuffer lieferte mit einer Intraassay-Variabilitdt von
15,8% geringe OD-Differenzen der Leerwerte. Als Waschlosung wurde in der
vorliegenden Arbeit PBS-Puffer mit 0,05% Tween” 20 eingesetzt.
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3. a-Synuclein-Standards und Proben

3.1. Standardkurve

Unter den letztlich festgelegten Bedingungen des Testverfahrens ergaben die
Standardverdiinnungen mit den a-Synucleinkonzentrationen 0,78, 1,56, 3,125, 6,25,
12,5, 25 und 50 ng/ml eine Standardkurve. Anhand der Standardkurve lieBen sich die
unbekannten o-Synucleinkonzentrationen der untersuchten Proben ermitteln. Die
Plasmaproben mussten so verdiinnt werden, dass die gemessenen Extinktionswerte der
Proben idealerweise im linearen Bereich der Kurve lagen. Damit war die Auswertung

mit nur geringer Anpassung und geringen Konzentrationsfehlern moglich.
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3
==0==P|atte 1

2,5
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a-Synuclein (ng/ml)

Abbildung 26: Standardkurve fiir die Konzentrationsbestimmung von a-Synuclein.
OD-Werte in Abhingigkeit von der a-Synucleinkonzentration. Lineare Darstellung der
a-Synucleinkonzentration. Messung von vier Platten in unabhéngigen Versuchsdurchfiihrungen
zur Bestimmung der Interassay-Variabilitit. Dreifachbestimmungen mit Angabe des

Mittelwerts.

Die grafische Auftragung der Extinktion gegen die a-Synucleinkonzentration in linearer
Darstellung ergibt eine hyperbolische Séttigungskurve (vgl. Abbildung 26). Zum
Vergleich ist eine logarithmische Darstellung mit sigmoidalem Kurvenverlauf gewéhlt
(vgl. Abbildung 27). Eine Gleichung zur Auswertung von sigmoidalen Standardkurven

ist die 4-Parameter-Funktion, die in unserem Fall verwendet wurde. Es handelt sich um
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eine nicht-lineare Funktion, die Messungenauigkeiten ausgleicht und so eine prézise

a-Synucleinquantifizierung im Messbereich ermoglicht.

Die verwendete 4-Parameter-Funktion lautet:
y=(A-D)/ (1 +x/C)B)+D
x: Konzentration des Analyten
y: Signalintensitét
A: maximales Signal (obere Asymptote)
D: minimales Signal (untere Asymptote)
C: Testmittelpunkt (IC50, 50%-Wert)
B: Steigung am Testmittelpunkt

3,5
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2,5 f ===
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0,5 5 50
a-Synuclein (ng/ml)

Abbildung 27: Standardkurve fiir die Konzentrationsbestimmung von a-Synuclein.
OD-Werte in Abhidngigkeit von der o-Synucleinkonzentration in halblogarithmischer
Skalierung.  Messung von vier Platten in unabhdngigen Versuchsdurchfiihrungen zur

Bestimmung der Interassay-Variabilitit. Dreifachbestimmungen mit Angabe des Mittelwerts.

3.2. Vergleich a-Synuclein-Wildtyp versus Mutante

Es zeigten sich niedrigere Extinktionswerte bei Verwendung des a-Synuclein-Wildtyps

im Vergleich zur a-Synuclein-Mutante E46K. Die beiden Standardkurven verliefen
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nahezu parallel mit einem linearen Bereich zwischen 1,25 und 15 ng/ml (vgl. Abbildung

28). Die weiteren Versuche wurden mit der a-Synuclein-Mutante E46K durchgefiihrt.

== \utante

oD

—k = Wildtyp

.
A
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

a-Synuclein (ng/ml)

Abbildung 28: Vergleich a-Synuclein-Wildtyp mit a-Synuclein-Mutante E46K. OD-Werte
in Abhéngigkeit von der a-Synucleinkonzentration. Doppelbestimmungen mit Angabe des

Mittelwerts.

3.3. Verdiinnung der Proben

Nach Festlegung der Standardkurve konnte die Konzentration der Proben bestimmt

werden. Zur Kalkulation wurde die Software Softmax Pro 5.3 verwendet.

Das humane Plasma hat einen Gesamtproteingehalt von 65-80 g/I. a-Synuclein wird nur
in geringen Mengen im humanen Plasma gemessen (El-Agnaf et al. 2003). Bei der
Messung der o-Synucleinkonzentration im Plasma ist zu beriicksichtigen, dass
a-Synuclein moglicherweise mit anderen Plasmaproteinen um Bindungsstellen
konkurrieren muss und Bindungsstellen unspezifisch besetzt werden.

Anhand der OD-Werte verschiedener Proben wurde eine Plasmaverdiinnung von 1:50,

1:100 und 1:200 zum Probenscreening eingesetzt.
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4. Auswahl und Verdiinnung des Primarantikorpers

Zur Standardisierung des ELISA ist es notwendig, einen geeigneten Primdrantikorper in
optimaler Konzentration zu finden. Es wurden der anti-o/B/y-Synuclein Antikdrper und
der anti-o/B-Synuclein Antikorper bei der Beschichtung mit dem monoklonalen
Antikorper sowie der mouse anti-a-Synuclein Antikdrper bei der Beschichtung mit dem

polyklonalen Antikorper getestet.

Um falsch positive Signale zu vermeiden, wurde durch das Mitfithren geeigneter
Kontrollen gepriift, ob der Primdrantikorper unspezifisch an die Mikrotiterplatte oder an

Plasmaproteine ohne spezifisches Epitop bindet.

1,6

¥ 10 ng/ml a-Syn

B 5 ng/ml a-Syn

oD

2,5 ng/ml a-Syn

B 1,25 ng/ml a-Syn

1:2000

anti-a/B/y-Syn AK

Abbildung 29: Verschiedene Verdiinnungen des Primirantikorpers. OD-Werte in
Abhiéngigkeit von der Verdiinnung des Primérantikdrpers. Doppelbestimmungen mit Angabe

von Mittelwert und Standardabweichung.

Zunichst wurde die optimale Verdiinnung des anti-o/f/y-Synuclein Antikdrpers
bestimmt und die Verdiinnungen 1:1000, 1:2000 und 1:4000 verglichen. Das geringste
Hintergrundsignal wurde bei einer Antikorperverdiinnung von 1:2000 gemessen (vgl.
Abbildung 30). Eine lineare Abnahme der Extinktionswerte war nur bei einer

Verdiinnung von 1:1000 zu erkennen (vgl. Abbildung 29). Wurde der
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anti-o/B/y-Synuclein  Antikorper hoher verdiinnt, war keine Abstufung der
Extinktionswerte bei abnehmender o-Synucleinkonzentration mehr erkennbar. Bei
diesem Versuch wurden ab einer Verdiinnung des Antikdrpers von 1:2000 {iberwiegend
unspezifische Bindungen gemessen.

Weitere Versuche ergaben abweichend, dass die hochste Sensitivitit bei einer
Antikorperverdiinnung von 1:2000 erreicht wurde (vgl. Abbildung 20). Dies war auf die

Verwendung einer anderen Charge des polyklonalen Antikorpers zuriickzufiihren.

1,4

1,2

B anti-o/B/y-Syn AK 1:1000

oD

= B anti-a/B/y-Syn AK 1:2000

0,6 -
anti-a/B/y-Syn AK 1:4000

0,2 -

Abbildung  30:  Hintergrundsignal bei  verschiedenen  Verdiinnungen  des
Primérantikorpers. Inkubation mit o-Synuclein. Doppelbestimmungen mit Angabe von

Mittelwert und Standardabweichung.

Ein weiterer Antikorper, der zur Detektion von a-Synuclein untersucht wurde, war der
anti-o/B-Synuclein Antikorper, der den N-Terminus von a-Synuclein erkennt. Als
Sekundérantikdrper wurde bei dieser Testung ein biotinylierter anti-goat-IgG
verwendet. Die Abbildung 31 zeigt, dass der anti-o/B-Synuclein Antikrper a-Synuclein

nicht nachweisen konnte. Das Hintergrundsignal betrug 2,45 + 0,18.
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¥ 10 ng/ml a-Syn

B 5 ng/ml o-Syn

oD

10 ng/ml a-Syn Oligomer

¥ 5 ng/ml a-Syn Oligomer

anti-a/B-Syn AK anti-a/B/y-Syn AK

Abbildung 31: Vergleich zweier Primérantikérper. Doppelbestimmungen mit Angabe des

Mittelwerts.

S. Auswahl und Verdiinnung des Sekundarantikorpers

Eine Auflistung der in dieser Arbeit verwendeten Sekundirantikorper und ihre
Verdiinnung ist unter Abschnitt II, 2.7. zu finden.

Als optimal stellte sich bei der Testung der a-Synuclein-Standards eine Verdiinnung des
Sekundirantikorpers anti-rabbit IgG (whole molecule)-Biotin von 1:10000 heraus (vgl.
Abbildungen 32 und 34). Abweichungen filihrten zu Sensitivititsverlusten und einem

erhohten Hintergrundsignal (vgl. Abbildung 33).
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Abbildung 32: Optimierung der Verdiinnung des Primér- und Sekundirantikorpers bei
der Messung von a-Synuclein. OD-Werte in Abhéngigkeit von der a-Synucleinkonzentration.

Doppelbestimmungen mit Angabe des Mittelwerts.

1,2
B anti-a/B/y-Syn AK 1:2000
1 anti-rabbit-IgG 1:5000
0,8 B anti-a/B/y-Syn AK 1:2000
8 anti-rabbit-1gG 1:10000
0,6 -
= anti-a/B/y-Syn AK 1:1000
0,4 - r — anti-rabbit-1gG 1:5000
02 - anti-a/B/y-Syn AK 1:1000
’ anti-rabbit-gG 1:10000
0

Abbildung 33: Hintergrundsignal bei verschiedenen Verdiinnungen des Primér- und
Sekundirantikorpers. Dreifachbestimmungen mit Angabe von Mittelwert und

Standardabweichung.
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Abbildung 34: Verschiedene Verdiinnungen des polyklonalen anti-rabbit IgG (whole
molecule)-Biotin. OD-Werte in Abhéngigkeit von der o-Synucleinkonzentration.

Doppelbestimmungen mit Angabe von Mittelwert und Standardabweichung.

Die Verdiinnung des anti-rabbit IgG (whole molecule)-Biotin auf 1:10000, die bei der
Messung von a Synuclein-Standards optimal war, erwies sich fiir die Untersuchung von
Plasmaproben als zu gering konzentriert. Es konnte nur ein unspezifisches
Hintergrundsignal gemessen werden. Bei der Messung der Plasmaproben wurde die
hochste Sensitivitit mit einer Verdlinnung von 1:5000 des polyklonalen

Sekundarantikorpers erzielt (vgl. Abbildung 35).
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Abbildung 35: Verdiinnung des Primiir- und Sekundéirantikorpers bei der Messung von
Plasma. Gemessen wurden Plasma N2 und N3. OD-Werte in Abhéingigkeit von der
a-Synucleinkonzentration. Doppelbestimmungen mit Angabe von Mittelwert und

Standardabweichung.

Ein weiterer Sekundérantikdrper war der monoklonale, biotinylierte anti-rabbit IgG. Es
wurden die Antikérperverdiinnungen 1:5000, 1:10000 und 1:20000 verglichen.

Der monoklonale anti-rabbit IgG (y-chain specific)-Biotin lieferte stabile
a-Synucleinverdiinnungskurven (vgl. Abbildung 36). Die Hintergrundsignale waren mit
OD-Werten von 0,26 bis 0,37 niedrig. Je hoher die Verdiinnung des Antikorpers war,
desto niedriger fielen die Hintergrundsignale aus (vgl. Abbildung 37).

Allerdings lieB sich dieses Ergebnis nicht bei der Untersuchung von Plasma
reproduzieren. Es wurden fiinf verschiedene Plasmen in den Verdiinnungen 1:25 bis

1:400 untersucht (nicht dargestellt).
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Abbildung 36: Verschiedene Verdiinnungen des monoklonalen anti-rabbit IgG (y-chain
specific)-Biotin. OD-Werte in  Abhéngigkeit von der o-Synucleinkonzentration.

Doppelbestimmungen mit Angabe von Mittelwert und Standardabweichung.

0,45
0,4
035 ® monoklonaler anti-
’ rabbit-lgG 1:20000
0,3
8 S ® monoklonaler anti-
0,2 - rabbit-1gG 1:10000
0,15 -
0,1 - “monoklonaler anti-
rabbit-lgG 1:5000
0,05 -
0

Abbildung 37: Hintergrundsignal bei verschiedenen Verdiinnungen des monoklonalen
anti-rabbit IgG (y-chain specific)-Biotin. Vierfachbestimmungen mit Angabe von Mittelwert

und Standardabweichung.
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6. Amplifizierungssystem

Es wurde versucht, die Bindung des Primérantikorpers an a-Synuclein iiber einen
POD-markierten =~ Sekundérantikorper  nachzuweisen.  Der  anti-rabbit  IgG
peroxidase-conjugate wurde in einer Verdiinnung von 1:5000 eingesetzt. Das Ergebnis
waren hohe Hintergrundsignale, verbunden mit einer hohen Nachweisgrenze von

a-Synuclein > 50 ng/ml (vgl. Abbildung 38).

Eine verbesserte Sensitivitit des ELISA wurde mit einem Amplifizierungssystem
erreicht. Hierbei war der Sekunddrantikdrper mit Biotin markiert. AnschlieBend wurde
ein Streptavidin-POD-Komplex zugegeben. Streptavidin besitzt vier hochaffine
Bindungsstellen fiir Biotin. Auf diese Weise konnte mehr Substrat (TMB) umgesetzt
und die Nachweisgrenze verbessert werden (vgl. Abbildung 32).
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50 10 5 50

a-Syn (ng/ml) BDNF
Abbildung 38: POD-markierter Sekundérantikorper (anti-rabbit IgG
peroxidase-conjugate) 1:5000 mit unterschiedlichen Blockierlosungen. OD-Werte in
Abhiéngigkeit von der Antigenkonzentration. Doppelbestimmungen mit Angabe von Mittelwert

und Standardabweichung.
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7. o-Synuclein-Nachweis unter den festgelegten Testbedingungen
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Beschichtung mit mouse anti-a-Synuclein Antikorper
(1 pg/ml) in Bikarbonatpuffer (pH 9,6)
Inkubation tiber Nacht (18-24 h), 4 °C

3 x waschen mit 300 ul Waschpuffer
(PBS, 0,5% Tween" 20)

Blockierung mit 5% Magermilch in PBS mit 0,3%
Tween® 20

Inkubation iiber 75 min, RT

Inkubation mit Antigen in TBS mit 0,3% Tween® 20
iiber 4 h, RT. 5 x waschen.

Inkubation mit anti-a/B/y-Synuclein Antikorper
1:2000 in TBS mit 0,3% Tween® 20 iiber 1,5 h, RT.

5 x waschen.

Inkubation mit anti-rabbit IgG (whole
molecule)-Biotin 1:5000 in TBS mit 0,3% Tween® 20

iiber 75 min, RT. 5 x waschen.

Inkubation mit Streptavidin-POD 1:5000
iiber 35 min, RT. 4 x waschen. Dann Substratzugabe

(TMB) und Detektion.

Abbildung 39: a-Synuclein-Nachweis unter den festgelegten Testbedingungen (Quelle:

eigene Darstellung)
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8. Validierung des ELISA

In der vorliegenden Arbeit wurde der ELISA zur Messung von o-Synuclein in

Plasmaproben anhand folgender Parameter validiert:

* Sensitivitdt und Spezifitét
* Intra- und Interassay-Variabilitét

* Genauigkeit (Wiederfindung und Verdiinnungslinearitit)

8.1. Sensitivitit

Fiir die quantitative Auswertung des ELISA wurde jeweils eine Standardkurve mittels
der 4-Parameter-Funktion erstellt (vgl. Abschnitt II, 4.1.). Die Probenwerte sollten im
messbaren, das bedeutet linearen Bereich der Standardkurve und oberhalb der
Nachweisgrenze liegen. Um eine ausreichende Validierung zu gewihrleisten, musste
die Standardkurve mindestens sechs Probenwerte — ausgenommen des Leerwertes —

enthalten (Hartmann et al. 1994).

Die Sensitivitdt beruht hauptsidchlich auf der Affinitit des Antikdrpers zum Analyten
und der Anzahl der moéglichen Antikdrperbindungsstellen. Zur Abschétzung der
Sensitivitit eines ELISA kann der Testmittelpunkt herangezogen werden, der die Lage
der sigmoidalen Kurve auf der Konzentrationsachse beschreibt und mit der Affinitét
korreliert.

In Abbildung 40 zeigt die Standardkurve einen errechneten Testmittelpunkt von
C=11,48 ng/ml a-Synuclein. Um den Testmittelpunkt im annihernd linearen Verlauf
der Standardkurve ist die Bestimmung unbekannter a-Synucleinkonzentrationen

optimal.
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Abbildung 40: Reprisentative Standardkurve in halblogarithmischer Darstellung unter
den optimierten ELISA-Bedingungen. Dreifachbestimmungen mit Angabe von Mittelwert

und Standardabweichung.

Neben dem Testmittelpunkt ist die Nachweisgrenze ein weiteres Kriterium filir die
Sensitivitit des ELISA. Die Nachweisgrenze (LOD, limit of detection) kann mit
verschiedenen Methoden ermittelt werden. In der vorliegenden Arbeit wurde sie nach
DIN 32645 (Deutsches Institut fiir Normung) als Mittelwert des Nullwertes zuziiglich
dreier Standardabweichungen berechnet. Die Nachweisgrenze gibt den geringsten
Konzentrationswert von o-Synuclein an, der mit einer ausreichenden statistischen
Wabhrscheinlichkeit noch nachgewiesen werden kann. Fiir die Sensitivitdt des ELISA
ergab sich ein Wert von 1,37 ng/ml als untere Nachweisgrenze (vgl. Abbildung 40). Der

Nullwert ist in 20facher Bestimmung angegeben.

Tabelle 5: Nachweisgrenze des ELISA

Probe a-Synuclein Standardabweichung | Nachweisgrenze | Nachweisgrenze

Mittelwert (OD) | (OD) (OD) (ng/ml)
Nullwert | 0,490 0,152 0,944 1,37 ng/ml
(n=20)
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Ziel war es, die Messbedingungen so zu optimieren, dass die erforderliche
Empfindlichkeit des ELISA mit einer niedrigen Nachweisgrenze und einem niedrigen

Testmittelpunkt erreicht wurde.

8.2. Intra- und Interassay-Variabilitit

Um ein Messverfahren zu validieren, werden verschiedene Methoden eingesetzt. Eine
davon ist die Bestimmung der Intra- und Interassay-Variabilitit. Die
Intraassay-Variabilitdt priift, ob bei wiederholten Messungen von Plasmaproben im
Zuge eines Versuchsdurchlaufs die Werte reproduziert werden konnen. Zur Ermittlung
der Interassay-Variabilitdt werden die Plasmaproben auf verschiedenen ELISA-Platten
gemessen. Jede Platte fiihrt ihre Standardprobe in einer Verdiinnungsreihe mit, anhand
derer eine Standardkurve erstellt und die o-Synucleinkonzentration der Proben
quantifiziert werden kann.

Dabei dient der Variationskoeffizient (VK) als relatives Mal3 fiir die Streuung der
gemessenen Werte. Er bildet sich aus dem Quotienten von Standardabweichung und

Mittelwert und wird in Prozent angegeben.

VK =s5/X"100%

VK: Variationskoeffizient (relative Streuung)
s: Standardabweichung

X: arithmetischer Mittelwert

Zur Validierung einer bioanalytischen Methode sollte der VK nicht gréBer als 15% sein
(Karnes et al. 1991). Der Intraassay-VK wurde in der vorliegenden Arbeit durch
mehrfache Messungen von 95 verschiedenen Plasmaproben (1:50, 1:100 oder 1:200
verdiinnt) in Doppelbestimmungen ermittelt. Die Intraassay-Variabilitdt des Tests

betrug 15,8% (n = 95).
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Die Bestimmung des Interassay-VK erfolgte durch Messung von drei unterschiedlichen
Proben (1:100 verdiinnt) auf vier verschiedenen ELISA-Platten. Mit einem Wert von

22,4% (n = 4) lag die Interassay-Variabilitdt nicht im angestrebten Rahmen unter 15%.

8.3. Wiederfindung

Eine weitere wichtige Methode zur Bestimmung der Messgenauigkeit eines ELISA ist
die Wiederfindung. Diese beschreibt das Verhéltnis zwischen dem Messwert und der

theoretisch erwarteten Analytkonzentration der Probe und wird wie folgt berechnet:

gemessene Konzentration (Plasmaverdiinnung mit Antigenzusatz)
theoretische Konzentration (Plasmaverdiinnung und Antigenzusatz)

Die Wiederfindungsrate wird in Prozent angegeben. Im Idealfall liegt sie bei 100% und
entspricht damit einer vollstindigen Ubereinstimmung der Erwartungs- und Messwerte.

Der Toleranzbereich erstreckt sich auf Werte von +/- 25%.

Unterschiedliche Mengen an a-Synuclein wurden dem Verdiinnungspuffer und den
Plasmaverdiinnungen (1:300 und 1:600) zugegeben und anschlieBend mittels ELISA
gemessen. Die Extinktionswerte wurden quantifiziert und mit dem Erwartungswert
verglichen.

Die mittlere Wiederfindung fiir alle Konzentrationen betrug 115% (vgl. Abbildung 41)
und lag somit innerhalb der angestrebten Spannbreite von 75% bis 125%. Bei einer
Verdiinnung von 1:300 wurde eine Wiederfindung von 126% und bei einer Verdiinnung
von 1:600 eine Rate von 105% errechnet.

Insgesamt lag die Wiederfindung mit 115% (n = 12) im oberen Zielbereich, zeigte aber

zugleich, dass mehr a-Synuclein gemessen wurde als theoretisch erwartet.
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Abbildung 41: Wiederfindung von a-Synuclein. Plasmen N2 und N3 in den Verdiinnungen
1:300 und 1:600 wurden mit jeweils drei definierten Konzentrationen von a-Synuclein versetzt.

Doppelbestimmungen mit Angabe von Mittelwert und Standardabweichung.

8.4. Kreuzreaktivitit

Ein wichtiger Faktor fiir die Spezifitit eines ELISA ist neben der Affinitdt des
Antikorpers zum Analyten die Kreuzreaktivitit des Antikdrpers zu anderen
Plasmaproteinen. Mit Kreuzreaktion bezeichnet man das unspezifische Binden eines
Antikorpers an ein anderes Molekiil als den Analyten. Diese Bindung beruht auf
gleichen oder dhnlichen Epitopen verschiedener Antigene und ist meist von geringerer
Affinitdt. Dadurch kann bereits eine Verlingerung der Inkubationszeit das
Hintergrundsignal, welches durch Kreuzreaktivitit verursacht wird, reduzieren. Auch
die Anwendung von Detergenzien kann niedrig-affine Interaktionen minimieren.

In der vorliegenden Arbeit wurden Standards von B-Synuclein (10 ng/ml) und BDNF
(50 ng/ml) inkubiert. Die eingesetzten Substanzen fiihrten im untersuchten

Konzentrationsbereich nicht zu falsch positiven Ergebnissen und zeigten somit keine

Kreuzreaktion.
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9. Stabilitit von a-Synuclein-Standards

a-Synuclein liegt im nativen Zustand ungefaltet vor. In vitro kann a-Synuclein abhéngig
von bestimmten Milieubedingungen (hohe Temperaturen, niedriger pH-Wert), erhdhten
a-Synucleinkonzentrationen, gering konzentrierten organischen Ldsungsmitteln,
Metallionen und Pestiziden verschiedene Konformationen einnehmen (Hashimoto et al.
1998, Hoyer et al. 2002, Uversky et al. 2001b, Uversky 2007, Munishkina et al. 2003).
Die Konformationsdnderung in partiell gefaltete Proteine ist komplett reversibel
(Uversky et al. 2001b). Werden o-Synuclein-Aggregationsintermediate iiber einen
lingeren Zeitraum bei hohen Temperaturen inkubiert, bilden sich a-Synuclein-

Oligomere (Uversky et al. 2001a).

In der vorliegenden Arbeit wurde die Oligomerbildung von o-Synuclein zeit- und
temperaturabhidngig untersucht. Standards von a-Synuclein wurden in unterschiedlichen
Konzentrationen (5, 10 und 20 ng/ml in TBS/T) bei 37 °C und 50 °C fiir drei Tage im
Wasserbad-Schiittler inkubiert. Anschlieend erfolgte die Messung der Proben mittels
des etablierten ELISA unter den in Abschnitt III, 7. aufgefiihrten, festgelegten
Testbedingungen.

Die hochsten Extinktionswerte wurden bei frisch gelostem a-Synuclein gemessen (vgl.
Abbildung 42). Im Vergleich ergab die Messung von priinkubiertem o-Synuclein bei
Temperaturen von 37 °C und 50 °C innerhalb von drei Tagen einen Abfall der

a-Synucleinkonzentration im Durchschnitt um 41% bei 37 °C und 43% bei 50 °C.

Der verwendete Beschichtungsantikdrper Syn211 und der Primérantikdrper F-140
erkennen a-Synuclein-Monomere und -Oligomere (El-Agnaf et al. 2006, El-Agnaf
2014). Es zeigte sich, dass mit dem entwickelten ELISA neben der monomeren auch die
oligomere Form gemessen werden konnte. Eine genaue Quantifizierung und
Unterscheidung zwischen a-Synuclein-Monomeren und -Oligomeren war mithilfe des

entwickelten ELISA und anhand der vorliegenden Ergebnisse nicht moglich.

66



H 20ng/ml a-Syn
B 10ng/ml a-Syn

oD

5ng/ml a-Syn

1d 1d

37°C 50°C

Abbildung 42: Abnahme der o-Synucleinkonzentration in Standards bei Priinkubation.
Messung der Proben mittels ELISA unter festgelegten Bedingungen nach einer Inkubationszeit
von bis zu drei Tagen bei 37 °C und 50 °C. Doppelbestimmungen mit Angabe von Mittelwert

und Standardabweichung.

10. Messergebnisse von a-Synuclein im Plasma

10.1. Demografische Daten

10.1.1. Normalkollektiv

Es wurden 95 Probanden (13 weiblich, 82 ménnlich) aus dem Normalkollektiv

verglichen.

Tabelle 6: Demografische Daten der Probanden. Angabe des Alters mit MW + SD und
Median; w = weiblich, m = ménnlich, MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung.

Anzahl Alter (MW = SD) Alter (Median) w/m Anzahl w/m

95 42,9 +£13,8 40/42 13/ 82
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Im Median waren die ménnlichen Probanden alter als die weiblichen Probanden. Bei
den ménnlichen Probanden war beziiglich des Alters eine breitere Streuung zu sehen

(vgl. Abbildung 43).

Die Daten wurden grafisch als Boxplot dargestellt. Dies ermdglicht einen visuellen
Uberblick iiber die Streuung der Werte einer Stichprobe. Der Median ist durch eine
horizontale schwarze Linie innerhalb der Box gekennzeichnet (Wollschldger 2010). Die
unter Grenze der Box befindet sich auf Hohe des ersten Quartils, die obere Grenze auf
Hohe des dritten Quartils. Innerhalb der Box liegen die mittleren 50% der Daten.
Oberhalb und unterhalb der Box erstrecken sich diinne Striche (engl. whiskers), die das

10%- und das 90%-Quantil begrenzen.
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Abbildung 43: Alter nach Geschlecht beim Normalkollektiv; w = weiblich, m = ménnlich.

10.1.2. Patientenkollektiv

Die Plasmaproben von 10 Patienten mit AD, 10 Patienten mit DLB und 10 gesunden
Kontrollprobanden im Alter zwischen 51 und 85 Jahren wurden getestet. Tabelle 7 gibt

einen Uberblick iiber die demografischen Daten des Patientenkollektivs.
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Tabelle 7: Demografische Daten und a-Synucleinkonzentration im Plasma der DLB- und
AD-Gruppe und der gesunden Kontrollpatienten. Angabe der Daten mit MW, SD und
Median; J = Jahre, w = weiblich, m = ménnlich, MW = Mittelwert, Syn = Synuclein,
SD = Standardabweichung, AD = Patienten mit Alzheimer-Demenz, DLB = Patienten mit

Lewy-Korperchen-Demenz.

Gesunde Kontrollen | AD DLB
Anzahl 10 10 10
Geschlecht (m/w) 2/8 1/9 7/3
Alter (J), MW 67,9 (65) £ 24,6 64,9 (64) £20,7 75,7 (75) £ 8,1
(Median) + SD
a-Syn (ng/ml), MW 4,03 (2,25) + 3,93 6,93 (7,44) + 3,83 9,29 (4,16) + 14,70
(Median) + SD

Hinsichtlich des Alters ergab der Tukey-Test keinen signifikanten Unterschied
zwischen der Kontroll- und der AD-Gruppe (p = 0,76), der DLB- und der AD-Gruppe
(p = 0,83) und der DLB- und der Kontrollgruppe (p = 0,41).
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Abbildung 44: Alter nach diagnostischer Gruppe beim Patientenkollektiv, C = gesunde
Kontrollpatienten, AD = Patienten mit Alzheimer-Demenz, DLB = Patienten mit Lewy-

Koérperchen-Demenz.
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10.2. Messergebnisse und statistische Auswertung

Mit dem Ziel, die Spezifitit und Sensitivitit des ELISA zu verbessern, wurden
verschiedene Optimierungsversuche ausgetestet und die Durchfiihrung des ELISA
entsprechend modifiziert. Die Plasmaproben kamen in einer Verdiinnung von 1:50,
1:100 und 1:200 zum Einsatz, sodass die Messwerte im linearen Kurvenverlauf um den

Testmittelpunkt (11,48 ng/ml) und oberhalb der Nachweisgrenze (1,37 ng/ml) lagen.

Die Mediane und Mittelwerte der a-Synucleinkonzentration im Plasma sind in den
Tabellen 7 und 8 dargestellt. Um die weiblichen und ménnlichen Probanden im
Normalkollektiv und die DLB-, AD- und Kontrollgruppe miteinander vergleichen zu
konnen, wurde der Tukey-Test angewendet. Die statistische Berechnung erfolgte mit
Hilfe des Open-Source-Programms R 3.0.1. Unterschiede zwischen Stichproben wurden
als statistisch signifikant bewertet, wenn die Irrtumswahrscheinlichkeit weniger als 5%

betrug (p < 0,05).

11.2.1. Normalkollektiv

Um den Plasmaspiegel von a-Synuclein im Normalkollektiv zu bestimmen, wurden
innerhalb einer Versuchsdurchfiihrung 95 Plasmaproben in Doppelbestimmungen in die
Wells von vier Mikrotiterplatten pipettiert und mittels ELISA untersucht. Zur
Uberpriifung der Intra- und Interassay-Variabilitit wurden auf jeder Platte eine
Standardverdiinnungsreihe, drei Leerwerte und drei Referenzproben (N1, N2, N3)
mitgefiihrt. Aus der Differenz der Extinktionswerte von Probe und Leerwert ergab sich

mithilfe der Standardkurve die a-Synucleinkonzentration der Proben.

Tabelle 8: a-Synucleinkonzentration im Plasma des Normalkollektivs. Angabe der Daten

mit MW, SD und Median; w = weiblich, m = ménnlich, MW = Mittelwert, Syn = Synuclein, SD

= Standardabweichung.

Geschlecht Anzahl a-Syn (ng/ml), MW (Median) = SD
w 13 2,46 (2,35) + 1,36

m 82 4,42 (2,43)+9,82
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Abbildung 45: Alter und o-Synucleinkonzentration im Plasma beim Normalkollektiv;

lineare Trendlinie fiir mdnnliche und weibliche Probanden; w = weiblich, m = méannlich.

Da die ermittelten Daten nicht normalverteilt waren, wurde die Korrelation nach der
Spearman-Korrelation berechnet.

Dabei konnte festgestellt werden, dass die a-Synucleinkonzentration im Plasma des
Normalkollektivs weder bei allen Probanden (p = 0,73) noch bei den ménnlichen
Probanden (p = 0,35) oder den weiblichen Probanden (p = 0,37) vom Alter abhing.

Der Median fiir die o-Synucleinkonzentration war bei den ménnlichen Probanden

(2,43 ng/ml) hoher als bei den weiblichen Probanden (2,35 ng/ml).
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Abbildung 46: oe-Synucleinkonzentration nach Geschlecht beim Normalkollektiv;

w = weiblich, m = ménnlich.

11.2.2. Patientenkollektiv

Analog zur Messung des Normalkollektivs wurde die Plasmakonzentration von
a-Synuclein im Patientenkollektiv bestimmt. Der Vergleich der
a-Synucleinkonzentration im Plasma der diagnostischen Gruppen erfolgte anschlieend
mit dem Tukey-Test. Obwohl sich bei den gesunden Kontrollpatienten (2,25 ng/ml +
3,93) eine niedrigere Plasmakonzentration von a-Synuclein als bei den Patienten mit
AD (6,93 ng/ml + 3,83, p = 0,756) und DLB (9,20 ng/ml + 14,70, p = 0,408) ergab, war
dieser Unterschied nicht signifikant. Es konnte auch kein signifikanter Unterschied

zwischen den AD- und DLB-Patienten festgestellt werden (p = 0,831).
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Abbildung 47: a-Synucleinkonzentration nach diagnostischer Gruppe beim
Patientenkollektiv; Vergleich der a-Synucleinkonzentration im Plasma bei Patienten mit AD,
DLB und gesunden Kontrollen. Mit dem Tukey-Test kein signifikanter Unterschied (p > 0,05);
C = gesunde Kontrollpatienten, AD = Patienten mit Alzheimer-Demenz, DLB = Patienten mit

Lewy-Korperchen-Demenz.
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Abbildung 48: Alter und a-Synucleinkonzentration beim Patientenkollektiv; C = gesunde
Kontrollpatienten, AD = Patienten mit Alzheimer-Demenz, DLB = Patienten mit Lewy-

Koérperchen-Demenz.

Die receiver operating characteristics (ROC) ist eine Methode zur Evaluierung der
diagnostischen Sensitivitit und Spezifitit des ELISA. Sie priift, wie gut der Test
zwischen ,,gesund“ und ,krank® unterscheidet, und letztlich, ob a-Synuclein als
diagnostischer Biomarker eingesetzt werden kann.

Die Flache unter der ROC-Kurve (AUC, area under curve) bestimmt die diagnostische
Genauigkeit. Ein Test eignet sich dann zur Differenzierung zweier Gruppen, wenn sich
die ROC-Kurve signifikant von der Diagonalen unterscheidet und AUC gegen 1 geht.
Das diagnostische Potenzial von a-Synuclein, AD- bzw. DLB-Patienten von Gesunden

abzugrenzen, ist in den Abbildungen 49 und 50 grafisch dargestellt.
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Fir die Daten wurde die AUC berechnet und mit dem Wilcoxon-Test nach
Mann-Whitney analysiert, ob statistisch signifikante Unterschiede vorliegen. Die AUC
zur Unterscheidung von AD-Patienten und Kontrollprobanden wurde mit einem Wert
von 0,75 (95% Konfidenzintervall; 0,514-0,987, p = 0,06) und von DLB-Patienten und
Kontrollprobanden mit einem Wert von 0,67 (95% Konfidenzintervall; 0,420-0,920,
p=0,212) berechnet. Die AUC unterschieden sich in beiden Fillen nicht signifikant
(p > 0,05) von der Diagonalen. Auch fiir eine Unterscheidung zwischen AD- und DLB-

Patienten ergab sich keine ausreichende Trennschérfe (nicht dargestellt).
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Abbildung 49: ROC-Kurve zur Evaluation von a-Synuclein als diagnostischem Biomarker.

Vergleich AD-Patienten mit gesunden Kontrollpatienten (AUC = 0,75, p = 0,06).
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Abbildung 50: ROC-Kurve zur Evaluation von a-Synuclein als diagnostischem Biomarker.

Vergleich DLB-Patienten mit gesunden Kontrollpatienten (AUC = 0,67, p = 0,212).
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IV Diskussion

1. ELISA-Entwicklung

Mit dem Ziel, a-Synuclein in humanem Plasma quantitativ zu bestimmen, mussten

zunichst die optimalen Bedingungen zur Durchfiihrung des ELISA festgelegt werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Sandwich-ELISA verwendet, der das Messen von
sehr niedrigen Antigenkonzentrationen in Proben ermdglicht. Diese Technik zeichnet
sich durch eine hohe Sensitivitit (Raem und Rauch 2007) aus, die durch einen
Antikorperiiberschuss und eine hohe Selektivitit, da zwei verschiedene Epitope erkannt
werden, bedingt ist.

Primir wird die Sensitivitit eines ELISA durch die Affinitit des Antikorpers zum
Antigen bestimmt. Dabei beeinflusst der Beschichtungsantikdrper die Sensitivitit des
Sandwich-ELISA maBgeblich. Wird beim Sandwich-ELISA ein affinerer Antikorper
zur Beschichtung als zur Detektion verwendet, ist das Testverfahren sensitiver als
umgekehrt (Porstmann und Kiessig 1992).

Zum FEinsatz kamen monoklonale und polyklonale Antikdrper. Vorteile monoklonaler
Antikorper sind eine hohe Sensitivitdt, ein breiter Messbereich und eine geringe
Anfilligkeit fiir Storfaktoren (Porstmann und Kiessig 1992). Sie erkennen ein
spezifisches Epitop des Antigens und konnen mit gleicher Spezifitit und Affinitét
hergestellt werden. Dadurch lassen sich reproduzierbare FErgebnisse erzielen.
Polyklonale Antikorper binden mehrere Epitope eines spezifischen Antigens. Je nach
Charge konnen sich die polyklonalen Seren u.a. in der Spezifitit unterscheiden. Daher

ist ein Vergleich von verschiedenen ELISA nur bedingt mdglich.

Im Zuge der ELISA-Entwicklung mussten Antikorper- und Antigenkonzentrationen
empirisch ermittelt werden.

Beim Beschichten ist auf eine maximale Bindungskapazitit der Oberfliche der
Mikrotiterplatte zu achten. Die Konzentration des Beschichtungsantikorpers sollte
10 pg/ml nicht tibersteigen. Hohere Konzentrationen kdnnen spezifische Bindungen

vermindern, indem sich die Beschichtungsantikorper gegenseitig sterisch storen.
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Dadurch bilden sich instabile Multischichten (Butler 2000). Diese fordern durch
Wechselwirkung zwischen den Beschichtungsantikdrpern die Dissoziation des
gebundenen  Antikdrpers  wihrend der  Versuchsdurchfiihrung. Wird die
Beschichtungskonzentration zu niedrig gewdhlt, bleiben bestimmte Stellen an der
Plattenoberflache unbeschichtet (Gibbs 2001).

Zur Bestimmung einer geeigneten Antikdrperbeschichtung des mouse anti-a-Synuclein
Antikorpers wurden unterschiedliche Konzentrationen aufsteigend von 0,5 bis 4 pg/ml
und  Leermessungen  aufgetragen.  Als  optimal erwies sich  eine

Beschichtungskonzentration von 1 pg/ml.

Eine wesentliche Anforderung an den entwickelten ELISA war eine
Messempfindlichkeit von a-Synuclein bei einer Konzentration zwischen 1 bis 80 ng/ml.
In diesem Bereich war in vorangegangenen Studien die a-Synucleinkonzentration im
Blut ermittelt worden (vgl. Tabelle 9). Die Plasmaverdiinnung wurde nach Messung
verschiedener Plasmen in unterschiedlichen Verdiinnungen und nach mehreren
Versuchsdurchldufen so festgelegt, dass die Extinktionswerte im Messbereich oberhalb
der Nachweisgrenze lagen und den geringsten Anteil an Ausreiern zeigten.

Die untere Nachweisgrenze des entwickelten Sandwich-ELISA betrug 1,37 ng/ml. Der
Mittelwert der gemessenen o-Synucleinkonzentration im Plasma des Normalkollektivs

lag bei 3,39 ng/ml und war somit im messbaren Bereich.

Als problematisch stellte sich bei der Messung humaner Plasmaproben das
unspezifische Hintergrundsignal heraus. Das Hintergrundsignal wird unter anderem
durch unspezifisch adsorbierte Plasmamolekiile und Antikorper verursacht. Als
Negativkontrollen wurden bei jeder ELISA-Durchfiihrung ein Leerwert (kein Antigen)
und eine Konjugat-Kontrolle (kein spezifischer Antikdrper) mitgefiihrt (Paulie et al.
2006).

Um die Empfindlichkeit des ELISA zu erhohen, sollten unspezifische Bindungen
minimiert werden. Verschiedene Blockierlosungen und Verdiinnungspuffer wurden
hierzu getestet.

Im Vergleich aller untersuchten Blockierlésungen in unterschiedlichen Konzentrationen

und Kombinationen erzielte 5% Magermilchpulver in PBS mit 0,3% Tween®” 20 die
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beste blockierende Wirkung mit guter Reduktion des Hintergrundsignals. Auf diese
Weise konnte die maximale Antikdrperbindung bei gleichzeitig minimaler,
unspezifischer Bindung des Nachweissystems erreicht werden. Ungeblockte, mit BSA
oder Gelatine geblockte Platten ergaben ein hoheres Hintergrundsignal.

Die Absittigung freier Bindungsstellen ist abhéngig von der Molekiilmasse der
Blockierlosung. Das Phosphoprotein Casein und geldstes Milchpulver, das Casein
enthilt, sind aufgrund ihrer kleinen Molekiilmasse in dieser Hinsicht sehr effektiv (Vogt
et al. 1987, Pratt und Roser 1989, Esser 2010).

Bei der Verwendung von Tierseren als Blockierldsung kdnnen endogene Molekiile mit
den humanen Antikérpern der Plasmaprobe binden, wodurch das unspezifische
Hintergrundsignal reduziert wird (Fujii et al. 1989). Nachteilig kann es durch die
endogenen Molekiile der Tierseren zu einer Kontamination des Nachweissystems und
somit zu einer Maskierung spezifischer Bindungsstellen kommen. Deshalb wurde in der
vorliegenden Arbeit Ziegenserum trotz guter blockierender Eigenschaften in weiteren
Versuchen nicht mehr verwendet.

Eine effektive Reduktion unspezifischer Bindungen wird auch durch den Zusatz des
Detergens Tween” 20 in den Verdiinnungs- und Waschpuffern erreicht. In manchen
Fillen ist die alleinige Verwendung eines detergenshaltigen Verdiinnungspuffers ohne
zusitzlichen Einsatz einer Blockierlosung zur Verbesserung des spezifischen Signals
ausreichend (Mohammad und Esen 1989, Esser 2010).

Bei Tween” 20 handelt es sich um ein nicht-ionisches Detergens, das hydrophobe
Wechselwirkungen zwischen Proteinen und der Festphase der Mikrotiterplatte
verhindert. Wird es gering konzentriert eingesetzt, stort es die spezifische Antigen-

Antikorper-Bindung nicht (Luttmann et al. 2008).

Neben dem Einsatz von Tween” 20 beeinflusst auch die Oberfliche der Polystyrolplatte
das spezifische Signal (Ravindranath et al. 1994). Als feste Phase ist Polystyrol beim
ELISA das geeignetste und verbreitetste Material (Chessum und Denmark 1978). Es
wurden zwei Polystyrolplatten miteinander verglichen. Bei der MaxiSorp Platte beruht
die Bindung auf hydrophoben und hydrophilen Wechselwirkungen. Die Immobilizer
Amino Platte ermdglicht eine kovalente Bindung von Molekiilen iiber elektrophile

Gruppen.
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Plasmaproben und Standards von a-Synuclein wurden in Verdiinnungsreihen auf die
MaxiSorp Platten und Immobilizer Amino Platten aufgetragen. Beide zeigten im
gewlinschten Messbereich eine lineare Verdiinnbarkeit der Proben. Beziiglich der
Sensitivitit des ELISA und des unspezifischen Hintergrundsignals konnte mit der

MaxiSorp Platte ein besseres Ergebnis erzielt werden.

Eine Verdnderung des pH-Werts des Beschichtungspuffers hatte nur einen
geringfligigen Effekt auf die Sensitivitdt des entwickelten ELISA. Ein Karbonatpuffer
mit einem pH-Wert von 9,6 wurde mit einer phosphatgepufferten Salzlosung mit einem
pH-Wert von 7,2 verglichen. Der pH-Wert des verwendeten Beschichtungspuffers kann
die Ladungsdichte der Mikrotiterplatte beeinflussen und somit die Bindungsaffinitit des
Beschichtungsantikorpers an die Plattenoberfliche (Geerligs et al. 1988).

Mit dem Karbonatpuffer (pH-Wert 9,6) war eine effiziente Immobilisierung des

Beschichtungsantikdrpers zu erreichen.

Die Intraassay-Variabilitit gibt die Streuung der Messwerte innerhalb einer
Versuchsdurchfilhrung an. Zur  Berechnung wurden drei  verschiedene
Plasmaverdiinnungen (1:50, 1:100, 1:200) 95 mal gemessen. Es ergab sich ein VK von
15,8%.

Die Interassay-Variabilitét driickt die Reproduzierbarkeit des ELISA bei wiederholten
Messungen der Plasmaproben an unterschiedlichen Tagen aus. Mit einem VK von
22,8% lag auch dieser Wert oberhalb der geforderten 15% (Karnes et al. 1991) und
zeigte, dass keine ausreichende Genauigkeit des ELISA bei der Messung von

Plasmaproben vorlag.

2. o-Synuclein als potenzieller Biomarker

Biomarker sind Parameter, die objektiv gemessen werden konnen und Hinweise auf

einen normalen oder krankhaft verdnderten, biologischen Prozess im Korper geben
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(Biomarkers Definitions Working Group 2001). Dadurch kénnen schwierige Diagnosen
gesichert oder erst ermoglicht werden.

Die Diagnosestellung von demenziellen Erkrankungen wird trotz verbesserter klinischer
Kriterien (McKeith et al. 2005) meist erst posthum durch eine neuropathologische
Untersuchung ermoglicht (Jellinger 2003b, Jellinger 2008). Insbesondere in frithen
Stadien ldsst sich die richtige Diagnose aufgrund einer atypischen Symptomatik und
eines heterogenen Krankheitsbilds hiufig nicht eindeutig stellen. Erste Symptome treten
auf, wenn 60% bis 80% der Neuronen in der Substantia nigra ausgefallen sind (Jankovic
2005). Andere Studien belegen, dass bereits bei einem Funktionsverlust von 29% bis
31% der dopaminergen Nervenzellen Beschwerden einsetzen (Greffard et al. 2006,
Hilker et al. 2005). Bisher sind noch keine laborchemischen Biomarker zur

Fritherkennung von Synucleinopathien und zum Einsatz in der Klinik verfiigbar.

a-Synuclein spielt eine Schliisselrolle bei der Entstehung der Synucleinopathien und
wird aufgrund seiner pathophysiologischen Bedeutung als potenzieller Biomarker
gesehen (Stefanis 2012). Mit Entdeckung einer Mutation auf dem a-Synuclein-Gen, die
die seltene autosomal-dominant vererbbare Parkinson-Krankheit verursacht, wurde der
Einfluss von a-Synuclein auf die Entstehung des PD deutlich (Polymeropoulos et al.
1997). Noch im selben Jahr wurde a-Synuclein als Hauptbestandteil in Lewy-
Korperchen und Lewy-Neuriten nachgewiesen (Spillantini et al. 1997).

Bei den Synucleinopathien akkumuliert a-Synuclein im Nervensystem als Amyloid in
Lewy-Korperchen und Lewy-Neuriten bzw. als Papp-Lantos-Korper im Zytoplasma
von Oligodendrozyten (Jellinger 2008, Wakabayashi et al. 2010). Auch bei der AD, die
zwar den Tauopathien zugeordnet wird, finden sich a-Synuclein-Aggregate in

Nervenzellkorpern (Lewis et al. 2010).

a-Synuclein galt als rein intrazelluldres Protein, bis der Nachweis in humanem Liquor
und Plasma gelang (El-Agnaf et al. 2003). Diese Erkenntnis bahnte den Weg fiir einen
moglichen Einsatz von a-Synuclein als leicht zugidnglichem Biomarker fiir Screening-
Untersuchungen. Im Liquor ist die a-Synucleinkonzentration deutlich geringer als im
Plasma. Verglichen mit Liquor hat Plasma einen hoheren Gesamtproteingehalt, was zu

Storeffekten beim ELISA fiihren kann. Proteine der Blutproben kénnen unspezifisch an
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Antikorper des ELISA binden mit der Folge falsch positiver oder falsch negativer

Messergebnisse.

In der vorliegenden Arbeit wurde zunéchst ein sensitiver und spezifischer Sandwich-
ELISA zur Bestimmung von humanem a-Synuclein im Plasma etabliert und validiert.
Danach erfolgte die Untersuchung von 95 Plasmaproben aus dem Normalkollektiv und

30 Plasmaproben aus dem Patientenkollektiv.

Im Normalkollektiv konnte bei den untersuchten Probanden geschlechtsunabhéngig
keine Korrelation zwischen dem Alter und der a-Synucleinkonzentration festgestellt
werden. Bei Patienten mit PD wird von einem geschlechtsspezifischen Unterschied
ausgegangen. Das Risiko, an PD zu erkranken, ist bei Madnnern im Vergleich zu Frauen
erhoht (Dluzen und McDermott 2000, de Lau et al. 2004). Dies ldsst vermuten, dass
korpereigenes Ostrogen einen protektiven Effekt bei der Entstehung des PD hat
(Dziedziejko et al. 2009). Weitere Untersuchungen postulieren a-Synuclein im Plasma
ausschlieBlich bei Ménnern als potenziellen Biomarker fiir den Krankheitsverlauf von

PD (Caranci et al. 2013).

Im Patientenkollektiv konnte in der vorliegenden Arbeit kein statistisch signifikanter
Unterschied der a-Synucleinkonzentration im Plasma zwischen DLB-Patienten,
AD-Patienten und gesunden Kontrollpatienten gemessen werden.

Bisher veroffentlichte Arbeiten beschreiben sehr variable a-Synucleinkonzentrationen
im Plasma oder Serum. Bei der Messung von a-Synuclein im Blut wurden im Vergleich
mit gesunden Kontrollpatienten sowohl erhdhte als auch geringere Konzentrationen bei
PD-Patienten sowie kein Unterschied zwischen PD-Patienten und gesunden Kontrollen
ermittelt (vgl. Tabelle 9).

In Studien wurden die Konzentrationen von o-Synuclein (Tinsley et al. 2010),
a-Synuclein-Oligomeren (EL-Agnaf et al. 2006) und phosphoryliertem a-Synuclein
(Foulds et al. 2011) bei Patienten mit Synucleinopathien und gesunden
Kontrollpatienten untersucht. EL-Agnaf et al. verglichen die Konzentration von
a-Synuclein-Oligomeren bei 34 PD- und 27 gesunden Kontrollpatienten. Es wurde ein

3,5fach hoheres Signal (OD > 0,5) bei PD-Patienten im Vergleich zur Kontrollgruppe
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gemessen (EL-Agnaf et al. 2006). In zwei weiteren Studien waren die
a-Synucleinkonzentrationen im Blut ebenfalls erhoht (Lee et al. 2006, Duran et al.
2010). In der groBeren der beiden Untersuchungen evaluierten Lee et al. die
a-Synucleinkonzentration von PD-Patienten (n = 105) mit gesunden Kontrollprobanden
(n = 51) mittels ELISA-Kit und stellten eine erhohte a-Synucleinkonzentration bei

PD-Patienten (p < 0,001) fest (Lee et al. 2006).

Ein kontrires Ergebnis wurde von einer Forschergruppe mittels Western Blot gemessen.
Die a-Synucleinkonzentrationen im Plasma waren bei den 27 PD-Patienten im
Vergleich zu den 11 gesunden Kontrollprobanden signifikant niedriger (p = 0,001). Es
gab keinen Unterschied beziiglich des Geschlechts (Li et al. 2007). In weiteren Arbeiten
wurden bei PD-Patienten ebenfalls geringere a-Synucleinkonzentrationen als bei
Gesunden mittels ELISA gemessen (Laske et al. 2011, Gorostidi et al. 2012). Eine
mogliche Ursache fiir die erniedrigte a-Synucleinkonzentration im Blut konnte die

Anreicherung von a-Synuclein in den Neuronen sein.

In einer Kohortenstudie wurden die Konzentrationen von a-Synuclein, a-Synuclein-
Oligomeren, phosphoryliertem «-Synuclein und phosphorylierten a-Synuclein-
Oligomeren bei 32 Patienten mit PD und 30 Gesunden bestimmt (Foulds et al. 2011).
Die Konzentration von a-Synuclein (p = 0,244), a-Synuclein-Oligomeren (p = 0,221)
und phosphoryliertem a-Synuclein-Oligomeren (p = 0,181) unterschied sich bei
Patienten mit PD und den gesunden Kontrollprobanden nicht signifikant. Die
Konzentration von phosphoryliertem a-Synuclein war bei den PD-Patienten hoher als

bei der Kontrollgruppe (p = 0,053).
In weiteren Studien ergab sich kein signifikanter Unterschied zwischen den

PD-Patienten und der Kontrollgruppe (Mata et al. 2010, Shi et al. 2010, Park et al. 2011,
Smith et al. 2012, Caranci et al. 2013, Foulds et al. 2013).
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Tabelle 9: Ubersicht iiber die a-Synucleinkonzentration im Blut von Patienten mit PD und

anderen Synucleinopathien. HC = gesunde Kontrollgruppe, C = Kontrollgruppe, AD =

Patienten mit Alzheimer-Demenz, DLB = Patienten mit Lewy-Korperchen-Demenz, MSA =

Patienten mit Multisystematrophie, PD = Patienten mit Morbus Parkinson, nt = nicht behandelt,

t = behandelt.

Methode | Proben- | Probanden Synuclein- Ergebnis
material konzentration
El-Agnafet | ELISA Plasma 27C keine Angabe OD-Werte bei PD
al. 2006 34 PD/DLB signifikant hoher als bei C
(p =0,002)
Lee et al. ELISA Plasma 51C C 76,1 pg/ml - signifikant hoher bei PD
2006 105 PD PD 79,9 pg/ml (p <0,001) und bei MSA
38 MSA MSA 78,1 pg/ml | (p=10,019) als bei C
- signifikant héher bei PD
als bei MSA (p=10,016)
Duran etal. | ELISA Plasma 53 ntPD 12-17 ng/ml signifikant hoher bei PD
2010 42 tPD als bei C (p = 0,0229)
60 C
Mata et al. Luminex | Plasma 78 HC C 48,6 ng/ml kein signifikanter
2010 assay 86 PD PD 46,9 ng/ml Unterschied
Shi et al. Luminex | Plasma 122 HC C 49,2 ng/ml kein signifikanter
2010 assay 126 PD PD 43,6 ng/ml Unterschied
33 AD AD 36,8 ng/ml
Foulds et al. | ELISA Plasma 30 HC 0,001-6 pg/ml kein signifikanter
2011 32 PD Unterschied (p = 0,244)
Park et al. ELISA Plasma 29C keine Angabe kein signifikanter
2011 23 PD Unterschied
Smith etal. | ELISA Serum 9HC 1,3-28,4 ng/ml kein signifikanter
2012 14 PD Unterschied (p = 0,70)
11 APS
Caranci et ELISA Plasma 110 HC C 10,07 ng/ml kein signifikanter
al. 2013 69 PD PD 10,55 ng/ml Unterschied
Foulds et al. | ELISA Plasma 91 HC C 12221,5 ng/ml | kein signifikanter
2013 189 PD PD 1777,1 ng/ml | Unterschied (p = 0,058)
Lietal. Western | Plasma 11 HC keine Angabe signifikant niedriger bei
2007 Blot 27 PD PD als bei C (p =0,001)
Laske etal. | ELISA Serum 40 HC C 8,1 ng/ml signifikant niedriger bei
2011 40 DLB DLB 4,7 ng/ml DLB als bei C (p = 0,001)
80 AD AD 7,0 ng/ml und bei AD (p = 0,006)
Gorostidi et | ELISA Plasma 109 C C 617 ng/ml signifikant niedriger bei
al. 2012 134 PD PD 386,5 ng/ml PD als bei C (p =0,010)

Griinde fiir die widerspriichlichen Ergebnisse bei der Bestimmung von a-Synuclein im

Blut konnten methodische Unterschiede der ELISA-Durchfiihrung, verschiedene
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Testverfahren, die Nichtberiicksichtigung von Storvariablen und Studien mit zu kleiner
Fallzahl sein. Insbesondere bei Studien mit geringer Fallzahl kann das Ergebnis durch
die Vernachldssigung von Komorbiditdten oder eine unzureichende Randomisierung
beeinflusst werden.

Ein moglicher Storfaktor bei der Messung von a-Synuclein im Blut ist sein hoher Anteil
in Erythrozyten. Uber 98% von a-Synuclein im humanem Blut wurde in Erythrozyten
nachgewiesen (Shi et al. 2010, Barbour et al. 2008). Durch die Messung des
sP-Selectins und Hdmoglobins in den Blutproben kann die a-Synucleinkonzentration
iiberpriift und korrigiert werden (Shi et al. 2010). Der Rolle der Himolyse als mogliche

Storvariable wurde in den bisherigen Studien meist nur unzureichend beriicksichtigt.

Bei der Messung von a-Synuclein im Liquor ergaben die meisten Studien eine
reduzierte a-Synucleinkonzentration bei Patienten mit PD verglichen mit der
Kontrollgruppe (Tokuda et al. 2006, Mollenhauer et al. 2008, Hong et al. 2010, Shi et
al. 2010, Parnetti et al. 2011, Hall et al. 2012, Kang et al. 2013). Es fand sich zudem
eine signifikant geringere o-Synucleinkonzentration im Liquor bei Patienten mit
Synucleinopathien als bei Patienten mit einer anderen neurologischen Erkrankung
(Mollenhauer et al. 2010).

Ein widerspriichliches Ergebnis lieferte eine Studie, bei der hohere Konzentrationen von
a-Synuclein-Oligomeren im Liquor bei PD-Patienten verglichen mit Kontrollprobanden
gemessen wurden (Tokuda et al. 2010).

Zudem konnte auch kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen
beziiglich der a-Synucleinkonzentration im Liquor festgestellt werden (Foulds et al.

2012, Ohrfelt et al. 2009, Borghi et al. 2000).

Mit dem Nachweis von a-Synuclein in weiteren Organen und Korperfliissigkeiten
erdffnen sich neue Moglichkeiten fiir den Einsatz als Biomarker. Bei Patienten mit PD
wurden vermehrt o-Synuclein-Ablagerungen im  peripheren  Nervensystem
nachgewiesen (Donadio et al. 2014). Auch Doppler et al. fanden in liber der Hilfte der
Patienten mit PD o-Synuclein-Ablagerungen in der Haut, jedoch bei keinem der
Probanden der Kontrollgruppe (Doppler et al. 2014). Damit konnte die Hautbiopsie das
Diagnostikspektrum fiir Synucleinopathien erweitern (Hoepken et al. 2008).
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Auch der Speicheltest wird als diagnostische Methode zur Differenzierung zwischen PD
und anderen Synucleinopathien diskutiert. In einer auf Autopsie-Befunden basierenden
Studie zeigte sich eine Lewy-Pathologie in der Glandula submandibularis bei Patienten
mit PD (Del Tredici et al. 2010). Bei der Untersuchung von Speichel konnte eine
geringere a-Synucleinkonzentration bei PD-Patienten verglichen mit gesunden
Kontrollpatienten festgestellt werden (Devic et al. 2011).

Aufgrund des Nachweises von Lewy-Korperchen und -Neuriten im enterischen
Nervensystem bei prasymptomatischen Patienten wurde postuliert, dass PD im Magen-
Darm-Trakt beginnt und sich von dort in das zentrale Nervensystem ausbreitet (Del
Tredici et al. 2002, Braak et al. 2003, Wakabayashi und Takahashi 1997).
Untersuchungen von Kolonbiopsien zeigten, dass bei Patienten, die im Verlauf an PD
erkrankten, im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe bereits a-Synuclein nachweisbar

war (Shannon et al. 2012).

Als mogliche Biomarker fiir Synucleinopathien wurden weitere Proteine mit
pathogenetischer Bedeutung untersucht.

Mutationen auf dem Gen DJ-1 (Park7) verursachen eine autosomal-rezessive, seltene
Form der Early-onset-PD (Bonifati et al. 2003). Es wird angenommen, dass DJ-1
aufgrund seiner antioxidativen und neuroprotektiven Wirkung auch die Entstehung der
sporadischen PD beeinflusst (Taira et al. 2004). Der protektive Effekt von DJ-1 beruht
auf seinem regulierenden Einfluss bei der Gentranskription, der erhohten Bildung von
Glutathion und der vermehrten Expression des Hitzeschockproteins 70 (Zhou und Freed
2005, Shendelman et al. 2004). DJ-1 verhindert zudem Stérungen der mitochondrialen
Funktion (McCoy und Cookson 2011, Kamp et al. 2010, Heo et al. 2012). Die
Untersuchung des Proteins DJ-1 im Blut von PD- und Kontrollpatienten ergab jedoch
kein eindeutiges Resultat (Waragai et al. 2006, Maita et al. 2008, Shi et al. 2010).

Um zwischen gesunden Kontrollen und Patienten mit PD, AD und MSA besser zu
differenzieren, kann es hilfreich sein, mehrere Biomarker gleichzeitig einzusetzen. Die
in der Demenzforschung bereits verwendeten Tau-Proteine und B-Amyloid (AP)
ermoglichen zusammen mit weiteren Markern nicht nur eine Unterscheidung der
verschiedenen Gruppen, sondern korrelieren auch mit der Schwere der Erkrankung und

dem Krankheitsverlauf (Shi et al. 2011). Um den Abbau kognitiver Fahigkeiten bei
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PD-Patienten einzuschédtzen, sind die Konzentrationen von AP und das Verhiltnis von
AP zum Tau-Protein und BDNF im Liquor geeignet (Leverenz et al. 2011, Siderowf et
al. 2010).

Aktuelle Studienergebnisse geben einen Ausblick auf die Mdglichkeit, in den nichsten
Jahren effektive Biomarker zur Friih- und Differenzialdiagnostik der Synucleinopathien
zu etablieren. Wichtige Anforderungen an Studien sind eine zuverldssige Methode zur
Bestimmung von oa-Synuclein mit Validierung des Testverfahrens und die
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse in unabhdngigen groen Kohortenstudien (Chahine
et al. 2014). Es stehen verschiedene Proteine als potenzielle Marker und
unterschiedliches Probenmaterial zur Verfiigung. Der Einsatz von o-Synuclein als
Biomarker im Liquor ist vielversprechend (Tokuda et al. 2010, Mollenhauer et al.
2011). Bisher konnte jedoch noch kein laborchemischer Biomarker mit ausreichendem

Evidenzgrad identifiziert werden.
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V Zusammenfassung

Die Zunahme von neurodegenerativen Erkrankungen bedeutet nicht nur aus
medizinischer, sondern auch aus sozialer und gesundheitspolitischer Sicht eine
besondere Herausforderung fiir unsere Gesellschaft (Eller und Williams 2011). Die
Pravalenz von PD nimmt innerhalb von 30 Jahren von 0,6% in der Altersgruppe der 65-
bis 69-Jdhrigen auf 3,5% bei den iiber 85-Jdhrigen zu (de Rijk et al. 1997). Aufgrund
der demografischen Entwicklung ist in den kommenden Jahren ein weiterer Anstieg der
Patientenzahlen zu erwarten. Bisher gibt es noch keinen zuverldssigen, laborchemischen
Biomarker, der eine Frithdiagnose von Synucleinopathien oder eine Aussage iiber den

Verlauf der Erkrankung ermoglicht (Eller und Williams 2009).

Bereits verdffentlichte Studien weisen auf einen Zusammenhang zwischen dem
Vorliegen einer Synucleinopathie und der a-Synucleinkonzentration im Blut hin. Jedoch
ergaben die Untersuchungen widerspriichliche Ergebnisse beziiglich einer moglichen

Korrelation und der Hohe der a-Synucleinkonzentration.

Ziel dieser Arbeit war es, einen sensitiven und spezifischen Sandwich-ELISA zum
Nachweis humanen a-Synucleins in Standards und Plasmaproben zu entwickeln. Fiir die
Durchfiihrung des ELISA mussten geeignete mono- und polyklonale Antikorper,
Beschichtungs- und Verdiinnungspuffer, Blockierlosungen und das optimale
Amplifizierungs- und Nachweissystem gewéhlt werden. Zwar konnte eine ausreichende
Sensitivitit, jedoch keine hinreichende Genauigkeit des ELISA fiir den quantitativen
Nachweis von a-Synuclein im Plasma erzielt werden.

Im néchsten Schritt wurden 95 Plasmaproben eines Normalkollektivs und jeweils 10
Plasmaproben von Patienten mit AD, DLB und einer gesunden Kontrollgruppe getestet.
Dabei lag der Fokus auf moglichen Unterschieden zwischen  der
a-Synucleinkonzentration beim Normal- und Patientenkollektiv und dem Alter der
Probanden. Die a-Synucleinkonzentration wurde mit Hilfe des entwickelten ELISA

bestimmt.

Das Ergebnis der vorliegenden Studie zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen

der o-Synucleinkonzentration bei Patienten mit AD, DLB und der gesunden
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Kontrollgruppe. = Zudem  konnte  kein =~ Zusammenhang  zwischen  der

a-Synucleinkonzentration und dem Alter der Patienten festgestellt werden.

Zusammenfassend konnte o-Synuclein ein potenzieller Biomarker sein, der sich als
Indikator fiir spezifische pathophysiologische Prozesse der Synucleinopathien eignet
(Stefanis 2012). Dabei erscheint die liquorbasierte Diagnostik von a-Synuclein als
vielversprechend, da Studienergebnisse eine hohere Ubereinstimmung bei der
Untersuchung von Liquor als von Blut ergaben (Kasuga und Ikeuchi 2012). Jedoch sind
bisherige Ergebnisse nicht ausreichend prézise und verldsslich genug, um a-Synuclein
als Biomarker im klinischen Alltag zur Sicherung von Diagnosen einzusetzen (Eller und

Williams 2011).
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