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Zusammenfassung

Die Erforschung von Biomarkern in Körperflüssigkeiten bei
neurodegenerativen und neuroinflammatorischen Erkrankun-
gen blickt auf eine langjährige Geschichte zurück. Dennoch
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werden nur wenige Liquor cerebrospinalis (Liquor)-Biomar-
ker in der klinischen Praxis verwendet. Einer der proble-
matischen Faktoren in der Liquorbiomarker-Forschung ist die
eingeschränkte Aussagekraft von Studien aufgrund einer
nicht ausreichend großer Anzahl von Proben, die in Studien
von einzelnen Zentren akquiriert werden können. Deshalb ist
die Kooperation zwischen mehreren Zentren erforderlich, um
große Biobanken von definierten Proben zu etablieren. Stan-
dardisierte Protokolle für Biobanking sind unumgänglich, um
die durch die größere Anzahl von Liquorproben gewonnene
statistische Aussagekraft sicherzustellen und nicht durch
mangelhafte Präanalytik einzuschränken. Hier wird ein
Konsensusbericht über Leitlinien zu Liquorentnahme und
Biobanking durch das BioMS-eu Netzwerk für Liquorbio-
marker-Forschung in Multipler Sklerose präsentiert. Schwer-
punkte des Berichts sind Liquorentnahme, präanalytische
Faktoren und klinische sowie sonstige Informationen. Bio-
banking-Protokolle sind für Liquor-Biobanken im Rahmen
der Erforschung jeder neurologischen Krankheit anwendbar.

Schlüsselwörter: Biobanking; Biomarker; Liquor cerebrospi-
nalis; Konsensus; Standardisierung.

Abstract

There is a long history of research on body fluid biomarkers
in neurodegenerative and neuroinflammatory diseases. How-
ever, only very few biomarkers in cerebrospinal fluid (CSF)
are being used in clinical practice. One of the most critical
factors in CSF biomarker research is the inadequate power-
ing of studies owing to the lack of sufficient samples that
can be obtained in single-centre studies. Therefore, collabo-
ration between investigators is needed to establish large bio-
banks of well-defined samples. Standardised protocols for
biobanking are a prerequisite to ensure that the statistical
power gained by increasing the numbers of CSF samples is
not compromised by preanalytical factors. Here, a consensus
report on guidelines of CSF collection and biobanking is
presented, formed by the European network for Biomarkers
in MS for CSF biomarker research in multiple sclerosis. In
this paper, we focus on CSF collection procedures, preana-
lytical factors, and high quality clinical and paraclinical
information. The biobanking protocols are applicable for
CSF biobanks for research targeting any neurological
disease.

Keywords: biobanking; biomarkers; cerebrospinal fluid;
consensus; standardisation.

Einleitung

Die Erforschung von Biomarkern in Körperflüssigkeiten bei
neurodegenerativen und neuroinflammatorischen Erkrankun-
gen, wie der Multiplen Sklerose (MS), blickt auf eine lang-
jährige Geschichte zurück. Die Untersuchung des Liquor
cerebrospinalis (Liquor) stellt ein diagnostisches Standard-
verfahren bei vielen neurologischen Erkrankungen dar w1x.

Obwohl die Entnahme von Liquor eine größere Invasivität
als jene von Blut oder Urin erfordert, weist sie dennoch
große Vorteile in der Erforschung neurologischer Erkrankun-
gen auf. Wegen der unmittelbaren Nähe des Liquors zum
Zentralnervensystem (ZNS) und dem Fehlen einer suffizien-
ten Barriere zwischen diesen beiden Kompartimenten kann
der Liquor pathologische Veränderungen des Gehirns, des
Rückenmarks und der Meningen besser widerspiegeln und
folglich können Liquorbiomarker wichtige und spezifische
Auskünfte über pathologische Prozesse geben. Das ergänzt
jene Informationen, die durch etablierte bildgebende Verfah-
ren des Gehirns gewonnen werden, welche keine Unterschei-
dung zwischen den pathologischen Kernmerkmalen von MS
wie Demyelinisierung, Entzündung, axonale Degeneration
und Gliose erlauben.

Gegenwärtig stellt der Nachweis von oligoklonalen IgG
Banden und/oder quantitativer intrathekaler IgG-Synthese
den am häufigsten verwendeten Biomarker bei MS dar. Trotz
umfangreicher Forschungsbemühungen sind keine weiteren
Marker identifiziert worden, die in der klinischen Praxis bei
MS verwendet werden könnten. Übersichten zum Stand der
Wissenschaft der Biomarkerforschung in MS haben aufge-
zeigt, dass es der Mehrheit von Studien aus verschiedenen
Gründen an Aussagekraft mangelt w2, 3x. Eines der größten
Probleme ist, dass von einem einzelnen Forschungszentrum
keine ausreichend große Anzahl von Liquorproben akquiriert
werden kann. Deshalb ist die Kooperation zwischen mehre-
ren Zentren erforderlich, um große Biobanken von definier-
ten Proben zu etablieren.

Warum ist eine Standardisierung von

Liquorkollektionsprotokollen notwendig?

Standardisierte Liquorkollektionsprotokolle sollten etabliert
werden, um sicherzustellen, dass die durch eine große
Anzahl von Proben gewonnene statistische Aussagekraft
nicht durch Fehler in der Präanalytik beeinträchtigt wird.
Zudem wird die Standardisierung dieser Protokolle und ein-
heitliches Biobanking die Einbeziehung von neuen Zentren
erleichtern und es ermöglichen, Studien mit Proben, die den
anfänglichen Pilotdaten entsprechen, zu wiederholen. Die
Etablierung von Ethikprotokollen, die multizentrische Stu-
dien erlauben und die Einrichtung von ständigen Komitees
für die Bewertung von Forschungsvorschlägen stellen Vor-
bedingungen dar, die vor der Gründung eines Netzwerkes
von Biobanken erfüllt sein müssen.

Hier präsentieren wir Protokolle für eine standardisierte
Liquorentnahme, Biobanking und den Austausch von
Liquorproben. Es handelt sich um ein Konsensusprotokoll,
das im Verlauf der Sitzungen des European network for Bio-
markers in MS (BioMS-eu), in London im März 2007,
erstellt wurde. Eine von BioMS-eu durchgeführte Umfrage
zeigt die Unterschiede von Liquorkollektionsprotokollen
zwischen Forschungszentren auf. Die wesentlichen Ergeb-
nisse sind in Abbildung 1 und Tabelle 1 zusammengefasst.
Wir haben einen Kompromiss zwischen Durchführbarkeit
und wissenschaftlichen Überlegungen angestrebt. Die Ergeb-
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Abbildung 1 Ergebnisse der Auswertung von Entnahmeprotokollen von 14 MS-Biomarker Forschungszentren (2006).
(A) Andere Körperflüssigkeiten, die gleichzeitig mit dem Liquor entnommen werden. Graue Felder: ,,ja‘‘; schwarz ausgefüllte Felder: ,,nicht
entnommen‘‘. (B) Einlagerungstemperatur von Liquor und Serum. Leere Felder: ,,–808C‘‘; schwarz ausgefüllte Felder: ,,–208C‘‘; graue
Felder: ,,nicht entnommen‘‘. (C) Durchschnittliches Volumen von Liquor pro Probenentnahme und Patient. Die Balken zeigen die durch-
schnittlichen Volumina und deren Schwankungsbereich pro Zentrum. (D) Zeitverzögerung zwischen Liquorentnahme, Zentrifugation und
Einfrieren. Die Balken zeigen die durchschnittliche Zeitdauer und deren Schwankungsbereich pro Zentrum. CSF, Liquor cerebrospinalis;
PBMC, periphere mononukleäre Blutzellen.

nisse sind in Tabellen 2 und 3 dargestellt. Besondere Auf-
merksamkeit wurde auf präanalytische Aspekte gerichtet,
denn präanalytische Fehler sind für 60% der Gesamtlabor-
fehler verantwortlich w4x, und präanalytische Fehler können
sowohl im klinischen als auch im wissenschaftlichen Kontext
auftreten. Zusätzlich sind für die optimale Liquorforschung
bei MS auch hochwertige klinische und sonstige Informatio-
nen, wie Ergebnisse der Magnetresonanztomographie
(MRT), erforderlich. Diese Informationen haben eine große
Bedeutung für die Einschätzung des prognostischen Wertes
eines potentiellen Markers (Tabelle 3).

Wir möchten alle Forscher motivieren, diese Protokolle
einzuhalten, um eine optimale Kooperation auf dem Gebiet
der MS-assoziierten Liquorbiomarker-Forschung zu erzielen.
Die Standardisierung von Liquorkollektionsprotokollen
(Tabelle 2) ist wichtig, um technische Artefakte zu vermei-
den. Während einige Punkte in der täglichen klinischen
Routine nicht möglich sein werden, sind weniger strikte
Anforderungen für spezifische Fragenstellungen von bereits
validierten Markern ausreichend. So ist etwa für Antikörper-
Biomarker-Studien eine Lagerung der Proben bei –808C
nicht notwendig. Daher ist die Dokumentation der nachfol-
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Tabelle 1 Ergebnisse der Auswertung von Entnahmeprotokollen von 14 MS Biomarker Forschungszentren (2006).

Status in europäischen Liquor-Zentren

Prozedur der Liquorentnahme:
Nadeltyp: 71% atraumatisch, 21% traumatisch, 8% beide Nadeltypen
Tageszeit der Probenentnahme: (entscheidend für Marker, die sensitiv 71% keine bestimmte Tageszeit der Probenentnahme, 29% nur
auf circadianen Rhythmus sind) nachmittags
Temperatur bis Einlagerung: 57% Raumtemperatur, 43% bei 48C
Art des Röhrchens: 50% Sarstedt, 29% Eppendorf, 21% andere
Aliquotierung: Intervall von 0,2 mL bis 2 mL
Überwachung der Gefrierschränke: vorhanden in 93% der Zentren
Mehrere Gefrierschränke um die Proben aufzuteilen (back-up): vorhanden in 14% der Zentren

gend formulierten Punkte von Bedeutung, um das Wieder-
auffinden von Proben, die den Anforderungen bestimmter
Studien entsprechen müssen, zu erleichtern. Somit sollten
alle Punkte, die in Tabellen 2 und 3 aufgelistet sind, für jede
Probe berücksichtigt und dokumentiert werden. Um Miss-
verständnisse zu vermeiden, schlagen wir nicht die Berück-
sichtigung all dieser Punkte in der täglichen Praxis vor,
obwohl viele von ihnen für die richtige Interpretation der
Liquor-Routineanalyse erforderlich sind. Wir schlagen vor,
die Tabellen 2 und 3 als eine Checkliste für die Liquorbio-
marker-Forschung zu verwenden, welche die vorhandene
Information zu den spezifischen Punkten übersichtlich
darstellt. Die rechte Spalte von Tabelle 2 beinhaltet das, was
wir als die ,,ideale Situation‘‘ einschätzen. Unser Ziel ist, das
Bewusstsein für potentielle Einflussfaktoren in Liquorbio-
marker-Studien zu erweitern. Wir glauben, dass zukünftige
Studien und Berichte über Analysen von Liquorbiomarkern
diese Punkte in Betracht ziehen sollten. Forschungsbemü-
hungen, welche die Entdeckung von Biomarkern zum Ziel
haben, sollten alle Punkte sorgfältig vor dem Beginn der
Studie berücksichtigen.

Idealerweise werden Daten möglichst detailliert gesam-
melt und in einer leicht zu bedienenden, aber sicheren Daten-
bank gespeichert. BioMS-eu wird ein Format für eine
Datenbank entwickeln, die über die Webseite des Konsor-
tiums öffentlich zugänglich sein wird (www.bioms.eu).

Im Wesentlichen sind die Prozeduren für Entnahme und
Einlagerung von Liquor (Tabelle 2) nicht nur speziell für
MS, sondern für jede neurologische Krankheit anwendbar.

Prozedur der Liquorentnahme (Tabelle 2)

Punkt 1: Entnahmemenge von mindestens 12 mL

Die entnommene Liquormenge kann die Konzentration von
Biomarkern beeinflussen. Die meisten Moleküle und Zell-
zahlen haben einen von rostral nach kaudal zunehmenden
Konzentrationsgradienten w5x. Wird eine kleine Menge ent-
nommen, spiegelt der Liquor die Zusammensetzung im lum-
balen Duralsack wider, wohingegen große Volumina den
rostral spinalen oder sogar den ventrikulären Liquor reprä-
sentieren. Demzufolge kann der Vergleich der Biomarker-
Konzentrationen in der Probe von einer Punktion von 2 mL

mit jener von einer Punktion von 15 mL zu einem fehler-
haften Ergebnis führen. Fehler können auch durch die Ver-
wendung von verschiedenen Portionen für das Biobanking
(z.B. initiales und letztes Volumen der Punktion) entstehen.
Folglich sollte ein Standardvolumen von Liquor im Zuge der
Lumbalpunktion entnommen werden. Die ersten 2 mL kön-
nen für die Liquor-Basisanalyse (Punkt 33) verwendet wer-
den, der Rest der Probe sollte vor dem Aliquotieren in einem
Gefäß gesammelt werden. Ist das nicht möglich, muss die
Fraktion, welche für das Biobanking verwendet wird, pro-
tokolliert werden. Im Allgemeinen wird ein größeres Volu-
men von spinaler Flüssigkeit eine größere Zahl von
aufeinanderfolgenden Analysen erleichtern. Günstigerweise
korreliert die Menge von entnommenem Liquor nicht mit
dem Risiko von postpunktionellem Kopfschmerz w6, 7x.

Punkt 2: Lokalisation der Punktion: L3–L5

Normalerweise wird diagnostischer Liquor durch eine Lum-
balpunktion gewonnen. Aufgrund des steigenden Gradienten
der Proteinkonzentration von ventrikulärem zu lumbalen
Liquor w5x, muss der Ort der Lumbalpunktion dokumentiert
werden. Wird Liquor von anderen Lokalisationen wie Zister-
nen oder von den Seitenventrikeln (z.B. Ventrikeldrainage)
entnommen, sollte das ebenfalls dokumentiert werden.

Punkt 3: Entfernung von blutigen Liquorproben

Eine traumatische Punktion, die eine Kontamination des
Liquors mit Blut verursacht, tritt bei ca. 14% bis 20% der
Lumbalpunktionen auf w8x. Für Marker, die hohe Konzentra-
tionen im Blut aufweisen, wie zum Beispiel Gerinnungsfak-
toren, kann eine Kontamination mit Blut zu falsch positiven
Resultaten führen. Außerdem führen Blutproteine im Liquor
zu supprimierten Proteom-Mustern bei Matrix-Assisted
Laser Desorption/Ionization Mass Spectrometry-Time of
Flight (MALDI-TOF)-Analysen. Diese Suppression durch
Blutproteine ist jedoch nach Entfernung der Blutzellen durch
Zentrifugation der Probe vor initialem Einfrieren und nach-
folgenden Analysen weniger stark ausgeprägt w9, 10x. Die
Dokumentation der Erythrozytenzahl ist essentiell, um die
geeigneten Liquorproben für diese Messungen auszuwählen.
Liquorproben mit einer Erythrozytenzahl von mehr als 500/
mL sollten nicht für Biomarker-Studien verwendet werden.
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Tabelle 2 Richtlinien für die Prozedur der Liquorentnahme.

Punkt Prozedur Ideale Situation

1 Empfohlenes Volumen: Mindestens 12 mL. Die ersten 1–2 mL für Basis-Liquor-Untersuchung
(siehe Punkt 33), die letzten 10 mL für Biobanking.
Aufzeichnung des entnommenen Volumens und der Fraktion, die für
Biobanking verwendet wurde.

2 Lokalisation: L3–L5
3 Blutiger Liquor: Nicht weiter fortfahren.

Kriterien für ,,blutig‘‘: mehr als 500 Erythrozyten/mL.
Aufzeichnung der Zahl der Erythrozyten in der diagnostischen Probe.

4 Nadeltyp: Atraumatisch
5 Art des Röhrchens: Polypropylene-Röhrchen, Schraubverschluss, Volumen 1–2 mL.
6 Tageszeit der Entnahme und Einlagerung: Bevorzugt standardisiert innerhalb jedes Zentrums unter

Berücksichtigung lokaler Bedingungen
Aufzeichnung von Datum und Uhrzeit der Probenentnahme.

7 Andere Körperflüssigkeiten, die gleichzeitig Serum
entnommen werden sollen:

8 Andere Körperflüssigkeiten, die gleichzeitig Plasma: vorzugsweise EDTA, alternativ Citrat.
entnommen werden sollen:

9 Lagerungstemperatur bis zum Einfrieren: Raumtemperatur vor, während und nach Zentrifugation.
10 Zentrifugationsbedingungen: Serum: 2000 g, 10 min bei Raumtemperatur.

Liquor: 400 g, 10 min bei Raumtemperatur/2000 g wenn Zellen nicht
zu erhalten sind.

11 Zeitverzögerung zwischen Optimal für Liquor: 1–2 Stunden.
Probenentnahme und Optimal für Serum: 30–60 min.
Zentrifugation und Einfrieren: Bei Entnahme von beiden Körperflüssigkeiten ergibt sich daher:

idealerweise innerhalb einer Stunde.
Nach der Zentrifugation müssen die Proben aliquotiert und umgehend
bei –808C eingefroren werden.

12 Art des Röhrchens für Aliquotierung: Kleine Polypropylen-Röhrchen (1–2 mL) mit Schraubverschluss.
Dokumentation des Herstellers.

13 Aliquotierung: Ein Minimum von zwei Aliquots ist empfohlen. Das empfohlene
Probenvolumen von 10 mL für Forschungszwecke sollte für )10
Aliquots ausreichen.

14 Volumen der Aliquots: Minimum 0,1 mL. Abhängig vom Gesamtvolumen des Röhrchen: 0,2,
0,5 und 1 mL. Vorzugsweise werden die Röhrchen bis zu 75% des
Gesamtvolumens gefüllt.

15 Codierung: Eindeutige Codes. Gefriertaugliche Beschriftung. Idealerweise Barcodes
um die Suche und Verblindung zu erleichtern sowie die Analyse und den
Datenschutz der Patienten zu gewährleisten.

16 Gefriertemperatur: –808C
17 Zusätzliche Einträge, die im Lokalisation der Proben.
18 Liquorkollektionsprotokoll Überwachung der Gefrierschränke.
19 dokumentiert werden müssen: Aufteilen von Proben auf zwei oder mehr Gefrierschränke.

Punkt 4: Verwendung von atraumatischen Nadeln

(Sprotte oder Whitacre)

Es liegt keine Evidenz vor, dass die Art der Nadel für die
Lumbalpunktion die Konzentrationen von Biomarkern beein-
flusst. Atraumatische Nadeln werden jedoch am besten von
den Patienten toleriert und sind mit einem geringeren Risiko
für postpunktionellen Kopfschmerz assoziiert, d.h. ca. 12%
bei einer Nadelgröße von 20 bis 22 G verglichen mit ca.
70% bei einer Nadelgröße von 16 bis 19 G w11, 12x.

Punkt 5: Verwendung von Polypropylen-Röhrchen

Mehrere Untersuchungen haben gezeigt, dass die Art der
Liquorröhrchen die Biomarker-Ergebnisse beeinflussen, z.B.

von Gesamt-Tau-Protein und Amyloid-beta w13x. Folglich ist
eine Standardisierung wichtig. Wir schlagen für die Samm-
lung von Liquor die Verwendung von Polypropylen-Röhr-
chen, die ein geringes Proteinbindungspotential aufweisen,
vor. Es sollten keine Zusätze verwendet werden und eine
Kontamination kann am besten durch Schraubverschlüsse
vermieden werden. Glasröhrchen sollten, nicht zuletzt aus
Sicherheitsgründen für das Personal, vermieden werden.

Punkt 6: Tageszeit der Probenentnahme

und -einlagerung

Die Dokumentation des Zeitpunktes der Probenentnahme ist
bei Biomarkern, die durch den circadianen Rhythmus beein-
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Tabelle 3 Richtlinien für erforderliche Informationen in Datenbanken von MS Patienten.

Punkt Folgende Charakteristika sollten dokumentiert werden

Basis-demographische Daten
20 • Geburtsdatum (Alter, wenn Geburtsdatum nicht erhebbar)
21 • Geschlecht
22 • Ethnizität

Outcome-Beurteilung:
a) Klinische Charakteristika

23 • Klinischer Subtyp zum Zeitpunkt der Probengewinnung entsprechend der McDonald-Kriterien w30x.
24 • Datum des Auftretens der Erstsymptome.
25 • Datum der Diagnose entsprechend der McDonald-Kriterien, Datum des ersten und zweiten Schubes.
26 • Datum der Konversion von RRMS zu SPMS (wenn möglich).
27 • EDSS zum Zeitpunkt der Probengewinnung. Wenn möglich: MSFC und andere validierte funktionelle

Outcome-Erhebungen zum Zeitpunkt der Probengewinnung.
28 • EDSS und andere funktionelle Scores (z.B. MSFC) beim Follow-up (d.h. die Patienten sollten

nachuntersucht werden), inklusive Datum der Erhebung.
29 • Anzahl und wenn möglich, Datum der Schübe der letzten zwei Jahre vor der Probengewinnung.

• Zeit zwischen Beginn des letzten Schubes und Probengewinnung.
• Schub zum Zeitpunkt der Probenentnahme gemäß den Schumacher-Kriterien (G1 Anstieg in EDSS )24 h

nach stabilem Zustand für mindestens 30 Tage) w35x.
30 • Anzahl und wenn möglich, Datum und der Schübe in jedem Jahr des Follow-ups.
31 • Steroid-Therapien, zum Zeitpunkt der Probengewinnung und bis vor einem Jahr.
32 • Verwendung anderer Medikamente, zum Zeitpunkt der Probengewinnung und bis vor einem Jahr.
33 • Basis-Liquor-Analyse (Zellzahl, Differenzialzellbild, Erythrozytenzahl, oligoklonale IgG-Banden, Albumin-

Quotient, Gesamtprotein (wenn Albumin nicht gemessen) und IgG-Index).
• Aufzeichnung der Methoden der Routineanalysen.

b) MRT-Charakteristika:
34 • MRT-Scan von Gehirn und Rückenmarks. Dokumentation des Datums.
35 • Anzahl und Volumina der Gd-anreichernden MRT-Läsionen, T1 and T2 Läsionenvolumina, Atrophie von

Gehirn und Rückenmark, wenn vorhanden.
36 • Folge-MRT-Scans, wenn möglich.

c) Generelle Anforderungen an die Datenbank
37 • Die Daten in der Liquor-Datenbank sollten in Englisch hinterlegt sein und in internationalen Einheiten

angegeben werden.

flusst werden, entscheidend w14x. Da es oft schwierig ist, den
Zeitpunkt der Probenentnahme in der klinischen Routine zu
standardisieren, ist die Dokumentation notwendig, um später
die geeignete Probe auszuwählen, damit der Einfluss dieser
Variable minimiert wird.

Punkt 7 und 8: Gleichzeitige Entnahme von Serum/

Plasma und Liquor

Die Entnahme komplementärer Serum- und/oder Plasma-
Proben ist maßgeblich für die Evaluation von Liquorbio-
markern, da die Konzentrationen des Markers im Blut oft
die Konzentration im Liquor beeinflusst w1x. Zudem sind
Serum-/Plasma-Paare notwendig, um die intrathekale Her-
kunft eines Biomarkers und dessen Spezifität für das ZNS
zu bestimmen. Die Präsenz von potentiellen ZNS-Markern
im Serum/Plasma zu bestimmen, kann außerdem beim Mo-
nitoring der Biomarker-Konzentrationen im Verlauf hilfreich
sein. Vakuumröhrchen, die EDTA (in fester Form) verwen-
den, sind jenen, die Citrat (als Lösung) verwenden, zu bevor-
zugen. Da Citrat-Röhrchen ein bestimmtes Volumen
Citratlösung enthalten, führt das bei unvollständiger Füllung
zu einer artifiziellen Verdünnung der Biomarker-Konzentra-

tion. Abhängig vom Typ des Biomarkers und der Methode
der Studie empfehlen wir die Entnahme von Serum und Plas-
ma; für einige Methoden ist Plasma beziehungsweise Serum
zu bevorzugen w15x. Serum-/Plasma-Proben dürfen nicht
hämolysiert sein.

Die Gewinnung von DNA vergrößert die Möglichkeiten,
die Phänotypen und Genotypen eines Individuums zu unter-
suchen. Ein Protokoll für Aufbewahrung und Handling von
DNA findet sich im Anhang.

Punkt 9: Probenlagerung bei Raumtemperatur

bis zur Zentrifugation und Aliquotierung

Es liegen keine Daten vor, ob Liquor bei Raumtemperatur
oder bei 48C bis zur Verarbeitung aufbewahrt werden soll.
Für Serum/Plasma ist das jedoch ausschlaggebend. Um eine
Thrombozytenaktivierung zu verhindern, sollten Serum-/
Plasma-Proben bis zur Zentrifugation bei Raumtemperatur
aufbewahrt werden w16x. Daher ist im Rahmen der meisten
Studien eine Verarbeitung von Serum/Plasma und Liquor,
einschließlich des Zeitraums während und nach der Zentri-
fugation, bei Raumtemperatur geeignet. Wenn RNA von
Immunzellen des Liquors zu gewinnen ist, sollte der Liquor
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jedoch sofort zentrifugiert und bei 48C bis zur Weiterverar-
beitung aufbewahrt werden. Bei Unklarheit empfehlen wir
explorative Studien, um die Auswirkung von Temperatur auf
spezifische Biomarker zu untersuchen, bevor mit einer defi-
nitiven Studie begonnen wird.

Punkt 10: Standardisierte

Zentrifugationsbedingungen

Sollen fragile Zellen für die Isolierung von RNA erhalten
bleiben, schlagen wir die Verwendung eines standardisierten
Zentrifugationsprotokolls von 400 g für 10 Minuten bei
Raumtemperatur vor, anderenfalls kann die Zentrifugation
bei 2000 g durchgeführt werden. Serum sollte mit 2000 g
für 10 Minuten bei Raumtemperatur gewonnen werden.
Die Standardisierung der Zentrifugationstemperatur und
-geschwindigkeit ist wahrscheinlich für einige Biomarker
von Bedeutung, obwohl keine Studien diese spezifischen
präanalytischen Variablen untersucht haben. Für Plasma und
Serum ist allerdings bekannt, dass die Verarbeitungstempe-
ratur für spezifische Biomarker entscheidend ist w17x. Nach
der Zentrifugation muss der Überstand umgehend aliquotiert
und eingelagert werden.

Punkt 11: Standardisierung der Zeitverzögerung

zwischen Entnahme, Zentrifugation und Einfrieren

der Probe

Studien über die Auswirkungen von präanalytischen Varia-
blen von MALDI-MS/MS proteomics im Bereich von Pro-
teinen/Peptiden unter 20 kDa zeigten, dass der Zeitraum
zwischen der Probenentnahme und der Einlagerung für spe-
zifische Serumproteine oder – peptide ausschlaggebender ist
als für Liquor w9, 10x. In Bezug auf Liquor zeigte sich, dass
eine Verarbeitung innerhalb von zwei Stunden zu keinen arti-
fiziellen Ergebnissen führt w9, 10x. Im Serum können kleine
Unterschiede in der Verarbeitungszeit (;10 bis 30 min) zu
unterschiedlichen Proteinspektren führen w15x. Aus prakti-
schen Gründen und im Hinblick auf die Gerinnungsdauer
von 30 bis 60 min für Serum empfehlen wir ein Zeitintervall
von 1,5 Stunden ("30 min) für beide Körperflüssigkeiten.
Einige Biomarker, wie zum Beispiel Antikörper oder
bestimmte Zytokine, sind weniger empfindlich hinsichtlich
Entnahme- und Einlagerungsbedingungen. Eine systemati-
sche Studie, die präanalytische Faktoren auf Zytokinkonzen-
trationen von IL-6, IL-6-Rezeptor und IL-10 im Serum
untersuchte, zeigte keinen Einfluss von Verzögerungen bis
zu einem Tag w18x. Sollen Zellen im Liquor erhalten bleiben,
empfiehlt sich eine möglichst rasche Weiterverarbeitung, da
die Zellzahlen schnell abnehmen. Für neue Biomarker sollten
diese präanalytischen Einflussgrößen evaluiert werden, bevor
Validierungsstudien begonnen werden. Generell wird
empfohlen, Proben so schnell wie möglich, vorzugsweise
innerhalb von 1,5 Stunden, zu verarbeiten, um eine Degra-
dation durch Proteolyse zu verhindern. Jedoch ist in den
meisten Zentren die Verarbeitung von Proben aus Körper-
flüssigkeiten innerhalb von einer Stunde kein Standard. Folg-
lich ist die Dokumentation des Entnahme- und Einla-

gerungszeitpunktes erforderlich, um einheitliche Proben für
spezifische Biomarker-Studien auswählen zu können.

Punkt 12: Verwendung von kleinen Polypropylen-

Röhrchen für die Aliquotierung

Aus identischen Gründen wie für die Liquorentnahme ange-
führt (Punkt 5), empfehlen wir für die Aliquotierung und
Einlagerung von Proben die Verwendung von Polypropylen-
Röhrchen. Zudem sollten Röhrchen mit Schraubverschluss
verwendet werden, um einen sicheren Verschluss zu gewähr-
leisten. Volumina von 0,25, 0,5 und 1 mL werden empfohlen.

Punkt 13: Aliquotierung

Einfrier- und Auftauvorgänge können die Konzentrationen
von Biomarkern beeinflussen. So kann etwa eine einmaliges
Einfrieren von Liquorproben zu einem hoch signifikanten
Verlust von Amyloid beta (1–42) führen w19x. Die Konzen-
trationen von Amyloid beta im Liquor sind nach drei wei-
teren Auftauvorgängen um weitere 20% abgesunken w20x. Im
Gegensatz dazu wurden in einer Proteomic-Studie keine
Auswirkungen auf Liquor-Proteom-Profile, erstellt durch
MALDI-MS, nach bis zu vier Einfrier-Auftau-Zyklen
beobachtet w10x. Gleichermaßen wurden Konzentrationen
von mehreren Zytokinen nicht durch wiederholtes Einfrieren
und Auftauen beeinflusst w21x.

Generell sollte wiederholtes Einfrieren und Auftauen von
Proben vermieden werden, da Daten nur für wenige Bio-
marker vorliegen und die Reaktion auf Einfrier-Auftau-
Zyklen von neuen Biomarkern nicht bekannt ist. Folglich
erweist sich das Aufteilen von Proben in mehrere kleine Ali-
quots als optimale Methode, um wiederholtes Auftauen und
Einfrieren zu verhindern. Für jede Probe sollte die Anzahl
der Einfrier-Auftau-Zyklen dokumentiert werden. Wie
bereits bei Punkt 1 erwähnt, muss die gesamte Liquorprobe
vor dem Aliquotieren gepoolt werden, um einen Konzentra-
tionsgradienten zu verhindern.

Punkt 14: Volumina der Aliquots von 0,2, 0,5

and 1 mL

Kleine Volumina der Aliquots sind optimal, um wiederholtes
Einfrieren und Auftauen zu vermeiden und um den Ver-
brauch von Liquor zu minimieren. Die Röhrchen sollten bis
zu 75% aufgefüllt werden, um Gefriertrocknung innerhalb
des Röhrchens zu verhindern, welche die Konzentration von
Biomarkern beeinflussen würde w22x. Wir empfehlen, die
Größe der Röhrchen auf das Volumen der einzulagernden
Probe abzustimmen. Der Effekt der Gefriertrocknung sollte
nur ein Problem darstellen, wenn der Verschluss nicht luft-
dicht ist.

Punkt 15: Codierung und Verwendung von

gefriertauglichen Beschriftungen

Eindeutige Codes sind notwendig, um Proben zu identifizie-
ren und mit klinischen Daten zu verknüpfen. Idealerweise
sollten Barcodes verwendet werden, um die Identifizierung
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der Proben zu erleichtern sowie die Verblindung der Analyse
und den Datenschutz des Patienten zu gewährleisten. Jedes
Zentrum sollte einen eigenen Code verwenden, um die Pro-
ben mit klinischen und bildgebenden Daten retrospektiv ver-
knüpfen zu können. Die Beschriftungen müssen wasser- und
gefrierfest sein und eine Temperatur von –808C tolerieren.

Punkt 16: Gefriertemperatur von –808C

Die meisten großen Proteine wie Antikörper sind bei –208C
für mehrere Monate stabil w23x. Kleine Moleküle hingegen
sind nicht beständig. Es gibt nur wenige publizierte Daten
über die Auswirkungen von Einlagerungstemperaturen auf
Liquorbestandteile. Eine Studie untersuchte die Auswirkung
der Einlagerung von Liquor bei –208C und –808C auf Cysta-
tin C, ein reichlich vorkommendes Liquorprotein. In allen
Proben, die bei –208C eingelagert wurden, kam es zur Spal-
tung des Proteins, während diese in Proben, die bei –808C
eingelagert wurden, ausblieb w24x. Abgesehen von der Ver-
kürzung von Cystatin C, erschienen andere Veränderungen
aufgrund der Probeneinlagerung bei –208C für 3 Monate
minimal w9, 10x. Oligoklonale Banden im Liquor können
nach mehreren Jahren der Einlagerung bei –208C wieder
nachgewiesen werden, was die hohe Stabilität von Immun-
globulinen widerspiegelt w25x. Allerdings liegen bis jetzt
keine Studien vor, die speziell diese Problematik untersucht
haben. Es gibt auch keine Daten, die Vorteile zeigen, Liquor
oder Serum in flüssigem Stickstoff zu lagern. Da eine Ein-
lagerung in flüssigem Stickstoff kostspielig und nicht prak-
tikabel für Liquor-Biobanking ist, gibt es keinen Grund eine
Einlagerung in flüssigem Stickstoff zu empfehlen. Wir
empfehlen, Proben so bald wie möglich bei –808C einzu-
frieren, um die Langzeitstabilität von Biomarkern zu sichern.

Zusätzliche Punkte zu

Probensammelprotokollen, die in der

Biomarker-Forschung von MS dokumentiert

werden müssen (Tabelle 2, unten)

Punkt 17: Lokalisation der Proben

Der Aufbewahrungsort der Proben sollte idealerweise in
einer Datenbank dokumentiert werden, die mit anderen
klinischen Daten verknüpft werden kann, um das Wieder-
auffinden dieser Proben zu erleichtern. Um einfaches Auf-
finden und schnelle Umlagerung von Proben zu ermöglichen,
sollte die Information über die Einlagerung folgendes ent-
halten: Standort des Gefrierschrankes, Identifizierung des
Gefrierschrankes und der Box, Probenlokalisation innerhalb
der Box, etc.

Punkt 18 und 19: Überwachung der Gefrierschränke

und Aufteilung von Proben

Die Gefrierschränke sollten mit einer Alarmanlage über-
wacht werden und ein Probenrettungsplan sollte etabliert und
dokumentiert sein. Alle Gefrierschränke müssen in einer Pro-
tokolldatei registriert sein. Idealerweise sollten die Tempe-

raturen von allen Gefrierschränken täglich dokumentiert
werden. Aliquots von Proben sollten auf verschiedene
Gefrierschränke aufgeteilt sein. Idealerweise sollte ein leerer
Back-up-Gefrierschrank zur Verfügung stehen.

Notwendige Informationen in Datenbanken im

Zusammenhang mit MS (Tabelle 3)

Punkt 20 und 21: Basis-demographische Daten wie

Alter und Geschlecht

Die Information über das Alter des Patienten zum Zeitpunkt
der Probenentnahme wird für die Vergleichbarkeit von alters-
korrelierten Referenzintervallen benötigt, denn viele Proteine
zeigen altersabhängige Veränderungen, z.B. Albumin, Albu-
minquotient oder IgG w26x. Idealerweise sind Geburtsdatum
und Datum der Probenentnahme zu dokumentieren. Das
Geschlecht muss aufgrund der Variabilität von mehreren
durch Hormone beeinflussten Markern dokumentiert werden.

Punkt 22: Ethnizität

Referenzintervalle von Biomarkern können durch den gene-
tischen Status beeinflusst werden und sich folglich zwischen
ethnischen Gruppen unterscheiden w27x. Eine aktuelle Studie
beobachtete beispielsweise einen höheren IgG-Index bei
Afroamerikanern als bei Euopiden, welcher nicht mit dem
sozioökonomischen Status assoziiert war w28x. Kriterien für
Rasse und Ethnizität sind auf der Webseite der National
Institutes of Health verfügbar w29x.

Standardisierung von Outcome-Messungen

bei MS

Punkt 23–26: Klinischer Subtyp, Datum von

Erstmanifestation und Diagnose zum Zeitpunkt der

Probenentnahme

Ein Ziel der Biomarkerforschung ist die Identifikation von
Surrogatendpunkten für relevante Krankheitscharakteristika
wie klinischem Subtyp, Krankheitsdauer, Krankheitsaktivität
und -progression. Daher ist es wichtig, die Diagnose ent-
sprechend den Standardkriterien zu stellen w30x und den
korrekten Subtyp zum Zeitpunkt der Probenentnahme zu
dokumentieren. Der Zeitpunkt des ersten und zweiten Schu-
bes sollte auch aufgezeichnet werden, um den Zeitpunkt der
Konversion von CIS zu klinisch definitiver MS zu doku-
mentieren w30x.

Gewöhnlich werden folgende klinische Subtypen (Stadien)
von MS unterschieden: klinisch isoliertes Syndrom (CIS),
schubförmig remittierende MS (RRMS), schubförmig sekun-
där progrediente MS (SPMS), nicht schubförmige SPMS
(NSPMS), primär progrediente MS (PPMS) und progredient
schubförmige MS (PRMS) w31x. Im Fall von SPMS könnte
der Zeitpunkt der Konversion zu SPMS hilfreich sein, um
zwischen langsam und rasch progressiver MS zu unterschei-
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den, oder Biomarker zu entwickeln, welche die Konversion
zu der SPMS-Phase vorhersagen.

Punkt 27: Expanded Disability Status Scale (EDSS)

und funktionelle Scores zum Zeitpunkt der

Probenentnahme

Wir empfehlen, geeignete und validierte Outcome-Messun-
gen zu verwenden. Obwohl EDSS und funktionelle Scores
nichtlineare Scores für den Schweregrad der Erkrankung sind
und nicht notwendigerweise die Krankheitsprogression, die
inflammatorische Aktivität und die Zahl der Läsionen wider-
spiegeln w32x, sind sie ein wichtiges Maß der Behinderung
und für Stratifizierung von Bedeutung. Es ist jedoch ratsam,
auch andere klinische Skalen einzubeziehen, wie z.B. den
MS functional composite (MSFC) und dessen Subscores
w33x. Der MSFC berücksichtigt auch kognitive Funktionen,
die bei 30 bis 70% der MS-Patienten beeinträchtigt sind w34x.

Punkt 28: Klinische Scores zum Zeitpunkt

der Follow-ups

Patienten sollten engmaschig nachuntersucht werden. Ver-
laufs-EDSS, die funktionellen Sub-Scores, MSFC und des-
sen Subscores sind hilfreich, um die Krankheitsprogression
festzustellen, die einen wichtigen klinischen Endpunkt für
die Evaluation von potentiellen Biomarkern darstellt.

Punkt 29: Anzahl der Schübe im Jahr vor der

Probenentnahme und Zeitraum zwischen letztem

Schub und Lumbalpunktion

Die Anzahl der Schübe sind retrospektive Indikatoren für
klinische Aktivität, die den Status von Biomarkern zum Zeit-
punkt der Probenentnahme beeinflussen kann. Aufgrund des
physiologischen Umsatzes von Biomarkern aus dem Liquor
muss das Zeitintervall zwischen Beginn des letzten Schubes
und der Lumbalpunktion dokumentiert werden. Hat ein
Patient zum Zeitpunkt der Probenentnahme einen Schub,
sollte das auch vermerkt werden. Schübe sollten entspre-
chend den Schumacherkriterien definiert und der Zeitpunkt
sollte, wenn möglich, dokumentiert werden w35x. Es ist wich-
tig, die Anzahl der Schübe in einem definierten retrospekti-
ven Zeitfenster zu erfassen, vorzugsweise zwei Jahre, um
vergleichbare und verlässliche Daten der jährlichen Schubra-
te zu erhalten.

Punkt 30: Anzahl der Schübe eines jeden Jahres

im Follow-up

Da jährliche Schubraten oft verwendet werden, um die kli-
nische Aktivität zu beschreiben und die meisten MS-Thera-
pien vorwiegend die Zahl der Schübe beeinflussen, ist das
eine wichtige Zielgröße in der Biomarkerforschung w36x.
Idealerweise sollten die Zeitpunkte der Schübe dokumentiert
werden, um einen Biomarker dahingehend untersuchen zu
können, ob dieser baldige oder spätere Schübe vorhersagt.

Punkt 31 und 32: Therapie zum Zeitpunkt der

Probenentnahme sowie vor einem Jahr

Es ist bekannt, dass herkömmlich verwendete Medikamente
in der Therapie der MS, einschließlich immunmodulatorische
Substanzen und Methylprednisolon zur Therapie oder Prä-
vention von Schüben, einen Einfluss auf die Expression von
Biomarkern haben w37, 38x. Daher sollten Art und Dauer der
Behandlung detailliert dokumentiert werden, vorzugsweise
retrospektiv bis mindestens ein Jahr vor Liquorentnahme.

Punkt 33: Liquor-Basisanalyse

Um eine Stratifizierung der Patienten entsprechend ihrer
Liquorbefunde zu ermöglichen und um die Eignung der Pro-
ben für weitere Analysen festzustellen, sollten die Ergebnisse
der Liquor-Basisanalysen dokumentiert werden. Primär dient
das Liquorprofil zum Ausschluss anderer Erkrankungen.
Entzündliche Prozesse beeinflussen die Blut-Hirn-Schranke
und damit die Konzentration von Biomarkern. Folgende
Liquorbefunde sollten dokumentiert werden: Zellzahl, Dif-
ferenzialzellbild, Erythrozytenzahl, oligoklonale IgG Ban-
den, Liquor/Serum-Albumin-Ratio, Gesamtprotein (wenn
Albumin nicht gemessen) und optional IgG-Index als ein
wichtiges Maß für Entzündung. Oligoklonale Banden sind
entscheidend, um den Wert von neuen diagnostischen Bio-
markern zu bewerten. Die Sensitivität von oligoklonalen
IgG-Banden ist stark von der verwendeten Methode abhän-
gig und deshalb sollte diese dokumentiert werden. Wir
empfehlen die isoelektrische Fokussierung gefolgt von
Immunoblotting w39, 40x. Die Methoden aller diagnostischen
Routineprozeduren sollten dokumentiert werden.

Punkt 34–35: MRT-Charakteristika des Gehirns,

Anzahl der Läsionen und Läsionslast

Folgende Punkte sollten beinhaltet sein: Wurde ein MRT von
Gehirn und/oder Rückenmark durchgeführt, sollte Datum
und Ort der Untersuchung dokumentiert werden (um die
Ursprungsdaten einsehen zu können). Der Datensatz sollte
für spätere Analysen verfügbar sein (idealerweise in einer
zentralisierten Datenbank). Es ist zwar fraglich, ob die
Anzahl der Läsionen und die Läsionslast im Zuge diagno-
stischer Routineuntersuchungen verlässlich erfasst werden,
aber es handelt sich um nützliche Parameter zur Einschät-
zung der Krankheitsaktivität. Es ist zu bedenken, dass große
Abweichungen zwischen verschiedenen bildgebenden Zen-
tren hinsichtlich verwendeter Routinesequenzen (axial vs.
Sagittal, T2 vs. Protonengewichtung (PD) vs. FLAIR-Tech-
niken, Schichtdicke, Durchmesser von Läsionen, etc.) exis-
tieren. Ein wertvoller und zuverlässiger Parameter ist die
Anzahl der Gadolinium-anreichernden Läsionen, denn die
Präsenz Gadolinium-anreichernder Läsionen spiegelt die ent-
zündliche Aktivität zum Zeitpunkt des Scans und idealer-
weise auch die von Liquor- und Blutproben wider. Im
Kontext von Studien über Biomarker für Neurodegeneration
und Neuroprotektion bei MS könnten Informationen betref-
fend Gehirnatrophie wertvoll sein, auch wenn unterschied-
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liche Outcome-Messungen von Atrophie in verschiedenen
Zentren existieren. Wünschenswert wäre ein einheitliches
MRT-Protokoll w41, 42x.

Punkt 36: Longitudinale MRT-Scans

Longitudinale MRT-Scans wären grundsätzlich wünschens-
wert, um die Krankheitsprogression zu überwachen und in
ausgewählten Zentren ist das möglich. Da aber keine stan-
dardisierten MRT Protokolle für Routine-Verlaufsuntersu-
chungen vorliegen, können zurzeit keine regulären
Follow-up-MRTs empfohlen werden.

Punkt 37: Einheitliche Sprache für Daten in der

Liquor-Datenbank

Die Maske der Datenbank kann in der jeweiligen Landes-
sprache verfasst werden, aber die zugrunde liegenden Daten
sollten in Englisch sein. Es ist naheliegend, ein kommerziell
erhältliches Programm zu verwenden. Verwendete Einheiten
sollten dem internationalen System folgen.

Ethische Aspekte

Für die Kooperation im Rahmen der Biomarkerforschung ist
das Vorliegen von ,,Good Ethical Protocols‘‘, die nationalen
und internationalen ethischen und anderen rechtlichen Regu-
larien entsprechen, unumgänglich. Die meisten, wenn nicht
alle, Zentren haben bereits ,,Good Ethical Protocols‘‘ für
Liquor-Biobanking und Biomarkerforschung. Der wichtigste
Punkt ist, dass die Protokolle den Austausch von Proben
(codiert oder pseudo-anonymisiert) sowie von relevanten
Patienteninformationen und Patienteneinwilligungen erlau-
ben. Um dem Bedarf klinischer Forscher zu entsprechen,
sollten die Proben initial pseudoanonymisiert werden, d.h.
mit einem Code versehen, der die Identifikation des Patien-
ten und somit eine Aktualisierung klinischer Details auch
noch nach Entnahme und Einlagerung der Probe ermöglicht.
Bei Entnahme aus der Biobank sollten die Proben dann ano-
nymisiert sein. Das dient dem Datenschutz der Individuen,
die sich für Forschungszwecke zur Verfügung gestellt haben.
Forscher sind verpflichtet, ihre zuständige Ethikkommission
über neue Forschungsprojekte zu informieren und Überein-
kommen für Probentransfers zu schließen. Ein exemplari-
sches Übereinkommen wurde kürzlich von BioMS-eu
erarbeitet. Da sich Richtlinien in verschiedenen Zentren und
Staaten unterscheiden, obliegt es der Verantwortung der
Forschungszentren, ihre Prozeduren entsprechend lokaler
Gegebenheiten zu adaptieren.

Schlussbemerkungen

Die Auflistung in Tabelle 2 kann als Checkliste für die
Erstellung von Prozeduren im Rahmen von Liquor-Bioban-
king von neurodegenerativen Erkrankungen und auch als
Checkliste für die Aufzeichnung von Probencharakteristika

verwendet werden. Tabelle 3 zeigt speziell eine Checkliste
für Biobanking im Rahmen der Biomarkerforschung für MS.

Diese Standardisierungen sollen den Weg für große Bio-
markerstudien und Kooperationen ebnen. Letztlich sollen
diese Bemühungen zu validierten Biomarker-Assays für Dia-
gnostik, Prognose und Therapie von Erkrankungen des ZNS
führen und relevante Krankheitsmechanismen erklären.

Anhang: DNA: Lagerung und Umgang

DNA kann in Abhängigkeit von der Probenqualität, der Pro-
benquantität und der benötigten Qualität von Geweben und
Zellen gewonnen werden. Nach der Gewinnung sollten eine
Quantifizierung und entsprechende Qualitätskontrolle durch-
geführt werden. Das geschieht mittels photometrischer Quan-
tifizierung bei einer Wellenlänge von 260 und 280 nm und
der Analyse mit Gel-Elektrophorese. Alternative Methoden
werden verwendet, um den Prozess zu vereinfachen und
hohe Durchsatzraten zu gewährleisten. In jedem Fall sollte
die verwendete Methode für jede Probe zusammen mit den
Ergebnissen der Qualitäts- und Quantitätsbestimmung doku-
mentiert werden. DNA kann in gelöster oder in getrockneter
Form gelagert werden, wobei gelöste DNA tiefgefroren und
getrocknete DNA bei Raumtemperatur aufbewahrt werden
sollte. Die Lagerungsbedingungen sollten wie die Lage-
rungsdauer dokumentiert werden. Nach längerer Lagerung
empfiehlt sich eine neuerliche Qualitätskontrolle, bevor die
DNA experimentell verwendet wird.
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