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1 Einleitung

1.1 Amyloid und Amyloidosen

1.1.1 Definition und strukturelle Charakteristika

Die Bezeichnung Amyloid driickt einen Komplex aus abnorm verinderten Proteinen und
Polysacchariden aus, welcher sich sowohl intrazellulidr als auch extrazelluldr im Gewebe ablagern
kann (Benson et al., 2020; Chiti & Dobson, 2017). Rudolph Virchow fiihrte den Begriff ,,Amyloid*
zum ersten Mal im Jahr 1854 ein und beschrieb damit eine pathologische stirkedhnliche Substanz mit

der Annahme, dass es Cellulose oder Stirke sei (Benson et al., 2020).

Erkrankungen, bei welchen es zu solchen Amyloidablagerungen kommt und folge dessen auch zu
Verdnderungen der Gewebe- und Organfunktion bis hin zum Organversagen, werden als Amyloidosen
zusammengefasst. Die Amyloidosen werden zu den Konformationskrankheiten gezihlt, denn
ursédchlich fiir die Entstehung dieser Amyloidablagerungen ist die Ausbildung von korpereigenen,
fehlgefalteten und unl6slichen Polypeptidaggregaten, die sich durch eine besondere Konformation
auszeichnen - der pB-Faltblattstruktur (Merlini & Bellotti, 2003). Amyloidosen sind bisher in Menschen
und anderen Wirbeltieren gefunden worden. Diese konnen sowohl lokal als auch systemisch in
Erscheinung treten. Aktuell sind 22 Proteine als Ursache fiir eine lokale Amyloidose und 18 Proteine
fiir eine systemische Amyloidose identifiziert, wobei vier Amyloidproteine (AL, AH, APrP, ACal)

beide Formen auslosen konnen (Benson et al., 2020).

Der Hauptbestandteil der Amyloidablagerung ist die Proteinfibrille, auch Amyloidfibrille genannt. Sie
bestimmt viele der Haupteigenschaften der Amyloidablagerung und ihrer dazugehdrigen Erkrankung,
unter anderem das Verhalten iiber Widerstandsfahigkeit, Aussaat und Abbau (Benson et al., 2018).
Die Fibrille wird aus dem Amyloidvorlduferprotein gebildet. Derzeit sind 36 solcher Proteine bekannt,
die zur Ausbildung von Amyloid im Menschen fihig sind (Benson et al., 2020). Die reife
Amyloidfibrille, mit einem Durchmesser von etwa 10-12 nm und von unterschiedlicher Lénge,
durchlauft eine Reihe von Bildungsreaktionen. Schlussendlich entsteht ein polymeres Konstrukt,
indem das Proteinriickgrat eine Cross-p-Struktur ausbildet und den Kern der Fibrille bildet (Meinhardt
& Fiéndrich, 2009). Das Konstrukt besteht aus einem oder mehreren Amyloidprotofilamenten, den [3-
Faltblittern (Meinhardt & Findrich, 2009). Innerhalb dieser Faltblitter sind die B-Stringe parallel
zueinander, aber senkrecht zur Hauptfibrillenachse ausgerichtet. Die B-Stringe interagieren iiber
intermolekulare Wasserstoffbriickenbindungen miteinander. Durch die Verdrehung der einzelnen [-
Stringe kommt es zur helikalen Windung der B-Faltblitter (Chiti & Dobson, 2017; Meinhardt &
Féndrich, 2009; Sunde et al., 1997) (siehe Abbildung 1).
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Abbildung 1: Das Modell eines Amyloidfilaments. Vier -Faltblitter (blau, griin, tiirkis, rot) verlaufen parallel
zur Fibrillenachse, die einzelnen B-Striange jedoch senkrecht dazu. Die helikale Windung der Protofilamente
entsteht aus der Verdrehung der einzelnen B-Stringe, wobei die helikale Achse mit der Hauptfibrillenachse
tibereinstimmt. Eine Helixwiederholung mit einer Linge von 115 A besteht aus 24 B-Stringen (Sunde et al.,

1997). Nachdruck mit Genehmigung von Sunde et al., 1997, Copyright Elsevier.

Die unverzweigte Fibrille besitzt zudem eine hohe Affinitit zu Farbstoffen wie Kongorot und
Thioflavin (Meinhardt & Féndrich, 2009). Um nun als Amyloid charakterisiert werden zu diirfen,
miissen die folgenden drei Merkmale vorliegen: die Fibrillenstruktur, die B-Faltblattstruktur und die

Eigenschaft beziiglich der Anfarbbarkeit (Chiti & Dobson, 2017).

Abgesehen von dem Amyloidvorlduferprotein gibt es weitere Komponenten, die den Fibrillen
aufgelagert sind und somit in den Amyloidablagerungen anzutreffen sind. Zu nennen sind vor allem
die Amyloid-Signaturproteine, die an der Amyloidogenese beteiligt sind. Hierzu zédhlen Serum-
Amyloid-P (SAP), Apolipoprotein Al, Apolipoprotein AIV, Apolipoprotein E (ApoE) und
Heparansulfat (Benson et al., 2020). Des Weiteren lassen sich Substrate der extrazelluldren Matrix wie
Vitronectin, Kollagen Typ IV und Laminin regelméfig in den Ablagerungen nachweisen (Benson et
al., 2020; Merlini & Bellotti, 2003; Vrana et al., 2009). Bisher ist aber nicht vollstdndig geklirt, wie
diese einzelnen nicht-amyloidogenen Proteine mit den Ablagerungen in Bezug stehen und wie sie die

Pathogenese der Amyloidose beeinflussen.



1.1.2  Ubersicht der Amyloidproteine und Nomenklatur

Die bis ins Jahr 2020 identifizierten Amyloidproteine kdnnen der Tabelle 1 entnommen werden. Die
Anzahl der bekannten Amyloidproteine ist eine unbestindige Zahl. Die Nomenklatur der
Amyloidproteine ergibt sich aus der Kombination aus einem ,,A* fiir Amyloid und des sich
anschlieenden Suffix, bestehend aus der Abkiirzung des amyloidogenen Vorlduferproteins. Zum
Beispiel AL als Kennzeichnung des amyloidogenen Vorlduferproteins Immunglobulinleichtkette (L)
und AL-Amyloidose als die dazugehérige Erkrankung. Zusétzliche Bezeichnungen, beispielsweise fiir
einen Wildtyp (wt) oder Mutationsvarianten (v), konnen ergénzt werden (z.B. ATTRwt) (Benson et

al., 2020).

Tabelle 1: Ubersicht der im Menschen vorkommenden Amyloidproteine und deren Vorliuferproteine. Stand

2020 (Benson et al., 2020).

Amyloid- | Vorliuferprotein S/L. | E/H | Zielorgan/Erkrankung
protein
AL Immunglobulinleichtkette S,L | E,H | Alle Organe auler ZNS
AH Immunglobulinschwerkette S,L | E |Alle Organe auler ZNS
AA Serum Amyloid A S E | Alle Organe auBler ZNS
ATTR Transthyretin, Wildtyp S E | Herz, Lunge, Ligamente,
Sehnenscheiden
Transthyretin, Mutationsvarianten S H | PNS, ANS, Herz, Auge,
Leptomeningen
Ap2M B2-Mikroglobulin, Wildtyp S E | Muskoskelettales System
B2-Mikroglobulin, Mutationsvarianten S H | ANS
AApoAI | Apolipoprotein A-I, Mutationsvarianten S H | Herz, Leber, Niere, PNS,
Hoden, Larynx, Haut
AApoAIl | Apolipoprotein A-II, Mutationsvarianten S H | Niere
AApoAIV | Apolipoprotein A-IV, Wildtyp S E | Niere, Knochenmark
AApoCII | Apolipoprotein C-1I, Mutationsvarianten S H | Niere
AApoCIII | Apolipoprotein C-III, Mutationsvarianten S H | Niere
AGel Gelsolin, Mutationsvarianten S H | PNS, Kornea
ALys Lysozym, Mutationsvarianten S H | Niere
ALECT2 | Leukozyten-chemotaktischer Faktor 2 S E | Niere
AFib Fibrinogen o, Mutationsvarianten S H | Niere
ACys Cystatin C, Mutationsvarianten S H | PNS, Haut
ABri ABriPP, Mutationsvarianten S H |ZNS
ADan ADanPP, Mutationsvarianten L H |ZNS
AB AP Vorlauferprotein, Wildtyp L E |ZNS
AP Vorléduferprotein, Mutationsvarianten L H |ZNS
AaSyn a-Synuclein L E |ZNS
ATau Tau L E |ZNS




APrP Prionenprotein, Wildtyp L E | CJD, todliche Schlaflosigkeit
Prionenprotein, Mutationsvarianten L H |CJD, GSS-Syndrom,
todliche Schlaflosigkeit
Prionenprotein, Mutationsvariante S H |PNS
ACal (Pro)Calcitonin L E | Medulldres Schilddriisen-
karzinom
AIAPP Inselzellenamyloidprotein (Amylin) L E | Langerhans'sche Inselzellen,
Insulinom
AANF Atrialer natriuretischer Faktor L E | Herzvorhof
APro Prolaktin L E | Hypophysenprolaktinom,
Hypophyse im Alter
Alns Insulin L E | Iatrogene lokale Injektionen
ASPC Surfactant-assoziiertes Protein C L E |Lunge
AGal7 Galaktin 7 L E | Haut
ACor Korneodesmosin L E | Verhorntes Plattenepithel,
Haarfollikel
Senile Aorta, Media der
AMed Laktadherin, Medin L E | Gefi3e
AKer Kerato-Epithelin L E | Kornea
ALac Laktoferrin L E | Kornea
Odontogenes Ameloblasten-assoziiertes
AOAAP | Protein L E | Odontogene Tumore
ASeml Semenogelin 1 L E | Samenblasen
AEnf Enfurvitide L E |latrogen
ACatK Kathepsin K L E | Tumor-assoziiert

Legende: ANS = Autonomes Nervensystem, CJD = Creutzfeldt-Jakob-Erkrankung, E = Erworben, GSS =
Gerstmann-Straussler-Scheinker, H = Hereditdr, L = Lokal, PNS = Peripheres Nervensystem, S = Systemisch,

ZNS = Zentrales Nervensystem.

1.1.3 Pathophysiologie der Amyloidogenese

Die Amyloidausbildung ist von multifaktorieller Genese. Die Basis bildet die pathologische
Fehlfaltung der Proteine und Peptide. Nachfolgend kommt es zu einer Aggregation dieser Proteine,
gekennzeichnet durch eine verringerte Faltungsstabilitit und einer gesteigerten Neigung, mehr als
einen Konformationszustand einzunehmen (Merlini & Bellotti, 2003; Rocken & Eriksson, 2009).
Nach Abschluss der Proteinsynthese befindet sich das native Protein in einem dynamischen
Gleichgewicht (Merlini & Bellotti, 2003). Je nach Faltungseigenschaften kann das Protein nun zur
Aggregation neigen. Liegt ein instabiler Faltungszustand vor, ist das Risiko zur Proteinaggregation
erhoht. Umgekehrt bedeutet dies, je stabiler der Faltungszustand, desto geringer die

Aggregationsneigung (Rocken & Eriksson, 2009).



Die Finnahme des pathologischen Konformationszustandes bei Amyloidosen kann auf
unterschiedlichen Wegen erfolgen und wird durch verschiedene Faktoren begiinstigt. Im Folgenden
sind einige Beispiele genannt. (1) Ursédchliche Proteine fiir hereditire Amyloidosen konnen ihren
Zustand der Fehlfaltung durch Mutationen, im Sinne von Anderungen der Aminoscurensequenz,
erworben haben (Buxbaum & Tagoe, 2000). (2) Einige Amyloidproteine besitzen eine altersbedingte
intrinsische Bereitschaft zur Fehlfaltung (z.B. Transthyretin) (Saraiva, 2001). (3) Eine stets erhohte
Konzentration des Vorlduferproteins im Serum (z.B. B2-Mikroglobulin) kann die Entstehung einer
Amyloidose steigern (Verdone et al., 2002). (4) Die pathologische Konformation kann durch eine
modifizierte proteolytische Spaltung des Vorlduferproteins bedingt sein (z.B. p-Amyloid-
Vorlduferprotein, APP) (McLaurin et al., 2000). (5) Eine dem Alter geschuldete Dezimierung der
Chaperon-Molekiile, die fiir die Rekrutierung der abzubauenden Proteine verantwortlich sind,
begiinstigt den Krankheitsprozess (Chiti & Dobson, 2017). (6) Weitere Faktoren, die eine Fehlfaltung-
begiinstigende Rolle einnehmen, sind ein niedriger pH-Wert, eine erhthte Temperatur, Oxidation und

Metallionen (Merlini & Bellotti, 2003).

1.1.4 Diagnostik der Amyloidosen

Die Amyloid-Diagnostik erfolgt auf Grundlage der Histologie und hat einen wesentlichen Einfluss auf
die Prognose, da diese mitunter stark vom Erkrankungsstadium abhingt. Aus diesem Grund ist eine
moglichst schnelle und akkurate Diagnostik so wichtig. Bei klinischem Verdacht muss eine
Gewebeprobe des Patienten bioptisch gesichert werden. Das zu untersuchende Gewebe wird in
Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet (FFPE). Am 2 pm dicken Paraffinschnitt erfolgt die
Kongorot-Fiarbung nach Puchtler, die den Goldstandard der Diagnostik darstellt (Puchtler et al., 1962).
Anschlieend erfolgt die polarisationsmikroskopische Betrachtung. Amyloid und dessen
Ablagerungen zeigen eine anomale Polarisationsfarbe von orange-gelb-rot bis hin zu griin-tiirkis-blau,
je nach Firbeprotokoll und Ausrichtung der Fibrillen (Benson et al., 2020; Howie & Brewer, 2009).
Die Polarisationsfarbe kann nur bei maximaler Helligkeit der Lichtquelle im Dunkelfeld sichtbar
gemacht werden. Dazu muss der Polarisator (ein Polarisationsfilter zwischen der Lichtquelle und dem
Prédparat) orthogonal zum Analysator (ein Polarisationsfilter zwischen dem Priparat und dem
Betrachter) ausgerichtet werden. Durch die manuelle Bewegung des Polarisators oder Analysators
durch den Betrachter konnen nun die optischen Eigenschaften des Amyloids ausgenutzt und die
anomale Polarisationsfarbe erzeugt werden (Rocken & Eriksson, 2009). Das Fiarbeergebnis der
Kongorot-Fiarbung und nachfolgend auch die Intensitit der Polarisationsfarbe sind abhingig vom

Amyloidtyp (Rocken, 2018).

Die Kongorot-Farbung ist jedoch mit einer geringen Sensitivitit gekennzeichnet, vor allem bei

Vorliegen von nur geringen Mengen an Amyloid. Demzufolge ist diese Form der Diagnostik limitiert.



Wird hingegen die Schichtdicke von 2-5 pm auf 5-10 um erhoht, kann die Sensitivitdt gesteigert
werden, ferner auch mit der Untersuchung am Fluoreszenzmikroskop. Hier zeigt sich eine gelb-orange
Fluoreszenz (Linke, 2000). Ein weiterer Farbstoff zur Verbesserung der Sensitivitit ist das h-FTAA
(heptamer formyl thiophene acetic acid). Er ist hochsensitiv und das bereits bei einer geringeren
Amyloidbelastung, wo die Kongorot-Farbung noch negativ ausfillt (Sjolander et al., 2016). Zudem
lasst sich die Erkrankung schon in fritheren Stadien der Amyloidbildung bis hin zu pra-amyloidogenen

Ablagerungen diagnostizieren (Hahn et al., 2017; Sj6lander et al., 2016).

Eine biochemische Moglichkeit fiir die Identifizierung einer Amyloidose ist die bildgebende
Massenspektrometrie (MSI = Mass Spectrometry Imaging). Am Institut fiir Pathologie in Kiel wurden
amyloidhaltige FFPE Gewebeschnitte mittels MALDI-IMS MSI (matrix-assisted laser
desorption/ionization mass spectrometry imaging with ion mobility separation) und einem Peptidfilter
(MDIC-Filter) untersucht. Es stellte sich heraus, dass dieses Verfahren fiir die Identifizierung und

Klassifizierung von Amyloidosen geeignet ist (Winter et al., 2017).

1.1.5 Klassifikation der Amyloidosen

Ist die histologische Diagnostik erfolgt, muss die vorliegende Amyloidose klassifiziert werden. Auch
diese Klassifikation sollte ziigig und akkurat erfolgen, denn der jeweilige Typ der Amyloidose
entscheidet das therapeutische Vorgehen. Um die Amyloidose zuordnen zu konnen, muss das
zugrunde liegende amyloidogene Protein identifiziert werden. Dazu finden Methoden der
Immunhistologie und der Proteinbiochemie ihre Anwendung. In Fillen von hereditdrer Amyloidose

kommt zusitzlich die Molekularpathologie zum Einsatz (Rocken et al., 2006).

Mithilfe von immunhistochemischen Antikorper-Farbungen gegen die verschiedenen Amyloidproteine
konnen diese identifiziert werden. Ein strukturiertes Vorgehen ist dafiir ratsam. Die Deutsche
Gesellschaft fiir Amyloid-Krankheiten e.V. gibt dazu Empfehlungen heraus. Die hdufigsten potenziell
systemischen Amyloidosen, zu denen die AA-, AApoAl-, AFib-, AL-, Alys- und ATTR-Amyloidose
gezidhlt werden, sollten gepriift werden. Zudem ist es nicht zweckmiBig, eine systemische Amyloidose
auf streng lokale Amyloidproteine zu testen. Des Weiteren empfiehlt die Gesellschaft die Testung auf
Amyloid-P-Komponente. Dies ermoglicht die Abgrenzung der AL- und AH-Amyloidose von der
Leicht- und Schwerkettenablagerungskrankheit (Rocken et al., 2006). Die Immunhistochemie weist
aber ebenso Defizite auf. Nicht fiir jedes Amyloidprotein ist ein spezifischer Antikdrper vorhanden

(Dogan, 2017).

Die zweifelsfreie Identifizierung des Amyloidproteins kann jedoch lediglich mit proteinbiochemischen
Methoden erreicht werden. Dazu muss das Protein initial aus dem Gewebe extrahiert und nachfolgend

in seine Primirstruktur sequenziert werden. Diese Verfahren finden derzeit noch keine Anwendung in



der breiten Routinediagnostik und bleibt wenigen spezialisierten Zentren vorbehalten (Rocken &

Eriksson, 2009).

Eine zusitzliche Moglichkeit fiir die Klassifikation von Amyloidosen ist die Molekularpathologie. Sie
ermoglicht den Nachweis einer hereditaren Amyloidose. Sowohl die histologische Diagnostik als auch
die immunhistologische und proteinbiochemische Klassifikation miissen zuvor erfolgt sein. Ist ein
Amyloidprotein identifiziert, welches einer hereditiren Amyloidose zugeordnet werden kann (sieche
Tabelle 1), kann nun auf genetischer Ebene die zu Grunde liegende Mutation gesichert werden

(Rocken & Eriksson, 2009).

1.2 Apolipoprotein E

1.2.1 Grundlagen der Apolipoproteine und Apolipoprotein E

Apolipoproteine sind Bestandteile der Lipoproteine (Chylomikronen, VLDL, IDL, LDL, HDL). Sie
stellen deren Proteinanteil dar. Die Funktion der Lipoproteine besteht im Transport der Lipide zu den
verschiedenen Organsystemen. Der Apolipoproteinanteil unterscheidet sich in den verschiedenen
Lipoproteinen - mit abnehmender Grofle und zunehmender Dichte nimmt der Proteinanteil zu.
Apolipoproteine sind von amphiphilem Charakter und interagieren einerseits mit ihrer hydrophoben
Aminosdurekette mit den Lipiden des Lipoproteins, und treten andererseits mit ihrer hydrophilen

Domiéne in Wechselwirkung mit der wiassrigen Umgebung des Blutplasmas (Gotto et al., 1986).

Das Apolipoprotein E ist ein unter den Lipoproteinen austauschbares Apolipoprotein und steht in
Assoziation mit den cholesterinreichen Lipoproteinen - den Chylomikronen und deren Resten
(Remnants), VLDLs und HDLs (Kockx et al., 2018). Die Hauptfunktion liegt in der Regulierung des
Lipidgehalts im Plasma und im Gewebe, womit ApoE eine zentrale Stellung im Fettstoffwechsel
einnimmt. Es fungiert als Ligand fiir die Bindung der Lipoproteine an die Zelloberfldchenrezeptoren
der verschiedenen Zielorgane (Weisgraber, 1994). Zu den Zellrezeptoren und Zielproteinen gehoren
unter anderem die LDL-Rezeptoren (Mahley, 1988), LRP-Rezeptoren (LDL receptor-related protein)
(Kowal et al., 1989) und Heparansulfat-Proteoglykane (Ji et al., 1993). Synthetisiert und sezerniert
wird es neben der Leber, dem Hauptsyntheseort, auch im zentralen und peripheren Nervensystem
(Namba et al., 1991), in Makrophagen (Mahley, 1988), im Fettgewebe und weiteren Organen (Huang
& Mabhley, 2014).

Apolipoprotein E ist laut immunhistochemischen Studien und Extraktionsstudien ein ubiquitdrer und
regelmifBiger Bestandteil in allen Amyloidablagerungen (Gallo et al., 1994), wenngleich es kein

fibrilldres Protein beschreibt. Die Wissenschaft ist sich einig, dass ApoE prinzipiell ein wesentlicher



Modulator in der Amyloidogenese ist und Einfluss auf die Eigenschaften der Amyloidproteine und der

Fibrillenbildung nimmt.

1.2.2 ApoE-Polymorphismus und dessen klinischer Bezug

Aufgrund dessen, dass ApoE eine so einflussreiche Rolle im Lipidmetabolismus einnimmt, ist es
verstindlich, dass es bei Verdnderungen im ApoE-Gen folglich zu gravierenden Verdnderungen mit

Krankheitswert kommen kann.

Das ApoE-Gen liegt auf dem Chromosom 19 (Dong et al., 1994) und das exprimierte Protein besteht
aus 299 Aminosduren (Buxbaum & Tagoe, 2000). Dieses Gen weist einen genetischen
Polymorphismus auf, wodurch drei Hauptisoformen (ApoE2, ApoE3 und ApoE4) entstehen (Dong et
al., 1994; Weisgraber et al., 1981). Die Isoformen werden von den drei Allelen €2, €3 und €4 kodiert,
aus denen drei homozygote (Apo E2/E2, Apo E3/E3, Apo E4/E4) als auch drei heterozygote
Phinotypen (Apo E2/E3, Apo E2/E4, Apo E3/E4) resultieren. Die hiufigste Isoform, das ApoE3
(Utermann et al., 1980), besitzt an Position 112 die Aminosdure Cystein und an Position 158 die
Aminosédure Arginin. ApoE2 besitzt an beiden Positionen Cystein und ApoE4 an beiden Positionen
Arginin (Weisgraber et al., 1981). Durch die Auswechslung von nur einer dieser Aminosduren werden
die Struktur und die Funktion des ApoE stark veridndert und die entstehenden Isoformen unterscheiden
sich folge dessen in ihrer Bindungsaffinitit an den Zellrezeptoren. Wihrend ApoE3 und ApoE4 eine
dhnliche Bindungsaffinitit zum Rezeptor aufweisen, ist diese bei ApoE2 stark verringert (Weisgraber

et al., 1982) (sieche Abbildung 2).

Durch den Polymorphismus und der resultierenden Isoformen lédsst sich das Risiko fiir bestimmte
Erkrankungen erkldaren. Das Vorkommen der ApoE2-Homozygotie (E2/E2) steht in starker
Assoziation mit der Typ III Hyperlipoproteindmie (HLP III). Die Patienten zeigen erhohte Werte von
Triglyzeriden und Cholesterol im Plasma (Mahley & Rall, 2000). Im Umkehrschluss bedeutet dies
jedoch nicht, dass jede ApoE2-Homozygotie in der HLP III endet.

Zahlreiche Studien haben die Wechselwirkung zwischen den kardiovaskuldren und atherogenen
Risikofaktoren, der ApoE4-Homozygotie (E4/E4) und der Alzheimer-Erkrankung (Alzheimer‘s
Disease, AD) dargelegt (Beeri et al., 2006; Farrer et al., 1997; Hofman et al., 1997; Van Bockxmeer &
Mamotte, 1992). Beispielsweise sind senile amyloidhaltige Plaques, deren Grundgeriist aus dem
APPP-Vorlduferprotein besteht, charakteristisch fiir das alternde Gehirn des AD-Patienten (Buxbaum
& Tagoe, 2000). Der ApoE-Genotyp allein betrachtet stellt einen gravierenden Risikofaktor fiir die
AD dar, denn das Vorliegen der ApoE4-Isoform konnte signifikant mit dem Grad der Ausprigung der
Ap-Ablagerung in Gefiflen und Plaques in Verbindung gebracht werden (Schmechel et al., 1993). Die

AB-Akkumulation zeigt also Isoform-spezifische Unterschiede. Dariiber hinaus konnte gezeigt



werden, dass ApoE4 unter bestimmten Bedingungen schneller und effektiver an AB binden kann als
ApoE2 oder ApoE3 (Hashimoto et al., 2012) und dass ApoE4 die spontane Fibrillenbildung von Af
fordert (Wisniewski et al., 1994). Alles in allem konnte bisher aufgezeigt werden, dass der ApoE-
Polymorphismus maBigeblich in die Amyloidbildung eingreift.

Apolipoprotein E Isoforms

E4 E3S — E2
Allelic frequency: 15% 77% 8%
Sequence differences: Arg-112 Cys-112 Cys-112
Arg-158 Arg-158 Cys-158
Receptor binding: 100% 100% <2%
Associated disorder: Alzheimer’s Disease “Normal” Type Il Hyper-

lipoproteinemia

Abbildung 2: Ubersicht iiber die Apolipoprotein E-Isoformen. Arg = Arginin, Cys = Cystein, E2 = ApoE2, E3 =
ApoE3, E4 = ApoE4 (Huang & Mahley, 2014). Nachdruck mit Genehmigung von Huang & Mahley, 2014,
Copyright Elsevier.

1.3 Das Komplementsystem

1.3.1 Grundlagen, Struktur und Funktion des Komplementsystems

Den Ausdruck ,,Komplement* verdankt dieses Abwehrsystem dem deutschen Mediziner Paul Ehrlich.
~Komplement* ersetzt den von Hans Buchner und Jules Bordet eingefiihrten Begriff , ,Alexine*
(griechisch ,,alexin“ = abwehren), welcher fiir Komponenten des Blutserums steht, die die Abwehr
von Bakterien erméglicht (Kaufmann, 2008). Ehrlich verdeutlicht, dass ,,Komplement* einen
unspezifischen, hitzelabilen Faktor darstellt, der die Wirkung der Antikorper-vermittelten Lyse der

Bakterien erginzte, demnach komplementierte (Kaufmann, 2008).

Das Komplementsystem ist ein Eckpfeiler der angeborenen und unspezifischen Immunabwehr
(Walport, 2001), genauer gesagt der humoralen Sequenz dieses Systems. Es soll verschiedene
Antigene, schnell erkennen und auf sie reagieren, wie zum Beispiel Lipopolysaccharide auf der

Oberfliche von Bakterien. Um die Erreger jedoch vollkommen eliminieren zu konnen, muss das
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Komplementsystem eng mit der spezifischen Abwehr, also den Antikdrpern und B- und T-
Lymphozyten, zusammenarbeiten. Das Komplementsystem besteht aus einer Mehrzahl von Proteinen,
Rezeptoren, = Membranproteinen  und  16slichen =~ Plasmaproteinen, den  sogenannten
Komplementfaktoren (C1 — C9) (Shin et al., 1996). Die zuletzt genannten neun Komplementfaktoren
befinden sich als Zymogene in inaktiver Form im Blut und die Aktivierung dieser Vorlduferenzyme
erfolgt tiber kaskadenartig ablaufende proteolytische Spaltungen. Die Aktivierung fithrt wiederum zur
Ausbildung von Enzymkomplexen bis hin zur Ausbildung eines lytischen, ringformigen
Membranangriffkomplexes (MAC, membrane attack complex). Der MAC ist ein Transmembrankanal
(Shin et al., 1996). Durch seinen amphiphilen Charakter (Bhakdi & Tranum-Jensen, 1982) kann er mit
seinen hydrophoben Anteilen in die Lipiddoppelschicht der Zellwéinde inserieren und mit seinen
hydrophilen Anteilen einen Kanal bilden, der einen irreversiblen Verlust der Membranintegritit der
Zelle verursacht und schlieflich zum Zelltod durch Nekrose fiihrt (Papadimitriou et al., 1994). Damit
wird das Ziel des Komplementsystems, sprich die Eliminierung von Bakterien und anderen
pathogenen Mikroorganismen, erreicht. Diese lytische Zerstorung von Pathogenen durch den MAC
stellt jedoch nicht die einzige Aufgabe des Komplementsystems dar. Zu seinen abwehrenden
Effektorfunktionen werden weiterhin die Beseitigung von Immunkomplexen, die Rekrutierung von
Entziindungszellen und die Opsonierung von fremdem und autoantigenem Material gezihlt. Dariiber
hinaus ist das Komplementsystem in diversen anderen biologischen Vorgingen wie der
Organregeneration, Himatopoese, Angiogenese und dem Lipidstoffwechsel beteiligt (Ricklin et al.,
2010). Diese Vielseitigkeit hat zur Folge, dass dem Komplementsystem augenblicklich mehr als eine
Abwehrfunktion zugesprochen werden muss und es eine herausragende Stellung im menschlichen

Organismus einnimmt.

1.3.2 Aktivierung des Komplementsystems

Wie eingangs erwihnt, miissen die neun Komplementfaktoren beteiligt bzw. kaskadenartig aktiviert
werden. Dieser Prozess kann auf drei unterschiedlichen Wegen erfolgen: (1) der klassische Weg, (2)

der Mannose-bindende Lektinweg und (3) der alternative Weg (sieche Abbildung 3).
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= ! Mannose-binding
== - U lectin pathway

Membrane-
attack complex
'

Abbildung 3: Die drei Aktivierungswege des Komplementsystems (Walport, 2001). Erlduterungen siche Text.
Nachdruck mit Genehmigung von Walport, 2001, Copyright Massachusetts Medical Society.

Im Folgenden gebe ich einen Uberblick iiber die drei Moglichkeiten der Aktivierung:

(1) Beim klassischen Weg bindet die sechskdpfige Untereinheit C1q vom Komplementfaktor C1 an
die Fc-Untereinheit eines mit dem Antigen-gebundenen Antikdrper vom Typ IgG oder IgM. Weitere

mogliche Aktivatoren, abgesehen von Antikorpern, sind unter anderem virale Hiillmembranen, C-
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reaktives Protein, Myelin oder auch DNA (Shin et al., 1996). Durch diese Bindung werden die zwei
anderen Cl-Untereinheiten Clr und Cls aktiviert. Cls spaltet darauthin C4 in C4a und C4b. C4a
fungiert als Anaphylatoxin und das membrangebundene C4b fiihrt die Kaskade fort, indem es mit
Faktor C2 interagiert. C4b und C2a bilden zusammen die klassische C3-Konvertase C4b2a. Damit ist

der Endpunkt des klassischen Weges erreicht.

(2) Analog zum klassischen Weg existiert der Mannose-bindende Lektinweg, der ebenfalls nur bei
Mustererkennung aktiviert wird, aber antikdrperunabhiingig. Das Mannose-bindende Lektin (MBL)
bindet an terminale Mannose-Gruppen des Pathogens. Aufgrund der homologen Struktur des MBLs zu
Clq (Walport, 2001), katalysieren die aktivierten Serinproteasen MASP-1 und MASP-2 (mannose-
binding lectin-associated proteases I and 2) dieselben Reaktionen wie auch im klassischen Weg. Aus

diesem Grund entsteht auch hier die klassische C3-Konvertase C4b2a.

(3) Der alternative Weg setzt die Kaskade ebenfalls ohne Beteiligung von Antikorpern in Gang. Eine
Rolle spielen die Proteine C3, Faktor B, D, H, I und P (Pangburn, 1988). In dieser Sequenz kommt es
zu einer direkten Aktivierung des Komplementfaktors C3. Ermdéglicht wird dies einerseits durch die
hydrolytisch aktivierte Form C3(H,0O), die in Folge einer spontanen Reaktion von H,O mit der
reaktiven Thioestergruppe im C3-Molekiil entsteht (Shin et al., 1996) und andererseits durch
Oberflichenstrukturen u.a. von Bakterien, Pilzen, Viren und Parasiten (Pangburn, 1988). Aufgrund der
spontanen Hydrolyse des C3, ist der alternative Weg stets leicht aktiv. Das aus der C3-Spaltung
entstandene Spaltprodukt C3b bindet an die Aktivatoroberflichen. Faktor B lagert sich an und mit
Hilfe der Serinprotease Faktor D kann C3b nun Faktor B spalten. Nachfolgend bilden C3b und das
Fragment Bb einen Komplex, die alternative C3-Konvertase C3bBb. Dieser Enzymkomplex wird
durch Faktor H und I gehemmt. Faktor P (Properdin) hingegen stabilisiert ihn und bildet mit ihm den
C3bBbP-Komplex. = Mogliche  Aktivatoren  dieses Weges sind Zymosan, Myelin,
Kunststoffoberflichen, Endotoxin oder auch andere Oberflichenstrukturen von Bakterien und

Tumorzellen (Pangburn, 1988).

Gemeinsame Endstrecke

Alle drei Wege fithren zur Ausbildung einer C3-Konvertase, ein Enzym zur Spaltung von C3. Damit
stellt C3 das Zentrum der Kaskade dar und dessen Spaltung leitet die exekutive terminale Sequenz des
Komplementsystems ein. Das Spaltprodukt C3b fungiert einerseits als Opsonin und bindet andererseits
an die jeweilige C3-Konvertase und bildet nun die C5-Konvertase C4b2a3b und/oder C3bBb3b.
Dieser Enzymkomplex ist fiir die Spaltung von C5 verantwortlich. C5a ist analog zu C3a und C4a ein
Anaphylatoxin. C5b bildet durch konsekutive Bindung von weiteren sechs Komponenten - C6, C7,
C8a, C8f, C8y, C9 - den MAC (Dudkina et al., 2016). Damit ist der MAC ein Multi-Protein-Komplex,
der den lytischen porenformierenden Teil des Komplementsystems reprisentiert. Das Wirkspektrum

des Komplementsystems geht aber iiber den MAC und dessen lytischer Aktivitit hinaus. Beispiele fiir
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weitere Wirkmechanismen sind (1) Chemotaxis und Aktivierung von Leukozyten durch die
Freisetzung der Anaphylatoxine C3a, C4a, C5a, (2) Opsonierung durch C3- und C4-Fragmente
(Markieren der Pathogene), (3) Clearance von Immunkomplexen und apoptotischen Zellen durch C3-

und C4-Fragmente (Walport, 2001).

1.3.3 Komplementfaktor C9

Das Protein C9 ist ein Polypeptid mit einer Primérstruktur aus 537 Aminosduren. Seinen amphiphilen
Aufbau und der damit verbundenen Féhigkeit in die Membran der Zielzellen einzudringen verdankt
C9 seinem Carboxyl-Terminus (C-Terminus) aus vor allem hydrophoben Aminosduren und dem

Amino-Terminus (N-Terminus) aus hauptsichlich hydrophilen Aminosiuren (DiScipio et al., 1984).

Der Komplementfaktor C9 ist zur Umstrukturierung seiner eigenen globulidren Proteinstruktur
imstande (Stanley & Herz, 1987). Dies ermoglicht C9 sich in Lipiddoppelmembranen einzufiigen, die
einen praformierten C5b-8-Komplex enthalten (Hadding & Miiller-Eberhard, 1969). Die erste
Transmembranregion (TMH1) des C9-Monomers ist befdhigt, eine Konformationsédnderung
auszuiiben, sobald dieses C9-Monomer vom C5b8-Komplex rekrutiert wurde (Spicer et al., 2018). Das
ermoglicht die unidirektionale und sequentielle Bindung weiterer C9-Monomere an dem nun
ringformig wachsendem MAC. Es ist gezeigt worden, dass es dabei zu einer symmetrischen
Polymerisation von 22 C9-Monomeren kommt (Dudkina et al., 2016). Damit verkorpert C9 das
zentrale Element des MAC.

1.3.4 Klinische Bedeutung des Komplementsystems

Durch die Komplexitit und Effektivitit des Systems wird unverkennbar, dass eine effiziente Kontrolle
notwendig ist, um die Homoostase aufrecht zu erhalten. Die Regulierung der Komplementkaskade
unterliegt einem sensitiven Gleichgewicht. Auf der einen Seite steht die effektive Abwehr von
Eindringlingen und dem gegeniiber steht der Schutz vor exzessiver Komplementaktivierung mit der
Folge der Zerstorung korpereigener Strukturen. Gerdt dieses Gleichgewicht aus dem Ruder und
kommt es zu einer dysregulierten und unkontrollierten Aktivierung, kann das Komplementsystem

urséchlich fiir diverse Erkrankungsbilder sein.



14

1.34.1 Verbindung zwischen dem Komplementsystem, Amyloid und der

Alzheimer-Erkrankung

Die AD zeigt unterschiedliche morphologische Charakteristika, wie die zerebralen f-amyloidhaltigen
Plaques, die zerebrovaskuldren Amyloidablagerungen und die neurofibrillaren Biindel (Buxbaum &
Tagoe, 2000). Diverse Studien konnten immunhistochemisch Clq, C3- und C4-Fragmente und
Komponenten des klassischen Komplementweges im Hirngewebe von Alzheimerpatienten
nachweisen (Eikelenboom & Stam, 1982; Ishii & Haga, 1984; McGeer et al., 1989). Und dass diese
Proteine nicht nur iiber eine defekte Blut-Hirn-Schranke dorthin gelangt sind, zeigte sich in
darauffolgenden in-siru-Hybridisierungsstudien. Die dortigen Beobachtungen wie ein erhohtes
Vorkommen von mRNA fiir C3 und C4 (Walker & McGeer, 1992) und fiir C1q (Fischer et al., 1995)
in AD-Gehirnen, sind beweisend fiir eine hochregulierte lokale Synthese dieser Komplementproteine.
Eine Metaanalyse von Krance et al. aus dem Jahr 2019 fasst die Beobachtungen einer Reihe von
Studien beziiglich der Komplementkaskade und AD zusammen und zeigt eine grundsétzlich erhdhte
Komplementaktivitit im Zentralnervensystem (ZNS) von Alzheimerpatienten, vor allem durch das
einheitliche, vermehrte Vorhandensein von Clusterin, ein Inhibitor des terminalen Komplementweges,

und einem signifikantem, jedoch weniger bestdndigen Anstieg von C3 im Liquor (Krance et al., 2019).

Wie in Abschnitt 1.3.2 beschrieben, gibt es auch andere Substrate als Antikorper zur Aktivierung des
klassischen Komplementweges. B-Amyloid und SAP sind solche Substrate. Unter physiologischen
Bedingungen kann B-Amyloid durch Bindung an die globulire Region des Clq die Kaskade ins Rollen
bringen (Tacnet-Delorme et al., 2001), auch ohne Beteiligung von Antikdrpern. Dabei sind die
unterschiedlichen Peptide, die beim Zerschneiden des Amyloid-Precursor-Proteins (APP) entstehen,
unterschiedlich effektiv in deren Aktivierung der Komplementkaskade. Af1-42 ist wirkungsvoller als
AP1-40 (Jiang et al, 1994). Die Komplementaktivierung via SAP wird ebenfalls tiber die
Bindungsstelle an der globuldren Region des Clg-Fragments vermittelt (Nauta et al., 2003;
Roumenina et al., 2006).

All diese Ergebnisse der vergangenen Studien iiber die Aktivierung des Komplementsystems via f3-
Amyloid und tiiber die erhohte lokale Synthese von Komplementproteinen in AD-Gehirnen
rechtfertigen die Hypothese einer Beteiligung von Amyloid und Komplement an der Pathogenese von

AD.

1.34.2 Komplement in der Nephrologie

Ein weiterer Bereich, wo das Komplementsystem eine groe Bedeutung aufweist, ist die Nephrologie.
Zu nennen sind hier Erkrankungen wie das atypische hdmolytisch-urdmische Syndrom (aHUS), die

C3-Glomerulopathien (C3G) und auch die fokal sementale Glomerulosklerose (FSGS). Sie stehen in



15

Assoziation mit einem iiberaktiven alternativen Pathway. Beim aHUS sorgen verschiedene genetische
Anomalien im Komplementsystem fiir diese Uberaktivitiit. Eine bedeutende Rolle iibt das CFH-Gen
aus, welches fiir Faktor H kodiert und eine hemmende Wirkung auf die alternative C3-Konvertase mit
sich bringt (Pangburn, 1988). Pathogene Mutationen, Polymorphismen und Autoantikorper in Hinsicht
auf diesen Faktor sind hiufige Beobachtungen beim aHUS (Noris et al., 2010). Die unkontrollierte
Aktivierung der Komplementkaskade bei den C3G mit seinen Subtypen, der membrandsen C3G
(dense deposit disease, DDD) und der C3-Glomerulonephritis (C3GN), ist vor allem durch das
Vorhandensein des C3-nephritischen Faktors (C3NeF) gekennzeichnet (Sethi et al., 2012). C3NeF ist
ein Autoantikdrper gegen die alternative C3-Konvertase C3bBb, der fiir dessen Stabilisierung sorgt
und die biologische Halbwertzeit verldngert (Appel et al., 2005). Wesentliches Merkmal der DDD ist
die in der Elektronenmikroskopie sichtbare typische elektronendichte C3-Ablagerung im Mesangium
und entlang der glomeruldren Basalmembran (GBM), als auch die ausbleibenden Immunglobulin-
Féarbungen in der Immunfluoreszenzmikroskopie (Sethi et al., 2009). Ebenso sind Komponenten des
terminalen Komplementkomplexes (terminal complement complex, TCC) und C9 einheitlich vertreten
(Sethi et al., 2009). Hinsichtlich der Pathophysiologie der FSGS konnte in der Studie von Huang et al.
aus dem Jahr 2020 gezeigt werden, dass auch bei diesem Erkrankungsbild das Komplementsystem
wesentlich beteiligt ist. Die Studie zeigt eine signifikante Erhohung der Konzentrationen von C3a, C5a
und C5b-9 im Plasma und Urin bei Patienten mit FSGS. Zudem korrelierte der C5b-9-Spiegel mit der

Proteinurie, der renalen Dysfunktion und der interstitiellen Fibrose (Huang et al., 2020).

Werden nun all diese Befunde zusammen betrachtet, lassen sie auf eine Beteiligung der
Komplementaktivierung bei  Nierenerkrankungen schlieBen. Dies hat beeintrichtigende

Entziindungsprozesse zur Folge und eine fortschreitende Schidigung der Glomeruli.

1.3.5 Charakteristische Ahnlichkeit des Membranangriffkomplexes mit anderen

Strukturen

Der Membranangriffskomplex ist mit seinem ringférmigen, kanalartigen Aufbau und seiner lytischen
Funktionsweise auflergewohnlich. Als Ausloser fiir die Membraninstabilitit der Zielzelle nimmt er
eine entscheidende Stellung im Programm des Zelltodes ein. Der Charakter seiner Vorgehensweise
wird bei weiteren Elementen registriert. Im Folgenden werden zwei Strukturen vorgestellt, die eine

gewisse Ahnlichkeit mit dem MAC aufweisen.
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1.3.5.1 Oligomer-Hypothese

Anstelle der bisherigen Annahme, die Amyloidbildung sei ein Zwei-Zustands-Prozess, deuten
vergangene Studien auf einen weitaus komplexeren Prozess der Amyloidentstehung hin. Die Studien
lieferten unter anderem diese Ergebnisse: (1) Amyloidfibrillen diverser amyloidogener Proteine sind
auch im Gewebe von Personen ohne eine Amyloiderkrankung zu finden (Dickson et al., 1992), (2)
nach therapeutischer Beseitigung der Amyloidplaques kommt es zu keiner Verbesserung der
klinischen Symptome der AD und (3) die klinischen Symptome korrelieren vielmehr mit dem
Auftreten der neurofibrillaren Biindel als mit den AB-Plaques (Harrison & Owen, 2016; Makin, 2018).
Diese Beobachtungen geben Anlass, die urspriingliche Hypothese der Pathogenese der
Amyloidfibrillen zu {iiberdenken. Sie erkliren moglicherweise die Diskrepanz zwischen dem
Amyloidgehalt im Hirngewebe und dem Ausbruch oder der Schwere der Erkrankung. Die neue
Hypothese der Amyloidentstehung wird Oligomer-Hypothese genannt und leitet einen Wendepunkt
ein. Sie charakterisiert 10sliche Oligomere als voriibergehende Zwischenprodukte in der
Amyloidentstehung, wobei sie Stoffwechselveridnderungen, Toxizitdt und Zelltod verursachen (Ke et
al., 2020). Untersuchungen an AB1-40- und AB1-42-Peptiden zeigten eine Kinetik mit Bildung und
darauffolgendem Verschwinden dieser AB-Protofibrillen (Walsh et al., 1997), die somit als oligomere,
préfibrilldre Zwischenprodukte gedeutet werden. Diese verschiedenen Oligomere der amyloidogenen
Proteine weisen vielfiltige Unterschiede in ihrer Struktur und Dynamik auf (Sun et al., 2019), anders
als die gemeinsame Cross-B-Struktur aller Amyloidfibrillen (sieche Abschnitt 1.1.1). Zudem zeigen sie
ein abgeschwichtes Bindungsverhalten zu amyloidspezifischen Farbstoffen wie Thioflavin (Younan &

Viles, 2015), was auf eine fehlende Cross-p-Faltblattstruktur hinweisen konnte.

Die Amyloid-Oligomere, die eine gewisse Zytotoxizitit aufweisen, sind lediglich die ringférmigen,
porenartigen Oligomere. Sie konnten bei den meisten Amyloidvorlduferproteinen erfasst werden und
sind eigenstdndige Amyloidstrukturen, die sich von den Amyloidfibrillen unterscheiden (Ke et al.,
2020). Funktionell betrachtet, iiben sie eine kanal- und porenbildende Aktivitit auf Membranen aus
und ziehen eine Permeabilititssteigerung mit sich, was am Beispiel des Inselzellenamyloidproteins
(IAPP) (Anguiano et al., 2002) und dem AB-Amyloidprotein (Arispe et al., 1994) gezeigt werden
konnte. Die Folge ist der Verlust des homdostatischen Gleichgewichts der Zelle durch die veridnderten

Tonenkonzentrationen tiber der Membran.

Die Oligomer-Hypothese legt nahe, dass die kanal- und porenartigen Formationen die primére
Ursache fiir die Toxizitdt und den Zelltod sind. Essentiell sind diese Resultate ebenfalls fiir die
Erforschung der AD. Es existieren zunehmend Hinweise, dass die in die Membran eingebetteten AB-
Oligomere die Neurotoxizitit bei Alzheimerpatienten auslost (Ciudad et al., 2020; Lasagna-Reeves et

al., 2011) (siehe Abbildung 4).
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Abbildung 4: Schema der moglichen Neurotoxizitit durch AB-Oligomere. Nach der Spaltung des
Amyloidvorlauferproteins (APP) verbleibt Af1-42 in der Zellmembran. Durch Selbstassemblierung kommt es
zur Ausbildung von Tetrameren und Oktameren, welche reich an B-Strukturen sind. Ein AP1-42-Tetramer mit
seinen vier verschiedenen Untereinheiten ist abgebildet. Die Interaktion der hydrophilen Rénder mit
Lipidschwinzen sorgt fiir eine Neugestaltung der Lipidkopfgruppen und die Formation von lipidstabilisierten
Poren. Diese Poren sind verantwortlich fiir die verdnderte zelluldre Ionenhomoostase (Darling & Shorter, 2020).

Nachdruck mit Genehmigung von Darling & Shorter, 2020, Copyright Elsevier.

1.3.5.2 Perforin 1/ MACPF

Weiterhin muss Perforin 1 (PRF1) erwédhnt werden, wenn es um die Struktur- und Funktionsgleichheit
zum MAC geht. Den Namen verdankt es seiner Funktion: es ,,perforiert” die Membran der Zielzelle.
Perforin 1 z&dhlt zu den zytolytischen Proteinen, welches in Vesikeln von zytotoxischen T-
Lymphozyten (CTL) und Natiirlichen Killerzellen gespeichert wird. Nach Freisetzung aus diesen
Zellen wird es in die Zellmembran der Zielzelle eingebettet und induziert an dieser Stelle durch
Aggregation seiner Monomere eine Porenbildung mit bis zu 20 nm Durchmesser (Liu et al., 1995),
funktionell also dhnlich zum MAC, der auch als Transmembrankanal fungiert (siehe Abschnitt 1.3.1).
Somit agiert PRF1 ebenso als Ausloser fiir eine gesteigerte Permeabilitit und den Verlust der
Membranintegritit. Zusitzlich konnen Granzyme, die sich in der Granula der CTL befinden, durch die
Perforinpore in die Zelle eindringen, womit zusitzlicher Schaden angerichtet wird (Masson &

Tschopp, 1987). Die Folge ist das Absterben der Zelle. Perforin 1 und MAC unterscheiden sich jedoch
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dahingehend, dass sie unterschiedliche Formen des Zelltodes einleiten, PRF1 die Apoptose (Baran et
al., 2009) und MAC die Nekrose (Papadimitriou et al., 1994), und dass sie verschiedene Zielpathogene
ansteuern, wobei PRF1 virusinfizierte Zellen und Tumorzellen bekdmpft und MAC extrazellulédre

Bakterien (McCormack et al., 2013).

Strukturell bieten PRF1 und MAC auch Ahnlichkeiten. Perforin 1 zeigt eine Domiine, die sie mit den
terminalen Komplementkomponenten C6, C7, C8a, C8p und C9 gemeinsam hat. Diese Doméne weist
eine beachtliche Ubereinstimmung in der Aminosiurensequenz auf (Liu et al., 1995; Lowrey et al.,
1989) und bekommt daher die Bezeichnung MACPF, stehend fiir ,,membrane-attack-complex-perforin
domain®. Vertreter dieser MACPF-Proteinfamilie, die iiber C6-C9 und Perforin hinausgehen, sind
nicht nur im Menschen vertreten. Auch Bakterien nutzen diese Doméine (Kadota et al., 2004; Xu et
al., 2010). Zusitzlich zeigen PRF1 und MAC aufgrund ihrer strukturellen Gemeinsamkeiten eine
immunologische Kreuzreaktivitit (Tschopp et al., 1986).

Eine Verbindung von PRF1 zu den Amyloid-Oligomeren aus Abschnitt 1.3.5.1 ist ebenfalls gezeigt
worden. Der Antikorper Al1, spezifisch fiir Amyloid-Oligomere, detektierte sowohl PRF1 als auch o-
Hémolysin, ein porenbildendes bakterielles Toxin (Yoshiike et al., 2007). So schlieft sich der Kreis
innerhalb der hier genannten porenbildenden Proteine C6-C9, PRF1 und den Amyloid-Oligomeren.
Sie weisen strukturelle Ahnlichkeiten und funktionelle Gemeinsamkeiten in der Art und Weise der

Membranpermeabilisation auf.

1.4 Apoptose und Rolle der Caspase 3

1.4.1 Grundlagen der Apoptose und Caspasen

Eine zweite Form des Zelltodes ist die Apoptose. Diese ist im Gegensatz zur Nekrose eine
physiologische Form des Zelltodes. Die Apoptose ist genetisch programmiert, wird streng kontrolliert
eingeleitet und fiihrt gezielt zum Absterben einzelner geschédigter, funktionsunféhiger, entarteter
und/oder iiberfliissiger Zellen, ohne das angrenzende Gewebe zu schiddigen oder eine Entziindung
auszulosen (Mcllwain et al., 2013). Zellen, die nicht mehr repariert werden konnen und dem Korper
gefdhrlich werden konnten, werden beseitigt und bewahren ihn vor Schaden. Es gibt verschiedene
Ursachen, die zum apoptotischen Zelltod fiithren, die sowohl von auflen als auch aus dem Zellinneren
kommen konnen. Dazu zdhlen unter anderem das Fehlen von Wachstumsfaktoren (Deckwerth &
Johnson, 1993), die Immuniiberwachung zur Kontrolle des Tumorwachstums oder auch DNA-
Schiden, induziert durch Chemotherapeutika oder andere exogene Ursachen (Boatright & Salvesen,

2003). Aus diesem Grund gibt es auch verschiedene Wege der Induktion einer Apoptose.
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Die Caspasen sind ein zentraler Bestandteil der Apoptose. Caspase ist ein Akronym fiir ,,Cystein-
Aspartat-spezifische Proteasen* und spiegelt den Wirkmechanismus dieser speziellen Enzyme wider.
Im aktiven Zentrum der Enzyme befindet sich ein Cysteinrest und die Spaltung der Proteine erfolgt am
carboxyterminalen Ende von Aspartatresten (Poreba et al., 2013). Jede Caspase wird als Zymogen, die
inaktive Enzymvorstufe, synthetisiert und ist in gesunden Zellen aufzufinden. Vor ihrer
Funktionstiichtigkeit muss es in ihre aktive Form iiberfithrt werden. Dies erfolgt durch Proteolyse, eine
enzymatische Spaltung, oder einen Prozess der Dimerisierung (Zusammenlagerung) (Boatright &
Salvesen, 2003). Bis dato sind zwolf humane Caspasen bekannt (Salvesen & Ashkenazi, 2011). Die
Durchnummerierung der Caspasen erfolgt auf Basis der zeitlichen Entdeckung (Alnemri et al., 1996).
Doch nicht alle zwolf Caspasen sind an der Apoptose beteiligt. Hier spielen nur die Initiatorcaspasen
und Effektorcaspasen eine wesentliche Rolle. Initiatorcaspasen werden durch bestimmte Trigger
aktiviert und leiten die Apoptose ein. Zu ihnen gehoren die Caspasen 2, 8, 9 und 10 (Mcllwain et al.,
2013; Salvesen & Ashkenazi, 2011). Thre Aufgabe besteht in der Spaltung der Effektorcaspasen
mittels limitierter Proteolyse, um diese zu aktivieren und funktionsfdhig zu machen. Die
Effektorcaspasen sind die ausfilhrenden Elemente in der Apoptose und besitzen die Féhigkeit
einerseits zur Aktivierung weiterer Effektorcaspasen und Proteasen und andererseits zur Spaltung der
zelleigenen Strukturproteine und der DNA, womit der Zelltod herbeigefithrt wird. Zu diesen

Effektorcaspasen werden die Caspasen 3, 6 und 7 gezéhlt (Mcllwain et al., 2013).

Zur Vollstindigkeit soll noch erwidhnt werden, dass die dritte Gruppe von Caspasen, die
inflammatorischen Caspasen, ihre Funktion in der Immunantwort auf mikrobielle Pathogene ausiibt.
Zu diesen inflammatorischen Caspasen werden die Caspasen 1, 4, 5 und 12 gezédhlt (Jiménez

Fernandez & Lamkanfi, 2015).

1.4.2 Aktivierung der Apoptose

Es gibt verschiedene Moglichkeiten, die Apoptose einzuleiten. In dieser Arbeit wird nur kurz auf den

extrinsischen und den intrinsischen Weg eingegangen (siehe Abbildung 5).

Der intrinsische Pathway, auch mitochondrialer Pathway genannt, wird durch zellinterne Faktoren
ausgelost. Eine entscheidende Rolle nehmen die pro- und antiapoptotischen Proteine der Bcl-2-Familie
ein (Green & Reed, 1998). Nach zelluldrem Stress und DNA-Schéden (z.B. durch Chemotherapeutika)
werden diese Proteine vom Tumorsuppressor p53 transkriptionell reguliert - intrazellulire
proapoptotische Proteine wie Bax (Bcl-2 associated X protein) und Bak (Bcl-2 homologous antagonist
killer) werden vermehrt exprimiert und antiapoptotische Proteine wie Bcl-2 (B-cell-lymphoma-
protein) hingegen vermindert. Diese Proteine sind Teil der Signaltransduktion am Mitochondrium und

regulieren sie. Die proapoptotischen Proteine sorgen fiir eine Porenbildung in der #ufleren
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Mitochondrienmembran und der damit verbundenen Freisetzung von Cytochrom C aus dem
mitochondrialen Intermembranraum ins Zytoplasma. Cytochrom C bildet mit APAF1 (apoptotischer
Protease-Aktivierungsfaktor-1), ATP (Adenosintriphosphat) und der gebundenen Procaspase 9 das
Apoptosom. Dieser Komplex ist fiir die Aktivierung der Caspase 9 verantwortlich. In dessen Folge
kann die Kaskade und Aktivierung der nachgeschalteten Effektorcaspasen in Gang gesetzt werden

(Mcllwain et al., 2013).

Der extrinsische Pathway wird durch extrazellulidre Einfliisse angesteuert. In diesem Pathway nehmen
Rezeptor-Liganden-Komplexe  eine  entscheidende  Rolle ein. Liganden wie TNFa
(Tumornekrosefaktor-a), TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand) oder der FasL (Fas-Ligand)
von zytotoxischen T-Zellen binden an die Rezeptoren der TNF-Rezeptorfamilie, auch
Todesrezeptoren genannt. Die membranstindigen Rezeptoren leiten das zytotoxische Signal ins
Zellinnere weiter und 16sen die apoptotische Kettenreaktion ein. Es kommt zu einer Rekrutierung des
FADD-Molekiils (Fas-associated protein with death domain) und zu einem Zusammenschluss dieses
Molekiils mit der Procaspase 8 zum DISC (death-inducing signaling complex). Dieser Komplex sorgt
fir die Generierung grofler Mengen aktiver Caspase 8, die dann die Caspasenkaskade iiber die
Effektorcaspasen 3, 6 und 7 fortfiihrt. Caspase 8 nimmt einer Sonderstellung in der Kaskade ein, denn
sie ist nicht nur Teil des extrinsischen Weges, sondern vermittelt auch den intrinsischen Pathway. Dies
ermoglicht sie durch die Aktivierung von BID (BH3 interacting domain death agonist) zum
proapoptotischen tBID (truncated BID). Daraufhin transloziert das gespaltene tBID zu den
Mitochondrien, setzt Cytochrom C aus dem Intermembranraum frei und verstirkt den intrinsischen

Stimulus (Mcllwain et al., 2013).

Das Protein Granzym B ist ebenfalls fiahig die Apoptose auszuldosen. Durch das porenformierende
Perforin (siehe Abschnitt 1.3.5.2) kann Granzym B aus den CTLs ins Zytosol einstromen und iiber
zwei verschiedene Vorginge den programmierten Zelltod herbeizufiihren. (1) Es ist direkt in der Lage
die Procaspasen 3 und 7 zu aktivieren und (2) es ist befihigt das proapoptotische Protein BID zu tBID
zu aktivieren und somit die Freisetzung von Cytochrom C aus den Mitochondrien zu erméglichen

(Rousalova & Krepela, 2010). Damit ist der Weg fiir einen gezielten Zelltod geebnet.

Gemeinsame Endstrecke

Beide genannten Wege konvergieren in der Aktivierung der Effektorcaspasen 3, 6 und 7. Der
extrinsische Weg mittels Caspase 8 und der intrinsische Weg via Caspase 9. Nun kann die eigentliche
phédnotypische Ausprigung der Apoptose beginnen. In dieser terminalen Sequenz spalten die
Effektorcaspasen und die von ihnen aktivierten Enzyme (z.B. DNasen) die zelleigenen Proteine und
bauen sie ab. Zu den iiber 300 Substraten (Choudhary et al., 2015) zdhlen unter anderem
Zellorganellen, Zytoskelett, Reparaturenzyme der DNA und die DNA selbst. Die Konsequenz des

apoptotischen Prozesses ist die Schrumpfung der Zelle, das Losen der Zelle aus dem Zellverband und
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die Fragmentierung der Zellorganellen in sogenannte Apoptosekorper, das Blebbing (Mcllwain et al.,
2013). Parallel dazu diffundiert Phosphatidylserin, welches physiologisch an der Membraninnenseite
lokalisiert ist, von der inneren in die duflere Schicht der Lipiddoppelmembran. Damit dient es der
Zellkommunikation mit den Makrophagen, die dieses Membranprotein erkennen und das Signal zur
Phagozytose der Apoptosekorper erhalten (Fadok et al., 2001). Das Endziel ist erreicht. Die
geschidigte Zelle ist vernichtet und richtet gegeniiber dem Organismus keinen Schaden mehr an.
Wiirde es nun an Apoptose-beteiligten Proteinen und Strukturen fehlen, konnten kranke Zellen nicht

abgerdumt werden und das Risiko zur Entartung ist gesteigert.

Innerhalb der gesamten Caspasenkaskade nimmt Caspase 3 die bestimmende Rolle unter allen
Caspasen ein, denn ihre exekutive Fahigkeit ist fiir den Grofteil der apoptotischen Prozesse
verantwortlich. Deshalb zihlt der Nachweis von gespaltener aktiver Caspase 3 auch als universeller

Marker fiir das Absterben einer Zelle durch Apoptose (Crowley & Waterhouse, 2016).
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Abbildung 5: Extrinsischer und intrinsischer Pathway der Apoptose (Mcllwain et al., 2013). Erlduterungen
siehe Text. Nachdruck mit Genehmigung von Mcllwain et al., 2013, Copyright Cold Spring Harbor Laboratory

Press.
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1.5 Das Amyloid-Proteom

Der Begriff Proteom wurde 1994 durch Marc Wilkins eingefiihrt und beschreibt es als ,,PROTein
complement expressed by a genOME* (Wilkins et al., 1996). Es stellt den gesamten Proteingehalt
einer Zelle oder eines Gewebes zu einem definierten Zeitpunkt dar, wobei dieser Proteingehalt durch
Wechselwirkungen und posttranslationale Verdnderungen dynamisch ist und innerhalb verschiedener
Gewebe desselben Organismus unterschiedlich sein kann (Aslam et al., 2017; Wilkins et al., 1996).
Mithilfe von Massenspektrometrie kann dieses Proteom untersucht und identifiziert werden (Dogan,

2017).

Amyloidablagerungen sind ein Gemisch aus Proteinen und stellen ein Proteom dar. Neben dem
fibrilliren Amyloid-spezifischen Protein sind mehrere andere Proteine in den Ablagerungen
vorzufinden. Dies erkldrt die Vielfdltigkeit und Komplexitit der Pathogenese dieser Erkrankung. In
verschiedenen Proteom-Studien konnten diese zusitzlichen Proteine, wie SAP, ApoE, ApoAl,
ApoAIV (Vrana et al., 2009), Vitronektin (Winter et al., 2015) und Clusterin (Mollee et al., 2016)
identifiziert werden. Eine umfassende Darlegung des Amyloid-Preoteoms bietet die systematische

Ubersichtsarbeit aus dem Jahr 2021 von Gottwald und Récken.

1.5.1 Fibrillare Proteine

Das fibrillire Amyloidprotein ist jenes Protein, welches den vorliegenden Amyloidtyp bestimmt. Von
den 36 bekannten fibrilliren Proteinen (Stand 2020) konnten die Untersuchungen am Amyloid-
Proteom eine Vielzahl dieser Amyloidproteine identifizieren (Dasari et al., 2020; Gottwald & Rocken,
2021). Der proteomische Ansatz bietet somit ein sich kontinuierlich entwickelndes Verfahren zur

Diagnostik und Klassifizierung der Amyloidosen.

1.5.2 Nicht-fibrilléire Proteine

Die Proteomdaten der letzten Jahre aus der Ubersichtsarbeit Gottwald und Récken, 2021 beschrieben
zahlreiche menschliche Proteine, die regelmiflig in Amyloidproben von Herz, Niere und subkutanem
Fettgewebe vorkommen. Unter anderem werden die Amyloid-Signaturproteine ApoE und SAP dazu
gezdhlt. Sie konnten in iiber 90% der Proben nachgewiesen werden. Aber auch die
Komplementproteine C3 und C9 konnten in insgesamt 82% und 67% detektiert werden, vor allem in
den Gewebeproben der Niere (Gottwald & Rocken, 2021). Des Weiteren ergab das Amyloid-Proteom
ein gehiuftes Vorkommen von Regulatoren des Komplementsystems, complement factor H related

peptide 1 und 5 (CFHR1 und CFHRS5) (Gottwald & Rocken, 2021; Kourelis et al., 2020). Der
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Vergleich mit weiteren Studien deutet darauf hin, dass das Auftreten der Proteine des

Komplementsystems stark vom Amyloidtyp abhdngt (Brambilla et al., 2013; Kourelis et al., 2020).

1.6 Zielsetzung der Arbeit

Amyloidosen sind eine Gruppe von komplexen Erkrankungen mit einem variablen Verteilungsmuster,
unterschiedlicher Symptomauspriagung und einer bislang nicht vollstindig gekldrten Pathogenese.
Diese Umstinde erschweren malgeblich die Diagnostik und die anschlieBende Therapie dieser
Erkrankung.  Bisher bekannt sind die pathologische  Aggregation des fibrilliren
Amyloidvorlduferproteins, das ubiquitdre Vorkommen von sogenannten ,,amyloid signature proteins
und die Beteiligung diverser anderer Komponenten aus dem Gewebeverband und auch aus dem
Serum. Diese weiteren Komponenten sind moglicherweise ebenfalls verursachend fiir die
Organtoxizitit, zusitzlich zu den grolen Mengen an fibrilldren, amyloidogenen Ablagerungen. Jedoch
besteht eine liickenhafte Kenntnis iiber all diese zusitzlichen Proteine. Eine vollstindige Aufklidrung
aller beteiligten Proteine konnte das Verstindnis iiber die Atiopathogenese der Amyloidosen

verbessern und damit auch die Diagnostik, Therapie und Prognose.

Ausgangspunkt dieser Studie war ein Zufallsbefund. Anti-C9-Antikérper werden in der
Obduktionspathologie verwendet, um frithe Stadien z.B. ischdmischer Einzelzellnekrosen im Herzen
nachzuweisen. Dabei fiel auf, dass nicht nur Einzelzellmyolysen eine Immunreaktion eingingen,
sondern auch die im Herzen enthaltenen Amyloidablagerungen. Ausgehend von dieser Beobachtung
war eine Literaturrecherche durchgefiihrt worden. Diese belegte die oben bereits ausgefiihrte putative
Bedeutung des Komplementsystems bei Amyloidosen, wobei die Datenlage beziiglich der
extrazerebralen Amyloidosen noch rudimentir war. Um diese Wissensliicke zu fiillen, wurde die hier

vorliegende Studie durchgefiihrt. Dabei sollten die folgenden Hypothesen iiberpriift werden:

1) Komplement 9 liegt ubiquitér, spezifisch und rdumlich in extrazerebralen Amyloidablagerungen

angereichert vor, unabhédngig vom Amyloidtyp und unabhiingig von der Gewebelokalisation.

2) Amyloid kann in angrenzenden und eingeschlossenen Zellen zum Zelltod fiihren, sowohl in Form

von einer Nekrose und/oder Apoptose.

Die aus dieser Abhandlung abgeleiteten Erkenntnisse sollen zukiinftig einen Beitrag zur Aufklidrung
weiterer pathophysiologischer Mechanismen leisten und neue Ansidtze zu Zielstrukturen der
Diagnostik liefern, sodass die Diagnostik und Therapie der Amyloiderkrankung friithzeitiger gestellt

und eingeleitet werden kann.
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2  Material und Methoden

2.1 Ethikvotum

Die Auswertung der Daten erfolgte in anonymisierter Form. Eine Genehmigung der Studie durch die

Ethik-Kommission des UKSH, Campus Kiel liegt vor (Referenznummer D 581-585/15; D 469/18).

2.2 Patientenkollektiv

Amyloidhaltige FFPE Gewebeproben von insgesamt 118 Patienten aus den Jahren 2016 bis 2018
dienten als Patientenkollektiv fiir die Untersuchung von Privalenz und Verteilung von ApoE, C9,
Cas3 und partiell C3. Die Gewebeproben entstammen dem Amyloid Register der Christian-Albrechts-
Universitdt zu Kiel, wobei die interstitiellen Amyloidablagerungen innerhalb des Kollektivs
unterschiedlich ausgeprigt waren. Die histologische Untersuchung und Klassifizierung der Proben
wurde zuvor durch einen Pathologen vorgenommen. Einziges Auswahlkriterium fiir die Aufnahme in
das Kollektiv war der histologisch gesicherte Nachweis von Amyloid mit der typischen anomalen
Polarisationsfarbe (sieche Abschnitt 1.1.4). Eine Zusammenfassung des Kollektivs im Hinblick auf

erhobene Patientendaten ist in Tabelle 2 dargestellt (siehe Tabelle 2).

Tabelle 2: Demografische Patientendaten

Patienten n (%)
Gesamt 118 (100)
Minner 77 (65,3)
Frauen 41 (34,7)
Alter [Jahre] bei i
Di;egnE)Jsz:zste;]ll?:g Mittelwert
Gesamt 67,3
Minner 67,0
Frauen 67,9

Die in dieser Studie gewihlten Gewebeproben enthalten folgende acht Amyloidtypen: AA (n = 10),
Alns (n = 4), ALk (n = 21), ALA (n = 42), ATTR (n = 35), AB (n = 3), gemischt (n = 1) und nicht
klassifizierbar (n = 2). Sie entstammen folgender Organ- und Gewebetypen: Herz (n = 28), Niere (n =
21), Haut (n = 14), Synovialis des Karpaltunnels (n = 10), Fett- und Bindegewebe (n = 7),
Gastrointestinaltrakt (n = 7), Ligament des Karpaltunnels (n = 7), Leber (n = 6) und Lunge (n = 5).

Aufgrund der geringen Probenanzahl aus der Harnblase, Konjunktiva, Lymphknoten, Mundwinkel,
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Nasopharynx, Nervus suralis, Oropharynx und dem Ringband wurden diese zu der Kategorie

»Andere®“ zusammengefasst. Tabelle 3 fasst die Amyloid- und Gewebetypen der untersuchten

Fallserien zusammen (siehe Tabelle 3).

Tabelle 3: Zuordnung der 118 Patientenproben nach Amyloidtyp und Organ-/Gewebeart.

Amyloidtyp
AA Alns ALk ALA ATTR Ap Gemischt Ni.c.ht. Gesamt
klassifiziert

Organ/Gewebe

Herz 1 0 6 11 10 0 0 0 28
Niere 4 0 3 12 2 0 0 0 21
Haut 0 0 6 6 1 0 0 1 14
Synovialis des Karpaltunnels | 0 0 0 0 10 0 0 0 10
Fett- und Bindegewebe 1 4 0 1 1 0 0 0 7
GIT 4 0 0 2 1 0 0 0 7
Ligament des Karpaltunnels | 0 0 0 0 7 0 0 0 7
Leber 0 0 3 3 0 0 0 0 6
Lunge 0 0 1 1 2 0 1 0 5
Andere 0 0 2 6 1 3 0 1 13
Gesamt 10 4 21 42 35 3 1 2 118

Legende: Andere = Zentrales Nervensystem (n = 3); Harnblase (n = 2); Oropharynx (n = 2); Konjunktiva,

Lymphknoten, Mundwinkel, Nasopharynx, Nervus suralis, Ringband (n = 1). GIT = Gastrointestinaltrakt.

2.3 Geriite, Verbrauchsmaterialien und Kitsystem

Fiir die Bearbeitung und Auswertung der Gewebeproben wurden die nachfolgenden labortechnischen

Gerdte und Verbrauchsmaterialien angewendet: Leica Mikrotom (Leica Biosystems, Wetzlar,

Deutschland ), Tissue-Tek Prisma Firbeautomat und Tissue-Tek Film Eindeckautomat (beide Sakura

Finetek USA, Inc., Torrance, Kalifornien, USA), Leica Bond Max Firbeautomat (Leica Biosystems,

Wetzlar, Deutschland) und 24 mm x 50 mm Deckglédser (LABSolute, Renningen, Deutschland), Micro

Slides Objekttriger 76 mm x 26 mm (Assistent, Sondheim vor der Rhon, Deutschland), Leica Apex

Bond Superior Adhisionsobjekttriger 75,5 mm x 25,5 mm (Leica Biosystems, Wetzlar, Deutschland),
Fluoreszenzmikroskop Zeiss Axioplan 2 (ZEISS Microscopy, Hamburg, Deutschland), Leica SCN400

Slide Scanner (Leica Biosystems, Wetzlar, Deutschland), NanoZoomer 2.0RS (Hamamatsu Photonics

Deutschland GmbH, Herrsching am Ammersee, Deutschland) und das Kitsystem Bond Polymer

Refine Detection (Leica Biosystems, Wetzlar, Deutschland).
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2.4 Chemikalien und Antikorper

Der Farbstoff Kongorot wurde bei Serva Electrophoresis (Heidelberg, Deutschland) und Himatoxylin
Gill No.3 wurde bei Sigma-Aldrich (Miinchen, Deutschland) bezogen. Die monoklonalen Antikorper
gegen AA-Amyloid und B-Amyloid, und die polyklonalen Antikdrper gegen Kappa-Leichtkette,
Lambda-Leichtkette und Amyloid-P-Komponente erhielt ich von der Firma DAKO (Hamburg,
Deutschland). BioGenex (San Ramon, Kalifornien, USA) lieferte den monoklonalen Antikodrper gegen
Insulin. Die polyklonalen Antikérper AK3, AL1 (Schonland et al., 2012), AL7 (Schonland et al.,
2012) und TTR3 (Gioeva et al., 2013) sind nicht-kommerziell erhéltliche Antikdrper und wurden von
Pineda (Berlin, Deutschland) hergestellt.

Zudem wurden die monoklonalen Antikorper gegen ApoE und C3 von Abcam (Berlin, Deutschland),
der monoklonale Antikorper gegen C9 von Biozol (Eching, Deutschland) und der monoklonale Cas3-

Antikorper von Cell Signaling (Danvers, Massachusetts, USA) verwendet.

Tabelle 4: Eingesetzte Antikorper fiir die Klassifikation des Amyloids und den Nachweis der untersuchten

Proteine.

Antikorper K/N | M/P | Quelle
Amyloid-P-Komponente K P | Dako, Hamburg, Deutschland
AA-Amyloid K M | Dako, Hamburg, Deutschland
AB-Amyloid K M | Dako, Hamburg, Deutschland
Kappa-Leichtkette K P | Dako, Hamburg, Deutschland
Lambda-Leichtkette K P | Dako, Hamburg, Deutschland
Insulin K M | BioGenex, San Ramon, CA, USA
AK3 N P | Pineda, Berlin, Deutschland
AL1 N P | Pineda, Berlin, Deutschland
AL7 N P | Pineda, Berlin, Deutschland
TTR3 N P | Pineda, Berlin, Deutschland
ApoE K M | Abcam, Berlin, Deutschland

Cc3 K M | Abcam, Berlin, Deutschland
Cleaved Cas3 K M | Cell Signaling, Danvers, MA, USA
(6°] K M | Biozol, Eching, Deutschland

Legende: AK = k-Leichtketten-Antikorper, AL = A-Leichtketten-Antikorper, ApoE = Apolipoprotein E, Cas3 =
Caspase 3, C3 = Komplement 3, C9 = Komplement 9, K = kommerziell, M = monoklonal, N = nicht

kommerziell, P = polyklonal, TTR = Anti-Transthyretin- Antikorper.
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2.5 Histologie und Immunhistochemie

Alle Proben waren in Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet worden. Von den jeweiligen
Paraffinblocken wurden 2 um dicke Paraffinschnitte angefertigt und einerseits fiir die Himatoxylin-
Eosin-/ und Kongorot-Firbung auf Assistent Micro Slides Objekttriger und andererseits fiir die
Immunhistochemie auf Leica Adhisionsobjekttriger aufgezogen. AnschlieBend wurden sie gefirbt

und mit entsprechenden Deckglisern (siehe Abschnitt 2.2) eingedeckt.

2.6 Klassifizierung der Amyloidosen

Die Amyloidablagerungen wurden zuvor mithilfe der Kongorot-Firbung und der
Polarisationsmikroskopie nachgewiesen (siche Abschnitt 1.1.4). Die anschlieBende Klassifikation der
Amyloidablagerungen erfolgte immunhistochemisch mit monoklonalen Antikdrpern gegen AA-
Amyloid (Verdiinnung 1:2000), B-Amyloid (1:50) und Insulin (1:500), sowie polyklonalen
Antikorpern gegen Amyloid-P-Komponente (1:2000), Kappa-Leichtkette (1:100.000), Lambda-
Leichtkette (1:14.000) und nicht-kommerziell erhéltlichen polyklonalen Antikdrpern gegen
Transthyretin (TTR3, 1:2000), Lambda-Leichtkette (AL1: 1:250; AL7: 1:200). Die Durchfiihrung des
voll automatisierten Férbeprotokolls erfolgte am Leica Bond-Max Fiérbeautomaten unter
Zuhilfenahme des Kompakt-Polymer Detektionssystems Leica Bond Polymer Refine Detection. Fiir
die Zuginglichkeit des jeweiligen Antikorpers zu seinem Epitop wurde nach Herstelleranweisung die

Bond Epitope Retrieval Solution 1 (ER1) und Bond Epitope Retrieval Solution 2 (ER2) angewandt.

2.7 Bestimmung  spezifischer  Proteine innerhalb der

Amyloidablagerungen

Mittels der Leerschnitte der FFPE Gewebeproben aus dem Archiv des Amyloid Registers konnten die
bisher klassifizierten Gewebeschnitte auf das Vorkommen von ApoE, Cas3, C3 und C9 untersucht
werden. Dazu kam der Leica Bond Max Firbeautomat erneut zum Einsatz. Die durchgefiihrte
immunhistochemische Firbung erfolgte mit den kommerziell erhiltlichen monoklonalen Maus-
Antikorpern gegen ApoE (Verdiinnung 1:10.000), C3 (1:400), C9 (1:400) und dem monoklonalen
Kaninchen-Antikorper gegen Cas3 (1:100).

Um eine Gleichwertigkeit zu gewdhrleisten, wurden alle Gewebeschnitte nachfolgend mit dem Zeiss
Axioplan 2-Mikroskop mit zusitzlicher Fluoreszenzeinrichtung betrachtet und bewertet. Die

zusitzliche Fluoreszenzeinrichtung erlaubte es mir, im Kongorot gefarbten Schnitt die Verteilung und
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den Gehalt an Amyloid besser abschidtzen zu konnen. Die Bewertung der Immunreaktion erfolgte
anschlieBend durch das Abgleichen der immunhistologisch gefirbten Areale mit den
Amyloidablagerungen. Dokumentiert wurde der prozentuale Anteil der positiv gefarbten Areale,
welcher deckungsgleich mit dem gesicherten Amyloid-Areal war. Dies erfolgte durch Abschitzen der
Fldche in 5%-Schritten. Damit wurde das Ausmal3 der Immunmarkierung deutlich. Die Farbintensitit
der Immunreaktion wurde ebenfalls bewertet und eingestuft in abwesend (0), schwach (1+), moderat
(2+) oder stark (3+). Die Intensitit O wurde als negativ bewertet und die Intensititen von 1+ bis 3+

wurden als positiv angesehen.

2.8 Nachweis immunreaktiver Zellen

Eine Suche nach einzelnen positiv mit C9- und Caspase 3-gefirbten Zellen folgte. Auch hier wurde
das Zeiss Axioplan 2-Mikroskop mit zusdtzlicher Fluoreszenzeinrichtung verwendet. Folgende
Kategorisierung wurde vorgenommen: Amyloid-assoziierte Zellen, nicht Amyloid-assoziierte Zellen,
keine positiven Zellen. Amyloid-assoziierte Zellen sind festgelegt als Zellen, die entweder in der

Amyloidablagerung selbst oder amyloidnah zu finden waren.

2.9 Software und Auswertung

Die Erfassung der immunhistochemischen Firbungen erfolgte mithilfe von Microsoft Excel Version
2010 (Microsoft, Redmond, Washington, USA). Sie wurde ebenfalls fiir die hier aufgefiihrten
Tabellen, Kreisdiagramme und Balkendiagramme verwendet, wobei letztere zusitzlich mit der
Vektor-Grafik-Software Inkscape 1.0.1 (Free Software Foundation, Boston, Massachusetts, USA)
bearbeitet wurden. SPSS Version 25 (International Business Machines, Armonk, New York, USA)
diente der deskriptiven Auswertung der Resultate dieser Studie. Die Variablen wurden in Form einer

Kategorie in Absolutzahlen sowie Prozentsitze ausgedriickt.

3  Ergebnisse

3.1 Immunhistochemische Fiarbung am Gesamtkollektiv

Fiir die immunhistochemische Untersuchung konnten insgesamt 118 Proben aus Resektaten und
Biopsien einbezogen werden. Alle 118 (= 100%) Proben wiesen Amyloidablagerungen auf, was

zundchst unter dem Polarisationsmikroskop mittels der Kongorot-Farbung und anschlieBend noch



29

fluoreszenzmikroskopisch gepriift und bestitigt wurde. Eine Gegeniiberstellung der Amyloidtypen zur
histoanatomischen Lokalisation des Gesamtkollektivs ist in Tabelle 3 aufgefiihrt. Die am hiufigsten
untersuchten Amyloidosen waren die vom Typ AL (n = 63) und ATTR (n = 35), wihrend die Herz- (n
= 28) und Nierenbiopsien (n = 21) die hdufigsten Gewebe- und Organtypen darstellten. Von den 118
Proben des Gesamtkollektivs waren alle Proben beziiglich der ApoE- und C9-Immunfirbung
auswertbar. Fiir die Cas3-Untersuchung lagen 114 auswertbare Proben zur Verfiigung und fiir C3 55

Proben.

Die Amyloidablagerungen zeigten eine homogene ApoE- und C9-Immunfirbung (siehe Abbildung 6).

T00pm g 200 pm

Abbildung 6: Exemplarische Darstellung der immunhistochemischen Firbung der Routinediagnostik und der
vier untersuchten Proteine am Beispiel einer renalen ALk-Amyloidose. Hamatoxylin-Eosin (A), Kongorot im
Durchlichtmikroskop (B), Antikorper gegen «-Leichtkette (C), Kongorot im Fluoreszenzmikroskop (D),
Antikorper gegen Apolipoprotein E (E), Antikorper gegen Komplement 9 (F), Antikorper gegen Caspase 3 (G),
Antikorper gegen Komplement 3 (H). Originalvergré8erung 10x (Lux et al., 2021).

Die Tabellen 5 und 6 présentieren eine differenzierte Aufstellung iiber die Anzahl der Fille, welche
eine positive Immunreaktion der Zielproteine innerhalb der Amyloidablagerungen aufzeigten.
Komplement 9 konnte in nahezu allen Proben nachgewiesen werden. Innerhalb der
Amyloidablagerungen zeigten 117 (99,2%) Fille eine C9-positive immunhistochemische Reaktion.
Eine einzige Myokardbiopsie vom ATTR-Amyloidtyp wies keinerlei Immunfirbung mit C9 auf,
wobei diese Probe bei ApoE, Cas3 und C3 ebenfalls keine Anfirbung aufzeigte. Ein solch hoher
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Nachweis, wie es bei C9 der Fall war, wurde bei keinem der anderen drei untersuchten Proteine
gefunden. Apolipoprotein E erreichte ein Vorkommen in 112 (94,9%), Cas3 in 22 (19,3%) und C3 in
20 (36,4%) der auswertbaren Fille. Die ApoE-Immunreaktion blieb in lediglich sechs Fillen aus. Zwei
dieser Fille waren einer kardialen und renalen ALx-Amyloidose zugehorig, zwei Fille einer kardialen
und renalen ALA-Amyloidose und weitere zwei Fille stammten von einem Karpaltunnelligament und
einer Lungenbiopsie, beide vom ATTR-Amyloidtyp. Die Mehrheit der insgesamt 22 positiven Cas3-
Fille gehorten einerseits dem ATTR-Amyloidtyp (n = 13) an und andererseits entstammten sie dem

Myokard (n = 12).

Um das AusmaBl der Immunfidrbung zu beurteilen, wurde zusitzlich der prozentuale Anteil der
gefdrbten Amyloidfliche bestimmt, welche mit den Antikdrpern gegen ApoE, Cas3, C3 und C9
reagierte (sieche Abbildungen 7 und 8).

Tabelle S: Fallzahlen der positiven Immunreaktion von Apolipoprotein E, Caspase 3, Komplement 3 und

Komplement 9 innerhalb der Amyloidablagerungen. Auflistung nach Amyloidtyp.

Positivitit innerhalb der Amyloidablagerungen
ApoE Cas3 C3 C9

Positiv [n] Valide n (%) | Valide n (%)|Valide n (%) |Valide n (%)
AA 10 10 (100)| 10 2 (20) 1 0 (0) 10 10 (100)
Alns 4 4 (100) 4 0 (0) 4 0 (0) 4 4 (100)
Alk 21 19 91 20 3.5 7 4 (57) 21 21 (100)
AlL 42 40 (95) 40 4 (10)| 18 6 (33) 42 42 (100)
ATTR 35 33 (94) 35 |13 37)| 22 8 (36) 35 34 (97)
AB 3 3 (100) 3 0 (0) 1 1 (100)| 3 3 (100)
Gemischt 1 1 (100) - - - 1 1 (100) 1 1 (100)
Nicht

Klassifiziert 2 2 (100) 2 0 (0) 1 0 (0) 2 2 (100)
Gesamt 118 |112 (95) 114 |22 (19)| 55 |20 (36) | 118 (117 (99)

Legende: Valide = Anzahl der auswertbaren Proben. ApoE = Apolipoprotein E, Cas3 = Caspase 3, C3 =

Komplement 3, C9 = Komplement 9.
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Tabelle 6: Fallzahlen der positiven Immunreaktion von Apolipoprotein E, Caspase 3, Komplement 3 und

Komplement 9 innerhalb der Amyloidablagerungen. Auflistung nach Organ- und Gewebetyp.

Positivitit innerhalb der Amyloidablagerungen

ApoE Cas3 C3 (8

Positiv [n] Valide n (%) | Valide n (%)|Valide n (%) |Valide n (%)
Herz 28 26 (93) 28 12 43)| 12 4 (33) 28 27 (96)
Niere 21 19 (91) 21 1 (5 3 0 (0) 21 21 (100)
Haut 14 14 (100) 14 1 () 6 2 (33) 14 14 (100)
Synovialis des

K};rpaltunnels 10 10 (100) 10 1 (10) 8 1 (13) 10 10 (100)
Fett- und Bindegewebe 7 7 (100) 7 0 (0) 5 0 0 7 7 (100)
GIT 7 7 (100) 7 2 (29) 4 1 (25) 7 7 (100)
Ligament des

Ka%paltunnels 7 6 (86) 7 5 (71) 4 4 (100) 7 7 (100)
Leber 6 6 (100) 6 0 (0 - - 6 6 (100)
Lunge 5 4 (80) 4 0 0 3 3 (100) 5 5 (100)
Andere 13 13 (100) 10 0 (0 10 5 (50) 13 13 (100)
Gesamt 118 |112 (95) 114 (22 (19)| 55 |20 (36) 118 | 117 (99)

Legende: Andere = Harnblase, Konjunktiva, Lymphknoten, Mundwinkel, Nasopharynx, Nervus suralis,

Oropharynx, Ringband. Valide = Anzahl der auswertbaren Proben. ApoE = Apolipoprotein E, Cas3 = Caspase 3,

C3 = Komplement 3, C9 = Komplement 9, GIT = Gastrointestinaltrakt.
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Abbildung 7: Der Anteil der immungefirbten Fliche von Komplement 9 (A), Apolipoprotein E (B), Caspase 3 (C) und Komplement 3 (D) im Verhiltnis zu den

Amyloidablagerungen (entsprechend 100%). Darstellung entsprechend des Amyloidtyps. Jeder Balken entspricht einem Fall (Lux et al., 2021).
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Abbildung 8: Der Anteil der immungefirbten Fliche von Komplement 9 (A), Apolipoprotein E (B), Caspase 3 (C) und Komplement 3 (D) im Verhiltnis zu den
Amyloidablagerungen (entsprechend 100%). Darstellung entsprechend des Organ- und Gewebetyps. Jeder Balken entspricht einem Fall (Lux et al., 2021).
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3.1.1 Nachweis von Komplement 9

Der immunhistochemische Nachweis von C9 innerhalb des Amyloids gelang in 117 (99,2%) Fillen.
Unter den vier Zielproteinen war es das am hiufigsten nachgewiesene Protein. Auch in Bezug auf den
Fliachenanteil war der Nachweis von C9 fiihrend. Die Abbildungen 7A und 8A fassen den
prozentualen Flidchenanteil aller 118 Fille zusammen. Bei 89 (75,4%) der 118 Fille war die gesamte
Flidche des Amyloids immunreaktiv fiir C9 (vollstindige Abdeckung; 100%). Diese Fille setzen sich
aus acht (80%) AA-, drei (75%) Alns-, 16 (76,2%) AlLk-, 28 (66,7%) ALA-, 29 (82,9%) ATTR-, drei
(100%) AB-Amyloidosen als auch einer (100%) gemischten und einer (50%) nicht-klassifizierbaren
Amyloidose zusammen. Hinsichtlich der Gewebelokalisationen wiesen sowohl alle Proben der Haut
als auch des Gastrointestinaltraktes (je 100%) diese vollstindige Immunfirbung der gesamten
Amyloidablagerung auf. Bei 20 weiteren Fillen konnte C9 in ca. 80-90% der Amyloidfldache
nachgewiesen werden, sodass insgesamt 109 (92,4%) Fille eine Ubereinstimmung der C9-
Immunreaktion mit der Amyloidfliche von 80% oder mehr aufzeigten. Diese Kongruenz von > 80%
war bei allen Fillen der AA-, Alns-, AB- und gemischten Amyloidose (je 100%) zu sehen. Die Fille
der ALk- und ALA-Amyloidosen erreichten diese > 80%-Deckungsgleichheit in 19 von 21 (ALk) und
38 von 42 (ALM) Fillen (beide 90,5%), ATTR-Amyloidosen in 33 (94,3%) von 35 Fillen und die
nicht-klassifizierbaren Amyloidtypen in einem (50%) von zwei Fillen. In Anbetracht des
anatomischen Ursprungs wurde die rdumliche Anreicherung von C9 innerhalb der Amyloidfliche von
mindestens 80% in allen Biopsien der Niere, der Leber, der Lunge und auch des Karpaltunnels,
sowohl Synovialis als auch Ligament, gefunden (je 100%). Lediglich die Herzbiopsien (21 von 28;
75%), das Fett- und Bindegewebe (6 von 7; 85,7%) und die Proben der Kategorie ,,Andere* (12 von
13; 92,3%) erreichten niedrigere Werte. Aulerhalb der Amyloidablagerungen konnte in keinem der
Fille eine C9-Immunfirbung beobachtet werden. Der Durchschnitt des deckungsgleichen C9-Anteils
aller Proben in Bezug zu der Amyloidfldche betrug 92,8%.

Zusitzlich wurde zu jedem Fall die Intensitdt der Immunfirbung dokumentiert. Die Abbildung 9
visualisiert diese Ergebnisse in einem Kreisdiagramm. Eine Intensitdt von Stufe 3 erlangten 41
(34,7%) Fille. Mit 62 (52,5%) Fillen erzielten mehr als die Hélfte die Stufe 2 und lediglich 14
(11,9%) Fille konnten der Farbintensitét Stufe 1 zugeordnet werden. In einem (0,8%) Fall kam es zu
keiner Immunreaktion (Stufe 0). Somit lag der Durchschnitt der Farbintensitit der C9-Immunreaktion

aller 118 Biopsien bei 2,21.
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Komplement 9
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Abbildung 9: Farbintensitit der Immunreaktion von Komplement 9.

Anhand der immunhistochemischen Untersuchung der Hiufigkeit und rdumlichen Verteilung von C9
kann das Fazit gezogen werden, dass C9 ein regelhafter Bestandteil von Amyloid ist und die

Hypothese der spezifischen Anreicherung, unabhiingig von Amyloid- und Gewebetyp, bestatigt wird.

3.1.2 Nachweis von Apolipoprotein E

ApoE konnte in 112 (94,9%) Fillen innerhalb der Amyloidablagerungen nachgewiesen werden. Eine
graphische Darstellung des ApoE-positiven prozentualen Anteils an der Amyloidfldche ist in den
Abbildungen 7B und 8B dargestellt. Eine vollstindige (100%) riumliche Ubereinstimmung der
gesamten Amyloidfldche mit ApoE zeigten 73 (61,9%) Proben. Zusammengesetzt sind diese Fille aus
acht (80%) AA-, drei (75%) Alns-,14 (66,7%) ALk-, 25 (59,5%) ALX-, 18 (51,4%) ATTR-, drei Ap-
Amyloidosen (100%) als auch einem (100%) Fall der gemischten und einem (50%) Fall der nicht-
klassifizierbaren Amyloidose. Angesichts der Lokalisationen gab es kein Gewebe, bei dem die
gesamte Probenanzahl innerhalb der Amyloidablagerungen vollstindig ApoE-positiv gefirbt war. Die
80%-Mindestiibereinstimmung erreichten 94 (79,7%) Fille, inklusive der 73 Proben mit der 100%igen
Ubereinstimmung. Alle Proben der Alns- und AB-Amyloidosen erzielten diese Kongruenz von > 80%,
ebenfalls die Proben der gemischten und nicht-klassifizierbaren Amyloidosen. Die AA-Amyloidosen
wiesen eine solche Ubereinstimmung in neun von zehn (90,0%), AL« in 17 von 21 (81,0%), AL\ in
33 von 42 (78,6%) und ATTR in 25 von 35 (71,4%) Fillen auf. In keinem der 118 Fille wurde eine
ApoE-Immunreaktion auflerhalb der Amyloidablagerungen beobachtet. Der Durchschnitt des
deckungsgleichen ApoE-Anteils des gesamten Kollektivs im Vergleich zu der Amyloidflidche betrug
83,9%.

Die Ermittlung der Férbeintensitit der ApoE-Immunfirbung ergab die folgenden Ergebnisse (siehe

Abbildung 10). Eine Farbintensitit von Stufe 3 zeigten 16 (13,6%) Fille, Stufe 2 60 (50,8%) Fille und



36

die Stufe 1 36 (30,5%) Fille. In sechs (5,1%) Fillen kam es zu keiner Immunreaktion. Die daraus
resultierende  Durchschnittsintensitdt aller 118 Proben betrug 1,73. Damit war die

immunhistochemische Farbung gegen ApoE weniger intensiv ausgeprigt als die Farbung gegen C9.

Apolipoprotein E

m Stufe 3 Stufe 2 Stufe 1 Stufe 0
5,1% 13,6%

30,5% .

50,8% ’

Abbildung 10: Farbintensitit der Inmunreaktion von Apolipoprotein E.

Aus den Ergebnissen ldsst sich ableiten, dass ApoE ubiquitdr im Amyloid vorkommt und spezifisch
angereichert wird. Somit bestétigen die Resultate dieser Untersuchung die bis zu diesem Zeitpunkt

bekannten Erkenntnisse, dass ApoE ein Amyloid-Signaturprotein ist.

3.1.3 Nachweis von Caspase 3

Die mikroskopische Untersuchung der Cas3-Immunreaktion ergab ein Vorkommen in 22 (19,3%)
Biopsien. Die Abbildungen 7C und 8C veranschaulichen den prozentualen Anteil der Cas3-
Immunfirbung im Amyloid. Eine 100%ige Ubereinstimmung von Cas3 und Amyloid lag in keinem
Fall vor. Der hochste Grad der Ubereinstimmung lag bei 80%, der allerdings nur in zwei (1,8%) Fillen
erreicht wurde. Einer dieser Fille stammte aus einer Herzbiopsie, der andere von einem Resektat des
Karpaltunnelligaments, jedoch beide vom ATTR-Amyloidtyp. Insgesamt zeigten 107 (93,9%) der 114
Proben eine maximale C3-Anfarbung von 10% der Amyloidflidche. Jedoch verhielt sich die Mehrheit
der Cas3-auswertbaren Fille (n = 92; 80,7%) keinerlei Immunreaktion, weder innerhalb des Amyloids
noch an anderer Lokalisation des Priparats. Damit lag der Durschnitt des flichendeckenden Cas3-

Anteils aller validen Proben bei 4,2%.

Die geringe Hiufigkeit des Nachweises von Cas3 spiegelt sich auch in den Farbintensitdten der Anti-
Cas3-Immunféarbung wider (siche Abbildung 11). Keine der 114 Proben erreichte eine Farbintensitit

von Stufe 3 und auch nur ein (0,9%) Fall demonstrierte eine Intensititsstufe von 2. Immerhin konnten
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21 (18,4%) Fille mit der Firbestufe 1 identifiziert werden. Keinerlei Immunfirbung zeigten 92
(80,7%) Fille. Aus den Werten lisst sich eine Durchschnittsintensitit von 0,2 ermitteln, die damit

auffillig weit unter den Werten von C9 und ApoE lag.

Caspase 3
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Abbildung 11: Farbintensitit der Immunreaktion von Caspase 3.

Aus den Daten ldsst sich ableiten, dass Caspase 3 ein im Amyloid selten vorkommendes Protein ist,
das auch nur einen Bruchteil der Amyloidablagerung abdeckt. Es besteht kein ubiquitires Auftreten,

geschweige denn eine spezifische Anreicherung im Amyloid.

3.1.4 Nachweis von Komplement 3

In 20 (36,4%) der 55 auf C3 untersuchten Fille fand sich eine Immunreaktion innerhalb des Amyloids.
In den Abbildungen 7D und 8D sind diese 55 Fille graphisch dargestellt. Es gab keine Probe, die eine
vollstindige Ubereinstimmung der C3-Immunreaktion mit dem Amyloid aufwies. Wie bei Cas3, gab
es nur bei zwei (3,6%) Fillen eine maximale Deckung von 80% der Amyloidfliche. Diese Fille
stammen aus einer Biopsie der Haut vom ALk-Typ und aus einem Resektat des Karpaltunnelligaments
vom ATTR-Typ. Eine mit dem Amyloid iibereinstimmende Deckung von maximal 10% zeigten 41
(74,5%) Fille, wobei die Mehrheit der Proben (n = 35; 63,6%) wiederum keine Immunreaktion mit
dem gegen C3 gerichteten Antikorper zeigten. Auflerhalb der Amyloidablagerungen war in keinem
Fall eine C3-Immunreaktion nachweisbar. Damit lag der Durschnitt des flichendeckenden C3-Anteils

bei 11,4%.

Die Dokumentation der Intensitit der C3-Immunfirbung ist in Abbildung 12 dargestellt. Es wurde

keine Probe mit der Farbintensitét von Stufe 3 detektiert. Lediglich zwei (3,6%) Proben erreichten eine



38

Intensitéit von Stufe 2 und 18 (32,7%) Proben eine Intensitéit von Stufe 1. Bei 35 (63,6%) Proben blieb

die Immunfirbung géinzlich aus. Somit lag der Durchschnitt aller Intensitédten der 55 Biopsien bei 0,4.

Komplement 3

m Stufe 3 Stufe 2 Stufe 1 Stufe 0
0% 3,6%

32,7%

63,6% ’

Abbildung 12: Farbintensitit der Immunreaktion von Komplement 3.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass C3 nicht regelhaft im Amyloid nachweisbar ist und

somit keine spezifische Anreicherung vorliegt.

3.2 Caspase 3- und Komplement 9-immunreaktive Zellen

Ergidnzend zu den prozentualen positiv gefirbten Arealen wurden die Proben auch auf eine zelluldre
Immunreaktion innerhalb der Amyloidablagerungen oder in dessen Nihe untersucht. Dabei lag das
Hauptaugenmerk der Begutachtung auf C9 und Cas3 - die Proteine, die eine iibergeordnete Rolle in
den Mechanismen des Zelltodes spielen. Diese Ergebnisse zu den positiv immunreaktiven Amyloid-

assoziierten Zellen sind in den Tabellen 7 und 8 festgehalten.



Tabelle 7: Fallzahlen immunreaktiver Zellen, aufgelistet nach Amyloidtyp. Prozentzahlen gerundet.
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Caspase 3 Komplement 9

po?ig:en ;ASISI:))’ZI::::_; Aglycll(ﬁd po?ig:en ;Aslsli)yzl:::_; Aglyclgfd

Zellen assoziiert Zellen assoziiert
Positiv [n] Valide | n (%) n (%) n (%) Valide n (%) n (%) n (%)
AA 10 4 (40) 3 (30) 2 (20) 10 2 (20) 1 (10) 1 (10)
Alns 4 3 (75) 3 (75) 0 (0) 4 1 (25) 0 (0) 1 (25)
ALk 20 4 (20) 3 (15) 2 (10) 21 5 (24) 4 (19) 1 (5
ALA 40 9 (23) 4 (10) 5 (13) 42 7 (17) 5 (12) 4 (10)
ATTR 35 2 (6) 2 (6) 0 (0 35 6 (17) 5(4) 1 (3
AP 3 3 (100) 3 (100) 1 (33) 3 1 (33) 0 (0) 1 (33)
Gemischt - - - - - - - 1 0 0 (0 0
Ellacsl;fiziert 2 U@ 0 (0) 0 (0 2 1 (50) 1 (50) 0 (0
Gesamt 114 |25 (22) 18 (16) 10 (9 118 23 200 16 19 9 (8

Legende: Valide = Anzahl der auswertbaren Proben.
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Tabelle 8: Fallzahlen immunreaktiver Zellen, aufgelistet nach Organ- und Gewebetyp. Prozentzahlen gerundet.

Caspase 3 Komplement 9
Alle . Nicht Alle . Nicht
positiven Amyloid- Amyloid- positiven Amyloid- Amyloid-
assoziiert . assoziiert .

Zellen assoziiert Zellen assoziiert
Positiv [n] Valide | n (%) n (%) n (%) | Valide | n (%) n (%) n (%)
Herz 28 5 (18) 5 (18) 1 4) 28 5 (18) 5 (18) 0 (0)
Niere 21 5 (24) 0 0 5 (24) 21 5 (24) 2 (10) 5 (29
Haut 14 3 (21 2 (14) 1 (7) 14 2 (14) 1 (7) 1 (7)
Synovialis des
T — 10 1 (10) 1 (10) 0 (0) 10 1 (10) 1 (10) 0O (0)
Fett- und
Bindegewebe 7 3 (43) 3 (43) 0 (0 7 1 (14) 0 0 1 (14)
GIT 7 4 (57) 3 (43) 2 (29) 7 2 (29) 1 (14 1 (19
Ligament des
Karpaltunnels 7 0 0 0 0 0 (0 7 0 0 0 0 0 (0
Leber 6 0 (0 0 (0 0 (0) 6 1 (17) 1 (17) 0 (0)
Lunge 4 0 0 0 0 0 (0 5 1 (20) 1 200 0 (0)
Andere 10 4 (40) 4 (40) 1 (10) 13 5 (39) 4 (31) 1 (8
Gesamt 114 25 (22) 18 (16) 10 (9) 118 23 200 16 (14) 9 (8

Legende: GIT = Gastrointestinaltrakt, Andere = Harnblase, Konjunktiva, Lymphknoten, Mundwinkel,

Nasopharynx, Nervus suralis, Oropharynx, Ringband. Valide = Anzahl der auswertbaren Proben.

Komplement 9-positive Zellen wurden in insgesamt 23 (19,5%) Fillen des gesamten Kollektivs
nachgewiesen, unabhiingig davon, ob sie einen rdumlichen Bezug zum Amyloid aufweisen. Nur in 16
(13,6%) Proben wiesen die C9-positiven Zellen eine rdumliche Nihe zum Amyloid auf. Positiv
gefirbte Cas3-Zellen waren in 25 (21,9%) der bewertbaren 114 Proben vorzufinden. Dabei standen bei

18 (15,8%) Proben die Cas3-Zellen in raumlicher Nihe zum Amyloid.

Aufgrund der teils geringen Fallzahlen einiger Amyloid- und Gewebetypen, werden im Folgenden nur
Aussagen zu der AL- und ATTR-Amyloidose bzw. zu den Biopsien des Herzens, der Niere und der

Haut getroffen.

3.2.1 Caspase 3- und Komplement 9-immunreaktive Zellen im Myokard

In den nachfolgend beschriebenen Myokardproben wurden Amyloidablagerungen stets extrazellulér

nachgewiesen.
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Komplement 9

In den untersuchten Myokardproben fanden sich C9-positive Zellen in einem (16,7%) von sechs ALk-,
einem (9,1%) von elf ALA- und drei (30%) von zehn ATTR-Amyloidablagerungen. Das entspricht
fiinf (18,5%) der 27 untersuchten AL- und ATTR-Proben im Herzen. In allen dieser fiinf Proben
befanden sich diese Zellen in unmittelbarer rdumlicher Ndhe zum Amyloid. In vier der fiinf Proben
befanden sich diese Zellen unmittelbar innerhalb der Amyloidablagerungen. Sie lagen als Einzelzellen
vor und die immunhistochemische Anfirbung zeigte sich im Zytoplasma der Kardiomyozyten (siche

Abbildung 13).

Abbildung 13: Exemplarische Darstellung eines Komplement 9-immunreaktiven Kardiomyozyten (Pfeilspitze)
umschlossen von Komplement 9-immunreaktiven ATTR-Amyloidablagerungen. Anti-Transthyretin-Antikorper,

Himalaun-Kernfiarbung; Originalvergroferung 400x (Lux et al., 2021).

Caspase 3

In allen Herzproben, bei denen auch Cas3-positive Zellen nachgewiesen wurden, standen die Zellen
unmittelbar im rdumlichen Bezug zum Amyloid (sieche Abbildung 14). Diese Proben machten 18,5%
(n = 5) aller untersuchten kardialen AL- und ATTR-Amyloidosen aus. Die immunhistochemische
Fiarbung zeigte sich bei den Einzelzellen stets perinukledr. Die folgenden Zahlen reflektieren die
Aufteilung dieser fiinf zelluldren immunreaktiven Proben: eine (16,7%) von sechs ALx-, drei (27,3%)

von elf ALA- und eine (10%) von zehn ATTR-Amyloidosen.
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Abbildung 14: Exemplarische Darstellung Caspase 3-immunreaktiver Kardiomyozyten (Pfeile) innerhalb der
ALA-Amyloidablagerungen (Sternchen). Anti-Caspase 3-Antikorper, Himalaun-Kernfirbung;
OriginalvergroBBerung 400x (Lux et al., 2021).

3.2.2 Caspase 3- und Komplement 9-immunreaktive Zellen in der Niere

In den nun dargestellten Proben der Niere wurden die Amyloidablagerungen stets glomeruldr und

interstitiell beobachtet. Keiner der Félle zeigte eine positive Kongorot-Farbung der Tubulusanschnitte.

Komplement 9

Alle C9-positiven Zellen waren Tubulusepithelzellen. In den Biopsien der Niere konnte generell in
vier (33,3%) von zwolf ALA-Amyloidosen eine zellulire C9-Anfirbung nachgewiesen werden.
Allerdings zeigte keiner dieser vier Fille immunreaktive C9-Zellen innerhalb des Amyloids, jedoch
zwei (16,7%) von ihnen mit spérlich positiven Einzelzellen in dessen Nihe. In den anderen beiden
Fillen lagen diese Zellen amyloidfern und wurden deshalb auch nicht mit dem Amyloid rdumlich in
Verbindung gebracht. Die drei untersuchten Proben vom ALx-Amyloidtyp stellten einen Fall mit
wenigen, diffus verteilten Einzelzellen dar, die in keinem Zusammenhang mit dem Amyloid gebracht
werden konnten. In den zwei ATTR-Proben waren weder amyloidnah noch amyloidfern positive C9-
Zellen nachweisbar. Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass nur zwei (11,8%) der 17 gepriiften
renalen AL- und ATTR-Proben immunreaktive C9-Zellen in Amyloidndhe enthielten, wobei diese

beiden Fille eine ALA-Amyloidose aufwiesen.

Caspase 3

Keines der Nierenpriparate enthielt Amyloid-assoziierte Cas3-positive Zellen. Es wurden
ausschlieBlich positive Zellen fern der Amyloidablagerungen aufgefunden. Auch in dieser
Immunfirbung konnten diese Zellen als Tubulusepithelzellen identifiziert werden. Diese befanden
sich in einem (33,3%) der drei AL«k-Proben und in drei (25%) der zwolf ALA-Amyloidosen. Die zwei

ATTR-Priparate enthielten keine Cas3-immunreaktiven Zellen.
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3.2.3 Caspase 3- und Komplement 9-immunreaktive Zellen in der Haut

In den nun beschriebenen Hautproben prisentierten sich die Amyloidablagerungen lediglich in der

Dermis, wobei die dort liegenden Talgdriisen nicht vom Amyloid befallen waren.

Komplement 9

In den Hautproben lieBen sich C9-positive Zellen innerhalb der Amyloidablagerung in einer (16,7%)
von sechs ALk-Proben nachweisen. Dort konnten wenige zytoplasmatisch angefdrbte Zellen in Form
einer kleinen Ansammlung beobachtet werden. Nur eine einzige ATTR-Probe der Haut lag vor. In
dieser konnte lediglich eine Zellansammlung von CO9-positiven Driisenzellen im Endstiick der
Talgdriise gefunden werden, welche jedoch amyloidfern und somit nicht Amyloid-assoziiert auftrat.
Die sechs ALA-Proben zeigten in keinem Bereich des Gewebeausschnittes eine zelluldre C9-
Positivitit. In der Gesamtheit zeigt sich demnach nur eine (7,7%) von 13 AL- und ATTR-Proben mit

C9-immunreaktiven Zellen in Amyloidnéhe. Diese Probe entsprach einer ALk-Amyloidose.

Caspase 3

Cas3-positive Zellen fanden sich im Bereich des Amyloids in insgesamt zwei (15,4%) von 13
Hautproben vom Typ AL und ATTR. Bezogen auf die AL-Amyloid-Fille entsprach dies jeweils eine
(16,7%) der sechs ALk- und ALA-Biopsien. Die ALx-Probe wies eine zytoplasmatische Cas3-
Immunreaktion in einer kleinen Zellansammlung auf. Die ALA-Probe prisentierte ihre Amyloid-
assoziierten Zellen in Form von perinukledr gefirbten Cas3-Einzelzellen. Eine weitere ALA-Probe
wies amyloidferne, global verteilte immunreaktive Zellen im Endstiick der Talgdriisen auf. In der

einzigen ATTR-Probe wurden keine Cas3-positiven Zellen gefunden.

3.2.4 Weitere Auffilligkeiten

Erstaunlich war die Beobachtung von Amyloid-assoziierten Cas3-positiven Zellen beim Af- und
Alns-Typ als auch bei den untersuchten AA-Amyloidosen im Gastrointestinaltrakt. Alle drei (100%)
AB-Amyloidosen aus dem ZNS zeigten positive Zellen in den Winden der von Amyloid betroffenen
Gefife. Im Fett- und Bindegewebe befanden sich in drei (75%) der vier Alns-Amyloidosen Cas3-
positive Zellen in direkter Nachbarschaft zum Amyloid. Ein identisches Aufkommen von 75% wurde
in den drei der vier Proben der Magen- und Dickdarmschleimhaut mit AA-Amyloid erfasst. Diese
Fille deuten auf ein erhohtes Vorkommen von Cas3-positiven Zellen in AB-Proben des ZNS, Alns-

Proben des Fett- und Bindegewebes und in AA-Proben des Gastrointestinaltraktes hin.

Anhand dieser Daten ist der Zelltod in Form von Einzelzellnekrosen und Apoptosen belegt. Aufgrund

des Nachweises in nur wenigen Fillen scheinen es seltene Ereignisse zu sein.
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4 Diskussion

Die beiden aufgestellten Hypothesen dieser hier vorliegenden Studie konnten bestitigt werden:

1) Komplement 9 ist ubiquitir, spezifisch und rdumlich in Amyloidablagerungen angereichert,

unabhéngig vom Amyloidtyp und unabhiingig von der Gewebelokalisation.

2) Amyloid kann in angrenzenden und eingeschlossenen Zellen zum Zelltod fiithren, sowohl in Form

von einer Einzelzellnekrose als auch in Form einer Apoptose.

Die Pathogenese der Amyloidosen ist ein bis heute nicht vollstindig aufgeklérter, multifaktorieller
Prozess. Neben der Amyloidfibrille, die durch krankheitsspezifische Fehlfaltung des Amyloid-
Vorlduferproteins gebildet wird, sind weitere nicht-fibrillire Komponenten wie beispielsweise SAP
und ApoE regelmiBig in allen Amyloidtypen vorzufinden (Benson et al., 2020; Merlini & Bellotti,
2003; Vrana et al., 2009). Diese zusitzlichen Bestandteile beeinflussen moglicherweise das
Ablagerungsverhalten und die Therapiemoglichkeiten. So verhindert SAP z.B. durch seine hohe
proteolytische Resistenz den Abbau von Amyloid (Tennent et al., 1995), kann jedoch als gezielter
Angriffspunkt einer Antikorper-basierten Therapie dienen (Bodin et al., 2010; Richards et al., 2015).
Dies weist darauf hin, dass einmal gebildetes Amyloid u.U. auch wieder abgebaut werden kann. Grofle
Unklarheit besteht hinsichtlich des Organotropismus der verschiedenen Amyloidproteine. Der duf3erst
variable Befall von Geweben und Organen (siehe Tabelle 1) fiihrt zu einer groen Vielfalt der
klinischen, oft unspezifischen Symptomatik wie Miidigkeit, Gewichtsverlust, Proteinurie, Zeichen der
Herzinsuffizienz und Polyneuropathie (Wechalekar et al., 2016). Dieses breite Erscheinungsbild stellt
eine groBe diagnostische und therapeutische Herausforderung dar. Das Bewusstsein fiir diese seltene
Erkrankung und der Zeitpunkt der Diagnosestellung entscheiden iiber die Prognose der Erkrankung.
Vergangene Studien haben gezeigt, dass Patienten mit einer fortgeschrittenen AL-Amyloidose und
hoher kardialer Amyloidbelastung nicht mehr von einer Chemotherapie profitieren (Kristen et al.,
2016). Und obwohl sich die Uberlebenszeit in den letzten Jahren deutlich verbessert hat, ist die
Mortalitit in den ersten sechs Monaten immer noch sehr hoch (Muchtar et al., 2017), mutmaBlich
durch eine verzogerte Diagnosestellung mitunter durch das Aufsuchen mehrerer Spezialisten. Bei 37%
der Patienten dauert es mehr als ein Jahr bis zur Diagnosestellung (Lousada et al., 2015). Je friiher die
Diagnose jedoch gestellt wird, desto groBer ist die Chance fiir eine geringere Amyloidlast, einen
geringeren Organbefall und einen therapeutischen Erfolg. Insofern muss die therapeutische
Intervention im frithen Krankheitsstadium das Ziel sein und zum Gegenstand der Forschung gemacht

werden, um die Sterblichkeit zu verringern.
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Bis heute ist die Kongorot-Firbung der Goldstandard zum Nachweis von Amyloid im Gewebe
(Muchtar et al., 2021). Die Sensitivitit der Methode ist begrenzt und hingt vom Amyloidtyp, der
Amyloidlast, der Schnittdicke und der Erfahrung des/der befundenen Pathologen:in ab. Zusitzlich
wichst die Anzahl der identifizierbaren Amyloidproteine stetig und der Konformationswechsel der
Amyloidproteine von nativer Gestalt bis zur -Faltblattstruktur erschwert die Diagnostik. Zudem birgt
eine diskrete oder gar prd-amyloidogene Ablagerung die Gefahr, leicht {ibersehen zu werden. Es ist
nachgewiesen, dass Kongorot nicht fiir die Diagnostik prifibrillirer Strukturen, die bereits eine
toxische Schidigung verursachen, geeignet ist (Hahn et al., 2017; Sjolander et al., 2016). Daher muss

die histopathologische Diagnostik fortan weiterentwickelt werden.

Die Identifizierung der nicht-fibrilliren Bestandteile, die neben dem amyloidogenen Protein
regelméfBig in den Ablagerungen anzutreffen sind, kann einen positiven diagnostischen Nutzen mit
sich bringen. Thre Bestimmung in den Ablagerungen kann u.U. eine Amyloiderkrankung im frithen
Krankheitsstadium erkennen. Folglich kann eine rechtzeitige Therapie eingeleitet werden. In dieser
Studie wurde nun anhand verschiedener Amyloid- und Gewebetypen untersucht, ob C9 diese Rolle

einnehmen kann und als Amyloidsignaturprotein geeignet ist.

4.1 Komplement 9 ist ubiquitir angereichert

Meine immunhistochemischen Ergebnisse weisen auf eine ubiquitdre, rdumliche und spezifische
Anreicherung von C9 im Amyloid hin, unabhingig vom Amyloidtyp und der Gewebelokalisation.
Komplement 9 konnte in 117 (99,2%) Fillen nachgewiesen werden. Damit wurde C9 haufiger
nachgewiesen als ApoE [112 (94,9%) Fille]. Lediglich in einer einzigen Myokardbiopsie konnte ich
kein C9 nachweisen. AuBlerdem konnte ich zeigen, dass C9 flichendeckend im Amyloid nachweisbar
ist mit einem durchschnittlichen Flachenanteil von 92,8% und damit einem um 9% hoheren mittleren
Fldchenanteil als ApoE. Auch die Farbintensitit der C9-Immunreaktion lag mit 2,21 iiber der
Intensitét von 1,73 der ApoE-Immunreaktion. Mit diesem Ausmal3 an Anreicherung und Intensitét des
immunbhistologisch gefiihrten C9-Nachweises iiberragte C9 alle anderen hier untersuchten Molekiile.
Meine Untersuchungsergebnisse stiitzen die Hypothese, dass C9 an der Amyloidentstehung oder -
ablagerung in irgendeiner Form maBgeblich beteiligt ist und sich moglicherweise als diagnostischer

Biomarker nutzbar machen ldsst. Es ist ein weiteres Amyloidsignaturprotein.

Das Komplementsystem ist in einer Vielzahl von Erkrankungen beteiligt. Hierzu zédhlen u.a.
Nephritiden, neurodegenerative Erkrankungen wie Morbus Alzheimer (Shah et al., 2021) und auch
Autoimmunerkrankungen wie die Rheumatoide Arthritis oder der Systemische Lupus erythematodes
(Vignesh et al., 2017). Eine Ubersichtsarbeit von Sethi et al. zeigte beispielhaft das regelmiBige
Auftreten von C3 und C9 in C3GN und DDD (Sethi et al., 2013). Basierend auf den vorangegangenen



46

Beobachtungen und meinen Studienergebnissen lidsst sich schlussfolgern, dass der Nachweis von
Komponenten des Komplementsystems per se noch kein Beweis fiir das Vorliegen von Amyloid ist,
jedoch die C9-Immunfirbung als zusitzlicher diagnostischer Marker herangezogen werden kann,
insbesondere wenn sehr feine Amyloidablagerungen gesucht werden. Im Wesentlichen prisentiert die
C9-Immunhistochemie eine Erginzung der bisher angewendeten Kongorot-Fiarbung. Bei diskreten
Amyloidablagerungen hilft die C9-Immunfirbung beim Auffinden von Amyloid, das anschlieBend

gezielt in der Kongorot-Fiarbung polarisationsmikroskopisch bestitigt werden kann.

Meine Ergebnisse unterstiitzen dariiber hinaus die Ergebnisse und Ausfithrungen fritherer Studien
beziiglich des ApoE-Nachweises innerhalb von Amyloid. Der hdufige Nachweis von ApoE bestitigt
seine Rolle als Amyloidsignaturprotein und die Funktion als Indikator fiir das Vorliegen von Amyloid.

Dieses Ergebnis bestitigt auch, dass meine Stichprobe und Fallauswahl représentativ war.

Offen bleibt die Frage, warum sich C9 im Amyloid anreichert und ob Amyloid méglicherweise sogar
die Komplementkaskade aktiviert. In fritheren Studien wurde lediglich der Zusammenhang zwischen
Komplement, AB-Amyloid und AD untersucht (siche Abschnitt 1.3.4.1). Nun liefert die Studie von
Treitz et al, 2021 zu dieser Fragestellung erste Ergebnisse. Mithilfe der markierungsfreien
Proteomquantifizierung (label-free  quantification, LFQ) an FFPE Biopsien wurde im
Karpaltunnelgewebe, welches nachweislich von ATTR-Amyloid betroffen war, eine Assoziation zum
Komplementsystem nachgewiesen. 22 Proteine der Komplementfamilie konnten rdumlich und
spezifisch in der ATTR-Amyloidose nachgewiesen werden (Treitz et al., 2022). Zu diesen
nachgewiesenen Komplementproteinen gehoren u.a. die Komplementregulatoren CFHR1, CFHR?2,
CFHRS5, CFH und die Komplementfaktoren Cls, Clq, C3, C4, C5, C6, C7, C8a, C8f, C8y und C9.
Demnach sind alle sieben Komplementproteine vertreten, die den MAC bilden (siehe Abschnitt 1.3.2).
Der C9-Nachweis erfolgte in der Studie zusétzlich durch die Immunhistochemie. Diese Erkenntnisse
sprechen fiir ein aktiviertes Komplementsystem im ATTR-Gewebe des Karpaltunnels. Das
Komplementsystem scheint demnach in die Pathomechanismen der ATTR-Amyloidose einzugreifen.
Mein Studienergebnis spiegelt mit einer C9-Anreicherung in ATTR-Gewebeproben in 34 (97,1%) von
35 Fillen (siehe Abschnitt 3.1) die Ergebnisse der Proteomquantifizierung von Treitz et al., 2021

wider.

4.2 Amyloid fiihrt zum Zelltod

Komplement 9 spielt eine entscheidende Rolle in zytolytischen Prozessen. Es ist ein elementarer
Bestandteil des MAC. Die Aktivierung einer Sequenz von Proteinen der Komplementkaskade fiihrt
zur Ausbildung einer Multiproteinpore (= MAC), die in die Zellmembran eindringt und den Zelltod

verursacht. Der MAC ist das Endprodukt der Komplementkaskade, zu dem die drei verschiedenen
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Signalwege unabhingig voneinander hinfiihren. Jeder dieser Signalwege bewirkt eine Spaltung und
Aktivierung vom Komplementfaktor C3, dem Zentrum dieser Proteinkaskade. Nach der C3-
Aktivierung fiihrt die Kaskade iiber weitere Zwischenschritte zur Zelllyse. Es kommt zum Zelltod
durch Nekrose (griechisch ,,nekrosis* = das Toten), der im Gegensatz zur Apoptose (griechisch
»apoptosis® = abfallen) eine Entziindungsreaktion induziert. Ein Surrogatmarker der Apoptose ist die
gespaltene und aktivierte Form der Caspase 3 (Gown & Willingham, 2002; Nagata, 2018). In meiner
Arbeit habe ich auch untersucht, ob im Amyloid Einzelzellnekrosen und Apoptosen vorkommen und
dazu immunhistologisch das Vorliegen C9- und Cas3-positiver Zellen gepriift. C9-positve Zellen fand
ich in 16 Fillen (13,6%) und Cas3-positive Zellen in 18 Fillen (15,8%). Damit kommen

Einzelzellnekrosen und Apoptosen im Amyloid vor.

Interessant ist der geringfiigig hédufigere Nachweis C9- und Cas3-immunreaktiver Amyloid-
assoziierter Zellen in Myokardbiopsaten im Vergleich zum Gesamtkollektiv. 17,9% der Herzbiopsate
enthielten C9- und/oder Cas3-positive Zellen im Vergleich zu 13,6% (C9) und 15,8% (Cas3) des
Restkollektivs nichtkardialer Gewebeproben.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass Einzelzellnekrosen und Apoptosen in Amyloidablagerungen
vorkommen, aber ein seltenes Ereignis sind und keine RegelméiBigkeit darstellen. Gewebeproben
weisen jedoch eine rdumliche Begrenzung auf und stellen nur eine zeitliche Momentaufnahme der
Erkrankung dar. Deshalb darf der scheinbar selten vorkommende Zellverlust nicht unterbewertet
werden. Im Verlauf der Erkrankung kann der Zellverlust, egal ob durch Nekrose oder Apoptose,

erheblich sein. Dies ist eine hidufige Beobachtung in fortgeschrittenen Krankheitsstadien.

4.3 Proteomics bei Amyloidosen

Einige Amyloidosen sind behandelbar. Die Therapieart hingt davon ab, welches Amyloidprotein
abgelagert wurde. Da es iiber 35 verschiedene Amyloidproteine gibt, die zu sehr unterschiedlichen
Formen von Amyloidosen mit sehr unterschiedlichen Verldufen und Prognosen fiithren, kommt der
korrekten Identifikation des Amyloidproteins eine groBle Bedeutung zu. Die Wissenschaft der
Proteomik hat in den letzten 15 Jahren die Typisierung der Amyloidosen vorangetrieben. Grundlage
dafiir ist die Massenspektrometrie. Die Verfahren laser microdissection (LMD) und liquid
chromatography (LC) finden ihren Einsatz. Die LMD sorgt mit der prédzisen Zerteilung der
Gewebeprobe fiir eine Fokussierung auf das zu untersuchende Areal. Die LC dient der Trennung der
Probe in ihre einzelnen Bestandteile, indem die chemischen und physikalischen Wechselwirkungen
der Molekiile beriicksichtigt werden. Im komplexen Amyloid-Proteom konnten dank dieser Techniken

sowohl das Amyloidprotein als auch Markerproteine identifiziert werden. Die Sensitivitit und
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Spezifitit dieser Methode ist hoch (Vrana et al., 2009). Die Proteomik ermoglicht dem Patienten somit

eine individuelle und spezifische Behandlung.

Die Ergebnisse meiner Studie stimmen mit den aktuellen Erkenntnissen der Proteomics hinsichtlich
des Amyloid-Proteoms iiberein. Zum Vergleich dienen u.a. die folgenden zwei Arbeiten. (1) Die
Ubersichtsarbeit von Gottwald und Rocken, 2021 beschreibt einen ApoE-Nachweis in jeder
Amyloidprobe (100%) und einen C9-Nachweis in 18 (66,7%) von 27 Nierenbiopsien (Gottwald &
Rocken, 2021). Ich konnte ApoE in 112 (94,9%) von 118 Fillen nachweisen und C9 in jeder der 21
Nierenproben (100%), unabhiingig der Amyloidart (sieche Abschnitt 3.1). (2) Die Studie von Kourelis
et al., 2020 demonstriert eine Uberreprisentation von Komplementproteinen im kardialen ATTR-
Proteom, mit Einschluss von C9 und C3 (Kourelis et al., 2020). Meine Studie liefert beziiglich der
Komplementproteine in neun (90%) von zehn kardialen ATTR-Proben eine vollstindige
Ubereinstimmung der C9-Immunfirbung mit den Amyloidablagerungen. Lediglich eine kardiale
ATTR-Probe wies keinerlei C9-Immunfirbung auf, was auf einen Fehler im Anfirbungsprozess

hindeuten konnte.

Alle Erkenntnisse aus bisherigen Studien iiber Amyloidablagerungen und deren Bestandteile
bekriftigen die weitere Erforschung und sorgfiltige Aufklarung des Amyloid-Proteoms. Alle
beteiligten Proteine miissen entdeckt und auf ihren Einfluss in die Pathomechanismen der
Amyloidogenese untersucht werden. In der Vergangenheit konnte bereits gezeigt werden, dass nicht-
fibrillare Proteine aktive Funktionen in der Initiation und/oder Progression der Krankheit ausiiben
(Ancsin & Kisilevsky, 1999; Kisilevsky, 2000). Dariiber hinaus identifizierte die Proteomik die
Korrelation zwischen dem Alter der Patienten mit einer ATTR-Amyloidose und einer erhohten
Konzentration von Komplementproteinen. Des Weiteren sank mit Zunahme des Erkrankungsstadiums
auch die Konzentration des CFHRS, ein Inhibitor der Komplementkaskade (Kourelis et al., 2020).

Dies sind Belege dafiir, dass das Komplementsystem an dem Krankheitsprozess beteiligt sein muss.

4.4 Einschriankungen der Studie

Das Gesamtkollektiv dieser Studie beinhaltet verschiedene Amyloidtypen und verschiedene Organ-/
Gewebetypen. Die jeweilige Probenanzahl variiert von Typ zu Typ. Folglich ist die Aussagekraft zu
den verschiedenen Amyloidtypen und Organ-/Gewebetypen unterschiedlich zu bewerten. Dariiber
hinaus wurde nur ein rdumlicher Anteil des amyloidbelastenden Gewebes untersucht und dies nur zu
einem Zeitpunkt. Das hat zur Folge, dass keine Aussage iiber die Amyloidlast, den Schweregrad oder
den Verlauf der Erkrankung getroffen werden kann. Der Prozess der Amyloidbildung kann in dieser

Studie nicht vollstindig abgebildet werden.
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4.5 Ausblick

Meine Studie liefert die ersten Ergebnisse iiber das Vorkommen von C9 in Amyloidablagerungen.
Komplement 9 stellt sich in der Immunhistochemie regelmédBig und ubiquitdr im Amyloid dar. Somit
ist der Nachweis von C9 ein zusitzliches diagnostisches Tool zur bisherigen Routinediagnostik mit
der Kongorot-Firbung. Bei diskreten Formen der Amyloidablagerungen, wo die Sensitivitit der

Kongorot-Firbung nachlésst, stellt die C9-Immunhistochemie eine hochwertige Ergéinzung dar.

Die vorliegende Arbeit unterstiitzt die Hypothese, dass das Komplementsystem eine
pathophysiologische Rolle bei Amyloidosen spielt. Jedoch sind weitere Untersuchungen notwendig,
um aufzuklédren, inwiefern das Komplementsystem durch das Amyloid aktiviert wird. Das Auftreten
von C9 im Amyloid muss in Zukunft iiber einen lingeren Zeitraum erfasst werden. Untersuchungen zu
verschiedenen Zeitpunkten der Amyloidogenese und der Amyloidlast kénnen hilfreich sein. Dazu
eignen sich beispielsweise Tiermodelle. Zusdtzlich miissen kiinftige Studien die moglichen

Bindungsmechanismen zwischen C9 und den Amyloidfibrillen priifen.

Es ist davon auszugehen, dass durch die Erforschung des gesamten Amyloid-Proteoms neue

Diagnostika und Therapieziele gefunden werden kénnen.
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S  Zusammenfassung

Amyloidosen stellen eine Gruppe von Erkrankungen dar, welche durch das Ablagern fehlgefalteter
Proteine und Peptide verursacht werden. Sie gehoren zu den Konformationskrankheiten. Neben dem
Amyloid-spezifischen Fibrillenprotein befinden sich noch weitere nicht-fibrillire Bestandteile in den
Amyloidplaques. Sie spielen in der Amyloidogenese und den Krankheitsprozess eine teilweise
gesicherte wichtige Rolle. Patienten mit einer Amyloidose zeigen eine Vielfalt an Symptomen und
prasentieren sich klinisch sehr unterschiedlich. Die unspezifischen Symptome lassen nicht sofort an
eine Amyloidose denken. Dies hat zur Folge, dass sich der Diagnosezeitpunkt hiufig hinauszogert.
Der frithzeitige Therapiestart ist jedoch fiir die Patienten und deren Prognose entscheidend. Deshalb ist
eine schnelle und friihzeitige Diagnostik im frithen Krankheitsstadium bei noch geringer Amyloidlast
so wichtig. Die Polarisationsmikroskopie an Kongorot-gefirbten Gewebeschnitten ist noch der
Goldstandard. Doch wegen eingeschriankter Sensitivitit der Kongorot-Firbung bei geringer
Amyloidlast gewinnen zunehmend sensitivere Verfahren an Bedeutung. Hierzu zdhlt auch die
Identifikation neuer diagnostischer Zielstrukturen, die helfen, diskrete Amyloidablagerungen

nachzuweisen und somit das Ziel einer frithen Diagnosestellung realisieren.

In dieser Studie wurden Amyloidablagerungen immunhistochemisch auf das Vorkommen von C9
untersucht. Antikorperfarbungen gegen ApoE, Cas3 und C3 dienten der Kontrolle. Zusétzlich wurde
uiberpriift, ob Amyloid zum Zelltod fithren kann. Das Gesamtkollektiv umfasste 118 amyloidhaltige
Proben, welche unterschiedliche Amyloidtypen enthielten wund von unterschiedlichen
Organen/Geweben stammten. Die FFPE Gewebeschnitte wurden mikroskopisch untersucht und
bewertet. Hierbei zeigte sich C9 in 99,2% der 118 Proben und liefert den Beleg fiir dessen ubiquitéres
Vorkommen in Amyloidablagerungen. Apolipoprotein E konnte in 94,9%, Cas3 in 19,3% und C3 in
36,0% der auswertbaren Fille nachgewiesen werden. Die Intensitit der C9-Immunfirbung war mit
einem Wert von 2,21 die am stidrksten ausgeprigte Immunfirbung aller vier untersuchten Proteine.
Ergénzend konnte gezeigt werden, dass eine mit dem Amyloid-assoziierte Nekrose in 13,6% der

Proben und eine Amyloid-assoziierte Apoptose in 15,8% der Proben auftrat.

Die Studie zeigt, dass C9 neben ApoE unabhingig von Amyloid- und Gewebetyp regelhaft und
flichendeckend im Amyloid vorkommt und ebenfalls als amyloid signature protein gewertet werden
muss. Der immunhistologische Nachweis von C9 eignet sich als erginzendes diagnostisches
Verfahren um Amyloidablagerungen zu finden. Die Studie lidsst weiterhin darauf schlieBen, dass
Amyloid das Komplementsystem aktiviert. Komplement 9 stellt somit eine neue diagnostische

Zielstruktur dar und die Komplementproteine ein Angriffspunkt fiir die Therapie.

Die Empfehlung dieser Studie liegt in der Etablierung von C9 als neues Amyloidsignaturprotein und

die Einfithrung der C9-Immunhistochemie als Ergédnzung zur Routinediagnostik. Zukiinftig muss auch
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weiterhin an der Amyloid-Zusammensetzung geforscht werden. Eine Aufschliisselung des gesamten
Amyloid-Proteoms sorgt fiir ein besseres Krankheitsverstindnis und hilft, neue Diagnose- und

Therapieverfahren zu entwickeln.
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