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1  Einleitung
1.1 Amyloid und Amyloidosen

Amyloid ist eine pathologische fibrillare Polypetidaggregation mit einer Cross-B-Struktur, die intra-
und/oder extrazellular auftritt (Récken et al., 2009). Amyloidosen sind durch Amyloidablagerungen
verursachte Krankheiten (Rdcken et al., 2009). Diese Amyloidablagerungen entstehen aus einer
fehlerhaften Faltung des Vorlauferproteins und neigen aufgrund der abnormalen Konformation zu
Polymerisierung und Aggregation in unldslichen Fasern (ladanza et al., 2018). Die als Fibrillen
bezeichneten Fasern bestehen aus mehreren Lagen von Amyloid in der -Sheet-Konformation. Nicht
alle Amyloidfibrillen sind pathologisch; funktionelle Amyloide sind beispielsweise die p-Sheet-
Fibrillen Pmel17 der Melanosomen, die an der Melaninsynthese beteiligt sind (McGlinchey et al., 2009).
Entsprechend der aktuellen Nomenklatur werden Amyloidproteine mit einem ,,A*“, gefolgt von der
Abkurzung des Vorlauferproteins bezeichnet, also beispielsweise ATTR fir ein Amyloid aus
Transthyretin (Benson et al., 2020).

Verschiedene Prozesse sind fiir eine amyloidogene Fehlfaltung der VVorlauferproteine verantwortlich.
Manche Proteine neigen dazu, mit zunehmendem Alter eine amyloide Konformation anzunehmen, bei
anderen flhrt eine unphysiologisch hohe Serumkonzentration des Proteins, beispielsweise aufgrund

einer Hamodialyse, zu der Fehlfaltung.

Bei Amyloidosen handelt es sich um solche Krankheiten, die durch Ablagerungen von toxischen,
unléslichen Fibrillen aus Amyloidprotein in den Geweben entstehen. Gemeinsam ist diesen heterogenen
Erkrankungen, dass die amyloidogenen Proteine in der B-Sheet-Konformation vorliegen. Diese
amyloidogene Konformation der Proteine begiinstigt ihre Ablagerung und auch die anderer Proteine,
wie beispielsweise Heparansulfat und Proteoglykan, und fiihrt zu Funktionsstérung der betroffenen
Organe (Benson et al., 2020).

Die Amyloidosen werden anhand der Atiologie in lokalisierte oder systemische Amyloidosen unterteilt,
in angeborene oder erworbene Amyloidosen, und weiter anhand des amyloidogenen Vorlauferproteins
und der Lokalisation Klassifiziert (Picken, 2020). Es sind bisher 42 amyloidogene Proteine bekannt,
wobei hiervon 18 fir systemische Amyloidosen, 22 fir lokale Amyloidosen und zwei sowohl fiir
systemische als auch fir lokale Amyloidosen verantwortlich sind (Benson et al., 2020). Neben der
Vielzahl an diversen Vorlduferproteinen unterscheidet sich auch die Art der Fibrillen- und
Komplexbildung der Amyloide zwischen den Amyloidoseentitaten. Klinische Symptome werden durch
die Art und den Ort der Amyloidablagerungen bestimmt und umfassen Hepatomegalie, Proteinurie,
Kardiomyopathie, Neuropathie, Nierenversagen, Bluthochdruck, und ophthalmologische Aufféllig-

keiten.



1.2 Kardiale Amyloidose

1.2.1 Definition und Formen

Bei der kardialen Amyloidose handelt es sich um eine Erkrankung, die durch pathologische
Ablagerungen von Amyloidfibrillen im Herz charakterisiert ist, aufgrund derer es zu morphologischen
und funktionellen Anomalien kommt. Es lassen sich zwei Haupttypen von kardialen Amyloidosen
unterscheiden, die durch die amyloidogene Transformation unterschiedlicher Proteine hervorgerufen
werden (Tabelle 1) (Martinez-Naharro et al., 2018). Der ATTRwt-Amyloidose (,,wt* fiir Wildtyp) liegt
die amyloidogene Konformationsédnderung von Tranthyretin zugrunde, wéhrend bei AL-Amyloidose
die Leichtketten von Immunglobulinen abgelagert sind. Mutationen im Transthyretin-Gen kénnen zu
einer erblichen Form der ATTRm-Amyloidose (,,m* fiir Mutation), auch als familidre Amyloidose
bezeichnet, fiihren (Sattianayagam et al., 2012). Eine sekundére kardiale Amyloidose (AA-Amyloidose)
entsteht durch die Bildung von Amyloidfibrillen aus dem Serum-Amyloid A, welches als Akut-Phase-
Protein bei jeder Entziindung physiologisch von der Leber sezerniert wird (Lachmann et al., 2007). Die
isolierte atriale Amyloidose wird durch Amyloidablagerungen aus dem atrialen natriuretischen Peptid
hervorgerufen (Richter et al., 2020).

Obwohl die klinischen Symptome der Krankheitstypen &hnlich sein kdnnen, unterscheiden diese sich
morphologisch durch das AusmaR und die Verteilung der Amyloidfibrillen. Die pathologischen
Amyloidablagerungen in den GefaRen verursachen eine diastolische Dysfunktion, Hypertrophie und
myokardiale Ischamie. Der Krankheitsverlauf von ATTR- und AL-Amyloidosen unterscheidet sich,
ebenso wie die Therapie. In Abhédngigkeit von der Art des Amyloids ist auch die Prognose fiir Patienten
mit AL-Amyloidose gemeinhin schlechter als fur Patienten mit ATTR-Amyloidose, obwohl letztere

durch vergleichsweise mehr Amyloidablagerungen charakterisiert ist.

Erste Indikatoren einer kardialen Amyloidose umfassen Herzinsuffizienz und Arrhythmien. Aufféllig
ist eine Intoleranz gegentiber iiblichen Therapien kardialer Erkrankungen, wie beispielsweise 3-Blocker,

Angiotensin 11-Rezeptor-Blocker und ACE-Inhibitoren.

Bestimmte kardiale Biomarker werden fir die Diagnose und den Schweregrad kardialer Amyloidosen
herangezogen, inshbesondere der Troponinwert und der NT-proBNP-Wert. Eine Verdachtsdiagnose
ergibt sich aus einer Kombination der kardialen Symptome, einem abnormalen Herzultraschall und einer

kardialen Magnetresonanztomographie.



Amyloidose-Typ Ursache Erworben/ Lokal/systemisch
angeboren

AL-Amyloidose/primére Ablagerung von AL-Fibrillen, die erworben systemisch
Amyloidose von abnormen Plasmazellen gebildet

werden.
ATTRwt- altersbedingte Amyloidablagerungen | erworben systemisch
Amyloidose/senile aus Transthyretin
systemische
Amyloidose/kardiale
Amyloidose
ATTRm- Mutationen in Transthyretin angeboren systemisch
Amyloidose/familidre
Amyloidose/hereditare
ATTRh-Amyloidose
AA- Ablagerung von Serum-Amyloid A erworben systemisch
Amyloidose/sekundére bei chronischen Entziindungen
Amyloidose
Isolierte atriale Ablagerung von Amyloid aus dem erworben lokal
Amyloidose atrialen natriuretischen Peptid

Tabelle 1: Typen kardialer Amyloidose (Martinez-Naharro et al., 2018)

In dieser Arbeit liegt der Fokus auf den kardialen ATTR- und AL-Amyloidosen, die im Folgenden néaher
beschrieben werden. In Abbildung 1 werden die Prozesse, die zu ATTR- und AL-Amyloidose fihren,

graphisch dargestelit.
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Abbildung 1: Pathophysiologie der ATTR- und AL-Amyloidose. Eigene Darstellung angelehnt an (Donnelly and
Hanna, 2017). Abbildung generiert mit BioRender (www.biorender.com)

1.2.2 ATTR-Amyloidose

1.2.2.1 Pathophysiologie

Wie in Abschnitt 1.2.1 beschrieben, werden Wildtyp- und mutationsbedingte ATTR-Amyloidosen
unterschieden. Die Prévalenz der kardialen ATTR-Amyloidose wird zwischen 10 und 25 % bei dlteren
Ménnern geschétzt, wobei sie mit zunehmendem Alter entsprechend der altersbedingten Transformation
von Transthyretin zunimmt (Tanskanen et al., 2008, Porcari et al., 2021, Merlo et al., 2022, L6pez-Sainz
etal., 2019).

Beide ATTR-Typen sind auf eine amyloidogene Transformation des Transthyretins zurlickzufihren.
Transthyretin bildet im Serum ein Tetramer und wird tGiberwiegend in der Leber synthetisiert wird. Unter
physiologischen Bedingungen ist seine Hauptfunktion der Transport von Thyroxin und dem Retinol-
bindenden Protein im Serum und in der Spinalflissigkeit des zentralen Nervensystems. Mit
zunehmendem Alter wird die Tetramerkonformation des Proteins geschwdcht. Das beglinstigt bei
ATTRwt-Amyloidose die Bildung einer amyloidogenen Konformation der Monomere und damit von
Amyloid (Yee et al., 2019). Die Ursache fur die Schwéchung des Tetramers ist bisher noch unklar,
jedoch werden in diesem Zusammenhang eine altersbedingte verminderte Funktion von
Chaperonproteinen in der Leber, welche fur die Entsorgung dysfunktionaler Proteine verantwortlich

sind, eine Oxidation der Transthyretin-Untereinheiten, und posttranslationale Veranderungen des



Transthyretins diskutiert (Saito et al., 2021). ATTRwt-Amyloidose kommt deutlich hdufiger bei
Maénnern als bei Frauen vor, wobei die Ursachen flr diese geschlechtsspezifischen Unterschiede bisher

noch nicht bekannt sind.

Die aus Transthyretin gebildeten Amyloidfibrillen werden in A- und B-Fibrillen unterteilt. Erstere
bestehen aus einer Mischung von Transthyretin in voller Lange und fragmentiertem Transthyretin,
wahrend letztere ausschliellich aus Transthyretin in voller Lange bestehen. Die Amyloidfibrillen lagern
sich zunéachst in der Basalmembran von Kardiomyozyten und den glatten Muskelzellen der GefaRe ab.
Aus Untersuchungen in vitro ist bekannt, dass ATTR-Amyloid eine toxische Wirkung auf die
Kardiomyozyten ausibt, indem es die Produktion von reaktiven Superoxiden und Apoptose induzieren
und die hypertrophe Reaktion der Kardiomyozyten herabsetzen kann (Bourgault et al., 2011, Manral
and Reixach, 2015, Hein et al., 2021).

1.2.2.2 Klinische Manifestation und Diagnostik

Die klinische Manifestation einer kardialen ATTR-Amyloidose ist in Tabelle 2 aufgelistet. Die
Patienten unterscheiden sich zwischen ATTRm- und ATTRwt-Amyloidosen hinsichtlich des Alters, der
Symptomdauer vor der Diagnose und der Lebenserwartung, jedoch ist die klinische, kardiale
Manifestation dhnlich (Gertz et al., 2020, Maurer et al., 2019). Die hereditare Form manifestiert sich in
jingerem Alter, wahrend die Fehlformation des Wildtyp-Transthyretins mit einem hohen Lebensalter
assoziiert ist. Beide Formen kommen bei Mannern 6fter vor als bei Frauen, wobei die Frauenquote beim
ATTRmM-Typ hoher ist. Kardiale Symptome umfassen Kurzatmigkeit, Mudigkeit und Odeme,
extrakardiale Symptome konnen Proteinurie, Taubheit und Dysautonomie sein. Typische klinische
Manifestationen sind eine Verdickung der linksventrikularen Wand bei Herzinsuffizienz,

Herzrhythmusstrungen und Karpaltunnelsyndrom.

Die Diagnostik erfolgt herkdmmlich basierend auf einer Biopsie und histopathologischer Untersuchung.
Amyloid wird konventionell mit einer Anfarbung des Gewebes mit Kongorot und dem
polarisationsmikroskopischen Nachweis einer anormalen Polarisationsfarbe identifiziert (Yakupova et
al., 2019). In den letzten Jahren kommen vor allem nicht-invasive Methoden wie die Szintigraphie mit
Knochenmarkern, die Bildgebung mittels Echokardiographie, Positronen-Emissions-Tomographie und
Single-Photon-Emissions-Computer-Tomographie, oder als weiterfiihrende Untersuchung die kardiale
Magnetresonanztomographie fiir die Diagnostik der Amyloidosen zum Einsatz (Gillmore et al., 2016,
Rossi et al., 2022, Maurer et al., 2019).



ATTRm

ATTRwt

Alter bei Symptombeginn

> 20 Jahre

> 50 Jahre

Geschlecht

76 — 86 % Manner

91 - 97 % Manner

Symptomdauer vor Diagnose

etwa 3 Jahre

etwa 2 Jahre

Lebenserwartung (Median)

2 — 10 Jahre

4 Jahre

kardiale klinische Manifestation

ja

ja

Art der kardialen Manifestation

e Herzinsuffizienz

e periphere Polyneuropathie

e gastrointestinale Symptome
(Obstipation oder Diarrhoe,
Ubelkeit)

o Karpaltunnelsyndrom

Herzrhythmusstorungen,
Vorhofflimmern
Herzinsuffizienz mit
ungeklarter linksventrikularer
Wandverdickung und nicht
dilatiertem linken Ventrikel
konzentrische
linksventrikulare
Wandverdickung
eingeschrénkte longitudinale
linksventrikuldre Funktion
trotz normaler

Ejektionsfraktion

Karpaltunnelsyndrom

Tabelle 2: Klinische Manifestation von ATTR-Amyloidosen, angelehnt an (Gertz et al., 2020) und (Maurer et

al., 2019).

1.2.2.3 Therapie

Die Therapie der kardialen ATTR-Amyloidose umfasst drei Ansétze:

1. Behandlung von bestehenden kardialen Komplikationen und Komorbiditaten. Aufgrund der

Intoleranz von Amyloidpatienten gegeniiber herkdmmlichen Herzmedikamenten bedarf es einer

Optimierung der Therapie dieser Patienten und dem Einsatz nicht-pharmakologischer Ansatze

beispielsweise mit Diuretika.

2. Blockade einer weiteren Amyloidbildung und die Stabilisierung der Transthyretintetramere.

Das hierflr eingesetzte Medikament der Wahl ist Tafamadis, ein Benoxazol-Derivat, welches

in klinischen Studien zu einer verbesserten kdrperlichen Fitness und Lebensqualitit von ATTR-

Patienten fiihrte und zudem die Mortalitét signifikant reduzierte (Maurer et al., 2018).

3. Abbau bereits vorhandener Amyloide. Obwohl die Entfernung bereits gebildeter Amyloid-

Fibrillen, beispielsweise mit einem speziellen Antikdrper, ein winschenswerter Therapieansatz

ist, steht die Entwicklung einer solchen Therapie bisher noch aus und es laufen hierzu klinische

Studien.



Die Synthese von Transthyretin in der Leber kann bei Patienten mit ATTRm-Amyloidose durch
genetische silencer wie Patisiran oder Inotersen oder eine Lebertransplantation erreicht werden
(Solomon et al., 2019, Dasgupta et al., 2020). Medikamente wie Tafamidis und Diflunisal zielen auf die
Stabilisierung des Transthyretintetramers ab (Maurer et al., 2018, Lohrmann et al., 2020). Bereits
vorhandene Amyloidfibrillen werden durch Doxyzyklin abgebaut (Obici et al., 2012). Ein
sechsmonatiges follow-up mit Bildgebung wird flr Patienten mit ATTR-Amyloidose empfohlen
(Garcia-Pavia et al., 2021).

Die Einschatzung der Prognose erfolgt basierend auf einem staging mit den Biomarkern N-Terminal
pro-Brain Natriuretic Peptide (NT-proBNP, > 3000 pg/mL), sowie Troponin T (> 0,05 ng/mL,
ATTRwt) und der geschatzten glomeruléren Filtrationsrate (estimated Glomerular Filtration
Rate/eGFR, < 45 mL/min, ATTRm) (Grogan et al., 2016, Gillmore et al., 2018). Die Stadien | bis IlI
werden entsprechend dem Vorliegen von keinem, einen, oder beiden dieser Parameter zugeteilt, mit

abnehmender Lebenserwartung (Gillmore et al., 2018, Grogan et al., 2016).

1.2.3 AL-Amyloidose

1.2.3.1 Pathophysiologie

Die AL-Amyloidose resultiert aus einer fehlerhaften Konformation der leichten Ketten von
Immunglobulin, welches in Plasmazellen synthetisiert wird (Gertz and Dispenzieri, 2020, Merlini,
2017). Diese ist in den meisten Féllen auf eine Plasmazelldyskrasie zuruckzufuhren. Das
Immunglobulinprotein besteht aus einer konstanten und einer variablen Doméne und liegt unter
physiologischen Bedingungen als Dimer vor. Die amyloidogene Transformation umfasst die Entfaltung
der variablen Doméne, die Ausbildung von Dimeren und Oligomeren und letztendlich die Fibrillen-
bildung aus diesen Oligomeren. Etwa drei Viertel der AL-Amyloidose-Patienten zeigen eine kardiale
Beteiligung und dies ist die Haupttodesursache (Gertz et al., 2020). Die AL-Fibrillen induzieren in den
Kardiomyozyten oxidativen Stress, eine Lyse der extrazellularen Matrix, mitochondrialen Stress und
Apoptose (Lavatelli et al., 2015, Brenner et al., 2004, Biolo et al., 2008, Shi et al., 2010).

Die Inzidenz der AL-Amyloidose liegt bei etwa 8 — 10 pro 100.000 Einwohner (Hou et al., 2022, Quock
etal., 2018). Im Gegensatz zu der ATTR-Amyloidose betrifft die Krankheit bei einem Krankheitsbeginn

von im Median 65 Jahren auch Frauen (Verhaltnis Manner zu Frauen = 3:2) (Quock et al., 2018).

1.2.3.2 Klinische Manifestation und Diagnostik
Die Kkardiale Beteiligung fihrt bei Patienten mit AL-Amyloidose zu einer biventrikuléren
Wandverdickung mit nicht dilatierten oder verkleinerten Ventrikeln, linksventrikulérer Hypertrophie,

kontraktiler Dysfunktion und Herzinsuffizienz. Typische Symptome der AL-Amyloidose sind



Herzrasen, Kurzatmigkeit, Gewichtsabnahme, Schwindel, Verdnderungen im Blutdruck, Miidigkeit und
gastrointestinale Beschwerden (Wechalekar et al., 2022). Die Kkardialen Befunde umfassen
Verdickungen der Herzklappen und des interatrialen Septums, Perikard- und Pleuraergiisse, sowie ein
gesprenkeltes Aussehen des Myokards. Extrakardiale klinische Zeichen umfassen Nephropathie,

Hepatomegalie, periphere oder autonome Neuropathie und Makroglossie (Merlini, 2017).

Die Diagnostik erfolgt ahnlich der ATTR-Amyloidose anhand einer histopathologischen Untersuchung
einer Gewebebiopsie, anhand von bildgebenden Verfahren wie der Echokardiographie und einer
kardialen Magnetresonanztomographie, und basierend auf Biomarkern wie NT-proBNP und Troponin
T in Blut- und Urinproben (Wechalekar et al., 2022).

1.2.3.3 Therapie

Die Therapie besteht meist aus einer Kombinationschemotherapie mit Daratumumab,
Zyklophosphamid, Bortezomib und Dexamethason oder aus der autologen Stammzelltransplantation
(Wechalekar et al., 2022). Die Chemotherapie zielt auf die Behandlung der Plasmazelldyskrasie ab. Das
kardiale Ansprechen auf die Therapie wird anhand der Senkung des NT-proBNP-Wertes beurteilt. Die
Wirksamkeit einer Antifibrillentherapie mit Antikérpern wie Birtamimab oder CAEL-101 wird derzeit
in klinischen Studien untersucht (Solomon et al., 2019, Wall et al., 2012).

Das staging fiir die Prognose basiert auf drei Parametern: der Differenz zwischen involviertem und
nicht-involviertem Leichtkettenimmunglobulin, dem NT-proBNP-Wert und dem Troponin T-Wert
(Kumar et al., 2012). Die Stadien I bis IV werden bei Vorliegen von keinem, einem, zwei oder drei

dieser Parameter zugeteilt und korrelieren invers mit der Uberlebenszeit (Garcia-Pavia et al., 2021).

1.3 Entzindung bei kardialer Amyloidose

Fehlgefaltete und aggregierte Proteine 16sen intrazellulére Signalkaskaden aus, die mit Entziindungen,
oxidativem Stress und einer Veranderung der extrazelluldren Matrix einhergehen. Die AA-Amyloidose
ist mit einer chronischen Entziindung und Autoimmunkrankheiten assoziiert, wobei die
Entziindungsreaktion zu einer Freisetzung proinflammatorischer Zytokine fiihrt und die Bildung und
Aggregation von Amyloiden begiinstigt (Sack, 2018, Scarpioni et al., 2016).

Die pharmakologische Inhibition der Produktion dieser Zytokine wie Interleukin (IL)-1 und IL-6 ist mit
einer reduzierten Bildung von AA-Amyloid assoziiert (Keisuke et al., 2013). Auch fiir andere Formen
der Amyloidose werden Immunreaktionen und Entziindungen diskutiert, jedoch als sekundares Ereignis
zu einer bereits bestehenden Ablagerung von Amyloid (Gitter et al., 1995). Der erste Hinweis auf eine
Beteiligung des Immunsystems an der Pathophysiologie von anderen Amyloidosen als der AA-
Amyloidose ergab sich durch die post mortem-Analyse von Alzheimerpatienten und die Identifikation

von Mikroglia in der Umgebung des Amyloids (Itagaki et al., 1989). Inzwischen wird davon



ausgegangen, dass Entzindungsreaktionen in der Pathogenese von Morbus Alzheimer eine zentrale
Rolle spielen, und die Einnahme antiinflammatorischer Medikamente geht mit einem geringeren
Alzheimerrisiko einher (Anthony et al., 2000).

In Tiermodellen konnte festgestellt werden, dass die Menge an Amyloid mit der Expression
proinflammatorischer Zytokine korreliert (Patel et al., 2005). Im Kontext der kardialen Amyloidose
spielen kardiale Fibroblasten als Aktivatoren des Inflammasoms und der Immunantwort eine
entscheidende Rolle. Die Fibroblasten konnen Amyloid durch Endozytose in das Zellinnere aufhehmen.
In einer In vitro-Studie wurden die Auswirkungen einer Transthyretinamyloidaggregation auf die
Sekretion von inflammatorischen Zytokinen durch die kardialen Fibroblasten untersucht (Magaud et al.,
2023). Die Ergebnisse zeigten, dass Transthyretinaggregate durch die kardialen Fibroblasten
aufgenommen werden und die Sekretion verschiedener Entziindungsfaktoren, unter anderem IL-6 und
IL-8, induzieren. Die Aggregation von Transthyretinamyloid in den Fibroblasten hatte jedoch in der
Untersuchung von Magaud et al. keinen Einfluss auf die Proteine der extrazelluldren Matrix wie Matrix-
Metalloproteinasen (MMPs), die auch Teil der Entziindungsreaktion sein kdnnen (Magaud et al., 2023).

Der Fokus einer Studie von Luigetti et al. lag ebenfalls auf dem Zusammenhang zwischen der
Zytokinsekretion und der ATTR-Amyloidose (Luigetti et al., 2022). Sie untersuchten die Serumspiegel
inflammatorischer Marker bei ATTRm-Patienten und verglichen sie mit denen gesunder
Kontrollpersonen. Es wurden erhohte Interferon (IFN)-a und IFN-y-Werte im Serum von ATTRm-
Amyloidosepatienten gemessen. Die Patienten wiesen im Vergleich zu der Kontrollgruppe niedrigere
Spiegel des antiinflammatorischen Zytokins IL-7 auf. Diese veranderten Parameter im Serum von
ATTRm-Patienten korrelierten jedoch nicht mit den klinischen Parametern oder mit demographischen

Patientencharakteristika.

Treitz et al. erstellten ein Proteomprofil von ATTR-Amyloid in Karpaltunnelgewebeschnitten. Sie
identifizierten in diesen 22 Proteine des Komplementsystems, die an der Immunantwort beteiligt sind
(Treitz et al., 2022). Die Autoren schlussfolgerten, dass das Komplementsystem mit grofer
Wahrscheinlichkeit an der Pathologie des ATTR-Amyloids beteiligt ist.

Siegismund et al. schlossen in ihre Untersuchung Patienten mit ATTR- oder AL-Amyloidose ein und
verglichen den Krankheitsverlauf und die Mortalitat von Patienten ohne Anzeichen einer Entziindung
und Patienten mit einer intramyokardialen Entziindung (Siegismund et al., 2018). Die Patienten wurden
von der ersten Diagnose anhand einer kardialen Biopsie Uber einen Zeitraum von 36 Monaten
nachverfolgt. Von 54 eingeschlossenen Patienten wies fast die Halfte eine in der Biopsie nachweisbare
intramyokardiale Entzindung auf. Die Ergebnisse zeigten, dass bei Amyloidosepatienten mit einer

intramyokardialen Entziindung von einer signifikant schlechteren Gesamtprognose auszugehen ist als
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bei Patienten ohne diese Entziindung. Im Vergleich der beiden Amyloidosearten ergab sich, dass
Patienten mit einer AL-Amyloidose eine schlechtere Prognose aufwiesen als Patienten mit ATTR-
Amyloidose und dass auch die Auswirkung der intrakardialen Entziindung auf das Uberleben dieser

Patienten starker war als dies fiir Patienten mit ATTR-Amyloidose der Fall war.

Neben der Hochregulierung von inflammatorischen Zytokinen in der Gegenwart von Amyloid in
Kardiomyozyten oder kardialen Fibroblasten ist eine mdgliche Infiltration des Herzgewebes mit
Immunzellen fur das Verstandnis der Pathophysiologie und der Rolle von Immunreaktionen im
Krankheitsverlauf von Interesse. Zu der Gegenwart und Art von Immunzellen im Myokard von
Amyloidose-Patienten ist bisher vergleichsweise wenig bekannt. In einigen Studien konnten CD68-

positive Makrophagen im Myokard nachgewiesen werden.

Argilés et al. untersuchten Proben von Patienten mit Hadmodialyse-induziertem AB2M-Amyloid mit
spezifischen Markern auf die Infiltration mit Immunzellen (Argilés et al., 1994). Es wurden
Immunzellen in den infiltrierten Geweben identifiziert, von denen die meisten CD68-positive

Makrophagen und nur ein geringer Anteil CD3-posititve T-Zellen waren (Argilés et al., 1994).

In einer Fallstudie von Nakamura et al. wurde in verschiedenen Organen eines Patienten mit ATTRm-
Amyloidose eine Infiltration der von Amyloid betroffenen Gewebestellen mit Makrophagen und

mehrkernigen Riesenzellen beobachtet (Nakamura et al., 1999).

Pucci et al. analysierten Myokardbiopsien von Patienten mit AL- oder ATTR-Amyloidose hinsichtlich
der vorhandenen Immunzellpopulationen und identifizierten sowohl CD3-positive T-Zellen als auch
CD68-positive Makrophagen in den Geweben (Pucci et al., 2021). In Geweben von Patienten mit AL-
Amyloidose wurden signifikant mehr CD3-positive Zellen gezahlt als in den Gewebeproben von
Patienten mit ATTR-Amyloidose, wahrend sich die Anzahl der CD68-positiven Makrophagen nicht

signifikant zwischen beiden Amyloidosearten unterschied (Pucci et al., 2021).

Im Gegensatz dazu beobachteten Stats und Stone in Myokardbiopsien eine héhere Dichte von CD68-
positiven Makrophagen in Geweben von Patienten mit AL-Amyloidose als in Geweben von Patienten
mit ATTR-Amyloidose (Stats and Stone, 2016). Neben diesen histopathologischen Beobachtungen ist
bisher nicht bekannt, inwiefern die Immunzellinfiltration mit klinischen Parametern der Amyloidose-

patienten korreliert.

1.4  Apoptose und Nekrose

Zelltodmechanismen werden durch fehlgefaltete Proteine und Proteinaggregate wie den Amyloid-

fibrillen induziert. Hierbei spielt eine Gruppe von Signalproteinen, die Caspasen, eine zentrale Rolle.
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Die Fehlfaltung von amyloidogenen Proteinen und die Ansammlung von Fibrillen kann auch in
Geweben, in denen diese akkumulieren, zu der Induktion von Apoptose und Nekrose fiihren. Die

Héaufigkeit und hierfur verantwortlichen Mechanismen wurden in verschiedenen Studien untersucht.

Nunes et al. analysierten, inwiefern die amyloidogene Tranformation von Transthyretin zu
Verénderungen der Expression und einer Schadigung von Endothelzellen fihren kann (Nunes et al.,
2013). Hierfir wurden humane Endothelzellen in Kultur mit Wildtyp-Transthyretin und mutiertem
Transthyretin inkubiert und die RNA-Expression evaluiert. Die Behandlung der Zellen mit mutiertem
Transthyretin resultierte in einer verminderten Expression solcher Proteine, die fur die angiogene
Transformation der Endothelzellen verantwortlich sind. Gleichzeitig fiihrte die Transthyretin-
Behandlung zu einer Hochregulierung apoptotischer Gene, wie beispielsweise BAK1. Diese
Expressionsunterscheide waren mit der Induktion der Apoptose und einer Inhibition der Zellmigration

von Endothelzellen assoziiert.

In einer Studie von Shi et al. wurden Kardiomyozyten von Ratten mit AL-Amyloid von Patienten
inkubiert und Veranderungen im Phosphorylierungs- und Expressionsprofil dieser Zellen evaluiert (Shi
et al., 2010). Durch die Behandlung mit AL-Amyloid wurde die Phosphorylierung von p38 induziert,
einer Kinase, die an apoptotischen Signalkaskaden beteiligt ist. Die Phosphorylierung anderer Kinasen,
die in apoptotische Prozesse involviert sein konnen, wie beispielsweise Janus-Kinase (JNK) und
Extracellular Signal-Regulated Kinase (ERK), wurde durch die Behandlung der Kardiomyozyten mit
AL-Amyloid nicht verandert (Shi et al., 2010). Zudem wurde durch die Amyloid-vermittelte p38-
Phosphorylierung die Apoptose der Kardiomyozyten eingeleitet (Shi et al., 2010). Shi et al. konnten
auflerdem in kardialen Biopsien von AL-Amyloidose-Patienten zeigen, dass apoptotische Prozesse
stattfinden (Shi et al., 2010). In einem weiteren Versuch von Shi et al. wurde p38 inhibiert und dies
resultierte in einer verminderten Amyloid-induzierten Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies, einem
Indikator fiir eine Dysfunktion der Kardiomyozyten (Shi et al., 2010).

Ahnliche Beobachtungen machten auch Brenner et al., die reaktive Sauerstoffspezies und den hierdurch
hervorgerufenen Oxidationsstress in Kardiomyozyten der Ratte untersuchten, welche mit humanem AL-
Amyloid inkubiert worden waren (Brenner et al., 2004). Die Inkubation mit Amyloid resultierte in
erhdhtem oxidativen Stress in Kardiomyozyten (Brenner et al., 2004). Zudem war eine verminderte
kontraktile Funktion der Kardiomyozyten zu beobachten, die mit einer reduzierten Fahigkeit der Zellen

einherging, den intrazelluléren Kalziumgehalt zu regulieren (Brenner et al., 2004).

Imperlini et al. behandelten kardiale Fibroblasten mit AL-Amyloid und analysierten die hierdurch
hervorgerufenen Veranderungen im Proteom der Zellen (Imperlini et al., 2017). Im Vergleich zu Zellen,
die nicht mit Amyloid behandelt worden waren, wurde eine verénderte Expression von solchen

Proteinen beobachtet, die an der Organisation des Zytoskeletts, dem mitochondrialen Stoffwechsel und
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der Signaltransduktion beteiligt sind und mit oxidativen und apoptotischen Prozessen assoziiert sind
(Imperlini et al., 2017).

In einer aktuellen Studie von Zhang et al. wurden die Mechanismen untersucht, die bei AL-Amyloidose
zu einer Dysfunktion und dem Zelltod von Kardiomyozyten fuhren (Zhang et al., 2023). Hierfiir
behandelten sie Kardiomyozyten der Ratte mit humanem Leichtketten-Amyloid und analysierten die
Produktion reaktiver Sauerstoffspezies, die Zytotoxizitat des Amyloids und Zelltodmechanismen
(Zhang et al.,, 2023). Sie fanden heraus, dass Leichtketten-Amyloid-Fibrillen die Zellvitalitat

herabsetzten und Autophagie-Mechanismen in den Kardiomyozyten induzierten (Zhang et al., 2023).

Nekrotische Prozesse wurden vereinzelt in verschiedenen Amyloidosetypen beschrieben. lwaya et al.
berichteten beispielsweise in ihrer Fallstudie von nekrotischen Verénderungen im Gewebe eines
Patienten mit Diabetes-induzierter Amyloidose (Iwaya et al., 2019). Zabel et al. berichteten von einem
Fall einer AA-Amyloidose, in dem sowohl eine Entzindung als auch eine Nekrose der
Magenmuskulatur nachgewiesen wurde (Zabel et al., 2022). Okoshi et al. beobachteten in Fibroblasten
sowohl apoptotische als auch nekrotische Prozesse im Tiermodell der AL-Amyloidose (Okoshi et al.,
2015). Es ist jedoch bisher unklar, inwiefern sich Herzgewebe von Amyloidose-Patienten nekrotisch

verandert.

Diese Ergebnisse deuten zusammenfassend darauf hin, dass die Bildung und Ablagerung von Amyloid
im Myokard oxidative und apoptotische Prozesse auslost, die letztendlich zu einer Dysfunktion der
Zellen und Zelltod flihren. Es ist jedoch noch nicht genau bekannt, inwiefern diese Prozesse mit

klinischen und demographischen Parametern von Amyloidose-Patienten korrelieren.
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1.5 Zielsetzung der Arbeit

Bei Patienten mit verschiedenen Formen der Amyloidose, insbesondere AL-Amyloidose und ATTR-
Amyloidose, wurden inflammatorische und apoptotische Prozesse im Herzen in vorherigen Studien
beschrieben. Es ist jedoch bislang unklar, inwiefern eine Infiltration des betroffenen Herzgewebes mit
Immunzellen stattfindet, welche Immunzellen infiltrieren, und inwiefern Apoptose in Kardiomyozyten
von Amyloidosepatienten nachweisbar ist. Zudem ist unbekannt, ob immunologische und apoptotische
Prozesse mit der Amyloidmenge und mit klinischen Parametern der Amyloidosepatienten korrelieren.

Das Ziel der vorliegenden Studie war es daher, Myokardbiopsien von Patienten mit AL-Amyloidose
oder ATTR-Amyloidose hinsichtlich der Infiltration mit Immunzellen und der Expression apoptotischer
Proteine zu analysieren und dies mit klinischen Parametern der Patienten zu korrelieren.

Die Forschungsfragen waren wie folgt:

1. Welche Immunzellen sind im Herzgewebe von Patienten mit AL- oder ATTR-Amyloidose
nachweisbar?

2. Sind apoptotische Zellen im Herzgewebe von Patienten mit AL- oder ATTR-Amyloidose
nachweisbar?

3. Korreliert die Immunzellzahl mit der Amyloidmenge?

4. Korreliert die Immunzellzahl mit klinischen Parametern der Patienten?

5. Korreliert Zelltod mit der Amyloidmenge?

6. Korreliert Zelltod mit klinischen Parametern der Patienten?
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2 Material und Methoden

2.1 Ethikvotum

Diese Studie wurde von der Ethikkommission des Universitatsklinikums Schleswig-Holstein, Campus
Kiel, genehmigt (D 581-585/15; D 489/18).

2.2 Material

2.2.1 Chemikalien

Kongorot (Art. Nr. 27215.01) wurde von Serva Electrophoresis (Heidelberg, Deutschland), Xylol und
Athanol von Biifa (Libeck, Deutschland), pPhosphat-gepufferte Salzlésung (PBS) und Hamatoxylin
Gill 111 von Sigma-Aldrich (Miinchen, Deutschland) bezogen.

2.2.2 Gerate

Fir die Durchfihrung und Auswertung wurden folgende Gerédte verwendet: Leica Mikrotom und
BondMax Farbeautomat (Leica Biosystems, Wetzlar, Deutschland), Tissue Tek Prisma Farbeautomat
sowie Tissue Tek Film Eindeckautomat (beide Sakura Finetek USA, Inc., Torrance, Kalifornien, USA).
Hamamatsu NanoZoomer 2. ORS-Scanner (Hamamatsu Photonics Deutschland GmbH, Herrsching am
Ammersee, Deutschland) unter Verwendung von Fluoreszenzfiltern der Firma Semrock, Inc.
(Rochester, New York, USA) Leica SCN400 Scanner (Leica Biosystems) und Zeiss Axioplan 2
Fluoreszenz-Mikroskop (ZEISS Deutschland, Oberkochen, Deutschland).

2.3 Patientenkohorte

Fir meine Studie suchte ich aus dem Amyloidregister Kiel Falle mit kardialer Amyloidose heraus, die
bereits in friheren Studien publiziert worden waren und zu denen umfassenden klinische Daten vorlagen
(Kristen et al., 2016). Auswahlkriterium war der histologische Nachweis von AL- oder ATTR-Amyloid
im Herzmuskelgewebe. Die Biopsate stammten aus den Jahren 2007 bis 2014. Das mediane Alter der
Patienten zum Zeitpunkt der Probenentnahme betrug fur Patienten mit nachgewiesenem AL-Amyloid
64,7 Jahre bei einer Altersverteilung von 37,0 bis 86,0 Jahren. Fiir Patienten mit nachgewiesenem
ATTR-Amyloid betrug das mediane Alter 72,07 Jahre, bei einer Altersverteilung von 53,27 bis 86,52
Jahren. Die Félle der Kohorte wurden dadurch definiert, dass mindestens einer der folgenden Messwerte
vorhanden war: Amyloidgehalt, C9, Caspase 3, CD3, MPO oder CD68.

Im Folgenden wurde der Zusammenhang zwischen Kklinischen Patientencharakteristika und
Amyloidgehalt in AL- und ATTR-Amyloidfallen sowie in allen Amyloidféllen untersucht, Kardio-

myozytendurchmesser und der Dichte der Immunzellen. Zu der untersuchten Kohorte, bestehend aus
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157 Patienten, lagen ausgewdhlte klinische Patientencharakteristika vor: NYHA-Klassifikation,
NTproBNP, Grolie des linken Vorhofes, Gewebe-Doppler-Bildgebung (TDI), mitral annular plane
systolic excursion (MAPSE), precordial voltage und limb voltage (Kristen et al., 2016).

Parameter Fallzahlen, N (%)
Kohorte 157 (100)
Amyloidtyp N =157
AL 73 (46,5)
ATTR 84 (53,5)
Amyloidgehalt insgesamt N =125
low 63 (50,4)
high 62 (49,6)
Amyloidgehalt AL N =60
low 30 (50,0)
high 30 (50,0)
Amyloidgehalt ATTR N =65
low 33(50,8)
high 32(49,2)
NYHA-Klasse N =151
1 3(2,0)
2 49 (32,5)
3 96 (63,6)
4 3(2,0)
NTproBNP N =150
low 71 (47,3)
high 79 (52,7)
LA size N =150
low 78 (49,7)
high 72 (45,9)
MAPSE N =148
low 76 (48,4)
high 72 (45,9)
Precordial Voltage N =142
low 71 (45,2)
high 71 (45,2)
Limb voltage N =142
low 82 (52,2)
high 60 (38,2)

Tabelle 3: Auflistung der untersuchten Amyloidtypen und der klinisch-pathologischen Patientencharakteristika
mit entsprechenden Fallzahlen.
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2.4 Histologie

Alle Bioptate waren in Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet worden. VVon jedem Paraffinblock
waren bereits zuvor fur die Routinediagnostik 2 um dicke Paraffinschnitte hergestellt und mit Hamalaun
sowie Kongorot gefarbt worden. Der Nachweis von Amyloid erfolgte primar polarisationsoptisch durch
den Nachweis der charakteristischen anomalen Polarisationsfarbe. Die Klassifikation des Amyloidtyps

war bereits mittels Immunhistochemie bestimmt worden (Kristen et al., 2016).

2.5 Kongorotfarbung

Fir die Kongorotfarbung nach Puchtler (Puchtler et al., 1963) wurden verschiedene Ldsungen
vorbereitet. Der Grundansatz bestand aus 30 g Natriumchlorid, das in 1.000 ml 80%-igem Athanol
gelost wurde. Nach 24-stindiger Reifungszeit dienten 500 ml dieser geséattigten Losung inklusive eines
Teils des NaCl-Bodensatzes als Kongorot Stammldsung 1. Fir die Kongorot Stammlésung 2 wurden
2,5 g Kongorot in den restlichen 500 ml des Grundsatzes geldst. Nach weiteren 24 Stunden Reifungszeit
wurden fiir die jeweiligen Gebrauchslésungen zu je 160 ml Stammlésung 2 ml einer 1%-igen NaOH-

Ldsung hinzugegeben. Diese Gebrauchslésungen waren eine Woche lang haltbar.

2.6  Immunhistochemie

Die immunhistochemischen Farbungen erfolgten an Serienschnitten, von denen jeweils einer mit
Kongorot geféarbt war. Verwendet wurden kommerziell erhéltliche monoklonale Antikdrper gegen
Komplement 9 (C9; 1:400; Biozol, Eching, Deutschland), CD68 (1:100; Leica Biosystems, Wetzlar,
Deutschland) und monoklonale Kaninchenantikdrper gegen Caspase 3 (1:100; Cell Signaling, Danvers,
USA) sowie polyklonale Kaninchenantikorper gegen Anti-Lambda-Leichtkettenantikorper (AL7,
1:200; Pineda, Berlin, Deutschland), Transthyretin (TTR3, 1:2000; Pineda, Berlin, Deutschland), CD3
(1:100; Neomarkers, Portsmouth, USA), Myeloperoxidase (MPO; 1:100, DAKO, Hamburg,
Deutschland). Die Farbungen wurden mittels Leica BondMax Farbeautomat unter Verwendung des
Bond Polymer Refine Red Detektionssystems voll automatisiert durchgefiihrt. Je nach
Herstelleranweisung wurden fiir die Antigendemaskierung die ER2-Bond Epitope Retrieval Solution 2
(Caspased), die ER1-Bond Epitope Retrieval Solution 1 (C9) oder die Pronase E (C9) benutzt. Die
Spezifitdt wurde unter Verwendung von Resektaten, die bekannte Amyloidarten enthielten (AA-
Amyloid, ATTR-Amyloid, Lambda-Leichtketten-Amyloid), oder Verwendung von Positivkontrollen,
die von den Herstellern empfohlen wurden, verifiziert. Als Negativkontrollen dienten Gewebeschnitte
derselben Kohorte, die nicht mit entsprechenden Antikorpern gegen CD3, MPO, CD68, C9 und Caspase

3 angefarbt worden waren.
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2.7 Scanvorgang der immunhistochemisch gefarbten Gewebe-

schnitte

Die immunhistochemisch gefarbten Schnittpréparate wurden mit dem Leica SCN400 Scanner unter
400-facher VergroRerung digitalisiert.

2.8 Quantifizierung der immunhistochemisch gefarbten

Immunzellen sowie des C9- und Caspase 3-gefarbten Areals

Im Auswertungsprozess wurde im ersten Serienschnitt das Vorliegen von Amyloid bestétigt. Die Anzahl
der im ausgewahlten Areal enthaltenen CD3-, MPO- und CD68-positiven Zellen wurde mit Hilfe der
Bildanalysesoftware Definiens Tissue Studio Version 4.4.2 (Definiens AG, Minchen, Deutschland) im
Zellmarkierungsmodus bestimmt. AnschlieBend erfolgte eine Messung des ausgewéhlten
Gewebeareals, welches in der Regel dem gesamten verfiigharen Schnittpraparat entsprach. Um die
Dichte der entsprechend angeférbten Immunzellen im Gewebe zu bestimmen, wurde das Verhéltnis von

Immunzellen zu Pixel des gesamten ausgewahlten Gewebeareals berechnet.

Dariiber hinaus wurde das Verteilungsmuster der Caspase 3- und C9-Immunfarbung verglichen. Es
folgte eine Einteilung der Farbeintensitat in: nicht vorhanden (0), schwach (1+), maRig (2+), stark (3+).
Eine Farbintensitat von 1+ bis 3+ wurde als positiv gewertet. AnschlieBend wurde die Menge der im
ausgewdhlten Areal enthaltenen C9- und Caspase 3-angefarbten Flache bewertet, indem Pixel mit der
Farbschwellenfunktion der bildverarbeitenden Software ImageJ im Hue/Saturation/Brightness (HSB)-
Farbmodell gezahlt wurden. Der prozentuale Anteil, der innerhalb der Amyloidablagerungen
nachgewiesenen Zielproteine wurde in 5%-Schritten dokumentiert. Zusatzlich wurde das Verhaltnis von
zelluldren Immunfarbungen von Caspase 3 und C9 zu Amyloidablagerungen dokumentiert. Der
Prozentsatz der Caspase 3- bzw. C9-darstellenden Pixel in Bezug zur Anzahl der Pixel des gesamten

ausgewahlten Gewebeareals wurde berechnet.

2.9 Scanvorgang der kongorotgefarbten Gewebeschnitte

Die kongorotgefarbten und eingedeckten Gewebeschnitte der untersuchten Patientenkohorte wurden mit
dem Hamamatsu NanoZoomer 2. ORS-Scanner mit folgenden Einstellungen eingescannt: Alexa555
(Anregungswellelange/Bandbreite 560/25 nm; Emissionswellenlange/Bandbreite = 60//36 nm) als
Fluoreszenzfilter fur die Kongorotfarbung (mit vierfacher Belichtungszeit). Die Anti-TTR-geféarbten
Gewebeschnitte wurden mit demselben Hamamatsu NanoZoomer 2. ORS-Scanner ebenfalls in 400-
facher Auflésung unter Hellfeldeinstellung gescannt. Als Negativkontrollen dienten Gewebeschnitte

derselben Kohorte, die nicht mit Kongorot gefarbt worden waren
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Mithilfe des Programms NDP view 2 von Hamamatsu konnten die gescannten Gewebeschnitte am
Computer betrachtet und weiterverwendet werden. In der Bilddatei eines Patienten wurden Areale

identifiziert und als TIFF-Datei in 400-facher VergréRerung exportiert.

2.10 Quantifizierung des Amyloidgehalts

Die Menge des im ausgewahlten Areal enthaltenen Amyloids wurde bewertet, indem Pixel mit der
Farbschwellenwertfunktion des frei verfligbaren, Java-basierten Bildverarbeitungsprogramms ImageJ
1,48v (US National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA) im Hue/Saturation/Brightness
(HSB)-Farbmodell gezéhlt wurden. Fir alle 157 Falle der Patientenkohorte wurden folgende
Farbschwellwerte fiir die kongorotgefarbten Gewebeschnitte verwendet: Farbwert (Hue) 0-255,
Sattigung (Saturation) 0-255 und Helligkeit (Brightness) 47-255. Anschlielend wurde der Prozentsatz
der Amyloid-darstellenden Pixel in Bezug zur Anzahl der Pixel des gesamten ausgewahlten
Gewebeareals berechnet.

2.11 Messung des Kardiomyozytendurchmessers

Der Kardiomyozytendurchmesser wurde am Hamatoxylin/Eosin-gefarbten Schnittpraparat mit einem
Nikon Eclipse Ni-Mikroskop, ausgestattet mit einer Digitalkamera Nikon DS-Ri2 (beides von Nikon
Coproration, Tokyo, Japan), gemessen. Die Bilddatei eines reprasentativen Areals wurde bei 400-facher
VergroRerung mit Hilfe der Bildanalyse-Software NIS Elements BR, Version 5.02 (Nikon Coproration,
Tokyo, Japan), aufgenommen. Im aufgenommenen Areal wurden 30 Kardiomyozyten zufallig
ausgewahlt, deren Durchmesser mit zur Verfugung stehendem Linealwerkzeug so gemessen wurde,
dass der rechtwinklige Querschnitt am besten dargestellt werden konnte, d.h. wenn der geringste
Durchmesser der elliptischen Querschnittsflache der Kardiomyozyten erfasst werden konnte. Der

berechnete Mittelwert wurde zur weiteren Analyse angewandt.

2.12 Statistik

Die statistische Auswertung wurde mittles SPSS Version 27.0 (IBM Corporation, Armonk, New York)
durchgefuhrt. Kontinuierliche Daten wurden als Median ausgedriickt und reichten von der ersten bis zur
vierten Quartile. Kategoriale Variablen wurden als absolute Zahlen und Prozentsatze ausgedrickt. Die
Signifikanz von Assoziationen zwischen nicht-ordinalen Variablen wurde mit dem Fisher’s Exact Test
berechnet. Fir Parameter der Ordinalskala (NYHA) wurde der Tau-Test nach Kendall angewendet. Es
wurde ein Signifikanzniveau von 0,05 angenommen. Um die Falscherkennungsrate innerhalb der
Korrelationen zu kompensieren, wurde die Simes (Benjamini-Hochberg) Methode (multiple testing

correction) angewendet. Alle p-Werte wurden unkorrigiert dargestellt.
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Abbildung 2: Exemplarische Darstellung angeférbter Areale des AL-Amyloid-befallenen Herzmuskelgewebes in
100-facher Ver-groRerung mittels Mikroskopie. Gezeigt ist ein Areal in den jeweiligen Farbungen Hamatoxylin-
Eosin (A), Kongorot-Fluoreszenz (B), anti-C9-Antikdrper (C), anti-Caspase 3-Antikorper (D) (Simon et al., 2024).
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Abbildung 3: Exemplarische Darstellung unterschiedlicher ~ AL-Amyloid-befallener  Areale

immunhistochemischen Farbungen in 400-facher VergrofRerung mittels Mikroskopie: Anti-CD3-Antikdrper (A),
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der

Anti-MPO-Antikorper (B), Anti-CD68-Antikorper bei einem Patienten mit nachgewiesener NYHA-Klasse 2 (C)
und Anti-CD68-Antikdrper bei einem Patienten mit nachgewiesener NYHA-KIasse 3 (D) (Simon et al., 2024).
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3  Ergebnisse

3.1 Das Studiendesign mit Darstellung untersuchter Biomarker
in der Ubersicht

Herzmuskelbiopsate
157 Patienten (n = 157 Patienten)

Patientenkollektiv mit histologisch
nachgewiesenen Amyloidablagerungen

|

Farbung der Serienschnitte mit HE,
Kongorot, Anti-CD3-Antikdrper, Anti-
MPO-Antikorper, Anti-CDGE-
Antikérper, Anti-Co-Antikérper,
Anti-Cas3-Antikdrper

2"

Leica-Scanner fiar HE, Anti-CD3
-AntikGrper, Anti-MPO-
Hamamatsu-Scanner fir Kongorot Antikorper, Anti-CD68-Antikorper,
Anti-C8-Antikdrper,
Anti-Cas3-Antikorper

| Z 1 |

—

Cuantifizierung Messung des Quantifizierung Quantifizierung
des Amyhoid- Kardionmyzyten- der Anti-CD3-. des Anti-C3-,
gehalts im druchmessers Anti-MPO-, Anti- Anti-Cas3-
gesamten CDEE angefarbten

Res=ktat angefarbten Areals

Zellen

Abbildung 4: Ubersichtsdarstellung des Studiendesigns. Abbildung generiert mit Microsoft Word fiir Mac 16.



22

In der 157 Patienten umfassenden Einschlusskohorte konnten nicht alle Farbungen durchgefihrt und
Biomarker untersucht werden. Bei 109 Patienten lagen so genannte Reserveschnitte des gut
charakterisierten Patientenkollektivs vor (Kristen et al., 2016). Bei 48 Patienten lag lediglich der
Amyloidanteil ohne verfiighare Reserveschnitte vor. Weitere Untersuchungen wurden in der 109
Patienten umfassenden Studienkohorte durchgefiihrt. Abbildung 5 zeigt eine grafische Darstellung der

Verteilung untersuchter und nicht untersuchter Farbungen der Patientenfélle.

Falle Amyloid- C9-pos. Cas3-pos. Dichte CD3- Dichte CD68- Dichte MPO-
n (%) anteil Flachenanteil | Flachenanteil pos. Zellen pos. Zellen pos. Zellen

48 | (30,6)

22 | (14,0)

3.8)

(2.5)

3.8)

(0,6)

(0.6)

(0.6)

(5.1)

(1.3)

(1.3)

3.8)

1.9

(0,6)

(1.3)

(0,6)

(1.3)

(0,6)

(4.5)

(0.6)

3.2)

(2,5)

(0,6)

3.2)

(2.5)

(0,6)

(0,6)

(0,6)

1.3)

(0,6)

(0,6)

(1.3)

1.3)

(0,6)

R[N R RN R R R0 R aloa R NP (N RN R o N o R Rk ko o

(0,6)

Abbildung 5: Ubersichtsdarstellung der untersuchten und nicht untersuchten Immunfirbungen mit Angabe der
Anzahl von zugehorigen Patientenféllen (griin — vorhanden und untersucht; rot — nicht vorhanden und nicht unter-
sucht).
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3.2 Histologie

Alle Bioptate der 157 Patienten umfassenden Kohorte zeigten variable Mengen an interstitiellen
Amyloidablagerungen mit einer charakteristischen gelb-griinen anomalen Polarisationsfarbe im
polarisierten Licht nach Kongorot-Farbung. Der mediane Amyloidgehalt aller untersuchten Biopsate
betrug 44,7 % (Umfang: 1,2 % - 86,9 %). Der untersuchte mediane Kardiomyozytendurchmesser betrug
21,5 um (Umfang 13 — 37,9 um).

3.3 Nachweis von Immunzellen im Herzen von Patienten mit
AL- und ATTR-Amyloid

Ich prifte im Anschluss an die histologische Untersuchung das VVorhandensein und die Menge der im
Herzen nachweisbaren T-Lymphozyten (CD3), Makrophagen (CD68) und neutrophilen Granulozyten
(MPO). Auf Grund der begrenzten Anzahl an Leerschnitten, standen mir dafiir Leerschnitte von 89
Patienten der Kohorte fiir CD3, 58 fiir CD68 und 52 fir MPO zur Verfligung. In 38 (42,7%) Féllen wies
ich T-Lymphozyten, in 31 (59,6%) neutrophile Granulozyten - und in 27 (46,6 %) Makrophagen nach.

Die Dichte der CD3-positiven Zellen variierte von 0 bis 6,3 pro mm? und betrug im Median 0. In Fallen
der MPO-positiven Zellen lieR sich eine Variation der Zelldichte von 0 bis 31,9 pro mm? feststellen, mit
einem Median von 0,21 pro mm?. Bei CD68-positiven Zellen wurde eine Zelldichte von 0 bis 6,3 pro

mm? berechnet, mit einem Medianwert von O.

3.4 Immunfarbungen von Komplement 9 und Caspase 3

Der immunhistologische Nachweis von C9 erfolgte in 81 Féllen. Somit lagen 81 giiltige Messwerte vor.
In allen AL- und ATTR-Amyloidfallen reagierte der gegen C9-gerichtete Antikdrper homogen mit den
Amyloidablagerungen (siehe Abbildung 6). AuRerhalb der Amyloidablagerungen konnte keine
interstitielle Immunreaktion mit dem gegen C9 gerichteten Antikdrper nachgewiesen werden.
Nachfolgend wurde die zelluldre Expression von C9 in Kardiomyozyten untersucht. Insgesamt wurde
in 16 von 99 Féllen Einzelzellen gefunden, die sich mit anti-C9-Antikdérpern anfarben lielen. Diese

wurden weiter als C9-positive Myozyten beschrieben.

Zur immunhistologischen Untersuchung von Cas3-positiver Flache lagen 89 giiltige Messwerte vor, in
68 Féllen konnte Caspase 3 nicht im Amyloid nachgewiesen werden. Die prozentuale Fldchenanteil des

Cas3-gefarbten Amyloidareals variierte von 0,2 bis 15,5 %.
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3.5 Statistik

Schlielich korrelierte ich die verschiedenen histopathologischen Befunde mit den klinischen

Patientencharakteristika.

Es wurde die Korrelation von amyloid load und Myozytendurchmesser untersucht. Es konnte kein
Zusammenhang zwischen Myozytendurchmesser und Amyloidgehalt nachgewiesen werden, weder in
der Gesamtkohorte noch separat fir AL- und ATTR-Amyloidablagerungen. Somit konnte festgestellt
werden, dass der Gehalt von Amyloid im Herzmuskelgewebe keinen Einfluss auf den Durchmesser der
Herzmuskelzellen hat.

Es folgte eine Untersuchung des bestimmten Myozytendurchmessers mit vorliegenden
Patientencharakteristika. Interessanterweise zeigte sich bei der Untersuchung der Gewebe-Doppler-
Bildgebung, dass eine geringe TDIs mit hohem Amyloidgehalt, eine hohe TDIs mit einem geringen
Amyloidgehalt korrelierte. Aufgrund der zahlreichen Untersuchungen fiel der p-Wert unter die Grenze
der statistischen Signifikanz (p = 0,024). Ein Zusammenhang lasst sich dennoch in der folgenden
Tabelle bestimmen. Korrelationen des Myozytendurchmessers mit klinischen Patientencharakteristika
(NYHA-KIlasse, NTproBNP, LA size, TDIs, MAPSE, precord. Voltage und limb voltage) werden in
Tabelle 4 aufgefihrt.

Kardiomyozytendurchmesser [um]
low n (%) high n (%)
Insgesamt np® 63 (50.0) 63 (50.0)
Amyloidtyp np® | 106 0.859
AL 31 (51.7) 29 (48.3)
ATTR 32 (485) 34 (515)
Amyloid-gehalt [%6] insg. Np® | 106 1.000
low n (%) 26 (45.6) 31 (54.4)
high n (%) 22 (44.9) 27  (55.1)
Amyloid-gehalt [%] AL np® | 5o 0.785
low n (%) 13 (50.0) 13 (50.0)
high n (%) 11 (45.8) 13 (54.2)
Amyloid-gehalt [%] ATTR | np? | 56 1.000
low n (%) 13 (41.9) 18 (58.1)
high n (%) 11  (44.0) 14 (56.0)
NYHA np® | 122 0.702
1 1 (333) 2 (66.7)
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2 21 (53.8) 18 (46.2)
3 37 (47.4) 41 (52.6)
4 1 (50.0) 1 (50.0)
NYHA np® |19 0.704
1/2 22 (52.4) 20 (47.6)
213 38 (47.5) 42 (52.5)
NTproBNP np® | 123 0.368
low n (%) 26 (44.8) 32 (55.2)
high n (%) 35 (53.8) 30 (46.2)
LA size np® | 120 0.153
low n (%) 35 (55.6) 28 (44.4)
high n (%) 25 (42.4) 34 (57.6)
TDIs np® 1113 0.024
low n (%) 24 (40.0) 36 (60.0)
high n (%) 33 (62.3) 20 (37.7)
MAPSE np® | 991 0.856
low n (%) 33 (50.0) 33 (50.0)
high n (%) 26 (47.3) 29 (52.7)
Precord. Voltage np® | 116 0.099
low n (%) 33 (55.9) 26 (44.1)
high n (%) 23 (40.4) 34 (59.6)
Limb. Voltage np® | 116 0.343
low n (%) 37 (52.1) 34 (47.9)
high n (%) 19 (42.2) 26 (57.8)

Tabelle 4: Korrelationen des Myozytendurchmessers mit dem Amyloidgehalt insgesamt (ohne Berlicksichtigung
des Amyloidtyps), Amyloidgehalt vom Typ AL, Amyloidgehalt vom Typ ATTR sowie klinischen Parametern
(NYHA-KIasse, NTproBNP, LA size, TDIs, MAPSE, precord. Voltage und limb voltage). Die Einteilung
erfolgte entsprechend am Median in low und high sowie der NYHA-Klassen in 1-4 sowie 1 / 2 und 3 / 4.
Patientenfallzahlen (n) und p-Werte (p) wurden entsrpechend angegeben ((1) Fisher ’s exact test(*) Not significant
after multiple testing correction)).

In 111 Fallen konnte ich immunhistochemische Untersuchungen durchfiihren, um diese
anschlieend mit Kklinischen Patientencharakteristika zu korrelieren. Die Korrelation des Amyloid-
gehalts dichotomisiert am jeweiligen Median mit dem Amyloidtyp lieR keinen signifkaten Unterschied
des amyloid load bei Patienten mit AL- und ATTR-Amyloid beobachten (p = 1,000).

Bei der Untersuchung von Patienten mit AL-Aymloidose und deren klinisch vorbestimmter
NYHA-KIasse zeigte sich, dass der Amyloidgehalt invers mit der NYHA-KIlasse korreliert (p = 0,007).
Diese Beobachtung konnte sowohl bei der Aufteilung der Patientengruppe in NYHA-KIlassen 1-4 als
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auch bei einer Unterteilung in 2 Gruppen der jeweils NYHA 1- und NYHA 2-Klasse (NYHA 1/2 — low)
sowie NYHA 3- und NYHA 4-Klasse (NYHA 3/4 — high) gemacht werden. Auch die Aufteilung der
Amyloidmenge des Typs AL in 1) <20 %, 2) 20-40 % und 3) >40 % zeigte, dass in der ersten
Untergruppe fast alle Patientenfalle einer NYHA-Stufe 3 und 4 zuzuordnen waren, in der dritten
Untergruppe dagegen einer NYHA-Stufe 2 und 3.

Entsprechend umgekehrt verhielt es sich bei ATTR-Amyloid. Die NYHA-KIlasse stieg hier
zunehmend mit dem ATTR-Amyloidgehalt (p = 0,052; p = 0,117 unter Berlcksichtigung der NYHA-
Klassen 1-4 sowie NYHA low und NHA high).

Tabelle 5 veranschaulicht die beschriebenen Beobachtungen und Korrelationen des amyloid load, und
der klinischen Patientencharakteristika: NYHA-Klasse, NTproBNP, LA size, TDIs, MAPSE, precord.
voltage und limb voltage.

Amyloid- Amyloid- Amyloid-gehalt [%] Amyloid-
gehalt [90] gehalt [%0] AL gehalt [%0]
insg. AL ATTR
Total | low high low high | <20% | 20- | >40% low high
n n n n (%) n n (%) 40 n%) | n(%) | n(%)
(%) (%) | (%) (%) n (%)

Insgesamt | np® | 157 | 63 62
(100) | (50,0) | (39,5)

NYHA np® | 151 | 120 0,688 | 57 0,007 | 57 0,029 | 63 0,052

1 3 2 1 0 1 0 0 1 2 0
(2,0) | (66,7) | (33.3) | (0,0) | (100,0) | (0,0) | (0,0) | (100,0) | (100,0) | (0,0)

2 49 18 21 5 13 0 5 13 13 8
(32,5) | (46,2) | (53.8) | (27.8) | (722) | (0,0) | (27.8) | (72.2) | (61,9) | (38,1)

3 9% 40 36 23 14 8 9 20 17 22
(63,6) | (52,6) | (47.4) | (622) | (37.8) | (216) | (24,3) | (54.1) | (43.6) | (56.4)

4 3 1 1 1 0 1 0 0 0 1
(2,0) | (50,0) | (50,0) | (100,0) | (0,0) | (100,0) | (0,0) | (0,0) | (0,0) | (100,0)

NYHA np® | 151 [ 120 0,703 | 57 0,012 | 57 0,065 | 63 0,117

1/2 52 20 22 5 14 0 5 14 15 8
(344) | (47.6) | (524) | (26,3) | (737) | (00) | (263) | (73.7) | (65,2) | (34.8)
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573 99 | a1 | 37 24 14 9 9 20 17 23
(65,6) | (52,6) | (47,4) | (63,2) | (36,8) | (23,7) | (23,7) | (52,6) | (42,1) | (57.5)
np® | 150 | 120 0,719 | 59 0,252 61 0582
NTproBNP
o 71 | 28 | 3l 6 11 ” 2
@73) | 475) | 525) | 35.3) | 647) 20 | @
_ 79 | 31 | 30 23 19 8 |11
high 527) | (508) | (49.2) | 548 | (452) 421,1) | (57.9)
_ np® | 150 | 119 1000 | 59 0438 60 0437
LA size
78 | 33 | 3l 14 17 19 14
low @97) | G16) | (484) | 452) | (54.8) 576) | (424)
_ 72 | 28 | 27 16 12 12 15
high @59) | (50,9) | 491) | G7.0) | (429) @44) | (556)
np® | 139 | 110 0702 | 53 0271 57 0790
TDIs
71| 32 | 26 16 9 16 17
low @52) | 65.2) | (448) | 640) | (36.0) 485) | (515)
_ 68 | 26 | 26 13 15 13 1
high (433) | (500) | (50.0) | (46.4) | (53.6) (542) | (458)
np® | 148 | 119 0715 | 59 0,288 60 0796
MAPSE
76 | 34 | 30 21 16 13 14
low (484) | (53.1) | 46.9) | (56.8) | (432) (481) | (519)
_ 72 | 27 | 28 9 13 18 15
high 45.9) | (49.1) | (50.9) | (40,9) | (59.1) (545) | (455)
Bl np® | 142 | 113 1,000 | 56 1,000 57 1,000
Voltage
1 | 28 | 29 12 12 16 17
low 452) | (49.1) | (509) | (50,0) | (50,0) (485) | (515)
. 71 27 29 15 17 12 12
high 452) | 482) | (51.8) | (46.9) | (53.1) (50,0) | (50,0
Uil np® | 142 | 113 1,000 | 56 0570 57 0599
Voltage
82 | 33 | 36 17 21 16 14
low (52.2) | (485) | (515) | (44,7) | (55.3) (533) | (46,7)
_ 60 | 22 | 23 10 8 12 15
high (38.2) | (489) | (51.5) | (55.6) | (44.4) 44.4) | (55.,6)

Tabelle 5: Korrelationen des Amyloidgehalts insgesamt (ohne Beriicksichitung des Amyloidtyps), Amyloidgehalt
vom Typ AL und Amyloidgehalt vom Typ ATTR mit klinischen Parametern (NYHA-Klasse, NTproBNP, LA
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size, TDIs, MAPSE, precord. voltage und limb voltage). Die Einteilung erfolgte entsprechend am Median in
low und high sowie der NYHA-KIassen in 1-4 sowie 1 / 2 und 3 / 4. Patientenfallzahlen (n) und p-Werte (p)
wurden entsrpechend angegeben ((1) Fisher's exact test).

Tabelle 6 zeigt, dass der Nachweis von C9-positiven Myozyten unabhangig vom Amyloidtyp keine
Korrelation mit Amyloidgehalt aufweist.

Nachweis von C9-positiven Myozyten
low n (%) high n (%)
Amyloid- np® | 71 0,365
gehalt [%0]
insg.
low 31 (77,5 9 (225
n (%)
high 27 (87,1) 4 (12,9
n (%)
Amyloid- np® | 39 1,000
gehalt [%0]
AL
low 17 (68,0) 8 (32,0)
n (%)
high 10 (71,4) 4 (286)
n (%)
Amyloid- np® | 32 0,469
gehalt [%0]
ATTR
low 14 (933) 1 (6,7
n (%)
high 17 (100,0) 0 (0,0
n (%)

Tabelle 6: Korrelationen des Nachweises C9-positiver Myozyten mit dem Amyloidgehalt insgesamt (ohne
Berucksichitung des Amyloidtyps), Amyloidgehalt vom Typ AL und Amyloidgehalt vom Typ ATTR. Die
Einteilung erfolgte entsprechend am Median in low und high. Patientenfallzahlen (n) und p-Werte (p) wurden
entsrpechend angegeben ((1) Fisher's exact test).

Bei der Untersuchung des Zusammenhangs von Anteil der C9-positiven Flache an der Gesamtflache
und Amyloidgehalt fiel auf, dass beide Messwerte korrelierten, sich dies aber nur an den Rohwerten
nachweisen lie (p = 0,173). Bei der Unterteilung am Median in low und high zeigte sich der
Zusammenhang statistisch nicht signifikant, auch die Untersuchung der Rohwerte separat fur AL- und
ATTR-Falle ergab keinen signifikanten Zusammenhang. Ich konnte dennoch beobachten, dass in
ATTR-Amyloidféallen der Quotient von C9-positiver Fl&che hoher ausfiel als bei AL-Amyloidflachen
(p = 0,011). Fur den entsprechenden Caspase 3-Quotienten konnte ich dies nicht nachweisen, ich
beobachtete keinen Zusammenhang zwischen dem Amyloidtyp und dem Verhéltnis von Caspase 3-

positiver Flache und Gesamtflache. Tabelle 7 veranschaulicht die beschriebenen Erkenntnisse.
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Anteil des C9-pos. Areals Anteil des Caspase 3-positiven Areals
low n (%) high n (%) low n (%) high n (%)

Amyloid- | np® |75 0,011

typ

AL 24 (64,9) 13 (35.1)

ATTR 13 (342) 25 (65,8)

Amyloid- | np® |53 0,173 62 0,798

gehalt [%0]

insg.

low 16 (59,3) 11 (40,7) 19 (54,3) 16 (45,7)

n (%)

high 10 (385) 16 (615) 13 (48,1) 14 (51,9)

n (%)

Amyloid- | np® | 30 1,000

gehalt [%0]

AL

low 13 (72,.2) 5 (27.8)

n (%)

high 8 (66,7) 4 (333)

n (%)

Amyloid- | np® | 23 0,343

gehalt [%0]

ATTR

low 3 (333 6 (66,7)

n (%)

high 2 (143) 12 (85,7)

n (%)

Tabelle 7: Korrelationen des Anteils des C9-positiven und Caspase 3-positiven Flache mit dem Amyloidtyp,
Amyloidgehalt insgesamt (ohne Berlcksichitung des Amyloidtyps), Amyloidgehalt vom Typ AL und
Amyloidgehalt vom ATTR. Die Einteilung erfolgte entsprechend am Median in low und high sowie der NYHA-
Klassen in 1-4 sowie 1 /2 und 3/ 4. Patientenfallzahlen (n) und p-Werte (p) wurden entsrpechend angegeben ((1)
Fisher's exact test).

Die statistische Auswertung der Immunzellmesswerte zeigte, dass im Fall der Makrophagendichte mit
zunehmender NYHA-Stufe die Zahl der CD68-positiven Zellen zunahm. Trotz fehlender statistischer
Signifikanz lieR sich diese Beobachtung fur alle Amyloidfélle (unabhéngig vom Amyloidtyp) sowohl
bei der NYHA-Klassen-Einteilung 1-4 als auch bei Unterteilung der NYHA-KIassen in 2 Gruppen (1 /
2 — low und 3/ 4 - high) nachweisen (p = 0,009, p = 0,006). Im Falle der Makrophagendichte bei
Patienten mit Amyloidose des Typs AL kam ich bei der Untersuchung der Korrelation mit der NYHA-
Klassen-Einteilung in low und high zu ahnlichen Schliissen (p = 0,041). Zusatzlich lieR sich fur den
klinischen Parameter des NTproBNP bei ATTR-Amyloidosen beobachten: je hoher das NTproBNP,
desto grolier die Makrophagendichte. Weitere Untersuchungen der Zusammenhénge von Makrophagen-
dichte und LA size, TDIs, MAPSE, precord. voltage und limb. voltage zeigten keine Korrelationen.
Auch die Untersuchung der CD3- und MPO-positiven Zellen mit Amyloidtyp, Amyloidgehalt und den

genannten Patientencharakteristika zeigten keine nennenswerten Zusammenhange. Tabelle 8 und



30

Tabelle 9 stellen die genannten Korrelationen entsprechend fir die CD68-positive Zelldichte (mit

separater Darstellung der Ergebnisse fir AL und ATTR) sowie fiir die CD3- und MPO-positive

Zelldichte mit den klinischen Patientencharakteristika vor.

Dichte der CD68-pos. Dichte der CD68-pos. Dichte der CD68-pos.
Zellen, insg. Zellen, AL Zellen, ATTR
low n (%) high n lown (%) | highn (%) | low n (%) high n
(%) (%)

NYHA np® | 57 0,009 | 32 0,080 | 25 0,080
1 2 (1000) | 0 (0,0) 1 (1000)| 0 (00) 1 (1000)| 0 (0,0)
2 11 (846) 2 (154) | 6 (857 1 (143) | 5 (833) | 1 (16)7)
3 17 (415 |24 (385 | g (391) | 14 (60,9) | 8 (444) | 10 (556)
4 1 (1000) | O (00 1 (1000)| 0 (0,0) 0 (00) 0 (0,0)
NYHA np® | 57 0,006 | 32 0,041 | 25 0,090
1/2 13 (867) 2 (183) | 7 (875 1 (125) | 6 (857) | 1 (143)
213 18 (429) |24 (511 |10 (41,7) | 14 (583) | 8 (444) | 10 (556)
NTproBNP | np?® | 56 0,054 | 32 0,691 | 24 0,038
low 15 (14 | 6 (286) | 5 (625 | 3 (375 | 10 (769) | 3 (231)
high 15 (429 120 (57D |12 (s00) | 12 (500) | 3 (273) | 8 (72.7)
LA size np® | 57 1000 | 32 1000 | 25 1.000
low 18 (545) |15 (455) | 10 (526) 9 (474) | 8 (57.1) | 6 (429)
high 13 (542) |11 (458) | 7 (538) 6 (462) | 6 (545) | 5 (455)
TDIs np® 53 0.170 | 30 0.730 | 23 0.102
low 12 (462) |14 (538) | 8 (50.0) 8 (500) | 4 (40.0) | 6 (60.0)
high 18 (66.7) 9 (333) | 8 (57.1) 6 (429) | 10 (769) | 3 (231)
MAPSE np® | 56 0.596 | 32 0712 | 24 1.000
low 16 (516) | 15 (484) | 11 (500) | 11 (50.0) | 5 (55.6) | 4 (44.4)
high 15 (60.0) | 10 (40.0) | 6 (60.0) 4 (400) | 9 (600) | 6 (40.0)
Precord. np® | 57 0794 | 31 1.000 | 26 1.000
Voltage
low 13 (520) |12 (480) | 8 (53.3) 7 (467) | 5 (50.0) | 5 (50.0)
high 18 (56.3) | 14 (438) | 9 (56.3) 7 (438) | 9 (563) | 7 (438)
Limb. np® | 57 0.601 | 31 0.097 | 26 0.422
Voltage
low 19 (576) | 14 (424) |15 (65.2) 8 (348 | 4 (400) | 6 (60.0)
high 12 (500) |12 (50.0) | 2 (25.0) 6 (750) | 10 (625) | 6 (37.5)
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Tabelle 8: Korrelationen der Dichte der CD68-positiven Zellen in amyloidbefallenem Herzmuskelgewebe insg.
(ohne Berlcksichtigung des Amyloidtyps), sowie der Dichte der CD68-positiven Zellen in amyloidbefallenem
Herzmuskelgewebe vom Typ AL und der Dichte der CD68-positiven Zellen in amyloidbefallenem Herzmuskel-
gewebe vom Typ ATTR mit klinischen Parametern (NYHA-Klasse, NTproBNP, LA size, TDIs, MAPSE,
precord. voltage und limb voltage). Die Einteilung erfolgte entsprechend am Median in low und high sowie
der NYHA-Klassen in 1-4 sowie 1/ 2 und 3 / 4. Patientenfallzahlen (n) und p-Werte (p) wurden entsrpechend
angegeben ((1) Fisher's exact test).

Dichte der CD3-pos. Dichte der MPO-pos. Zellen,
Zellen, insg. insg.
low n (%) high n (%0) low n (%) high n (%)

NYHA np® | 86 0.710 | 50 0.502
1 2 66.7) |1 (333) |1 (50.0) 1 (50.0)
2 13 (542) |11  (458) |7  (636) 4 (36.4)
3 34  (586) |24  (414) |18  (486) 19 (51.4)
4 1 (100.0) |0 ©o) |o 0
NYHA np® | 86 0.816 | 50 0.526
1/2 15 (556) |12  (444) [ 8  (615) 5 (38.5)
2/3 35  (59.3) |24  (40.7) [ 18  (486) 19 (51.4)
NTproBNP np® |85 0.659 | 50 1.000
low 19 (543) [16  (457) [ 10  (50.0) 10 (50.0)
high 30 (600) |20 (400) |15  (50.0) 15 (50.0)
LA size np® | 86 0.664 | 51 0.400
low 28 (596) |19  (404) [ 17  (56.7) 13 (43.3)
high 21 (538) |18  (462) |9  (429) 12 (57.1)
TDIs np® | 80 0.822 | 47 0.772
low 24 (57.1) [18  (429) |13  (520) 12 (48.0)
high 23 (605) |15 (395) |10  (455) 12 (54.5)
MAPSE np® | 84 1.000 | 50 0.159
low 27 (574) |20  (426) |13  (433) 17 (56.7)
high 22 (595) |15  (405) [ 13  (65.0) 7 (35.0)
Precord. Voltage np® |85 0.188 | 50 0.778
low 28 (66.7) |14  (333) |13 (542 11 (45.8)
high 22 (512) |21 (488) |12 (462 14 (53.8)
Limb. Voltage np® |85 1.000 | 50 1.000
low 31 (596) |21  (404) |14  (50.0) 14 (50.0)
high 19 (57.6) |14  (424) [ 11 (50.0) 11 (50.0)

Tabelle 9: Korrelationen der Dichte der CD3-positiven Zellen in amyloidbefallenem Herzmuskelgewebe insg.
(ohne Beriicksichitung des Amyloidtyps), sowie MPO-positiven Zellen in amyloidbefallenem Herzmuskelgewebe
insg. (ohne Berticksichitung des Amyloidtyps) mit klinischen Parametern (NYHA-KIlasse, NTproBNP, LA size,
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TDIs, MAPSE, precord. voltage und limb voltage). Die Einteilung erfolgte entsprechend am Median in low
und high sowie der NYHA-KIassen in 1-4 sowie 1/ 2 und 3 / 4. Patientenfallzahlen (n) und p-Werte (p) wurden
entsrpechend angegeben ((1) Fisher's exact test).

Abbildung 6 zeigt den Vergleich der Kongorot- und Anti-C9-Immunreaktion mit anschlielender
ImageJ-Berechnung der Flache bzw. Flachenanteile.
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Abbildung 6: Vergleich von Kongorot- (A, B) und Anti-C9-Immunreaktion (C, D) in Serienschnitten des AL-
Amyloid-befallenen Herzmuskelgewebes in 5-facher Vergrofierung mittels Mikroskopie. A und C zeigen die
jeweiligen Farbungen, B und D zeigen die ImageJ-Berechnung. Bei A, B, C und D handelt es sich um einen
Patientenfall.
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4  Diskussion

In der hier vorliegenden Arbeit konnten folgende Hypothesen bestatigt werden:

1) Im amyloidbefallenen Herzmuskelgewebe werden unterschiedliche Entziindungszellen und
Zelltodformen nachgewiesen. Hierbei handelt es sich entsprechend um T-Lymphozyten,
neutrophile Granulozyten und Makrophagen.

2) Im amyloidbefallenen Herzmuskelgewebe wird Zelltod nachgewiesen.

3) Es l&sst sich ein Amyloidtyp-abhéngiger Unterschied bei klinisch-pathologischen
Patientencharakteristika nachweisen.

4) Es besteht ein statistisch nicht signifikanter Zusammenhang zwischen der Dichte von
Entziindungszellen und klinisch-pathologischen Patientencharakteristika.

Folgender Teilsapekt der genannten Fragestellungen wurde verworfen:

1) Es besteht eine statistisch signifikante Korrelation zwischen der Dichte von
Entziindungszellen und dem Amyloidgehalt.
2) Es besteht eine statistisch signifikante Korrelation zwischen dem Durchmesser von

Herzmuskelzellen und klinisch-pathologischen Patientencharakteristika.

Amyloidablagerungen verursachen unterschiedliche Krankheitsformen, deren Auftreten und Vielfalt
vermutlich bis heute unterschatzt werden (Chiti & Dobson, 2006). Der Diagnostik einer kardialen Betei-
ligung bei einer systemischen Amyloidose kommt eine hervorgehobene Rolle zu, da diese mit einer
deutlich schlechteren Prognose flr den Patienten sowie einer erhohten Morbiditat und Mortalitét
einhergeht (Siddiqi & Ruberg, 2018).

4.1 Eswerden T-Lyphozyten, neutrophile Granulozyten und

Makrophagen im amyloidbefallenen Areal nachgewiesen.

Die Bildung von Amyloid kann mit einer lokalen Entzidungsreaktion einhergehen. Immunhisto-
chemsich gelang mir der Nachweis von T-Lymphozyten, neutrophilen Granulozyten und Makrophagen
in Herzbioptaten von Patienten mit AL- und ATTR-Amyloid. Das Vorliegen von CD3-, MPO- und
CD68-positiven Zellen wurde bereits in mehreren Publikationen beschrieben (Argilés et al., 1994;
Jadoul et al., 2001; Nakamura et al., 1999; Pucci et al., 2021).
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Makrophagen besiedeln in ihrem Lebenszyklus Gewebe verschiedenen Ursprungs. Einmal im Gewebe,
unterstiitzen Makrophagen die Aufrechterhaltung der lokalen Homoostase und wachen Uber die
Immunabwehr. Nicolas-Avila et al. schrieben von kardioresidenten Makrophagen, die, neben den
dominierenden Kardiomyozyten und Fibroblasten, fester Bestandteil der zelluldren Zusammensetzung
kardialen Gewebes sind (Nicolas-Avila et al., 2020). Immunhistochemisch konnte ermittelt werden,
dass ein Kardiomyozyt durchschnittlich funf Makrophagen beriihrt (Nicolas-Avila et al., 2020). Somit
sollte man bei histologischen Untersuchungen des kardialen Gewebes von einer entsprechenden Anzahl

CD68-positiver Zellen ausgehen, die in gesundem Herzmuskelgewebe grundsatzlich vorhanden ist.

Es ist anzunehmen, dass Makrophagen das Myokard von Patienten mit kardialer Amyloidose infiltriert
haben, um Amyloidfibrillen zu phagozytieren und aufzuldsen, doch der genaue Ablauf der Ereignisse
ist noch unbekannt (Richey et al., 2019). Zuséatzlich wurde beschrieben, dass die Immunzellinfiltration
in Behandlungsstrategien unter Verwendung von Transthyretinantikdrpern eingesetzt wird, die eine
Phagozytose von ATTR-Aggregaten induzieren und somit die Amyloidlast im Myokard reduzieren
(Michalon et al., 2021). Diese Beobachtung wiirde die Hypothese bestétigen, wonach es zu einer aktiven
Aufnahme von Amyloid durch Immunzellen kommt und somit eine erhdhte Immunzellprasenz im

amyloidbefallenen Gewebe von hoher prognostischer Bedeutung waére.

Widererwarten wurde statistisch kein Zusammenhang zwischen der Dichte von CD3-, MPO- und CD68-
positiven Zellen und dem Amyloidgehalt nachgewiesen. Es liegen Ergebnisse vor, die auf einen
Zusammenhang von Immunzellinfiltration in amyloidbelastetem Gewebe und dem Gehalt der
angereicherten Amyloidfibrillen hindeuten (Pucci et al., 2021). In der hier vorliegenden Arbeit konnte
jedoch nicht nachgewiesen werden, dass Amyloid im Herzmuskelgewebe ein signifikanter Faktor fiir

die Dichte von T-Lymphozyten, neutrophilen Granulozyten oder Makrophagen ist.

Zusétzlich sollte nicht auBer Acht gelassen werden, dass die Histologie einer Entziindung im Myokard
durch die, um immunhistochemische Kriterien ergénzte, qualitative Dallas-Kriterien definiert wird.
Wahrend eines akuten entziindlichen Krankheitsverlaufs weisen histologische und immunhistologische
Proben Zellinfiltrationen durch Lymphozyten und/oder Makrophagen auf (Dominguez et al., 2016).
Andere Entziindungszellen sind selten (Dominguez et al., 2016). Bei CD3-positiven Zellen spricht man
von einer Untergrenze von mindestens 8 Zellen pro Quadratmillimeter, bei CD68-positiven Zellen von
mindestens 36 Zellen pro Quadratmillimeter, ab der man per Definition von Entziindung im Myokard

spricht (Dominguez et al., 2016).

Fir die Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit bedeutet dies, dass obwohl man im Fall von T-
Lymphozyten und Makrophagen eine Infiltration im amyloidbefallenen Gewebe beobachtet, die

Kriterien einer Entziindung des Herzmuskelgewebes nicht erfillt werden. Somit kann festgestellt
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werden, dass in den untersuchten Gewebeschnitten keine Myokarditis im eigentlichen Sinne vorliegt.

Dies bedeutet jedoch nicht, dass Entziindungszellen im amyloidbefallenen Gewebe keine Rolle spielen.

Die folgende grafische Darstellung der gemessenen Immunzelldichte veranschaulicht auf einer
logarithmischen Y-Achse die erhobenen Werte und vergleicht diese mit den in der Literatur beschrie-

benen Schwellenwerten.
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Abbildung 7: Grafische Darstellung der Werteverteilung der Dichten von T-Lyphozyten (CD3-positiv),
Makrophagen (CD-68-positiv) und Neutrophilen Granulozyten (MPO-positiv) auf einer logarithmischen Y-Achse
mit Markierung entsprechender Schwellenwerte (orangefarbige Linie), die die Grenzwerte flir Entziindung
darstellen (orangefarbige Zahlen) (Dominguez et al., 2016; Simon et al., 2024). Der Schwellenwert fiir Neutrophile
wurde bei 0 eingezeichnet. Einzeln als Kreise bzw. Sternchen dargestellten Messwerte stellen outliers
beziehungsweise Extremwerte dar.

4.2 Komplement 9 und Caspase 3 sind in Amyloid-haltigen

Herzbioptaten nachweisbar

Die Komplementkomponente C9 ist das zentrale Element fur den Membranangriffskomplex im
Immunsystem aller Wirbeltiere. Zusammen mit der Caspase 3, einer Protease und Effektorcaspase im

Prozess der Apoptose, wird C9 in immunhistochemischen Untersuchungen als Marker von Zelltod-
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formen angewandt (Podack et al., 1982; Esser et al., 1979), wenn sie in Zellen nachgewiesen werden.
Die Bedeutung des immunhistochemischen Nachweises von C9 und Cas3 aulRerhalb von Zellen, d.h. im

Interstitium oder innerhalb von Amyloid, ist unbekannt.

In der vorliegenden Arbeit konnte eine deutliche Anreicherung von C9 und eine gering ausgepragte
Présenz von Caspase 3 in ATTR- und AL-amyloidbefallenem Herzmuskelgewebe beobachtet werden.
Die Untersuchung von C9-positiven Myozyten zeigte, dass keine Korrelation zu Amyloidgehalt bei
ATTR- und AL-Amyloid sowie unabhdngig vom Amyloidtyp besteht. Diese Ergebnisse bestétigen die
Beobachtungen, die in der Arbeit von Lux‘ (2021) beschrieben wurden (Lux et al., 2021). In der
genannten Publikation wurden Gewebebioptate unterschiedlichen Ursprungs auf die Pravalenz von
Caspase 3- und C9-Positivitat untersucht. Die immunhistochemischen Untersuchungsergebnisse wiesen
auf eine spezifische Anreicherung von C9 in amyloidbefallenem Gewebe hin. Dieses stellte sich als
regelhafter Bestandteil von Amyloid heraus. Deutlich seltener treten dagegen C9-positive Zellen auf.
Im Fall von Caspase 3 zeigte sich, dass diese nur unregelméBig in amyloidbefallenem Areal
nachgewiesen werden konnte. Aus den Daten l&sst sich ableiten, dass Caspase 3 ein im Amyloid selten
vorkommendes Protein ist, das auch nur einen Bruchteil der Amyloidablagerung abdeckt.

Kourelis et al. untersuchten Unterschiede in der Haufigkeit amyloidspezifischer Proteine in Bezug auf
klinische Patientencharakteristika (Kourelis et al., 2020). Im Gegensatz zu AL-Amyloidablagerungen
konnte in ATTR-amyloidbefallenem Gewebe eine Zunahme der Komplementproteine beobachtet
werden (Kourelis et al., 2020). Obwohl in der genannten Studie die Identifizierung der Proteine mittels
Lasermikrodissektion und anschlieBender Flussigkeitschromatographie erfolgte, stimmen die Ergeb-
nisse mit denen der hier vorliegenden Arbeit tberein. ATTR-Falle wiesen eine hdhere C9-angefarbte
extrazellulare Amyloidflache als AL-Falle auf. Bei C9-positiven Zellen zeigte sich dieser Amyloid-Typ-
abhangige Unterschied nicht. Trotz fehlender statistischer Signifikanz aufgrund der geringen Fallzahl,

unterstiitzt diese Beobachtung die Validitat der hier prasentierten Daten.

4.3 Es besteht ein Zusammenhang zwischen der Dichte von
Entzindungszellen und klinisch-pathologischen

Patientencharakteristika.

Makrophagen kommen in Amyloidablagerungen haufig vor (Stats & Stone, 2016). Eine fortgeschrittene
systemische Amyloidose mit kardialer Beteiligung kann zu einer globalen Herzinsuffizienz fuhren.
Betroffene Patienten leiden an Symptomen eines Rechtsherzversagens. Zu den moglichen
Krankheitsanzeichen gehdren ein erhéhter jugularvendser Druck, periphere Odeme, Hepatomegalie und
Aszites. Seltener kommt es auch zu einer Linksherznsuffizienz, die sich durch das Auftreten eines

Lungenddems oder einer belastungsabhangigen Dyspnoe manifestieren kann (Ihne et al., 2019).
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Die NYHA-KIassifikation dient der Einteilung der Herzinsuffizienz in bestimmte Stadien nach klar
definierten Kriterien. Bei der Untersuchung zur Korrelation der NYHA-Klasse und der
Makrophagendichte (CD68) stellte sich (berraschenderweise heraus, dass eine hohere
Makrophageninfiltration des amyloidbefallenen Gewebes mit einer héheren NYHA-Klasse, einer
starkeren Herzinsuffizienzsymptomatik, einhergeht. Es ware zu erwarten, dass mit zunehmender
kardialer Symptomatik und damit verbundener Hochstufung in der NYHA-KIlassifikation, es zu einer
Zunahme des Entziindungszellinfiltrats kommt. Bei NTproBNP l&sst sich ein ahnlicher Effekt
beobachten. Je hoher das NTproBNP desto mehr Makrophagen. Somit lasst sich einmal mehr
unterstreichen, dass Makrophagen in irgendeiner Form eine Rolle im amyloidbefallenen Myokard

spielen. Diese Beobachtung gilt vor allem fir Patientenfalle des AL-Amyloidtyps.

Kristen et al. stellten fest, dass sich der Pathomechanismus einer AL- und ATTR-Amyloidose
unterscheiden muss (Kristen et al., 2016). Nachdem ich die Korrelation des amyloid load mit den
einzelnen NYHA-Stufen untersuchte, lielen sich Erkenntnisse der Arbeit von Kristen et al. bestétigen,
mehr noch, sie lieferte eine indirekte Bestdtigung des beobachteten Zusammenhangs der
Makrophagendichte mit den NYHA-KIlassen (Kristen et al., 2016). Der beobachtete Effekt konnte sich
dadurch erkldren lassen, dass Leichtkettenfragmente toxisch wirken kdnnen und schédliche
Intermedi&rprodukte auch bei gering vorhandenen Amyloidablagerungen Myokardzellen angreifen. Im
fortgeschrittenen Stadium der kardialen Amyloidose kdnnte man dagegen von einem biomechanischen
Pathomechanismus sprechen (Kristen et al., 2016). Im Fall der AL-Amyloidose wiirde man, verglichen
mit der ATTR-Amyloidoseform, von einem dynamischeren Geschehen sprechen mit einer ausgepragten

Toxizitat der préfibrillaren Strukturen (Kristen et al., 2016).

4.4 Es besteht keine statistisch signifikante Korrelation zwischen
dem Durchmesser von Herzmuskelzellen und klinisch-

pathologischen Patientencharakteristika.

In der Arbeit von Sukhacheva et al. (2016) wurden die Durchmesser der Kardiomyozyten bei bekannten
kardialen Amyloidosen bestimmt, um deren Zusammenhang mit dem klinischen Schweregrad des
Vorhofflimmerns zu untersuchen. Erwartungsgemal zeigte sich, dass mit der intrazelluléren
Amyloidanreicherung eine Zunahme des gesamten Kardiomyozytendurchmessers einherging
(Sukhachva et al., 2016). Dieser wiederum korrelierte interessanterweise positiv mit dem Auftreten
eines permanenten VVorhofflimmerns und negativ mit dem paroxysmalen VVorhofflimmern (Sukhachva
et al., 2016). Unter den in der vorliegenden Arbeit beruicksichtigten Patienteneigenschaften konnte fiir
das Tissue-Doppler-Imaging (TDI) eine Korrelation ermittelt werden (statistisch nicht signifikant, p =

0,024). Das TDI ist eine Technik, die Messungen der myokardialen Bewegung und des timing von
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myokardialen Ereignissen erlaubt (Nestaas et al., 2018). Die hohe Zeitauflésung und die Mdglichkeit
der Links- und Rechtsherzfunktionsbeurteilung, machen den Gewebedoppler zu einem hervorragenden
Diagnostikum zur Beurteilung der Herzfunktion, vorzugsweise auf atrioventrikuldrer Ebene (Nestaas et
al., 2018).

Die Ergebnisse der Untersuchung von Sukhacheva et al. (2016) und Nestaas et al. (2018) stimmen mit
dem beobachteten Zusammenhang zwischen dem Durchmesser der Herzmuskelzellen und dem TDI der
Patienten im vorliegenden Kollektiv berein (Sukhacheva et al., 2016; Nestaas et al., 2018). Somit
konnte bestétigt werden, dass eine erhohte intrazellulare Amyloidablagerung im myokardialen Gewebe
eine Funktionseinschrankung des betroffenen Organs verursacht. Paradoxerweise konnte in dieser
Arbeit eine Korrelation zwischen dem Durchmesser von Herzmuskelzellen und dem Amyloidgehalt
nicht festgestellt werden.

4.5 Studieneinschrankungen

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit beruhen ausschlielich auf immunhistochemischen Farbungen
der Gewebeproben. Grundsétzlich konnten immunhistochemische Studien durch zusétzliche Unter-
suchungen erweitert und unterstiitzt werden, insbesondere im Hinblick auf weitere Charakterisierungen
der Immunzellsubpopulationen und die Quantifizierung der Zellzahl und -dichte. Fluoreszenzunter-
stutzte Zellsortierungen kénnten zum Einsatz kommen, um so Immunzellen mit mehreren Markern
gleichzeitig zu markieren und dadurch eine Bestimmung der Subpopulation durch das VVorhandensein
mehrerer CD-Proteine durchzufiihren. Daflir ware jedoch frisches Gewebe erforderlich, was bei der
geringen Pravalenz der Amyloidose schwer umsetzbar waére. Fixiertes Gewebe kann dagegen konser-
viert und gelagert werden, was wiederum fortlaufende Farbungen mit anschlielendem Vergleich des

Materials ermdglicht.

Dariiber hinaus sollte nicht unerwahnt bleiben, dass die erhobenen Surrogatmarker fur die hier
untersuchten zwei verschiedenen Formen des Zelltods (Nekrose und Apoptose) ausschlieBlich auf dem
positiven zelluldren Nachweis der Proteine beruhen. Dies bedeutet, dass man Uber tatsachlich
stattfindende Apoptose- und Nekroseprozesse nur mutmalien kann. Perspektivisch lief3e sich in In-Vitro-
Studien an isolierten Myozyten forschen, um so genauere Erkenntnisse Uber den stattfindenden

Mechanismus zu gewinnen.

4.6 Ausblick

Meine Studie lieferte Ergebnisse tber das Vorkommen von Entziindugszellen in Amyloidablagerungen
in Herzmuskelgewebe. Dartiber hinaus wurden in dieser Arbeit Korrelationen klinischer Patientendaten
mit dem Gehalt des Amyloids vom Typ AL und ATTR untersucht.
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Es konnte keine eindeutige Entziindungsreaktion im untersuchten Gewebe nachgewiesen werden. Die
immunhistochemisch nachgewiesenen Immunzellen tberschritten den Schwellenwert, ab dem man per

Definition von einer Entziindung spricht, nicht.

Es lieR3 sich eine deutliche Anreicherung von C9 im Amyloid nachweisen. Unabhangig vom Amyloidtyp
lieBen Anti-C9-Antikdrper auf mit Amyloid angereicherter Flache nachweisen. Hiermit konnte bestatigt
werden, dass das ubiquitar im extrazelluldaren Raum im Amyloid vorkommende C9 ein zuséatzliches
diagnostisches tool zur bisherigen Routinediagnostik mit der Kongorotfarbung darstellen konnte. Bei
geringerer Sensitivitdit der Kongorot-Farbung stellt die C9-Immunhistochemie eine wertvolle

Erganzung dar.

Die Ergebnisse der hier vorliegenden Untersuchungen liefern Hinweise auf Zusammenhénge zwischen
der Dichte der ermittelten CD3-, MPO- und CD68-positiven Zellen und kardiologische Patietendaten.
Diese gilt es, erweitert um zusétzliche klinische Patientencharakteristika, Uber einen langeren Zeitraum

zu erfassen.
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5  Zusammenfassung

Die AL- und ATTR-Aymloidose sind die héaufigsten Formen der kardialen Amyloidose. Beide
Varianten der Konformationskrankheit kénnen mit Hermuskelsstérungen, einer Herzinsuffizienz und
weiteren kardialen Symptomen einhergehen. Es sollte nicht Gberraschen, dass ein Herzmuskelversagen
zu den héufigsten Todesursachen unter Amyloidpatienten gehort. Da sowohl der Diagnosezeitpunkt als
auch die Organbeteiligung eine wichtige Rolle fir die Patienten und deren Prognose spielt, ist ein
friihzeitiger Therapiestart mit Beurteilung der kardialen Pumpfunktion entscheidend. Zusatzlich wurden
in der Fachliteratur Vermutungen gedufert, dass Amyloid im Herzmuskelgewebe mit einer Entziindung
eben dieses Gewebes einhergehen konnte.

In dieser Studie wurden Myokardbiopsien mit nachgewiesener kardialer AL- und ATTR-Amyloidose
auf das Vorkommen und die Anzahl von T-Lymphozyten, Makrophagen und neutrophilen Granulozyten
untersucht. Zusétzlich wurde die Flache der Amyloidablagerungen, die Flache der C9-positiv- und
Cas3-positiv-angefarbten Amyloids bestimmt und der Durchmesser von Kardiomyozyten gemessen.
AnschlieBend wurden der Zusammenhang der ermittelten Werte mit vorliegenden klinischen
Patienteneigenschaften ermittelt. Das Gesamtkollektiv umfasste Myokardbioptate von 157 Patienten.
Die Gewebeschnitte wurden histologisch und immunhistochemisch untersucht und bewertet. Hierbei
zeigte sich, dass im Myokardgewebe eine variable Anzahl an T-Lymphozyten, Makrophagen und
neutrophilen Granulozyten nachweisbar war. Es wurden Korrelationen zwischen der Anzahl der
Makrophagen und der NYHA-KIlasse nachgewiesen. Es konnte bestatigt werden, dass Antikorper, die
gegen C9 gerichtet waren, homogen mit dem Muster der Amyloidablagerungen (bereinstimmten. Es
gab keine signifikante Korrelation zwischen Amyloidgehalt und Cas3-positivem Gewebe. Bei der
Untersuchung der Gewebe-Doppler-Bildgebung zeigte sich, dass eine geringe TDIs mit hohem

Amyloidgehalt, eine hohe TDIs wiederum mit einem geringen Amyloidgehalt korrelierte.

Die Studie zeigt, dass sich in amyloidbefallenem Herzmuskelgewebe Immunzellen verschiedener Art
in variabler Dichte nachweisen lassen, dies jedoch nicht als Entziindungsreaktion gewertet werden kann.
Dariiber hinaus lasst sich schlussfolgern, dass C9 regelhaft und flachendekend im Amyloid vorkommt.
Die Ergebnisse der hier vorliegenden Untersuchungen liefern Hinweise auf Zusammenhénge zwischen
der Dichte der ermittelten CD3-, MPO- und CD68-positiven Zellen und kardiologische Patientendaten.
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