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1 Einleitung

1.1  Amyloid - eine kurze Einfihrung

1.1.1 Geschichte des Amyloids

1854 berichtete Rudolph Virchow erstmals von einer Gewebeinfiltration, die er
umschreibend Amyloid (= starkeahnlich) betitelte (Virchow 1854). Schon friher, ab dem
17. Jahrhundert, wurden bereits auf Amyloid zutreffende morphologische
Veranderungen beschrieben (Schwartz 1970). Wie der Name Amyloid bereits impliziert,
ging Virchow auf Grund von verschiedenen Verhaltensweisen der Substanz von dessen
Kohlehydratursprung aus. Obwohl schnell klar wurde, dass es sich eigentlich um eine
proteinhaltige Ablagerung handelt (Friedreich und Kekulé 1959), hatte sich der Begriff
Virchows bereits in der Medizin etabliert und blieb so trotz irrefihrender Bedeutung
bestehen. Im Laufe der Geschichte kam es zu methodisch-technischen Entwicklungen,
wodurch sich die Diagnostik des Amyloids verbesserte: Nach Verwendung der
Anilinfarbung (Heschl 1875; Jurgens 1875) setzte sich ab 1932 die Kongorot-Farbung,
vor allem durch deren Effekt im polarisierten Licht, zur Diagnostik durch (Bennhold
1932; Puchtler, Sweat et al. 1962). Mit zunehmenden Erkenntnissen Uber die fibrillare
Zusammensetzung des Amyloids und fortschreitenden methodisch-technischen
Untersuchungsmaglichkeiten (Eanes und Glenner 1968; Glenner, Eanes et al. 1972;
Glenner, Terry et al. 1973) konnten bis heute Uber 29 amyloidogene Proteine

identifiziert werden.



1.1.2 Definition

Amyloidosen bilden eine heterogene Gruppe von Krankheiten. Sie sind alle durch eine
intra- oder extrazellulare Ablagerung autologer Peptide und Proteine, Amyloid, bedingt.
In linear polarisiertem Licht weist Amyloid nach Kongorot-Farbung eine anomale
Polarisationsfarbe auf. Elektronenmikroskopisch lasst sich die Fibrillenstruktur des
Amyloids darstellen. Die Fibrillen liegen starr und unverzweigt in variablen Langen, aber
mit definierten Dicken von 7-20 nm vor (Cohen und Calkins 1959; Meinhardt und
Fandrich 2009). Die Fibrillen werden aus antiparallel gelagerten Polypeptitketten

gebildet. Ihnen liegt immer eine B-Faltblattstruktur zu Grunde.

Hierbei wird ein grundlegender Punkt der Pathogenese der Erkrankung deutlich: Dem
Krankheitsgeschehen liegen Peptide und Proteine in veranderter Konformation zu

Grunde.

All dies berlcksichtigend definiert der ICD-10: E 85 Amyloid/Amyloidosen

folgendermalen:

Amyloid ist eine pathologische fibrillare Polypeptidaggregation mit einer Cross-f3-
Struktur, die intra- und/oder extrazellular auftritt. Amyloidosen sind durch

Amyloidablagerung verursachte Krankheiten.

1.1.3 Nomenklatur

Gemal der Weltgesundheitsorganisation (WHO) und des ,International Nomenclature
Committee on Amyloidosis® richtet sich die Nomenklatur des Amyloids und somit der
Amyloidose nach dem jeweils vorliegenden Amyloidprotein (Kazatchkine, Husby et al.
1993; Westermark, Benson et al. 2007). Der von beiden Organisationen empfohlene
Buchstabencode besteht aus einem am Anfang stehendem A, was fur Amyloid steht,

und dem in Kurzform wiedergegebenem Amyloidvorlauferprotein.



In der Tabelle 1 sind die gangigen Abkurzungen wiedergegeben.

Amyloidprotein Vorlauferprotein Organbefall Grunderkrankung
Autonomes
Nervensystem, chronisch entziindliche

AL

ATTR

AFib

AApoA1

AApoA2

ALys

AGel

ACys

AB2M

Serum Amyloid A
(SAA)

monoklonale
Immunglobulin-
Leichtkette A oder k

Transthyretin

Transthyretin
(Wild Typ)

Fibrinogen o-Kette

Apolipoprotein A1

Apolipoprotein A2

Lysozym

Gelsolin

Cystatin C

B2-Mikroglobulin

Schilddrise, Magen-
Darm-Trakt, Niere,
Milz, Leber

Haut,
Nervensystem,
Schilddrise, Herz,
Magen-Darm-Trakt,
Niere, Nebenniere,
Milz, Leber

Peripheres
Nervensystem,
Glaskorper, Herz,
Niere (v.a. im
Spéatstadium)

Haut, Herz

Niere (v.a.
glomerular), Milz,
Leber

Haut, Kehlkopf,
Niere (v.a.
medullar), Leber

Niere

Speicheldrisen,
Schilddrise, Lunge,
Magen-Darm-Trakt,
Niere, Milz, Leber,
Lymphatisches
System

Gehirnnerven,
Netzhaut

kranielle Gefalke

Herz, Magen-Darm-
Trakt, Gelenke,
Gefalte

Erkrankungen, familidre

Fiebererkrankungen

klonale Plasmaerkrankungen:
momoklonale Gammopathie,

Multiples Myelom

hereditar

altersabhangig

hereditar

hereditar

hereditar

hereditar

hereditar

hereditar

Dialyse-bedingt

Tabelle 1: Systemische Amyloidosen



1.1.4 Lokalisation

Im Gegensatz zu friheren Vermutungen kann Amyloid sowohl intra- als auch
extrazellular lokalisiert sein. Die Ablagerungen koénnen prinzipiell in jedem Organ
gefunden werden. Hinsichtlich der Ausbreitung einer Amyloidose kann ein lokales,
Organ-begrenztes von einem systemischen, in verschiedenen Organen auftretenden

Verteilungsmuster unterschieden werden (Tabelle 1).

Wie Tabelle 1 zeigt, kdnnen verschiedene Amyloidvorlauferproteine zu einer renalen
Amyloidose flihren. Neben der AL- und AA-Amyloidose (Kyle und Greipp 1983; Kyle
und Gertz 1995; Gertz, Lacy et al. 2002; Dember 2006) kann die Niere auch von
verschiedenen familidaren Amyloidosen, wie der AFib-, AApoA1-, ALys- oder ATTR-
Amyloidose, betroffen sein (Valleix, Drunat et al. 2002; Yazaki, Farrell et al. 2003;
Picken und Linke 2009).

1.1.5 Morphologie

1.1.5.1 Makroskopie

Bei ausgepragtem Befall kann die Amyloidose bereits makroskopisch erkennbar sein.
Hierbei kommt es zu einer Grollenzunahme des betroffenen Organs. Durch die
Ablagerungen verandert sich die Farbe und Konsistenz des urspringlichen Gewebes.

Es erscheint wachsern bis trocken.

In der Niere kann man makroskopisch zwei Ablagerungstypen unterschieden: Bei einer
glomerularen Amyloidose ist das betroffene Organ haufig vergroRert, blass-braun
gefarbt und kann eine glatte bis fein granulierte Oberflache aufweisen. Bei einem primar

medullaren Ablagerungsmuster kann eine Markstreifung sichtbar werden.

1.1.5.2 Mikroskopie

Wahrend geringe Mengen von Amyloid in der Hamatoxylin-Eosin-Farbung nur schwer
auszumachen sind, zeigen sich grolRere Mengen als strukturlose, azellulare
Ablagerungen, die sich schwach eosinrot anfarben lassen. Durch Kongorot-Farbung in
Verbindung mit polarisiertem Licht zwischen gekreuzten Polaren zeigt Amyloid die

charakteristische anomale Polarisationsfarbe (Howie und Brewer 2009).



1.1.5.3 Elektronenmikroskopie

Elekronenmikroskopisch betrachtet liegen teils geordnete, teils ungeordnete Blndel von
bis zu 20 nm starken, starren, nichtverzweigten Fibrillen unterschiedlicher Langen vor.
Jede dieser Fibrillen setzt sich aus sich umschlingenden Filamenten zusammen,

welche wiederum aus Protofilamenten bestehen.
1.2 Amyloidogenese - ein multifaktorielles Geschehen

1.2.1 Die verschiedenen molekularen Bestandteile in Amyloiddepots

Der Hauptteil der Amyloidablagerungen besteht aus Amyloidfibrillen, welche aus den
jeweils amyloidogenen Vorlauferproteinen zusammengesetzt sind. Daneben finden sich
ebenfalls heparan- und dermatansulphathaltige Protreoglykane. Sie haben die Neigung,
sich in Gewebe ahnlich dem der Proteinfibrillen abzulagern und dort in Wechselwirkung
mit Elementen der Extrazellularmatrix, wie Laminin, Elastin und Kollagen IV, zu treten
(Kisilevsky, Ancsin et al. 2007). Somit tragen sie malgeblich zu dem

kohlenhydrathaltigen Bestandteil von Amyloid bei.

Zusatzlich findet sich in jeder Amyloidablagerung das vom Plasmaglykoprotein Serum-
Amyloid-P-Component abstammende Amyloid-P-Component. Das der Familie der
Pentraxine zugehorige Protein ist auf Grund einer speziellen Calzium-abhangigen
Ligandenbindungsstelle in der Lage, mit Amyloidfibrillen jeder Gattung eine Bindung
einzugehen (Pepys 2001). Auf Grund seiner hohen proteolytischen Resistenz ist der
Abbau der mit ihm verbundenen Amyloidfibrillen erschwert (Tennent, Lovat et al. 1995;
Bohne, Sletten et al. 2004). Zusatzlich koénnen sich noch Apolipoprotein E,
verschiedene Proteinase-Inhibitoren und eine Vielzahl weiterer Bestandteile in
Amyloidablagerungen finden. All diese Molekile schaffen gemeinsam ein Gerust,
welches die Initialphase der Fibrillennukleation begunstigt. Alle hier genannten
Bestandteile bedingen das Ablagerungsverhalten der verschiedenen Amyloidosen
wesentlich (Merlini und Bellotti 2003).

Neben diesen konstitutiven Molekilen kdnnen sich aber auch Serumproteine wie
Immunglobuline oder Akute-Phase-Proteine ablagern. Diese kénnen auf Grund von
punktuellen Positivreaktionen Verwirrung bei der immunhisologischen

Amyloidklassifzierung schaffen (Rocken, Schwotzer et al. 1996).



1.2.2 Amyloidogenese beeinflussende Faktoren

Die molekulare Grundlage der Amyloidbildung ist die intrinsische Eigenschaft der
Polypeptidketten, Wasserstoffbriicken innerhalb der Kette auszubilden ohne das
Polypeptidertckrad zu andern. Polypeptidketten sind organische Polymere. Dem zu
Folge hat die Amyloidfibrille eine dem Polymercharakter entsprechende Struktur
(Meinhardt und Fandrich 2009). Allen Amyloidfibrillen ist eine spezielle Konformation

von Polypeptidketten gemein.

Die Entstehung der Fibrille wird von vielen Faktoren beeinflusst. So sind einige Proteine
durch ihre Primar- und Sekundarstruktur dazu pradestiniert, Amyloidfibrillen zu bilden.
Aulerdem koénnen Keimbahnmutationen in bestimmten Protein-determinierenden
Genen, die zu einer veranderten Aminosauresequenz fiuhren, eine erhohte
Amyloidogenitat erzeugen (Benson 2003). Auch beeinflusst die Konzentration, in der
das Vorlauferprotein oder dessen Abbauprodukt vorliegt, die Entstehung von
Amyloidfibrillen (Verine, Mourad et al. 2007). Die vor Ort herrschende Temperatur und
der pH-Wert spielen hierbei ebenfalls eine Rolle (Merlini und Bellotti 2003). Bestimmte
Gewebebestandteile, zum Beispiel Proteoglykane in Basalmembranen, kénnen die
Nukleationsphase des Amyloids fordern. Auch bereits bestehendes Amyloid kann den
Nidus fur weitere Amyloidbildung bilden (Récken 2009%).

1.2.3 Fibrillenstruktur in vivo

Amyloidfibrillen sind eine B-Cross-Struktur aufweisende fibrillare Polypeptidaggregation.
Dabei formen ein oder mehrere nebeneinander angeordnete B-Faltblatter das fibrillare
Ruckrat. Die B-Faltblatter entstehen durch gleichmaRige Stapel von Polypeptiden.
Dabei sind die B-Strange der Polypeptide senkrecht zur Fibrillenachse platziert, die
Wasserstoffbriickenbindungen liegen parallel zur Achse aus (Meinhardt und Fandrich
2009). Diese Anordnung verschafft den Fibrillen in elektronenmikroskopischen Bildern
einen bandartigen Anschein. Die Fibrillenbildung fuhrt Gber nicht-fibrillare Aggregate
und Protofibrillen zur reifen Amyloidfibrille. Diese stellt eine aus ein oder mehreren
linksgedrehten Filamenten bestehende, 10-20 nm starke Struktur dar. Die filamentdse

Grundeinheit bilden wiederum Protofilamente (Meinhardt und Fandrich 2009).



1.3 Klinisches Erscheinungsbild — Augenmerk auf renale Veranderungen

1.3.1 Epidemiologie

Momentan stehen noch keine aussagekraftigen epidemiologischen Daten bezlglich
Amyloidosen weltweit zur Verfugung (Simms, Prout et al. 1994). In Nordamerika ist in
Hinblick auf die AL-Amyloidose bekannt, dass 8 von 1.000.000 Menschen pro Jahr neu
erkranken (Gertz und Rajkumar 2002). Das japanische Informations-Center gibt fur die
gleiche Amyloidform eine Pravalenzrate von 0,45 pro 100.000 Einwohner pro 5 Jahre
an (Nishi, Alchi et al. 2008). Uber die vor allem lokal gehauft vorkommenden
hereditaren Amyloidosen ist es entsprechend schwierig, eine allgemeingultige Aussage
zu fallen. In bestimmten Regionen Portugals liegt die Pravalenz beispielsweise bei bis
zu 1:1000 Einwohner (Schmidt, Propsting et al. 1999). Generell kann die Erkrankung in
jedem Lebensalter und sowohl bei Mannern als auch bei Frauen auftreten (Récken,
Ernst et al. 2006). Es ist aber bekannt, dass die Inzidenz der Erkrankung mit hoherem
Alter steigt (Satoskar, Burdge et al. 2007) und Manner haufiger betroffen sind als
Frauen (Eriksson, Buttner et al. 2009).

Systemische Amyloidosen befallen haufig die Niere. In Italien geht man von einer
Inzidenz renaler Amyloidosen von 2,1 pro 1.000.000 Einwohner aus (Bergesio, Ciciani
et al. 2007). In Spanien ergab eine Studie bezuglich renaler Manifestationen eine
Inzidenz von 4,6 AL-Amyloidose Fallen und 12,2 AA-Amyloidose Fallen pro 1.000.000
Einwohner (Esteve, Almirall et al. 2006). In der Niere sind diese beiden Formen am
haufigsten anzutreffen. In Japan und Europa sind sie in etwa gleich stark vertreten
(Nishi, Alchi et al. 2008). Im mediterranen oder auch im sudostasiatischen Raum fuhren
das gehaufte Vorkommen von entzindlichen Krankheiten wie dem Familiaren
Mittelmeerfieber bzw. Tuberkulose bisweilen zu einer hdheren Pravalenz renaler AA-
Amyloidosen (Singh, Singh et al. 1987; Mehta, Talwalkar et al. 1990; Ensari, Ensari et
al. 2005). Auch verschiedene familiare Amyloidosen, wie die AFib-, AApoA1-, ALys-
oder ATTR- Amyloidosen, kdnnen zu renaler Amyloidablagerung fuhren (Valleix, Drunat
et al. 2002; Yazaki, Farrell et al. 2003; Picken und Linke 2009; von Hutten, Mihatsch et
al. 2009). Die Pravalenz hereditarer Amyloidosen ist bislang weitestgehend unbekannt.
Lachmann et al. gehen davon aus, dass es sich bei 10% der als AL-Amyloidose
klassifizierten Falle eigentlich um hereditare Formen handelt (Lachmann, Booth et al.
2002).



1.3.2 Organschadigende Mechanismen des Amyloids

Lange Zeit wurde als Ursache der Organschadigung die Zerstérung der
Organarchitektur durch Amyloidablagerung angesehen. Heute ist bekannt, dass auch
schon amyloidogene Vorlauferproteine und gefaltete fibrillare Zwischenprodukte eine
von der abgelagerten Form wunabhangige Toxizitdt innehaben, welche das
Krankheitsgeschehen entscheidend mitbeeinflusst (Brenner, Jain et al. 2004; Shi, Guan
et al. 2010). Diese Erkenntnis erklart die mangelnde Korrelation zwischen der Menge

der Amyloidablagerungen und dem Ausmal} der Organschadigung.

1.3.3 Systemische Amyloidoseformen und ihr klinisches Bild

Wie bereits in Tabelle 1 ersichtlich, umfasst die Gruppe systemischer Amyloidosen eine
Vielzahl verschiedener Krankheiten. Die einzelnen Formen untereinander, aber auch
teilweise innerhalb einer Formengruppe, weisen einen hochst variablen Organbefall auf.
Diese Varianz bedingt ein breites klinisches Erscheinungsbild, welches wiederum die

Diagnosestellung fur Kliniker erschwert.

In der Niere lagert sich Amyloid verschiedenster Herkunft haufig ab. Dort kann es in
folgenden Strukturen auftreten: in den Glomeruli, den GefalRen oder auch im
tubulointerstitiellen Raum. Wahrend Amyloid in allen Kompartimenten gleichzeitig
vorliegen kann, lasst sich ein rein glomerularer von einem vornehmlich extra-
glomerularen Ablagerungstyp unterscheiden. Bei ersterem lagert sich Amyloid vorerst
im Mesangium der Glomeruli ab, was im fortgeschrittenen Stadium das gesamte
Glomerulum betreffen kann. Die glomerulare Schadigung zeigt sich klinisch durch
Proteinurie (Récken, Ernst et al. 2006; Helmchen, Velden et al. 2008). Die Spannweite
der Proteinausscheidung reicht dabei von subnephrotischen Werten bis hin zu 30 g/d.
Der vornehmlich extraglomeruldre, also vaskulo- und/oder tubulo-interstitielle
Ablagerungstyp, fuhrt eher zu einer Nierenfunktionsstérung mit reduzierter glomerularer
Filtrationsrate und nur geringer Proteinurie (Uda, Yokota et al. 2006; Verine, Mourad et
al. 2007; Sen und Sarsik 2010). AuBRerdem kann die vaskulare Beteiligung
Bluthochdruck verursachen, ein sonst eher ungewodhnlicher Befund bei Amyloidose
(Dember 2006). Ablagerungen um die SammelgefalRe im Nierenmark flhren zu
seltenen aber gut untersuchten Manifestationen des nephrogenen Diabetes insipidus
(Carone und Epstein 1960).



Die renale Klinik mit Proteinurie, nephrotischem Syndrom und progressiver
Niereninsuffizienz ist bei einer Vielzahl systemischer Amyloidosen symptomfuhrend
(Dember 2006; Ferrario und Rastaldi 2006; Bergesio, Ciciani et al. 2007; Rysava 2007;
Bergesio, Ciciani et al. 2008; Helmchen, Velden et al. 2008; Nishi, Alchi et al. 2008). So
leiden bereits mehr als ein Viertel der Patienten zum Zeitpunkt der Erstdiagnose einer

systemischen Amyloidose an einem nephrotischen Syndrom (Nishi, Alchi et al. 2008).

Im Folgenden soll ein Uberblick Gber systemische Amyloidosen gegeben werden.



1.3.3.1 AA-Amyloidose

Diese, fruher als sekundare Amyloidose bezeichnete Form gehdrt neben der AL-
Amyloidose zu den am haufigsten vertretenen systemischen Formen. Das N-terminale
Fragment des Akute-Phase-Proteins Serum-Amyloid A Dbildet hierbei das
Amyloidprotein. Wie das Vorlauferprotein schon vermuten Iasst, handelt es sich bei der
AA-Amyloidose um eine Folgeerkrankung verschiedener chronischer infektioser oder
inflammatorischer Leiden. In den westlichen Landern ist die Entwicklung einer AA-
Amyloidose heute vor allem an chronisch entzundliche rheumatische, pulmonale oder
gastrointestinale Erkrankungen gekoppelt. In anderen Landern bedingen noch weitere
Krankheiten die AA-Amyloidose, wie zum Beispiel das familiare Mittelmeerfieber in der
Turkei (Tabelle 2; Gertz und Kyle 1991; Gillmore, Hawkins et al. 1997; Gillmore, Lovat
et al. 2001; Lachmann, Goodman et al. 2007).

Zu Grunde liegende Krankheiten der AA Amyloidose

Nicht-infektiése Erkrankungen:

Rheumatoide Erkrankungen:
Rheumatoide Arthritis
Juvenile Arthritis

Adulter Morbus Still
Spondylitis ankylosans
Arthritis psoriatica

Morbus Behcet

Weitere chronische Erkrankungen:
Morbus Crohn

Colitis Ulcerosa

Sprue

Morbus Whipple

Familiares Mittelmeerfieber
Sarkoidose

Mukoviszidose

Infektiose Erkrankungen:

Tuberkulose

Chronische H. pylori-Gastritis und ander gastrointestinale Infektionen
Osteomyelitis

HIV-Infektionen

Chronische Pyelonephritis

Tabelle 2: Zu Grunde liegende Krankheiten der AA Amyloidose
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So entwickeln ca. 10% der an einer der oben genannten Erkrankungen leidenden
Patienten im Laufe ihres Lebens eine AA-Amyloidose (Gratacos, Orellana et al. 1997,

Myllykangas-Luosujarvi, Aho et al. 1999; Pepys 2001).

In der Klinik wird eine abnehmende Inzidenz der AA-Amyloidose beobachtet. Dieses
erklart man sich durch verbesserte Therapieverfahren der AA-Amyloidose zu Grunde
liegenden Erkrankungen. Man geht davon aus, dass sich die AA-Amyloidose dadurch
langer in einer subklinischen Phase befindet (Laiho, Tiitinen et al. 1999; Hazenberg und

van Rijswijk 2000; Kaipiainen-Seppanen, Myllykangas-Luosujarvi et al. 2000).

Die AA-Amyloidose ist eine systemische Amyloidose. So kann zum Beispiel die Leber,
die Milz, die Nebenniere und der Gastrointestinaltrakt betroffen sein (Erdkamp, Gans et
al. 1991; Blank und Lorenz 2009; Gioeva, Kieninger et al. 2009; Renzulli, Schoepfer et
al. 2009). In fortgeschrittenen Stadien kann es so teilweise zu Malassimilation,
Blutungen und Leberzirrhose-ahnlichen Zustanden kommen (Hazenberg, van et al.
2004). Andere Organe, wie zum Beispiel das Herz, werden hingegen eher selten in

Mitleidenschaft gezogen (Kieninger, Eriksson et al. 2010).

Fast immer aber betrifft die AA Amyloidose die Niere (Falk, Comenzo et al. 1997;
Lachmann, Goodman et al. 2007; Grootscholten, Bajema et al. 2008; von Hutten,
Mihatsch et al. 2009). Hierbei kann es ebenfalls zu den in 1.3.3 beschriebenen
verschiedenen Verteilungsmustern mit entsprechender Symptomatik wie Proteinurie
und progressivem Nierenversagen kommen. Bezlglich der Verteilung der AA-
Amyloidose geben Helmchen et al. ein Verhaltnis zwischen glomerularem und
ausschlieBlich vaskularem Befall von anndhernd 4:1 an. Au3erdem zeichnet sich der
AA-Typ durch seine Affinitat zu dem tubulo-interstitiellen Kompartiment aus (Helmchen,
Velden et al. 2008; Nishi, Alchi et al. 2008).

Je nach Grunderkrankung kommen therapeutisch Zytostatika, TNF-o-Blocker oder
Antibiotika zum Einsatz. Die mittlere PatientenUberlebensdauer betragt ca. 2-4 Jahre
(Dember 2006).
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1.3.3.2 AL-Amyloidose

Die Leichtketten-Amyloidose, friher als primare Amyloidose bekannt, ist durch eine
Plasmazell-Dyskrasie, zu 80% in Form einer monoklonalen Gammopathie, zu 20%
durch ein multiples Myelom, bedingt (Kyle 1999; Gertz, Lacy et al. 2002). 10% der an
einem multiplen Myelom Leidenden weisen eine AL-Amyloidose auf (Falk, Comenzo et
al. 1997). Die UbermaRige Produktion monoklonaler Immunglobuline bzw. derer
Fragmente flhrt zur Bildung von Amyloid. Spezielle Aminosauresequenzen
pradisponieren die Immunglobulin-Leichtketten zur Amyloidogenese. Vergleicht man
gesunde Erwachsene mit an AL-Amyloidose Erkrankten, fallt auf, dass unterschiedliche
Verhaltnisse von k-Leichtketten-Immunglobulinen und A-Leichtketten-Immunglobulinen
vorliegen. Bei Gesunden liegt das x:A-Verhaltnis bei 2:1, bei Erkrankten bei 1:3

(Perfetti, Garini et al. 1995). Dies zeigt eine héhere Amyloidogenitat der A-Leichtketten.

Die AL-Amyloidose ist mit einer Inzidenz von ca. 10 Personen pro 1.000.000 die
haufigste und schwerwiegendste Form aller systemischen Amyloidosen (Kyle, Linos et
al. 1992; Rysava 2007). Neben der Niere (74%) sind das Herz (60%), die Leber (27%),
der Gastrointestinaltrakt (10-20%) und das autonome Nervensystem (18%) die am
haufigsten betroffenen Organe (Falk, Comenzo et al. 1997; Rysava 2007). Bei ca. 70%
der Patienten sind zum Zeitpunkt der Erstdiagnose bereits mehrere Organe befallen
(Obici, Perfetti et al. 2005). Bei der korperlichen Untersuchung koénnen Purpura,
Hepato-Splenomegalie, Lymphadenopathie oder Makroglossie bereits vorliegen. Sie
sind Ausdruck einer bereits fortgeschrittenen Erkrankung. Mudigkeit und
Gewichtsverlust stellen generelle klinische Symptome dar. Je nach Befallsmuster
variiert das weitere klinische Bild: Kardialer Befall stellt sich unter anderem durch
Herzrhythmusstorungen, diastolische Funktionsstorungen bis hin zu progressiver
Herzinsuffizienz dar (Kieninger, Eriksson et al. 2010). Storungen des autonomen
Nervensystems konnen unter anderem eine kardiale Beeintrachtigung verschlimmern
(Kyle, Kottke et al. 1966). Polyneuropathien finden sich bei bis zu 35% der Patienten
(Rocken, Ernst et al. 2006).

Auch bei dieser Amyloidoseform manifestieren sich frUhzeitig renale
Funktionsstorungen wie das nephrotische Syndrom (Rysava 2007). Im Vergleich zur
AA-Amyloidose ist die Hohe der Proteinurie und die Progression der

Nierenfunktionsstérung sogar noch ausgepragter (Helmchen, Velden et al. 2008).
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Neben dem Herzen ist der Nierenbefall mit entsprechender Funktionseinschrankung ein
wichtiger prognostischer Faktor. Zur Behandlung der Erkrankung werden heute
Chemotherapeutika wie Melphalan und autologe Stammzelltransplantationen
eingesetzt. Die mittlere Uberlebensrate ist zum Zeitpunkt der Diagnose oft nur noch ein
Jahr.

1.3.3.3 Hereditare Amyloidosen

Hereditare Amyloidosen fassen all jene Amyloidose-Formen zusammen, die auf eine
Keimbahnmutation zurickzufihren sind, die Primarstruktur eines Proteins verandern
und damit die Bildung von Amyloid begunstigen. Die vor Uber 50 Jahren erstmals
entdeckte ATTR-Amyloidose stellt hierbei die haufigste Form dar (Andrade 1952). Im
Laufe der Jahre wurden weitere erbliche Amyloidkrankheiten identifiziert: die AApoA1-,
AApoA2, ACys-, ALys- und die AFib-Amyloidose. Wie die Namen bereits verraten,
stammt jede Form von autologen, physiologischen Proteinen ab, deren Primarstruktur
durch eine Mutation verandert wurde. Durch die jeweils unterschiedlichen
Proteinablagerungen und spezielle Ablagerungsmuster zeichnet sich jede Form durch
eine eigene Klinik aus. Im Folgenden werden die fir diese Arbeit relevanten Formen mit

renaler Beteiligung vorgestellt:

1.3.3.3.1 ATTR-Amyloidose
Transthyretin (TTR) bildet sowohl bei der hereditaren ATTR-Amyloidose als auch in der

senilen kardiovaskularen Form das Amyloidvorlauferprotein. Das grofdtenteils in der
Leber, teilweise auch im Plexus choroideus und im Auge produzierte Protein dient
vornehmlich dem Transport des Schilddriisenhormons Thyroxin (Robbins und Rall

1960). Bis heute sind Uber 95 amyloidogene Keimbahnmutationen beschrieben worden.

Die Inzidenz der unterschiedlichen Mutationen variiert nach geographischer Lage
(Tawara, Nakazato et al. 1983; Jacobson, Pastore et al. 1997; Eriksson, Buttner et al.
2009). Klinisch aulert sich die autosomal-dominant vererbte ATTR-Amyloidose unter
anderem durch Polyneuropathien, Malabsorption, kardiale Stérungen wie
Herzrhythmusstorung und Kardiomyopathien wie auch durch Glaskorpertribung
(Benson 2003; Benson und Kincaid 2007; Connors, Prokaeva et al. 2009). Erst spat
kommt es bei dieser Amyloidoseform zu einem prognostisch weniger entscheidenden

Nierenbefall (Haagsma, Hawkins et al. 2004).

13



Die mit dem Wildtyp des Transthyretins assoziierte senile kardiovaskulare Amyloidose
betrifft vornehmlich Organe des Thorax (Eriksson, Buttner et al. 2009). Durch eine
Lebertransplantation kann diese hereditare Amyloidoseform therapiert werden (Ericzon,
Larsson et al. 2003; Dember 2006).

1.3.3.3.2 AApoA1-/AApoA2- Amyloidose
Die AApoA1-Amyloidose liegt entweder als nichterbliche Form mit Wildtyp-

Proteinablagerungen in atherosklerotischen Plaques oder als autosomal dominant
vererbte Form vor (Mucchiano, Jonasson et al. 2001). Bei der letzteren Form kommt es
systemisch zu Ablagerungen der Proteinvarianten. Hierbei ist haufig die Niere, die
Leber, der Larynx, die Haut und das Myokard (Eriksson, Schonland et al. 2009)

betroffen.

Das in der Leber und dem Dunndarm synthetisierte Plasmaprotein ApoA1 stellt den
Proteinanteil von Lipoproteinen dar und ist ein Kofaktor der Lecithin-Cholesterin-
Acyltransferase (LCAT) (Sorci-Thomas und Thomas 2002). ApoA1 besteht aus 243
Aminosauren, die auf dem Exon 3 und 4 des ApoA1 Gens codiert sind (Karathanasis,
Norum et al. 1983). Bis heute sind bereits 16 Mutationen bekannt, die zu einer
AApoA1-Amyloidose fuhren. Die histoanatomische Verteilung des Amyloids und die
dadurch bedingte klinische Manifestation der hereditaren AApoA1-Amyloidose scheinen
vor allem durch die Lokalisation der Genmutation bedingt zu sein. So fihren Mutationen
im Codon 173-178 vornehmlich zur Herz-, Larynx- und Hautbeteiligung (Hamidi Asl,
Liepnieks et al. 1999). Niere und Leber sind vor allem bei Mutationen im Codon 1-75
betroffen (Benson 2003; Eriksson, Schonland et al. 2009). In der Niere zeichnet sich die
AApoA1-Amyloidose durch eine besondere Verteilung aus. Sie tritt haufig als isolierte

Markamyloidose auf (Helmchen, Velden et al. 2008).

Die erstmals 2001 entdeckte AApoA2-Amyloidose ist durch Mutationen im Stopcodon
des ApoA2-Gens bedingt. Hierdurch kommt es zu einer Proteinerweiterung um 21
Aminosauren am C-terminalen Ende (Benson, Liepnieks et al. 2001). Bis heute sind
vier amyloidogene Mutationen des ApoA2-Gens bekannt, welche sich alle mit einer
ahnlichen Klinik, einem langsam progredienten Nierenversagen, prasentieren (Benson
2003; Rocken, Ernst et al. 2006). Momentan stellt die Nierentransplantation die einzige

kurative Option dar (Magy, Liepnieks et al. 2003).
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1.3.3.3.3 AFib-Amyloidose

Bis heute sind sechs verschiedene Mutationen des in der Leber synthetisierten
Plasmaproteins Fibrinogen bekannt, die zu einer AFib-Amyloidose fihren koénnen
(Eriksson, Schonland et al. 2008). Trotz Mutation erfullt das Fibrinogen jeweils noch

seine Funktion in der Blutgerinnung (Serpell, Benson et al. 2007).

Klinisch prasentiert sich diese hereditare Amyloidose durch Bluthochdruck und
Proteinurie. In der Niere ist der rein glomerulare Befall charakteristisch flr die AFib-
Amyloidose (Lachmann, Booth et al. 2002; Dember 2006; von Hutten, Mihatsch et al.
2009). Leber und Milz sind erst bei fortgeschrittenen Krankheitsverlaufen betroffen
(Benson 2005). Auch hier sind die Therapiemdglichkeiten begrenzt. Eine kombinierte
Nieren- und Lebertransplantation stellt den vielversprechendsten Ansatz dar (Mousson,
Heyd et al. 2006).

1.3.3.3.4 ALys-Amyloidose

Bei dem ubiquitar vorkommenden Enzym Lysozym sind bis heute Uber funf Mutationen
entdeckt worden, die zu einer ALys-Amyloidose fuhren konnen (Rocken, Becker et al.
2006). Teilweise ist die Dbakteriolytische Funktion des Proteins in den
Amyloidablagerungen noch intakt (Pepys, Hawkins et al. 1993). Typischerweise
manifestiert sich diese Amyloidose in der Niere, vor allem in den Glomeruli. Ab dem

30.- bis 40. Lebensjahr kommt es zu Nierenfunktionsstorungen (Benson 2003).

1.4 Histologische Untersuchungsverfahren zur Diagnostik

Zur Diagnosestellung von Amyloid ist eine histologische Untersuchung einer

Gewebeprobe unerlasslich.

1.4.1 Gewebeprobe

Die Diagnose kann prinzipiell an jeder amyloidhaltigen Gewebeprobe gestellt werden.
Bei Verdacht auf Amyloidose eignet sich vor allem die histologische Untersuchung von

Gewebeproben symptomatischer Organe.

Da sich alle systemischen Amyloidosen in der Niere manifestieren konnen, stellt die
Nierenbiopsie eine sensitive Methode zum Amyloidnachweis dar. So wird in ca. 1,7-4%
aller Nierenbiopsien Amyloid nachgewiesen (Schena, Pannarale et al. 1996; Rivera,
Lopez-Gomez et al. 2002; Bergesio, Ciciani et al. 2007; Nishi, Alchi et al. 2008; von
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Hutten, Mihatsch et al. 2009). Teilweise werden allerdings Bedenken beziglich der
Gewebeentnahme an der Niere geaullert, da eine mit Amyloidose assoziierte
Gefalfragilitat ein erhdhtes Blutungsrisiko mit sich bringen kann. Bis jetzt liegen aber
keine Zahlen vor, die erhdohte Blutungskomplikationen bei Nierenbiopsien an

Amyloidosepatienten belegen (Dember 2006).

Falls eine Nierenbiopsie nicht durchgefluhrt werden kann, stehen weitere Alternativen
zur Probengewinnung zur Verfugung. So stellt die von Westermark entwickelte
Fettaspirationsbiopsie  (FAB) eine einfach  durchzufihrende, kosten- und
komplikationsarme Maoglichkeit dar, Amyloid nachzuweisen (Westermark und Stenkvist
1973). Diese Methode zeichnet sich durch eine nahezu 100%ige Spezifitdt aus. Die
Sensitivitat liegt bei 50-80% und der positive pradiktive Wert bei 100%. Eine 2010
veroffentlichte Studie untersucht und belegt in diesem Zusammenhang auch erstmals
die Eignung des so gewonnenen Materials zur Amyloidklassifizierung (Halloush,
Lavrovskaya et al. 2010). Wahrend so bereits AA-, AL- und einige hereditare (AApoA1-,
AApoA2-, AFib-, ALys-) Amyloidosen nachgewiesen werden konnten, werden andere
Amyloidosen durch diese Methodik haufig nicht erfasst (Dember 2006; Récken, Ernst et
al. 2006).

Biopsien des Gastrointestinaltraktes, vor allem des Rektums, bieten im Vergleich zu der
FAB eine hohere Sensitivitat des Amyloidnachweises und gehdren heute zu den
Standardverfahren. Auch kdnnen hierbei die immunhistologischen Untersuchungen in

der Regel umfassender durchgeflhrt werden (Kuroda, Tanabe et al. 2002).

Zur Abklarung einer peripheren Neuropathie kann eine Suralnervbiopsie beispielsweise

zur Diagnose einer ATTR- oder AL-Amyloidose fuhren (Cohen 1994).

Im Allgemeinen ist zu der Sensitivitat der unterschiedlichen Gewebeproben und
Gewinnungsmethoden zu sagen, dass diese vor allem von der fachgerechten

Materialgewinnung, dem Krankheitsstadium und der jeweiligen Amyloidform abhangt.

1.4.2 Kongorot-Farbung

Zur Diagnosestellung ,Amyloid“ gilt die am Paraffinschnitt ausgefihrte Kongorot-
Farbung als Goldstandart (Puchtler, Sweat et al. 1962). Die Farbemethode basiert auf
der Fahigkeit der Kongorot-Molekule, sich langs der Achsen der Amyloidfibrillen

anzulagern. In Verbindung mit dem Polarisationsmikroskop ist diese Methodik

16



hochspezifisch und lasst das Amyloid in einer rétlich bis grinlichen anomalen
Polarisationsfarbe erscheinen (Howie und Brewer 2009). Allerdings ist die Sensitivitat,
besonders bei geringer Amyloidablagerung, eingeschrankt. Durch Erhdhung der
Schnittdicke von 2-5 um auf ca. 5-10 um lasst sich diese steigern. Auch kann man
zuerst die sensitivere Kongorot-Immunfloreszenz verwenden, um dann die dabei
orange-fluoreszierenden Herde noch im polarisiertem Licht auf ihre anomale

Polarisationsfarbe hin zu untersuchen (Linke 2000).

Da die Kongorot-Farbung bei histologischen Gewebebeurteilungen nicht routinemafig
durchgefuhrt wird, bleibt aber eine Vielzahl von Amyloidosen, sofern kein Verdacht
besteht, auch weiterhin unentdeckt (Dember 2006). Um den Standard der
Amyloiddiagnostik weiter zu heben, werden momentan neue Methoden zur Diagnostik

entwickelt und erprobt.

1.4.3 Elektronenmikroskopie

Seit den 50er Jahren wird die Elektronenmikroskopie zur Untersuchung von
Amyloidablagerungen eingesetzt (Cohen und Calkins 1959). Die dabei dargestellten
Fibrillen (siehe auch 1.1.5.3) lassen sich durch eine positive Kongorot-Farbung dem

Amyloid zuordnen.

Im Gegensatz zu anderen Geweben beinhaltet die histologische Untersuchung von
Nierengewebe standardmafig eine elektronenmikroskopische Beurteilung. Die im Falle
einer Amyloidose vorliegenden Fibrillen sollten so immer, ob der Verdacht auf eine
Amyloidose bereits geauldert wurde oder nicht, eine abklarende Kongorot-Farbung nach
sich ziehen. Dadurch ist der Anteil unentdeckter renaler Amyloidosen im Vergleich mit

anderen Organmanifestationen geringer (Dember 2006).

Die Kryo-Elektronenmikroskopie wird heute eingesetzt, um die Struktur der

Amyloidfibrillen genauer zu erforschen (Sachse, Grigorieff et al. 2009).
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1.4.4 Morphologische Differentialdiagnostik

Krankheiten wie die Immunglobulin-Leicht- und Schwerkettenablagerungskrankheit,
Hyalinosen und Sklerosen lassen sich mit Hilfe der Kongorot-Farbung in Verbindung mit
der Polarisationsmikroskopie vom Amyloid abgrenzen. Auf einige weitere
Differenzialdiagnosen renaler Amyloidosen soll hier noch im Speziellen eingegangen

werden.

So stellt die Differenzierung der fibrillaren Glomerulonephritis zur renalen Amyloidose
eine gewisse Herausforderung dar. Diese fibrillare Erkrankung liefert sowohl licht- und
elektronenmikroskopisch als auch immunhistologisch dem Amyloid sehr &ahnliche
Ergebnisse. Doch auch hier unterscheidet die Kongorot-Farbung die beiden
Krankheiten von einander. Die Leichtketten-Nephropathien und die immunotaktilen
Glomerulonephritiden sind elektronenmikroskopisch durch das Fehlen von Fibrillen

leichter vom Amyloid zu trennen.

1.5 Klassifikation

Die Diagnose Amyloid allein reicht heute nicht mehr aus. Mit dem stetigen
Wissenswachstum Uber die verschiedenen Amyloidformen und der Entwicklung
spezieller Behandlungsmdglichkeiten flr die jeweiligen Amyloidosen, ist die richtige
Typisierung des gefundenen Amyloids essentiell. Dazu sind neben einer sorgfaltigen
klinischen Beurteilung der Symptome vor allem die immunhistologische und
gegebenenfalls weiterfUhrend die genetische Diagnostik oder auch

proteinbiochemische Verfahren unabdingbar.

1.5.1 Immunbhistologie

Die einfachste und kostengunstigste Methode zur Klassifizierung von Amlyoid stellt die
Immunhistochemie dar. Die Verlasslichkeit dieses Verfahrens wurde bereits in diversen
Studien aufgezeigt (Kebbel und Rocken 2006; Linke, Oos et al. 2006; Gioeva, Kieninger
et al. 2009; Kieninger, Eriksson et al. 2010). Sie hangt auch vom Einsatz eines
umfassenden und zuverlassigen Antikorper-Panels ab. Zur Typisierung systemischer
Amyloidosen sollten laut Leitlinien der Deutschen Gesellschaft flir Amyloid-Krankheiten
e.V. mindestens Antikorper gegen AA-, AApoA1-, AFib-, AL-, ALys- und ATTR-Amyloid
verwendet werden. Jeder Antikorper sollte zudem noch neben dem

Untersuchungsmaterial an einer Kontrolle Uberpruft werden (Linke, Oos et al. 2006).
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Eine Vielzahl der hier genannten Antikorper ist heute kommerziell erhaltlich. Die
Qualitat der Auswertung der immunhistologisch gefarbten Schnitte kann durch den

direkten Vergleich mit einem Kongorot-gefarbten Serienschnitt gesteigert werden.

1.5.2 Proteinbiochemische Verfahren/Aminosauresequenzanalyse

Liegen nur geringe Mengen des zu untersuchenden Gewebes vor oder aber fuhrt die
Immunhistologie zu keinem Ergebnis, kann das zu identifizierende Amyloidprotein
durch Aminosauresequenzanalyse eindeutig bestimmt werden (Kaplan, Hrncic et al.
1999; Kaplan, Martin et al. 2004). Dieses aufwendige Verfahren eignet sich aber noch
nicht zum Einsatz als Routinediagnostik.

1.5.3 Molekularbiologische Verfahren

Die immunhistologische oder proteinbiochemische Typisierung des Amyloids bestatigt
noch nicht das Vorliegen einer hereditaren Amyloidose. Fur die ldentifikation einer
solchen Form muss die genomische Mutation des im Vorfeld typisierten
Amyloidvorlauferproteins durch molekularbiologische Untersuchungen nachgewiesen
werden. Die zu untersuchende genomische DNA kann entweder aus Vollblut oder aus

Formalin-fixiertem und in Paraffin eingebettetem Gewebe isoliert werden.
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1.6 Zielsetzung

Amyloidosen bilden eine heterogene Gruppe von Krankheiten, die alle durch eine
pathologische Ablagerung autologer Proteine bedingt sind. Abhangig von der
Organverteilung und Befallsschwere kann Amyloid ein progressives und
lebensbedrohliches Organversagen bedingen (Merlini und Bellotti 2003). Auf Grund des
haufigen renalen Befalls systemischer Amyloidosen, kommt es im Zuge der Erkrankung
haufig zu Nierenversagen und/oder Proteinurie (Bergesio, Ciciani et al. 2007; Rysava
2007; Bergesio, Ciciani et al. 2008; Helmchen, Velden et al. 2008; Nishi, Alchi et al.
2008). So leiden bereits mehr als ein Viertel der Patienten zum Zeitpunkt der
Erstdiagnose an einem nephrotischen Syndrom (Nishi, Alchi et al. 2008). Trotz des
haufigen renalen Befalls liegen heute noch keine genauen Angaben uUber die Haufigkeit
der verschiedenen Amyloidosen in der Niere vor. Ziel dieser Arbeit war es, genauere
Kenntnisse Uber nierentypische und -spezifische Verteilungsmuster renaler

Amyloidosen zu erlangen, um ihre Diagnose und Klassifikation zu erleichtern.

In dieser Arbeit sollte weiterhin die Pravalenz hereditare Amyloidosen Uberpuft werden.
Mehrere Studien wiesen in letzter Zeit darauf hin, dass die Pravalenz hereditarer
Amyloidosen deutlich Uber dem bis vor kurzem vermuteten geringen Anteil liegt. Stetige
Neudiagnosen bereits bekannter hereditarer Amyloidosen und die Entdeckung immer
neuer hereditarer Formen fuhrten zu der wachsenden Zahl hereditarer Amyloidosen.
Lachmann et al. vermuten, dass es sich bei 10% der als AL-Amyloidose klassifizierten
Falle eigentlich um hereditare Formen handelt (Lachmann, Booth et al. 2002). Mit Hilfe
dieser Arbeit sollte die Pravalenz hereditarer Amyloidosen in konsektuiven
Nierenbiopsiekollektiven ermittelt werden. Ein besonderes Augenmerk war dabei auf
fehl-diagnostizierte hereditare renale Amyloidosen im untersuchten Kollektiv gerichtet.
Um die Diagnose hereditarer Amyloidosen in Zukunft zu erleichtern, sollten
charakteristische Eigenheiten der verschiedenen hereditaren Amyloidosen, wie zum
Beispiel typspezifische Verteilungsmuster innerhalb der Niere, herausgearbeitet

werden.

Die hier durchgefuhrte Studie umfasste einen zeitlichen Rahmen von 1990-2007. In
dieser Zeit gab es bezlglich der Therapiemdglichkeiten der Grunderkrankungen der

AL- und AA-Amyloidose eine Reihe von Verbesserungen und Weiterentwicklungen.

20



In dieser Arbeit sollten dadurch bedingte Veranderungen in der Inzidenz der renalen

AL- und AA-Amyloidose innerhalb der letzten 18 Jahre herausgearbeitet werden.

Innerhalb dieser Zeitspanne kam es neben den gerade beschriebenen Veranderungen
der Amyloid-bedingenden Erkrankungen noch zu weiteren Entwicklungen, wie
beispielsweise die gestiegene Lebenserwartung. Auf Grund dieser Umstellungen sollte
die Analyse der demografischen und klinischen Patientendaten des Kollektivs dazu
dienen, das Patientenprofil der jeweiligen Amyloidoseformen zu aktualisieren und somit

die tagliche Diagnostik und Klassifikation zu vereinfachen.

Die korrekte Klassifikation der Amyloidosen bildet die Grundlage einer erfolgreichen
Therapie. Die immunhistochemische Farbung von in Formalin fixierten und in Paraffin
eingebetteten Gewebeproben stellt die gangige Methode in der klinischen Pathologie
(Linke, Oos et al. 2006) dar. Die stetig wachsende Zahl identifizierter Amyloidproteine
und somit die Erweiterung der zur immunhistochemischen Klassifizierung verwendeten
Antikorper lie® eine Neubewertung dieser Methodik erforderlich erscheinen. Somit
definierte die Beurteilung der Immunhistochemie zur Klassifizierung von Amyloid ein

weiteres Ziel dieser Arbeit.
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2 Material und Methode

2.1 Kollektiv

Aus den Instituten fur Pathologie dreier Einrichtungen (s.u.) wurden retrospektiv alle
Falle herausgesucht, die folgende Kriterien erfullten: Nierenbiopsie und die Diagnose
einer renalen Amyloidose. Das zusammengetragene Kollektiv umfasste schliellich eine
Serie von insgesamt 233 Nierenbiopsien von 231 Patienten aus den Jahren 1990-2007.
In allen Proben lag eine histologisch gesicherte renale Amyloidose vor. 57 (24,4%)
Biopsate stammten aus dem Institut fur Pathologie der Charité, Berlin, 22 (9,4%)
Biopsien wurden vom Institut fur Pathologie des Ernst von Bergmann Klinikum,
Potsdam, bereit gestellt. 154 (66,1%) Biopsien stammten aus dem Universitatsspital,
Basel, Schweiz. Alle drei Institute erhielten die zu untersuchenden Gewebeproben von
klinisch tatigen Arzten und von niedergelassenen Pathologen. Alle Biopsate enthielten

Nierenrinden- und Nierenmarkanteile.

2.2 Histologie

Alle Organproben waren in Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet worden. Die
jeweils daraufhin angefertigten Serienschnitte wurden sowohl routinemalig mit
Hamatoxylin-Eosin als auch mit der Perjodsaure-Schiff-Reagenz Reaktion (PAS) und
der Kongorot-Farbung nach Puchtler et al. gefarbt. Die Diagnose “Amyloid” wurde
durch die anomale Polarisationsfarbe im polarisierten Licht eines mit Kongorot
gefarbten Schnittes bestatigt (Puchtler, Sweat et al. 1962; Linke 2000). Die hierbei
vorgefundene Menge der Amyloidablagerungen wurde nach einer visuellen Beurteilung

in geringgradig (Grad 1), moderat (Grad IlI) oder ausgepragt (Grad Ill) eingestuft.

2.3 Immunhistochemie

In den Instituten flr Pathologie der Charité und des Ernst von Bergmann Klinikum
wurden zur Ausfuhrung der Immunhistochemie folgende Antikorper verwendet:
kommerziell erhaltliche monoklonale Antikdrper gegen AA-Amyloid (1:600) und
polyklonale Antikdérper gegen Amyloid P-Component (1:5000), Fibrinogen (1:2000),
Lysozym (1:3000), Transthyretin (1:4000), A-Leichtketten (1:160.000), k- Leichtketten
(1:160.000; alle DAKO, Hamburg Deutschland) als auch nicht kommerziell erhaltliche
polyklonale Antikorper, gerichtet gegen Apolipoprotein A1 (Anti-ApoA1-Antikorper;
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Verdinnung 1:1000) (Gregorini, lzzi et al. 2005), gegen von A-Leichtketten-abgeleiteten
Amyloidproteine (Anti-AL1-Antikorper; Verdunnung 1:3000; Bohne, Sletten et al. 2004)
und Anti-A-Leichtketten-Peptid Antikdrper (AL3, Verdinnung 1:250; AL7, Verdlinnung
1:500). Die Immunfarbung wurde mit Hilfe des BenchMark® XT Immunfarbers unter
Verwendung des ultraView™ Universal Alkaline Phosphatase Red Detection Kits (beide
von Ventana Medical Systems, Inc., Tucson, Arizona, U.S.A.) durchgefuhrt. Vor der
Inkubation mit den Antikorpern gegen Anti-Amyloid P Component, -A- und -k-
Leichtkette, -Transthyretin und -AL7 wurden die zu behandelnden Schnitte mit Cell
Conditioning 1 nach Herstellerangaben vorbehandelt (CC1; Ventana). Ebenso mussten
vor der Anti-Apo A1-Antikdrper Inkubation die Gewebeschnitte flir 32 Minuten bei 95°C
in Zitratpuffer eingelegt werden. Die Spezifitat der Immunhistochemie wurde durch die
Verwendung von Gewebeproben mit bereits bekannten Amyloidklassen (AA-, ATTR-,
ALA-Amyloid) und durch den vom Hersteller empfohlenen Gebrauch von
Positivkontrollen (verbliebene Antikorper) Uberprift. Das Weglassen des primaren

Antikorpers diente als Negativkontrolle.

Im Universitatsspital Basel wurden die verwendeten Antikorper gegen AA-Amyloid, A-

und K- Leichtkette und Transthyretin freundlicherweise von Prof. Dr. R. Linke gestellt.

- Mono-/ . Hersteller/ zur Antikdrperherstellung
Antikérper Polyklonal Vorbehandlung Verdinnung verwendete Peptide
P-Component P Zell Konditionierung 1 1:5000 DAKO, Hamburg, Deutschland
(Ventana)
AA M 1:600 DAKO, Hamburg, Deutschland
NH,-DEPPQSPWDRVKDLAC-CONH,
Apo Al P Citrat-Buffer 1:1000 und NH,-CVLKDSGRDYVSQFEG-
CONH, "
Fibrinogen P 1:2000 DAKO, Hamburg, Deutschland
. Zell Konditionierung 1 X
A-Leichtkette P (Ventana) 1:160000 DAKO, Hamburg, Deutschland
AL 1(A) P 1:3000 Native ALy, Amyloid Proteine®
NH2-ISCSGSSSNIGSNTV CONH, und
AL 3 ()) P 1:250 NH,-QRPSGVPDRFSGSKSGTS-
CONH,""
Zell Konditionierung 1 . NH; — CLFPPSSEELQANKATLYV -
AL 7 () P (Ventana) 1:500 CONH,
Lysozym P 1:3000 DAKO, Hamburg, Deutschland
. Zell Konditionierung 1 i
k-Leichtkette P (Ventana) 1:160000 DAKO, Hamburg, Deutschland
Transthyretin P Zell Konditionierung 1 1:4000 DAKO, Hamburg, Deutschland

(Ventana)

Tabelle 3: Fur die Reklassifikation der Amyloidablagerungen verwendete Antikérper
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2.4 DNA Sequenzanalyse

FUr den Nachweis einer Keimbahnmutation im APOA1-Gen wurde genomische DNA
aus im Vollblut lokalisierten Leukozyten gewonnen. Mit Hilfe des QlAamp-DNA-blood-
mini-kits  (Qiagen, Hilden, Deutschland) erfolgte die DNA-Extraktion nach
Herstellerprotokoll. Mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurde die
Amplifikation des APOA1 Exon 1-4 unter Verwendung der folgenden spezifischen
Primerpaare durchgeflhrt: Exon 1-2 (489 bp) vorwarts 5’-aagttccacattgccaggac-3’ und
rickwarts  5-agaggcagcaggtttctcac-3’;, Exon 3 (376 bp) vorwarts 5-
agaggcagcaggtttctcac-3’ und ruckwarts 5’-aatatctgatgagctgggcc-3’; Exon 4a (493 bp)
vorwarts 5’- aagagaagctgagcccact-3’ und ruckwarts 5’-ccctacagcgacgagcetg-3’; Exon 4b
(400 bp) vorwarts 5’-ctggaaatgctaggccac-3’ und rickwarts 5’-cagcttctttcttttgggagaa-3'.
Die bei der PCR verwendeten Reaktionslésungen beinhalteten 200 ng DNA, 1 uM des
Exon-spezifischen Primers, 1x PCR Puffer, 1,5 U Tag-Polymerase, 0,2 yM dNTPs, und
Q-Losungen jeweils in Konzentrationen nach Herstellervorschlag (Qiagen). Folgende
Thermozykler-Einstellungen wurden verwendet: initiale Denaturierung bei 94°C fir 3
min, 40 Zyklen bei 94°C fur 1 min, 60°C (61°C fir das Exon 4a Primer-Paar) fir 1,5 min,
72°C fur 1 min, finale Elongation bei 72°C fur 7 min. Eine Negativ-Kontrolle, mit
Reinwasser anstelle von DNA, war bei jedem PCR-Lauf einbezogen. Ebenso lief eine
Positiv-Kontrolle mit. Hierzu diente Blut eines Individuums mit Wildtyp APOA1. Qualitat
und GrolRe der PCR-Produkte wurden mittels Agarose-Gelelektrophorese analysiert.
Die Aufreinigung der DNA-Fragmente erfolgte mit dem ExoSAP-IT® Clean-up Kit fur
PCR-Produkte (USB Corp., Cleveland, OH, USA). Nach diesem Schritt erfolgten in
beide Richtungen ablaufende Sequenzierreaktionen der PCR-Produkte unter
Verwendung des ABI PRISM® BigDye Terminator v3.1 Ready Reaction Cycle
Sequencing Kits (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), wobei das bereits oben
beschriebene Primer-Set verwendet wurde. Die Sequenzierung der Amplifikate erfolgte
mit Hilfe des ABI PRISM® 3130 Genetic Analyzer.

2.5 Auswertung

Das gesamte Kollektiv wurde mehrfach mikroskopiert. Bei lickenhafter
Immunhistochemie wurde versucht, das zu Verfligung stehende Antikérperpanel zu
komplettieren. In 44 Fallen konnte so eine vollstandige AntikOrperpalette eingesetzt
werden, in 9 Fallen waren bereits alle Farbungen vorhanden und in 180 Fallen konnten

auf Grund von zu geringer oder nicht vorhandener Biopsiemenge nicht alle
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Immunreaktionen durchgeflhrt werden. Das Amyloidprotein wurde
immunhistochemisch klassifiziert, wenn eine starke, homogene Anfarbung der
gesamten Amyloidablagerungen vorlag. Ungleichmalf3ig, und vor allem unvollstandig
angefarbtes Amyloid wurde hingegen nicht als Nachweis eines Amyloidproteins
angesehen. Eine starke, gleichmaRige Farbung des gesamten Amyloiddepots mit
mehreren AntikOrpern verschiedener Amyloid-Vorlauferproteine wurde als nicht
klassifizierbar gewertet. Nach Beurteilung der Histologie und der Immunhistochemie

wurden die klinischen Angaben zu den Fallen dokumentiert.
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3 Ergebnisse

3.1 Korrelation der Histologie und Immunhistochemie mit den klinischen Daten

136 Manner und 95 Frauen bildeten das Kollektiv (M:F=1,4:1,0). Das Durchschnittsalter
der Patienten lag bei 58,8 Jahren (Altersspanne 6-98 Jahre). Die immunhistochemische
Klassifizierung des Amyloids erfolgte in insgesamt 225 (96,6%) Fallen. 8 (3,4%)
amyloidhaltige Biopsien konnten nicht klassifiziert werden. Diese werden im Folgenden
als Amyloid, nicht klassifizierbar betitelt. Eine AL-Amyloidose wurde in 124 (53,2%) von
insgesamt 233 Biopsien diagnostiziert. Diese Form der Amyloidose ist somit die
haufigste in diesem Kollektiv. Als zweithaufigste Amyloidose fand sich die AA-
Amyloidose, die in 94 (40,3%) Biopsien nachgewiesen wurde. Renale Amyloidosen von
vermeintlich hereditarem Ursprung wurden bei sieben (3,0%) Patienten diagnostiziert.
Diese setzten sich aus vier (1,7%) Fallen mit AFib-Amyloidose, zwei (0,9%) Fallen mit
ATTR-Amyloidose und einem (0,4%) Fall mit AApoA1-Amyloidose zusammen. Bei drei
Patienten farbten sich die Amyloidablagerungen mit zwei unterschiedlichen Antikérpern
regelmallig und stark an, weshalb bei diesen Fallen eine Misch-Amyloidose vermutet
wurde: AA+ATTR (ein Patient), ALA+ATTR (ein Patient) und ALk+ATTR (ein Patient).

Alter n (%) Geicwoe)cht
n (%) 0-9 10-19 20-29 30-39 40-49 50-59 60-69 70-79 80-89 90-99 E;::{ w m
ALY 106 2 9 27 35 28 3 2 48 58
(45.5) 09 (39 (116 (1500 (1200 (1.3)  (0,9) (20,6) (24.9)
10 1 3 4 1 4 6
ALk (4,3) o4 108 g3 17 (04 an (26
8 4 4 1 7
ALnos. (34 an A ©04)  (30)
A 94 1 6 7 7 12 15 24 14 5 1 2 36 58
403) (04 (26 (30) (30) (52 (64) (103) (600 (22) (04) (09 (155 (24.9)
2 1 1 1 1
ATTR (0,9) ©04)  (0.4) ©04) (0.4
_ 4 1 1 2 1 3
AFib 17 04) (04 (09 ©04) (1.3
1 1 1
AApOAI (0.4) (0,4) 0.4)
Amyloid,
nicht 8 1 1 2 2 1 1 4 4
Klassifi-  (3.4) 04) (04 (09 (09 (04) (04 an  an
zierbar
Gesamt 233 1 5 7 10 25 52 70 47 12 2 96 137
(100)  (04) (22) (30) (43) (107) (223) (30) (202) (5.2) 09) (412 (588)

Tabelle 4: Korrelation des Amyloidproteins mit Alter und Geschlecht der Patienten
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3.1.1 AL-Amyloidose

Die 124 Falle von 123 Patienten mit AL-Amyloidose konnten im Rahmen der
immunhistochemischen Farbung weiter in  AL-Amyloid vom A- [106 (85,5%) Biopsien]
und k-Leichtketten Subtyp [10 (8.1%) Biopsien] unterteilt werden (Tabelle 4). Somit
ergab sich ein A-:k-Leichtketten-Verhaltnis von 10,6:1,0. In 8 (6,5%) Fallen zeigten
weder die A- noch die k-Leichtketten Antikorper eine eindeutige Pradominanz bei der
Anfarbung der Amyloidablagerungen. Auferdem konnte keine eindeutige positive
Immunreaktion mit den Ubrigen, gegen systemische Amyloidosen gerichteten
Antikoérpern gefunden werden. Da bei diesen Fallen aber klinische Informationen, wie
etwa eine Bence-Jones-Proteinurie, sowie weitere histopathologische Befunde, wie z.B.
der histologische Nachweis eines Plasmozytoms in einer Beckenkammbiopsie, die
Diagnose einer AL-Amyloidose festigten, wurden diese 8 als ,Verdacht auf AL-Amyloid,

nicht spezifierbar (n.o.s.)* klassifiziert (Tabelle 4).

Abbildung 1: Amyloidablagerung in den verschiedenen Strukturen der Niere
Exemplarische Darstellung der Ablagerungsarten des Amyloids in den Nierenbiopsaten — glomerulére

Amyloidablagerung; = vaskuldre Amyloidablagerung; e interstitielle Amyloidablagerung; * peritubulére

Amyloidablagerung; Kongorotféarbung ohne (links) und mit Polarisation; OrginalvergréRerung x 200,
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3.1.1.1 ALA-Amyloidose

Die Gruppe der ALA-Amyloidosen setzte sich aus 57 (54,2%) Mannern und 48 (45,7%)
Frauen zusammen (M:F = 1,21). Mit einer Gesamtzahl von 105 Patienten ist diese
Untergruppe der AL-Amyloidose die haufigste Form Uberhaupt in diesem Kollektiv
(Tabelle 4). Zum Zeitpunkt der Diagnosestellung waren die Patienten im Durchschnitt
63,1 Jahre alt (Altersspanne: 34-98 Jahre). 85,5% aller Patienten befanden sich
zwischen dem 50. und dem 79. Lebensjahr.

Anzahl
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1
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Alter

Abbildung 2: Altersverteilung der AL-Amyloidose

Die histologische Beurteilung der Amyloidablagerungen dieser Untergruppe ergab
Folgendes: In 32 (30,2%) Biopsien fanden sich geringe Mengen von Amyloid. Des
Weiteren wurden in 29 (27,4%) Biopsien mittelgradige und in 45 (39%) Biopsien

ausgepragte Amyloidablagerungen festgestellt.

Amyloid, nicht Kklassifizierbar

B 1 (0-25%)
B 11 (25-50%)
B 111 (>50%)

T T T T T T T T T T i
0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90%  100%

Abbildung 3: Schweregrad des Amyloidbefalls
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Bezogen auf die Lokalisation des Amyloids fand sich in neun (8,5%) Fallen ein rein
glomerularer Ablagerungstyp. Glomerulo-vaskulare Depots wurden in 21 (19,8%) Fallen
beobachtet. Am Haufigsten, in 65 (61,3%) Fallen, befand sich das Amyloid jedoch in
allen drei renalen Kompartimenten, in Glomerula, in Gefallen und im tubulo-
interstitiellen Raum. Bezuglich dieser letzten Gruppe ist hinzuzufligen, dass die
glomerularen Ablagerungen am starksten ausgepragt waren und dass der tubulo-
interstitielle Raum nur geringgradig betroffen war. Es lagen von einem Patienten zwei
innerhalb eines Jahres entnommene Biopsien vor. Dabei konnte histologisch keine

Veranderung der Amyloidablagerungen festgestellt werden.

min allen Strukturen
B glomerular

B vaskular
Otubulo-interstitiell

B glomerulo-vaskular

m glomerulo-interstitiell

Abbildung 4: Verteilung des AL-Amyloids

Klinische Daten der Patienten waren in 37 (34,9%) Fallen vorhanden, die Auswertung
dieser ergab Folgendes: 15 (40,5%) dieser 37 ALA-Amyloidosen waren mit einem
Plasmozytom assoziiert. Bei neun (24%) Fallen wurde eine monoklonale Gammopathie

diagnostiziert.

Zu Grunde liegende Krankheiten: AL-Amyloid

Nicht-infektiose Erkrankungen:

Monoklonale Gammopathie 11
Plasmozytom 20
Unbekannt 93
Gesamt 124

Tabelle 5: Zu Grunde liegende Erkrankungen renaler AL-Amyloidosen
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In 51 (48,1%) von allen 106 ALA-Amyloidosen ist der Schweregrad der symptomatisch
aufgetretenen Proteinurie Ubermittelt worden. Die durchschnittliche
Proteinausscheidung pro Tag lag bei 7,2 g £ 4,5 g. 43 (84,3%) an ALA-Amyloidose
leidende Patienten schieden taglich mehr als 3,5 g Proteine im Urin aus, was es zu
einer schweren Proteinurie graduiert. Vier (7,8%) Patienten wiesen eine mittelgradige
Proteinurie mit Ausscheidungswerten zwischen 1-3,5 g/d auf, und weitere vier (7,8%)

eine milde Proteinurie (< 1g/d), (Tabelle 9).

3.1.1.2 ALk-Amyloidose

Bei sechs (60%) Mannern und vier (40%) Frauen lag eine ALk-Amyloidose vor. Das
Durchschnittsalter dieser 10 Patienten betrug zum Zeitpunkt der Diagnose 64,8 Jahre.
Die Altersspanne reichte von 40 bis 80 Jahren (Tabelle 4, Abbildung 2).

Die Beurteilung der Amyloidablagerungen in den 10 Biopsien ergab, dass jeweils zwei
(20%) Patienten einen milden und einen mittelschweren Befall von Amyloid in der Niere
aufwiesen. Bei den Ubrigen sechs (60%) Fallen wurden hingegen hochgradige
Amyloidablagerungen gefunden (Abbildung 3).

Auch in dieser Gruppe konnten verschiedene Verteilungsmuster der
Amyloidablagerungen beobachtet werden. Finf (50%) Falle wiesen glomerulare und
tubulo-interstitielle Amyloidablagerungen auf. Bei vier (40%) Fallen fand sich in allen
drei Kompartimenten Amyloid. In einem (10%) Fall war eine rein vaskulare Lokalisation
zu beobachten (Abbildung 4).

Die Auswertung der klinischen Daten von sieben (70%) Patienten aus dieser Gruppe
ergab, dass funf (71,4%) Patienten im Vorfeld an einem Plasmozytom erkrankt waren
(Tabelle 5).

Bei drei Patienten wurde eine Mengenangabe zur Proteinurie Ubermittelt. Der
Durchschnittswert lag bei 12,3 g/d + 4,7 g/d. In allen drei Fallen handelte es sich um

eine schwerwiegende Proteinurie (> 3,5 g/d) (Tabelle 9).
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3.1.1.3 AL-Amyloid n.o.s.

In acht (6,5%) Fallen konnte die AL-Amyloidose auf Grund von uneindeutiger
Antikoérperreaktion nicht weiter subklassifiziert werden. Hier setzte sich die Gruppe aus
sieben (87,5%) Mannern und einer (12,5%) Frau zusammen (M:F=7:1). Durchschnittlich
waren die Patienten 59 Jahre alt (Altersspanne: 54 bis 65 Jahre), als die renale

Amyloidose erstmals diagnostiziert wurde (Tabelle 4, Abbildung 2).

Jeweils drei Biopsien (37,5%) waren hochgradig bzw. gering von Amyloid betroffen,

zwei (25%) Biopsien wiesen eine mittelgradige Amyloidablagerung auf (Abbildung 3).

Das Amyloid fand sich in funf (62,5%) Biopsien in allen Kompartimenten der Niere, d.h.
glomeruldr, vaskular und tubulo-interstitiell. Ein rein  glomerulo-vaskulares
Verteilungsmuster fand sich in zwei (25%) Biopsien. In einer (12,5%) Biopsie liel3 sich

Amyloid nur im tubulo-interstitiellen Raum nachweisen (Abbildung 4).

An klinischen Informationen lag bei dieser Gruppe folgendes vor: Vermerkt waren eine
Bence-Jones Proteinurie, eine monoklonale Gammopathie und eine monoklonale

Gammopathie von unklarer Signifikanz (Tabelle 5).

Ein Patient litt an einer schweren Form der Proteinurie (6 g/d), ein anderer an einer
leichten Form (0,5 g/d) (Tabelle 9).

3.1.2 AA-Amyloidose

94 (40,3%) Nierenbiopsien enthielten AA-Amyloid. Davon waren 58 (62,3%) Manner
und 35 (37,6%) Frauen, was ein Geschlechterverhaltnis von 1,6:1 (M:F) ausmacht. Das
Alter zum Zeitpunkt der Diagnose reichte von 6 bis 86 Jahre (Durchnittsalter 54,1
Jahre). Dies ergab eine zweigipfelige Altersverteilung mit einem frihen [21 Patienten
<40 Jahre (22,3%)] und einem spaten Alterspeak [24 Patienten befanden sich in ihrer

siebten Lebensdekade (25.5%)](Tabelle 4).
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Abbildung 5: Altersverteilung der AA-Amyloidose

Die histologische Beurteilung der Biopsien lieferte folgende Ergebnisse: In unserem
Kollektiv befanden sich 13 (13,8%) Falle mit milden AA-Amyloid Ablagerungen, 22
(23,4%) Falle wiesen einen mittelgradigen und 59 (62,8%) Falle einen massiven
Amyloidbefall auf (Abbildung 3).

Ein Grolteil der von AA-Amyloid betroffenen Biopsien [85 (90,4%) von 94 Fallen] wies
sowohl ein glomerulares als auch extraglomerulares Verteilungsmuster auf. Davon
waren 27 (31,8%) durch einen glomerular-vaskularen Befall gekennzeichnet. Der rein
glomerulare Ablagerungstyp lag in drei (3,2%) Fallen vor, der rein extraglomerulare
hingegen in sechs (6,4%). In dieser Gruppe lagen ebenfalls zu einem Patienten zwei
innerhalb eines Jahres entnommene Nierenbiopsien vor. Beim Vergleich der beiden
Biopsien konnte kein Unterschied im Ausmald der Amyloidablagerung gefunden

werden.

min allen Strukturen
®glomerular

B glomerulo-vaskular
B glomerulo-interstitiell
Ovaskulo-interstitiell

Abbildung 6: Verteilung des AA-Amyloids
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Klinische Informationen lagen in 61 (64,9%) Fallen vor. Daraus ergab sich, dass

chronische, nicht-infektiose, inflammatorische Erkrankungen, wie etwa rheumathoide
Arthritis, Morbus Bechterew und familiares Mittelmeerfieber, in 45 (73,8%) von 61

Fallen der AA-Amyloidose zugrunde lagen. Chronische oder rezidivierende infektidse

Erkrankungen bedingten die Entwicklung einer AA-Amyloidose hingegen nur in 15

(24,6%) Fallen.

Zu Grunde liegende Krankheiten:

AA-Amyloid

Nicht-infektios:

Rheumatoide Erkrankungen:
Rheumatoide Arthritis
Spondylitis ankylosans
Arthritis psoriatica

Weitere chronische Erkrankungen:

Familidres Mittelmeerfieber

Morbus Crohn

Colitis ulzerosa

Strahlencolitis

Mukoviszidose

Urticaria

Systemischer Lupus Erythematosus
Autoimmunerkrankung unbekannten Ursprungs

Infektids:

Chronische H. pylori-Gastritis
Gastrointestinale Infektionen

Colitis

Duodenitis

Diverticulitis

Lambliasis

Durch zystische Fibrose bedingte chronische
Entziindungen

Chronisch obstructive Lungenerkrankungen mit
Brochiektasien

Tuberkulose

Unbekannt

= N-=_2N=2NNDN

NN=2=2DNNDN

—_

Gesamt

94

Tabelle 6: Zu Grunde liegende Erkrankungen renaler AA-Amyloidosen
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Bei insgesamt 44 Fallen gab es Angaben bezuglich des Schweregrads einer
Proteinurie. Patienten mit renaler AA-Amyloidose schieden durchschnittlich 7,2 g +6 g
Proteine pro Tag Uber den Urin aus. Von den insgesamt 44 Fallen waren 29 (65,9%) als
schwere Proteinurien (> 3,5 g/d), 11 (25%) als mittelgradige (1-3,5 g/d) und 4 (9,1%) als

milde Formen (<1 g/d) einzustufen (Tabelle 9).

3.1.3 Hereditare Amyloidosen

Innerhalb dieses 233 Biopsien umfassenden Kollektivs wurden sieben (3,0%)
hereditdare Amyloidosen diagnostiziert: vier (1,7%) AFib-Amyloidosen, zwei (0,9%)
ATTR Amyloidosen und eine (0,4%) AApoA1-Amyloidose (Tabelle 4).

3.1.3.1 AFib-Amyloidose

Eine AFib-Amyloidose konnte in vier (1,7%) Fallen nachgewiesen werden. Hier
herrschte eine ausgeglichene Geschlechterverteilung. Das Durchschnittsalter dieser
Gruppe lag bei 57,8 Jahren (Altersspanne 46 bis 64 Jahren) (Tabelle 4).

Anzahl
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Abbildung 7: Altersverteilung der AFib-Amyloidose

34



Alle vier Falle zeichneten sich durch ein auffalliges histologisches Erscheinungsbild
aus. Ein starker und ausschliel3lich glomerularer Befall war charakteristisch. Schon in
der Hamatoxylin-Eosin-Farbung waren die wolkenformig anmutenden Glomerula ein

Hinweis auf eine AFib-Amyloidose (Abbildung 3).

mglomerular

Abbildung 8: Verteilund des AFib-Amyloids

Klinische Informationen waren bei einem Patienten vorhanden. Dieser litt an einer

schweren Proteinurie (Tabelle 9).

Eine molekulargenetische Analyse konnte bei drei dieser vier Patienten durchgefuhrt
werden. Bei allen wurde eine p.Glu526Val Mutation im FGA Exon 5 nachgewiesen
(Eriksson, Schonland et al. 2008).

3.1.3.2 AApoA1-Amyloidose

Eine AApoA1-Amyloidose wurde bei einer 59-jahrigen Patientin immunhistochemisch

diagnostiziert (Tabelle 4).

Histologisch waren milde Amyloidablagerungen in Glomerula, in Gefallen und im

tubulo-interstitiellen Raum zu sehen (Abbildung 3).

Nach Durchfiuhrung molekulargenetischer Untersuchungen konnte hier erstmals

folgende Mutation im APOA1-Gen nachgewiesen werden: p.Ala154GlyfsX48.
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3.1.3.3 ATTR-Amyloidose

Diese Form der Amyloidose wurde in zwei Fallen diagnostiziert (M:F=1:1). Zum

Zeitpunkt der Diagnose war der Mann 65 und die Frau 54 Jahre alt (Tabelle 4).

In je einer Biopsie fanden sich geringe bzw. mittelgradige Amyloidablagerungen
(Abbildung 3).

Ein Fall konnte noch weiter molekulargenetisch untersucht werden. Dies ergab eine
p.Val30Met Mutation (Eriksson, Buttner et al. 2009).

Informationen zur symptomatischen Proteinurie wurden bei einem Patienten Ubermittelt.

Taglich schied dieser Patient 2,3 g Protein aus (Tabelle 9).

3.1.4 Unklassifizierbare Amyloidosen

Acht (3,4%) amyloidhaltige Biopsien konnten auf Grund von irregularen
Antikorperfarbungen nicht klassifiziert werden. Das Geschlechterverhaltnis war in dieser
Gruppe ausgeglichen. Das Durchschnittsalter der Patienten lag bei 48,8 Jahren, die

Altersspanne erstreckt sich von 26 bis 73 Jahren (Tabelle 4).

Die histologische Bewertung dieser acht Biopsien fuhrte zu folgenden Ergebnissen: In
funf (62,5%) Fallen fanden sich nur milde Amyloidablagerungen, in zwei (25%) Biopsien
handelte es sich bereits um einen mittelgradigen Befall. Nur eine (12,5%) Biopsie zeigte

hochgradige Amyloidablagerungen (Abbildung 3).

Das Amyloid lagerte sich in zwei (25%) Biopsien in allen drei Kompartimenten ab.
Ausschliel3lich glomerulare und vaskulare Strukturen waren in drei (37,5%) Biopsien
betroffen. Rein glomerularer Befall fand sich in einer (12,5%) Biopsie. Des Weiteren war
eine (12,5%) Biopsie durch ein vaskulares und tubulo-interstitielles Verteilungsmuster
und eine andere (12,5%) Biopsie durch ein glomerulares und tubulo-interstitielles

gekennzeichnet.

Ferner lagen Daten zur Proteinurie bei drei Patienten vor. Alle schieden mehr als 2,5 g
Proteine pro Tag aus (2,9 g/d, 5 g/d, 5,8 g/d) (Tabelle 9).

Eine weitere Typisierung dieser Patienten war nicht moglich, da sie entweder bereits

verstorben waren oder nicht kontaktiert werden konnten.
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3.2 Verlauf der Haufigkeit renaler Amyloidosen im Allgemeinen, bzw. der relativen

Haufigkeiten von AL- und AA-Amyloidosen

In dem von der Studie umfassten Zeitraum von 1990 bis 2007 gingen insgesamt 13921
Nierenbiopsate bei den Instituten fur Pathologie der Charité, des Ernst von Bergmann
Klinikkums und des Universitatsspitals Basel ein. Renale Amyloidosen konnten in 233
Biopsien von 231 Patienten nachgewiesen werden. Somit ergab sich fur das
Vorkommen von Amyloid in Nierenbiopsien eine Haufigkeit von 1,7% im untersuchten
Material. Die Haufigkeitsverteilung der AL- und AA-Amyloidose, den zwei fallstarksten
Amyloidoseformen des Kollektivs, lie innerhalb der Uberpruften 18 Jahre keine
Schlusse Uber eine steigende oder fallende Pravalenz ziehen. So lag die absolute
Pravalenz der AL- bzw. AA-Amyloidose jeweils zwischen 36,8%-61,8% bzw. 28%-50%,

die relative Pravalenz zwischen 0,6%-1,5% bzw. 0,5%-1%.

1990-1994 1995-1996 1997-1998 1999-2000 2001-2002 2003-2004 2005-2006 2007
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)

Anzahl aller 1482 (100) 1000 (100) 1258 (100) 1374 (100) 2060 (100) 2791 (100) 2731 (100) 1225 (100)
Nierenbiopsate

Anzahl aller
amyloidhaltiger
Biopsien

24 (1.6) 19 (1.9) 26 (2.1) 35 (2.5) 28 (1.4) 34 (1.2) 42 (1.5) 25 (2.0)

Anzahl aller
Biopsien mit
AA Amyloid

9 (37.5) 9 (47.4) 13 (50.0) 12 (34.3) 12 (42.9) 13 (38.2) 18 (42.9) 7 (28.0)

Anzahl aller
Biopsien mit
AL Amyloid

11 (45.8) 7(36.8) 13 (50.0) 21(60.0) 13 (46.4) 21(61.8) 22 (52.4) 14 (56.0)

Tabelle 7: Pravalenz renaler Amyloidosen

B /\
2
/ \ / ——gesamte Amyloidosen
1,5 ——AA-Amyloidose
\/ ——AL-Amyloidose

1 >
A
0,5 ~
0

1990- 1995- 1997- 1999- 2001- 2003- 2005- 2007
1994 1996 1998 2000 2002 2004 2006

Abbildung 9: Relative Pravalenz renaler AA- und AL-Amyloidosen
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3.3 Analyse der Immunhistochemie

Kongorot

Kongorot

Kongorot

Abbildung 10: Immunhistologische Klassifikation des Amyloids dreier Biopsiefélle
Renale AA- (obere Bildzeile), AL- (mittlere Bildzeile) und AFib- (untere Bildzeile) Amyloidose in

Nierenbiopsien. Homogen eosinophiles Material konnte in den Hamatoxylin-Eosin- (HE) gefarbten
Serienschnitten in den Glomerula, den GefalRwanden und dem tubulointerstitiellen Raum gefunden
werden. Die jeweiligen Bereiche zeigten in der Kongorot-Farbung die anomale Polarisationsfarbe im
polarisierten Licht. Die Amyloidablagerungen reagierten je nach Form immunhistochemisch mit den
Antikdrpern gegen AA-Amyloid (Anti-AA-Amyloid), A-Leichtkette (Anti-A-Leichtkette) oder Fibrinogen
(Anti-Fibrinogen).

Hamatoxylin Gegenfarbung; OrginalvergrofRerung x 200; HE: Hamatoxylin-Eosin

(aus von Hutten, H., M. Mihatsch, et al. (2009). "Prevalence and origin of amyloid in kidney biopsies." Am
J Surg Pathol 33(8): 1198-205)
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3.3.1 Abweichung in der Klassifizierung im Vergleich zu bereits bestehenden

Diagnosen

Jeder Fall dieses 233 Biopsien umfassenden Kollektivs wurde im Rahmen dieser Arbeit
reevaluiert. Teilweise wurden bereits bestehende Farbungen erneut bzw. weitere
Antikodrper-Farbungen erganzend durchgefuhrt. Die dabei erlangte Diagnose stimmte in
219 (94%) Fallen mit der bereits bestehenden Uberein. Bei funf (2,1%) Fallen konnte
die Diagnose AL-Amyloidose n.o.s. weiter in zwei ALA-Amyloidosen und in drei ALk-
Amyloidosen subklassifiziert werden. Bei einem weiteren Fall einer erstmals als AL-
n.o.s. klassifizierten Amyloidose musste die Diagnose in AApoA1-Amyloidose revidiert
werden. AuRerdem wurde in drei (1,3%) Fallen der Verdacht einer Mischamyloidose
erhoben. Erstmals diagnostiziert als eine AA-Amyloidose, eine ALA-Amyloidose und
eine ALk-Amyloidose wurde bei der Reevaluation jeweils eine Koreaktion des
Transthyretin-Antikorpers  deutlich.  Vier (1,7%) amyloidhaltige Biopsien, die
vorausgehend nicht weiter klassifiziert werden konnten, wurden nun Amyloidose
Formen zugeteilt: zwei ALk-Amyloidosen und zwei AFib-Amyloidosen. Des Weiteren
wurde eine vorangehend betitelte AL-Amyloidose n.o.s. nun als Amyloid,

unklassifizierbar eingestuft.

3.3.2 Immunreaktionen mit mehreren Antikorpern

Bei insgesamt 129 (55,4%) von 233 Biopsien traten Immunreaktionen mit mehreren
Antikérpern, den Amyloid P Component-Antikdrper hier ausgenommen, gleichzeitig auf.

Es haben sich folgende Reaktionsmuster einteilen lassen:

Die Gruppe 1 ist durch eine Antikorperreaktion gekennzeichnet, die in dem gesamten
Amyloiddepot des Praparates homogen und gleichmaRig auftritt. Dies wurde als
Nachweis eines Amyloidproteins gewertet. Zusatzliche Immunreaktionen weiterer
Antikorper, meistens handelte es sich hierbei um Anti-A-Leichtkette-, Anti-k-Leichtkette-
oder Anti-TTR-Antikorper, sind als ungleichmalig, nicht in allen Amyloidablagerungen
vorliegend zu beschreiben. Auf Grund dieses unregelmalligen Farbeverhaltens wurden
diese Reaktionen bei der Klassifikation des Amyloids als Kontamination der
Amyloidablagerung durch Serumproteine interpretiert. Dieser Gruppe konnten

insgesamt 105 Biopsien zugeordnet werden.
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In Gruppe 2 befinden sich Falle mit ausschlieRlich ungleichmaRigen Immunreaktionen
mehrerer Antikorper. Sie umfasst im Ganzen 13 Biopsien. In acht Biopsien kam es zu
unregelmaliger, fleckiger Anfarbung einiger Amyloidherde sowohl mit Anti-A-
Leichtkette- als auch mit Anti-k-Leichtkette-Antikérpern. Ohne eindeutig identifizierende
Antikorperreaktion wurden diese als AL n.o.s. betitelt. Auf Grund nachtraglich erhaltener
Informationen, wie etwa die Diagnose eines Plasmozytoms, konnte in funf dieser
Gruppe zugehorenden Falle ALA- (2) bzw. AlLk- (3) Amyloid re-klassifiziert werden.

Ferner konnte ein Fall einer AApoA1-Amyloidose zugeordnet werden.

Die Gruppe 3 beinhaltet drei Falle, welche zwei verschiedene Amyloidproteine in den
Ablagerungen vermuten lassen. So zeigte jeweils der Anti-AA-, der Anti-A-Leichtkette-
bzw. der Anti-k-Leichtkette-Antikorper eine kraftige, das gesamte Amyloid betreffende
Immunreaktion. Aulerdem reagierte in allen drei Biopsien schwach der Anti-TTR-

Antikorper.

Der Gruppe 4 wurden die Biopsien zugeteilt, bei denen eine immunhistochemische
Klassifizierung auf Grund der Antikorperreaktionen unmoglich war. Diese Gruppe
umfasst neun Biopsien. Trotz des Fehlens einer richtungsweisenden Immunreaktion,
konnte ein Fall durch weitere klinische Angaben als ALk-Amyloidose klassifiziert

werden, acht Falle mussten als Amyloid, nicht klassifizierbar, bezeichnet werden.
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Tabelle 8: Immunreaktion mit mehreren Antikérpern
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4 Diskussion

Die hier vorgestellte retrospektive Studie renaler Amyloidosen legt Folgendes dar:

Sie bestatigte die Beobachtung, dass Amyloidosen im Allgemeinen selten in
Nierenbiopsaten vorzufinden sind (Pravalenz: 1,7%). Die AL- und AA-Amyloidose sind
die haufigsten Formen renaler Amyloidosen. Besonders altere Menschen
(durchschnittlich lag das Alter zum Zeitpunkt der Diagnose bei 58,8 Jahren) sind von

einer renalen Amyloidose betroffen.

4.1 Verteilung der Amyloidose
Ein Grolteil (93,6%) aller renalen Amyloidosen konnte der AL- oder AA-Amyloidose

zugeordnet werden. Bei der Subklassifizierung der AL-Amyloidose zeigte sich eine
deutliche Pradominanz der A-Leichtketten-Amyloidose. Die A:x-Ratio (10,6:1) lag
deutlich auf Seiten der ALA-Amyloidose. Diese Beobachtung, die auch bei anderen
Organen gemacht wurde, lasst sich durch die héhere Amyloidogenitat der A-Leichtkette
gegenuber der k-Leichtkette erklaren. Somit war die ALA-Amyloidose mit insgesamt 106
Fallen (45,5%) die haufigste Amyloidoseform dieses Kollektivs, gefolgt von 94 (40,3%)
Fallen mit AA-Amyloidose (Tabelle 4).

Diese Ergebnisse entsprechen denen anderer Studien und zeigen so, dass die hier
vorgestellte Patientenserie als reprasentativ flir Nierenbiopsien in der klinischen
Pathologie einzuschatzen ist (Bergesio, Ciciani et al. 2008; Helmchen, Velden et al.
2008; Nishi, Alchi et al. 2008). Ein ahnliches Verteilungsmuster, 45% AL- und 19% AA-
Amyloidosen als die zwei haufigsten Formen, ergab auch die Studie von Kebbel und
Rdcken, wobei die untersuchten Biopsien nicht nur aus der Niere, sondern aus
verschiedenen Organen stammten (Récken, Schwotzer et al. 1996; Kebbel und Roécken
2006).

Im Hinblick auf das Herz und die Leber ist jedoch noch hervorzuheben, dass AA-
Amyloid signifikant seltener bis Uberhaupt nicht in den entsprechenden Biopsien
vertreten ist (Gioeva, Kieninger et al. 2009; Kieninger, Eriksson et al.). Diese
Beobachtung spiegelt auch das klinische Erscheinungsbild der unterschiedlichen
Amyloidoseformen wider. Symptomatisch treten bei der AA-Amyloidose primar renale

Beschwerden gegenlber hepatischen oder kardialen Beeintrachtigungen auf (Dember
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2006; Ferrario und Rastaldi 2006; Bergesio, Ciciani et al. 2007; Rysava 2007; Bergesio,
Ciciani et al. 2008; Helmchen, Velden et al. 2008; Nishi, Alchi et al. 2008). Deshalb wird
bei diesen Fallen vor allem eine Nierenbiopsie durchgefuhrt, anhand derer dann die
Diagnose gestellt wird (Récken 2009*; Récken 2009 © ).

4.2 AA-Amyloidose

Die AA-Amyloidose ist die zweithaufigste Amyloidose in diesem Kollektiv. Das ist
bemerkenswert, da im Allgemeinen angenommen wird, dass die Inzidenz der AA-
Amyloidose rticklaufig sei. Da das Patientenkollektiv aus einem Zeitraum von 18 Jahren
stammt, schien es besonders geeignet, um Veranderungen der Inzidenz der AA-

Amyloidose herausarbeiten zu konnen.

Wie auch in anderen Studien beobachtet, fanden sich in diesem Kollektiv hauptsachlich
Krankheiten des rheumatischen Formenkreises als Ursache flr die Entwicklung einer
AA-Amyloidose (Tabelle 6; Hazenberg und van Rijswijk 2000; Lachmann, Booth et al.
2002; Bergesio, Ciciani et al. 2007; Nishi, Alchi et al. 2008). Auf dieser Beobachtung
grundet sich die Hypothese, dass die Pravalenz der AA-Amyloidose innerhalb der
Studien-umfassenden Zeit wegen der erheblich verbesserten Therapiemdoglichkeiten
rheumatoider Erkrankungen sinken musste. Wie die Tabelle 7 und Abbildung 9 zeigen,
konnte aber interessanterweise keine Tendenz einer absoluten oder relativen Abnahme

der Fallzahlen renaler AA-Amyloidosen in der untersuchten Serie festgestellt werden.

Dieses Resultat widerspricht klinischen Beobachtungen, wonach die AA-Amyloidose
heutzutage als seltener angesehen wird (Myllykangas-Luosujarvi, Aho et al. 1999;
Hazenberg und van Rijswijk 2000; Kaipiainen-Seppanen, Myllykangas-Luosujarvi et al.
2000). Dieser Widerspruch kann nicht durch den relativ hohen Anteil tirkisch
abstammender Patienten in Berlin und Potsdam erklart werden. Von 94 Fallen mit AA-
Amyloidose waren nur sieben mit familiarem Mittelmeerfieber assoziiert (Tabelle 6;
Grateau 2000; Yonem und Bayraktar 2007). Ebenso wenig konnte eine Veranderung
der Biopsieindikation ausgemacht werden, welche die relative Pravalenz der AL- und
AA-Amyloidose bedingen koénnte. In den letzten 20 Jahren fihrten vornehmlich
Proteinurie, nephrotisches Syndrom und Nierenversagen unbekannter Ursache zu einer

Biopsieindikation.
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Eine mogliche Erklarung ist, dass moderne Therapien rheumatoider Erkrankungen zwar
nicht in der Lage sind, die Pradisposition zur Entwicklung einer AA-Amyloidose
zuruckzuhalten, aber das Voranschreiten der Krankheit verzégern; somit wurden
vermehrt Falle mit AA-Amyloidose in einen subklinischen Bereich fallen (Hazenberg
und van Rijswijk 2000). Diese Uberlegung deckt sich mit den Ergebnissen von
Lachmann et al., die zeigen, dass die Progression renaler AA-Amyloidosen sowohl mit
der SAA-Serumkonzentration als auch mit der allgemeinen inflammatorischen Aktivitat

korreliert (Lachmann, Goodman et al. 2007).

4.3 Hereditare Amyloidosen

Bei 3% (7) der Patienten wurden immunhistochemisch hereditare Amyloidosen
diagnostiziert: AFib- (1,7%), ATTR- (0,9%) und AApoA1- (10,4%) Amyloidosen (Tabelle
4). Bei funf Personen dieser Gruppe konnte die genomische DNA analysiert werden,
wobei amyloidogene Punktmutationen nachgewiesen wurden. Eine p.Glu526Val
Mutation konnte in drei AFib-Amyloidosen nachgewiesen werden. Bei der AApoA1-
Amyloidose wurde eine zuvor noch nicht beschriebene p.Ala154GlyfsX48 Mutation
gefunden. Eine ATTR-Amyloidose war mit einer p.Val30Met Mutation assoziiert
(Eriksson, Schonland et al. 2008; Eriksson, Buttner et al. 2009; Eriksson, Schonland et
al. 2009).

Diese 3% liegen deutlich unter den von Lachmann et al. vermuteten 10% hereditarer
Amyloidosen (Lachmann, Booth et al. 2002). Eine mogliche Erklarung fur diese
Diskrepanz konnte bei den unterschiedlichen Untersuchungskollektiven zu finden sein.
Das Patientengut von Lachmann et al. beinhaltet nur an AL-Amyloidose erkrankte
Patienten (Lachmann, Booth et al. 2002). Bezieht man in der jetzigen Studie die
Pravalenz hereditarer Amyloidosen ebenso nur auf den Anteil der AL-Amyloidose
Patienten, ergibt sich bereits ein Anteil von 5,7%. Des Weiteren beinhaltet die
Lachmann-Studie Proben unterschiedlicher Organe. Somit ist z.B. die hereditare ATTR-
Amyloidose, die sich vornehmlich im Herzen manifestiert, in unserer Nierenstudie

unterreprasentiert.
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Bei den hereditaren Amyloidosen wird die Verdachtsdiagnose meist durch das
histologische Verteilungsmuster und/oder durch die immunhistochemischen Farbungen
erhoben. Molekularbiologische Untersuchungen bestatigten die Diagnose. Das
Vorkommen unterschiedlicher hereditarer Amyloidosen in unserem Kollektiv hebt erneut
die Wichtigkeit einer genauen Klassifikation des Amyloidproteins, besonders in
Nierenbiopsien, hervor (Lachmann, Booth et al. 2002; Hawkins 2003). Gerade bei
hereditaren Amyloidosen droht namlich die Gefahr, sie als AL-Amyloidose fehl zu
diagnostizieren und dementsprechend falsch zu therapieren, z.B. durch die Anwendung
einer systemischen Chemotherapie oder durch eine Knochenmarkstransplantation
(Lachmann, Booth et al. 2002). Der Gebrauch einer umfassenden Antikorper-Palette,
welche Antikorper gegen Amyloidproteine von verschiedenen hereditaren und nicht-
hereditaren  systemischen =~ Amyloidosen  beinhaltet, in  Verbindung  mit
molekularbiologischen Analysen, ist flir eine prazise Klassifikation systemischer
Amyloidosen sehr zu empfehlen. So konnte beispielsweise der erste Fall einer
hereditaren ALys-Amyloidose in Deutschland diagnostiziert werden (Rocken, Becker et
al. 2006).

Uberdies half diese retrospektive Analyse spezielle morphologische Charakteristika in
der Niere einiger hereditarer Amyloidosen heraus zu arbeiten. Alle Patienten mit renaler
AFib-Amyloidose wurden durch ein pathognomisches histologisches Verteilungsmuster,
dem ausgepragten glomerularen Befall ohne extra-glomeruldare Ablagerungen,
charakterisiert (Abbildung 8). Die Glomerula waren allesamt gleichmaRig vergrofert.
Einige erinnerten an ,Baumwollballchen® mit weichen Konturen der Gefalischlingen.
Durch dieses pragnante histologische Erscheinungsbild konnte bereits in der
herkdbmmlichen Hamatoxylin-Eosin-Farbung der hohe Verdacht auf das Vorliegen einer

AFib-Amyloidose geauliert werden.

4.4 Alters- und Geschlechtsverteilung

Die Beurteilung der Altersstruktur des Kollektivs ergab, dass 85,5% der Patienten mit
AL-Amyloidose zum Diagnosezeitpunkt zwischen 50 und 79 Jahre alt waren (Tabelle 4;
Abbildung 2). Dagegen lieRen Patienten mit AA-Amyloidose neben einem spaten
Altersgipfel auch einen frihen Alterspeak erkennen. 22,3% der Patienten mit AA-
Amyloidose befanden sich vor ihrem 40. Lebensjahr, 25,2% waren in ihrer siebten

Lebensdekade (Tabelle 4, Abbildung 5). Ahnliche Beobachtungen konnten auch in
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anderen Studien gemacht werden. Somit zeigt sich das Erkrankungsalter unabhangig
vom Organbefall (Kebbel und Rocken 2006; Rocken, Ernst et al. 2006; Bergesio,
Ciciani et al. 2007; Nishi, Alchi et al. 2008).

Bezogen auf die Geschlechterverteilung des Untersuchungskollektivs zeigten sich
mannliche Patienten (58,9%) etwas haufiger betroffen. Diese mannliche Pradominanz
konnte sowohl in der Gruppe der AL- (57,3%) als auch der AA-Amyloidosen (61,7%)
beobachtet werden (Tabelle 4).

Eine mogliche Erklarung dafir kann die mannliche Pradominanz bei multiplen
Myelomen und schweren Formen der rheumatoiden Erkrankungen sein (Baretton, Linke
et al. 1990). Im untersuchten Kollektiv lagen diese beiden auch am haufigstem als zu

Grunde liegende Erkrankung vor (Tabelle 5; Tabelle 6).

4.5 Morphologische Ablagerungsmuster

Wie auch in anderen Studien beschrieben, konnte im untersuchten Kollektiv
nachvollzogen werden, dass die verschiedenen Amyloidtypen sich nur gering in ihrem
Ablagerungsmuster von einander unterscheiden (Abbildung 3; Abbildung 4; Abbildung
6; Dember 2006; Comenzo 2007; Helmchen, Velden et al. 2008; Nishi, Alchi et al.
2008).

Einzig die AFib-Amyloidose ist durch ein unverkennbares Amyloidablagerungsmuster
von den restlichen Formen deutlich zu unterscheiden. Wie bereits erwahnt, zeichnete

sie sich durch ausgepragte, rein glomerulare Ablagerungen aus (Abbildung 8).

Bei den anderen Formen hingegen fand sich Amyloid in unterschiedlicher Auspragung
glomerular, vaskular und tubulo-interstitiell. Die relative Verteilung innerhalb dieser drei
Kompartimente hingegen variierte bei den unterschiedlichen Amyloidosen. Wahrend
sich die AL-Amyloidose vorwiegend auf Glomerula und GefalRwande beschrankte,
fanden sich bei der AA-Amyloidose die Ablagerungen meist in allen drei Strukturen.
Dennoch ist keines der genannten Ablagerungsmuster aussagekraftig genug, um ohne
immunhistologische Zusatzverfahren Amyloid zu klassifizieren. Die Notwendigkeit der
immunhistochemischen Klassifikation, und bei Verdacht einer hereditaren Amyloidose,

die zusatzliche molekularbiologische Analyse, ist weiterhin unerlasslich.
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4.6 Proteinurie

Die eingeschrankte Nierenfunktion ist ein frlher Hinweis auf das Vorliegen einer
renalen Amyloidose (Bergesio, Ciciani et al. 2007; Helmchen, Velden et al. 2008). Zur
Abklarung eines nephrotischen Syndroms kam es auch in diesem Kollektiv oft zu einer
Nierenbiopsie. In dieser retrospektiven Studie war es jedoch durch lickenhafte klinische
Angaben unmadglich, die Nierenfunktion der Betroffenen mit den verschiedenen
Amyloidoseformen in Beziehung zu setzen. Die Beurteilung der Proteinurie ergab,
ahnlich wie in anderen Studien, dass 90% aller an AL-Amyloidose erkrankten Patienten
an einer schweren Form (>3,5 g/d) litten (Gertz, Lacy et al. 2002; Bergesio, Ciciani et al.
2007; Nishi, Alchi et al. 2008). 66% der Patienten mit AA-Amyloidose schieden taglich

mehr als 3,5 g Proteine aus.

Werte der Proteinurie

Amyloidprotein
y P 2359/ 1-35g/d <lg/d

AA 29 11 4
AL A 43 4 4
AL ¢ 3

AL n.o.s. 1 1
AFib 1

ATTR 1

Amyloid, nicht klassifizierbar 2 1

Gesamt 80 16 9

Tabelle 9: Korrelation der Amyloidproteine mit Proteinurie

Wegen der begrenzt verfligbaren klinischen Angaben konnten auch keine Aussagen zu

den Kreatininwerten gemacht werden.

4.7 Immunhistochemische Klassifikation

Es gibt verschiedene Methoden, eine Amyloidose klinisch zu diagnostizieren. Eine
sichere Diagnose kann dennoch einzig durch eine Untersuchung von Amyloid-haltigen
Gewebeproben gewahrleistet werden. Hierbei liegt der Goldstandard immer noch bei
der mikroskopischen Untersuchung eines Kongorot-gefarbten Schnittes in polarisiertem
Licht (Dember 2006; Picken 2007; Helmchen, Velden et al. 2008; Howie und Brewer
2009). Nachdem Amyloid diagnostiziert worden ist, ist eine Klassifikation der
Amyloidose notwendig. Diese gestattet eine Abschatzung der Prognose und ist die

Grundlage einer eventuellen Therapie. Die immunhistochemische Farbung von in
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Formalin fixierten und in Paraffin eingebetteten Gewebeproben ist in der klinischen
Pathologie die gangige Methode zur Klassifizierung von Amyloid (Linke, Oos et al.
2006). In dieser Studie wurde die Eignung der Immunhistochemie zur Klassifikation
renaler Amyloidosen nur an in Formalin fixieten und in Paraffin eingebetteten
Gewebeproben bewertet. Es konnte demnach keine Aussage Uber die Eignung dieser

Methode an nicht fixiertem, gefrorenem Gewebe getroffen werden.

Auf Grund von uneindeutiger bzw. nicht vorhandener Antikorper-Reaktionen konnten in
dieser Studie acht von insgesamt 233 Fallen (3,4%) nicht klassifiziert werden (Tabelle
4). Beobachtungen von Larsen et al. und Benson et al. legen die Vermutung nahe, dass
sich in dieser Gruppe nicht diagnostizierte ALECT2-Amyloidosen befinden (Benson,
James et al. 2008; Larsen, Walker et al. 2010). Diese erst kurzlich entdeckte
Amyloidform stammt von dem in der Leber synthetisiertem Leukozyten
chemotaktischen Faktor 2 ab. Diese Form weist in der Regel ausgepragte
Amyloidablagerungen in allen Kompartimenten der Niere auf, welche sich stark mit
Kongorot anfarben lassen. Zum immunhistochemischen Nachweis dieser Form steht

neuerdings ebenfalls ein Antikdrper zur Verfugung.

Des Weiteren gab es in der Gruppe der AL-Amyloidose acht weitere Falle, die nicht
weiter subklassifiziert werden konnten (AL n.o.s). Vergleicht man diese Werte mit
denen aus alteren Studien, wird deutlich, dass die immunhistochemische
Klassifizierung durch die Entwicklung und Verwendung einer groferen Vielzahl von
Antikérpern als noch zuverlassiger anzusehen ist (Rocken, Schwotzer et al. 1996;
Lachmann, Booth et al. 2002; Gertz 2004; Novak, Cook et al. 2004; Kebbel und Rocken
2006). Ein groler Erfolg unserer Arbeitsgruppe auf diesem Gebiet war die Erweiterung
der Antikorper-Palette um drei weitere gegen A-Leichtkette gerichtete Antikorper. Bei
der Gegenuberstellung der AL n.o.s. Werte (3,4%) dieser Studie und der einer friheren
(14,2%) werden die durch die Erweiterung erzielten Erfolge deutlich (Kebbel und
Roécken 2006). AuRerdem bestatigte die Neudiagnose bis dato unentdeckter hereditarer
Amyloidosen die Notwendigkeit der molekularbiologischen Verfahren, welche je nach

immunhistochemischem Ergebnis erfolgen sollte.
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4.8 Schlussfolgerung

In der vorliegenden Arbeit wurde die Pravalenz und Herkunft renaler Amyloidosen
untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass renale Amyloidosen insgesamt selten sind.
Neben den am haufigsten vertretenen AL- und AA-Amyloidosen machen hereditare
Amyloidosen einen Anteil von 3% aus. Die stetig wachsende Zahl hereditarer
Amyloidosen stellt eine Herausforderung an die korrekte Klassifikation dieser
Erkrankung dar. So mussen die verschiedenen Klassifikationsmethoden, wie die
Immunhistochemie, sich fortwahrend mit den zunehmenden Differentialdiagnosen
weiterentwickeln. Nur so kann in Zukunft den an Amyloidose leidenden Patienten eine

erfolgversprechende individuelle Therapie zu Teil werden.

49



5 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurden renale Amyloidosen in Nierenbiopsien neu beurteilt. Ein
besonderer Fokus lag auf mdglicherweise fehldiagnostizierter Amyloidoseformen sowie
Veranderungen in der Pravalenz einzelner Formen. Das untersuchte Kollektiv umfasst
eine Serie von insgesamt 233 Nierenbiopsien von 231 Patienten aus den Jahren 1990
bis 2007. Die Diagnose “Amyloid” wurde durch die anomale Polarisationsfarbe im
polarisierten Licht eines mit Kongorot gefarbten Schnittes bestatigt. Zur
immunhistochemischen Klassifikation wurden Antikorper gegen AA-Amyloid,
Apolipoprotein A1, Fibrinogen, Lysozym, A-Leichtkette, k-Leichtkette, Transthyretin und
Amyloid P-Component verwendet. In jeder Biopsie fanden sich Amyloidablagerungen in
den Glomeruli, den GefaRen oder auch im tubulointerstitiellen Raum. Eine Leichtketten
(AL)-Amyloidose wurde in 124 (53,2%) von insgesamt 233 Biopsien diagnostiziert und
war somit die haufigste Form in diesem Kollektiv. Sie konnte weiter in AL-Amyloid vom
A- [106 (85,5%) Biopsien] und «k-Leichtketten Subtyp [10 (8.1%) Biopsien] unterteilt
werden. In acht (6,5%) Fallen konnten die Ablagerungen nicht eindeutig in ALA- oder
ALk-Amyloid unterteilt werden und wurden so als AL-Amyloid, nicht weiter
klassifizierbar, betitelt. Als zweithaufigste Amyloidose fand sich die reaktive
systemische Amyloid A (AA)-Amyloidose, die in 94 (40,3%) Biopsien nachgewiesen
wurde. Renale Amyloidosen von vermeintlich hereditarem Ursprung wurden bei sieben
(3,0%) Patienten diagnostiziert. Diese setzen sich aus vier (1,7%) Fallen mit Fibrinogen
(AFib)-Amyloidose, zwei (0,9%) Fallen mit Transthyretin (ATTR)-Amyloidose und einem
(0,4%) Fall mit Apolipoprotein A1 (AApoA1)-Amyloidose zusammen. Acht (3,4%)
amyloidhaltige Biopsien konnten nicht klassifiziert werden. 14 (6%) Falle erhielten im
Zuge der Arbeit eine modifizierte Diagnose (zwei ALA-Amyloidosen, vier AlLk-
Amyloidosen, eine nicht klassifizierbare Amyloidose, zwei AFib-Amyloidosen, eine

AApoA1-Amyloidose und drei Amyloidosen mit Verdacht auf Mischformen).

In der Niere sind somit die AL- (53,2%) und die AA-Amyloidosen (40,3%) bei weitem die
am haufigsten vertretenen Varianten. Der relative hohe Anteil hereditarer Amyloidosen
(3%) verdeutlicht die Notwendigkeit einer sorgfaltigen und umfassenden Klassifikation

des Amyloidproteins.
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7 Anhang

7.1 Abkurzungsverzeichnis

A Amyloid

Ala Alanin

ApoAl Apolipoprotein A1
ApoA2 Apolipoprotein A2

bp Basenpaare

bzw. Beziehungsweise

B2M B 2 Mikroglobulin

C Kohlenstofff

ca. Circa

Cys Cystatin C

°C Grad Celsius

d.h. das heif3t

DNA Desoxyribonukleinsaure
dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat
et al. et alii/aliae

FAB Fettaspirationbiopsie

Fib Fibrinogen

FGA Fibrinogen-a-Ketten-Gen
Fs Rasterschub

g, g/d Gramm, Gramm pro Tag
Gel Gelsolin

Glu Glutaminsaure

Gly Glycin

HE Hamatoxylin-Eosin-Farbung

HIV humanes Immundefizienz-Virus



H. pylori Helicobacter pylori

ICD-10 internationale Klassifikation der Krankheiten 10
L monoklonale Immunglobulin-Leichtkette
LCAT Lecithin-Cholsterin-Acyltransferase
LECT2 Leukozyten-abgeleitetes Chemotaxin 2
Lys Lysozym

Met Methionin

min Minute

M:F mannlich:weiblich

uM Mikromolar

N Stickstoff

N Anzahl

n.o.s. nicht klassifizierbar

PAS Periodsaure-Schiff-Reagenz

PCR Polymerase-Kettenreaktion

SAA Serum Amyloid A

Taq Thermus aquaticus

TNF Tumornekrosefaktor

TTR Transthyretin

WHO Welt gesundheitsorganisation

U Unit

v.a. vor allem

Val Valin

z.B. Zum Beispiel
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