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1 Einleitung

Herz-Kreislauferkrankungen stehen heute in der Todesursachenstatistik von Industrielandern
eindeutig an erster Stelle. Klinisch tatige Arzte in Praxis und Krankenhaus sehen sich einer
stetig wachsenden Zahl an Patienten mit terminaler Herzinsuffizienz gegeniber. Fir einen
Teil dieser Patienten ist nur die orthotope Herztransplantation (HTX) eine echte
Therapieoption. Bisher wurden weltweit tber 60000 Herzen transplantiert (41).

Die Uberlebensraten konnten seit den ersten Transplantationen Ende der sechziger Jahre
deutlich verbessert werden, nicht zuletzt aufgrund der Weiterentwicklung immunsuppressiver
Therapieschemata (9). Besonders die Einflihrung von Cyclosporin in den friihen achtziger
Jahren hatte eine wesentliche Verbesserung der Prophylaxe von AbstoRBungsreaktionen zur
Folge (55). Gerade aber die Notwendigkeit lebenslanger Immunsuppression mit ihren
typischen Nebenwirkungen wie erhohte Infektanfalligkeit, irreversible Nierenschadigung und
Begiinstigung von Malignomentstehung bedeutet fiir die Patienten auch eine erhebliche

Einschrankung ihrer Lebensqualitat.

1.1 Bedeutung der Transplantatvaskulopathie

Eine wesentliche Mortalitatsursache unter der wachsenden Zahl der Langzeitiiberlebenden
nach HTX ist die Transplantatvaskulopathie (TVP), eine panvaskuldre und oft schnell
voranschreitende Form einer koronaren Herzerkrankung (35). Beinahe alle Patienten, die finf
Jahre nach ihrer Herztransplantation noch am Leben sind, weisen bei der histopathologischen
Untersuchung von Endomyokardbiopsien Merkmale der Transplantatvaskulopathie auf (101).
Histologisch zeigt sich bei der TVP eine diffuse, konzentrische Intimahyperplasie, die nicht
nur die Koronararterien, sondern auch Arteriolen, Kapillaren und Venen betrifft (106). Der
Befall des koronaren GeféalRsystems ist dabei oft inhomogen: Der Befall kleiner myokardialer
GefélRe muB nicht mit Veranderungen von epikardialen Gefalen verbunden sein (18), und
auch die Veranderungen grolRer Koronararterien sind oftmals diskontinuierlich (49).

Sehr ahnliche GefaRverénderungen finden sich auch in anderen transplantierten Organen, in
der Niere sogar mit fast gleicher Haufigkeit wie bei Transplantatherzen (73). Die Pathogenese
der TVP ist keineswegs vollstandig geklart; sowohl immunologische Faktoren, wie

Inkompatibilititen im HLA-System und humorale AbstoRung (72), als auch nicht-



immunologische Ursachen konnten bereits identifiziert werden, darunter klassische vaskulére
Risikofaktoren wie Hypertonie und Hyperlipidamie (36), aber auch die Infektion mit dem
Cytomegalievirus (29,104). Eine wesentliche Rolle soll die initiale Schadigung des
Transplantats durch Ischamie und Reperfusion wahrend des Transplantationsverfahrens
spielen (56, 95). So ist die Dickenzunahme der GeféaRintima wahrend des ersten Jahres nach
der Transplantation auch am ausgepragtesten (35); bei Uberschreitung einer Intimadicke von
0.3 mm kommt es in den folgenden Jahren zu einer signifikanten Zunahme von kardial
bedingten Todesféllen und Retransplantationen (78).

Die Therapieoptionen bei einer schweren TVP sind sehr begrenzt; sowohl die koronare
Bypass-Chirurgie als auch die perkutane transluminale Koronarangioplastie (PTCA) zeigen
unbefriedigende Langzeitergebnisse (39). So bleibt hdufig nur die Retransplantation, die
jedoch im Vergleich zur Primartransplantation mit einer deutlich erhdhten Morbiditat und
Mortalitat behaftet ist (28, 91).

1.2 Diagnostik der Transplantatvaskulopathie

Die klinische Diagnose einer TVP ist aufgrund der Denervation des transplantierten Herzens
deutlich erschwert, da das wesentliche Frihsymptom der Koronarischdmie, die Angina
pectoris, fehlt. Daher wird die TVP oft erst durch kardiales Pumpversagen, ventrikulare
Arrhythmien oder den plotzlichen Herztod Kklinisch auffallig. Dies unterstreicht die
Notwendigkeit regelmaRiger Kontrolluntersuchungen der KoronargefaRe (47). Neben
routinemanig durchgeftuihrten jahrlichen Koronarangiographien findet hierzu in vielen Zentren
zunehmend die intravaskulare Ultraschalluntersuchung (IVUS) Verwendung, bei der im
Rahmen einer Linksherzkatheterisierung die Hauptéste der Koronararterien mit einer
Ultraschallsonde morphologisch beurteilt werden kdnnen. Dieses Verfahren ist hinsichtlich
der Erkennung einer TVP deutlich sensitiver als die Koronarangiographie (94).

Beim Versuch, nichtinvasive Methoden zur Diagnose der TVP in die Klinik einzufihren,
zeigte sich, dass neben nuklearmedizinischen Untersuchungen wie dem Thallium-201-SPECT
auch regelmaRige Ruheechokardiographieuntersuchungen aufgrund ihrer geringen Sensitivitét
wenig geeignet sind (86). Die Aussagekraft der Ultraschalluntersuchung des Herzens
hinsichtlich der Erkennung ischdmischer Myokardareale ist jedoch deutlich erhéht, wenn die

Untersuchung wahrend korperlicher Belastung durchgefuhrt wird (81, 83). Neben Ergometer



und Laufband stehen hierfiir auch pharmakologische Methoden zur Verfiigung. Im Vergleich
mit anderen Substanzen hat sich das synthetische Katecholaminderivat Dobutamin am
geeignetsten erwiesen (100). In verschiedenen klinischen Studien konnte gezeigt werden, dass
die Belastungsechokardiographie mit Dobutamin funktionell relevante Koronarstenosen bei
der koronaren Herzerkrankung nicht nur mit hoher Spezifitat, sondern, im Gegensatz zur
Angiographie, auch mit hoher Sensitivitit nachweisen kann (5, 42, 70). Die
Belastungsuntersuchung mittels Ergometer ist bei Transplantationspatienten durch den
unzureichenden Herzfrequenzanstieg und die muskuldre Schwéche infolge héufiger
Steroideinnahme deutlich limitiert (19, 69). Auch bei diesen Patienten konnte eine hohe
Sensitivitat der Stressechokardiographie hinsichtlich der Erkennung einer TVP gefunden
werden (25, 88). Dabei fiel allerdings auf, dass Wandbewegungsstérungen auch bei einigen
Patienten nachweisbar waren, die Normalbefunde in der Angiographie und im IVUS
aufwiesen (1, 90). Als urséchlich hierfur werden insbesondere Beeintrachtigungen der
koronaren Mikrozirkulation durch Stérungen von Endothelzellfunktionen diskutiert, die

koronarmorphologischen Veranderungen oftmals vorausgehen (101, 109).

1.3 Koronarendothel und Transplantatvaskulopathie

Die Endothelzelle steht im Mittelpunkt zahlreicher physiologischer und pathophysiologischer
Prozesse. Besonders hervorzuheben st ihre Rolle bei Entziindungsvorgangen,
AbstolRungsreaktionen, der Blutgerinnung und bei der Regulierung des Geféal3tonus. Langst
uberholt ist die Vorstellung einer rein passiven Barrierefunktion.

So kommt es am Endothel zu zahlreichen Interaktionen zwischen Endothelzellen und anderen
Zellsystemen, wie z.B. Leukozyten und Thrombozyten, die von sogenannten
Adhasionsmolekiilen vermittelt werden. Insbesondere bei biologischen Phdnomenen wie
Embryogenese, Zelldifferenzierung, bei Entziindungsvorgangen und Transplantatabstof3ung
spielt diese biochemisch sehr heterogene Gruppe von membranstandigen Molekilen eine
wichtige Rolle (34, 93). Beim lokalen EntzundungsprozeR, bedingt durch Trauma oder
Infektion, exprimiert die Endothelzelle unter Vermittlung von Zytokinen Adhdsionsmolekiile
wie die P-Selektine, das endotheliale Leukozytenadh&sionsmolekul (ELAM), oder das
interzellulare Adhasionsmolekil (ICAM-1) (16, 93). Die Expression dieser Molekile

erleichtert die lockere Anheftung vorbeiziehender Leukozyten, deren feste Adhésion und



schlieflich die Migration in das Gewebe (93). Beim AbstolRungsprozel nach
Organtransplantation, der letztlich auch ein Entziindungsgeschehen darstellt (68), unterstiitzen
die Adhdasionsmolekiile die unspezifische Bindung zirkulierender Lymphozyten an das
Endothel. Hierdurch werden spezifische Interaktionen zwischen T-Zell-Rezeptoren und
endothelstandigen Molekilen des Haupthistokompatibilitdtskomplexes (MHC) ermdglicht,
die letztendlich die Proliferation von T-Zellen und deren Auswandern in das umliegende
Gewebe mit einer entsprechenden Entzindungsreaktion zur Folge haben (74). Eine vermehrte
Expression von ICAM-1 auf koronaren Arterien und Arteriolen im Transplantatherzen wird in
Zusammenhang mit der Entwicklung einer TVP gebracht (57).

Eine weitere wesentliche Hauptfunktion des Endothels ist die Steuerung des Gefalitonus durch
die Freisetzung vasokonstringierender und vasodilatierender Substanzen wie zum Beispiel
dem Stickstoffmonoxid , oftmals auch als ,,endothelium derived relaxing factor (EDRF)
bezeichnet (14, 109). Sowohl bei der koronaren Herzkrankheit des nicht-transplantierten
Herzens als auch bei der Transplantatvaskulopathie konnte eine endotheliale Dysfunktion im
Sinne einer Verminderung der endothel-abhdngigen Gefaldilatation und einer erhéhten
vaskuldaren Kontraktilitdt beobachtet werden (32, 50, 65), in vielen Féllen schon vor dem
sensitiven Nachweis von Intimaverdickungen mittels intracoronarem Ultraschall. Ein direkter
Zusammenhang zwischen endothelialer Dysfunktion epikardialer Gefale und Gefalen der
koronaren Mikrozirkulation scheint nicht zu bestehen (18, 44). Es bestehen starke Hinweise
darauf, dass der Nachweis einer Endotheldysfunktion in der Frihphase nach HTX mit einem
erhdhten Risiko fir die spatere Entwicklung einer TVP verbunden ist (21). Endotheliale
Dysfunktion kann sich aber im Laufe von vielen Jahren nach HTX auch wieder zurlickbilden
(4).

Eng verknupft mit seiner Rolle bei den oben genannten immunologischen und
vasomotorischen Vorgadngen hat das Endothel entscheidende Bedeutung bei der
Aufrechterhaltung des Hamostasegleichgewichtes in der koronaren Mikrozirkulation (93).
Endothelzellen  produzieren  sowohl  Aktivatoren als auch Inhibitoren  der
Thrombozytenaggregation, der plasmatischen Blutgerinnung und der Fibrinolyse. Die
folgende Tabelle zeigt eine Aufstellung der wesentlichen antithrombogenen und

prothrombogenen Substanzen, die am Endothel zusammenwirken:



Tabelle 1: Endothel-assoziierte antithrombogene und prothrombogene Substanzen

Antithrombogen

Prothrombogen

-Prostazyklin

-EDRF (endothelium derived
relaxing factor = Stickoxid)

-t-PA (Gewebsplasminogen-
aktivator)

-Antithrombin-III

-Thrombomodulin

-Gewebsthromboplasmin
-Plattchenaktivierender Faktor (PAF)
-Faktor V

-Faktor V111

-Faktor 1X-Rezeptor

-Faktor X-Rezeptor

-PAI (Plasminogen-Aktivator-Inhibitor)

-Protein S

Dieses labile Gleichgewicht, bei dem unter physiologischen Bedingungen die
antithrombogene Aktivitdt des Endothels Uberwiegt, kann sich im Rahmen zahlreicher
pathologischer Zustdande zugunsten der prothrombogenen Funktionen veréndern. So ist z.B.
bei Patienten mit instabiler Angina pectoris eine Aktivitdtsabnahme des Gewebsplasminogen-
aktivators ein Hinweis auf drohende Infarzierung (43).

Im Hinblick auf die Transplantatvaskulopathie ist besonders die Rolle des
Gewebsplasminogenaktivators (t-PA) und von Antithrombin-1I1 hervorzuheben. T-PA ist der
entscheidende Aktivator von Plasmin und damit der Fibrinolyse in Blutgefalen;
Hauptsyntheseorte sind endotheliale Zellen und vaskulare glatte Muskelzellen (51, 53, 62,
66); die Halbwertszeit im Blut betragt infolge schneller hepatischer Elimination lediglich ca.
finf Minuten (64).

Antithrombin-1I1 ist ein von der Leber produziertes, ubiquitdres Plasmaprotein, das Uber
Heparansulfat-Proteoglykane  an endotheliale Plasmamembranen und glatte
GefalRmuskelzellen gebunden wird und von hier aus aktivierte Gerinnungsfaktoren des
endogenen und exogenen Systems hemmt und die Aktivierung und Wirkung von Thrombin
vermindert (23, 79).

Sowohl eine Abnahme des arterioldren t-PA im Koronargefal3system transplantierter Herzen
als auch Verénderungen im mikrovaskuldren Verteilungsmuster von AT-1Il kurze Zeit nach

HTX scheinen mit einer deutlich friheren Entwicklung einer TVP assoziiert zu sein (61).



Auch vermehrte Ablagerungen von Fibrin in der koronaren Mikrozirkulation werden als
Risikofaktor fir eine spétere TVP diskutiert (31, 56).



2. Zielsetzung

In vorausgehenden Untersuchungen fanden sich Hinweise darauf, dass die Entwicklung einer

Transplantatvaskulopathie nach HTX mit endothelialer Aktivierung und Stdrungen der

lokalen Gerinnungs- und Fibrinolysesysteme im transplantierten Herzen zusammenhéangt.

In der vorliegenden Studie sollte untersucht werden,

ob und in welchem Ausmal? Marker endothelialer Aktivierung, der Fibrinolyse und
Antikoagulation bei Patienten in der Spatphase nach HTX verandert sind.
Hierzu wurden, im Rahmen der routinemaRigen AbstoRungsdiagnostik entnommene,

Endomyokardbiopsien mit den Methoden der Immunfluoreszenz untersucht.

ob Zusammenhange der ermittelten Immunfluoreszenzergebnisse mit zeitnah
erhobenen Befunden der funktionellen kardiologischen Diagnostik
(Dobutaminbelastungsechokardiographie) und dem morphologischen Nachweis einer
Transplantatvaskulopathie in der Koronarangiographie bzw. im intravaskuléren

Ultraschall bestehen und

ob  routinemdBig zur  Abstoflungsdiagnostik nach HTX  entnommene
Herzmuskelbiopsien auch zusétzliche Informationen (ber ein erhéhtes Risiko fiir die

Entwicklung einer TVP liefern kénnen.



3 Methodik

3.1 Patientenkollektiv

69 Patienten aus dem Routine-Nachsorgekollektiv unserer Klinik wurden in die Studie
eingeschlossen. Die Routine-Nachsorge umfasste neben den Endomyokardbiopsien
stressechokardiographische und koronarmorphologische Untersuchungen (Angiographie und
gof. zusatzlich IVUS) zur Diagnose einer TVP. Diese wurden innerhalb weniger Tage vor
oder nach der Biopsie durchgefihrt.

Die Biopsieentnahmen fanden im Zeitraum zwischen Juni 1993 und Marz 1998 statt.
Zusétzlich zu den fir die Routine-Abstollungsdiagnostik bendétigten 4 Biopsien wurden fur die
Immunfluoreszenzdiagnostik 1-2 weitere Proben pro Patient entnommen. Hierfur lag ein von
der Ethikkommission der LMU-Munchen beflrworteter Ethikantrag vor. Alle Patienten
hatten, nach vorangegangener Aufklarung Uber Ablauf und Risiken, ihre Zustimmung zur
Studienteilnahme gegeben.

Die klinische Nachbeobachtung endete im Oktober 1998.

GeméaR den Standards der American Heart Association fir die Durchfuhrung von
Belastungsuntersuchungen (33) wurden Patienten mit akutem Myokardinfarkt, akuten Angina
pectoris-Beschwerden, bekannter Stenose des Hauptstammes der linken Koronararterie,
hohergradiger Aortenstenose, akuter Peri- oder Myokarditis, komplexen Rhythmusstérungen
in Ruhe, schwerem Linksherzversagen, oder einer akuten nichtkardialen Systemerkrankung
von der stressechokardiographischen Untersuchung und damit von der Studie ausgeschlossen.
Weiterhin wurden jene Patienten nicht bericksichtigt, die in der Endomyokardbiopsie eine
akute zellulére TransplantatabstoBung > Grad 1B nach ISHLT (s.Tabelle 2) aufwiesen, da bei
einer mittelschweren oder schweren Abstollungsreaktion signifikante Verénderungen
echokardiographischer Parameter auftreten (8, 17).

Kam es im Beobachtungszeitraum zu TVP-bedingten Komplikationen (Notwendigkeit einer
PTCA, dekompensierte Herzinsuffizienz, kardial bedingter Tod, Notwendigkeit der
Retransplantation), so wurde dies als kardiales Ereignis gewertet.

Als Normalbefunde wurden Endomyokardbiopsien von zwei Patientinnen mitgefarbt, die im
Jahr 1995 im Alter von 26 bzw. 39 Jahren bei einem Verkehrsunfall starben. Die

Gewebeentnahme erfolgte jeweils einen Tag post mortem; die pathologische Untersuchung



des Herzmuskels erbrachte keinen Anhalt fiir eine organische Herzerkrankung , anamnestisch

war bei beiden Frauen keine Herzerkrankung bekannt.

3.2 Immunfluoreszenzdiagnostik

3.2.1 Endomyokardbiopsien

Im Rahmen der routinemaRBigen rechtsventrikularen Biopsierung zur histologischen
Verlaufskontrolle von AbstofRungsreaktionen wurden von den 69 Patienten zusétzliche
Endomyokardbiopsien fiir die Immunfluoreszenzdiagnostik entnommen. Bei bereits schon
h&ufiger biopsierten Patienten wurde darauf geachtet , alte Entnahmestellen zu vermeiden, da
Narbengewebe fiir eine Beurteilung vollig ungeeignet ist. Sofort nach der Entnahme wurden
die Biopsien in einer Kivette asserviert und diese in flussigen Stickstoff gegeben. Unmittelbar
hierauf erfolgte die Aufbringung der Biopsien auf Korkscheiben und die Einbettung in Tissue-
Tek-OCT-Compound-Einbettmedium (Miles Inc., USA). Die Biopsien wurden bis zur
Weiterbearbeitung im Labor bei —80°C gelagert.

3.2.2 Kryostatschnitte

Bei —20°C wurden in einem Kryostaten Serienschnitte von 6um Dicke angefertigt. Diese
wurden auf, mit Chromalaungelatine beschichtete, Objekttrager aufgebracht. Wahrend des
Schneideverfahrens wurden die Gewebsschnitte laufend lichtmikroskopisch kontrolliert und
bei zu geringer Gewebsflache (< 0.25mm?) oder zu hohem Bindegewebsanteil verworfen, da
hier eine ausreichende Beurteilbarkeit nicht mehr gewahrleistet ist (12). Schnitte, die nicht

sofort weiterverarbeitet werden konnten, wurden unverziglich bei —80°C eingefroren.



3.2.3 Immunfluoreszenzfarbung

3.2.3.1 Allgemeine Prinzipien immunhistochemischer Farbemethoden

Ziele immunhistochemischer Techniken sind Nachweis und Identifikation antigener
Komponenten in Zellen und Gewebsschnitten durch spezifische Antikérper, die durch
Fluoreszenzfarbstoffe, Enzyme, partikuldres Material (z.B. Goldpartikel, Erythrozyten), oder
Isotope markiert sind (11). Entscheidende Voraussetzungen fur die Verwertbarkeit der
Untersuchungen sind die Spezifitdt der verwendeten Antikorper und die Stabilitat der
nachzuweisenden antigenen Determinanten.

Bei der Methode der indirekten Immunfluoreszenz wird der an das Gewebsantigen
gebundene, nicht selbst fluorochromierte Primdrantikdrper (ber einen fluorochromierten,
gegen den priméren Antikorper gerichteten Sekundarantikdrper nachgewiesen. Vorteil dieser
Methode ist ihre hohe Sensitivitdt, die allerdings wegen der Verdopplung der

Antikdrpersysteme auch mit einer groRBeren Gefahr unspezifischer Reaktionen einhergeht (11).

Abbildung 1: Prinzip der indirekten Immunfluoreszenzfarbung

1 Gewebe mit antigener Determinante 2 Bindung des Primdrantikdrpers 3 Bindung des Sekundéranti-
an das Antigen kdrpers an den
Priméarantikdrper

10



3.2.3.2 Ablauf des Farbeverfahrens

3.2.3.2.1 Objekttrager
Um eine optimale Haftung der Préparate zu erzielen, wurden gereinigte Objekttrdger vorab

mit Chromalaungelatine beschichtet.

3.2.3.2.2 Vorbereitung der Praparate
Tiefgekihlte Schnitte wurden langsam auf Raumtemperatur erwdrmt, um eine Schadigung
des Gewebes wahrend des Auftauvorgangs zu vermeiden; unmittelbar darauf erfolgte eine

zehnminutige Fixierung in reinem Aceton.

3.2.3.2.3 Antikorper

Fur die Immunhistochemie wurden folgende Primér- und Sekundarantikdrper verwendet:

Primarantikorper

ICAM-1

Immunglobulinklasse: 1gG 1

Klon: 15.2 (Maus)

Spezifitat: Der Antikorper erkennt spezifisch das ICAM-1/CD54-Antigen auf einer
Vielzahl von verschiedenen Zelltypen.

Quelle: Boehringer-Mannheim, Deutschland

Verdlnnung: 1:25

t-PA

Immunglobulinklasse: 1gG 1

Klon: ESP 4 (Maus)

Spezifitat: Der Antikorper erkennt spezifisch zellstandiges t-PA.
Quelle: American Diagnostica, Greenwich, USA

Verdinnung: 1:10
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Fibrin

Immunglobulinklasse: 1gG 1

Klon: ADI #350 (Maus)

Spezifitat: Der Antikorper bindet spezifisch an die 3-Kette im Fibrinogenmolekdil;
reagiert schwach mit humanem Fibrinogen, aber stark mit humanem Fibrin.

Quelle: American Diagnostica, Greenwich, USA

Verdinnung: 1:20

AT-11

Immunglobulinklasse: IgG 1, polyklonal (Kaninchen)

Spezifitat: Der Antikorper erkennt ungebundenes AT-111 und AT-I1I-Protease-
Komplexe

Quelle: DAKO Diagnostica GmbH, Hamburg, Deutschland

Verdinnung: 1:300

Sekundarantikorper:

Anti-Maus-Antikérper vom Kaninchen
Immunglobulinklasse: IgG, konjugiert mit Fluoreszeinisothiozyanat (FITC),
polyklonal
Spezifitat: Der Antikorper bindet an Maus-Immunglobuline aller Klassen; geringe
Kreuzreaktivitdt mit Immunglobulinen anderer Spezies.
Quelle: DAKO Diagnostica GmbH, Hamburg, Deutschland
Verdunnung: 1:50

12




Anti-Kaninchen-Antikdrper vom Schwein
Immunglobulinklasse: IgG, konjugiert mit Fluoreszeinisothiozyanat (FITC),
polyklonal
Spezifitat: Der Antikorper bindet an Kaninchen-Immunglobuline aller Klassen; fast
keine Kreuzreaktivitat mit menschlichen Immunglobulinen.
Quelle: DAKO Diagnostica GmbH, Hamburg, Deutschland
Verdlnnung: 1:50

Die einzelnen Antikdrper wurden mit 2%igem bovinem Serumalbumin (BSA) verdunnt, das
in isotonem TRIS-HCL-Puffer ( 0.05 molar, pH 7.4) aufgeltst wurde.

3.2.3.2.4 Anfarbung der Praparate

Die Objekttrager wurden jeweils zehn Minuten lang mit 100ul  2%igem bovinem
Serumalbumin vorinkubiert, um unspezifische Antikorper-Bindungsstellen abzuséttigen, die
besonders in den Randgebieten der Gewebsschnitte die Erkennbarkeit spezifischer Anfarbung
erheblich beeintréchtigen konnen.

Nach vorsichtigem Abklopfen der Vorinkubationslésung wurden die Gewebsschnitte unter
der Verwendung einer Eppendorf-Pipette mit je 100ul der entsprechenden verdunnten
Primarantikdrperlosung betraufelt. Die Inkubation erfolgte fur 60 Minuten in einer feuchten
Kammer unter LichtabschluR bei Raumtemperatur.

Hierauf wurden die Objekttrager zur Entfernung der Primarantikdrperldsung mit Tris-Puffer
gespult und um die Gewebsschnitte herum behutsam mit Saugpapier abgetrocknet, um eine
unerwiinschte weitere Verdiinnung des Sekundarantikdrpers zu vermeiden.

Je 100ul des entsprechenden Sekundarantikorpers wurden nun aufgebracht und die Praparate
wieder 60 Minuten, wie oben dargestellt, inkubiert.

Nach der Inkubation wurden die Objekttrager nochmals mit Tris-Puffer gespult, abgetrocknet
und mit einem Tropfen Eindeckmedium (“Aqueous Mounting Medium Permaflour”)
versehen.

Sofern die Prdparate nicht sofort fotographiert werden konnten, wurden sie unter

Lichtabschlul® im Kihlschrank bei 4°C gelagert.
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3.2.3.2.5 Kontrollfarbungen

Von jeder Biopsie wurden zwei Negativkontrollen mitgefarbt; zu diesem Zweck wurden die
Objekttrager mit 2%igem BSA ohne Zugabe eines Primdarantikdrpers inkubiert und jeweils
mit Maus- oder Kaninchen-Sekundéarantikérpern behandelt. Alle Gibrigen Féarbeschritte blieben
unveréandert.

Um die Féarbeergebnisse mit  gesundem, nicht transplantiertem Herzmuskelgewebe
vergleichen zu kdnnen, wurden bei jeder Farbung Herzmuskelschnitte zweier Patientinnen (27
und 39 Jahre alt) mitgeféarbt, die im Jahr 1995 jeweils bei einem Verkehrsunfall getotet
worden waren; beide wiesen keine Kkardialen Vorerkrankungen auf. Zur besseren
Dokumentation der histologischen Qualitat der einzelnen Praparate, v.a. im Hinblick auf ihren
Bindegewebsanteil und etwaige Zellinfiltrate, wurden jeweils eine Hdmalaun-Eosin- und eine

van Gieson-Féarbung nach folgendem Schema angefertigt (11):

3.2.3.2.6 Hamalaun-Eosin-Farbung

- 5 Minuten Fixierung in 5%igem Formalin

- 5 Minuten Wéssern in destilliertem Wasser

- 3-8 Minuten einlegen in saurer Hdmalaunlésung (Kernfarbung)

- Spiilen mit destilliertem Wasser

- 10 Minuten blduen unter flieBendem Leitungswasser

- 5-10 Minuten féarben in Eosinlésung

- 3 Minuten Spulen mit destilliertem Wasser

- Durchlaufen einer aufsteigenden Alkoholreihe: 70%, 96%, dreimal absoluter Alkohol,
abschlielend Xylol

- Eindecken der Préparate mit Eukitt (schnell hartendes Eindeckmedium fur mikroskopische

Praparate)

3.2.3.2.7 Van Gieson-Farbung

- 5 Minuten Fixierung in 5%igem Formalin

- 5 Minuten Wassern in Leitungswasser

- 2 Minuten farben in Fe-Hamatoxylin nach Weigert
- 5 Minuten blduen unter flieBendem Leitungswasser
- Abtrocknen mit Filterpapier

- 1 Minute einlegen in Picrofuchsin
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- Abschleudern der Farblosung und Abtrocknen mit Filterpapier
- Durchlaufen einer aufsteigenden Alkoholreihe wie bei der Hdmalaun-Eosin-Farbung

- Eindecken der Préparate mit Eukitt

3.2.4 Mikroskopische Dokumentation und Auswertung

Zur Auswertung der Immunfluoreszenzfarbungen wurde ein Fluoreszenzmikroskop der Firma
LEICA (LEICA-Laborlux D) verwendet. Von jedem gefarbten Biopsieschnitt und den
entsprechenden  Kontrollpréparaten wurden in zwei VergroRerungen (100/400-fach)
mindestens je eine Diafotographie erstellt.

Bei der Bewertung der Férbeergebnisse wurde mittels Dia-Doppelprojektion (Verwendung
zweier Diaprojektoren mit gleicher Lichtstarke und Einhaltung gleichen Projektionsabstands)
die Biopsie mit der Negativkontrolle und dem Normalbefund verglichen; die Intensitat der
spezifischen Anfarbung bewerteten zwei unabhangige Betrachter mit einer Zahl zwischen 0
und 3 (Skalenabstand 0.5, “0” bedeutet “keine spezifische Anfarbung”, “3” bedeutet “sehr

starke spezifische Anfarbung”).

3.2.5 Diagnose von zellularer Abstol3ung

Die histologische Diagnostik der Endomyokardbiopsien zur Beurteilung zelluldrer

AbstolRungsreaktionen wurde am Institut fiir Pathologie der Ludwig-Maximilians-Universitat

Minchen durchgefuhrt. Zur Graduierung fand die Uberarbeitete Nomenklatur nach ISHLT
(10) Verwendung.
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Tabelle 2: Graduierung zellul&rer AbstolRung nach ISHLT (nach (10))

AbstoRungsgrad
0 -
la -
1b —
2 -
3a -
3b -
4 -

\J

\J

Histologisches Korrelat

kein zelluléres Infiltrat

fokales Infiltrat (interstitiell oder perivaskulér),
ohne Nekrose
diffuse, spéarliche Infiltrate, ohne Nekrose

singuldrer Fokus mit aggressiver Infiltration,
evtl. mit fokaler Myozytenschédigung

multifokale, aggressive Imfiltrate,
evtl. mit Myozytenschéadigung
diffuse Entziindung mit Nekrosen

diffuse, aggressive Infiltrate mit Nekrosebildung,
evtl. mit Odem und /oder Einblutung
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3.3 Referenzmethoden

3.3.1 Dobutaminbelastungsechokardiographie

3.3.1.1 Pharmakologische Grundlagen

Dobutamin ist ein synthetisches Katecholaminderivat (Strukturformel s. Abb.2), das 1978
erstmals klinisch angewendet wurde. Hauptindikation ist die Akuttherapie eines kardialen
Pumpversagens (67).

Bei nur geringer Beeinflussung sympathischer a-Rezeptoren stimuliert Dobutamin vor allem
- In etwas geringerem Ausmal} auch B,-Rezeptoren. Am Herz folgt daraus eine positiv
inotrope, chronotrope und dromotrope Wirkung, dartiberhinaus ein dilatativer Effekt auf das
Bronchialsystem und periphere Arterien (52). Die Plasmahalbwertszeit von Dobutamin
betragt nur zwei Minuten (87), da die Substanz einer schnellen Methylierung durch die O-

Methyltransferase unterliegt (55). Dies hat eine gute Steuerbarkeit der Wirkung zur Folge.

Abbildung 2: Strukturformeln von Dopamin und Dobutamin

Dopamin Dobutamin
OH OH
OH OH
OH
|
NH, N

CHs
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3.3.1.2 Kardiovaskulare Wirkungen bei Koronarstenosen

Die Kontraktilitdtszunahme verursacht eine Zunahme des myokardialen Sauerstoffverbrauchs
(99); dementsprechend steigt allerdings auch der koronare Blutflu (54), im niedrigen
Dosisbereich (<20ug/kg/min) nicht nur in normal weiten, sondern auch in stenosierten
Koronargefallen (107). Eine 70-prozentige Koronarstenose ist in der Regel bereits mit einer
Abnahme des maximalen koronaren Blutflusses unter Belastung verbunden (76). Kann bei
steigender Herzfrequenz der gesteigerte myokardiale Sauerstoffverbrauch aufgrund der
Lumeneinengung nicht mehr kompensiert werden, kommt es zum Ablauf einer
»lschamiekaskade®: Zuerst treten Inhomogenitaten der Myokardperfusion auf, gefolgt von
Veranderungen im Zellstoffwechsel; im weiteren Verlauf zeigen sich diastolische und
systolische  Pumpfunktionsstorungen, EKG-Verdnderungen und Angina pectoris-
Beschwerden. Im hohen Dosisbereich fuhrt Dobutamin zu einer Erniedrigung des totalen
peripheren Widerstands (55), da die B2-vermittelte Dilatation Kkleiner Arteriolen durch die
gleichzeitige Aktivierung von aui-Rezeptoren in den GefaBen nicht kompensiert wird. Der
hierdurch hervorgerufene Abfall des diastolischen Blutdrucks hat eine Abnahme des
myokardialen Perfusionsdrucks zur Folge, der sich aus der Differenz zwischen diastolischem
Blutdruck und linksventrikuldrem Fullungsdruck errechnet. Daraus resultiert eine weitere
Reduktion der Durchblutung von, aufgrund stenosierter KoronargefaRRe, minderperfundierten
Myokardarealen. Die beschriebenen Effekte tragen letztendlich zur Induktion einer
myokardialen Ischdmie im Versorgungsbereich verengter Herzkranzgefale bei, die
echokardiographisch als Wandbewegungsstérung, herabgesetzte Verkirzungsfraktion oder

verminderte systolische Wanddickenanderung sichtbar wird (70, 100).

3.3.1.3 Protokoll der Belastungsuntersuchung

Die Patienten erhielten eine kontinuierliche Dobutamininfusion Uber einen peripher-vendsen
Zugang. Zur Einstellung der jeweils erforderlichen Infusionsrate wurde ein Perfusor der Firma
B. Braun Melsungen AG (Typ 081702/8) verwendet. Die Startdosis betrug 5 ng/min/kg KG
(Korpergewicht). Alle finf Minuten erfolgte eine Dosissteigerung um weitere 5 ug/min/kg
KG. Bei Erreichen der Maximaldosis (40 ug/min/kg KG) oder der submaximalen
Belastungsherzfrequenz ((220-Lebensjahre) x 0.85) wurde die Belastung beendet. Weitere
Abbruchkriterien, die fur den Nachweis einer Ischdmie sprechen oder auf eine Gefahrdung des

Patienten hindeuten, sind in Tabelle 3 aufgefiihrt (siehe auch (33)).
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Tabelle 3 : Abbruchkriterien der Dobutaminbelastungsuntersuchung

- Erreichen der maximalen Dobutamindosis

- Erreichen der maximalen Belastungsherzfrequenz

- Abfall des systolischen Blutdrucks unter den Ruhewert

- Abfall des diastolischen Blutdrucks unter 40 mmHg

- kein weiterer Anstieg der Herzfrequenz (iber zwei Belastungsstufen

- deutliches subjektives Unwohlsein und Wunsch des Patienten

- Neuauftreten oder Zunahme von Angina pectoris-Beschwerden

- komplexe ventrikulare Arrhythmien, anhaltende supraventrikuldre Extrasystolie
- ischdmietypische ST-Senkung > 1.5mm oder ST-Hebung > 1 mm im EKG
- Blutdruckanstieg > 110 mmHg diastolisch oder > 200 mmHg systolisch

- Abfall der Herzfrequenz unter Belastung

- Auftreten regionaler oder globaler Kontraktionsstérungen

- Zeichen peripherer Minderperfusion (Blasse, Zyanose)

- ZNS-Symptome (Schwindel, Prasynkope)

- schwere Dyspnoe

- technische Probleme

3.3.1.4 Echokardiographie

Fur die Untersuchungen wurde ein Ultraschallgerat Typ HP SONOS 1500 der Firma Hewlett
Packard Deutschland, Boblingen, verwendet. In der Regel kam ein 3.5 MHz-phased-array-
Schallkopf zur Anwendung, bei reduzierter Darstellbarkeit wurde auf einen Schallkopf mit
einer Schallfrequenz von 2.5 MHz ausgewichen. Der gesamte Untersuchungsverlauf wurde
auf SVHS-Videokassetten aufgezeichnet. Die Patienten befanden sich wéhrend des gesamten
Untersuchungsablaufs in Linksseitenlage. Hierdurch konnten alle echokardiographischen
Aufzeichnungen wahrend der Belastung von den gleichen Schallkopfpositionen in Ruhe und
in Echtzeit vorgenommen werden. Alle Untersuchungen wurden von demselben erfahrenen

Kardiologen durchgefiihrt und von zwei unabhdngigen Untersuchern ausgewertet.
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Zur Quantifizierung von linksventrikuldren Wanddicken und Wanddickenénderungen sowie
des Ventrikeldurchmessers und der Verkirzungsfraktion wurde die M-Mode-
Echokardiographie verwendet. Zum Erhalt einer M-Mode-Schnittebene wurde, ausgehend von
einer linksparasternalen Schallkopfposition im dritten oder vierten Interkostalraum, ein
zweidimensionales Langsschnittbild (PLA) dargestellt. Die Untersuchungsebene wurde
anhand der mitaufgezeichneten Anteile der Mitralsegel definiert und unter visueller Kontrolle
des zweidimensionalen Bildes beibehalten.

Aus den M-Mode-Registrierungen in Ruhe, zu jeder Belastungsstufe und nach Belastung

wurden folgende Parameter bestimmt:

W |VSes endsystolische Dicke des interventrikul&ren Septums in mm

H |VSed enddiastolische Dicke des interventrikuldren Septums in mm

B LHWes endsystolische Dicke der linksventrikularen Hinterwand in mm
B LHWed enddiastolische Dicke der linksventrikulédren Hinterwand in mm
B [ Ves endsystolischer Durchmesser des linken Ventrikels in mm

H | Ved enddiastolischer Durchmesser des linken Ventrikels in mm

Aus diesen Werten wurden die absoluten und die prozentualen Wanddicken&nderungen fiir
das interventrikuldre Septum (AIVS) und die linksventrikulare Hinterwand (ALHW), sowie

die Verkurzungsfraktion (FS) wie folgt berechnet:

m AIVS = IVSes - IVSed

W AIVS% = (( IVSes - IVSed) / IVSed ) * 100

B ALHW = LHWes -LHWed

m ALHW% = (( LHWes - LHWed) / LHWed) * 100
m FS = ((LVed - LVes)/LVed) = 100
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Die Ermittlung regionaler Wandbewegungsstorungen erfolgte mittels zweidimensionaler
Echokardiographie in den Standard-Anlotungsebenen (parasternale Léngs-und Querachse,
Vierkammerblick und Zweikammerblick). Hierbei wurde , wie bereits in friheren
Stressechokardiographiestudien (84), die linke Ventrikelwand in 16 anatomische Segmente
eingeteilt . Sowohl in Ruhe als auch unter Belastung erfolgte eine semiquantitative Bewertung
der regionalen Herzkontraktion: jedem der 16 Segmente wurde ein Punktwert zwischen eins
und vier zugeordnet (s.Tab.4). In einigen Fallen bestanden Schwierigkeiten, eine eindeutige
Bewertung zu finden. Flr diese Félle wurde eine weitere Abstufung eingefuhrt (z.B. gering
hypokinetisch oder hypo- bis akinetisch) und durch die Addition von 0.5 zum niedrigeren

Wert quantifizierbar gemacht.

Tabelle 4: Wandbewegungswerte (WBW)

- Normokinesie (normales Kontraktionsverhalten)

-‘1.5"  geringe Hypokinesie

-2’ Hypokinesie (verminderte systolische Dickenzunahme relativ zu den Nachbarsegmenten)
-2.5"  Hypo- bis Akinesie

-3 Akinesie (keine systolische Wandbewegung bzw. nur passive Mitbewegung)

-‘3.5  A- bis Dyskinesie

-4 Dyskinesie ( Wandbewegung entgegen der normalen systolischen Wandbewegungsrichtung)

Eine Bewegungsstorung eines Segments mufte in allen Schnittebenen, in denen dieses
Segment darstellbar ist, nachgewiesen werden, um als eindeutig erkannt zu gelten. Die
Punktwerte von allen Segmenten wurden zu einem Wandbewegungsscore (WBS) aufaddiert.

Der WBS eines Herzens mit normaler Kontraktionsfunktion betrégt ‘16’.
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3.3.2 Koronarangiographie

Uber einen femoralen Zugang wurde ein 7-F-Katheter eingefiihrt und das Koronarsystem
unter Verwendung eines nicht-ionischen Kontrastmittels in biplaner Projektion dargestellt. Im
Anschlul3 an die Untersuchung wurde der Herzkatheterfilm visuell ausgewertet.

Alle Angiographiebefunde wurden nach einem qualitativen Schema bewertet: Ein Angio-
graphie-Grad von ‘1’ bezeichnet das Vorliegen eines normalen Koronarbefundes. Grad ‘2’
entspricht WandunregelmaRigkeiten ohne nennenswerte Lumeneinengung, ‘3’ bezeichnet eine
Lumeneinengung kleiner 50% und ‘4’ eine Lumenreduktion groRer 50% bzw. eine diffuse
GefélRrarefizierung. Als Hinweis auf das Vorliegen einer Transplantatvaskulopathie wurden
auch geringe Veranderungen des koronaren GefalRbaumes gewertet. Ein Angiographiebefund

groler eins wurde somit als positiv im Sinne einer TVP eingestuft.

3.3.3 Intravaskularer Ultraschall

Die intravaskuldre Ultraschallbildgebung (IVUS) ermdglicht als tomographische Schnittbild-
technik neben der Abbildung der Gefdlumina auch die Darstellung der GefaBwand und
erlaubt so eine qualitative und quantitative Beurteilung der vorhandenen GefaRplaques,
wéhrend sich die Aussagekraft der Angiographie auf die Lumenmorphologie beschrankt (48).
Die IVUS-Untersuchung ist die sensitivste Methode zur Diagnostik einer TVP in vivo (94).

Fur die intravaskuldre Bildgebung wurde im Rahmen einer Linksherzkatheteruntersuchung ein
30 MHz-Schallkopf tber einen Fuhrungsdraht in das jeweilige, durch intrakoronare Injektion
von 0.25 mg Nitroglycerin, maximal dilatierte Koronargefal? eingefiihrt. ZielgefaRe waren
epikardiale GefédRBe, die sich aufgrund eines angiographisch geeignet erscheinenden
GeféaRverlaufs (wenig Torquierung) und ausreichenden Lumendiameters fiir die Aufnahme des
Bildgebungskatheters anboten (48). Unter simultaner Videoregistrierung erfolgte ein
kontrollierter und langsamer Rickzug des Bildgebungskatheters von der Geféal3peripherie bis
zum Koronarostium. Die Position des Schallkopfes wurde angiographisch kontrolliert und auf
Videoband dokumentiert. Die Zuordnung zu Koronarsegmenten orientierte sich am Abgang
grolRerer Seitenédste (75). Aus den Sequenzen der untersuchten Koronarsegmente wurde
jeweils das Bild ausgewdhlt, das qualitativ den starksten Auspréagungsgrad der intimalen

Veranderungen bei moglichst zentraler Lage des Schallkopfes zeigte. Diese wurden
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digitalisiert und quantitativ hinsichtlich der Intimadicke ausgewertet (49). Zusammen mit der
zirkumferentiellen Beteiligung des betroffenen GefélRabschnitts wurde mit ihr das Ausmal? der
TVP definiert. In der vorliegenden Arbeit kam die Stanford-Klassifikation nach (95) in

modifizierter Form zur Anwendung (49):

Tabelle 5: Modifizierte Stanford-Klassifikation (IVUS-Grad)

Grad Intimadicke zirkumferentielle Ausdehnung
1 keine Verdickung
2 <0.3mm <180°
3 <0.3mm >180°
4 0.3-0.5mm <180°
5 0.3-0.5mm >180°
6 > 0.5 mm 0-360°

Pro Patient wurden zwischen 3 und 12 Segmente in verschiedenen KoronargefaRen
untersucht. Jedes untersuchte Koronarsegment wurde nach diesem Schema klassifiziert. Es
wurde die Summe aller Segmente gebildet und durch die Anzahl der untersuchten Segmente
geteilt. Der resultierende Wert wurde als mittlerer IVUS-Grad bezeichnet, dieser kann Werte
von eins bis sechs erreichen. Patienten mit Werten < 3.0 wurden als negativ hinsichtlich einer
TVP eingestuft. Bei Patienten mit einem mittleren 1IVUS-Grad > 3.0 wurde das Vorliegen

einer Transplantatvaskulopathie angenommen (78).

3.3.4 Definition der TVP nach angiographischen und 1VUS-Kriterien

Da Angiographie und IVUS die etablierten Verfahren zur Diagnosestellung einer
Transplantatvaskulopathie darstellen, erfolgte in dieser Studie die Eingruppierung der
Patienten in ,,TVP-positiv‘ und , TVP-negativ nach den Ergebnissen der
koronarmorphologischen Untersuchungen bzw. deren Kombination; als ,, TVP-positiv*
wurden diejenigen Patienten bewertet, die einen Angiographiegrad > 1 und/oder einen IVUS-
Grad > 3.0 aufwiesen. Patienten mit einem Angiographiegrad = 1 und einem IVUS-Grad <

3.0 wurden als ,,TVP-negativ“ eingestuft.
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3.4 Statistische Methoden

Die explorative Analyse der zur Verfligung stehenden Daten erfolgte mit dem Statistik-
Programm ,,stat view* der SAS Institute Incorporation und in Ricksprache mit dem Institut
fur Informationsverarbeitung, Biometrie und Epidemiologie am Klinikum Grol3hadern (Drs.

Crispin und Weitkunert).

Fur alle quantitativen Merkmale wurden der arithmetische Mittelwert und die
Standardabweichung angegeben.

Beim Vergleich normalverteilter quantitativer Variablen (z.B. Wanddickenanderungen)
zweier unabhangiger Gruppen wurde der t-Test fur unverbundene Stichproben verwendet.
War die Normalverteilung nicht gegeben (z.B. Wandbewegungsscore), kam der U-Test nach
Mann und Whitney zur Anwendung. Bei der Ermittlung von Zusammenh&ngen der
Immunfluoreszenzergebnisse untereinander (z.B. t-PA vs. AT-IllI) wurden die Variablen
dichotomisiert und mit der hiermit erhaltenen Vierfeldertafel ein yx2-Test durchgefihrt; falls
der Erwartungswert einer Zelle der Vierfeldertafel kleiner als 5 war, musste auf den exakten
Test nach Fisher ausgewichen werden (38).

Als signifikant wurde ein Testergebnis gewertet, wenn der Wahrscheinlichkeitswert p fur die

zweiseitige Fragestellung kleiner 0.05 war.
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4 Ergebnisse

4.1 Patienten

4.1.1 Klinische Daten

Transplantationsindikationen waren dilatative Kardiomyopathie (43 Patienten/62.3%),
koronare Herzerkrankung (20 Patienten/29.0%), dekompensierte Herzinsuffizienz bei
Klappenerkrankung (5 Patienten/7.2%), und Transplantatabstoung nach vorausgegangener
HTX bei dilatativer Kardiomyopathie (1 Patient/1.4%).

Alter, Grolie und Gewicht der Patienten, sowie die Zeitdauer nach der Transplantation zum

Zeitpunkt der Untersuchung waren wie folgt verteilt:

Tabelle 6: Alter, KérpergroRe, Kérpergewicht, Posttransplantationszeitraum

Alter (Jahre) 504+11.4
GroRe (cm) 173.0+7.7
Gewicht (kg) 76.8+12.4
Zeit posttranspl. (Monate) 50.1+36.5

Das Durchschnittsalter der Organspender betrug 31.1 + 12.2 Jahre.

Alle Patienten befanden sich zum Zeitpunkt der Untersuchung unter immunsuppressiver
Therapie; in der Regel wurde eine medikamentése Kombinationstherapie mit folgenden
Substanzen durchgefiihrt (Tab. 7):
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Tabelle 7: Immunsuppressive Medikamente

Immunsuppressiva Patientenzahl (Haufigkeit)
CyA, Pred, Aza 30 (43.5%)

CyA, Pred 23 (33.3%)

CyA, Aza 3 (4.3%)

CyA 2 (2.9%)

Tacro, Pred, Aza 5 (7.2%)

Tacro, Pred 5 (7.2%)

Tacro 1(1.4%)

CyA: Cyclosporin A; Pred: Methylprednisolon; Aza: Azathioprin; Tacro: Tacrolimus (FK 506)

Eine Aufschlusselung der kardialen Medikation, unter der die Patienten zum
Untersuchungszeitpunkt standen, ist Tabelle 8 zu entnehmen. Bei keinem Patienten bestand
zum Zeitpunkt des Studieneinschlusses eine Indikation fir eine medikamentdse

Herzinsuffizienz-Therapie, die genannten Substanzen wurden als Antihypertonika verwendet.

Tabelle 8: Antihypertensive Medikation

Antihypertonika Patientenzahl (Haufigkeit)
ACE, Diu, Ca 12 (17.4%)

ACE, Diu 13 (18.8%)

ACE, Ca 9 (13.0%)

ACE 8 (11.6%)

Ca, Diu 10 (14.5%)

Ca 7 (10.1%)

Diu 5 (7.2%)

sonstige 2 (2.9%)

keine Therapie 3 (4.3%)

ACE: ACE-Hemmer; Diu: Diuretikum; Ca: Calciumantagonist
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4.1.2 Patienten mit kardialen Ereignissen

Bei 8 der 69 Patienten kam es im Beobachtungszeitraum zu interventionspflichtigen
Komplikationen aufgrund einer TVP; bei funf Patienten war eine PTCA notwendig, in zwei
Fallen kam es zu einer dekompensierten Insuffizienz des Transplantatherzens und bei einem
Patienten war infolge zunehmender Transplantatinsuffizienz bei diffuser Koronarsklerose die

Retransplantation erforderlich .

4.2 Ergebnisse der Referenzuntersuchungen

4.2.1 Angiographie und intravaskularer Ultraschall

Zu den insgesamt untersuchten 69 Endomyokardbiopsien standen je 54 zeitnah durchgefihrte
IVUS-Untersuchungen und 68 Koronarangiographien zur Verfligung.

Ein normales Koronarangiogramm zeigte sich in 38 Féallen (Angiographie-Grad 1),
WandunregelmélRigkeiten ohne Lumeneinengung wurden bei 17 Untersuchungen gefunden
(Angiographie-Grad 2). Angiographisch sichtbare Lumeneinengungen waren in 13 Fallen zu
sehen (hiervon bei einem Patienten Angiographiegrad 3, bei 12 Patienten Angiographiegrad
4).

Der mittlere IVUS-Grad als wesentlicher quantitativer Parameter arteriosklerotischer
Veranderungen im intrakoronaren Ultraschall lag im Durchschnitt aller Untersuchungen bei
4.2 +1.5. Ein IVUS-Grad kleiner oder gleich 3.0 wurde in 9 Féllen, ein Wert grof3er 3.0 in 45
Fallen gefunden.

Von den 34 Patienten mit unauffalligem Koronarangiogramm (und vorhandener 1VUS-
Untersuchung) wiesen 25 einen mittleren IVUS-Grad > 3.0 auf, bei 9 Patienten war der
mittlere IVUS-Grad < 3.0. Im Durchschnitt ergab sich bei den Patienten mit unauffalligem
Koronarangiogramm ein mittlerer IVUS-Grad von 3.8 + 1.5, im Gegensatz zu einem Wert von
5.0 + 1.2 bei den 20 Fallen mit pathologischer Koronarangiographie; dieser Unterschied war
statistisch hochsignifikant (p = 0.03; U-Test n. Mann/Whitney).

Bei den Patienten mit besonders kurzem Posttransplantationszeitraum (< 12 Monate) fand
sich ein signifikant niedrigerer mittlerer IVUS-Grad von 2.9 + 1.1 (p=0.03; U-Test); die
Angiograde bei dieser kleinen Patientengruppe (n=5) waren allerdings nur im Trend niedriger.
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Eine zusammenfassende Darstellung der IVUS-Grade in Abhangigkeit vom Angiographiegrad

liefert folgende Abbildung:

Abbildung 3: Mittlerer IVUS-Grad in Abhédngigkeit
vom Angiographiegrad

Legende fiir die in dieser Arbeit

p = 0.03 (U-Test n. Mann/Whitney) verwendeten Box-Plot-Diagramme:
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Bei den finf Patienten, bei denen im Verlauf kardiale Komplikationen aufgetreten sind und
bei denen Daten aus dem IVVUS verfligbar waren, zeigte sich ein mittlerer IVUS-Grad von 5.0
+ 1.3. Dieser Wert unterschied sich allerdings, in Anbetracht der sehr geringen Fallzahl, nicht
signifikant vom  Gesamtkollektiv. ~Auch ein  hoherer  Anteil  pathologischer
Angiographiebefunde konnte beobachtet werden: bei sechs von den insgesamt acht Patienten
wurde ein Angiographiegrad von 4 gefunden. Lediglich zwei Patienten hatten ein
unauffélliges Koronarangiogramm , wobei beide bereits einen mittleren IVUS-Grad > 3.0

aufwiesen.
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4.2.2 Belastungsechokardiographie

Insgesamt waren stressechokardiographische Daten von 65 Patienten verfugbar.

Die Analyse der fir die globale linksventrikuldre systolische Funktion aussagekréftigsten
Parameter Verkilrzungsfraktion und Wanddickenzunahme zeigte, dass bei den Patienten, die
weder in der Angiographie noch im IVUS einen pathologischen Befund aufwiesen, im
Bereich der linken Ventrikelhinterwand unter Dobutaminbelastung eine hochsignifikant
héhere systolische Wanddickenzunahme festzustellen war. Desweiteren war die systolische

Verkirzungsfraktion unter Belastung bei diesen TVVP-negativen Patienten signifikant héher.

Tabelle 9: Systolische Wanddickenzunahme und systolische Verkirzungsfraktion

TVP neg (n=14) TVP pos (n=51) |Signifikanzniveau p
AIVS-Ruhe (%) 37.4+10.6 324+12.1 ns. °
ALHW-Ruhe (%) 55.8+13.9 48.2+14.2 ns. °
AIVS-max (%) 62.2+14.2 54.1+17.8 ns. °
ALHW-max (%) 91.7+22.1 77.6+19.7 0.030 °
FS-Ruhe (%) 35.3+5.3 345+6.6 ns. °
FS-max (%) 51.1+£35 46.6 + 8.2 0.040 °

°: t-Test fur unverbundene Stichproben

Bei 65 ausgewerteten Untersuchungen fanden sich unter Ruhebedingungen in 36 Féllen
regionale Wandbewegungsstérungen, unter Dobutaminbelastung in 37 Féllen.

Von den 51 TVP-positiven Patienten waren sowohl in Ruhe als auch unter
Dobutaminbelastung bei 34 Patienten regionale Wandbewegungsstérungen nachweisbar; bei
den 14 TVP-negativen Patienten zeigten sich diese lediglich bei zwei Patienten in Ruhe und
bei drei Patienten unter Dobutaminbelastung. Entsprechend ergaben sich beim Vergleich der
Wandbewegungsscores flr beide Subgruppen hochsignifikant schlechtere Werte fur die TVP-

positiven Patienten in Ruhe und unter Belastung (s.Tab. 10) .
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Tabelle 10: Wandbewegungsscores in Ruhe und unter Dobutaminbelastung

Gesamtkollektiv TVP neg TVP pos Signifikanzn. p

TVPpos/TVPneg
WBS-Ruhe 18.3+3.6 16.1+0.3 18.9+3.9 0.008 *
WBS-max 19.0+4.3 16.4+0.8 19.7+45 0.006 *

*. U-Test n. Mann/Whitney

Die untersuchten stressechokardiographischen Parameter von sieben Patienten mit kardialen
Ereignissen unterschieden sich trotz der geringen Fallzahl mit hoher Signifikanz, und zwar

alle im Sinne von pathologischeren Werten, von den Parametern der tbrigen Patienten.

Tabelle 11: Ergebnisse der Stressechokardiographie bei Patienten mit
kardialen Ereignissen

Komplikation+ | Komplikation— | Signifikanzn. p
(n=7) (n=58)

AIVS-Ruhe (%) 15.6 + 7.7 35.9+10.2 <0.001 °
ALHW-Ruhe (%) | 36.1+17.2 51.8+13.1 =0.005 °
AIVS-max (%) 35.8+14.5 58.5+15.8 <0.001 -°
ALHW-max (%) | 66.1+24.4 82.8+19.8 =0.045 °
FS-Ruhe (%) 27.0+ 8.4 35.7+5.3 <0.001 °
FS-max (%) 38.6+84 48.6 6.8 <0.001 -
WBS-Ruhe 226+4.2 17.7+3.1 <0.001 *
WBS-max 249+ 3.7 18.2+3.7 <0.001 *

°: t-Test fur unverbundene Stichproben; *: U-Test n. Mann/Whitney
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4.3 Ergebnisse der Immunfluoreszenzfarbungen

4.3.1 Quantitative Befundung

Die Diapositive der immunfluoreszenzgefarbten Biopsien wurden von zwei unabh&ngigen
Beobachtern, unter simultaner Betrachtung der entsprechenden Negativkontrollen,
hinsichtlich ihrer spezifischen Anfarbungsintensitdt quantitativ beurteilt. Die verwendete

Skalierung (s. auch S.15) ist in Tab.12 nochmals dargestellt:

Tabelle 12: Bewertungsstufen bei der Quantifizierung der immunhistochemischen
Farbeintensitaten

Grad Intensitét der spezifischen Anférbung
0 keine spezifische Anfarbung
0.5 minimale spezifische Anfarbung
1 maéRige spezifische Anfarbung
1.5 mittelstarke spezifische Anfarbung
2 starke spezifische Anfarbung
2.5 starke bis sehr starke spezifische Anfarbung
3 sehr starke spezifische Anfarbung

Bei keinem der untersuchten FarbeantikOrper konnte eine Abhangigkeit der Farbeintensitat
vom Geschlecht oder der Diagnose, die zur HTX geflhrt hatte, gefunden werden.
Autofluoreszierende Lipofuszin-Korper waren in wechselndem Ausmal? in allen Biopsien als

unspezifischer Hintergrund-Effekt nachweisbar.

4.3.2 Anfarbungsintensitaten der einzelnen Antikorper

4.3.2.1 ICAM-1

4.3.2.1.1 Normalbefunde

Bei der Anfarbung des ,intercellular adhesion molecule”* (ICAM-1) zeigte sich bei den

herzgesunden Unfallopfern jeweils eine minimale spezifische Anfarbung (Grad 0.5) von

Kapillaren (s. Fotoabbildungen 1+2).
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Fotoabb. 1+2: ICAM-1, Normalbefund . Minimale spezifische Anfarbung (Grad 0.5).

Schwarze Pfeile markieren Lipofuszin-Korper, weisse Pfeile markieren
spezifische mikrovaskulare Anfarbung.

1)VergroRerung x100 2)VergroRerung x400

4.3.2.1.2 Biopsien der transplantierten Patienten

Die Gesamtzahl der beztglich ICAM auswertbaren Biopsien betrug 68. Hier wurden, im
Vergleich zum Normalbefund, insgesamt deutlich starkere, kapillar betonte, spezifische
Anféarbungen gefunden (s. Fotoabbildungen 3-6). Die Haufigkeitsverteilung der gefundenen

Anféarbungsgrade zeigt folgende Abbildung:

Abbildung 4: Haufigkeitsverteilung der Anfarbungsgrade von ICAM-1
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32



Fotoabb.3: ICAM-1, starke bis sehr starke spezifische Anfarbung (Grad 2.5),
VergréRerung x100.

Fotoabb.4: ICAM-1, starke bis sehr starke spezifische Anfarbung (Grad 2.5),
VergréRerung x400.
Weisse Pfeile markieren Beispiele spezifischer mikrovaskularer Anfarbung.
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Fotoabb.5: ICAM-1, keine spezifische Anfarbung (Grad 0), VergrélRerung x100.

Fotoabb.6: ICAM-1, keine spezifische Anfarbung (Grad 0), VergroRerung x400.
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4.3.2.2 t-PA

4.3.2.2.1 Normalbefunde

In den Referenzbiopsien der beiden herzgesunden Unfallopfer zeigte sich eine deutliche
arteriolare Anfarbung des Gewebsplasminogen-Aktivators. Anfarbung von Kapillaren,

Venolen oder Interstitium wurde nicht gesehen (s.Fotoabbildungen 7+8).

Fotoabb.7+8: t-PA, Normalbefund. Starke spezifische Anfarbung (Grad 2)
Weisse Pfeile markieren spezifische mikrovaskulare Anfarbung.

7)VergroRRerung x100 8)Vergroferung x400

4.3.2.2.2 Biopsien der transplantierten Patienten

Hier standen insgesamt 66 auswertbare Biopsien zur Verfugung.
Es fand sich insgesamt eine schwachere spezifische Anfarbung als beim Normalbefund,
manchmal mit diffuser kapillarer Beteiligung (s. Fotoabbildungen 9-12). Die quantitative

Verteilung der Anfarbungsgrade ist folgender Abbildung zu entnehmen:
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Abbildung 5: Haufigkeitsverteilung der Anfarbungsgrade von t-PA

30 +
25+
<20+
215+
£ 10 + I
HIERERR
0 - 1 1 1 1 1 ——
0 0,5 1 15 2 25 3
Anfarbungsgrad

36



Fotoabb.9: t-PA, sehr starke spezifische Anfarbung (Grad 3), VergréRRerung x100.

Fotoabb.10: t-PA, sehr starke spezifische Anfarbung (Grad 3), VergrolRerung x400.
Weisse Pfeile markieren Beispiele spezifischer mikrovaskularer Anfarbung.
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Fotoabb.11: t-PA, minimale spezifische Anfarbung (Grad 0.5), VergréRerung x100.

Fotoabb.12: t-PA, minimale spezifische Anfarbung (Grad 0.5), VergréRerung x400.
Weisse Pfeile markieren Beispiele spezifischer mikrovaskularer Anfarbung.
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4.3.2.3 Fibrin
4.3.2.3.1 Normalbefunde

Die Referenzbiopsien wiesen lediglich minimale, unspezifische Hintergrundanfarbung, jedoch

keinerlei spezifische Anfarbung von Fibrin auf (s. Fotoabbildungen 13+14).

Fotoabb. 13+14: Fibrin, Normalbefund. Keine spezifische Anfarbung (Grad 0).

13)Vergroferung x100 14)VergroRerung x400

4.3.2.3.2 Biopsien der transplantierten Patienten

Es konnten insgesamt 65 Biopsien bezuglich Fibrin ausgewertet werden.

Biopsien mit keiner oder nur minimaler spezifischer Anfarbung tberwogen zwar leicht,
jedoch fand sich doch eine betrachtliche Zahl mit erheblicher Fibrindeposition, die vor allem
kapillar betont war (s. Fotoabbildungen 15-18). Zundchst folgt die Darstellung der

quantitativen Verteilung der Anfarbungsintensitaten:
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Abbildung 6: Haufigkeitsverteilung der Anfarbungsgrade von Fibrin
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Fotoabb.15: Fibrin, starke spezifische Anfarbung (Grad 2), Vergrofierung x100.

Fotoabb.16: Fibrin, starke spezifische Anfarbung (Grad 2), VergroRerung x400.
Weisse Pfeile markieren Beispiele spezifischer mikrovaskulérer Anfarbung.
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Fotoabb.17: Fibrin, keine spezifische Anfarbung (Grad 0), VergréRerung x100.

Fotoabb.18: Fibrin, keine spezifische Anfarbung (Grad 0), VergroRerung x400.
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4.3.2.4 AT-11I

4.3.2.4.1 Normalbefunde
Im gesunden Herzmuskelgewebe fand sich eine markante spezifische Anfarbung von

Arteriolen und Venolen, jedoch keine diffuse kapillare Anféarbung (s.Fotoabbildungen 19+20)

Fotoabb.19+20: AT-1I1, Normalbefund. Sehr starke spezifische Anfarbung (Grad 3).
Weisse Pfeile markieren Beispiele spezifischer mikrovaskuldrer Anfarbung.

19) VergroRerung x100 20) VergroRerung x400

4.3.2.4.2 Biopsien der transplantierten Patienten

Es standen 65 Biopsien zur Auswertung zur Verfugung.

Hinsichtlich des Nachweises von Antithrombin Il boten die Biopsien der transplantierten
Patienten ein gemischtes Bild. In vielen Fallen war eine erhebliche AT-IlI-Depletion
festzustellen (bei 24 Patienten betrug der Farbegrad héchstens 1.0), h&ufig zeigte sich aber
auch eine mittelstarke bis starke Farbeintensitit, oftmals mit ausgedehnter kapillarer

Beteiligung (s. Fotoabbildungen 21-24).
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Abbildung 7: Haufigkeitsverteilung der Anfarbungsgrade von AT-III
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Fotoabb.21: AT-I1II, starke spezifische Anfarbung (Grad 2), Vergrofierung x100.

Fotoabb.22: AT-III, starke spezifische Anfarbung (Grad 2), VergroRerung x400.
Weisse Pfeile markieren Beispiele spezifischer mikrovaskuldarer Anfarbung.
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Fotoabb.23: AT-III, keine spezifische Anfarbung (Grad 0), VergrolRerung x100.
Ausgepragte Lipofuszinablagerungen.

Fotoabb.24: AT-III, keine spezifische Anfarbung (Grad 0), Vergréierung x400.
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4.3.3 Korrelationen der Marker untereinander

Von insgesamt 64 Patienten, von denen sowohl Farbeergebnisse von t-PA als auch von AT-I1I
zur Verfugung standen, wiesen 28 eine konkordante Depletion beider Parameter auf. Bei 29
Patienten war einer der beiden Parameter vermindert und nur in 7 Fallen zeigten sowohl t-PA
als auch AT-III normale Farbeintensitat. Ein statistisch signifikanter Zusammenhang wurde
aber nur bei detaillierter Subgruppenanalyse zwischen den Patienten mit ausgepragter
Depletion (Anfarbungsgrad < 1.0) von t-PA und Antithrombin 111 (p = 0.003) gefunden.
Daruiberhinaus ergab sich eine signifikant positive Korrelation der Anfarbungsintensitéten von
ICAM-1 und t-PA (p =0.038).

Das Ausmal von Fibrindeposition war unabhangig von den tbrigen Farbeergebnissen.

Tabelle 13: Korrelierende Immunfluoreszenzergebnisse

t-PA<1.0 t-PA>1.0
AT 111 <1.0 6 1
AT 111>1.0 14 43

p = 0.003 (Fisher-Exakt-Test)

ICAM <20 ICAM 2>2.0
t-PA<2.0 35 8
t-PA>2.0 12 10

p = 0.038 (y2-Test)
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4.3.4 Korrelation der Immunfluoreszenzergebnisse mit klinischen Daten

4.3.4.1 Alter der Organspender und Organempfanger

Hinsichtlich des Spenderalters ergab sich eine signifikante (p = 0.017) negative Korrelation
mit der Anfarbungsintensitit von ICAM-1, d.h. bei Herzen jiingerer Spender zeigte sich eine
starkere Expression von ICAM-1 in der koronaren Mikrozirkulation.

Das Alter der Organempfanger korrelierte im Trend mit t-PA: hier berwogen bei den
jungeren Transplantationspatienten eher hohere Anfarbungsintensitaten (p = 0.061).

Mit Fibrin und AT-I1I fanden sich keine Zusammenhange.

Abbildung 8: Korrelation von Immunfluoreszenzergebnissen mit dem Alter der Organspender
bzw. Organempfanger (Legende s. Seite 28)

p =0.017 (U-Test n. Mann/Whitney)
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4.3.4.2 Posttransplantationszeitraum

Nur bei der Anfarbungsintensitat von Fibrin konnte eine Abhangigkeit von der Zeitdauer nach
der Transplantation festgestellt werden: starkere Farbeintensitdten waren im Trend bei
kiirzerem Posttransplantationszeitraum zu finden (p = 0.06).

Bemerkenswert, aber wegen der geringen Fallzahl statistisch nicht signifikant, war eine
ausgepragte t-PA-Depletion innerhalb der ersten 18 Monate nach HTX. Von 14 Patienten

wiesen 12 eine Anfarbungsintensitat < 2.0 auf.

Abbildung 9: Korrelation der Fibrin-Anfarbungsintensitat mit der Zeitdauer nach HTX

p = 0.057 (U-Test n. Mann/Whitney)

S 20

Fibrin< 1.0 Fibrin > 1.0
n=37 n=28

4.3.4.3 Kardiale Ereignisse

Bei den Patienten mit kardialen Ereignissen ergaben sich, wesentlich mitbedingt durch die
sehr  kleinen  Fallzahlen, keine  statistisch  signifikanten  Unterschiede  der
Anférbungsintensitaten im Vergleich zu den ubrigen Patienten. Auffallig war der hohe Anteil
von Fibrindeposition: VVon den sieben auswertbaren Biopsien der Patienten mit kardialen
Komplikationen wiesen finf nennenswerte Fibrindepositionen auf, in drei Fallen sogar in

starkem bis sehr starkem Ausmald (Anfarbungsgrad > 2.0).
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Tabelle 14: Haufigkeitsverteilung der Anfarbungsintensitdten bei Patienten mit kardialen
Ereignissen

ICAM < 2.0 ICAM>2.0
K. Ereignis + 3 5
K. Ereignis - 25 35
n.s. (Fisher-Exakt-Test)

t-PA<2.0 t-PA>2.0
K. Ereignis + 6 2
K. Ereignis - 38 20
n.s. (Fisher-Exakt-Test)

Fibrin< 1.0 Fibrin>1.0
K. Ereignis + 2 5
K. Ereignis - 35 23
n.s. (Fisher-Exakt-Test)

AT 111 <20 AT 11 =20
K. Ereignis + 3 3
K. Ereignis - 40 19

n.s. (Fisher-Exakt-Test)
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4.3.4.4 Zellulare AbstoRRung
Das Vorhandensein einer leichtgradigen zellularen Abstossungsreaktion (ISHLT-Grade 1A,

IB) war lediglich bei Fibrin im Trend mit hoherer Anfarbungsintensitat verbunden (p =
0.097).

Tabelle 15: Fibrin-Anfarbungsintensitat und leichtgradige zellulare Abstol3ung

Fibrin< 1.0 Fibrin>1.0
ISHLT: 0 26 14
ISHLT: IA, IB 9 12

p = 0.097 (y2-Test)
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4.3.5 Korrelation der Immunfluoreszenzergebnisse mit den koronarmorphologischen
Untersuchungen

4.3.5.1 Angiographie

Ein Zusammenhang der Anfarbungsintensitdten mit angiographisch festgestellten

Veranderungen der Koronararterien konnte nur fir ICAM-1 gefunden werden: niedrige
im Trend bei Patienten mit

Anférbungsintensitdten  berwogen

Angiographiebefund (p = 0.062).

pathologischem

Tabelle 16: Immunfluoreszenzergebnisse und Angiographiegrad

ICAM <20 ICAM>2.0
Angiograd =1 23 15
Angiograd > 1 24 5
p = 0.062 (x2-Test)

t-PA<2.0 t-PA>2.0

Angiograd =1 24 11
Angiograd > 1 20 10
n.s. (y2-Test)

Fibrin<1.0 Fibrin>1.0
Angiograd =1 19 15
Angiograd > 1 17 13
n.s. (y2-Test)

AT I <20 AT II1=2.0
Angiograd =1 23 12
Angiograd > 1 20 9

n.s. (y2-Test)
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4.3.5.2 Intravaskularer Ultraschall

AT-I111-Depletion war signifikant mit verstarkter Intimahyperplasie verbunden (p = 0.049).

Die Anfarbungsintensititen von ICAM-1, t-PA und Fibrin zeigten keine statistisch
signifikante Abh&ngigkeit vom Nachweis einer intimalen Hyperplasie in der IVUS-
Untersuchung. Allerdings war bei deutlicher t-PA-Depletion (Féarbeintensitat < 1.0) ein Trend
zu hoheren IVUS-Graden auffallig. Mit einer leichten Tendenz ergaben sich bei ausgepréagten
Fibrinablagerungen  eher weniger pathologische Werte fur den mittleren 1VUS-Grad.
Allerdings  kehrte  sich  dieser Trend fir die Patienten mit  hoherem

Posttransplantationszeitraum (> 51 Monate) um.

Tabelle 17 : Mittlere IVUS-Grade in Abhangigkeit von den Immunfluoreszenzergebnissen

ICAM<2.0 ICAM > 2.0
(n=34) (n=19)
IVUS-mean 43+13 41+1.7

n.s. (U-Test n. Mann/Whitney)

t-PA<10 | t-PA>1.0 | t-PA> 2.0
_ und< 2.0 _
(n=19) (n=14) (n=18)
IVUS-mean | 45+ 1.3 41+1.6 41+16

n.s. (U-Test n. Mann/Whitney)

Fibrin< 1.0 Fibrin > 1.0
(n=27) (n=23)
1VVUS-mean 46+1.2 40+1.8

n.s. (U-Test n. Mann/Whitney)

AT-111<20 AT-111>2.0
(n=35) (n=16)
IVUS-mean 46+13 3.7+18

p = 0.049 (U-Test n. Mann/Whitney)
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Den Zusammenhang zwischen AT-IlI-Depletion und zunehmendem IVUS-Grad verdeutlicht

folgendes Box-Plot-Diagramm:

Abbildung 10: Anférbungsintensitat von AT-111 und mittlerer IVUS-Grad

p = 0.049 (U-Test n. Mann/Whitney)
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Bei den Patienten mit gemeinsamer Depletion an t-PA und AT-III war der mittlere IVUS-

Grad zwar nicht statistisch signifikant, aber mit einem deutlichen Trend hoher (p=0.093).

Tabelle 18: Mittlerer IVUS-Grad bei kombinierter Betrachtung von t-PA und AT-I11

t-PA und t-PA oder t-PA und
AT-111<2.0 AT-111>20 AT-111>2.0
(n=22) (n=22) (n=6)
IVUS-mean 47+1.3 39+18 3.9+1.7

p = 0.093 (U-Test n. Mann/Whitney)
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4.3.5.3 Dobutaminbelastungsechokardiographie

ICAM-1

Fur die systolische Wanddickenanderung der linksventrikuldren Hinterwand ergaben sich mit
grenzwertiger Signifikanz hohere Werte bei den Patienten mit starker ICAM-1-Anféarbung,
und zwar sowohl in Ruhe als auch unter Dobutaminbelastung. Fir das interventrikulare
Septum konnte dieser Zusammenhang nur unter Belastung nachgewiesen werden.

Die folgenden beiden Tabellen stellen die entsprechenden Daten, getrennt nach Ruhe-und

Belastungsbedingungen, dar:

Tabelle 19: Verkirzungsfraktion, Wanddicken&nderungen und Wandbewegungsscore in
Abhéngigkeit von der Anféarbungsintensitat fir ICAM (Ruhebedingungen)

Tabelle 20: Verkirzungsfraktion, Wanddicken&nderungen und Wandbewegungsscore in
Abhangigkeit von der Anféarbungsintensitat fir ICAM (Belastungsbedingungen)

ICAM < 2.0 ICAM>2.0 |Signifikanzn. p
(n=46) (n=19)
FS (%) 346+6.6 354+5.6 ns. °
ALHW (%) 48.0+14.4 55.8+12.8 0.050 °
AIVS (%) 324 +£127 37.0+8.38 ns. °
WBS 185+3.7 17.7+35 ns. *

FS: Verkirzungsfraktion
ALHW: systolische Wanddicken&nderung der linksventr. Hinterwand
AIVS: systolische Wanddickenanderung des interventr. Septums;
WBS: Wandbewegungsscore

°: t-Test fur unverbundene Stichproben; *: U-Test n. Mann/Whitney

ICAM<2.0 ICAM>2.0 |Signifikanzn. p
(n=46) (n=19)
FS (%) 465175 50.3+74 ns. °
ALHW (%) 78.1+22.1 89.3+14.7 0.052 °
AIVS (%) 52.6 £ 16.8 64.4+15.8 0.014 -~
WBS 195+4.7 179+ 2.7 ns. *

°: t-Test fur unverbundene Stichproben; *: U-Test n. Mann/Whitney
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Folgende Box-Plot-Diagramme verdeutlichen die unterschiedliche Verteilung der oben
genannten auffalligen stressechokardiographischen Parameter fiir die Subgruppen ICAM < 2.0
und ICAM >2.0:

Abbildung 11: Systolische Wanddickenanderungen der linksventrikularen Hinterwand unter
Ruhebedingungen in Abhangigkeit von der ICAM-1-Anfarbungsintensitat

p = 0.050 (t-Test f. unverb. Stichproben)

ICAM < 2.0 ICAM > 2.0
n=46 n=19

Abbildung 12: Systolische Wanddicken&nderungen der linksventrikuldren Hinterwand unter
Dobutaminbelastung in Abhangigkeit von der ICAM-1-Anféarbungsintensitét

p = 0.052 (t-Test f. unverb. Stichproben)
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Abbildung 13: Systolische Wanddickendnderungen des interventrikuldren Septums unter
Dobutaminbelastung in Abhangigkeit von der ICAM-1-Anféarbungsintensitat

p =0.014 (t-Test f. unverb. Stichproben)
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t-PA

Es fand sich eine signifikante statistische Abhédngigkeit zwischen der t-PA-
Anféarbungsintensitat und der systolischen Wanddickenanderung der linksventrikuldren
Hinterwand, und zwar sowohl in Ruhe als auch unter Dobutaminbelastung. Bei Patienten mit
t-PA-Depletion war eine signifikant niedrigere Wanddickenanderung zu verzeichnen.

Fur die ubrigen stressechokardiographischen Parameter zeigte sich keine Abhangigkeit von

der t-PA-Anfarbungsintensitat.

Tabelle 21: Verkirzungsfraktion, Wanddickenénderungen und Wandbewegungsscore in
Abhéangigkeit von der Anfarbungsintensitat fur t-PA (Ruhebedingungen)

t-PA<2.0 t-PA>2.0 Signifikanzn. p
(n=40) (n=21)
FS (%) 34.0+6.6 35.8+5.0 ns. °
ALHW (%) 47.1+15.1 547+11.1 0.047 °
AIVS (%) 33.1+13.6 344+83 ns. °
WBS 18.7+4.1 175+25 ns. *

°: t-Test f. unverbundene Stichproben; *: U-Test n. Mann-Whitney
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Tabelle 22: Verkirzungsfraktion, Wanddickenénderungen und Wandbewegungsscore in
Abhéangigkeit von der Anfarbungsintensitat fur t-PA (Belastungsbedingungen)

t-PA<2.0 t-PA>2.0 Signifikanzn. p
(n=40) (n=21)
FS (%) 46.6 £ 8.0 49.0£5.7 ns. °
ALHW (%) 76.1£20.3 88.5+19.1 0.025 °
AIVS (%) 54.4+£17.5 57.0£15.1 ns. °
WBS 19.4+4.7 18.3+3.6 ns. *

°: t-Test f. unverbundene Stichproben; *: U-Test n. Mann/Whitney

Die Verteilung der auffélligen stressechokardiographischen Parameter fiir die Subgruppen t-

PA < 2.0 und t-PA > 2.0 veranschaulichen folgende Box-Plot-Diagramme:

Abbildung 14: Systolische Wanddickenénderungen der linksventrikularen Hinterwand unter
Ruhebedingungen in Abhéngigkeit von der t-PA-Anfarbungsintensitat

p = 0.047 (t-Test f. unverb. Stichproben)
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Abbildung 15: Systolische Wanddickenanderungen der linksventrikularen Hinterwand unter
Dobutaminbelastung in Abhangigkeit von der t-PA-Anfarbungsintensitat

p = 0.025 (t-Test f. unverb. Stichproben)
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Fibrin
Fur alle untersuchten stressechokardiographischen Parameter konnte kein relevanter

Zusammenhang mit der Fibrin-Anférbungsintensitat gefunden werden.

Tabelle 23: Verkirzungsfraktion, Wanddickenanderungen und Wandbewegungsscore
in Abhéngigkeit von der Anfarbungsintensitét fir Fibrin (Ruhebedingungen)

Fibrin<1.0 Fibrin>1.0 |Signifikanzn. p
(n=36) (n=24)
FS (%) 35.6+5.8 344+6.5 ns. °
A LHW (%) 50.3+13.8 52.1+14.9 ns. °
A 1VS (%) 34.2+101 34.0+13.6 ns. °
WBS 179+ 3.0 18.4+43 ns. *

°: t-Test f. unverbundene Stichproben; *: U-Test n. Mann/Whitney
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Tabelle 24: Verkirzungsfraktion, Wanddickenanderungen und Wandbewegungsscore in
Abhangigkeit von der Anfarbungsintensitét fur Fibrin (Belastungsbedingungen)

Fibrin< 1.0 Fibrin>1.0 |Signifikanzn. p
(n=36) (n=24)
FS (%) 485+ 7.0 46.8 £8.5 ns. °
A LHW (%) 81.4+229 82.1+19.0 ns. °
A IVS (%) 57.8+16.3 544+ 175 ns. °
WBS 18.9+4.3 185+ 3.9 ns. *

°: t-Test f. unverbundene Stichproben; *: U-Test n. Mann/Whitney

Antithrombin-111

Wie den folgenden beiden Tabellen zu entnehmen ist, war bei Patienten mit AT-111-Depletion
ein leichter Trend zu niedrigeren systolischen Wanddickenanderungen und hdoheren
Wandbewegungsscores  erkennbar. Dies galt sowohl fir Ruhe- als auch
Belastungsbedingungen. Die Unterschiede waren allerdings fur keinen der untersuchten

Parameter signifikant.

Tabelle 25: Verkirzungsfraktion, Wanddickenanderungen und Wandbewegungsscore in
Abhéngigkeit von der AT-IlI-Anfarbungsintensitat (Ruhebedingungen)

AT 1 <20 AT 11 >22.0 |Signifikanzn. p
(n=41) (n=20)
FS (%) 343+64 36.0t44 ns. °
ALHW (%) 49.2+£14.6 53.7+£14.0 ns. °
AIVS (%) 33.3+£12.0 37.2+£9.0 ns. °
WBS 18.4+4.0 17.7+29 ns. *

°: t-Test f. unverbundene Stichproben; *: U-Test n. Mann/Whitney




Tabelle 26: Verkirzungsfraktion, Wanddickenénderungen und Wandbewegungsscore in

Abhangigkeit von der AT-Il1-Anfarbungsintensitat (Belastungsbedingungen)

AT 1 <20 AT 1 >22.0 |Signifikanzn. p
(n=41) (n=20)
FS (%) 474+7.6 485+ 7.3 ns. °
ALHW (%) 80.1+£20.6 83.6 +23.4 ns. °
AIVS (%) 56.8£18.2 58.0+12.8 ns. °
WBS 19.0+4.2 18.2+4.0 ns. *

°: t-Test f. unverbundene Stichproben; *: U-Test n. Mann/Whitney

Kombinierte Analyse von t-PA und AT-111

Fur die Wanddickenanderungen der linksventrikuldaren Hinterwand ergaben sich mit
grenzwertiger Signifikanz sowohl unter Ruhe- als auch Belastungsbedingungen schlechtere
Werte bei den Patienten mit konkordanter Depletion an t-PA und AT-IIl. Im Bereich des
interventrikularen Septums fand sich diesbeziiglich lediglich ein leichter Trend zu

schlechteren Werten.

Tabelle 27: Verkirzungsfraktion, Wanddicken&nderungen und Wandbewegungsscore
bei kombinierter Analyse von t-PA und AT-I1I (Ruhebedingungen)

t-PA und t-PA oder t-PA und Signifikanzn. p
AT I11<2.0 AT 11 >2.0 AT-111=2.0
(n=24) (n=30) (n=6)
FS (%) 338+7.1 354+56 37.1+54 ns. °
ALHW (%) 46.0 + 15.9 52.8+£12.6 59.4+16.8 0.063 °
AIVS (%) 324+14.2 345+99 384+5.0 ns. °
WBS 194+ 4.6 17.5+24 18.9+3.8 ns. *

°: t-Test f. unverbundene Stichproben; *: U-Test n. Mann/Whitney
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Tabelle 28 : Verkurzungsfraktion, Wanddickenanderungen und Wandbewegungsscore

bei kombinierter Analyse von t-PA und AT-III (Belastungsbedingungen)

t-PA und t-PA oder t-PA und Signifikanzn. p
AT 11 <2.0 AT 11 >2.0 AT-111=2.0
(n=24) (n=30) (n=6)
FS (%) 45.6+8.1 489+7.0 46.7+ 7.2 ns. °
ALHW (%) 74.9+21.3 85.1+19.7 92.0 £ 30.6 0.054 °
AIVS (%) 54.1+18.0 57.2+16.6 58.3+10.6 ns. °
WBS 20.0+4.8 18.3£3.7 194+4.4 ns. *

°: t-Test f. unverbundene Stichproben; *: U-Test n. Mann/Whitney

t-PA und AT-111 im Vergleich zur Kombination von Koronarmorphologie und
Stressechokardiographie

Der Vergleich der Farbeintensitaten von t-PA und AT-I1I mit der Kombination der Ergebnisse
der morphologischen und funktionellen Untersuchungsmethoden verdeutlichte den EinfluR
der Depletion dieser hadmostaseologischen Parameter: Bei Patienten, die in einer der
koronarmorphologischen Untersuchungsmethoden und in der Stressechokardiographie
pathologische Verdnderungen aufwiesen, war eine konkordante Depletion von t-PA und AT-
Il anteilsmé&Rig mit Abstand am hé&ufigsten (62%) nachzuweisen. War nur die Morphologie
oder die Stressechokardiographie pathologisch, betrug dieser Anteil lediglich 35%. Patienten
mit unauffalligen morphologischen und funktionellen Befunden zeigten nur in 25% der Falle
eine Depletion von t-PA und AT-III.

Als Kriterium fir die Bewertung des DSE-Befundes wurde die prozentuale systolische
Wanddickendnderung der linksventrikuldren Hinterwand unter Belastungsbedingungen
herangezogen. Als pathologisch wurden die Befunde gewertet, bei denen die ALHW unter
dem Mittelwert des gesamten Patientenkollektivs (80%) lag.

Abbildung 16 veranschaulicht die beschriebenen Zusammenhange (s.néchste Seite).
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Abbildung 16: t-PA und AT-111 in Abhangigkeit von Koronarmorphologie und DSE

Immunfluoreszenzfarbung

. t-PA und AT-111< 2.0

t-PA oder AT-111<2.0

Anzahl der Biopsien

2 | t-PA und AT-111> 2.0

Koronarmorphologie und Stre3echo pathologisch

Definition

»pathologische Koronarmorphologie*:
Angiographiegrad > 1 und/oder
IVUS-Grad > 3.0

18 Definition
16 - »Stressechokardiographie pathologisch*:
14 ALHW (unter Belastung) < 80%

Anzahl der Biopsien

Koronarmorphologie oder Stre3echo pathologisch

Anzahl der Biopsien
N

Koronarmorphologie und Stre3echo normal
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5 Diskussion

5.1 Stellenwert von Endomyokardbiopsien nach Herztransplantation

Nach wie vor stellen regelméRige histopathologische Untersuchungen von rechtsventrikuldren
Endomyokardbiopsien den Goldstandard in der Diagnostik der akuten Transplantatabstof3ung
nach HTX dar (71); dies gilt auch fur Patienten, deren Transplantation bereits viele Jahre
zurlckliegt (37). Nichtinvasive Methoden konnten bisher keine ausreichende Sensitivitat und
Spezifitat hinsichtlich der Diagnose einer therapiepflichtigen akuten Abstol3ung erbringen (2,
71). Das Risiko schwerwiegender Komplikationen bei der Biopsie wie z.B. der
Myokardruptur ist sehr gering (71).

Im Rahmen dieser routineméfigen Diagnostik entnommene Biopsien kénnen
immunhistochemisch  untersucht werden, um Informationen Uber pathologische
Veranderungen der koronaren Mikrozirkulation zu gewinnen, die bei der Entstehung der
Transplantatvaskulopathie (TVP) eine wesentliche Rolle spielen (21, 103).

Vor der Besprechung der Immunfluoreszenzergebnisse soll zundchst eine kurze Bewertung

der Ergebnisse der verwendeten Referenzmethoden erfolgen.

5.2 Referenzuntersuchungen

Bei einem mittleren Posttransplantationszeitraum von 50 Monaten im untersuchten
Patientengut ergab sich bei 44% der Patienten ein pathologisches Koronarangiogramm und
bei 83% ein pathologischer Befund im intravaskuldren Ultraschall. Dies bestétigt die deutlich
geringere Sensitivitdt der Koronarangiographie in der Diagnostik der TVP, die v.a. auf das
histomorphologische Erscheinungsbild der TVP zurtickzufiihren ist: Besonders langstreckige,
diffuse, konzentrische Lumenreduktionen infolge Intimaschwellung sind angiographisch oft
nicht zu erkennen (94). Falsch negative Befunde ergeben sich auch h&ufig bei von der TVP
betroffenen Gefallabschnitten, deren Lumen durch kompensatorische Umbauprozesse, wie
dem ,,vascular remodeling“ (80), noch normal ist (103). Allerdings ist auch die Aussagekraft
des intravaskuldren Ultraschalls beschrénkt; Clausell et al. konnten zeigen, dass kein

signifikanter Zusammenhang zwischen histopathologischen Verénderungen im Sinne einer
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TVP von Kkleinen, intramyokardialen, und epikardialen, durch den IVUS beurteilbaren,
Geféalen besteht, wodurch Patienten mit hauptsachlicher Beteiligung der intramyokardialen
GefaRabschnitte falschlicherweise als TVP-negativ diagnostiziert werden kénnen (18).

Die 51 Patienten, die in dieser Studie in den koronarmorphologischen Untersuchungen
pathologische Befunde aufwiesen, hatten in der Dobutaminstressechokardiographie (DSE)
eine signifikant niedrigere systolische Wanddickenzunahme der linksventrikularen
Hinterwand und eine signifikant niedrigere Verkirzungsfraktion unter
Belastungsbedingungen. Sowohl unter Ruhe- als auch unter Belastungsbedingungen zeigte
diese Patientengruppe mit hoher Signifikanz ausgeprégtere Wandbewegungsstérungen. VVon
den 51 Patienten mit pathologischer Koronarmorphologie wiesen unter Dobutaminbelastung
34 Wandbewegungsstérungen auf; daraus ergibt sich in dieser Studie eine Sensitivitat der
DSE von 67% gegentber der Kombination aus Angiographie und IVUS; von den 14 TVP-
negativen Patienten fand sich bei 11 ein unauffélliger Stressechobefund und damit eine
Spezifitdat von 79%. Die ermittelten Werte fir Sensitivitdt und Spezifitat liegen damit im
Bereich vergleichbarer Untersuchungen (89).

Grundsatzliche Einschrankungen der Spezifitdit der DSE in der Diagnostik der
Transplantatvaskulopathie sind zum einen durch hauptséchlichen Befall der
Mikrozirkulation zu erklaren, die der Angiographie- und auch der IVUS-Diagnostik entgehen
(18); zum anderen gibt es klare Hinweise darauf, dass bei manchen Patienten
Endotheldysfunktion mit beeintréchtigter koronarer Flussreserve einer im IVUS darstellbaren
Intimahyperplasie auch vorausgehen kann (27).

Der hohe préadiktive Wert der DSE bezlglich klinischer Komplikationen (89) wurde in der
vorliegenden Arbeit durch die Wandbewegungsanalyse der Patienten mit Komplikationen
bestatigt: Verkilrzungsfraktionen, Wanddickenanderungen und Wandbewegungsscores waren
allesamt in Ruhe und unter Belastung bei dieser Patientengruppe signifikant schlechter als bei

Patienten ohne kardialem Ereignis.
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5.3 Immunfluoreszenz

5.3.1 ICAM-1

5.3.1.1 Farbeergebnisse und Zusammenhang mit klinischen Daten

Die, gegenuber den Normalbefunden, insgesamt deutlich hthere Anfarbungsintensitat fur das
interzellulare Adhésionsmolekil ICAM-1 in den Biopsien transplantierter Patienten konnte
auch in zahlreichen vorangegangenen Studien beobachtet werden (3, 92, 97). Es gibt
Hinweise darauf, dass eine dauerhafte Aktivierung endothelialer Adhé&sionsmolekiile bereits
unmittelbar nach der Transplantation einsetzt (63). Als wesentlicher Ausldsemechanismus
hierfir wird die Ischdmiephase nach der Organentnahme diskutiert, durch die u.a.
immunologisch bedeutsame Vorgange wie Komplementaktivierung, vermehrte Expression
von Antigenen des Haupthistokompatibilitdtskomplexes und Freisetzung von endothelialen
Antigenen mit konsekutiver Bildung antiendothelialer Antikorper initiiert werden (22).
Vielfach wurde eine maximal gesteigerte Expression von ICAM-1 bei manifesten zelluldren
Abstollungsreaktionen nachgewiesen (3, 13, 45, 92); innerhalb dieser Arbeit war ein
deutliches AbstolRungsgeschehen jedoch ein Ausschlusskriterium. Die Prdvalenz von
minimalen lymphozytdren Infiltraten (ISHLT IA und IB) hatte keinen Einflu} auf die ICAM-
1-Anfarbungsintensitét.

Betrachtet man die Untergruppe der acht Patienten mit kardialen Komplikationen, muf
grundsatzlich die niedrige statistische Aussagefahigkeit aufgrund der geringen Fallzahl
beachtet werden. Mit dieser Einschrankung weisen die vom gesamten Patientenkollektiv
nicht unterschiedlichen Ergebnisse fur ICAM-1 auf eine fehlende klinische Relevanz der
ICAM-1-Expression in der koronaren Mikrozirkulation hin, sofern kein akutes zelluléres

Abstollungsgeschehen vorliegt.
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5.3.1.2 Zusammenhang mit den koronarmorphologischen Untersuchungen

Eine wesentliche Abh&ngigkeit zwischen der Anfarbungsintensitdt von ICAM-1 und dem
morphologischen Nachweis einer Transplantatvaskulopathie konnte in dieser Arbeit nicht
gefunden werden; es zeigte sich sogar ein tendenzielles Uberwiegen von niedrigen
Anféarbungsintensitdten bei Patienten mit angiographischen Veranderungen; mit den
Ergebnissen des intravaskularen Ultraschalls ergaben sich keine Zusammenhange.

Die Literaturdaten bezuglich einer Verbindung zwischen der TVP und der Expression von
ICAM-1 sind insgesamt uneinheitlich . Tierversuche mit Mauseklonen mit einem Gendefekt
fur ICAM-1 lieferten widerspriichliche Ergebnisse (26, 77, 85), lieBen jedoch eine
wesentliche Rolle von arterieller und arteriolarer ICAM-1-Expression bei der Entstehung
einer TVP vermuten. Die Gabe von Antikdrpern gegen ICAM-1 flhrte im Tierexperiment zu
einer deutlich geringeren Intimaproliferation in Transplantatherzen (96).

Labarrere et al. konnten zeigen, dass ein Nachweis von ICAM-1 auf koronaren Arterien und
Arteriolen innerhalb der ersten drei Monate nach der Transplantation mit einem erhéhten
Risiko fur das spéatere Auftreten einer TVP und einem erhohten Risiko fur kardiale
Komplikationen verbunden ist (58); darlber hinaus konnte eine Assoziation dieser
gesteigerten ICAM-1-Expression mit vermehrten Fibrinablagerungen und einer Abnahme von
t-PA und AT-Ill in der Mikrozirkulation im Sinne einer prothrombotischen Wirkung
aktivierten Endothels gefunden werden; zur Lokalisation von ICAM-1 auf Arterien und
Arteriolen  verwendete die Arbeitsgruppe von Labarrere spezielle Doppel-und
Dreifachantikorper, die in der vorliegenden Studie nicht zur Anwendung kamen. Eine
Differenzierung zwischen vendser, kapillarer oder arterieller Anfarbung war hiermit nur
bedingt mdéglich und wurde insbesondere bei der Quantifizierung der Anfarbungsintensitat
nicht beriicksichtigt, da ja auch die TVP einen Krankheitsprozel? darstellt, der sowohl das
arterielle als auch das vendse Gefal3bett betrifft (106). Dies ist eine mogliche Erklarung fir
den fehlenden Zusammenhang der ICAM-1-Anfarbungsintensitdt mit den I\VUS-Befunden
und fir die nicht vorhandene Korrelation mit den Anfarbungsintensitdten von Antithrombin
und Fibrin in dieser Arbeit.

Eine Untersuchung der Arbeitsgruppe von Deng, die in ihrer Immunfluoreszenz-Methodik
mit der vorliegenden Studie sehr gut vergleichbar ist, fand ebenfalls keinerlei Zusammenhang
zwischen der Expression von ICAM-1 in der koronaren Mikrozirkulation und dem Grad der
im IVUS nachgewiesenen Intimahyperplasie (24); auflerdem bestétigte sie die eigenen
Ergebnisse  hinsichtlich  einer Unabhéangigkeit der ICAM-1-Expression vom

Posttransplantationszeitraum, wobei bei Deng nur Patienten eingeschlossen wurden, deren
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Transplantation mindestens ein Jahr zuriicklag. Patienten mit diagnostizierter TVP wiesen in
einer Studie von Campana et al. aus dem Jahr 2000 gegentber TVP-negativen Patienten keine
erhdhten Blutkonzentrationen an zirkulierendem ICAM-1 auf (15).

Das tendenzielle Uberwiegen von niedrigen Anfarbungsintensititen bei den Patienten mit
angiographischen Verdnderungen und die positive Korrelation mit der t-PA-Férbeintensitat
sprechen ebenfalls gegen eine Aussagefdhigkeit der ICAM-1-Expression im gesamten
koronaren GefaRbett hinsichtlich einer TVP. Ahnlich ist auch das Uberwiegen von héheren
ICAM-1-Anfarbungsintensitidten bei Herzen jungerer Organspender zu werten, da jlngere
Spenderorgane eher mit einer geringeren Auspragung einer TVP verbunden sind (46), wobei
hier bertcksichtigt werden muB, dass bei dlteren Spenderorganen schon zum Zeitpunkt der
Transplantation  in einem  nicht  unerheblichen  Ausmall  atherosklerotische

Koronarveranderungen bestehen (20).

5.3.1.3 Zusammenhang mit der Stressechokardiographie

Stressechokardiographische Daten herztransplantierter Patienten wurden in dieser Arbeit
erstmalig mit einem Marker endothelialer Aktivierung in der koronaren Mikrozirkulation
verglichen.

Wie bereits eingangs erwahnt wurde, ist eine endotheliale Dysfunktion im Sinne einer
unphysiologischen Antwort der KoronargefaBe auf Acetylcholin bei herztransplantierten
Patienten hdufig zu finden, teilweise schon kurze Zeit nach der Transplantation (21, 32).
Davis et al. konnten 1996 zeigen, dass koronare GeféalRabschnitte, die wenige Wochen nach
der Transplantation Zeichen endothelialer Dysfunktion aufwiesen, nach einem Jahr starkere
Intimaverdickungen entwickelten als Gefasse mit physiologischer Vasomotion (21).

Die hdmodynamische Folge der endothelialen Dysfunktion schlégt sich in der Abnahme der
koronaren Flussreserve unter korperlicher Belastung nieder, die bereits wenige Monate nach
der Transplantation einsetzt und im weiteren Zeitverlauf zunimmt (102).

Bis zu diesem Zeitpunkt existieren keine Untersuchungen, die einen Zusammenhang
endothelialer Dysfunktion mit Markern endothelialer Aktivierung, insbesondere mit ICAM-1,
zum Thema haben. Ebensowenig sind stressechokardiographische Daten in Abhangigkeit
endothelialer Dysfunktion bei herztransplantierten Patienten vorhanden.

Unter der Vorstellung, dass sowohl die vermehrte Expression von ICAM-1 als auch die

endotheliale Dysfunktion gemeinsamer Ausdruck eines endothelialen ,,Alarmzustandes® sind,
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ware letztendlich eine Verschlechterung der koronaren Durchblutungssituation unter
Belastungsbedingungen bei zunehmender ICAM-1-Anfarbungsintensitét zu postulieren.

Diese Uberlegung wird durch die eigenen Ergebnisse allerdings nicht bestatigt. Eine
Einschrankung myokardialer Funktionsparameter bei héheren Anfarbungsintensitaten wurde
nicht beobachtet. Dies steht im Einklang zu den ubrigen gefundenen Daten, die ebenfalls
gegen eine klinische und funktionelle Relevanz der ICAM-1-Expression in der koronaren
Mikrozirkzulation sprechen. Interessant ware in diesem Zusammenhang die isolierte
Betrachtung der arteriellen und arterioldren ICAM-1-Expression, deren Kklinische Bedeutung
hinsichtlich der TVP bereits diskutiert wurde (58).

Die besseren Werte flr die systolischen Wanddickendnderungen bei den Patienten mit
héheren Anfarbungsintensitaten fur ICAM-1 dirften sich zumindest teilweise durch das
Uberwiegen jungerer Spenderherzen bei den hohen Anfarbungsintensitaten fir ICAM-1
erklaren lassen, da bei diesen tendenziell grofere systolische Wanddicken&nderungen

nachzuweisen waren.

5.3.2 t-PA, Fibrin und AT-I11 als Marker der lokalen Blutgerinnung, Fibrinolyse und
Antikoagulation

Wegen ihres engen funktionellen Zusammenhanges sollen die Ergebnisse der untersuchten

hamostaseologischen Parameter gemeinsam diskutiert werden.

5.3.2.1 Farbeergebnisse und Zusammenhang mit klinischen Daten

Die prinzipiellen Verdnderungen der Anfarbungsmuster von t-PA, Fibrin und AT-III
gegeniiber den Normalbefunden decken sich mit den Beobachtungen anderer Autoren (7, 30,
31), wobei vergleichbare immunfluoreszenzmikroskopische Daten im Wesentlichen nur von
der Arbeitsgruppe um Labarrere und Faulk existieren.

Deren umfassende prospektive Studien mit einer sehr hohen Anzahl an untersuchten
Endomyokardbiopsien wiesen auf eine enge Beziehung der drei Marker hin: Sowohl die
Depletion von t-PA, als auch die Depletion von AT-1ll waren mit dem Vorhandensein von
Fibrindepositionen in der koronaren Mikrozirkulation assoziiert (30, 31, 56, 59). Dieser
Zusammenhang ist durch die enge funktionelle Verbundenheit von antikoagulatorischem und
fibrinolytischen System erkldrbar:  Eine verminderte AT-IlI-Expression fuhrt tber eine
verstarkte Thrombinbildung zu zunehmender Fibrindeposition; Thrombin wiederum
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stimuliert die Freisetzung von t-PA (108) und l6st damit eine Depletion der zelluléaren t-PA-
Reservoirs aus (59). Fur die Lokalisation von Antithrombin-Ill im gesunden Herzen fanden
Faulk und Labarrere ein charakteristisches Verteilungsmuster (30): In kleinen Arterien und
Arteriolen ist AT-1ll an glatten GefaBmuskelzellen und in der GeféRintima nachzuweisen, in
Venen und Venolen ist es an Endothelzellen gebunden. Im Bereich der Kapillaren konnte
kein AT-Ill nachgewiesen werden. An transplantierten Herzen konnten vier verschiedene
Verteilungstypen fur AT-III identifiziert werden (30): Typ 1 entsprach der Verteilung im
gesunden Herzen, beim zweiten Typ fehlte AT-Il1I-Reaktivitdat im Bereich der Venolen und
Venen. Typ 3 wies eine starke Verminderung bzw. volliges Fehlen von AT-1Il im Bereich
aller Gefallkomponenten auf und beim vierten Verteilungstyp konnte neben den im gesunden
Herzen reaktiven Gebieten auch noch AT-IlI-Reaktivitdt am Kapillarendothel gefunden
werden. Klinisch stabile Transplantatherzen zeigten eine eindeutige Korrelation mit der Typ-
1-Verteilung, wohingegen die Typ-3-Verteilung mit einem schlechten klinischen Verlauf und
haufigem Transplantatversagen assoziiert war (30). Bezlglich des zweiten Verteilungstyps
konnte keine Korrelation mit dem klinischen Verlauf gefunden werden. Die Entwicklung von
kapillarer AT-111- Reaktivitdt nahm haufig von einer insgesamt stark verminderten Reaktivitat
(Typ 3) ihren Ausgang und war eindeutig mit einem Uberlebensvorteil im Vergleich zu den
Patienten mit definitiver Typ-3-Verteilung assoziiert.

Betrachtet man die Korrelationen der einzelnen h&mostaseologischen Parameter in der
vorliegenden Arbeit, so bestatigte sich lediglich ein statistisch signifikanter Zusammenhang
zwischen den Untergruppen mit deutlicher Depletion von t-PA und AT-1I1 (Féarbeintensitat <
1.0). Fibrin korrelierte mit keinem dieser beiden Parameter. Mdgliche Ursachen fir diese
Abweichungen von den Ergebnissen von Labarrere et al. sind zum einen die bei diesem
erheblich héhere Anzahl untersuchter Endomyokardbiopsien (s. auch 59); pro Patient wurden
dort im Verlauf durchschnittlich 15 Biopsien gefarbt. Zu jedem Patienten stand darlber
hinaus eine Endomyokardbiopsie unmittelbar vor der Transplantation zur Verfugung, deren
Anférbungsintensitat den Ausgangswert bzw. Normalbefund darstellte. Damit war sicherlich
eine individuellere Beurteilung von Anfarbungsintensitdten und vor allem auch von deren
Veranderungen im zeitlichen Verlauf moglich. Zum anderen berlicksichtigte Labarrere bei
der Quantifizierung der t-PA-Expression nur die Reaktivitdt glatter Muskelzellen von
Arteriolen, die durch Ko-Farbung mit a-Aktin selektiv beurteilt werden konnten (59, 60).
Kapillére und endotheliale Reaktivitdt flossen somit, im Gegensatz zur vorliegenden Studie,

in keiner Weise in die Bewertung mit ein.
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Beziiglich einer zeitlichen Abhéngigkeit der Anfarbungsintensitaten nach HTX ergab sich in
der Tendenz eine Abnahme von Fibrin mit steigendem Posttransplantationszeitraum, wobei in
den ersten achtzehn Monaten post HTX besonders starke Fibrindepositionen, verbunden mit
einer, in diesem Zeitraum, tendenziell ausgepragteren t-PA-Depletion, beobachtet wurden.
Fur AT-III konnten keine statistisch auffalligen Veranderungen mit dem zeitlichen Verlauf
nach HTX gefunden werden. Labarrere stellte in seinen Untersuchungen fest, dass sowohl die
Depletion von arteriolarem t-PA als auch die Deposition von Fibrin in den meisten Féllen
bereits in den ersten Wochen nach der Transplantation ablaufen, und sich im weiteren Verlauf
die Anfarbungsintensitaten flr arteriolares t-PA und fur Fibrin bei den betroffenen Patienten
haufig nicht mehr wesentlich andern; in manchen Féllen wurde jedoch eine Restitution von
arterioldarem t-PA bzw. die Ausbildung t-PA-reaktiver Endothelzellen von Kapillaren und
Venolen beobachtet (56, 59). Eine weitere Arbeitsgruppe konnte keinen Zusammenhang
zwischen Fibrindeposition und Zeitdauer post HTX feststellen (7). Bei allen verglichenen
Studien war der durchschnittliche Posttransplantationszeitraum aber deutlich kirzer als in
dieser Untersuchung. Der Verlust an vaskuldarem Antithrombin scheint ebenfalls sehr schnell
nach der Transplantation stattzufinden; die Entwicklung von antithrombin-reaktiven
Kapillaren erwies sich jedoch als langsamer Prozef3, der bei manchen Patienten mehrere Jahre
in Anspruch nehmen kann (30).

Minimale zelluldre AbstoBung (Grad IA, IB nach ISHLT) war im Trend mit starkerer
Fibrindeposition assoziiert. Diese Beobachtung wird durch Literaturdaten bestéatigt, die eine
Zunahme von Fibrinablagerungen bei akuter zellularer Abstol3ung gezeigt haben (6, 40, 82).
Urséchlich hierfur soll die bei AbstoBungsreaktionen vorhandene Komplementaktivierung
sein (6).

Die Farbeergebnisse von AT-1Il und t-PA blieben vom Vorhandensein einer minimalen
zelluléren AbstoRung unbeeinflusst. Labarrere erwéhnt in einer Arbeit eine signifikant héhere
Depletion an t-PA mit steigender Anzahl durchgemachter schwerer AbstoRungsreaktionen
(61); eine seiner friheren Untersuchungen erbrachte allerdings keinen Zusammenhang (59).
Eine neuere Studie einer australischen Arbeitsgruppe konnte eine vermehrte Depletion von
Antithrombin 111 bei zellularer AbstoRung nachweisen (82).

Die insgesamt uneinheitliche Datenlage lasst zusammen mit den vorliegenden Ergebnissen
den SchluB zu, dass die untersuchten hamostaseologischen Parameter, und hier vor allen
Dingen Fibrin, auch schon von leichtgradigen zellularen AbstoBungsreaktionen beeinflusst

werden konnen, wodurch deren Bewertung flr die TVP-Diagnostik erschwert werden kann.
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Bei den Patienten, die im Beobachtungszeitraum interventionspflichtige Komplikationen
(PTCA, Retransplantation, dekompensierte Herzinsuffizienz) aufgrund einer ausgepréagten
Transplantatvaskulopathie entwickelten, konnten zwar keine statistisch signifikanten
Unterschiede in deren Farbeintensitdten beobachtet werden; ausgeprégte Fibrindepositionen
und t-PA-Depletion lielen sich aber Uberdurchschnittlich hdufig feststellen. Die
Sinnhaftigkeit statistischer Aussagen ist bei der sehr kleinen Fallzahl — Antithrombin-
Anféarbung konnte sogar nur bei sechs der acht Patienten ausgewertet werden — aber sehr
fragwardig. In seinen grofRen Verlaufsuntersuchungen konnte Labarrere fur die Patienten, die
innerhalb der ersten drei Monate post HTX Fibrindepositionen oder Depletion von t-PA oder
AT-1Il aufwiesen, auch ein erhohtes Risiko fur spétere klinische Komplikationen, wie

Retransplantation oder Tod, zeigen.

5.3.2.2 Zusammenhang mit den koronarmorphologischen Untersuchungen

Beim Vergleich der Farbeergebnisse von t-PA, Fibrin und AT-III mit den Befunden der
koronarmorphologischen Untersuchungsmethoden zeigte sich eine véllige Unabhangigkeit
dieser drei Marker von den Angiographieergebnissen. Dies steht zunédchst im Gegensatz zu
den Resultaten von Labarrere et al., der einen klaren Zusammenhang zwischen
Fibrindeposition, Depletion von t-PA und AT-1Il, und dem Ausmal} von angiographischen
Veranderungen feststellen konnte. Labarrere setzte aber in der Regel nur
immunhistochemische Befunde aus den ersten drei Monaten post HTX mit spater
auftretenden pathologischen Angiographiebefunden in Beziehung (30, 56, 59, 61) und konnte
damit nachweisen, dass friihzeitige Veranderungen der besagten Parameter mit einem
erhdhten Risiko flr das spatere Auftreten einer TVP verbunden sind. Er verglich aber nicht
Biopsieuntersuchungen der Spétphase nach HTX mit zeitgleichen Koronarangiographien.

Wie bereits oben erwdhnt, kann es Monate bis Jahre nach der Transplantation zu neuer
kapillarer t-PA- und AT-IllI-Reaktivitdt und Restitution arteriol&rer t-PA-Reaktivitdt mit
konsekutiver Abnahme von Fibrinablagerungen kommen (30, 59). Letztgenannter
Mechanismus konnte erklaren, warum in der vorliegenden Arbeit die Férbeintensitaten fur
Fibrin mit steigendem Posttransplantationszeitraum eher ab-, und fiir t-PA eher zunahmen.
Dies spricht insgesamt daftir, dass bei bereits angiographisch nachweisbaren, im Zeitablauf
also eher spater auftretenden Manifestationen der TVP, t-PA und AT-III keine wegweisenden

diagnostischen Hinweise liefern.
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Die Untersuchungsbefunde des intravaskuldren Ultraschall wurden in dieser Studie erstmals
mit dem immunhistochemischen Nachweis von t-PA, Fibrin und AT-III verglichen: Hier
konnte eine signifikant starkere Intimahyperplasie bei den Patienten mit AT-IlI-Depletion
festgestellt werden; bei den Farbeergebnissen von t-PA ergab sich ein Trend in dieselbe
Richtung, der bei ausgepragter Depletion am stdarksten war. Ein entsprechender
Zusammenhang zwischen Intimaverdickung und Fibrindepositionen konnte allerdings nicht
nachgewiesen werden; hohe Anfarbungsintensitaten fiir Fibrin waren tendenziell sogar eher
mit weniger pathologischen Werten im IVUS verbunden. Dies lasst sich aber durch das
Uberwiegen kurzer Posttransplantationszeiten bei den Patienten mit  starken
Fibrindepositionen erkléaren, da der IVUS-Grad eng mit der Zeit post HT X assoziiert ist (110).

Die Interpretation dieser Befunde soll weiter unten erfolgen.

5.3.2.3 Zusammenhang mit der Stressechokardiographie

In dieser Arbeit wurde erstmals eine Korrelation von Daten einer funktionellen
kardiologischen Untersuchungsmethode mit dem immunhistochemischen Nachweis von t-PA,
Fibrin und AT-III in der koronaren Mikrozirkulation durchgefthrt.

Ein wesentlicher Zusammenhang streRechokardiographischer Parameter mit dem Ausmal
von Fibrinablagerungen in der Mikrozirkulation konnte nicht ermittelt werden.

Die aussagefahigsten Ergebnisse ergaben sich bei t-PA: Hier konnten bei den Patienten mit t-
PA-Depletion signifikant schlechtere systolische Wanddickendnderungen im Bereich der
linken Hinterwand nachgewiesen werden, und zwar sowohl unter Ruhe- als auch
Belastungsbedingungen.

AT-llI-Depletion  hatte  ebenfalls eine  tendenzielle  Verschlechterung  vieler
streRechokardiographischer Parameter zur Folge, allerdings wurde hier keine Signifikanz
erreicht, auch nicht bei der Untergruppe mit ausgepréagter Verminderung der Farbeintensitat.
Bei der Patientengruppe mit konkordanter Depletion von t-PA und AT-IIl fand sich,
insbesondere im Bereich der linksventrikuldaren Hinterwand, ein ausgepragter Trend zu
pathologischen Wanddickenénderungen.

Diese Befunde sprechen insgesamt fir eine negative Beeinflussung der myokardialen
Leistungsfahigkeit  durch ein eingeschranktes fibrinolytisches und antikoagulatorisches

Potenzial in der koronaren Mikrozirkulation.
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5.4 Kritische Interpretation der gefundenen Zusammenhange, Limitationen

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie weisen darauf hin, dass eine Verminderung von t-PA
und AT-IIl in der koronaren Mikrozirkulation sowohl mit morphologischen als auch
funktionellen Zeichen einer Transplantatvaskulopathie assoziiert sein kann.

Zunéchst sollen methodologische Unsicherheiten diskutiert werden, die mdglicherweise eine
stérkere statistische Signifikanz der untersuchten Parameter verhindert haben.

Als erheblich limitierend ist in diesem Zusammenhang sicherlich die vergleichsweise niedrige
Zahl untersuchter Patienten anzuftihren; dartber hinaus waren nicht zu jedem Patienten Daten
von allen Referenzuntersuchungen und allen Immunfluoreszenzfarbungen verflgbar, da
beispielsweise Artefaktbildung bei der Immunfluoreszenztechnik nicht immer vermeidbar
war.

Weiterhin mul3 die nicht zwischen Anfarbung von Endothelzellen und von glatten
GefalBmuskelzellen differenzierende Immunfluoreszenzmethode als problematisch angesehen
werden, besonders im Hinblick auf t-PA. Ausbildung endothelialer t-PA-Reaktivitat post
HTX scheint nicht Zeichen einer Regeneration von Fibrinolysepotential, sondern eher von
aktuell stattfindender Fibrinolyse zu sein (59, 61). Die Mitbewertung von endothelialem t-PA,
wie sie in der vorliegenden Arbeit stattgefunden hat, kann also in manchen Féllen zu einer
sinngemaR falsch hohen Anfarbungsintensitéat gefuhrt haben.

Vergleichbares konnte fur Biopsien gelten, die sekundér ausgedehnte kapillare Reaktivitat fur
AT-IIl entwickelt haben- entsprechend der Typ-IV-Distribution, die Labarrere beschrieben
hat (30). Mit der verwendeten Methode der Quantifizierung der Anfarbungsintensitat fur AT-
I11 ist denkbar, dass bei diesen Biopsien héhere Anfarbungsgrade erreicht wurden als bei den
Patienten mit Typ-1-Distribution, fir die der positivste klinische Verlauf beschrieben wurde
(30).

Fibrin erwies sich in dieser Arbeit in keiner Weise diagnostisch hilfreich. Neben der bereits
oben erwéhnten Beeinflussung der Férbeergebnisse durch minimale zellulare
Abstollungsreaktionen mufl betont werden, dass sich die quantitative Beurteilung des
Anférbungsgrades von Fibrin mit Abstand am Schwierigsten gestaltete, da die
Differenzierung spezifischer Anfarbung und unspezifischer Hintergrundanfarbung bei dem
insgesamt diffusen Verteilungsmuster sehr oft problematisch war. Mdglicherweise ist die
akkurate  Beurteilung von  Fibrin in der koronaren  Mikrozirkulation  des
Transplantationspatienten nur mit der Verwendung von Mehrfach-Antikorper-Farbungen

sinnvoll, die eine prozentuale Quantifizierung reaktiver Kapillaren erlauben (s. auch (59)).
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Der fehlende Zusammenhang zwischen der Depletion von AT-III und t-PA mit ausgepréagten
angiographischen Verénderungen untermauert Beobachtungen anderer Arbeitsgruppen, die
gegen einen zwingenden und vor allem zeitgleichen Zusammenhang zwischen
morphologischen Verénderungen grofer epikardialer Gefélle und Stérungen der koronaren
Mikrozirkulation sprechen (18, 44, 105); in dhnlicher Hinsicht ist auch die Beobachtung zu
werten, dass endotheliale Dysfunktion im Sinne pathologischer Vasomotorik in der
koronaren Mikro- und Makrozirkulation nicht konkordant ausgepragt ist (44). Letztlich
scheint es durchaus berechtigt, die Transplantatvaskulopathie der Mikro- und
Makrozirkulation als zwei Krankheitsentitdten zu begreifen, die keineswegs parallel ablaufen
muissen (105). Ein groRer wissenschaftlicher Klarungsbedarf besteht im Hinblick auf
pathophysiologische und eventuelle kausale Zusammenhdnge zwischen diesen beiden
Entitaten (18, 105).

Bei Patienten mit fehlenden angiographischen Veranderungen besteht eine diagnostische
Grauzone, insbesondere, wenn keine 1IVUS-Diagnostik zur Verfugung steht. Die Ergebnisse
der vorliegenden Studie lassen vermuten, dass eine modifizierte immunhistochemische
Evaluation von t-PA und AT-IIl im Rahmen der routinemélig zur AbstoRungsdiagnostik
entnommenen rechtsventrikuldren Endomyokardbiopsien ohne jegliche Zusatzbelastung fur
die Patienten wertvolle Informationen hinsichtlich  pathologischer Verdnderungen der
koronaren Mikrozirkulation liefern konnte, und dass diese Veranderungen auch mit einer

Einschrankung der myokardialen Leistungsfahigkeit verbunden sind.
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6 Zusammenfassung und Ausblick

6.1 Zusammenfassung des Themas und der wesentlichen Ergebnisse

Die Transplantatvaskulopathie (TVP) stellt den wichtigsten Faktor fiir Morbiditdt und
Mortalitat der herztransplantierten Patienten dar, die das erste Jahr nach der Transplantation
uberleben. Finf Jahre nach der Transplantation weist beinahe jeder Patient histopathologische
Merkmale einer TVP auf.

Als diagnostischer Goldstandard fiir die TVP wurde die Koronarangiographie weitgehend
vom intravaskuldaren Ultraschall (IVUS) abgeldst, der eine wesentlich héhere Sensitivitat
hinsichtlich intimaler Veranderungen besitzt (46). Auf der Suche nach weniger invasiven
diagnostischen Verfahren erwies sich die Stressechokardiographie mit Dobutamin als gut
geeignet, TVP-Patienten mit hoher Spezifitat und Sensitivitét zu identifizieren (1).

Héufig betrifft die TVP zundchst die koronare Mikrozirkulation, was mit Stérungen der
lokalen Fibrinolyse und Antikoagulation einhergehen kann: VVorangegangene Untersuchungen
haben gezeigt, dass eine Abnahme antithrombotischer Faktoren wie t-PA und AT-III in der
koronaren Mikrozirkulation unmittelbar nach HTX mit einem erhdhten Risiko fiir das spatere
Auftreten einer TVP verbunden sein kann (30, 59). Fir die Spatphase nach
Herztransplantation existieren allerdings bis jetzt noch keine Studien, die entsprechende
Veradnderungen auf der Ebene der Mikrozirkulation mit zeitgleich erhobenen
morphologischen und insbesondere funktionellen Zeichen der TVP vergleichen.

Vor diesem Hintergrund befasste sich die vorliegende Arbeit mit folgenden Inhalten:

- immunhistochemische Untersuchung von Markern endothelialer Aktivierung, der
Fibrinolyse und Antikoagulation bei meist langzeittransplantierten Patienten nach HTX

(durchschnittlicher Posttransplantationszeitraum: 50 Monate).

- Korrelation der ermittelten Daten mit Befunden koronarmorphologischer Untersuchungen
(Angiographie, IVUS) und der Dobutaminstressechokardiographie.

- Beurteilung, ob routineméafig entnommene Herzmuskelbiopsien nach HTX neben der

AbstoRungsdiagnostik zusatzliche Informationen tber ein erhohtes Risiko flr die
Entwicklung einer TVP liefern kdnnen.
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In dieser Arbeit wurden Endomyokardbiopsien von 69 Transplantationspatienten mit den
Methoden der Immunfluoreszenz angefarbt, fotographiert und ausgewertet. Als Referenz
wurde Herzmuskelgewebe von zwei jungen weiblichen Personen untersucht, die bei einem
Verkehrsunfall ums Leben kamen und bei denen keine Herzerkrankungen bekannt waren. Es

mussten insgesamt deutlich mehr als 1000 Farbepréparate befundet werden.

Es konnte gezeigt werden, dass bei einem hohen Anteil der HTX-Patienten eine
Verminderung von t-PA, AT-Ill, oder von beiden Parametern in der koronaren
Mikrozirkulation besteht. Eine Abhédngigkeit zwischen t-PA/AT-I11I-Depletion und den
Befunden der Koronarangiographie konnte nicht ermittelt werden, es ergaben sich jedoch
Zusammenhange mit den Ergebnissen des IVUS und der Stressechokardiographie. T-PA-
Depletion korrelierte besonders stark mit einer Verminderung der systolischen
Wanddicken&nderungen der linksventrikuldren Hinterwand, wohingegen herabgesetzte AT-
I1I-Anfarbungsintensitat insbesondere mit vermehrter Intimaverdickung im IVUS assoziiert
war.

Fur die Beurteilung der prognostischen Wertigkeit dieser Befunde wéren Untersuchungen mit
grolerer Fallzahl sinnvoll; sollten sich hiermit die vorliegenden Ergebnisse bestétigen, kdnnte
eine Evaluierung von t-PA und AT-IIl im Rahmen der fir die AbstoBungsdiagnostik
routinemanig durchgefuhrten Biopsieentnahmen wertvolle Hinweise bezliglich einer sich
entwickelnden TVP liefern, insbesondere, wenn die Koronarangiographie unauffallig ist. In
Kombination mit den Befunden aus der Stressechokardiographie (s. auch (89)) ware auch eine
entsprechend modifizierte Verwendung von invasiver koronarmorphologischer Diagnostik
denkbar.

Bei der immunhistochemischen Untersuchung des interzelluldaren Adhé&sionsmolekiils
(ICAM-1) fand sich insgesamt, im Vergleich zu den Normalbefunden, eine deutlich
gesteigerte Anfarbung bei den Transplantationspatienten. Ein Zusammenhang mit Zeichen der
Transplantatvaskulopathie ergab sich jedoch nicht; vermehrte Expression von ICAM-1 in der
Spétphase nach HTX scheint ein unspezifisches Zeichen endothelialer Aktivierung

darzustellen.
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6.2 Ausblick

Die Pathogenese der Transplantatvaskulopathie stellt einen komplexen, vielschichtigen
Prozel} dar, bei dem insbesondere kausale Beziehungen endothel-assoziierter Mechanismen
noch weitgehend unklar sind.

Die immunhistochemische Evaluierung von t-PA und AT-III in routinemé&Rig entnommenen
Endomyokardbiopsien konnte dazu beitragen, wertvolle Hinweise auf das Vorliegen von
pathologischen Vorgangen auf der Ebene der koronaren Mikrozirkulation zu gewinnen, die
mit einem erhohten Risiko flr die Entstehung einer TVP verbunden sind. Im Zusammenhang
mit funktionellen und morphologischen Untersuchungen wére hiermit eventuell eine bessere
Prognosebeurteilung und eine entsprechende Modifikation von invasiven Screening-

Untersuchungen maoglich.
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7 Anhang

7.1 Abktrzungsverzeichnis

ACE
AT-1lI
Aza
BSA
Ca
CyA
Diu
DSE
AIVS
ALHW
EDRF
EKG
ELAM
FITC
FS
HLA
HTX
ICAM
IgG
ISHLT
IVSed
1VSes
LVed
LVes
MHC
MHz
PAF
PAI
PLA
Pred
PTCA
SPECT
Tacro
TVP
t-PA
UKG
WBS
WBW
ZNS

Angiotensin-Konversionsenzym-Hemmstoff
Antithrombin 111

Azathioprin

Bovines Serumalbumin

Calciumantagonist

Cyclosporin A

Diuretikum

Dobutaminstressechokardiographie

Systolische Wanddickenénderung des interventrikuldren Septums
Systolische Wanddickenanderung der linksventrikuléren Hinterwand
Endothelium derived relaxing factor
Elektrokardiogramm

Endotheliales Leukozyten-Adhé&sionsmolekdl
Fluoreszeinisothiozyanat

Systolische Verkurzungsfraktion

Humanes Leukozytenantigen

Herztransplantation

Interzelluldres Adh&sionsmolekdl

Immunglobulin der Klasse G

International Society for Heart and Lung Transplantation
Enddiastolische Dicke des interventrikuldren Septums
Endsystolische Dicke des interventrikuldren Septums
Enddiastolischer Durchmesser des linken Ventrikels
Endsystolischer Durchmesser des linken Ventrikels
Haupthistokompatibilitatskomplex

Megahertz

Plattchenaktivierender Faktor
Plasminogen-Aktivator-Inhibitor

Parasternale L&ngsachse

Methylprednisolon

Perkutane transluminale Koronarangioplastie
Single-Photon-Emmissions-Computertomographie
Tacrolimus

Transplantatvaskulopathie
Gewebs-Plasminogen-Aktivator
Ultraschalluntersuchung des Herzens
Wandbewegungsscore

Wandbewegungswerte

Zentralnervensystem
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