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1) Einleitung

1.1) Hintergrund

eit Anfang der 80er Jahre wurde die Herztransplantation (HTx) zu einem anerkannten

Therapiekonzept fur die terminae Herzinsuffizienz entwickelt. Die deutlich verbesserten
Erfolgsaussichten zu diesem Zeitpunkt beruhten insbesondere auf der Einfuhrung von
Calcineurininhibitoren in das Konzept der immunsuppressiven Basistherapie. Dies flhrte zu
wesentlich hoheren Uberlebensraten bei geringerer Organtoxizitét der Immunsuppression,
besserer immunosuppressiver Potenz und geringerer Inzidenz von Infektionen und
Malignomen.

Die durchschnittliche Einjahrestiberl ebensrate von herztransplantierten Patienten ist von 20%
1968 auf mittlerweile 80%" gestiegen. Die mittlere Uberlebenszeit nach HTx betragt 9,1 Jahre
und erhoht sich fir Patienten, die das erste Jahr Uberleben, auf 11,6 Jahre.

Die Uberlebenswahrscheinlichkeit nimmt vom ersten Jahr an allerdings kontinuierlich ab, mit
einer konstanten Mortalitétsrate von jahrlich 4%. 10 Jahre nach Transplantation |eben noch
etwa 40-50% der herztransplantierten Patienten.

Wahrend im ersten Jahr nach Transplantation Infektionen und akute Abstol3ungen das
Hauptproblem darstellen und fir eine Sterberate von 10% — 15% verantwortlich sind, sind die
Probleme des Langzeitverlaufs gekennzei chnet durch das Auftreten der

Transplantatvaskul opathie (TPV). Die TPV ist eine sehr aggressive Arteriosklerose der
epikardialen und myokardialen Arterien und ist mit einer progressiven
Funktionsverschlechterung des Transplantats assoziiert. Die angiographische Prévalenz der
TPV betrégt fuinf Jahre nach HTx bis zu 429%°. Die TPV ist das Schiiisselereignis der meisten
chronischen AbstoRungssyndrome® und die Haupttodesursache in Langzeit-Uberlebensstudien
nach HTx>. Die rasche Entwicklung der TPV innerhalb des ersten Jahres | &sst eine schlechte
Prognose fiir gréRere klinische Ereignisse erwarten®.

Die TPV ist im Anfangsstadium gekennzeichnet durch Intimaproliferation und manifestiert
sich letztendlich al's Stenose epikardialer Aste, Verschluss kleinerer Gefale bis hin zum
Myokardinfarkt. Die Krankheit kann sich in die Spenderaorta bis zu den Gefal3nghten
fortsetzen und — in einigen Fallen — sogar die vendsen Spendergefalebetreffen’.

Die Fruhdiagnose wird erschwert durch fehlende klinische Symptome im denervierten bzw.
unvollsténdig re-innervierten Spenderorgan. Erste klinische Manifestation der Vaskulopathie
ist oftmals eine progressive Herzinsuffizienz, ventrikulére Arrhythmie oder der pl6tzliche
Herztod durch Ischamie®.

Eine weitere Schwierigkeit der Friihdiagnose besteht in der mangelnden Sensitivitét der
Koronarangiographie, die manchmal das Ausmal3 und die Schwere der Krankheit
unterschatzt® 1° * 12,

Histopathol ogische Studien® und der Vergleich mit intravaskul&rem Ultraschall (IVUS)*
haben gezeigt, dass die Koronarangiographie lediglich bei signifikanten fokalen Stenosen
ausreichende Sensitivitét zur Diagnose der TPV besitzt.

Ein zusétzliches Problem fir die Diagnostik ist die in manchen Fallen vorherrschende
Beteiligung vor allem kleiner, intramyokardialer GefaRe™ bzw. das Auftreten funktioneller
koronarer Veradnderungen ohne morphologisches Korrelat.



Somit kdnnen auch in Abwesenheit signifikanter struktureller Veranderungen kardiale
Ereignisse auftreten, wahrend andererseits selbst eine ausgepragte TPV nicht zwangslaufig zu
Transplantatversagen oder Tod fihrt, da eine bestehende Intimaproliferation durch
gefalferweiterndes Remodelling kompensiert und somit kardialen Ereignissen vorgebeugt
werden kann.

Deswegen bleiben viele herztransplantierte Patienten auch bei schwerer Intimahyperplasie frel
von klinischen Ereignissen™.

In diesem Zusammenhang wére eine Untersuchung wiinschenswert, die moglichst kurz nach
Transplantation eine objektive, unabhangige Aussage Uber die Prognose herztransplantierter
Patienten geben kann und somit eine friihzeitige therapeuti sche Intervention ermoglicht.



1.2) Atiologie und Morphologie der TPV

1.2.1) Histologie

Die TPV as besondere Form der koronaren Herzkrankheit kann sowohl an den grof3eren,
epikardialen Koronargefalden (meist diffus und peripher lokalisiert) als auch an myokardialen
und mikrovaskuléren Arterien und Venen des Spenderorgans einschlief3dlich des aortalen

Spendersegmentes auftreten™.

Ahnliche proliferative vaskulre Lasionen sind auch nach Nieren-*’, Leber-%, Lungen-*° und
Pankreastranspl antationen® beschrieben worden.

Die pathol ogischen Veranderungen, die mit der TPV zusammenhangen, wurden zum ersten
mal vor 35 Jahren von Kosek und Mitarbeitern® in einer Langzeitstudie an kardialen
Homografts von Hunden beobachtet. Histopathol ogische Studien an abgestol3enen
Menschenherzen haben die heterogene Natur der Krankheit aufgedeckt. Die Analyse ergab,
dass sich die morphologische Manifestation der TPV von konzentrischer, diffuser
Intimahyperplasie bis zu fibroatheromatdsen Plaques erstreckt, die nicht von einer spontan

auftretenden Arteriosklerose unterschieden werden konnen®.

Diese Studien lassen darauf schlielRen, dass die TPV eine duale Atiologie hat mit Spender-
Ubertragenen, frihen, fokalen, nicht zirkumferentiellen Plagues in proximalen Segmenten und
mehr diffusen, konzentrischen Mustern in distalen Segmenten (Tab.1).

TPV

Arteriosklerose

Angiographische L okalisation

eher diffus, haufig distal
(Seitenaste mit betroffen)

haufig fokal, proximal
(Seitenéste bleiben meist verschont)

I ntimapr oliferation

héaufig konzentrisch

héaufig exzentrisch

Kalziumablager ung

selten

haufiger

Elastica interna

intakt

zerstort

Inflammation / Vaskulitis

haufig

selten

Dauer der Entwicklung

Monate

Jahre

Tabelle 1: Angiographische und histopathologische Unter schiede zwischen koronarer Arteriosklerose
und Transplantatvaskulopathie (modifiziert nach Billingham®).

Bel der Entstehung histopathol ogischer Veranderungen zeigt sich ein bestimmter Verlau

£23:

Direkt nach der Transplantation tritt eine Vaskulitisim Spenderorgan auf. Innerhalb der
néchsten Monate entwickelt sich eine fokal e, nichtzirkumferentielle, spenderibertragene
epikardiale Intimaverdickung®. Spéter bilden sich fokale atherosklerotische Plagues, diffuse
Intimaverdickung oder eine Mischung aus beiden.
Kleinere myokardiale Aste sind oft vor gréReren, epikardialen Arterien verschlossen, woraus
kleine, multiple Infarkte resultieren konnen®. Eine Verdickung der inneren und mittleren
Schichten intramyokardialer Widerstandsgefaie kann festgestel It werden® %'

In Herzen, die autoptisch untersucht wurden, waren ischdmische myokardiale V eranderungen
durch die TPV vorherrschend und beeinflussten teilweise auch den rechten Ventrikel, wo sie
bioptisch zuganglich sein kénnten.



1.2.2) Pathogenese der TPV

Obwohl die Ursache der TPV noch nicht genau bekannt ist, kann man davon ausgehen, dass
die Pathogenese sehr wahrscheinlich immunologisch initiiert ist*®, da selektiv nur das
GefaRsystem des Spenderorgans betroffen ist® und sich eine TPV nicht in Isografts
entwickelt*! %2,

V erschiedene Studien lassen darauf schlief3en, dass neben immunol ogischen Mechanismen
nicht-immunol ogische Risikofaktoren die Progression der myointimalen Hyperplasie
bedingen®. Das Anfangsereignis der TPV ist wahrscheinlich eine subklinische Aktivierung
des Transplantat-Endothels. Diese Endothel zell aktivation kann die verschiedensten
Endothel funktionen beeinflussen und so die Arterien empféanglich machen fir Entziindung,
Thrombose, Vasokonstriktion und Proliferation der glatten Muskelzellen.

Die Entstehung der TPV wurde korreliert mit der Inzidenz von akuten Abstof3ungsreaktionen,
lymphozytotoxischen Antikérpern und Cytomegalievirus (CMV)-Infektionen. Der
Zusammenhang mit dem Entstehen einer TPV war jedoch gering und oftmals
widerspriichlich®®. Einige nichtimmunol ogische M echanismen kénnten ebenfalls die
Entwicklung und Progression der TPV beeinflussen™ (Fig.1). Diese beinhalten
Empfangercharakteristiken (Alter, Geschlecht, Adipositas, Hypertonie, Hyperlipidamie,
Insulinresistenz, CMV-Infektion®), Spendereigenschaften (Alter, Geschlecht®, bestehende

K oronarerkrankung)® * ** 3" sowie eine potentielle Endothel schadigung wahrend der HTx
durch Ischémie-Reperfusions-Verletzungen® * bzw. chemische und mechanische Faktoren.

Insgesamt ist die TPV charakterisiert durch komplexe pathogenetische und protektive
M echanismen, heterogene funktionelle und morphol ogische M anifestationen mit
entsprechenden unterschiedlichen klinischen Folgen®® *>(Fig.1).

Molekulare M ediatoren
Aktivation von Cytokinen
Oxidativer Stress/ Apoptose
Ungleichgewicht vasoaktiver Mediatoren V\

/ Upregulation von Adhéasionsmol ekillen

Expression von Wachstumsfaktoren

|

Nichtimmunologische, antigen-

Immunreaktion unabhéngige Risikofaktoren
T-Zell-Aktivierung Nachfolgende zelluldr e Er eignisse Spendercharakteristiken
Monozyten-/Makrophageninfiltration |, Verletzung der endothelialen Zellen o | Ischamie / Reperfusion
Endotheliale Antikorper «—— Proliferation glatter Muskelzellen Dyslipidamie / Hyperglykamie
HLA-Inkompatibilitat Aggregation von Thrombozyten CMV-Infektion
Wiederholte Abstof3ungsereignisse Fibroblastenproliferation Adipositas/ Hypertonie
Formation extrazelluldrer Matrix M edikamententoxizitét

\ Transplantatdysfunktion /
Koronare Endotheldysfunktion

Koronare Intimahyperplasie
Negatives Gefélremodeling

Ventrikul&@re Dysfunktion
Herzversagen

Fig.1: Pathogenetisches K onzept der Transplantatvas:kulopathie15



1.2.3) Rolleder Endothelzellaktivierung im Transplantat

Die koronarvaskuléren Endothel zellen im Transplantat bilden eine Barriere zwischen den
zirkulierenden immunaktiven Zellen des Empfangers und dem transplantierten Organ*’. Diese
Endothel zellen kénnen sowohl al's potente Stimulatoren (Antigen présentierende Zellen), als
auch als Ziel der allogenen Lymphozyten-Reaktion dienen®.

Histol ogische Untersuchungen haben gezeigt, dassim Langzeit-Verlauf nach HTx eine
eingeschrankte Endothel funktion auch bei morphologisch intakter Endothel zell schicht
vorkommt®’,

Die Aktivierung des arteriellen Endothels bedingt die Entwicklung einer TPV und vermittelt
ein erhohtes Risiko fiir Transplantatversagen®. Wichtige Induktoren einer

Endothel zellaktivierung sind der 1schamie-Reperfusionsschaden, eine verstarkte angeborene
bzw. adaptive Immunantwort, die koronare Denervation, Virusinfektion (CMV), eine
Therapie mit Immunsuppressiva bzw. das Vorhandensein von klassischen Risikofaktoren®.
Die wiederholte Endothelzellaktivierung fuhrt zu Endothel dysfunktion und weiterhin zur
Intimahyperplasie™.

Unabhangig von der Ursache, die zur Verletzung der koronaren Endothelzellen im
Herztransplantat fuhrt, kommt es durch Aktivierung proatherogener

Signal transduktionswege™ (Fig.2) zur verstérkten Einwanderung von Lymphozyten,
Monozyten und Dendritischen Zellen. Dies verstérkt die wahrscheinlich allogen-

immunol ogisch bereits subendothelial vorhandene inflammatorische Reaktion durch
Induktion von Cytokinen und Wachstumsfaktoren. Langfristig kommt es neben funktionellen
Gefalveranderungen durch Proliferation der glatten Muskel zellen auch zu morphol ogischen
Veranderungen™.

vasomotorische Dysfunktion, L eukozyten/M onozyten-Adhasion, Thrombozytenaktivation,
oxidativer Stress, Endothelzell-Apoptose

CD4OLﬂ CKﬂ AIMﬂETﬂ Nosl II\/IHCIIﬂ EAnﬂ H!—]ﬂ PAIﬂt-PAﬂ
EZ_ I D

PDGF

IGF I ver starktes Wachstum
Infiltration von =g ET eo——)p-q|atter GefaRmuskelzellen,
TL/MP/MC CK vasomotorische Dysfunktion

CD40

SMC

Fig.2: Die zentrale Rolle der Endothelzellaktivation bei der TPV™
AM:Adhésionsmolekile (ICAM, VCAM); CD40L:CD40 ligand; CK: Cytokine/Chemokine;
EAn :Endotheliale Antigene; ET:Endothelin; HO-1: Hdmoxygenase 1
I GF:insulin-like growth factor; MC: Monozyten; MHCII:Major Histocompatibility Complex I1;
M P:Makrophagen; NOS:NO-Synthase; PAI:Plasminogen Activator Inhibitor;
SMC: smooth muscle cells; TF: tissue factor;
t-PA: tissue Plasminogen Activator; TL: T-Lymphozyten; PDGF:platelet derived growth factor



Ein etabliertes Verfahren, die beeintrachtigte Funktion koronarer Endothelzellen in vivo
festzustellen, ist die Untersuchung der vasomotorischen Antwort auf verschiedene
endothelabhéngige Stimuli. Hierbel wird die Verénderung des epikardialen Geféldlumen-
Durchmessers (quantitative Koronarangiographie) und die Veranderung der mikrovaskul&aren
Flussgeschwindigkeit (intrakoronarer Doppler) in Reaktion auf verschiedene vasoaktive

M edikamente bestimmt**,

1.3) Hypothese

Die Hypothese der vorliegenden Studie war, dass einein der Frihphase nach HTx bestehende
endotheliale vasomotorische Dysfunktion und/oder eine koronare Intimahyperplasie fur das
Langzeitiberleben von transplantierten Patienten relevant ist und somit al's Prognosekriterium
fur Tod und/oder kardiale Ereignisse gelten kann.

1.4) Fragestellung

Das Ziel dieser Studieist, festzustellen, ob eine koronare Endotheldysfunktion bzw. IVUS-
diagnostizierte Intimahyperplasie bei herztransplantierten Patienten im Langzeitverlauf als
unabhangiges Prognosekriterium fur Tod und /oder kardiales Ereignis geeignet ist.

Die Studie nimmt auch Bezug auf weitere Faktoren, die bereits im Zusammenhang mit der
Entstehung einer TPV beschrieben worden sind: kardiale Risikofaktoren, Empfanger- und
Spendercharakteristiken (Alter, Geschlecht, CMV -Infektion, HLA-mismatch), Ursache fir
HTx, Ischdmiezeit, Abstol3ungserei gnisse, Immunsuppression und Begleitmedikation.

In einer multifaktoriellen Analyse soll untersucht werden, in wie weit diese Variablen selbst
unabhéngige Prognosekriterien fur das Auftreten von Tod und / oder kardialen Ereignissen
nach HTx darstellen.
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2) Patienten, M aterial und M ethodik

2.1) Patienten

185 konsekutiv rekrutierte Patienten (26 weiblich, 159 mannlich) im Alter von 51 + 13 Jahren
wurden 25 + 33 Monate nach orthotoper Herztransplantation wahrend der routineméafdigen,
jahrlichen Herzkatheteruntersuchung untersucht. Bei 121 Patienten wurde dabel auch eine
IV US-Untersuchung durchgefuhrt.

Alle Patienten waren zum Zeitpunkt der Untersuchung frei von akuten Abstossungsepisoden
(= Grad Ib, ISHLT*), Infektionen und signifikanten endokrinen, hepatischen oder renalen
Storungen.

Die Studie wurde von der Ethikkommission der Universitét genehmigt. Vor der geplanten
Herzkatheteruntersuchung wurden alle Patienten aufgeklért und gaben ihr Einverstandnis.
Gefanaktive Substanzen wurden 24 Stunden vor dem Eingriff abgesetzt. Die Patienten waren
mindestens 12 Stunden vor der Untersuchung niichtern.

Zusétzlich wurden demographische bzw. transplantationsrel evante Daten zu den Patienten
ermittelt und folgende weitere Daten im Verlauf von der Erstuntersuchung bis zum
definierten Stichtag (31.12.2001) Uber einen Zeitraum von 60 + 17 Monaten (langstens 89
Monate) anhand von Arztbriefen und Untersuchungsbefunden erhoben:

- kardiovaskuléres Ereignis
o Kklinisch relevante, rasch progrediente Herzinsuffizienz (NYHA 111 und 1V)
0 Myokardinfarkt
Diagnose durch
> neu aufgetretene Q-Zackeim EKG
» ST-Elevation
» Laborparameter (Troponin I, CK-MB)
0 Revaskularisation
» PTCA, Stent
» Bypass-OP
0 Retransplantation
kardia bedingter Tod
o0 Transplantatversagen
o plétzlicher Herztod
o infarktbedingter Tod
nicht kardial bedingter Tod
Dauer und Art der Einnahme kardiovaskul&r relevanter Medikamente
Anzahl und Qualitdt eventueller Abstol3ungsereignisse
Art und Schwere der Auswirkung kardiovaskulérer Risikofaktoren
Art der Immunsuppression, Serumspiegel
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2.2) Material und Methodik

2.2.1) Testsubstanzen

Die Untersuchung der endothelabh&ngigen Vasomotorik stiitzt sich auf die Beobachtungen
von Furchgott und Zawadzki*. Diese zeigten 1980 in vitro erstmals, dass Acetylcholin (ACh)
in Gefél3en mit intaktem Endothel eine Dilatation hervorruft, hingegen in Gefal3préparaten,
deren Endothel in Folge der Préparation meistens weitgehend geschadigt ist, eine
Konstriktion ausl6st. Sie postulierten einen durch ACh-Gabe freigesetzten endothelialen,
relaxierenden Faktor (EDRF), von dem gezeigt werden konnte, dal3 er mit dem Stickoxid-
(NO) Radikal identisch ist*.

ACh erwies sich tatsachlich a's gute Testsubstanz zur Erfassung der Endothel dysfunktion, da
es zum einen Uber muscarinerge Rezeptoren am Endothel die NO-Sekretion steigert und somit
vasodilatatorisch wirkt und zum anderen bei Vorliegen einer Endothel dysfunktion tber
direkte (endothelunabhangige) Einwirkung auf die glatte Muskelzelle eine V asokonstriktion
verursacht.

Bel Vorliegen eines funktionell intakten Endothel s Giberwiegt die NO-modulierte
Vasodilatation sowohl der epikardialen Leitgefale als auch der mikrovaskul&ren
Widerstandsgefalie durch Freisetzung von NO, das an muskarinergen M 2-Rezeptoren angreift
und Uber den second messenger cGMP die Relaxation der glatten Gefal3muskulatur vermittelt.
Die Stimulation mikrovaskul&rer Gefal3e mit ACh setzt NO-vermittelt auch Prostaglandin | ,
(Prostazyklin) und EDHF (Endothelium-derived hyperpolarizing factor) frei, wodurch
ebenfalls eine Vasodilatation resultiert.

Es resultiert elne konsekutive Flusssteigerung auf das bis zu 3fache, wodurch die
Vasodilatation der koronaren Widerstandsgefal3e vermittelt wird.

Bel gestorter Endothelfunktion kommt es hingegen zu einer paradoxen Vasokonstriktion
durch Uberwiegen der direkten Wirkung der glatten GefaRmuskul atur, die ebenfalls sowohl
die epikardialen Leitgefaide, als auch die Mikrozirkulation betrifft.

Ein weiterer Vortell von ACh ist, dass es sehr schnell von der ubiquitéren Cholinesterase

inaktiviert wird und somit potentielle Nebenwirkungen (z.B. AV-Block, Ischamie) nur tber
wenige Sekunden bestehen bleiben.
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Zur Untersuchung der endothelunabhéngigen mikrozirkul&ren Vasomotorik wurde, wie
bereits mehrfach beschrieben® * #° % das endogene Nukleosid Adenosin verwendet.
Adenosin bewirkt bei intakter mikrozirkulérer Vasomotorik eine Dilatation der arteriol&ren
Widerstandsgefalie. Diese Vasodilatation erfolgt Uber spezifische Adenosin-2-Rezeptoren an
den GefaRmyozyten™ sowie indirekt iber die Freisetzung von NO.

Um einen isolierten Adenosindefekt® auszuschlielen, wurde die mikrozirkul &re V asomotorik
als Antwort auf Adenosin und Nifedipin untersucht.

Die endothelunabhéngige Dysfunktion der epikardialen glatten Gefalimuskulatur wurde, in
Anlehnung an andere Studien, ermittelt mit Hilfe von Nifedipin, einem Cal cium-Antagonisten
vom Dihydropyridin-Typ®.

Die Wirkung beruht auf der Blockade spannungsabhangiger Ca®*-Kanéle vom L-Typ. Die
Hemmung des Ca*-Einstroms an Zellen der glatten Gefamuskulatur bewirkt bei
funktionsfahigen glatten Muskelzellen eine Dilatation sowohl der epikardialen, als auch der
mikrovaskuléren Gefélle.

2.2.2) Koronarangiographie

Die nachfolgende Rechts- und Linksherzkatheteruntersuchung sowie die
Koronarangiographie erfolgten standardisiert durch Punktion der rechten Arteriaund Vena
femoralisin Seldinger-Technik.

Rechtsherzkatheter

Anfangs wurde Uber einen transventsen Zugang eine rechtsventrikulére
Endomyokardbiopsie entnommen, um eine akute Abstof3ung auszuschliefien.

Linksherzkatheter
o Diagnostische Linksventrikul ographie und Koronarangiographie
0 Koronarflussreserve

Im Anschluf? an die diagnstische Koronarangiographie wurde ein 3.4F
Doppler-Katheter (FloWire, Cardiometrics Inc., Mountain View, CA, USA)
durch einen diagnostischen 6F Fihrungskatheter (CORDIS Corporation,
Miami, Florida, USA) in der proximalen LAD positioniert. Der Katheter wurde
mit einem Aufzeichnungsgerét verbunden (FloMap Ultrasound System,
Cardiometrics, Mountain View, California, USA). Es wurde darauf geachtet,
dald der Katheter in einer stabilen Position lag, um ein artefaktfreies,

phasisches Flussgeschwindigkeitssignal zu erhalten. Die Katheterposition
wurde wahrend der gesamten Untersuchung beibehal ten.

Nach einer Ruhemessung erfolgte die Applikation von 6mg Adenosin
(Adrekar, Sanofi Winthrop, Notre Dame de Bondeville, France) aufgel ost
in 10ml 0,9% NaCl, intrakoronar Gber 5 Minuten mit einer
FluRgeschwindigkeit von 160ug/min, um einen maximalen (endothel-
unabhangigen) koronaren Fluss zu erreichen.
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Direkt nach der Pause der Adenosin-Applikation erfolgte wiederum eine

Ruheflussmessung, die als Ausgangspunkt vor der intrakoronaren Applikation

von ACh galt.

Es wurden 20mg ACh (Miochol, CIBA Visions, Grof3ostheim, Deutschland) in

2ml 0,9% NaCl aufgezogen und auf 50ml 0,9% NaCl verdinnt. VVon dieser
Losung wurden 12,5 ml auf 50ml 0,9% NaCl weiter verdiinnt, entsprechend
einer Endkonzentration von 0,1mg/ml.

Die Gabe der ACh-L 6sung erfolgte mit einer Flussgeschwindigkeit von
30pg/min tber 5 min. Hierdurch wurde die epikardiale und mikrovaskulére
Endothelfunktion untersucht.

Schliefdlich wurden 0,2mg Nifedipin (Adalat, Bayer Vita GmbH, Leverkusen,

Deutschland) als Bolus intrakoronar appliziert, um eine
maximal e epikardiale koronararterielle Dilatation zu provozieren.

0 Quantitative Koronarangiographie

Die Koronargeféaweiten wurden vor und nach Medikamentengabe
angiographisch ermittelt. Hierzu wurde ein computerisiertes, automatisches
Analyse-System verwendet (HICOR, Siemens, Erlangen, Deutschland).
Die Angiographie wurde in linksschréger (LAO) und rechtsschréger (RAO)
Position mit adaquaten kranialen und kaudalen Projektionswinkeln
durchgefuhrt, um eine optimale Analyse des linken Koronarstammes in
enddiastolischer Bildfolge durchfihren zu kénnen.

Die Angiographien erfolgten unter konstanten Projektionsbedingungen: die
Position von Patient und Bildverstérker blieb wahrend der Untersuchung
unverandert.
Wahrend der gesamten Untersuchung wurden die Herzfrequenz, der mittlere arterielle
Blutdruck und die Koronarflussgeschwindigkeit sowie ein 2-Kanal-EK G aufgezei chnet.

Auswertung der quantitativen Koronarangiographie

Nicht stenosierte proximale und distale Segmente der LAD wurden an definierten,
leicht zuganglichen Stellen des Gefél3stammes fur die Analyse ausgewahlt (Fig.3).
Die Reaktion des Koronarsegmentes auf verschiedene Stimuli wurde al's prozentuale
Veranderung des Durchmessers im Verhatnis zum Ausgangswert fir jedes Gefal3
sowohl proximal und distal, as auch as Mittelwert angegeben.

z.B.: Epikardach = {(Ruhe-00 - ACh-[J) / Ruhe-[0} x 100

Eine epikardiale Endothel dysfunktion wurde definiert als Vasokonstriktion auf ACh
mit Abnahme des Gefal3durchmessers > 10%.

Eine epikardiale Dysfunktion der glatten Gefal3muskulatur wurde definiert als Dilatation auf

Nifedipin < 10%.
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Fig.3 Quantitative K oronar angiogr aphie
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2.2.3) Koronarflussgeschwindigkeit und Koronarflussreserve

Die Entwicklung koronarer Doppl er-Fihrungsdrahte von mittlerweile 0,014 inch (0,35mm)
Durchmesser erlaubt eine lokale Blutflussgeschwindigkeitsmessung bisin die distalen
GeféaiRabschnitte, sowie die Passage von Koronarstenosen. Dartiber hinaus fuhrt der kleine
Durchmesser dieser Doppler-Dréahte nur zu sehr geringen Flussartefakten im Geféf3.

Die physikalische Grundlage der intrakoronaren Blutflussmessung mittels Ultraschall ist der
Doppler-Effekt, das heifdt die Frequenzverschiebung eines von bewegten K érpern
(Erythrozyten) reflektierten Schallsignals in Abhangigkeit von Bewegungsrichtung und
Geschwindigkeit.

Es gilt die Doppler-Gleichung:

V=[(F1-Fo) X (C)] / [2 X Fp x cos (P)],

wobel V die Flussgeschwindigkeit, Fo die Sendefrequenz, F; die Frequenz des reflektierten
Signals, C die Ausbreitungsgeschwindigkeit der Schallwellen und @ den Winkel zwischen
Blutfluss und Schallstrahl bezeichnen.

Aufgrund der linearen Beziehung zwischen Geschwindigkeit und Frequenzénderung lésst sich
die Flussgeschwindigkeit unter Annahme einer koaxiaen Lage des Ultraschallstrahls im
Blutfluss (cos 0° = 1) exakt quantifizieren.

Die Hillkurve eines in Echtzeit registrierten Doppl er-Spektrums entspricht der maximalen
Blutflussgeschwindigkeit zum jeweiligen Zeitpunkt. Ausihr 1&sst sich durch Integration die
mittlere Blutflussgeschwindigkeit errechnen. Der absolute volumetrische Flussin einem
Gefdl3 ist das Produkt aus durchflossener Querschnittsflache und mittlerer
Flussgeschwindigkeit

(Q=AXxVv).

Als koronare Flussreserve bezeichnet man den Quotienten aus volumetrischem Blutfluss unter
maximaler Hyperamie und dem Blutfluss unter Ruhebedingungen. In Verbindung mit
Doppler-Drahtuntersuchungen wird vielfach die koronare Flussreserve vereinfacht
ausgedriickt als Quotient der mittleren Spitzenflussgeschwindigkeiten unter Hyperémie (nach
Gabe von ACh bzw. Nifedipin) und in Ruhe.

Der koronare Doppler-Draht ist somit in der Lage, Blutflusssteigerungen, die tber
Tonusanderungen in den koronaren Widerstandsgefal3en entstehen kdnnen, zu messen.

Die Messung der Koronarflussgeschwindigkeit (KFG) mit einem subsel ektiven Doppler-
K atheter wurde erstmal's 1985 durch R.F. Wilson vorgestelt®® und ist inzwischen eine
etablierte, standardisierte Untersuchungsmethode.

Bel dem Doppler-FloWire (Cardiometrics) handelt es sich um einen 175cm langen koronaren
Fuhrungsdraht mit einem Durchmesser von 0,014 inch (0,35mm). Die Spitze ist wie bei
einem konventionellen PTCA-Draht formbar, um eine intravasal e Steuerung zu erméglichen.
Distal befindet sich ein integrierter piezo-elektrischer Ultraschall-Wandler.

Die Bildschirmaufteilung der Messkonsole ist wahlbar, so dass wéhrend des Eingriffes
simultan das aktuelle Doppler-Signal, die maximale Spitzenflussgeschwindigkeiten (MPV,
maximum peak velocity), sowie eine durch Integration der HUllkurve berechnete mittlere
Spitzenflussgeschwindigkeit (APV, average peak velocity) angezeigt werden konnen (Fig.4).
Veranderungen des koronaren Blutflusses unter medikamentdser Stimulation werden al's
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Quotient der mittleren Spitzenflussgeschwindigkeiten ausgedriickt. Die koronare Flussreserve
(CFR, coronary flow reserve) errechnet sich vereinfacht als APV max / APV pasa, wobel APV max
den mittleren Spitzenflul? unter maximaler induzierter Hyperamie bezeichnet.

Berechnung der Koronarflussreserve

Die CFR (coronary flow reserve) bzw. CFVR (coronary flow velocity reserve) als Marker der
mikrovaskuléren Integritdt wird bestimmt durch das Verhdtnis der maximalen
Koronarflussgeschwindigkeit (cm/s) nach pharmakologischer Stimulation (z.B. mit ACh) zur
basalen Flussgeschwindigkeit:

Der Koronarfluss wird auf Hohe der Widerstandsgefal3e kontrolliert, vorausgesetzt, in den
epikardialen Arterien liegt keine Stenose > 70% vor.

Die koronare mikrovaskul &re endothelial e Dysfunktion wurde definiert als

CFR < 2 as Antwort auf ACh*.

Die koronare mikrovaskul &re endothel unabhéngige Dysfunktion (Dysfunktion der glatten
Muskulatur) wurde definiert als

CFR < 2in Abhéngigkeit von Adenosin und Nifedipin, um einen isolierten Adenosin-
Defekt auszuschliefien®.

[@ordiometrics
FloHap od
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20:265:11
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17 oot es

120:43242
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| MPY:23.
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PRINT 6 |-

VEL : 408+ 1B

Fig4 Kardialer Ultraschall-Doppler
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2.24) Intravaskulérer Ultraschall (IVUS)

Direkt nach der Doppler-Fluss-Messung und Entfernung des Doppler-Katheters wurde ein
Ultraschall-Katheter (Visions Five-64 F/X, Endosonics Corporation, Rancho Cordova, CA
95670, USA) durch einen 6F-Fuhrungskatheter (CORDIS Corporation, Miami, Florida, USA)
in den Hauptstamm der LAD eingefihrt. Kurz davor wurden 50001 E Heparin und 100ug
Nitroglycerin als Bolus intrakoronar verabreicht.

Die Katheterspitze wurde vorgeschoben und im distalen Abschnitt der jeweiligen
Koronararterie (Ublicherweise LAD) positioniert, wahrend darauf geachtet wurde, dass ein
Verhdtnis der Durchmesser Gefé&dlumen : IVUS-Katheter > 1,5 besteht.

Die IVUS-Untersuchung wurde als standardisierte, motorisierte Riickzugsmessung, al's sog.
»pullback”, durchgefiihrt, bei der der Ultraschallwandler in die Gefél3peripherie vorgeschoben
und dann mit definierter Geschwindigkeit bis zum Ostium der linken Koronararterie
zurlickgezogen wird. Die entstehenden Bilder (Fig.5) wurden auf einem SVHS-Videoband
bzw. auf CD aufgezeichnet. Diese definierten Riickziige sind notwendig fur exakte
topographische Zuordnungen und quantitative Messungen sowie Voraussetzung fr
longitudinal achsengetreue dreidimensional e Rekonstruktionen.

Wéhrend die Koronarangiographie unter selektiver Injektion rontgendichter Kontrastmittel
die alleinige Aussage Uber das Gefalllumen erlaubt, vermag der intravaskulére Ultraschall als
Schnittbildverfahren die gesamte Ausdehnung der Gefal3wand sowie das Ausmal3 der
Intimaverdickung darzustellen.

Mittels IVUS kdnnen angiographisch inapparente Frihformen der Arteriosklerose, z.B. auch
eine eventuell bei HTx Ubertragene Spenderarteriosklerose erfasst werden.

So ist die haufig beobachtete Dreischichtung der koronaren Gefaldwand im intravaskul &ren
Ultraschallbild bereits Ausdruck einer VVerdickung der Intima, wahrend bei histologisch
unauffélligen Gefalien ein homogener Wandaufbau im IVUS resultiert (Fig.5).
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Intravaskularer Ultraschall — Morphologie der Atherosklerose

1.8 sxPuni

exzentrische konzentrische

Intimaverdickung

Fig.5: Intravaskulérer Ultraschall (IVUS)

Auswertung der 1IVUS-Befunde

Fur jeden Patienten wurden 3 Stellen mit der schwersten Intima-Proliferation ausgewertet,
indem der maximale Durchmesser der Proliferation (zwischen luminaler Intimagrenze und
Grenze zur Media/Adventitia) bestimmt und aus den drei Stellen der Mittelwert berechnet
wurde (mittlere maximale Intimaverdickung).
Die Einteilung der Intimahyperplasie erfolgte quantitativ in Anlehnung an die bei St. Goar
und Mitarbeitern beschriebene Klassifikation™:

0 = keine Hyperplasie

1 = leichte Hyperplasie (< 300um)

2 = mittel schwere Hyperplasie (300 - 500um)

3 = schwere Hyperplasie (> 500um)
Die Messungen wurden durchgefiihrt ohne Kenntnis der Endothelfunktion der jeweiligen
Patienten.
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2.2.5) Kovariablen

Es wurden folgende Kovariablen berticksichtigt und die angegebenen Kodierungen

vorgenommen.

E(mpfanger)-S(pender)-mismatch

EmSm; EwSw; EmSw; EwSm

Alter bei Herztransplantation

< 40 Jahre, ab 40 Jahre

Immunsuppression bei Erstuntersuchung

CyA+Imurek; CyA+Cellcept; FK506 + Imurek; FK506 + Cellcept

Einnahme von ACE-Inhibitoren

Beobachtungszeitraum: Erstuntersuchung bis Stichtag (31.12.01)

Einnahme von AT ;-Rezeptor-Antagonisten

Beobachtungszeitraum: Erstuntersuchung bis Stichtag (31.12.01)

Einnahme von Calcium-Antagonisten

Beobachtungszeitraum: Erstuntersuchung bis Stichtag (31.12.01)

Einnahme von Lipidsenkern (Statinen)

Beobachtungszeitraum: Erstuntersuchung bis Stichtag (31.12.01)

Einnahme von Allopurinol

Beobachtungszeitraum: Erstuntersuchung bis Stichtag (31.12.01)

Abstol3ungsereignisse

<1 Jahr; ISHLT*I1b-llla

Abstol3ungsereignisse

<1 Jahr; ab ISHLT IlIb

Abstol3ungsereignisse

> 1 Jahr; ab ISHLT Ilb

| schamiezeit < 2 Stunden, ab 2 Stunden
Spenderalter < 30 Jahre, ab 30 Jahre; < 50 Jahre, ab 50 Jahre
CMV-mismatch S-E-; StE+; S+E-; S E+

Anzahl der HL A-mismatches (AB)

1 — 4 mismatches

Anzahl der HLA-mismatches (DR)

1 — 2 mismatches

Risikofaktor Diabetes

bei Erstuntersuchung

Risikofaktor Hypertonie

bei Erstuntersuchung

Risikofaktor Hypercholesterindmie

bei Erstuntersuchung

BMI (Body-mass-1ndex)

kg/m?; bei Erstuntersuchung; normal (20-24); Unter-/Ubergewicht

Ursache fur Herztransplantation

ICM (ischadmische Kardiomyopathie), DCM (dilatative Kardiomyopathie),
andere (PPH, Re-HTx, kardiale Tumoren, kardiale Amyloidose)

Risikofaktor Cholesterin

< 200 mg/dl; ab 200 mg/dl; Bestimmung bei Erstuntersuchung

Risikofaktor Triglyceride

< 200 mg/dl; ab 200 mg/dl; Bestimmung bei Erstuntersuchung

Risikofaktor LDL-Cholesterin

< 130 mg/dl; ab 130 mg/dl; Bestimmung bei Erstuntersuchung

Risikofaktor HDL-Cholesterin

< 40 mg/dl; ab 40 mg/dl; Bestimmung bei Erstuntersuchung

Risikofaktor Lipoprotein (a)

< 30 mg/dl; ab 30 mg/dl; Bestimmung bei Erstuntersuchung

Immunmedikation zum Zeitpunkt der
Erstuntersuchung

FK506<15ng/ml; FK506 ab 15ng/ml; CyA<200ng/ml; CyA ab 200ng/ml

Immunmedikation am Stichtag (31.12.01)

FK506<15ng/ml; FK506 ab 15ng/ml; CyA<200ng/ml; CyA ab 200ng/ml

EF (linksventrikul&re Ejektionsfraktion)

< 60%; ab 60%

Angio-Vaskulopathie

Diagnose angiographisch bei Erstuntersuchung

Intimahyperplasie der LAD
(Ieft anterior descending artery)

Diagnose mittels IVUS bei Erstuntersuchung:
keine, leicht (<300um), mittel (300-500um), schwer (>500um)

mikrozirkul &re Endotheldysfunktion

CFR<2 auf ACh

mikrozirkul &re vasomotorischeDysfunktion

CFR<2 auf Nifedipin und Adenosin

epikardiale Endothel dysfunktion

> 10% Konstriktion auf ACh; Mittelwert proximale/distale Messung

epikardiale vasomotorische Dysfunktion

< 10% Dilatation auf Nifedipin; Mittelwert proximale/distale Messung

Tabelle 2: Kovariablen
ACh= Acetylcholin

ACE=Angiotensin Converting Enzym; AT -Rezeptor=Angiotensin-11-Rezeptor
Azathioprin=Imurek®; CFR=coronary flow reserve; CMV=Cytomegalie-Virus,
CyA=Cyclosprorin A=Sandimmun®; E=Empfanger;

FK=FK506=Tacrolimus=Prograf ®

HDL=high density lipoprotein; HLA=human leucocyte antigen

ISHLT = International Society of Heart and Lung Transplantation; 1V US=Intravaskulérer Ultraschall
LDL=low densitiy lipoprotein; m=mannlich;

MM F=Mycophenolat M ofetil=Cel| Cept®

PPH=Primé& Pulmonale Hypertonie

S=Spender; w=weiblich
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2.3) Studienprotokoall

Rechts-Herz-Biopsie

=

Diagnostische Koronarangiographie
=

Funktionelle koronare M essungen

Kontinuierliche Doppler-Flow-Messung;
guantitative Koronarangiographie zu kontrollierten Zeitpunkten

Ruhemessung

ic Adenosin 800pg/S5min (160pg/min)
Kontrolle / Flussmessung

ic ACh 150ug/5min (30pg/min)
Kontrolle

ic Nifedipin 0,2mg/30sec

Kontrolle

O 000 O0OO0Oo

= Intravaskulérer Ultraschall (IVUS)
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2.4) Statistik

Es handelt sich um eine prospektive Studie an 185 konsekutiv rekrutierten Patienten (159
mannlich, 26 weiblich), die bei Erstuntersuchung 51+13 Jahre alt waren.

Der Studienzeitraum reicht von der Erstuntersuchung 25+33 Monate nach orthotoper
Herztransplantation bis zu einem vorher definierten Stichtag (31.12.2001).

Die ersten Untersuchungen wurden bis zu 7 Jahre vor dem Stichtag durchgefihrt, die
minimal e Follow-up-Periode betrug 21 Monate (im Mittel 60+17 Monate).

Die Auswertung einer univariaten Korrelation zwischen den einzelnen klinischen Variablen
und dem Zielpunkt ,, Tod und / oder kardiovaskulares Ereignis‘ (bzw. den Zielpunkten der
Subgruppen) wurde mittels Kaplan-Meier-Analyse durchgefiihrt.

Hierbei wurden die Uberlebensverteilungen mit Hilfe des Log-Rank-Testes verglichen, um
Unterschiede zwischen beobachteten und erwarteten Ereignishaufigkeiten zu den einzelnen
Zeitpunkten zu bestimmen. Alle Zeitpunkte werden in diesem Test gleich gewichtet.

Die Berechnung des Chancenverhaltnisses (Odds Ratio) als Verhdltnis der , Chancen* fir das
Eintreten eines Ereignisses/ Zielpunktesin zwel Fallgruppen erfolgte durch die Kreuztabelle
(SPSS). Ein Wert grofier als 1 beschreibt ein Risiko fur ein Ereignis, ein Wert kleiner als 1
beschreibt einen ,, Schutz“ vor einem Ereignis.

Fur die Analyse von Uberlebenszeiten bei vorhandenen Kovariablen (multivariate
Berechnung) wurde die schrittwei se Cox-Regressionsanalyse (SPSS) verwendet.

Mit Hilfe dieses Verfahrens kann man untersuchen, wie bestimmte Variablen (unabhangige
Variablen, Vorhersagevariablen oder Kovariaten) die Uberlebenswahrscheinlichkeit
beeinflussen. Es handelt sich dabei um eine der multiplen Regressionsanalyse bzw. der

logi stischen Regression verwandte M ethode, die auch die Einbeziehung zensierter Félle
gestattet.

€® | Exp(B) gibt dabei das Risiko an, das beim Ubergang von einer Merkmal sstufe der
Kovariablen auf die néchsthohere resultiert. Das Risiko, dass das Zielereignis eintritt, steigt
bei Werten von €*>1 um das €’-fache und fallt bei €’<1 um diesen Wert.

Um die Genauigkeit der Messresultate anzugeben bzw. die Verlasslichkeit der Resultate zu
quantifizieren, wurde das 95%-K onfidenzintervall mit bestimmt. In diesem Bereich liegt der
wahre Messwert mit einer Wahrscheinlichkeit von 95%. Der wahre Messwert konnte nur
durch ,,unendlich* viele Messungen bestimmt werden, wird aber approximiert durch den sog.
» Point estimate” (=aktueller Messwert), der im Zentrum des Konfidenzintervalles liegt. Je
grofRer die eingeschlossene Anzahl Probanden und je geringer die Standardabweichung, desto
enger wird das Konfidenzintervall.

Statistische Signifikanz wurde bel einem Wahrscheinlichkeitslevel von < 0,05 angenommen.
Alle Daten sind ausgedrtickt als Mittelwerte (MW) + Standardabweichung (SD).

Invasive Untersuchungen wurden am Tag der Erstuntersuchung durchgefihrt. Hier wurden
auch relevante Laborparameter (Serumspiegel der Immunmedikation und des
Fettstoffwechsels) sowie kardiovaskulére Risikofaktoren bestimmit.

Die Angaben zur Einnahme kardiovaskuldrer Medikamente bzw. zu Abstol3ungsereignissen
beziehen sich auf den gesamten Beobachtungszeitraum.

Diese Daten, sowie die Information zu kardiovaskul&ren Ereignissen wurde durch vorliegende
Arztbriefe im Rahmen der regelméldigen Nachuntersuchungen gewonnen.
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Die bis zum Stichtag von den transplantierten Patienten zu erreichenden Endpunkte wurden
definiert as

- kardiovaskuléres Ereignis
o Kklinisch relevante, rasch progrediente Herzinsuffizienz (NYHA 111 und 1V)
0 Myokardinfarkt
Diagnose durch
> neu aufgetretene Q-Zackeim EKG
» ST-Elevation

» Laborparameter (Troponin I, CK-MB)
0 Revaskularisation
» PTCA, Stent
» Bypass-OP
0 Retransplantation
Todesfélle

o Kardia bedingter Tod (Transplantatversagen, pl6tzlicher Herztod, Tod durch
Myokardinfarkt)

o0 Nicht kardial bedingter Tod

Alle kardiovaskularen Ereignisse wurden erhoben aus Arztberichten, EK G-Aufzeichnungen
und Laborausdrucken.

Bel Patienten, die mehrere Ereignisse hatten, wurde das Ereignisin die Analyse einbezogen,
das zuerst aufgetreten war.
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3) Ergebnisse

185 Patienten (26 weiblich, 159 mannlich) im Alter von 51 + 13 Jahren wurden 25 + 33
Monate nach orthotoper Herztransplantation wahrend der routineméssigen, jahrlichen
Herzkatheteruntersuchung untersucht. Bei 121 Patienten wurde dabei auch ein IVUS

durchgefihrt.

Es ergaben sich folgende klinische Charakteristiken der Studienkohorte (Tab.3):

Anzahl Patienten (%) MW + SD
Alter der Patienten (Jahre) 51+13
Mannliche Patienten 159 (85,9)
Weibliche Patienten 26 (14.1)
Zeitraum des follow-up (Monate) 60+ 17
Zeit nach Herztransplantation (M onate) 25+ 33
Alter bei Herztransplantation (Jahre) 49+ 13
Todesfélle 25 (13,5)
Kardia bedingter Tod 12 (6,5)
Kardiae Ereignisse 25 (13,5)
ACE-Inhibitoren 150 (81,1); 44 + 41
(Anzahl Patienten; Monate der Einnahme)
ATi-Rezeptor-Antagonisten (-“-) 14 (7,6); 310
Calcium-Antagonisten (-“-) 143 (77,3); 39+ 36
Lipidsenker (-“-) 151 (81,6); 42 + 36
Allopurinol  (-*-) 105 (56,8); 28+ 41
AbstoRungsereignisse < 1 Jahr (I1b-111alSHLT*) 115 (62,2) 14+14
Abstof3ungsereignisse < 1 Jahr (ab I11b ISHLT) 44 (23,8) 0,3+0,6
Abstol3ungsereignisse > 1 Jahr 31(16,8) 0,1+0,6
Ischamiezeit (Minuten) 176 + 56
Spenderalter (Jahre) 36+14
Spendergeschlecht 126 (68,1) ménnlich
56 (30,3) weiblich
3 nicht erwahnt
CMV-mismatch
»  Spender + Empfanger - 48 (25,9)
»  Spender — Empfénger + 32(17,3)
HLA-AB-mismatch (Anzahl) 3,7+0,6
HLA-DR-mismatch (Anzahl) 1,9+0,3
Diabetes mellitus 39(21,1)
Arterielle Hypertonie 93 (50,3)
Hypercholesterinamie 85 (45,9)
BMI (kg/m’) 24,4+ 3,8
Ursache fur Herztransplantation
0 ICM (ischamische Kardiomyopathie) 60 (32,4)
o DCM (dilalative Kardiomyopathi€) 115 (62,2)
0 Andere (Cor pulmonale bei 10 (5,4)
Primarer Pulmonaler Hypertonie,
Re-HTXx, kardiale Amyloidose,
Herztumoren)
Serum-Cholesterinspiegel (mg/dl) 202 + 46
Serum-Triglyzeride (mg/dl) 174 £ 125
Serum-L DL -Cholesterin (mg/dl) 122 + 38
Serum-HDL -Cholesterin (mg/dl) 50+ 18
Serum-Lipoprotein (a) (mg/dl) 32+29
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FK506-Spiegel bei Erstuntersuchung (ng/ml) 17,1+78

FK506-Spiegel am Stichtag (ng/ml) 109+31
CyclosporinA-Spiegel bei Erstuntersuchung (ng/ml) 1779+ 72,7
CyclosporinA-Spiegel am Stichtag (ng/ml) 134,4 + 63,3
EF (linksventrikulére Auswurffraktion) (%) 75+ 10
HF Ruhe (Herzfrequenz; Schldge pro Minute) 89+ 13
Angio-Vaskulopathie 48 (25,9%)
Intima-Hyperplasie

= keine 19 (10,3)

= |eicht (< 300um) 33(17,8)

= mittel (300-500pm) 35(18,9)

= schwer (> 500um) 34 (18,4)

= nicht durchgefiihrt 64 (34,6)
Mikrovaskulére Endothel dysfunktion 49 (26,5)
(CFR < 2 auf ACh)

Mikrovaskulére Dysfunktion der glatten Gefalimuskulatur 90 (48,6)
(CFR < 2 auf Nifedipin + Adenosin)

Epikardiale Endotheldysfunktion 69 (37,3)

(Konstriktion > 10% auf ACh)

Epikardiale Dysfunktion der glatten Gefalimuskulatur 72 (38,9)

(Dilatation < 10% auf Nifedipin)

CFR Adenosin (coronary flow reserve) 34+0,7
CFR ACh 26109
CFR Nifedipin 2,1+0,8
Epikardiale Lumenénderung auf ACh (MW; %) -7,0+£14,9
(negative Werte = Konstriktion)

Epikardiae Lumenénderung auf ACh -6,0+ 14,9
(proximal; %)

Epikardiale Lumenédnderung auf ACh -7,2+ 20,2
(distal; %)

Epikardiale Lumenénderung auf Nifedipin (MW; %) 12,2+ 11,0
(positive Werte = Dilatation)

Epikardiale Lumenanderung auf Nifedipin (proximal; %) 9,6+ 125
Epikardiale Lumenanderung auf Nifedipin (distal; %) 16,9+ 16,1

Tabelle 3: Patientencharakterisierung

Die Patienten wurden Uber einen Zeitraum von 60+17 Monaten (Iangstens 89 Monate) bis zu
einem definierten Stichtag am 31.12.2001 weiter beobachtet und auftretende Ereignisse und
Todesfdlle dokumentiert.

Wahrend des beobachteten Zeitraumes von 60 £ 17 Monaten hatten 25 Patienten (13,5%) ein
kardiovaskuldres Ereignis, 25 Patienten (13,5%) starben, davon 12 (6,5%) aufgrund einer
kardialen Ursache.

Die kardiovaskul&ren Ereignisse beinhalteten

- 1 Patienten mit rasch progredienter Herzinsuffizienz,

- 3 Patienten mit Myokardinfarkt und

- 21 Patienten mit Revaskularisiserung in Form von PTCA / Stent bzw. Bypass-OP.

Die Auswertung erfolgte im Hinblick auf die priméaren Endpunkte ,, Tod und / oder
kardiovaskul&res Ereignis*; es schlief3en sich Subgruppenanalysen der zusétzlichen
Auswertungen zu ,, kardiovaskuldrer Tod und / oder Ereignis’, bzw. , kardiovaskuléres
Ereignis* und , kardiovaskul&r bedingter Tod" an.
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3.1) Primare Endpunkte— Auswertung fur Tod und / oder kardiales Ereignis

3.1.1) Univariate Auswertung der Cox-Regressions-Analyse fir Tod und / oder kardiales

Ereignis

Signifikante Variablen bzw. Variablen, die in der multivariaten Cox-Regressions-Analyse beriicksichtigt werden

Odds 95% Konfidenz-
Signifikanz ratio Intervall

Epikardiale Endotheldysfunktion ,028 2,0 1,0-4,0
Einnahme von Lipidsenkern (Statinen) ,025 0,35 0,2-0,8
CMV-mismatch; Spender positiv/ Empfanger negativ ,022 1,69 0,8-3,5
FK506-Serumspiegel am Stichtag > 15 ng/ml ,019 1,99 0,5-8,7
Cyclosporin-A-Serumspiegel am Stichtag > 200 ng/ml ,006 5,09 0,8-315
Seltene Ursachen fur HTx: Cor pulmonale, Re-HTx, kardiale Amyloidose, Herz- 000 5.41 15-201
Tumoren
Angiographisch sichtbare Koronarvaskulopathie bei Erstuntersuchung ,055 2,56 1,2-53
Mikrozirkulére vasomotorische Dysfunktion ,078 2,30 1,0-55
Risikofaktor Diabetes mellitus bei Erstuntersuchung ,099 1,86 0,9-4,0

Tabelle 4: Anfangsblock der Cox-Regressionsanalyse; univariate Auswertung Tod und/oder

kardiales Ereignis
Odds Ratio und 95%-Konfidenzintervall

Epikardiale ——

Endotheldysfunktion

Statin-Einnahme —a—

CMV -mismatch ——

FK506>15ng/ml |

CyA>200ng/ml B

Seltene Ursachen f. HTx B

Vaskulopathie —i—

Mikrozirkul&re vasomotorische ——

Dysfunktion

Diabetes mellitus i

bessere Prognose schlechtere Prognose
0.2 04 06 08 1.0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Fig.6 Oddsratio und 95% Konfidenzintervall (Kreuztabelle)

Oddsratio= i}
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Wie auch in der Kaplan-Meier-Kurve verdeutlicht (Fig. 7), ist die gpikardiale
Endotheldysfunktion ein signifikantes, univariates Prognosekriterium fir Tod und / oder
kardiovaskul&res Ereignis nach HTX.

Ein Patient mit epikardiaer Endotheldysfunktion hat 1 %2 Jahre nach HTx eine
Wahrscheinlichkeit von 91 % (+£0,03), ohne Eintreten eines Ereignisses zu Uberleben.

Im Vergleich dazu betragt die ereignisfreie Uberlebenswahrscheinlichkeit 98 % (+0,01) bei
Patienten mit normaler epikardialer Endothel funktion.

Nach 5 Jahren betragt die ereignisfreie Uberl ebenswahrscheinlichkeit bel
Endothel dysfunktion noch 74 % (+£0,06) im Gegensatz zu normaler Endothelfunktion mit
88 % (£0,03).

Nach 10 Jahren steht einer ereignisfreien Uberlebenswahrscheinlichkeit von 55 % (+0,09) bei
Endothel dysfunktion eine Wahrscheinlichkeit, ohne Ereignis zu Gberleben, von 69 % (0,6)
bei normaler Endothel funktion gegenliber.

Einer mittleren ereignisfreien Uberlebenszeit (50% der Patienten Ieben noch) von 10,2 Jahren

bei Endothel dysfunktion steht eine mittlere Uberlebenszeit von 13,5 Jahren bei normaler
Endothelfunktion gegentiber.

Epikardiale Endotheldysfunktion

11

10 o _
L ey p= 0,0276

Lo — NEF

Ereignisfreies Uberleben

0 30 60 90 120 150 180 210 240

Monate nach HTx

Kein Ereignis | Ereignis NEF = normale Endothelfunktion

|

{[NED 94 22| 116

|| eED 47 22 69 = = = = EED = epikardiale Endotheldysfunktion
[ 141 44| 185

Fig. 7.  Kaplan-Meier-Uberlebensdiagramm fiir Endotheldysfunktion
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Die Einnahme von Lipidsenkern (Statinen) (Fig. 8) ist ein weiteres univariates
Prognosekriterium eines akuten kardiovaskuléren Ereignisses und / oder eines kardialen

Todes.

Die Wahrscheinlichkeit, bei Einnahme von Lipidsenkern ohne kardiales Ereignis zu
Uberleben, liegt 1 %2 Jahre nach HTx bel 96 % (+ 0,02). Dem steht eine ereignisfreie
Uberlebenswahrscheinlichkeit ohne Statinmedikation von 94 % (+0,04) gegenuiber.

Dieses Verhdltnis andert sich 5 Jahre nach HTx auf 85 % (+0,03) mit Lipidsenkern im
Gegensatz zu 73 % (+0,08) ohne Statine.

10 Jahre nach Transplantation steht einer ereignisfreien Uberlebenswahrscheinlichkeit von
69 % (+0,06) unter Statineinnahme noch eine Wahrscheinlichkeit von 42 % (+0,12) ohne
Lipidsenker gegentiber.

Die mittlere ereignisfreie Uberlebenszeit betragt 13,5 Jahre unter Statinmedikation im
Gegensatz zu 7,8 Jahre ohne Lipidsenker.

Einnahme von Lipidsenkern / Statinen
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Fig.8: K aplan-M eier -Uber lebensdiagramm fiir die Einnahme von Lipidsenkern
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Auch ein bestehender CM V-mismatch mit der Kombination Spender CMV positiv /
Empfanger CMV negativ (Fig. 9) zeigte sich als signifikantes, univariates
Prognosekriterium fr das Zielereignis,, Tod und / oder kardiales Ereignis®.

Hier steht 1 % Jahre nach HTx einer ereignisfreien Uberlebenswahrscheinlichkeit bei CMV-
mismatch (CMV positiver Spender, CMV negativer Transplantatempfanger) von 90 %
(+0,04) eine Uberlebenswahrscheinlichkeit von 98 % (+0,01) gegeniiber, wenn zur Zeit der
Transplantation kein CMV-mismatch vorgelegen hat.

Die Uberlebenswahrscheinlichkeit differiert 5 Jahre nach HTx zwischen 73 % (+0,07) mit
CMV-mismatch und 86 % (+0,03) ohne mismatch.

Die mittlere ereignisfreie Uberlebenszeit fiir Patienten mit CMV-mismatch in der

Kombination Spender CMV -positiv, Empfanger CMV-negativ betragt 8,1 Jahre im Vergleich
zu 13,3 Jahre fur Patienten ohne CMV-mismatch.

CMV-mismatch; Spender positiv/ Empfanger negativ
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Fig. 9:

K aplan-M eier-Uber lebenskurve fiir CM V-mismatch:

Spender CMV positiv, Empfanger CMV negativ
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Ein am Stichtag gemessener EK -Spiegel Uber 15na/ml bzw. ein CyA-Spiegel von Uber
200ng/ml al's Reflexion Uber die Einstellung der Immunsuppression waren weitere
signifikante, univariate Prognosekriterien.

Patienten mit einer htheren FK-Einstellung (tUber 15ng/ml) hatten im Langzeitverlauf nach
HTx eine um das 3,2fache niedrigere mittlere ereignisfreie Uberlebenszeit al's die Patienten
mit niedrigerem Serum-FK506-Spiegel:

4,1 Jahre bel einem Serum-FK506-Spielgel Uber 15ng/ml im Gegensatz zu 13 Jahre mit
FK506-Serum-Werten unter 15 ng/ml.

Eine ahnliche Verringerung der mittleren Uberlebenszeit zeigten Patienten mit einem hohen
Serum-CyA-Spiegel (Uber 200ng/ml). Bei ihnen betragt die mittlere ereignisfreie
Uberlebenszeit 4,8 Jahre im Gegensatz zu 13 Jahren bei Patienten mit einem CyA-
Serumspiegel bis 200ng/ml.

»Seltene Ursachen fur HT X" wurden ebenfalls al's signifikantes Prognosekriterium in der
univariaten Analyse erachtet (Tabelle 4). Hierbel handelt es sich um 10 Falle (5,4%), in denen
als Transplantationsursache Cor pulmonale bei Primérer Pulmonaler Hypertonie (6 Félle), Re-
HTx (1 Patient), kardiale Amyloidose (1 Patient) bzw. Tumoren (1 Patient mit Rezidiv eines
malignen Hamangioperizytoms, 1 Patient mit kardialem Lymphangiom) in Frage kamen.

Im Vergleich dazu war die zur Transplantation fihrende Grunderkrankung bei 60 Patienten
(32,4 %) eineischamische Kardiomyopathie und bei 115 Patienten (62,2 %) eine dilatative
Kardiomyopathie.

Die Patienten aus der Gruppe mit seltenen Ursachen fir eine HTx hatten eine 2,6fach

erniedrigte mittlere ereignisfreie Uberl ebenszeit: 5 Jahre im Gegensatz zu 13,2 Jahre bei
Patienten, die nicht dieser Gruppe angehtren.
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Die bei Erstuntersuchung angiographisch diagnostizierte Vaskulopathie (Fig. 10) der
Koronargefal3e (Stenosen mehr als 50%) blieb bel der univariaten Analyse mit einer

Signifikanz von p = 0,055 knapp tber dem Definitionsbereich, wurde aber dennoch von SPSS
fur die multivariate Cox-Regressionsanal yse herangezogen.

Einer ereignisfreien Uberlebenswahrscheinlichkeit 5 Jahre nach HTx von 74 % (+0,07) bei
vorhandener Koronarvaskul opathie zum Zeitpunkt der Erstuntersuchung steht eine
Uberlebenswahrscheinlichkeit von 87 % (+0,03) ohne Angio-V askul opathie gegentiber.

Dieses Verhdltnis verandert sich 10 Jahre nach HTx auf 53 % (x0,1) mit koronarer
Vaskulopathie im Vergleich zu 68 % (+0,06) bei unauffélligen Koronargefalden.

Die mittlere Uberlebenszeit fiir Patienten mit koronarer Vaskulopathie betragt 11,2 Jahreim
Gegensatz zu 12,4 Jahre bei Patienten mit angiographisch unauffélligen Koronarien.

Angiographisch detektierte Vaskulopathie
(Koronar stenosen >50%)
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Fig. 10: Kaplan-Meier-Uberlebenskurve fir
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Eine bei Erstuntersuchung diagnostizierte mikrozirkulére vasomotorische Dysfunktion
(Fig. 11) der Koronargefélie lag bel der univariaten Analyse mit einer Signifikanz von
p=0,0774 ebenfalls knapp Uber dem Definitionsbereich.

Ein Patient mit mikrovaskul&rer vasomotorischer Dysfunktion hat 1 %2 Jahre nach HTx eine
Wahrscheinlichkeit von 92 % (+0,05), ohne Eintreten eines Ereignisses zu Uberleben.

Im Vergleich dazu betragt die ereignisfreie Uberlebenswahrscheinlichkeit 96 % (+0,02) bei
normaler Vasomotorik.

Nach 5 Jahren betragt die ereignisfreie Uberlebenswahrscheinlichkeit bei mikrovaskularer
Dysfunktion noch 71 % (+£0,09) im Gegensatz zu normaler mikrozirkul&rer vasomotorischer
Funktion mit 86 % (x0,03).

Einer mittleren ereignisfreien Uberlebenszeit (50% der Patienten leben noch) von 9,9 Jahren

bei mikrozirkularer vasomotorischer Dysfunktion steht eine mittlere Uberl ebenszeit von 13,3
Jahren bei normaler mikrozirkul&rer Vasomotorik gegentiber.

Mikrozirkulére vasomotorische Dysfunktion
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3.1.2) Multivariate Auswertung der Cox-Regressions-Analyse fir Tod und / oder kardiales

Ereignis

95,0%
Konfidenzinterv.
B Signifikanz | Exp(B) fur Exp(B)
Untere | Obere

Epikardiale Endotheldysfunktion 679 ,028 1,972 1,077 3,613
Angiographisch sichtbare koronare Vaskulopathie 746 ,023 2,108 1,108 | 4,010
Risikofaktor Diabetes bei Erstuntersuchung 842 016 2,321 1,170 4,603
Einnahme von Lipidsenkern (Statinen) 21,111 ,003 329 ,160 678
Seltene Ursachen fir HTx 1,546 ,002 4,691 1,794 | 12,264
FK506-Serumspiegel am Stichtag > 15 ng/ml 1,921 ,002 6,829 1,967 | 23,707
Cyclosporin A Serumspiegel am Stichtag > 200 ng/ml 1,264 044 3,541 1,033 | 12,132

Tabelle 5: M ultivariate Cox-Regressionsanalyse Tod und/oder kardiales Ereignis; letzter Schritt

e’ / Exp(B) und 95%-Konfidenzintervall fiir Exp(B)

epikardiale

Endotheldysfunktion ——

Statin-Einnahme ——

Seltene Ursachen f. HTx i

FK506>15ng/ml B

CyA>200ng/ml »

Vaskulopathie ——

Diabetes mellitus —B—

bessere Prognose schlechtere Prognose
0.2 04 0.6 0.8 1.0 2 6 8 10 12 14 16 18

Fig12 € /Exp(B) und 95% Konfidenzintervall fir Exp(B)

¢ 1Exp(B) =l
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In der multivariaten Analyse (Tabelle 5) blieb die epikardiale Endotheldysfunktion
weiterhin ein signifikantes, unabhéngiges Prognosekriterium fr Tod und / oder
kardiovaskul&res Ereignis nach HTx. Das Risiko, ein Zielereignis zu bekommen, ist bei
Patienten mit epikardialer Endothel dysfunktion um das 2fache erhéht im Vergleich zu
Patienten ohne Endothel dysfunktion bei Erstuntersuchung (95% Konfidenzintervall: 1,1-3,6).

Eine bei Erstuntersuchung angiographisch diagnostizierte kor onare Vaskulopathie ist
ebenfalls ein signifikantes, unabhangiges Prognosekriterium und erhéht das Risiko fur Tod
und / oder Ereignis um das 2,1fache gegeniiber Patienten mit unauffalligen Koronarien.
(95% Konfidenzintervall 1,1-4,0)

Dariber hinaus wurde auch ein bei Erstuntersuchung verifizierter Diabetes mellitus weiterhin
als signifikantes, unabhangiges Prognosekriterium angesehen: hier liegt das Risiko fur Tod
und /oder kardiovaskuléres Ereignis 2,3fach hther a's ohne diesen Risikofaktor (95%
Konfidenzintervall 1,2-4,6).

Die Einnahme von Lipidsenkern (Statinen) ist ebenfalls signifikantes, unabhangiges
Prognosekriterium fir Tod und / oder kardiovaskuléres Ereignis. Das Risiko fir ein
Zielereignis liegt um den Faktor 3 niedriger a's ohne Statin-Medikation (95%
Konfidenzintervall 0,2-0,7).

Die seltenen Ursachen fur HT x (Cor pulmonale, kardiale Amyloidose, Tumoren) blieben
auch in der multifaktoriellen Analyse a's signifikantes, unabhangiges Prognosekriterium
bestehen. Das Risiko fur ein Zielereignisist hier um den Faktor 4,7 erhoht im Vergleich zu
Patienten, bei denen haufigere Ursachen wie dilatative oder ischamische Kardiomyopathie zu
einer HTx gefuhrt haben (95% Konfidenzintervall 1,8-12,3).

Weltere signifikante, unabhéngige Prognosekriterien sind sowohl ein Medikationsspiegel von
FK 506 tber 15na/ml, als auch ein CyA-Spiegel von Uber 200ng/ml am Stichtag.

Patienten mit einem FK-Spiegel tber 15ng/ml hatten ein 6,8-fach erhdhtes Risiko ein
kardiales Ereignis zu erleiden oder zu sterben gegentiber Patienten, bel denen ein Spiegel
unter dem jeweiligen Grenzwert bestimmt wurde (95% Konfidenzintervall 2,0-23,7)
DasRisiko fir ein Zielereignisist fur Patienten mit einem CyA-Spiegel tber 200ng/ml
3,5fach héher als bei Patienten mit einem niedrigeren Plasmaspiegel (95% Konfidenzintervall
1,0-12,1).




3.2) Subgruppenanalyse

Bel der Subgruppenanalyse wurden noch weitere Kombinationen an Zielereignissen
berticksichtigt. Es erfolgten uni- und multivariate Auswertungen mittels Cox-Regressions-
Analysein Bezug auf kardialen Tod und /oder kardiales Ereignis (Tabellen 6 und 7),
kardiales Ereignis (Tabellen 8 und 9) und kadialen Tod (Tabellen 10 und 11).

3.21) Kardialer Tod und / oder kardiales Ereignis

Univariate Auswertung der Cox-Analyse fir kardialen Tod und / oder kardiales Ereignis

Signifikante Variablen bzw. Variablen, die in der multivariaten Cox-Regressions-Analyse bertcksichtigt werden

Signifikanz ?;?; 95% Konfidenz-Intervall
Angiographisch diagnostizierte Koronarvaskulopathie bei Erstuntersuchung ,011 3,5 16-7,7
CMV-mismatch; Spender positiv, Empfanger negativ ,016 1,8 0,8-4,1
CyclosporinA-Spiegel am Stichtag tber 200 ng/ml ,030 3,2 0,5-20,0
Ischdmiezeit Giber 2 Stunden ,033 2,1 0,7-6,4

Tabelle 6: univariate Auswertung kardialer Tod und/oder kardiales Ereignis

Hierbei waren diein Tabelle 6 aufgelisteten Variablen signifikante, univariate
Prognosekriterien fur das Zielereignis kardiovaskularer Tod und / oder kardiovaskulares

Ereignis.

Die epikardia e Endothel dysfunktion lag mit p = 0,081 Uber dem Signifikanzbereich.

Multivariate Auswertung der Cox-Analyse fur kardialen Tod und / oder kardiales Ereignis

95,0%
Konfidenzinterv.
B Signifikanz | Exp(B) fur Exp(B)
Untere | Obere
Koronare Vaskulopathie bei Erstuntersuchung 1,038 ,004 2,824 1,384 5,765
Ischéamiezeit tiber 2 Stunden 1,248 ,025 3,484 1,166 | 10,411
CMV-mismatch, Spender positiv, Empfénger negativ 654 ,080 1,922 926 3,993

Tabelle 7: M ultivariate Cox-Regressionsanalyse kardialer Tod und/oder kardiales Ereignis; letzter Schritt

Die bei Erstuntersuchung angiographisch diagnostizierte koronare Vaskulopathie gilt mit
einer Signifikanz von p = 0,004 auch hier als signifikantes multivariates Prognosekriterium
flr kardiovaskuldren Tod und / oder kardiovaskul dre Ereignisse.

Die Wahrscheinlichkeit fur ein Endziel liegt 2,8fach hoher as bei Patienten, die bei
Erstuntersuchung unauffallige Koronargefélde zeigten.

(95% Konfidenzintervall 1,4 —5,8).

Eine | schamiezeit Uber 2 Stunden ist somit signifikantes multivariates Prognosekriterium
mit einer Signifikanz von p = 0,025 und erhéht das Risiko fir kardiovaskularen Tod und /
oder ein Ereignis um das 3,5fache. (95% Konfidenzintervall 1,2 — 10,4).

Ein bel Transplantation bestehender CMV-mismatch (Spender CMV-positiv, Empfénger
CMV-negativ) liegt mit einer Signifikanz von 0,08 Uber dem Definitionsbereich.
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3.22) KardialesEregnis

Univariate Auswertung der Cox-Regressions-Analyse fir ein kardiales Ereignis

Betrachtet man nur die kardialen Ereignisse, ohne Todesfalle zu berticksichtigen, kommt die
folgende Kombination an univariaten signifikanten Variablen zur Auswertung (Tabelle 8):

Signifikante Variablen bzw. Variablen, die in der multivariaten Cox-Regressions-Analyse beriicksichtigt werden

Signifikanz ?;?j 95% Konfidenz-Intervall
CyclosporinA-Spiegel am Stichtag unter 200 ng/ml ,011 0,9 0,4-2,0
Risikofaktor Hypercholesterindmie bei Erstuntersuchung ,036 3,6 1,4-9,0
CMV-mismatch; Spender CMV positiv, Empfanger CMV negativ ,039 1,7 0,7-4,3
Angiographisch diagnostizierte koronare Vaskulopathie bei Erstuntersuchung ,040 3,2 13-7,6
Tabelle 8: Anfangsblock der Cox-Regressionsanalyse; univariate Auswertung kardiale Ereignisse
Sowohl ein bei Transplantation bestehender CMV-mismatch (Spender positiv, Empfanger
negativ), eine bei Erstuntersuchung bestehende Hyper cholesterindamie und eine
Koronarvaskulopathie, als auch ein CyclosporinA-Serumspiegel unter 200 ng/ml waren
signifikante, univariate Prognosekriterien und wurden fir die multivariate Cox-Regressions-
Analyse herangezogen.
Multivariate Auswertung der Cox-Regressions-Analyse fur kardiales Ereignis
95,0%
Konfidenzinterv.
B Signifikanz | Exp(B) fur Exp(B)
Untere | Obere
CyclosporinA-Spiegel am Stichtag unter 200 ng/ml -1,198 ,010 ,302 121 754
Koronare Vaskulopathie bei Erstuntersuchung 1,038 ,015 2,823 1,224 6,510

Tabelle 9: Multivariate Cox-Regr essionsanalyse kar diales Ereignis; letzter Schritt

Ein CyclosporinA-Serumspiegel unter 200 ng/ml am Stichtag stellt ein weiteres
signifikantes, unabhangiges Prognosekriterium dar. Die Einstellung des Serum-CyclosporinA-

Spiegels auf einen Wert unter 200 ng/ml bewirkt eine 3fache Risikoverminderung fur ein

kardiales Ereignis (95%-Konfidenzintervall 0,1-0,8).

Eine koronare Vaskulopathie bel Erstuntersuchung stellt ein signifikantes, unabhangiges
Prognosekriterium fir kardiale Ereignisse dar. Das Risiko fir das Eintreten des
Zielereignisses liegt 2,8fach hoher als bei Patienten mit unaufféalligen Koronarien.
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3.23) Kardiaer Tod

Univariate Auswertung der Cox-Regressions-Anayse fir kardiaen Tod

Im Hinblick auf kardial bedingte Todesfalle ergibt sich die folgende Kombination an
univariaten signifikanten Variablen (Tabelle 10):

Signifikante Variablen bzw. Variablen, welche in der multivariaten Cox-Regressions-Analyse beriicksichtigt werden

Signifikanz ?;?; 95% Konfidenz-Intervall
Einnahme von Lipidsenkern (Statinen) im Zeitraum Erstuntersuchung bis Stichtag ,000 0,1 0,04-0,4
Angiographisch diagnostizierte koronare Vaskulopathie bei Erstuntersuchung ,008 6,7 1,9-23,2
IVUS nicht durchgefiihrt ,030 11,0 2,3-52,0
Einnahme von ACE-Hemmern im Zeitraum Erstuntersuchung bis Stichtag ,066 0,4 0,1-1,5

Tabellel0: Anfangsblock der Cox-Regressionsanalyse; univariate Auswertung , kardialer Tod"

Die Einnahme von Statinen im Zeitraum Erstuntersuchung bis Stichtag und die kor onare
Vaskulopathie wurden als signifikante, univariate Prognosekriterien fur die multivariate
Analyse herangezogen. Die Einnahme von ACE-Hemmern lag leicht Gber dem
Signifikanzbereich, wurde aber dennoch in die Cox-Regressions-Analyse einbezogen.

Bel einigen Patienten musste die Herzkatheteruntersuchung nach den Doppl erflussmessungen
und der K oronarangiographie abgebrochen werden, ohne dass eine I VUS-Unter suchung
durchgefuihrt wurde. Diese Gruppe von Patienten zeigt hier eine univariate Signifikanz fir
spatere kardiale Todesfdlle, die wohl aufgrund des schlechten Allgemeinzustandes der
Patienten (u.a. ausgepragtere Koronarsklerose) haufiger sind. Die Patientengruppe wird bel
der multivariaten Cox-Regressions-Analyse von SPSS nicht mehr eingeschl ossen.

Multivariate Auswertung der Cox-Regressions-Anayse fur kardialen Tod

95,0%
Konfidenzinterv. fir

B Signifikanz | Exp(B) Exp(B)
Untere Obere
Einnahme von Lipid-Senkern (Statinen) -3,269 ,000 ,038 ,008 177
Koronare Vaskulopathie 3,164 ,000 | 23,665 | 4,932 | 113,545
Einnahme vom ACE-Hemmern -1,453 ,031 234 ,063 874

Tabelle 11: Multivariate Cox-Regressionsanalyse kardialer Tod; letzter Schritt

Die Einnahme von ACE-Hemmern wird ebenso wie die Einnahme von Statinen als
Benefit nach HTx gewertet. Die beiden Variablen sind signifikante unabhéngige
Prognosekriterien fur das Auftreten eines kardial bedingten Todes. Die Einnahme von ACE-
Hemmern verringert das Risiko fur einen kardiovaskulér bedingten Tod um das 4,3fache
(95% Konfidenzintervall 0,06-0,9).

Durch die Einnahme von Statinen kann das Risiko fur einen kardialen Tod um den Faktor
26,3 reduziert werden.

Diekoronare Vaskulopathieist in dieser Subgruppe ebenfalls ein hoch signifikantes,
unabhangiges Prognosekriterium. FUr Patienten, die bel Erstuntersuchung eine angiographisch
diagnostizierte koronare Vaskulopathie zeigen, besteht ein 23,7fach erhthtes Risiko fur das
Zielereignis , kardialer Tod" bel einem 95% Konfidenzintervall von 4,9 —113,5.
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4) Diskussion

4.1) Primére Endpunkte— Tod und / oder kardiales Ereignis

Funktionelle Koronarver ander ungen und Prognose

Die vorliegende Studie an einem grolen Patientenkollektiv nach HTx zeigt erstmals, dass die
epikar diale endothelabhangige Vasomotor funktion ein unabhangiges, signifikantes
Prognosekriterium fr die primaren Endpunkte , Tod und / oder kardiovaskuléres Ereignis"
nach HTx darstellt.

Eine mikrovaskulare Endotheldysfunktion bzw. endothelunabhéngige vasomotorische
Dysfunktion der Gefaldmuskulatur zeigte keine signifikante Korrelation mit spéteren
Ereignissen bzw. Tod, wenn auch die mikrozirkul &re vasomotorische Dysfunktion knapp Uber
dem Signifikanzbereich lag.

Die signifikante Korrelation der epikardialen Endotheldysfunktion mit spéteren
kardiovaskuldren Ereignissen stimmt mit den Untersuchungen friiherer Studien an nicht-
transplantierten Herzpatienten tberein, in denen ebenfalls ein solcher Zusammenhang
festgestellt worden war:

Suwaidi und Kollegen® haben in einer Studie an Patienten mit leichter koronarer
GeféiRerkrankung beobachtet, dass bel stark beeintréachtigter endothel abhangiger

GefaRdil atation — ohne V orhandensein einer obstruktiven koronaren GeféRerkrankung -
haufiger kardiale Ereignisse (hier: Myokardinfarkt, Revaskularisation und / oder kardialer
Tod) auftraten.

Auch Halcox und Mitarbeiter*” kamen zu dem Ergebnis, dass verminderte endothel-abhangige
Dilatation der mikrovaskul&ren und epikardialen Arterien - auch nach Berticksichtigung
traditioneller Risikofaktoren - unabhangige V orhersage-Parameter fr kardiale Ereignisse
(kardiovaskularen Tod, Myokardinfarkt, Schlaganfall, instabile Angina) darstellten.

Auch hier hatte eine Gefa3reaktion auf die endothel-unabhangigen Dilatatoren Nitroprussid-
Natrium und Adenosin keinen prédiktiven Wert.

Hollenberg und Mitarbeiter> haben die Auswirkung der Endothel dysfunktion zum ersten mal
auch an 73 transplantierten Patienten untersucht und konnten zeigen, dass sowohl eine
epikardiae, als auch eine mikrovaskulére Endothel dysfunktion signifikant haufiger zu
kardialen Ereignissen (angiographisch sichtbare TPV mit einer Lumenreduktion von
mindestens 50%, ischamische Ereignisse und Tod spéter als 1 Jahr nach Transplantation)
fahrt. Die Prognose bestimmende relevante K of aktoren wurden jedoch in dieser Studie nicht
umfassend berticksichtigt (u.a. Grunderkrankung, kardiovaskul&re Risikofaktoren, strukturelle
Koronarveranderungen).

Wahrend alle diese Studien keine V erbindung von endothelunabhangiger Dysfunktion und
kardiovaskul &ren Ereignissen feststellen konnten, kam esin einigen der erwahnten
Untersuchungen doch zu einer signifikanten Korrelation zwischen mikrovaskulér er
Endotheldysfunktion und gehéauft auftretenden Ereignissen, die in unserer Studie nicht
nachgewiesen werden konnte.
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Eine Erkl&rung hierfir kdnnte in der unterschiedlichen Definition von mikrovaskul arer
Endothel dysfunktion und den unterschiedlichen V orgehensweisen bel der Auswertung liegen:
Suwaidi und Mitarbeiter definierten die mikrovaskul&re Endothel dysfunktion als Steigerung
des koronaren Blutflusses um weniger als 50%, was einer CFR < 1.5 entspricht (in der
vorliegenden Studie: CFR < 2).

Halcox und Team verglichen die Mittelwerte der koronaren Flussreserve (CFR) zwischen der
Patientenkohorte mit kardiovaskuldren Ereignissen und der ohne Ereignisse, wobei sie
bemerkten, dass die CFR der Kohorte mit Ereignissen signifikant stérker sinkt.

Aul¥erdem bildeten sie aus den gemessenen Werten der koronaren Flussreserve (CFR) drei
Gruppen (starkster, mittlerer und geringster Abfall der CFR) und stellten fiir diese Gruppenin
Kaplan-Meier-Anaysen die Verbindung zu kardiovaskuléren Ereignissen her, wobei die
Gruppen mit der geringeren Zunahme des koronaren Blutflusses (CBF-Anstieg < 130%) und
somit einer niedrigeren CFR die meisten Ereignisse zeigte. Allerdings wurde hier vor
Studienbeginn keine feste Definition fur mikrovaskulare Endothel dysfunktion festgel egt.

Hollenberg und Mitarbeiter verglichen ebenfalls bel zwel Studienkohorten die Mittelwerte der
Flusszunahme und stellten fest, dass die Patientengruppe, die den definierten Endpunkt
»kardiovaskuldres Ereignis* erreicht, eine signifikant niedrigere Zunahme des koronaren
Blutflusses zeigt.

Vor Studienbeginn wurde in der Studie als definiertes Kriterium fur die mikrovaskulére
Endothel dysfunktion eine Flusszunahme < 100% festgelegt, was einer CFR < 2 entspricht.
Dieser Wert wurde aber lediglich fur die Berechnung der Sensitivitét und Spezifitét benutzt,
die fur abnormale mikrovaskulére Reaktionen lediglich bel 79% und 69% liegen.

Weltere Ursachen fir das abweichende Ergebnisin Bezug auf mikrovaskulare

Endothel dysfunktion kénnten im unterschiedlichen Studienaufbau liegen: das Team um
Hollenberg hat lediglich 73 Patienten untersucht, das Zielereignis war anders definiert alsin
unserer Studie und es wurden auch weniger Einflussvariablen bei der Auswertung
berticksichtigt — die Gruppe bezog lediglich die Kriterien Alter, Blutdruck, Zeit nach
Transplantation, Immunmedikation und die Einnahme von Statinen in die Studie ein.

Letztendlich stiitzt die in unserer Studie beschriebene unterschiedliche Signifikanz von
epikardialer und mikrovaskul&rer Endothel dysfunktion die schon mehrfach beschriebene
These, nach der verschiedene pathogeneti sche M echanismen fir die Funktionsstérungen
vorliegen* >,

Auch war in einer Studie von Weis und Mitarbeitern> die Beobachtung gemacht worden,
dass epikardiale und mikrovaskul&re Endothel dysfunktion nicht direkt korrelieren, was zu der
Annahme gefihrt hat, dass die Verteilungsmuster der TPV im Gefal3 nicht Gbereinstimmen.

Schachinger und Kollegen®” konnten demonstrieren, dass sowohl schwerere
endothelabhéngige, as auch endothelunabhangige epikardiale Dysfunktion bei
nichttransplantierten Patienten einen signifikanten, unabhangigen, pradiktiven Wert fur
ungunstige kardiale Ereignisse darstellt.

Auch diese Beobachtung konnte durch unsere Prognosestudie nicht verifiziert werden.

Zusétzlich zu der Tatsache, dass die oben erwdhnte Studie an nichttransplantierten Patienten
durchgefuhrt worden war, kdnnte eine weitere Erklérung fur das differierende Ergebnis darin
liegen, dass das Team um Schéchinger — im Gegensatz zu unserer Studie — kardiale

Zielereignisse in einem breiteren Rahmen definiert hat, unter anderem wurden auch instabile
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Angina, ischamischer Schlaganfall und periphere arterielle Revaskul arisation als Endpunkt
gewertet.

Aul¥erdem wurde die Bestimmung der endothelunabhangigen epikardialen Gefal3reaktion mit
Nitroglycerin durchgefihrt (hier der Calcium-Antagonist Nifedipin).

In unserer Studie liegt die mikrozirkulatorische vaskulare Dysfunktion in der univariaten
Auswertung knapp Uber dem Signifikanzbereich. Auch diese fehlende signifikante
Korrelation zwischen einer mikrovaskularen Dysfunktion und der Haufigkeit spéaterer
Ereignisse war bereits friiher beobachtet worden> und unterstiitzt die These, dass fiir die
Entstehung einer epikardialen und mikrovaskuléren funktionellen bzw. strukturellen TPV
unterschiedliche &tiologi sche Ansétze bestehen.

Sruktur elle Koronarver ander ungen und Prognose

Eines der Studienziele bestand darin, zu untersuchen, ob eine | VUS-diagnostizierte

| ntimahyper plasie a's Prognosekriterium flr das Endziel ,, Tod und / oder kardiovaskuléres
Ereignis‘ geeignet ist.

Weder in der univariaten, noch in der multivariaten Auswertung der Cox-Regressions-
Analyse hatte eine nach HTx festgestellte Intimaverdickung eine signifikante, unabhéngige
Prognosefahigkeit. Dieses Ergebnis deckt sich auch mit friheren Untersuchungen und
unterstiitzt die These, dass getrennte Entstehungsursachen fir die TPV relevant sind:

In einer langer zuriickliegenden Studie von Anderson und Mitarbeitern® war ebenfalls keine
Verbindung zwischen epikardialer Endotheldysfunktion und Intimahyperplasie (IVUS)
festgestellt worden, was das Team auf zwei verschiedene Entstehungsursachen der TPV
schlief3en lief3.

Suwaidi und Kollegen® sahen eine durch 1VUS diagnostizierte Intimaverdickung ebenfalls
alsnicht hilfreich an bel der VVorhersage kardiovaskul arer Ereignisse, wenn bei den
untersuchten Patienten nicht gleichzeitig eine relevante Obstruktion der Koronararterien
besteht. Dieses Ergebnis deckt sich mit den Beobachtungen aus einer Studie von Nishimura et
al.>, die zeigt, dass zwischen der vasoreaktiven Antwort auf ACh und der koronaren
Arteriosklerose, die angiographisch noch nicht sichtbar war und nur durch IVUS beurteilt
werden konnte, keine signifikante Korrelation besteht.

In einer Studie von Hollenberg® und Mitarbeitern, dieinnerhalb der ersten 10 Wochen nach
Transplantation vorgenommen wurde, konnte ebenfalls keine Korrelation gefunden werden
zwischen dem Grad der Intimaverdickung und der vasomotorischen Antwort auf ACh.

Im Gegensatz dazu wurde in einer Studie von Marti® ein signifikanter Zusammenhang
hergestellt zwischen epikardialer Endothel dysfunktion und Schwere der Intimahyperplasie
nach HTx.

Allerdings waren in der Studie nur 19 Patienten untersucht worden — unsere Studie bezieht
sich im Gegensatz dazu auf 1VUS-Auswertungen an 121 Transplantatempfangern.

Davis und Mitarbeiter® demonstrierten, dass frilhzeitige Endothel dysfunktion (15+3 Tage
nach Transplantation) die Entwicklung einer im IVUS sichtbaren TPV ein Jahr nach HTx
begunstigt. Allerdings wurde auch diese Studie nur an einer kleinen Patientengruppe
vorgenommen (20 Patienten).
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Mehra und Team® fanden heraus, dass ein Zusammenhang besteht zwischen der Auspragung
der Intimaverdickung und dem Auftreten eines kardialen Ereignisses, was auf einen gewissen
Vorhersagewert des IVUS hin deutet. In dieser Studie hatten Patienten mit schwerer
Intimahyperplasie ein 10fach erhohtes Risiko fir kardiale Ereignisse a's solche mit weniger
schwerer Ausprégung der Intimaverdickung, auch wenn die Koronarangiographie vollig
unauffallig war.

Allerdings wurde auch hier eine kleinere Anzahl von Patienten untersucht alsin unserer
Studie (74 gegenuiber 121). Aul3erdem betrug die follow-up-Zeit lediglich 1,4 £ 0,5 bzw. 1,2 £
0,6 Jahre, im Hochstfall 3 Jahre. Dem steht ein wesentlich [&ngerer Beobachtungszeitraum
von 5+ 1,4 (biszu 7,4) Jahren bel unserer Studie gegeniber.

Die Studie von Rickenbacher und Kollegen® weist auf die prognostische Bedeutung einer
Intimahyperplasie bei Herztransplantatempfangern hin. Hier korreliert eine IV US-detektierte
Intimahyperplasie tber 0,3mm signifikant mit einer niedrigeren Vierjahres-
Gesamtiiberlebensrate, einer reduzierten kardialen Uberlebensrate, haufigeren kardialen
Todesfadllen und vermehrten Retransplantationen, unabhangig von einer angiographisch
diagnostizierten TPV. In der Studie waren 145 herztransplantierte Patienten im Mittel 37 + 26
Monate nach HTx Uber einen Zeitraum von 48 + 10 Monate untersucht worden,

unsere Studie erstreckt sich Uber einen Zeitraum von 60 + 17 Monaten, die Erstuntersuchung
wurde im Mittel 25 + 33 Monate nach HTx durchgefihrt.

Rickenbacher und Kollegen fuhrten bel der koronaren Angiographie keine quantitativen
Berechnungen durch, jede luminale Stenose bzw. der Abbruch eines Gefal3es wurde als
geeignet fUr die Studie erachtet. Klinische Ereignisse wurden definiert als Tod,
Retransplantation oder die Listung fur Retransplantation, ebenso die Entwicklung einer TPV
in einer der folgenden jahrlichen Koronarangiographien.

Unsere Studie schliefdt hier zusétzlich noch die klinisch relevante, rasch progrediente
Herzinsuffizienz, den Myokardinfarkt und die interventionelle bzw. operative
Revaskularisation ein.

In Anbetracht der groferen Fallzahlen und des langeren Beobachtungszeitraumesim
Vergleich zu friheren Studien sind wir der Meinung, dass unsere Studie ein objektives
Ergebnis wiederspiegelt.

In unserer Studie nicht berticksichtigt wurde die Relevanz des koronaren Remodellings nach
Transplantation. Klauss et a.** konnten zeigen, dass adaptives Remodeling und
Lumengeometrie (detektiert durch 1VUS) prognostische Relevanz haben.

Im Gegensatz zur Intimahyperplasie war eine bei Erstuntersuchung diagnostizierte,
angiographisch sichtbare K oronarvaskulopathie in unserer Studie ein signifikantes,
unabhangiges Prognosekriterium fur das Zielereignis, Tod und / oder kardiales Ereignis’
nach HTx. Die Pravalenz der TPV bei Diagnose durch Angiographie betragt finf Jahre nach
HTx 11-42%° * .

Angiographisch sichtbare TPV ist nach HTx sehr haufig und ist schon friher a's pradiktiv fur
kardiale Ereignisse beschrieben worden®’. Unsere Studie geht mit diesen Veroffentlichungen
konform.
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Satintherapie/ Lipidstatus und Prognose

Ein weiteres Ergebnis dieser Studie ist die signifikante Korrelation von HM G-CoA-
Hemmern (L ipidsenkern/Statinen) mit dem Eintreten des Endpunktes,, Tod und / oder
kardiales Ereignis’.

Die Einnahme von Statinen Uber den Zeitraum Erstuntersuchung bis Stichtag ist ein von
anderen Einflussvariablen unabhangiges, signifikantes Prognosekriterium. Das Risiko fir ein
spéateres Ereignis wird durch eine Statin-Medikation um das 3fache gesenkt.

Statine gelten als Mittel der ersten Wahl zur medikamenttsen Cholesterinsenkung bei
Patienten mit Hypercholesterindmie und / oder Koronarer Herzkrankheit. Der in grof3en
klinischen Studien erbrachte Nachweis, dass Statine bei nicht-transplantierten Patienten zu
einer Senkung von Gesamt- und Koronarmortalitét fuhren, lasst sich méglicherweise durch
eine direkte antiarteri osklerotische Wirkung von Statinen erkléaren. Diese so genannten
pleiotropen Statineffekte werden durch die zusétzliche Hemmung anderer Metabolite der
Cholesterinbiosynthese, insbesondere der Isoprenoide, vermittelt.% % 70 ™ 72,

Statine hemmen die Proliferation der glatten Muskelzellen in vitro und in vivo und
stimulieren die Apoptose”™ "*. Statine beeinflussen auch die Fibrinolyse, indem sie die
Expression des Gewebsplasminogen-Aktivators und Thrombozyten-Aktivator-Inhibitors
steigern”. Schlieflich hemmen Statine die Leukozyten-Adhéasion und die Expression von
MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1), wodurch sie die Ansammlung von
Entziindungszellen in der GefaRintima atherosklerotischer Lasionen beeinflussen™ .
Dariiber hinaus wurde nachgewiesen, dass Statine auch einige entscheidende Molekille des
Immunsystems regulieren und demzufolge als Immunmodul atoren angesehen werden
konnen™ .

In einer Studie von Kwak und Kollegen® konnte gezeigt werden, dass Statine die IFN-gamma
induzierte MHC-11 Expression hemmen und demzufolge die MHC-11 vermittelte T-Zéll-
Aktivierung unterdriicken. Dieser Effekt konnte in verschiedenen Zellen beobachtet werden,
so auch in menschlichen Endothel zellen und Monozyten / Makrophagen.

Untersuchungen an transplantierten Patienten haben ebenfalls deutliche Vorteile einer
Behandlung mit HM G-CoA-Reduktase-Hemmern gezeigt:

So konnte eine Verbindung von Lipidsenkern mit vermindertem Auftreten schwerer
Abstol3ungsepisoden, reduzierter Progression von TPV sowohl im IVUS alsauch in
angiographischen Untersuchungen und verbessertem 1-Jahres- und 5-Jahres-Uberleben nach
Herztransplantation®™ festgestel It werden.

Die Progression der TPV konnte in manchen Studien nur durch immunmodulierende Wirkung
- unabhangig vom Lipid senkenden Effekt — verlangsamt werden®* 3 84

K obashigawa und Team® wiesen nach, dass Pravastatin die Einjahres-
Uberlebenswahrscheinlichkeit von herztransplantierten Patienten - unabhéngig vom Lipid
senkenden Effekt - signifikant verbessert, indem es die Zytotoxizitat natiirlicher Killerzellen
beeinflusst.

Langzeitdaten von Wenke et al.®® konnten zeigen, dass eine frith nach Transplantation

eingeleitete Simvastatintherapie im Verlauf von 8 Jahren zu einem signifikant verbesserten
Uberleben fuhrt (88.6% versus 59.5% in der Kontrollgruppe; P<0.006; CI 0.08-0.71).
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Die Inzidenz der TVP war in der Simvastatingruppe mit 24% versus 55% in der
Kontrollgruppe signifikant vermindert (P<0.02). Keine relevanten Nebenwirkungen wurden
unter Simvastatin beobachtet.

Fur diesen Lipidsenker war bereits in friheren Studien nachgewiesen worden, dass er die
Intima- und Mediaproliferation hemmt®” und die Thromboxan-A-Biosynthese der
Thrombozyten moduliert®®,

Wir konnten kuirzlich nachweisen, dass eine Simvastatintherapie mit einer verringerten
inflammatorischen Aktivitét und verbesserten koronaren Endothel funktion im Transplantat
einhergeht™.

In einer Studie von Valantine™ konnte eine signifikante Verbindung von Dyslipidamie, vor
allem erhdhte Triglyceride und ein stark erniedrigter HDL-Spiegel, mit einer TPV dargestel It
werden.

In unserer Studie ergab sich keine signifikante Korrelation der Serum-L ipidwerte mit einem

verbesserten Langzeitiiberleben, obwohl eine Beziehung zwischen Hyperchol esterinamie

bzw. Hypertriglyceridamie und TPV schon zuvor verschiedentlich beschrieben wurde® .

Auch anderen Studien reflektieren unsere Beobachtung:

Die Therapie mit Statinen verbesserte zwar die Uberlebenszeit und verlangsamte die
Progression von TVP in zwei kirzlich durchgefihrten Studien, LDL fiel dabei aber nicht
merklich und korrelierte auch nicht mit einem verbesserten Ergebnis™ .

Auch in weiteren Studien an herztransplantierten Patienten konnte keine Korrelation
aufgedeckt werden zwischen Triglycerid-, LDL-, VLDL-, Lp(a)- und Fibrinogen-Spiegel und
der epikardialen bzw. mikrovaskuléren Dysfunktion® % %,

Deshalb nehmen einige Autoren an, dass oxidiertes LDL einen besseren pradiktiven Wert fr

Endothel dysfunktion hat als natives Cholesterol *.

In einer Studie von Fang und Kollegen® wurde gezeigt, dass bei koronarer

Endothel dysfunktion im ersten Jahr nach Transplantation die Anzahl von Autoantikérpern
gegen oxidiertes LDL — die mit dem Serumspiegel von oxidiertem LDL korreliert —
signifikant erhoht ist.

Die Oxidation von LDL ist notwendig, damit das Partikel von Makrophagen aufgenommen
werden kann. Dartber hinaus vermindert oxidiertes LDL die Bioverflgbarkeit von NO, ist
direkt zytotoxisch und induziert proinflammatorische Cytokine und Adhéasionsmolekiile®
9 10 Der postoperative Situs ist besonders giinstig fiir die oxidative Modifikation von LDL,
da die antioxidative Kapazitét des Korpers reduziert’™ 2 und oxidativer Stress erhéht ist
durch z.B. Hyﬁizrtoni e, Diabetes'® und die allogene Aktivation von Lymphozyten und

Makrophagen™ .

In sofern decken sich die Ergebnisse friherer Studien auch mit unseren Ergebnissen, da auch
hier keine signifikante Korrelation von erhéhten Lipid-Serumwerten mit dem Auftreten eines
Zielereignisses festgestel It werden konnte, die Einnahme von Lipidsenkern hingegen ein
signifikantes, unabhangiges Prognosekriterium fiir Tod und / oder ein kardiales Ereignis nach
HTx darstellt.
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CMV und Prognose

Bel der univariaten Auswertung unserer Studie war ein bestehender CM V-mismatch
(Spender CMV positiv, Empfanger CMV negativ) as weiteres signifikantes
Prognosekriterium aufgefallen.

In der multifaktoriellen Cox-Regressions-Analyse hat sich ein CMV-mismatch als
unabhangiges Prognosekriterium allerdings nicht mehr bestétigt.

Auch in anderen Studien gab es widerspriichliche Aussagen Uber die Relevanz eines CMV -
mismatches:

Ergebnisse einer Multicenter-1VUS-Studie'® weisen darauf hin, dass es keine offensichtliche
Verbindung gibt zwischen progredienter Intimaverdickung und zahlreichen

nichtimmunol ogischen Faktoren wie Spender- und Empfangercharakteristiken (z.B. Alter von
Empfanger- oder Spender, Geschlecht, mismatch des Geschlechtes, Transplantatdiagnose,
Ischamiezeit, Hypertonie nach Transplantation, BMI und CMV -Infektion).

Auch Guliziaund Mitarbeiter'® haben beobachtet, dass die Anwesenheit des menschlichen
CMV-Genoms nicht mit Entstehung oder Ausdehnung einer TPV verbunden ist.

Allerdingsist auch schon ein erhéhtes Risiko fir kardiale V askulopathie und eine verminderte
5-Jahres-Uberl ebensrate beschrieben worden™.

Eine Studie von Kocher und Mitarbeitern'® beschreibt eine signifikant héhere Inzidenz fir
TPV bei CMV positiven Empfangern und eine insgesamt grofiere Infektionsrate. Allerdings
stellt die Studie keine Verbindung her zwischen einer CMV-Infektion und dem Auftreten
kardiovaskul &rer Ereignisse bzw. der Haufigkeit von Todesfallen.

Eine Studie von Costanzo und Mitarbeitern'® an 7000 herztransplantierten Patienten tiber 10
Jahre ergab, dass bel einer bestehenden CMV -Infektion des Spenders signifikant haufiger
Félle einer todlichen TPV auftreten.

Ein Grund fur die von unserer Studie abweichenden Ergebnisse konnte einerseitsin der
geringeren Patientenzahl unserer Studie bestehen. Darlber hinausist Costanzos Studie
zwischen 1990 und 2000 durchgefiihrt worden und er beschreibt selbst einen Riickgang der
TPV-Haufigkeit in den kirzer zurtickliegenden Jahren, die ihre Ursache wohl im immer
weiter verbesserten Management der Herztransplantation hat. (Tddliche TPV innerhalb von 4
Jahren mit 5% Wahrscheinlichkeit fur Patienten, die 1990 transplantiert wurden im Gegensatz
Zu 1995 transplantierten Patienten, die nur noch eine Wahrscheinlichkeit fur tédliche TPV
von 2% zeigen).

Die Patienten unserer Studie sind erst von 1994 an rekrutiert worden und das follow-up
reichte bis Ende 2001 und somit kénnte sich auch in unserer Studie ein verbessertes
Transplantations-Management im Vergleich zu der Zeit vor 1994 bemerkbar machen.
Aulerdem untersuchte das Team um Costanzo lediglich tédliche Ereignisse bzw.
Retransplantationen, wahrend die vorliegende Studie als Zielereignis ,, Tod und/oder
kardiovaskuldre Ereignisse” definiert hat.

Eine CMV-Infektion fuhrt — wahrscheinlich tber gamma-Interferon —im Transplantat zur
upregulation von MHC-Antigenen und damit zu einer gesteigerten Immunogenitét des
Transplantats''®. AuRerdem fiihrt eine CMV-Infektion zur Aktivierung von NF-kB, was
wiederum die Entziindungsantwort stimuliert, die durch Produktion von inflammatorischen
Cytokinen und Adhasionsmolektilen zur Entwicklung einer Atherosklerose beitrégt.



Weis et a.**! konnten kiirzlich zeigen, dass die endotheliale CMV-Infektion tiber Aktivierung
von oxidativem Stress zu einer Dysregulation des endothelialen NO-Systems fiihrt.

Cytokine, die mit einer CMV-Infektion assoziiert sind, sowie mit dem Virusin Verbindung
stehende Faktoren wie Dysregulation des zelluldren Lipidmetabolismus kdnnten ebenfalls zur
endothelialen Schadigung und vaskul &ren Verénderungen beitragen®.

Letztendlich kann die Auswirkung einer CMV-Infektion auf die Entstehung der TPV
vermittelt werden durch?
direkte Schadigung der Endothel zellen durch das Virus
Verminderung der antikoagulatorischen Fahigkeiten der Endothel zellen
Forderung einer chronischen alogenen Immunantwort durch vermehrte HLA -
Antigen-Expression an Endothel- und glatten Gefal3muskelzellen
Veranderung des Lipidmetabolismus mit verminderter Produktion von
Cholesterinesterase und Akkumulation von Cholesterin und Cholesterinester in
glatten Gefalimuskel zellen
Induktion einer Proliferation der glatten Muskelzellen durch die Insertion viraler DNA
in den Myozyten
»molekulares Mimikri“, ein Prozess, in welchem eine Immunantwort gegen CMV -
Sequenzen kreuzreagiert und sich gegen HLA-I1-Antigene wendet
Interaktion mit dem p53-Tumor-Suppressor-Gen.

In sofern kénnte die Behandlung mit Statinen bzw. mit Immunsuppressiva bei den von uns
untersuchten Patienten mit CMV-Infektion eine protektive Rolle spielen, was erklaren wiirde,
weswegen eine CMV-Infektion zwar in der Kaplan-Meier-Anayse signifikant ist, aber in der
multivariaten Analyse kein unabhéngiges Prognosekriterium darstellt.

| mmunsuppr ession und Prognose

In unserer Studie stellen erhthte Serumkonzentrationen der Immunsuppressiva CyclosporinA
und FK 506 signifikante, unabhangige Prognoseparameter fir Tod und / oder kardiale
Ereignisse im Langzeitverlauf nach HTx dar.

Ein CyclosporinA-Serumspiegel am Stichtag > 200ng/ml bzw. ein FK506-Serumspiegel >
15ng/ml erhéhen das Risiko fur ein Zielereignis.

So haben Patienten mit einem Serum-CyclosporinA-Spiegel tber 200ng/ml ein 3,5fach
erhdhtes Risiko zu sterben oder ein kardiales Ereignis zu erleben.

Dieses Risiko ist fur Patienten, die bel der Abschlussuntersuchung am Stichtag auf einen
FK506-Serumspiegel tber 15ng/ml eingestellt waren, um den Faktor 6,8 erhoht.

Hier weichen unsere Beobachtungen ab von den Ergebnissen friherer Studien, in denen eine
hohere Immunsuppression a's protektiv in Bezug auf die Entwicklung einer TPV beschrieben
wurden:

CyA hemmt die menschliche Endothelzell-Apoptose und vermittelt dadurch wahrscheinlich
einen antiatherogenen Effekt™™>. In der Tat haben Untersuchungen an herztransplantierten
Patienten eine Verbindung zwischen einer héheren CyA-Dosis (>3mg/kg/d) und niedrigerem
Vorherrschen von TPV gezeigt™* > 11,
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Auch eine Studie von Stapleton und Mitarbeitern™'” bestétigte den protektiven Effekt einer
hochdosierten CyclosporinA-Therapie (>3,5mg/kg/Tag) auf die Entwicklung unginstiger
Ereignisse einer TPV. Dieses Ergebnis war unabhéngig von anderen Einflussvariablen wie
Prednison-Dosis oder Abstol3ungsereignisse und stellte einen direkten, unabhangigen Benefit
im Langzeitverlauf nach HTx dar.

Mehra und Mitarbeiter™™ wiesen einen prognostischen Einfluf von Immunsuppression und
zellulérer Abstol3ungsreaktion auf die TPV nach. Eine hdhere CyA-Dosis wurde hier al's
protektiv gegen ungunstige kardial e Ereignisse beschrieben, wahrend eine hthere Prednison-
Gabe als schéadlich erachtet wird.

Sowohl Studien von Miller'® und Mitarbeitern, als auch von Koskinen™® und Team haben
gezeigt, dass die Hohe der Cyclosporin-Dosis eine signifikante Wirkung auf die Entwicklung
und Progression der koronaren Intimahyperplasie von Herztransplantat-Empféngern hat. Die
Hohe der maximal moglichen Cyclosporin-vermittelten Calcineurin-Blockade und

demzufol %e Hemmung von Cytokinen variiert bei Transplantat-Empfangern zwischen 50%
und 70%%°. Eine vollstandige Blockade von Calcineurin ist aufgrund der immensen
Nebenwirkungen klinisch nicht moglich.

Die partielle Hemmung von Calcineurin fihrt heimtiickischer Weise selbst zu einer
Produktion von Cytokinen, was wiederum einen immunol ogischen Abstof3ungsprozef3initiiert

und letztendlich zu chronischer AbstoRung oder Transplantatvaskul opathie fiihrt'?,

Eine hohere Cyclosporin-Dosierung ist somit effektiver in der Vorbeugung einer TPV,
andererseitsist ein htherer Cyclosporin-Spiegel verbunden mit grof3erer Toxizitét:

Ein erhohtes Infektionsrisiko, Nephrotoxizitét, Hypertonie und Dyslipidamie, aber auch
Hyperkalidmie, Diabetes mellitus und lymphoproliferative und andere maligne Erkrankungen
nach HTx kénnen die Uberlebenszeit herztransplantierter Patienten beeinflussen.

Dies wurde auch in klinischen Studien nachgewiesen:

Die Ergebnisse neuerer Studien'® '2* #* haben gezeigt, dass CyclosporinA eine TPV
verschlimmern kann durch vermehrte Expression von TGF-[3 (transforming growth factor [3)
und andere fibrinogene Faktoren.

TGF-f ist ein Cytokin mit fibrogenetischen Eigenschaften. Es konnte in der Pathogenese der
TPV eine Rolle spielen durch Forderung der extrazelluldren Matrixproduktion (Kollagen und
Fibronectin). TGF-3 vermittelt auch die CyclosporinA-assoziierte renale Fibrose.

Eine Therapie mit CyclosporinA ist ebenfalls verbunden mit Hyperlipidamie und
Dyslipidamie und erhéht die Lipidoxidation im Plasma'®®, was wiederum forderlich fir die
Entstehung einer TPV beschrieben wurde.

K ahan'?® beschrieb, dass Cyclosporin bereitsin therapeutischer Dosierung direkte
Auswirkung auf das Geféaldsystem hat und zu Hypertonie und Nephrotoxizitét fihren kann. In
experimentellen Studien an Ratten™’ *?® konnte gezeigt werden, dass unter einer Behandlung
mit CyclosporinA ein signifikant hoherer systolischer Blutdruck auftrat als bel der
Kontrollgruppe.

In klinische Studien konnte gezeigt werden, dass die Behandlung mit CyclosporinA den
Einfluld vasokonstriktorischer Faktoren auf die V asodilatation fordert. So erhoht
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CyclosporinA zum Beispiel die Produktion des vasokonstriktorischen Prostanoides
Thromboxan A, und reduziert die Produktion des \Vasodilatators Prostacyclin (PGl,)**°.
Dariiber hinaus erhohen CyclosporinA und seine Metaboliten die Freisetzung des potenten
Vasokonstriktors Endothelin-1 (ET-1) aus Endothel- bzw. Mesangiumzellen™! **2 und
erhdhen die Expression des ET-1-Rezeptors in menschlichen Zellen und renalen
Zellkulturen™®3,

Eine Studie™* an Ratten zeigte eine charakteristische Endothelialitis an Aorten-Allografts, die
im Rahmen einer Cyclosporin-Therapie aufgetreten war. Diese Endothelialitis konnte in
Transplantat-Arterien zu vermehrter Arteriosklerose fuhren.

Ein weiterer Ansatz fiir die Schadigung des Spender-Endothels im Rahmen einer
CyclosporinA-Therapie kann auch erfolgen tber einen Mechanismus, der nicht durch
CyclosporinA gehemmt wird, zum Beispiel eine Komplement-Aktivierung. Eine
Immunsuppression mit CyclosporinA ist weniger wirkungsvoll in der Vorbeugung einer
Transplantatabstol3ung, wenn gleichzeitig die C6 —Komponente des Komplement-Systems
vorhanden ist™®. Die letzten Komponenten der Komplement-K askade spielen eine kritische
Rollein der akuten TransplantatabstoRung™® *”. Diese K omponenten bilden einen Komplex
(MAC = membrane attack complex), der die Membran angreift und in der Lage ist,
Spenderzellen zu zerstoren. In einem durch CyclosporinA immunsupprimierten Empfanger
kann dieser Komplex immer noch entstehen durch Aktivierung der Komplement-Kaskade
z.B. durch eine Ischamie-Reperfusions-Verletzung oder durch praformierte Antikorper im
transpl antierten Organ™.

Auch der Einfluf3 des Immunsuppressivums T acr olimus (FK 506) auf die
Gefamuskel proliferation und die Entwicklung der TPV wurde schon verschiedentlich
untersucht. Insgesamt sind &hnliche Nebenwirkungen beschrieben worden wie bei einer
Therapie mit CyclosporinA (s.0.).

Eine prospektive klinische Follow-up-Studie an 243 Herztransplantat-Empfangern zeigte
keinen signifikanten Unterschied der Uberlebenszeit zwischen Patienten, die entweder mit
FK 506, oder mit CyclosporinA behandelt worden waren*®. Allerdings hatten die Patienten
der FK506-K ohorte weniger Abstof3ungsereignisse.

Eine Studie von Weis et a.»* zeigte, dass die Anzahl behandelter AbstoRRungsepisoden bei
FK506-behandelten herztransplantierten Patienten signifikant niedriger war alsin der
Vergleichsgruppe, die CyA bekommen hatte.

Aulderdem war hier das Auftreten von koronarer Endothel dysfunktion im ersten Jahr nach
HTx bel FK506-Patienten gehauft. Dabel ist nicht geklart, ob ein direkter (Dosis-abhangiger)
pharmakol ogisch induzierter Effekt auf das Endothel fur die FK506-abhangigen
Veranderungen in der koronaren Endothel funktion verantwortlich ist oder vielmehr ein
Mechanismus, der den NO-Synthese-Weg beeinflusst.

Eine weitere Studie von Weis et al.*, in der die koronare Endothelfunktion im Friithstadium
nach HTx bei Patienten mit Takrolimus-Immunsuppression und Cyclosporin-Medikation
verglichen wurde, beschreibt eine erhdhte Inzidenz an pathol ogischer Endothelfunktion in der
FK506-Gruppe, die eine ausgepragtere epikardia e und mikrovaskuldre Endothel schadigung
vermuten lasst. Diese frihe Endothel dysfunktion unter FK506 kénnte spétere morphol ogische
Manifestationen der TPV induzieren.
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Im Tierexperiment hat sich gezeigt, dass CyclosporinA die endotheliale Funktion und die
Funktion der Gefa3muskelzellen schwacht™®, aber bei Menschen wurden hierzu
widerspriichliche Ergebnisse verdffentlicht* 142,

Stroes und Mitarbeiter'®® haben gezeigt, dass die Gabe von CyA sowohl die basale, als auch
die Rezeptor-stimulierte endotheliale NO-Aktivitét erhoht. Deshalb bildet NO einen
wichtigen Regul ationsmechanismus, der in vivo gegen CyA -abhangige, Endothelin-
vermittelte VVasokonstriktion schitzt.

Dieser potente, das Endothel schiitzende M echanismus ist bisher fir FK506 noch nicht
beschrieben worden™.

Grunder krankung und Prognose

Eine Studie von Hauptmann'® weist darauf hin, dass es keine offensichtliche Verbindung gibt
zwischen progredienter Intimaverdickung und der zur Transplantation fuhrenden

Diagnose.

Auch wir haben diesen Zusammenhang untersucht und die Auswirkung der Grunderkrankung
auf die Wahrscheinlichkeit des definierten Zielereignisses untersucht. Die
Transplantatdiagnosen wurden eingeteilt in ischamische bzw. dilatative Kardiomyopathie
und ,, seltene Ursachen fur HTx".

Diese seltenen Ursachen, die zur Transplantation gefhrt hatten, beinhalteten 10 Falle mit Cor
pulmonale, Re-HTXx, kardialer Amyloidose und kardialen Tumoren und stellten sowohl in der
univariaten, als auch in der multivariaten Auswertung der Cox-Regressions-Analyse ein
signifikantes, unabhangiges Prognosekriterium fir Tod und / oder kardiovaskulére Ereignisse
dar.

DasRisiko fir ein Zielereignisist bel diesen Transplantati onsdiagnosen sogar 4,7fach erhoht
im Vergleich zu den anderen Diagnosen (ischamische bzw. dilatative Kardiomyopathie).

Eine Erklarung hierfur kénnte in der Schwere der Krankheitshilder liegen, die ein

postoperatives ereignisfreies Uberleben aufgrund einer generaisierten Schwéche
unwahrscheinlicher macht.

Diabetes und Prognose

Ein bei Erstuntersuchung bestehender Diabetes mellitus als Risikofaktor wurde in der
multifaktoriellen Cox-Regressions-Anayse als signifikanter, unabhéngiger Prognosefaktor fiir
ein Zielereignis detektiert.

Diabetes mellitus gilt as relative Kontraindikation fUr eine Herztranspl antation.

Allerdings zeigt eine kiirzlich durchgefiihrte Studie' an 374 transplantierten Patienten, dass
die 1- und 3-Jahres-Uberlebenszeit von Diabetikern und nicht-diabetischen
Transplantatempfangern in etwa gleich ist. Auch die Inzidenz akuter Abstol3ungsereignisse
wahrend des ersten Jahres nach HTx, das Auftreten einer TPV und die Infektionsrate war bei
beiden Gruppen vergleichbar.
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Hingegen beschrieben Czerny und Team'®, diein der Zeit von 1986 bis 2000
Untersuchungen an 773 Herztransplantierten Patienten durchgefihrt hatten, eine signifikant
niedrigere Langzeit-Uberlebensrate fur Diabetiker 10 Jahre nach Transplantation.

Die Inzidenz einer TPV war Uberraschenderweise nach 10 Jahren in etwa gleich in beiden
Kohorten (Diabetiker und nicht-Diabetiker).

Eine multifaktorielle Studie ergab, dass ein zum Zeitpunkt der Herztransplantation manifester
Diabetes mellitus ein unabhéngiges Prognosekriterium in Bezug auf das Langzeit-Uberleben
darstellt.

Auch Vaantine™* und Mitarbeiter haben gezeigt, dass Glucose-I ntoleranz und
Insulinresistenz, die haufig nach HTx beobachtet werden kdnnen, starke V orhersageparameter
einer intravaskul&r sichtbaren TPV sind.

HLA-Matching und Prognose

Ergebnisse aus einer friheren Studie deuten darauf hin, dass eine direkt gegen MHC-Antigene
des Spenders gerichtete immunol ogische Antwort firr die Entstehung der TPV relevant ist™’.
Die gegen MHC-I1-Antigene gerichteten T-Lymphozyten konnen unter Vermittlung von
endothelialen Adhasionsmolekulen (ICAM-1, VCAM-1 und ELAM-1) vermehrt in Intima
und Media vordringen und bewirken dort eine Entziindungsreaktion, die Cytokine und
Wachstumsfaktoren beeinflusst. Eine friihe ICAM-1-Expression korreliert mit frihzeitiger
Entwicklung einer angiographisch sichtbaren TPV,

Antikorper gegen Oberflachenmolekile von Endothel zellen wie MHC-I und ICAM-1 kénnen
Endothelzellen und glatte Muskel zellen aktivieren, was zu einer Verschlimmerung der
Entziindungsantwort in der GefaRwand fiihrt**°. In diesem Zusammenhang sind auch anti-
HLA-Antikorper beschrieben worden.

In unserer Studie stellte ein HLA-mismatch kein signifikantes, unabhangiges
Prognosekriterium fur das Auftreten von Zielereignissen nach HTx dar.

Die hierzu veroffentlichten Studienergebnisse gehen in unterschiedliche Richtungen:

In einer Uber 14 Jahre an 550 Herztranspl antat-Empféngern durchgeftihrten Studie von
Hornick und Mitarbeitern™ konnte ebenfalls keine signifikante Verbindung von HLA-I- oder
HLA-11-Antigen- mismatch mit der Entstehung einer Koronararteriosklerose nach
Transplantation festgestellt werden.

Opelz und Mitarbeiter™" beschreiben eine Untersuchung an 8331 Patienten, die von 1985 an
rekrutiert wurden. In dieser Studie beeinflusst das Ausmal3 der HLA-Ubereinstimmung
signifikant die Transplantat-Uberl ebenszeit.

Es wurde allerdings nicht zwischen HLA-DR und HLA-AB unterschieden.

Aul¥erdem hat sich das Management der Herztransplantation seit der Publikation der Studie
(1994) immer weiter verbessert, was insgesamt auch die Transplantat-Uberl ebenszeit
beeinflusst hat™®.

In einer weiteren Studie von Opelz und Team wurden zwischen 1987 und 1997 150.000
Patienten untersucht, bei denen sich ein HLA-mismatch signifikant auf das Uberleben von
Transplantat und Patient auswirkt. Hier wurde auch ein isolierter HLA-DR-mismatch
untersucht, der im Laufe des ersten Jahres nach Transplantation einen starkeren Einfluss hat
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als ein mismatch der HLA-A- und HLA-B-Genloci. Allerdings bezog sich diese
Untersuchung auf Nierentransplantate und das Ergebnis kann somit nicht unmittelbar auf
Herztransplantate Ubertragen werden.

In einer weiteren Studie war die Langzeit-Uberlebensqualitét von
Herztransplantatempfangern an 1135 Patienten untersucht worden. Hierbel stellten Smith und
Mitarbeiter®? fest, dass eine HLA-DR- Ubereinstimmung die Frequenz und Schwere akuter
Abstof3ungsereignisse reduziert und das Transplantatiiberleben bis 10 Jahre nach
Transplantation signifikant verbessert. Ein HLA-mismatch korrelierte aber nicht signifikant
mit dem Auftreten einer koronaren Transplantatatherosklerose.

Allerdingsist auch diese Studie vor 1994 durchgefihrt worden und berticksichtigt nicht das
seitdem verbesserte Management der Herztransplantation.

Esist davon auszugehen, dass die Population der vorliegenden Studie fir eine

Prognosebeurteilung eines HLA-mismatches zu gering ist und somit das Ergebnis aufgrund
der relativ niedrigen Fallzahl als falsch negativ betrachtet werden sollte.

Spenderalter und Prognose

Blanche und Mitarbeiter'>® haben eine Studie durchgefiihrt, in der das Langzeit-Uberleben
von Herztransplantaten élterer Spender (> 50 Jahre) mit demjenigen von Spendern unter 50
Jahren verglichen wurde. 317 Patienten, von denen 50 das Herz eines dlteren Spenders
bekommen hatten, wurden in der Zeit von 1989 bis 2000 untersucht. Die Auswertung zeigt
eine Ubereinstimmung in der 1-Jahres- und 5-Jahres-Uberlebensrate nach HTx.

Somit ist — bel entsprechend gruindlicher Auswahl — auch das Herz eines dteren Spenders fur
die Transplantation geeignet.

Dieses Ergebnis deckt sich mit dem unserer Studie, in der das Spenderalter kein signifikantes,
unabhéngiges Prognosekriterium darstellt.

Eine Studie von Costanzo und Mitarbeitern'® an 7000 herztransplantierten Patienten tiber 10
Jahre ergab, dass dlter e Spender und jiingere Empfanger ein signifikant hoheres Risiko fir
das Auftreten einer todlichen Transplantatvaskul opathie haben. Auch bel ischéamischer
Atiologie und bestehender CM V-Infektion des Spender s kam es signifikant haufiger zu
einer todlichen TPV. Diese Beobachtungen konnten in unserer Studie weder durch univariate,
noch durch multivariate Analyse bestétigt werden. Nur ein bestehender CMV-mismatch
(Spender positiv, Empféanger negativ) korrelierte in der univariaten Kaplan-Meier-Anayse
signifikant mit dem Auftreten von Todesfallen und/oder kardiovaskuldren Ereignissen (s.0.).

Ein Grund hierflir kdnnte in der geringeren Patientenzahl unserer Studie bestehen. Darlber
hinaus ist Costanzos Studie zwischen 1990 und 2000 durchgefthrt worden und er beschreibt
einen Rickgang der TPV-Haufigkeit in den kirzer zurlickliegenden Jahren, die ihre Ursache
wohl im immer weiter verbesserten Management der Transplantation hat. (Todliche TPV
innerhalb von 4 Jahren mit 5% Wahrscheinlichkeit fir Patienten, die 1990 transplantiert
wurden im Gegensatz zu 1995 transplantierten Patienten, die nur noch eine
Wahrscheinlichkeit fur tédliche TPV von 2% zeigen).

Die Patienten unserer Studie sind erst von 1994 an rekrutiert worden und das follow-up
reichte bis Ende 2001, womit die Langzeiterfolge durch ein verbessertes Transplantations-
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Management vielleicht schon zum Tragen kommen. Aul3erdem untersuchte das Team um
Costanzo lediglich todliche Ereignisse bzw. Retransplantationen, wahrend die vorliegende
Studie als Zielereignis,, Tod und/oder kardiovaskul&re Ereignisse” definiert hat.
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4.2) Diskussion der Subgruppenanalyse

Bel der Subgruppenanal yse wurden noch weitere K ombinationen an Zielereignissen
berticksichtigt.

Es erfolgten uni- und multivariate Auswertungen mittels Cox-Regressions-Analyse in Bezug
auf die Endpunkte kardialer Tod und /oder Ereignis, kardiales Ereignisund kardial
bedingter Tod.

Die Ergebnisse der Subgruppenanal yse éhneln denjenigen des priméaren Zielereignisses, es
kommt allerdings — am ehesten bedingt durch die niedrigeren Ereigniszahlen in den
Untergruppen — zu leichten Veranderungen in der uni- und multivariaten Analyse.

In der Auswertung der Kombination kar diovaskulérer Tod und / oder kardiales Ereignis
zeigte sich eine Ischdmiezeit Gber 2 Stunden a's signifikantes, unabhéngiges
Prognosekriterium.

Ischamie und Reperfusion gelten als frihe, voribergehende, aber wichtige Kofaktoren der
endothelialen Schadigung nach Transplantation™? >* > 6 \Wahrscheinlich kommt es durch
die Aktivierung des mikrovaskuléren Endothels zur Entstehung freier Sauerstoffradikale, die
Spenderleukozyten und Makrophagen provozieren.

Diese aktivierten Zellen setzen weitere Sauerstoffradikal e und andere aggressive Mediatoren
wie Proteasen, Cytokine und Eikosanoide frei, die chemotaktisch weitere Spenderleukozyten
anlocken. Demzufolge ist die postischamische Reperfusionsverletzung insgesamt das
Ergebnis verschiedener Interaktionen, die durch eine ganze Reihe von oxidativen Molekulen
und aggressiven Mediatoren vermittelt werden. Der priméren Endothelverletzung folgt eine
interstitielle Schadigung™’ **® **°, die wiederum die Entstehung einer TPV unterstiitzt.

Weitere Schadigungsmuster nach Ischdmie sind die Aktivierung von Komplement, das
Entziindungs- und Endothel zellen stimuliert'® %!, und die vermehrte Expression von HLA-
Antigenen, die durch die Forderung der zell-vermittelten Immunitét zur Entwicklung einer
TPV fiihren kdnnen'®,

Die Ischamiezeit spielt in unserer Studie nur fir die Subgruppe , kardialer Tod und / oder
kardiales Ereignis* eine Rolle. Eine Erklarung hierfur konnte darin liegen, dass diereine
»lschamiezeit* nicht den hdmodynamischen Status des Spenders vor Transplantation in
Betracht zieht und auch nicht die Qualitét der Organerhaltung oder das Ausmal3 der
Reperfusionsverl etzung beriicksichtigt'*2. Aber auch in dieser Zeit kann eineischamisch
bedingte Verletzung des Myokards entstehen, die wiederum die Entwicklung einer TPV im
Transplantat beeinflussen kann.

Ein weiteres signifikantes, unabhangiges Prognosekriterium war eine bei Erstuntersuchung
angiographisch diagnostizierte koronare Vaskul opathie.

Ein bestehender CMV -mismatch (Spender positiv, Empfénger negativ) lag leicht Gber dem
Signifikanzniveau. Diese Variablen wurden bereits oben diskutiert.
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Die Analyse des Endpunktes kar diales Ereignis hat ergeben, dass ein CyclosporinA-
Plasmaspiegel am Stichtag unter 200 ng/ml ein signifikantes, unabhangiges
Prognosekriterium darstellt.

Dieser Benefit einer niedrigen CyA-Serumspiegel -Einstellung war bisher noch nicht
beobachtet worden. Eine Erklérung hierfir konnte sein, dass Nebenwirkungen der
Immunsuppressiva wie Nephrotoxizitét, Hypertonie und Dyslipidamie die Entwicklung einer
TPV beeinflussen und sich bel den niedrigeren Ereigniszahlen der Kohorte im Ergebnis
niederschlagen.

Ein weiteres signifikantes, unabhangiges Prognosekriterium ist eine bei Erstuntersuchung
bestehende koronare Vaskul opathie (s.0.).

Bel der Analyse des Zielereignisses kardiovaskulér bedingter Tod ergab sich die Einnahme
von ACE-Hemmern als signifikantes, unabhangiges Prognosekriterium. ACE-Hemmer
senken das Risiko fir kardiovaskulér bedingten Tod nach HTx um den Faktor 4,3.

Auch in friheren Studien war die Auswirkung von ACE-Hemmern auf die TPV untersucht
worden:

In einer kleinen Fall-Kontroll-Studie, in der Patienten entweder mit Calzium-Blockern oder
ACE-Hemmern behandelt worden waren, kam es im ersten Jahr nach Transplantation bei
beiden Kohorten zu einer reduzierten Intimaproliferation'®,

Wichtige Mechanismen, durch die Ca?*-Antagonisten und ACE-Inhibitoren eine TPV
verhindern kdnnen, beinhalten den Schutz der Endothelfunktion und die Suppression der
Migration und Proliferation glatter Muskelzellen.

ACE-Hemmer kénnen die endothel abhangige V asodilatation verbessern durch Verminderung
des Angiotensin-11-Spiegels und Erhthung des Bradykinin- und NO-Spiegels.

Studien haben ergeben, dass die Gabe von ACE-Hemmern die endothel-abhangige
Vasodilatation sowohl in koronaren, als auch in peripheren Arterien erhoht'® 1%,

Mancini und Mitarbeiter’® haben berichtet, dass der gewebsspezifische ACE-Hemmer
Quinapril die koronare Endotheldysfunktion bel Patienten mit koronarer Geféal3erkrankung
vermindern konnte.

Eine signifikante V erbesserung der mikrovaskuléren Endothel dysfunktion konnte auch nach
Herztransplantation durch intrakoronare Gabe von Quinaprilat erreicht werden'®” 1,

Weitere signifikante, unabhéngige Prognosekriterien fr das Zielereignis waren die Einnahme
von Lipidsenkern und eine bei Erstuntersuchung bestehende koronare Vaskul opathie, die aber
weiter oben schon diskutiert wurden.
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Obwohl friheren Studien widerspriichliche Ergebnisse geliefert haben, konnte fur die
folgenden Variablen in unserer Studie keine Signifikanz in der multifaktoriellen Analyse
nachgewiesen werden:

» Durch direkte Verabreichung von Calzium-Antagonisten konnte in einer Studie eine
durch Belastung entstandene V asokonstriktion an Koronararterien von Hypertonie-Patienten
blockiert'®® werden, sowie bei gesunden Freiwilligen die durch Endothelin-1 bewirkte
V asokonstriktion gehemmt werden'”, was auch bei Endotheldysfunktion auf eine
V erbesserung schlief3en | &sst.

In einer Studie Uber die Vorbeugung einer koronaren Gefél3erkrankung nach HTx mit dem
Ca®*-Antagonisten Diltiazem'"* war das Medikament imstande, initialen Reduktion im
Durchmesser von Koronararterien vorzubeugen.

Aber auf die 2-Jahres-Uberlebenszeit hatte dieser Effekt keinen Einfluss.

Eine kleine Fall-K ontrol|-Studie'® beschrieb einen giinstigen Effekt von Calzium-
Antagonisten auf koronare Intima-Hyperplasie innerhalb des ersten Jahres nach HTX.

Allerdings gibt es keine Plazebo-kontrollierten, randomisierten Studien, die die préventive
Wirkung von Vasodilatatoren auf eine TPV bzw. die verbesserte
Uberlebenswahrscheinlichkeit im Langzeit-follow-up nach HTx untersuchen'’

Die Wirkung der Ca*-Antagonisten beruht auf der Blockade spannungsabhangiger Ca?*-
Kanae vom L-Typ. Die Hemmung des Ca’*-Einstroms an Zellen der glatten
Gefalmuskulatur bewirkt eine Dilatation der glatten Gefémuskulatur. Zusétzlich scheint
aber auch ein noch wenig bekannter Mechanismus bel der pharmakol ogischen Wirkung eine
Rolle zu spielen: die Erhdhung der Bioverfiigbarkeit von NO im Endothel®®, wahrscheinlich
durch Reduktion bei oxidativem Stress. In Endothelzellen wurden keine Ca®*-Kansle vom L-
Typ nachgewiesen, daher wird hier eine Ca**-K anal-unabhangige Wirkung der Ca®*-Kanal-
Blocker angenommen. Die Beeinflussung der NO-Synthase-Aktivitét konnte zur

gefaRrel axierenden Wirkung der Ca?*-Kanal-Blocker filhren und somit zumindest teilweise
fir die antithrombotische'”, antiproliferative'™* und antiatherosklerotische' ™ Fahigkeit
verantwortlich sein. Calcium-Antagonisten hemmen die vasokonstriktorische Wirkung von
Endothelin und kontrahierenden Substraten der Cyclooxygenase und haben demzufolge
kardiovaskul &r-protektive Fahigkeiten'™.

Eine Studie von Weis und Mitarbeitern® hat diese Wirkung fiir Nifedipin bestétigt.
Untersuchungen an 70 herztransplantierten Patienten haben eine vasodil atierende Wirkung
von Nifedipin auch in Koronargefal3en mit Endothel dysfunktion bzw. Intimahyperplasie
geze| gt, die zustande kommt durch

eine erhohte direkte Calzium-Kanal blockierende Wirkung in der Zellmembran glatter

Muskel zellen

eine Aktivierung der EDHF-vermittelten Hyperpolarisation und koronaren Relaxation

erhéhte NOS (nitric oxide synthase)-Expression durch das Endothel*””

verminderten vaskul &ren oxidativen Stress'’® 79 180



» Auch zeigt sich in unserer Studie keine signifikante Korrelation einer beeintrachtigten
linksventrikul &ren Ejektionsfraktion mit Tod und / oder kardiovaskuléren Ereignissen nach
HTx, obwohl auch hierzu widerspriichliche Ergebnisse aus friiheren Studien vorliegen:

In einer Studie von Wels et al. wurde eine statistisch signifikante Relation beschrieben
zwischen endothel-unabhéangiger Koronarflussreserve (CFR) auf Dipyridamol als Zeichen
der mikrovaskul&ren, endothel unabhangigen Dysfunktion und V eranderungen der

linksventrikul &ren Ejektionsfraktion, sowohl in Ruhe, a's auch unter Belastung'®.

Hasdai und Mitarbeiter demonstrierten, dass koronare Endothel dysfunktion beim Menschen
zeitweise assoziiert sein kann mit myokardialen Perfusionsdef ekten'®?.

Bel Transplantatempféngern war eine reduzierte koronare Flussreserve im zweijahres-Follow-
up assoziert mit nachfolgender Reduktion der linksventrikularen Auswurffraktion™".
Dieslasst darauf schlief3en, dass wiederkehrende, subendokardiale Ischdmie wéhrend

myokardialem Stress zu einer Beeintrachtigung der linksventrikul&ren Funktion fihrt

Obwohl keine Korrelation aufgezei gt werde konnte zwischen weniger schwerer epikardialer
TPV und linksventrikul&rer EF'®®, bedeutet die Entwicklung einer signifikanten epikardialen

K oronarstenose mit hohem Grad an Spezifitét eine schlechte Prognose™®.

» Eine Beziehung zwischen vermehrten Abstof3ungsereignissen und dem Auftreten
kardialer Ereignisse konnte in unserer Studie ebenfalls nicht verifiziert werden. Einige andere
Autoren beschrieben ein erhthtes Risiko fir das Auftreten einer TPV bel vorhandenen
Abstol3ungserei gnissen:

Sharples et al.**® haben eine Studie an 566 Herztransplantatempfangern durchgefiihrt und
dabel herausgefunden, dal3 vermehrte Abstof3ungsereignisse das Risiko fir eine TPV
signifikant erhdhen. Allerdings wurde in dieser Studie die TPV anhand des Stenosegrades der
angiographierten Gefal3e definiert, es wurde keine Relation zu kardialen Ereignissen
hergestellt.

Im Jahresbericht der Internationalen Gesellschaft fiir Herz- und Lungentransplantation'®® von
2003 stellen Abstol3ungsereignisse ebenfalls ein signifikantes Risiko fur das vermehrte
Auftreten einer TPV innerhalb von 5 bis 7 Jahren nach HTx dar. Aber auch hier wird die TPV
nicht in Verbindung gebracht mit erhdhter Mortalitét oder dem Auftreten kardiovaskul &r
bedingter Ereignisse nach HTX.

In einer Studie von Hornick und Mitarbeitern™® konnte ebenfalls eine signifikante
Verbindung zwischen der Anzahl der histologisch bewiesenen akuten Abstol3ungsereignisse
und der Entwicklung einer friihen Transplantatvaskul opathie gezeigt werden, aber auch hier
erfolgte keine Auswertung in Bezug auf erhdhte Mortalitét bzw. vermehrtes Auftreten
kardialer Ereignisse.

Claussel und Mitarbeiter konnten keine Beziehung finden zwischen abnormaler Histologiein
myokardialen Biopsien und der epikardialen Endotheldysfunktion?’.

Demzufolge kann eine epikardiale Endothel dysfunktion durchaus auch unabhéngig von
morphol ogischen Veranderungen auftreten.
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5) Limitationen der Studie

Bel der vorliegenden Studie wurden Koronarangiographie, Dopplerflussmessung und IVUS
nur einmal bei Erstuntersuchung durchgefiihrt. Dies sagt nichts Uber die Progression der
Endotheldysfunktion und der Intimahyperplasie aus. Hierfir wére eine Verlaufskontrolle in
einer longitudinalen Studie geeignet.

Bel 6 Patienten musste die Herzkatheteruntersuchung nach Bestimmung der epikardialen
Endothelfunktion vorzeitig abgebrochen werden. Die Cox-Regressions-Analyse wurde in
diesen Fallen mit Hilfe einer zusétzlichen Variable (, not mentioned*) dichotom kodiert
durchgefuhrt und zeigt hierdurch keine Verzerrung des Studienergebnisses.

Die Spiegel der Immunmedikation wurden nur zu Beginn der Studie bel Erstuntersuchung
und im Verlauf am Stichtag bestimmt. Dies reflektiert nicht die Einstellung tber den
gesamten postoperativen Zeitraum.

Ebenso reflektiert die Angabe von Zusatzmedikationen (Lipidsenker, Antihypertensiva,
Allopurinol) nicht die exakte Dauer der Einnahme, sondern zeigt nur, dass diese Form der
Therapie Uberhaupt angewendet wurde.

Die Bestimmung der Risikofaktoren (Hypertonie, Diabetes mellitus, Hyperchol esterinamie,
Adipositas bzw. BMI) erfolgte zum Zeitpunkt der ersten Untersuchung nach HTx. Esist somit
nicht nachvollziehbar, ob der entsprechende Risikofaktor bereits vor HTx bestanden hat oder
im Laufe der Zeit von HTX bis Erstuntersuchung, eventuell als Nebenwirkung der
Immunsuppression, aufgetreten ist.

Fur die Analyse der Subgruppe , kardialer Tod* stehen nur 12 Féle (= 6,5% der Patienten) zur
Verfligung. Diese geringe Fallzahl kann eventuell das Ergebnis beeinflussen.
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6) Zusammenfassung

6.1) Hintergrund

Die Transplantatvaskul opathie ist das Schllisselereignis der chronischen Abstol3ungssyndrome
nach Herztransplantation. Die Friihdiagnose wird allerdings erschwert durch fehlende
klinische Symptome im denervierten bzw. unvollsténdig re-innervierten Spenderorgan.

In der vorliegenden Studie wurde untersucht, ob eine Endothel dysfunktion oder eineim IVUS
diagnostizierte Intimahyperplasie als Prognosekriterium fir Tod und kardiale Ereignisse
geeignet ist.

6.2) Methoden

185 Patienten im Alter von 51 £ 13 Jahren wurden 25 + 33 Monate nach orthotoper
Herztransplantation wahrend der routinemassigen, jahrlichen Herzkatheteruntersuchung
untersucht. Bel 121 Patienten wurde dabei auch eine IV US-Untersuchung durchgefuhrt.

Die koronare epikardiale und mikrovaskul &re Endothel funktion sowie die Funktion der
glatten Gefalimuskul atur wurden untersucht mit intrakoronaren Infusionen von ACh
(150pg/5min), Adenosin (800ug/5min) und Nifedipin (0,2mg/30sec) in die LAD. Hierbei
wurde eine kontinuierliche Dopplerflul3messung und zu kontrollierten Zeitpunkten eine
quantitative Koronarangiographie durchgefuhrt.

Das Vorliegen einer epikardialen Endothel dysfunktion wurde definiert as VVasokonstriktion
auf ACh mit Abnahme des Gefél3durchmessers > 10%. Die koronare mikrovaskulére
endotheliale Dysfunktion wurde definiert als koronare Flusssteigerung nach ACh < 100%.
Die epikardiae Dysfunktion der glatten Geféal3muskulatur wurde definiert as Dilatation auf
Nifedipin < 10%. Eine koronare mikrovaskulére Dysfunktion der glatten Muskul atur wurde
definiert a's Flusssteigerung nach Adenosin und Nifedipin < 100%.

Neben den funktionellen und strukturellen Koronarbefunden wurden demographische bzw.
transplantationsrel evante Daten zu den Patienten anhand von Arztbriefen und
Untersuchungsbefunden ermittelt, die in Zusammenhang mit der Entstehung einer
Transplantatvaskul opathi e beschrieben worden waren (u.a. Alter und Geschlecht von Spender
und Empfanger, Ursache fir HTx, CMV-Infektion, HLA-mismatch, |schémiezeit).

Die Patienten wurden tGber einen Zeitraum von 60+17 Monaten (Iangstens 89 Monate) bis zu
einem vorher festgelegten Stichtag (31.12.2001) weiter beobachtet und auftretende definierte
Endpunkte dokumentiert. Endpunkte waren Tod und/oder kardiales Ereignis (rasch
progrediente Herzinsuffizienz, Myokardinfarkt, Revaskul arisation, Retransplantation).

In dieser Zeit wurden auch eventuell auftretende Abstol3ungserei gnisse, Immunsuppression
und Begleitmedikation dokumentiert.

57



6.3) Ergebnisse

Von den untersuchten Patienten starben 25 Patienten (13,5%), davon 12 (6,5%) aufgrund
einer kardialen Ursache. 25 Patienten (13,5%) hatten ein kardiovaskuldres Ereignis (1 Patient
mit rasch progredienter Herzinsuffizienz, 3 Patienten mit Myokardinfarkt und 21 Patienten
mit Revaskularisierung in Form von PTCA / Stent bzw. Bypass-OP).

Die univariate Auswertung der Studiengruppe ergab, dass das Auftreten des Zielereignisses
» 10d und/oder kardiales Ereignis* signifikant korreliert mit dem Vorhandensein von
- epikardiaer Endotheldysfunktion (p=0,028)
Einnahme von Lipidsenkern (p=0,025)
CMV-mismatch: Spender positiv, Empfanger negativ (p=0,022)
FK506-Serumspiegel > 15ng/ml (p=0,019)
CyclosporinA-Serumspiegel > 200ng/ml (p=0,006)
seltene Ursachen fur HTx (p=0,000)
Gerl ng Uber dem Signifikanzbereich lagen die Variablen
koronare V askul opathie (p=0,055)
mikrozirkulére vasomotorische Dysfunktion (p=0,078)
Diabetes mellitus (p=0,099)

In der multifaktoriellen Analyse stellten folgende Variablen ein signifikantes, unabhangiges
Prognosekriterium dar :
0 epikardiale Endotheldysfunktion (p=0,028)
koronare V askul opathie (p=0,023)
Diabetes mellitus (p=0,016)
Einnahme von Statinen (p=0,003)
seltene Ursachen fur HTx (p=0,002)
FK506-Serumspiegel > 15ng/ml (p=0,002)
CyclosporinA-Serumspiegel > 200ng/ml (p=0,044)

O O O0OO0OO0Oo

Die Subgruppenanalysen fur die Endpunkte kar diovaskuléarer Tod und/oder kardiales
Ereignis, kardiales Ereignisund kardial bedingter Tod ergaben ahnliche Ergebnisse.

Bel der Analyse der Endpunkte kardialer Tod und/oder Ereignis stellte eine Ischdmiezeit
Uber 2 Stunden ein signifikantes, unabhangiges Prognosekriterium dar (p=0,025).

Ebenso war eine bel Erstuntersuchung angiographisch diagnostizierte koronare V askulopathie
unabhangiges Prognosekriterium (p=0,004).

Ein bestehender CMV-mismatch (Empfanger negativ, Spender positiv) lag mit p=0,080 leicht
Uber dem Signifikanzniveau.

Die multifaktorielle Analyse des Endzieles kar diales Er eignis ergab, dass ein CyclosporinA-
Spiegel unter 200ng/ml am Stichtag und eine bei Erstuntersuchung angiographisch
diagnostizierte koronare Vaskul opathie signifikante, unabhangige Prognosekriterien
darstellen.

In der Subgruppe der Endpunkte kardial bedingte Todesfélle stellte die Einnahme von

Lipidsenkern, die koronare V askulopathie und die Einnahme von ACE-Hemmern
signifikante, unabhangige Prognosekriterien dar.

58



6.4) Schlussfolgerung

Die epikardia e Endothel dysfunktion als abnormale Antwort auf ACh ist ein signifikantes
unabhangiges Prognosekriterium fir Tod und / oder kardiale Ereignisse.

Sowohl die mikrovaskulare Endotheldysfunktion, as auch die epikardiale bzw.
mikrozirkulére vasomotorische Dysfunktion korrelierten nicht signifikant mit dem Auftreten
der definierten Zielereignisse, wenn auch die mikrozirkul &re vasomotorische Dysfunktion mit
einer Wahrscheinlichkeit von p = 0,078 nur knapp Uber dem Signifikanzbereich liegt.

Auch eine IVUS-diagnostizierte gemittelte maximale Intimahyperplasie kann nicht als
Prognosekriterium fur Tod und / oder kardial e Ereignisse herangezogen werden.

Eine signifikante Korrelation eines CMV-mismatches (Spender CMV positiv, Empfanger
CMV negativ) konnte in der univariaten Auswertung festgestellt werden.

Signifikante, unabhangige Prognosekriterien flr das Auftreten von Tod und/oder kardialen
Ereignissen im Langzeitverlauf nach HTx sind neben der epikardialen Endothel dysfunktion
die angiographisch diagnostizierte koronare Vaskulopathie, ein bel Erstuntersuchung
bestehender Diabetes mellitus, die Einnahme von Lipidsenkern, und seltene
Grunderkrankungen (Pulmonal e Hypertonie, Re-Transplantation, kardiale Amyloidose,
kardiale Tumoren) als Ursache fir die HTx.
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