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1) Einleitung

1.1 Hintergrund Herztransplantation

Nach der ersten Nierentransplantation im Jahr 1954 konnte erstmals 1967 das Herz eines
Menschen transplantiert werden. Fiir die Behandlung der terminalen Herzinsuffizienz hat sich
seither die Herztransplantation (Htx) von einem experimentellen Verfahren zu einer fest
etablierten Therapie entwickelt. Durch eine Verbesserung der Immunsuppression, der
AbstoBungsdiagnostik, der Organkonservierung und auch der Spenderauswahl konnten
inzwischen weltweit iiber 70 000 Herzen transplantiert werden (Marshall 1. et al. 2005).

Die aktuellen Uberlebensraten transplantierter Patienten liegen im ersten Jahr bei 83 %, die 5-
Jahres-Uberlebensrate liegt bei 72 % und 50 % der Patienten iiberleben 9,4 Jahre oder mehr
(Hoffmann, Frances M. et al.2005).

Hauptkomplikationen bleiben Infektionen, akute und chronische AbstoBungsreaktionen sowie
Tumorerkrankungen. Das Risiko einer akuten AbstoBung ist in den ersten 3 Monaten nach
Operation am groBten. Das Spitorganversagen ist vor allem durch die Entwicklung einer
chronischen Abstofungsreaktion in Form der Transplantatvaskulopathie bedingt (Priavalenz
50% nach 5 Jahren). Die Transplantatvaskulopathie wird durch alloimmun-abhingige und
alloimmun-unabhéngige Faktoren vermittelt und resultiert in einer akzelerierten

Koronaratherosklerose (Alvarez et al. 2001, Berkenboom 1995, Weis 1997).

1.2 Linksventrikulidre Hypertrophie vor und nach Herztransplantation

Wird das menschliche Herz hémodynamischen Belastungen ausgesetzt, hat es als
Kompensationsmoglichkeiten den SO genannten Frank-Starling-Mechanismus,
neurohormonale Ausschiittungen (um die Kontraktilitit zu erhéhen) und die Vergroferung

der Muskelmasse (um der erhohten Last zu begegnen) zur Verfiigung. Da die beiden



erstgenannten Mechanismen als langfristige Antwort limitiert sind, kommt der Zunahme der
Muskelmasse eine Schliisselrolle zu.

Diese Zunahme der Muskelmasse ist zurlickzufiihren auf eine Hypertrophie der bereits
existierenden Myozyten. Da die Myozyten kurz nach der Geburt vollstindig differenziert
sind, kommt es in der Regel nicht zu einer Hyperplasie (Lorell, Carabello 2000), sondern zu
einer Myozytenhypertrophie.

Dem La Place Gesetz folgend, wird erhdhter Druck auf das Myokard durch eine
VergroBerung der Wanddicke kompensiert. Da der systolische Wandstress (afterload) eine
bestimmende Komponente der Auswurfleistung der Ventrikel ist, wird im klinischen Alltag
versucht, den systolischen Stress zu reduzieren, um so eine normale Auswurfleistung aufrecht
zu erhalten.

Man unterscheidet in der Regel zwei Arten von Belastung: Druck und Volumen. Wéhrend die
Druckbelastung einen Anstieg von myosin heavy chains verursacht, geht man bei der
Volumenbelastung von einem verringerten Abbau der myosin heavy chains aus (Immamura
1994).

Prinzipiell bedeutet Hypertrophie ein Anstieg der Anzahl von Sarkomeren im Myozyten,
wobei man unterstellt, dass die mechanische Stimulation in biomechanische Ereignisse
iibertragen wird. Dies wiederum fiihrt zu einer Gen-Transkription im Nukleus und beeinflusst
so das Zellwachstum (Bork 1993).

Um auf eine erhohte biomechanische Belastung reagieren zu konnen, geht das
Myozytenwachstum einher mit einem Zuwachs des umgebenden Bindegewebes sowie
Grundsubstanzen, Gefédss- und Nerveneinsprossung. Das Bindegewebe des Myokards ist
grofBtenteils aus Kollagenfasern Typ 1 (85%) konstituiert, neben den Typen 3 und 5 sowie
Elastin, Laminin und Fibronektin. Dieser Kollagenkomplex ist fiir die ventrikuldre
Kontraktion als Antwort auf eine Stimulation der Myozyten und auch fiir die Erhaltung der

diastolischen Wandspannung verantwortlich.



LVH und Herzinsuffizienz

Die LVH ist in den entwickelten Industrielindern eine der wichtigsten Ursachen fiir die
Ausbildung einer Herzinsuffizienz (Levy 1990, Sullivan 1993). In der Regel liegt die Ursache
in einer durch Bluthochdruck vermittelten Erhohung der systolischen myokardialen
Wandspannung. Aber auch eine lastunabhingige Steigerung der linksventrikuldren
Muskelmasse wird beobachtet, die familidr gehduft auftritt und mit dem Angiotensin-
Converting Enzym (ACE) Genotyp in Verbindung gebracht wurde (Muscholl 1996,
Schunkert 1994).

Mit Hilfe der Echokardiographie wurden insbesondere bei Hypertonikern verschiedene
linksventrikuldre (LV) Geometrien anhand der LV-Masse und der relativen Wanddicke
charakterisiert (Ganau 1992). Neueste Studien zeigen, dass eine bei Hypertonikern
auftretende LVH mit einer linksventrikuldren diastolischen Dysfunktion und auch einer

linksatrialen Dilatation einhergeht (Bendahmane et al. 2005).

Grundsitzlich lassen sich vier geometrische Formen des linken Ventrikels unterscheiden:
Normale Geometrie (normale LV-Masse und relative Wanddicke), LV-remodeling (normale
Masse, erhohte relative Wanddicke), konzentrische LVH (LV-Masse und relative Wanddicke
erhoht) exzentrische LVH (relative Wanddicke normal, LV-Masse erhoht).

Bei arterieller Hypertonie konnten den verschiedenen LV-Geometrien sehr charakteristische
Unterschiede hinsichtlich Hadmodynamik, ambulantem Blutdrucklangzeitprofil, Plasma-
Volumen, neurohumoraler Regulation, allgemeiner Atherosklerose und Prognose zugeordnet

werden (Ganau 1992, Devereux 1993, Ganau 1991, Muscholl 1998, Roman 1996).

Muscholl et al. zeigten 1996 in einer Studie an einem Geschwisterkollektiv von 234
Probanden mit LV-Hypertrophie, dass die familidre Pradisposition unabhéngig von Alter,

Blutdruck und Adipositas das Risiko fiir das Vorliegen einer linksventrikuldren Hypertrophie



signifikant erhoht. In der normotensiven und klinisch gesunden Bevolkerung besitzt die
abnormale LV-Geometrie (d.h. erhohte LV-Muskelmasse und/oder erhohte LV-Wanddicke
bezogen auf die LV-Grosse) immerhin eine Pravalenz von 17 %.

AuBlerdem finden sich geschlechtsspezifische Unterschiede. Die exzentrische LV-
Hypertrophie ist bei Frauen die hdufigste abnorme Geometrieform, wihrend sich bei Ménnern
vor allem ein LV-remodeling und eine konzentrische Hypertrophie finden. Dartiber hinaus ist
die LV-Geometrie unabhéngig von Alter, Body Mass Index und Blutdruck ein Préadikator fiir
eine eingeschrinkte systolische und diastolische Funktion im Echokardiogramm (Muscholl
1995).

Bei Vorliegen einer ,white coat Hypertonie®, d.h. normale Blutdruckwerte unter
Alltagsbedingungen, pathologischer Blutdruckanstieg in StreBsituationen (Kontakt mit dem
Arzt) verdoppelt sich die Prdvalenz der LV-Hypertrophie (erhohte Muskelmasse) im
Echokardiogramm im Vergleich zur normotensiven Bevolkerung, und zwar unabhingig von
Alter und Body Mass Index (Muscholl 1997). Ganau teilte 1992 die linksventrikuldre
Geometrie echokardiographisch in unterschiedliche Kollektive ein. Neben der Privalenz der
einzelnen Geometrieformen wurden auch ihre hdmodynamischen und neurohumoralen
Determinanten untersucht. Patienten mit unterschiedlicher LV-Geometrie bei arterieller
Hypertonie wiesen deutliche Unterschiede hinsichtlich der Dauer der Hypertonie und
hdmodynamischer Daten wie arteriellem Blutdruck, peripherem Gefdsswiderstand und
Herzzeitvolumen auf (Muscholl 1993). Erwartungsgemill ergaben sich auch signifikante
Unterschiede hinsichtlich Plasma-Renin-Aktivitdt, Plasma-Aldosteron und ANP. Die
gewonnenen Daten weisen darauf hin, dass neben Alter, Blutdruck und BMI auch die
Neurohormone des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems die Geometrie des linken

Ventrikels beeinflussen (Muscholl 1998).

10



LVH nach Herztransplantation

Nach Htx ldsst sich nahezu regelhaft echokardiographisch, magnetresonanztomographisch
und histologisch eine Transplantathypertrophie nachweisen (Borow 1985, Gobits 1997,
Imakita 1987, Rowan 1990, v. Scheidt 1991). Die echokardiographisch fassbare Zunahme der
linksventrikuldren ~Muskelmasse ist unabhingig von histologisch nachweisbarer
AbstoBungsreaktion, intramyokardialem Odem oder Fibrose und entspricht einer echten

Myozytenhypertrophie (Rowan 1990, Armstrong 1998).

Im Gegensatz zur hypertensiven Herzerkrankung, die eine hiufige Ursache fiir das Auftreten
einer Herzinsuffizienz darstellt, kommt es bei der Transplantathypertrophie nur sehr selten zu
einer hypertrophieinduzierten Pumpfunktionsstéorung des linken Ventrikels. Streeter et al.
zeigten 2005, dass sowohl die rechtsventrikulire als auch die linksventrikuldre
Auswurffraktion sowie das end-diastolische Volumen bis zu 16 Jahre nach Htx stabil bleiben.
Die Ursache konnte mit dem Zeitverlauf der Hypertrophiezunahme nach Transplantation
zusammenhéngen.

Interessant ist jedoch, dass es sich bei der Transplantathypertrophie um eine
iiberproportionale Zunahme der LV-Muskelmasse handelt, da die systolische Wandspannung
im Vergleich zu normotonen Kontrollprobanden reduziert ist (Borow 1985, v.Scheidt 1991,
Globits 1997).

Obwohl die meisten Patienten eine Posttransplantationshypertonie entwickeln, liegt die
Vermutung nahe, dass die Ursache der Transplantathypertrophie nur zum Teil in erhdhten
Lastbedingungen liegt, sondern vielmehr auch andere lastunabhingige Mechanismen wirksam
werden.

In diesem Zusammenhang wurde die Posttransplantationshypertonie mit dem Einsatz von
Cyclosporin (Sandimmun) zur Immunosuppression in Verbindung gebracht. Unter

Cyclosporin kommt es zu einer erhohten neuronalen sympathischen Aktivitit sowie zur
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Entwicklung einer renalen Vasokonstriktion, die bereits nach einmaliger Gabe zu einem
Abfall der glomeruldren Filtrationsrate fiihrt (Scherrer 1990, Kaye 1993, Hansen 1997).
Dariiber hinaus begiinstigt aber auch die kardiale Denervation durch den Verlust der
cholinergen Baroreflex-Vasodilatation (v.Scheidt 1992) eine Hypertonie. Die Unterbrechung
kardiorenaler Reflexbdgen induziert zudem eine salzsensitive arterielle Hypertonie und
Fliissigkeitsretention nach Htx (Braith 1996).

Im Langzeitverlauf nach Htx liegt meist eine diastolische Dysfunktion im Rahmen der
linksventrikuldren Hypertrophie bei normaler systolischer Funktion vor.

Die Bedeutung der geschilderten Cyclosporin- und hypertonievermittelten Effekte fiir die
Entwicklung einer Transplantathypertrophie wird dadurch relativiert, dass auch unter einer
Immunsuppression mit Azathioprin und Prednison eine Transplantathypertrophie auftritt
(Rowan 1990).

Zusétzliche lastunabhidngige Mechanismen, welche fiir die Ausbildung einer
Transplantathypertrophie verantwortlich sind, wurden bisher nicht ndher charakterisiert.
Zunehmende Bedeutung erhalten in jlingster Zeit inflammatorische Prozesse fiir die
Progression einer last-abhdngigen aber auch last-unabhingigen Myokardhypertrophie
(Kuwahara 2003; Tokuda 2004). Als potentielle Stimuli einer ventrikuldren
Myozytenhypertrophie gelten weiterhin vasoaktive Mediatoren bzw. Wachstumsfaktoren wie
Endothelin-1, Angiotensin-II, Insulin-like growth Factor-I (IGF-I), Transforming Growth
Factor Beta (TGF-Beta) und Fibroblast Growth Factor (FGF) (Chim Lang 2004).

Variierende Hypertrophieinduktoren gehen moglicherweise mit unterschiedlicher Auspragung
und Form der LV-Hypertrophie einher und besitzen potentiell unterschiedliche funktionelle
und prognostische Bedeutung fiir das transplantierte Herz.

Die Htx assoziierte Myokardhypertrophie kdnnte somit ein Modell einer lastunabhéingigen
Hypertrophieinduktion darstellen und von exemplarischem Wert zur Aufdeckung von

hypertrophieinduzierten Mechanismen am Menschen sein.
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1.3 Hypothese und Fragestellung

Die Hypothese der vorliegenden Arbeit war, dass nach Htx beim Menschen neben der
lastabhéngigen (also Hypertonie induzierten) insbesondere auch eine lastunabhingige
Myokardhypertrophie auftritt. Als Mechanismen der lastunabhéngigen Myokardhypertrophie
wurden eine erhohte Aktivitdt des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (Angiotensin II)
sowie eine verstiarkte Aktivitdt inflammatorischer bzw. vasoaktiver Mediatoren (IGF-1, TGF-
Beta, FGF und BNP) vermutet.

Diese Arbeit sollte die Pridvalenz, zeitliches Auftreten und Verlauf der linksventrikuldren
Hypertrophie nach Htx {iber einen Zeitraum des ersten Jahres und ab Beginn des zweiten
Jahres stichprobenartig untersuchen und den Zusammenhang zwischen linksventrikuldrer
Hypertrophie nach Htx und der Aktivitit vasoaktiver bzw. inflammatorischer Mediatoren

charakterisieren.
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2) Patienten und Methoden

Tabelle 1

Kollektiv 1 Kollektiv I
Anzahl 107 64
Monate nach Htx |1- 12 Monate 13 Monate bis 11

Jahre

Geschlecht Im 104 w3 Im58 wo6
Empfianger
Geschlecht Im99 w& Im44 w20
Spender
Alter Empfanger [60 +/- 20 60 +/- 22
Alter Spender 40 +/- 20 40 +/- 24
Blutdruck 120 +/- 37 120 +/- 47
(systolisch ;
mmHg)

2.1 Patienten

Untersucht wurden 2 Patientenkollektive (Patientencharakteristika siehe Tabelle 1):
Kollektiv I: 107 Patienten innerhalb der ersten 12 Monate nach Herztransplantation.
Kollektiv II: 64 Patienten ab dem ersten Jahr nach Herztransplantation.

Die demographischen Daten der Kollektive zeigten vergleichbare Werte. Alle Patienten
wurden mit einem Calcineurin-Inhibitor (69% Tacrolimus, 31% Cyclosporin), Mycophenolat
Mofetil und in den ersten 6 postoperativen Monaten zusétzlich mit einem Steroid behandelt.
Alle Patienten erhielten einen HMG-CoA-reduktase Inhibitor (Statin; in der Regel
Simvastatin) sowie 65% der Patienten den Calcium-Antagonisten Diltiazem.

Bei allen Patienten wurden zum Untersuchungszeitpunkt eine Herz-Ultraschalluntersuchung

sowie eine periphervendse Blutentnahme (40 ml) durchgefiihrt. Bei einer Untergruppe
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erfolgte aus dem Kollektiv I (n=32) eine serielle Untersuchung mittels Echokardiographie
iiber einen Zeitraum von 24 Monaten.

Zur Analyse der Relevanz von Blutdruck, Medikation (Immunsuppression, Statine) und
akuter Abstossungsreaktion fiir die LVH wurden die 171 Patienten aus den Kollektiven I und
IT zu einem Gesamtkollektiv (GK) zusammengeschlossen.

Weiterhin erfolgten aus diesen Kollektiven Messungen zur systemischen Aktivitit von TGF-
Beta, IGF-1, FGF, BNP und Angiotensin II.

Vor der Untersuchung wurden alle Patienten aufgeklart und gaben ihr Einverstédndnis. Die

Studie wurde von der Ethik-Kommission der LMU-Miinchen genehmigt.

2.2 Messmethoden, Messparameter und Materialien

2.2.1 Echokardiographische Untersuchung

Alle Echokardiographien wurden von einem Untersucher (Dr. med. M. Muscholl)
durchgefiihrt und nach ,,Blindung® fiir die klinischen Daten von Herrn Dr. Muscholl und
Herrn Vierheilig ausgewertet. Nach den Richtlinien der American Society of
Echocardiography wurde ein M-mode sweep vom linken Ventrikel, linken Vorhof und der
Aortenwurzel aufgezeichnet. Alle M-mode Aufzeichnungen wurden iiber einen M-mode
Schreiber mit kontinuierlichem Papierausschrieb registriert und off line nach den Richtlinien
der American Society of Echocardography (Cheitlin 2003, Devereux 1984) und Penn
Convention manuell vermessen:

Muskelmasse (Penn-Convention): 1.04 (LVDd + sWDd + pWDd)® — (LVDd)?)-13,6¢

Die Kollektive I und IT wurden dem Messwert entsprechend in ein Subkollektiv mit und ohne

linksventrikuldre Hypertrohpie (LVH) unterteilt.
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Die Definition einer LVH wurde nach der Framingham Studie definiert als ein Anstieg der
linksventrikuldren Muskelmasse > 143 g/m2 bei méannlichen Patienten und > 105 g/m2 bei
Frauen. Als zweiter Malistab zur Definition der LVH galt eine Ratio (Masse zu Volumen) von
> 0.47 bei Ménnern und > 0,41 bei Frauen, entsprechend der PENN Convention fiir

Hinterwandmassen (Devereux 1977, 1984).

2.2.2 Blutentnahme (venos)

Nach Abzentrifugation und anschliessender Abpipettierung wurde das Plasma (20 ml) und
das Serum (20 ml) in einem —80° Gefrierschrank bis zur Bestimmung gesammelt.

Material: 4 x 10 ml Polypropylen - Réhrchen pro Patient und diverse Pipettenspitzen, Pipetten

sowie Nadeln und Adapter zur Blutentnahme.

2.3 Nachweismethoden im Labor

Zur Bestimmung von TGF-Beta, FGF, IGF-I und Angiotensin II wurden
Immunassayverfahren (ELISA) verwendet. Daten fiir BNP, Fibrinogen und Monozyten-
Gesamtzahl wurden in der Klinischen Chemie unseres Hauses erhoben

Vor Beginn der Bestimmung durch die immunoenzymometrischen Assays Aliquotierung der

bei —80° gelagerten Serum- und Plasmaproben in 1,5 ml Polypropylengefdssen a 500 pl.

2.3.1 Messung von Transforming Growth Factor-Beta (TGF-Beta)

Die Bestimmung von TGF-Beta erfolgte mit Quantikine® Human TGF-31 Immunoassay
(R&D Systems, Inc., Minneapolis, MN 55413, United States of America).

Material:
TGF - 31 Microplate (Part 8902050) — 96 well polystyrene microplate (96 Reihen mit 8
Féachern) beschichtet mit recombinantem human TGF- 83 sRIL

TGF — 81 Conjugate (Part 890206) — 21 ml polykonale Antikdrper gegen TGF — 1
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konjugiert mit Peroxidase und Konservierungsmittel.

TGF — B1 Standard (Part 890207) — 3 Gefdsse mit recombinantem human TGF — 31 in einer
gepufferten Protein-Basis mit Konservierungsmittel, lypholisiert.

Calibrator Diluent RD51 (Part 895134) — 2 Gefdsse (21 ml/pro Geféss) mit gepufferter
Protein-Basis mit Konservierungsstoffen.

Calibrator Diluent RD6M (Part 895106) — 2 Gefdsse (21 ml/ pro Gefédss) mit Tier-Serum

und Konservierungsmittel.

Wash Buffer Concentrate (Part 895003) — 21 ml mit einer 25-fach konzentrierten Losung
mit gepuffertem Surfactant und Konservierungsmittel.

Color Reagent A (Part 895000) — 12,5 ml mit stabilisiertem Hydrogen Peroxid.

Color Reagent B (Part 895001) — 12,5 ml mit stabilisiertem Chromogen

(Tetramethylbenzidine)

Stop Solution (Part 895032) — 6 ml mit 2 N Sulfatsdure.

Plate Covers (Abdeckfolien) — 4 Klebefolien

Weitere Reagenzien:

1. Glacial Acetic Acid (A.C.S. Grade, 17.4 N)

2. HEPES, free acid (Reagent Grade, M.W. 238.8)
3. Hydrochloric acid (A.C.S. Grade 12 N)

4. Sodium hydroxide (A.C.S. Grade, 10 N)

5. Urea (Reagent Grade, M.W. 60.06)
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Weitere Hilfsmittel und Materialien:
6. Spectrophotometer

7. Pipetten und Pipettenspitzen

8. Deionisiertes Wasser

9. Mehrfachpipetten

10. 12 mm * 75 mm Polypropylen Réhrchen

Vorbereitungen und Aktivierung der Reagenzien:

A) IN HCL (100 ml ) - Zu 91,67 ml deionisiertem Wasser langsames Zugeben von 8,33
ml 12 N HCL. Gut mischen.

B) 1,2 N NaOH/0,5 M HEPES (100ml) — Zu 75 ml deionisiertem Wasser langsames
Zugeben von 12 ml 10 N NaOH. Gut mischen. 11,9 g HEPES dazugeben. Wieder gut
mischen. Bis auf 100 ml mit deionisiertem Wasser auffiillen.

C) 2,5 N Acetic Acid/10 M Urea (250 ml) — Zu 100 ml deionisiertem Wasser Zugabe von
150,2 g Urea. Gut mischen. Langsam 35,9 ml Glacial Acetic Acid zufiihren. Gut
mischen. Auf 250 ml mit deionisiertem Wasser auffiillen.

D) 2,7 N Na OH/1 M HEPES (250 ml) — Zu 140 ml deionisiertem Wasser 67,5 ml 10 N

Na OH zugeben. Gut mischen. Zugabe von 59,5 g HEPES. Gut mischen. Bis auf 250

ml mit deionisiertem Wasser auffiillen.

Aktivierung des Serums:

1. Mischen von 0,1 ml Serum mit 0,1 ml 2,5 N Acetic Acid/!0 M Urea
2. Mischen durch Vortex.

3. Inkubation fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur.

4. Zur Neutralisierung Zugabe von 0,1 ml 2,7 N NaOH/IM HEPES.
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5. Mischen

6. 10-fach Verdiinnung mit Calibrator Diluent RD6M

Vorbereitungen:

1. Erstellen des ,,Wash Buffers* durch Zugabe von 20 ml Wash Buffer Concentrate zu
480 ml deionisiertem Wasser.

2. Erstellen der ,,Substrate Solution*- Color Reagents A und B werden in gleichen
Volumina, geschiitzt vor Licht, zusammengegeben. Es entsteht eine Losung mit
2000pg/ml.

3. Erstellen des TGF — 31 Standard:

Mischen des TGF — 81 Standard mit RD6M Calibrator Diluent.

In 7 Polypropylen Gefédsse werden jeweils 500 pl des Calibrator

Diluent pipettiert.

- Mischen

- Nun wird eine Verdiinnungsreihe erstellt in dem 500 pl aus dem 2000 pg/ml enthaltenden
Gefiss in das nichste Gefdss gegeben wird, dieser Vorgang wird wiederholt bis im letzten

Rohrchen ein Gehalt von 31,2 pg/ml erreicht wird.

Durchfiihrung des Versuchs:
1. 200 pl der Standardreihe wurden in die vorgesehenen Fécher pipettiert. Ebenfalls 200 pl

werden in die verbleibenden Fécher pipettiert.

2. 3- mal Waschen mit 400 ul Wash Buffer.
3. In jedes der 96 Féacher Gabe von 200 ul TGF — 31 Conjugate.

4. Inkubieren iiber 1,5 Stunden bei Raumtemperatur.
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5. 3-mal waschen mit 400 ul Wash Buffer.

6. Zugabe von 200 pl TGF — 31 Substrate Solution in jedes Fach.
7. 20 Minuten lichtgeschiitzt Inkubieren.

8. Zugabe von 50 pl Stop Solution in jedes Fach.

9. Lesen im Spectrophotometer bei 450 nm.

2.3.2 Messung von Insulin-like Growth Factor-I (IGF —1)

Die Bestimmung von IGF-I erfolgte mit dem Quantikine® Human IGF-I Immunoassay,
Catalogue Number DG 100, R&D Systems, Inc., Minneapolis, MN 55413, United States of
America.

Reagenzien:

IGF-I Microplate (Part 890773) — 96 well polystyrene microplate (12 strips of 8 wells)
beschichtet mit monoklonalen Méause-Antikorpern gegen IGF-1.

IGF-I Conjugate (Part 890774) — 21 ml mit polyklonalen Antikérpern gegen IGF-I
conjugiert mit Peroxidas und Konservierungsmittel.

IGF-I Standard (Part 890775) — 60 ng rekombiniertes human IGF-I in einem Puffer mit
Konservierungslosung, lypholisiert.

Assay Diluent RD1-53 (Part 895318) — 21 ml Puffer mit Konservierungsmittel.
Calibrator Diluent RD5-22 (Part 895317) — 11 ml Puffer mit blauem Farbungsmittel
und Konservierungsstoffen.

Pretreatment A (Part 895319) — 21 ml azide Losung.

Pretreatment B (Part 895320) — Protein-Pufferl6sung mit blauem Farbstoff und
Konservierungsmittel.

Wash Buffer Concentrat (Part 895003) — 21 ml einer 25-fach konzentrierten Losung

mit gepuffertem Surfactant und Konservierungsmittel.
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Color Reagent A (Part 895000) — 12,5 ml stabilisiertes Hydrogen Peroxide.
Color Reagent B (Part 895001) — 12,5 ml stabilisiertes Chromogen
(Tertamethylsbenzidin).

Stop Solution (Part 895032) — 6 ml of 2 N Sulfat Saure.

Plate Covers — 4 Klebestreifen.

Weitere Hilfsmittel:

- Spectrophotometer

- Pipetten und Pipettenspitzen

- Deionisiertes Wasser

- Mehrkanalpipette

- 500 ml Zylinder

- Kiihlschrank 2 — 8 °©

- 12 mm x 75 mm polypropylene Behéltnisse

Reagenzien Vorbereitung:

- Wash Buffer: Losen von 20 ml Wash Buffer Concentrate in 480 ml deionisiertem
Wasser.

- Substrate Solution: Mischen von Color Reagent A und B in gleichen Volumina.

- Schutz vor Licht.

- Pretreatment B: Mischen des Gefdssinhalts mit 10 ml deionisiertem Wasser.

IGF-I Standard: Mischen des Gefdssinhalts mit 1 ml deionisiertem Wasser. Ergebnis

ist eine Losung von 60 ng/ml.

Anschliessend erfolgte das Erstellen einer Verdiinnungsserie des Standards durch
Pipettieren von 360 pl.

Calibrator Diluent RD5-22 in ein 1,5 ml Gefdss und 200 pl in die anderen 6 Gefisse.
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Nun wurden jeweils 200 pl in das ndchste Geféss pipettiert, um eine Verdiinnung zu
erzielen. Das erste Gefdss enthélt 60 ng/ul, das zweite 6 ng/ml, das dritte 3 ng/ml, das
vierte 1,5 ng/ml, das fiinfte 0,75 ng/ml, das sechste 0,375 ng/ml, das siebte 0,188

ng/mlund das letzte 0,094 ng/ml.

Versuchsablauf:

1. Fiillen aller Depots mit 150 ul Assay Diluent RD1-53

2. Zugeben von 50 ul Standard und Serum in die vorgesehenen Depots. 2 Stunden
Inkubation bei 2- 8° und Abdeckung durch Klebefolie.

3. Waschen aller Depots mit 400 pul Wash Buffer. 4-mal.

4. Zugabe von 200 ul kaltem IGF-I Conjugate. Inkubieren fiir 1 Stunde bei 2 — 8° C.
Bedecken mit Klebefolie.

5. Viermal Waschen mit 400 pul Wash Buffer.

6. Zugabe von 200 pul Substrate Solution in jedes Depot. Inkubation fiir 30 Minuten bei
Raumtemperatur und Schutz vor Licht.

7. Zugabe von 50 ul Stop Solution in jedes Depot.

8. Lesen der Platte im Spectrophotometer mit 450 nm.

2.3.3 Messung von Fibroblast Growth Factor (FGF)
Die Bestimmung von FGF erfolgte mit Quantikine® HS High Sensitivity, (Catalogue Number

HSFB75) Hersteller: R&D Systems, Inc. Minneapolis, MN 55413, United States of America

Reagenzien:
FGF basic Microplate (Part 890748) — 96 Féacher Polystyrene Microplate (12 Reihen

mit 8 Fichern) beschichtet mit monoklonalem Méause-Antikorper gegen FGF basic.
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FGF basic Conjugate (Part 890745) — 21 ml monoklonale Méuse-Antikorper gegen
FGF basic, conjugiert zu alkaliner Phosphatase, mit Konservierungsmittel.

FGF basic Standard (Part 890750) — 3 Gefasse (64 pg/Gefiss) mit rekombinantem
human FGF basic in einer gepufferten Protein-Basis mit Konservierungsmittel,
lypholisiert.

Assay Diluent HD1-46 (Part 895523) — 11 ml einer gepufferten Protein-Basis mit
Konservierungsmittel.

Calibrator Diluent RD5-14 (Part 895300) — 21 ml einer gepufferten Protein-Basis mit
Konservierungsmittel.

Calibrator Diluent RD6X (Part 895152) — 21 ml Tierserum mit Konservierungsmittel
Wash Buffer Concentrate (Part 895188) — 100 ml 10-fach konzentrierte Losung
gepufferten Surfactant mit Konservierungsmittel.

Substrate (Part 895077) — Lypholisiertes NADPH mit Stabilisatoren.

Substrate Diluent (Part 895078) — 7 ml einer gepufferten Losung mit

Stabilisatoren.

Amplifier (Part 895075) — Lypholisierte Amplifier Enzyme mit Stabilisatoren.
Amplifier Diluent (Part 895076) — 7ml einer gepufferten Losung die INT-violet mit
Stabilisatoren enthalt.

Stop Solution (Part 895032) — 6ml einer 2N Sulfat Saure.

Plate Covers — 8 Klebestreifen.

Andere benotigte Hilfsmittel:

- Spectrophotometer mit einer Absorptionsmoglichkeit von 490 nm
- Pipetten und Pipettenspitzen

- Deionisiertes Wasser

- Mehrkanalpipette
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- 1000 ml Zylinder

Vorbereitung der Reagenzien:

Wash Buffer: Bei Raumtemperatur wurden 100 ml konzentrierter Wash
Buffer vermischt mit 900 ml deionisiertem Wasser, so dass ein
Endvolumen von 1000 ml entstand.

Substrate Solution: Das lypholisierte Substrat wurde in 6 ml Substrat
Diluent 10 Minuten vor der Anwendung geldst. Anschliessend wurde gut
gemischt.

Amplifier Solution: Losung des lypholisiertem Amplifiers in 6 ml
Amplifier Diluent 10 Minuten vor Anwendung. Anschliessend wurde gut

gemischt.

FGF Basic Standard: Herstellen des FGF Basic Standard mit 1 ml Calibrator Diluent RD6X.
Hieraus entstand ein Vorrat von 64 pg/ml. Unter leichter Bewegung wurde die Fliissigkeit 15
Minuten stehen gelassen. Nun wurde jeweils 500 ul des Calibrator Diluent in 6
Polypropylene- Rohrchen gegeben und so eine Verdiinnungsserie erstellt. 64 pg/ml sind der

hohe Standard und das Calibrator Diluent als 0 pg/ml.

Durchfiihrung des Versuchs:

1. Pipettieren von 100 ul Assay Diluent HD1-46 in jedes Depot.

2. Zufiihren von 150 pl Standard und der Serumproben in die vorgesehenen Depots.
Bedecken der gesamten Platte mit der Klebefolie und anschliessend Inkubieren bei
Raumtemperatur fiir 3 Stunden.

3. 6-mal Waschen aller Depots mit jeweils 400 pl Wash Buffer

4. Zufiihren von 200 pul Conjugate in jedes Depot. Inkubieren fiir 2 Stunden.
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8.

9.

6-mal Waschen aller Depots mit 400 ul Wash Buffer.

Hinzugabe von 50 pl Substrate Solution in jedes Fach, danach 45 Minuten Inkubieren.
Gabe von 50 pl Amplifiere Solution in jedes Fach.

Inkubation fiir 45 Minuten.

50 pl Stop Solution werden nun in jedes Depot gegeben.

10. Abschliessend Lesen der Platte bei 490 nm im Spectrophotometer.

2.3.4 Bestimmung von Angiotensin II:

Die Bestimmung von Angiotensin II erfolgte mit Spibio Angiotensin Il Enzyme Immunoassay

Kit — A05880 — 96 Wells; Catalogue Number: CM52251.

Hersteller: Spibio, 2, rue du Buisson aux Fraises, Z.1. de la Bonde F-91741 — Massy Cedex

France.

Reagenzien und Gegenstiinde :

- Platte mit 96 Depots, vorbeschichtet mit Maus-Angiotensin I IgG

- 1 Gefdss mit Maus-Anti-Angiotensin II IgG Tracer, lypholisiert

- 2 Gefidsse Angiotensin II Standard, lypholisiert

- 1 Gefiss Glutaraldehyde, 25% wissrige Losung

- 2 Gefadsse Boran-Trimethylamine

- 2 Gefdsse Quality Control Sample, lypholisiert

- 2 Gefdsse Ellman’s Reagent, lypholisiert

- 1 Gefdss EIA Puffer, lypholisiert

- 1 Gefdss konzentrierter Wash Buffer, lypholisiert

- 1 Gefiss tween 20

- Klebefolien
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Weiteres Material und Zubehor:
- Phenyl-Kartuschen

- Methanol

- HCL

- Deionisiertes Wasser

- Mikropipetten

- Spectrophotometer

- Polypropylen Behéltnisse

Vorbehandlung der Plasmaproben:

a) Waschen der Kartuschen mit 1 ml Methanol und dann mit 1 ml deionisiertem Wasser.

b) 2 ml Plasma werden nun durch die Kartusche laufen gelassen.

c¢) Anschliessend Spiilen mit 1 ml deionisiertem Wasser.

d) Spiilen der Kartusche mit 0,5 ml Methanol und Sammeln in einem Polypropylen Geféss
(1,5 ml).

e) Vakuum Zentrifugation. Resultat ist durch Evaporation ein Trockenpréparat.

f) Zufiihren von 0,5 ml EIA Puffer, Mischen und dann Zentrifugieren bei 3000g fiir 10

Minuten bei 4° C.

Reagenzien Vorbereitung:

EIA Buffer: Auffiillen des EIA Gefidsses mit 50 ml deionisiertem Wasser. Danach 5 Minuten

ruhen lassen.
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Erstellung von Angiotensin II Standard:

Vermischen des Standards mit 1 ml deionisiertem Wasser in einem Polypropylen Gefass. 5
Minuten ruhen lassen.

Dieses Gefidss hat eine Konzentration von 125 pg/ml. Weitere 7 Gefdsse werden aufgestellt
und mit 500 ul EIA Buffer gefiillt. Jetzt wurden 500 pl aus dem ersten, 125 pg/ml
enthaltenden Gefidss in das zweite Gefiss pipettiert und so weiter, so dass eine
Verdiinnungsreihe entstand. Die Konzentrationen waren

nun wie folgt: 125 pg/ml, 62,5 pg/ml, 31,25 pg/ml, 15,63 pg/ml, 7,81 pg/ml, 3,91 pg/ml, 1,95

pg/ml und 0,98 pg/ml.

Quality Control:

Auffiillen des Gefdsses mit 1 ml deionisiertem Wasser. 5 Minuten stehen lassen, dann gut
mischen.

Anti-Angiotensin II IgG tracer:

Auffiillen des Gefdsses mit 10 ml EIA Buffer. 5 Minuten stehen lassen.

Glutaraldehyde:

Zunéchst Erstellen einer Puffer-Losung mit 5 ml deionisiertem Wasser und 0,125 ml
konzentriertem Wash Buffer. Kurz vor der Utilisation Zugabe von 100 pl Glutaraldehyde. Gut
mischen.

Boran Trimethylamin:

Kurz vor dem Einsatz mischen mit 5 ml SN HCL/Methanol (dieses wurde vorher aus 50 ml
2N HCL und 50 ml Methanol erstellt). Gut mischen.

Ellman’s Reagenz:

Auffiillen des Ellman’s reagent Gefdsses mit 1 ml konzentriertem Wash Buffer und 49 ml

deionisiertem Wasser. Gut mischen.
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Wash Buffer:

2 ml konzentrierter Wash Buffer vermischen mit 800 ml deionisiertem Wasser. Anschliessend

Zugabe von 400 pl tween 20. Langsames Mischen.

Durchfiihrung des Versuchs:

1. Mit 300 pl Wash buffer fiinfmaliges Waschen der gesamten Mikroplatte.

2. Zugabe von 100 pl Standard, 100 pl der vorbehandelten EDTA Probe und 100 pl ETIA
Buffer in die jeweils entsprechenden Depots.

3. 1 Stunde Inkubation bei Raumtemperatur.

4. Zugabe von 50 ul des vorbereiteten Glutaraldehyds.

5. 5 Minuten Inkubation.

6. Zugabe von 50 pl des vorbereiteten Boran-Trimethylamins.

7. Flinfmaliges Waschen der Depots mit 300ul Wash Buffer.

8. Hinzugabe von 100 pl Anti-Angiotensin II IgG Tracer.

9. Inkubieren iiber Nacht bei 4° Celsius.

10. Fiinfmaliges Waschen mit 300 ul Wash Buffer.

11. Fiillen der Depots mit 300 ul Wash Buffer.

12. 10 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur.

13. Erneut fiinfmaliges Waschen der Depots mit 300 ul Wash Buffer.

14. Zugabe von 200 pl Ellman’s Reagent.

15. Lesen der Mikroplatte im Photospectrometer bei 40

28



3) Ergebnisse :

3.1 Linksventrikulire Massen (LVM) fiir die Kollektive I und II im Gesamtvergleich

(Kollektiv 1 versus Kollektiv 2; p<0,01):

Graphik 1
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3.2 Linksventrikulire Massen (LVM) mit und ohne linksventrikulire Hypertrophie

(LVH) fiir die Kollektive I + IT in g/m?2.
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Graphik 2
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Nach der Framingham Studie ist eine LVH definiert als ein Anstieg der linksventrikuldren
Muskelmasse > 143 g/m2 bei méinnlichen Patienten und > 105 g/m2 bei Frauen (Levy 1990).
Entsprechend diesen Kriterien wurden die Gruppen I und II in Kollektive mit und ohne
Hypertrophie unterteilt.

Die durchschnittliche linksventrikuldre Masse fiir das Kollektiv I lag bei 125,6 g/m2 und fiir
das Kollektiv II bei 152,3 g/m2. Somit zeigt sich im Zeitverlauf eine Zunahme der
linksventrikuldren Masse nach Htx (p <0,01 Kollektiv I versus II). Graphik 2 verdeutlicht,
dass 39% der Patienten im ersten Jahr nach Htx eine LVH entwickeln (im Durchschnitt 159
g/m2), wihrend > 2 Jahre nach Htx bereits 69% eine LVH aufweisen (im Durchschnitt 179
g/m2). Die durchschnittliche Masse der Patienten, die keine Hypertrophie nach Htx

aufweisen, ist im ersten Jahr nach Htx und im weiteren Verlauf nahezu identisch (115g/m2).

3.3 Hinterwandmassen im Gesamtvergleich

Als Malistab galten hierbei die Richtlinien der PENN-Konvention (siehe Berechnungen unter

Methoden).
Graphik 3
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3.4 Hinterwandmassen mit und ohne Hypertrophie fiir die Kollektive I und II
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Graphik 4

In der oben gezeigten Grafik sind die Hinterwandmassen fiir die Kollektive I und II unserer
Studie dargestellt. Es ist sichtbar, dass die Mehrzahl unserer Patienten eine Hypertrophie der
Hinterwand entwickelt. Dies gilt sowohl fiir das erste Jahr post-Htx (Prdvalenz 85%; Ratio-
Mittelwert 0,52) als auch fiir das zweite und folgende Jahre (Privalenz 74%; Ratio-
Mittelwert 0,49). Die Ratio der linksventrikuldren Hinterwandmassen bei den nicht
hypertrophierten Herzen lag im Schnitt bei 0,38 fiir das erste Jahr post-Htx und bei 0,35 ab
dem zweiten Jahr nach Herztransplantation. Es ergab sich kein Hinweis fiir eine Zunahme der
Hinterwandmasse im Zeitvergleich, bei jedoch bereits initial hoher Pridvalenz fiir eine

Hinterwandhypertrophie.
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3.5 Zeitabhingige Verinderung der LV-Masse nach Htx (seriell)

300
€
3
3
é’ 200 = n=32
3 §
100

3 6 9 12 15 18 21 24 Monate nach HTx

Graphik 5

In seriellen Untersuchungen wurden bei 32 konsekutiven Patienten regelméBige
Ultraschalluntersuchungen im 24-Monatsverlauf durchgefiihrt. Es zeigt sich eine
zeitabhingige Zunahme der linksventrikuldren Masse nach Herztransplantation, insbesondere

ab dem 12 Monat nach Htx (LVM 12, 18, 21 und 24 Monate p< 0,05 versus 3,6,9 Monate

nach Htx).
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3.6 Mittlerer arterieller Druck und LVH (Gesamtkollektiv)
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Graphik 6

Es ergab sich kein signifikanter Unterschied beziiglich des mittleren arteriellen Blutdrucks

von Patienten mit und ohne LVH.

3.7 Tacrolimus- + Cyclosporin- Spiegel und LVH (Gesamtkollektiv)
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Graphik 7
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Die durchschnittlichen, im peripheren Blut bestimmten, Tacrolimus Konzentrationen lagen
bei Patienten mit LVH bei 11 ng/ml und bei Patienten ohne LVH bei 13 ng/ml (p=ns). Ebenso
waren die Cyclosporin Konzentrationen bei Patienten mit LVH (190 ng/ml) und ohne LVH

(210 ng/ml) vergleichbar.

3.8 Akute Abstoflungen im ersten Jahr nach Htx versus LVH
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Graphik 8
Es traten bei hypertrophierten Herzen nach Htx im Schnitt 0,8 akute (behandelte)
AbstoBungen (> ISHLT 1b) auf, wihrend vergleichbar bei nicht-hypertrophierten Herzen 0,6

akute AbstoBungen aufraten (p=ns).
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3.9 LVH und Statindosierung
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Graphik 9
Nachdem Kkiirzlich erstmals der EinfluB von HMG-CoA-reduktase-Inhibitoren auf die
Regression einer LVH gezeigt werden konnte (Senthil V, Circ Res 2005) verglichen wir die
applizierten Mengen des standardmifBig eingesetzten Statins Simvastatin. Patienten mit
Entwicklung einer LVH hatten im Durchschnitt weniger Statine (Simvastatin 4+2 mg/d)
eingenommen als Patienten ohne LVH (7£3 mg/d; p<0,01), wihrend die LDL-Werte bei

beiden Gruppen vergleichbar waren (14722 mg/dl mit LVH versus 133+£30 ohne LVH;

p=ns).
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4) Korrelation der LVH mit Wachstumsfaktoren und vasoaktiven
Mediatoren

4.1 Transforming Growth Factor Beta (TGF-Beta) Gesamtspiegel im Vergleich
Es zeigt sich, dass insgesamt der Mittelwert fiir TGF bei allen transplantierten Patienten mit
einer vorliegenden linksventrikuldren Hypertrophie (LVH) (1707,6 pg/ml) deutlich iiber dem

Mittelwert aller transplantierten Patienten ohne Hypertrophie (1350,1 pg/ml ) angesiedelt ist.
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500 J TGF Spiegel bei LVH

pg/ml

Graphik 10

Aufgrund der hohen Standardabweichung ergibt sich jedoch keine Signifikanz. Vergleicht
man die TGF-Beta-Spiegel zeitabhingig, zeigt sich dass der TGF-Mittelwert fiir die
innerhalb des ersten Jahres aufgenommenen transplantierten LVH-Patienten (n=18) mit 1896
pg/ml deutlich tiber dem TGF-Mittelwert fiir Patienten ohne LVH (n=7; 1238,6 pg/ml;
p<0,05) liegt. Ab dem zweiten Jahr nach Herztransplantation sind die TGF-Spiegel bei

Patienten mit LVH (1569,5 pg/ml) vergleichbar derer ohne nachweisbare LVH (1413,8

pg/ml).
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4.2 IGF Gesamtspiegel im Vergleich:
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Graphik 11

Die Gesamtiibersicht zeigt, dass der IGF-Spiegel bei Patienten mit LVH mit 24 ng/ml
tendenziell hoher ist als der von Patienten ohne Hypertrophie (21 ng/ml; p=ns) .

Bei den transplantierten Patienten, die innerhalb des ersten Jahres in die Studie aufgenommen
wurden (Kollektiv I), ergab sich fiir die hypertrophierten Herzen ein Wert von 29 ng/ml und
bei den nicht hypertrophierten Herzen ein Mittelwert fiir IGF von 23 ng/ml (p< 0,05).
Demgegeniiber haben Patienten mit LVH ab dem zweiten Jahr nach Herztransplantation
(Kollektiv IT) vergleichbare Werte zu Patienten ohne LVH ab dem zweiten Jahr (19 versus 16

ng/ml; p = ns).
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4.3 Gesamtvergleich FGF mit und ohne Hypertrophie:

Graphik 12
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Im Vergleich der Gesamtmengen des Fibroblast Growth Factor zeigen sich bei Patienten mit
LVH tendenziell hohere Werte (39 pg/ml) als bei Patienten ohne LVH (15 pg/ml), allerdings
kann bei groBBer Standardabweichung keine Signifikanz erreicht werden (p = 0,178).

Gleiches gilt fiir Subgruppenanalysen nach einem und mehreren Jahren nach Htx.
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4.4 Gesamtspiegel Angiotensin II im Vergleich mit ohne Hypertrophie:

Graphik 13
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Bei Vergleich der Angiotensin-II Spiegel unserer Patienten zeigt sich im Gesamtvergleich ein
hoherer Angiotensin-Wert bei Patienten ohne nachgewiesene Hypertrophie (593 pg/ml)
verglichen mit Patienten ohne LVH (343pg/ml). Es ergab sich bei groBBer Varianz und relativ

kleiner Fallzahl keine statistische Signifikanz.
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4.5 BNP Gesamtvergleich mit und ohne Hypertrophie:

Graphik 14
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Die BNP-Werte als Ausdruck einer myokardialen Dysfunktion sind bei Patienten mit und
ohne LVH vergleichbar (130 pg/ml ohne LVH versus 114 pg/ml mit LVH; p=ns).
Im zweiten Jahr nach Transplantation ist der Wert bei nicht-hypertrophierten Herzen mit

110,12 pg/ml tendenziell iiber dem der hypertrophierten Herzen (42,03 pg/l; p = ns).
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4.6 Gesamtvergleich Fibrinogen mit und ohne Hypertrophie

Graphik 15
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Bei den gemessenen Fibrinogenwerten, als unspezifischer Inflammationsmarker, zeigt sich im

Gesamtvergleich ein vergleichbarer Mittelwert zwischen Patienten mit LVH (428 mg/l) und

ohne LVH (412 mg/l). Auch die Subgruppenanalyse aufgeteilt nach Zeitpunkt ergab keine

Unterschiede innerhalb der Fibrinogenwerte zwischen Patienten mit und ohne LVH.
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4.7 Gesamtvergleich Monozyten mit und ohne Hypertrophie

Graphik 16
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Der Gesamtvergleich der Monozytenzahlen, als weiterer unspezifischer Inflammationsmarker,
zeigte keinen signifikant unterschiedlichen Wert zwischen Patienten ohne LVH (10 mg/1) und

Patienten mit LVH (8 mg/1).
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5) Diskussion:

Nach Htx lédsst sich nahezu regelhaft echokardiographisch, magnetresonanztomographisch
und histologisch eine Transplantathypertrophie nachweisen (Borow 1985, Globits 1997, Ima
1987, Rowan 1990, v. Scheidt 1991).

In unserer Studie zeigte sich, dass mehr als die Halfte unserer Patienten eine Hypertrophie
nach Htx aufweisen. Wihrend die Gesamt-LVM im Zeitverlauf signifikant zunimmt, bleibt
die Hinterwanddicke relativ konstant, was auf eine septumbetonte Hypertrophieinduktion
schlielen ldsst. Zum Teil ldsst sich dies damit erkldren, dass die Hinterwandmasse bereits im
ersten Jahr nach Htx bei der Mehrzahl der Patienten deutlich erhoht ist.

Unsere Studie ergab keine Assoziation zwischen LVH und arteriellem Blutdruck, was auf
lastunabhéngige Mechanismen zur Hypertrophieinduktion schlieen ldsst. Auch zeigte sich
keine Assoziation zu behandelten AbstoBungsepisoden oder der verwendeten
Immunsuppression bzw. den erreichten, zirkulierenden Spiegeln der Immunsuppressiva.

Die vorliegende Studie zeigt weiterhin, dass Patienten mit einer Hypertrophie nach
Herztransplantation, insbesondere in der Friihphase nach Htx (< 1 Jahr), leicht erhdhte
Serumwerte von TGF-B und IGF aufweisen. Im Gegensatz dazu zeigte sich fiir FGF,
Angiotensin II, BNP und die Inflammationsmarker Fibrinogen und Monozytenzahl
vergleichbare Werte zwischen Patienten mit nicht-hypertrophierten und hypertrophierten
Herzen.

Uberraschenderweise zeigte sich eine inverse Korrelation zwischen Statineinnahme und
LVH. Patienten, die eine LVH entwickelten, hatten im Vorfeld signifikant niedrigere
Dosierungen an Simvastatin eingenommen. Demgegeniiber waren die LDL-Werte bei
Patienten mit und ohne LVH vergleichbar, was auf pleiotrope, lipidunabhédngige Effekte der
Statine fiir die Hypertrophieentwicklung schlieBen ldsst. Eine Relation zwischen

Statineinnahme und den gemessenen vasoaktiven Parametern ergab sich nicht.
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Tatsdchlich konnte kiirzlich in einem transgenen Tiermodell die Relevanz von Atorvastatin
fiir die Regression einer kardialen Hypertrophie nachgewiesen werden. Die Effekte werden
zum Teil auf eine Inhibierung geranylierter Proteine wie Ras sowie auf eine Hemmung der

mitogen-aktivierten Proteinkinase (MAPK) zuriickgefiihrt (Senthil V, 2005).

Das transplantierte Herz steht unter dem Einfluss vieler Faktoren, die die links-ventrikuldre
Dynamik und die diastolische Funktion beeinflussen. Die echokardiographisch fassbare
Zunahme der linksventrikuldren Muskelmasse ist unabhéngig von histologisch nachweisbaren
Abstossungsreaktionen, intramyokardialem Odem oder Fibrose und entspricht einer echten
Myozytenhypertrophie (Armstrong 1998). Man kann davon ausgehen, dass der
Kardiomyozytendiameter des transplantierten Herzens mit der Zeit zunimmt, wéhrend die
myokardiale Fibrose friih ansteigt und sich dann nach ungefihr 2 Monaten auf einem
gewissen Niveau stabilisiert (Armstrong AT et al., 1998).

Im Gegensatz zur hypertensiven Herzerkrankung, die eine hiufige Ursache fiir das Auftreten
einer Herzinsuffizienz darstellt, kommt es bei der Transplantathypertrophie nur selten zu einer
hypertrophieinduizierten Pumpfunktionsstorung des linken Ventrikels. Von Bedeutung fiir die
vorliegende Studie war, dass es sich bei der Transplantathypertrophie um eine
iiberproportionale Zunahme der linksventrikuldren Muskelmasse handelt, da die systolische
Wandspannung im Vergleich zu normotonen Kontrollprobanden reduziert ist (Globits 1997).
Obwohl die meisten Patienten eine Posttransplantationshypertonie entwickeln, lag die
Vermutung nahe, dass die Ursache der Transplantationshypertrophie nur zum Teil die
erhohten Lastbedingungen sind und lastunabhidngige Mechanismen dariiber hinaus wirksam
sind.

Die Posttransplantationshypertonie wurde mit dem Einsatz von Cyclosporin assoziiert, da
unter Cyclosporin eine erhohte neuronale sympathische Aktivitidt gemessen werden kann und

eine renale Vasokonstriktion auftritt, die zum Abfall der glomeruldren Filtrationsrate fiihrt
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(Hansen 1997). In unserer Studie zeigte sich weder eine Assoziation zwischen der Art der
Immunsuppression (Cyclosporin versus Tacrolimus) und LVH noch zwischen den
zirkulierenden Konzentrationen der Immunsuppressiva und LVH. Jedoch ist zu
beriicksichtigen, dass es sich bei Cyclosporin und Tacrolimus um Calcineurn-Inhibitoren
handelt mit prinzipiell gleichem Wirkungsprofil.

Schwitter et al. konnten 2005 einen Riickgang der linksventrikuldren Hypertrophie nach
Herztransplantation (unter Cyclosporin-Immunsuppression) durch Gabe eines Kalzium
Antagonisten (Felodipin) erreichen. Dariiber hinaus beglinstigt auch eine kardiale
Denervation durch den Verlust von Reflexbogen die Entwicklung einer arteriellen
Hypertonie, was zu einem Verlust der cholinergen Baroreflex-Vasodilatation (v.Scheidt 1992)
und zu einer salzsensitiven arteriellen Hypertonie und Fliissigkeitsretention nach Htx fiihrt
(Braith 1996).

Da jedoch auch unter Azathioprin und Prednison eine Transplantationshypertrophie auftritt,
(Rowan 1990) stellte sich die Frage, welche weiteren lastunabhingigen, eine Hypertrophie
induzierenden Faktoren, eine Rolle spielen.

Da in jiingster Zeit zunechmend inflammatorische Prozesse fiir die Progression einer last-
abhéngigen aber auch last-unabhdngigen Myokardhypertrophie (Kuwahara 2003; Tokuda
2004) diskutiert werden und Ergebnisse iiber die Relevanz vasoaktiver Peptide und
Wachstumsfaktoren fiir eine LVH publiziert wurden (Chim Lang, 2004), fiihrten wir weitere
Analysen iiber den Zusammenhang o.g. Parameter mit der Entwicklung einer LVH nach Htx

durch.
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5.1 Transforming Growth Factor — Beta (TGF-Beta)

TGF-Beta war in unserer Studie bei Patienten mit LVH im ersten Jahr nach Htx mit hoheren
Serumspiegeln nachweisbar als bei Patienten nach Htx ohne Hypertrophie.

TGF-Beta hat wichtige Funktionen in der Regulation der Entwicklung, Zelldifferenzierung,
des Gewebeerhalts und der Reparatur in verschiedenen Zellen und Gewebetypen (Messague
J., 1990, Brand, T et al. 1995).

TGF-Beta ist in Kardiomyozyten sowie myokardialen Fibroblasten nachweisbar (Thompsen
et al. 1988, Eghbali M 1989, Takahashi N et al. 1994, Li, RK. et al. 1997 und Li G et al.
1998) und zeigte erhohte Serumspiegel, besonders wéhrend der Herzentwicklung ( Pelton et
al. 1991) und bei pathologischen Verdnderungen (Brand et al. 1995, Li R K. Etal. 1997, Li G
et al. 1998).

Charakteristika der Hypertrophie wie Kardiomyozytenwachstum, Fibrose und Re-Expression
der fetalen Isoform der myofibrilliren Protein-Gene spielen eine wichtige Rolle bei der
Aktivierung von TGF-Beta und FGF-2 (Takahashi et al. 1994, Eghbali et al. 1991, Kupfahl et
al. 2000).

Schultz J El et al. zeigten 2002 die wichtige Mediatorrolle von TGF-Beta in der Hypertrophie
unter Stimulation von Angiotensin II. Auch Shihab FS wiesen 1996 die erhdhte Expression
von TGF-Beta in fibrotischen Lesionen transplantierter Organe nach.

Aziz T. et al. konnten 2003 nachweisen, dass eine TGF-Beta-Ausschiittung mit einer
geschidigten Transplantatfunktion, im Sinne einer diastolischen Dysfunktion, einhergeht. Es
ist weiterhin bekannt, dass TGF-Beta eine wichtige Rolle in der Entstehung der

Transplantatvaskulopathie nach Herztransplantation spielt (Densem et al. 2004).
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He Zy et al. zeigten 2005, dass FGF und TGF eine entscheidende Rolle bei der Entstehung
einer Myozytenhypertrophie im nicht-transplantierten Herzen hat. Sie konnten FGF und TGF
vermehrt in Myozyten direkt nachweisen.

Unsere Daten unterstreichen die potentielle pathophysiologische Bedeutung von TGF-Beta
fiir eine lastunabhingige Hypertrophieinduktion. Ob die erhohten Serumspiegel durch eine
myokardiale TGF-Beta-Aktivierung induziert werden, sollte zukiinftig durch Untersuchungen

zur myokardialen Aktivitit von TGF-Beta charakterisiert werden.

5.2 Insulin like Growth Factor (IGF-I)

In unserer Studie ergaben sich insgesamt hohere Werte bei Patienten mit
Transplantathypertrophie als bei Patienten ohne Hypertrophie post Htx. Insbesondere waren
die  Serumspiegel im ersten Jahr nach  Transplantation bei  vorhandener

Transplantathypertrophie signifikant hoher als bei Patienten ohne Transplantathypertrophie.

IGF-I wird von verschiedenen mesenchymalen Zelltypen exprimiert. In der Regel wird die
Ausschiittung durch das growth hormone (GH) reguliert und autokrin/parakrin synthetisiert in
peripheren Geweben wie Endothel, Leber und Knochen (Yakar, S 1999). IGF-I ist ein
potenter Regulator der vaskuldren, glatten Muskelzellproliferation (Bornefeldt 1992,
Yamamoto 1994) und wird als ein pathologischer Faktor bei koronarer Herzerkrankung
diskutiert (Ruotolo et al. 2000). Walsh zeigte 1996, dass IGF-I die Produktion von NO in
Endothelzellen sowie in der glatten Gefdassmuskulatur stimuliert und Jenssen assoziierte 1998
niedrig zirkulierende IGF-I Spiegel mit einem erhohten Risiko von atherosklerotischen,
kardiovaskuldren Erkrankungen.

Des Weiteren ist IGF-I moglicherweise bei der Entwicklung einer Endotheldysfunktion und

Transplantatvaskulopathie beteiligt und die Inhibierung von IGF-I durch Angiopeptin
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vermindert die Entwicklung einer koronaren Intimahyperplasie im mehrjéhrigen Verlauf
nach Herztransplantation am Menschen (v.Scheidt 1995). Bei Patienten mit hypertropher
Kardiomyopathie konnte Li 1998 eine gesteigerte Expression von IGF-I und TGF-Beta
belegen.

Die wichtige Bedeutung bei der Induktion einer Hypertrophie von Kardiomyozyten
(Yamazaki et al. 1995) macht IGF-I auch zu einem potentiellen pathogenetischen Faktor fiir
die Transplantathypertrophie nach Htx.

Widerspriichlich dazu zeigen Serose et al. in einer aktuellen Studie (2005), dass die
Administration von IGF-I bei Hamstern zu einer Reduktion einer bestehenden Dilatation und
zu einer Verbesserung der kardialen Funktion fiihrte. Allerdings blieb die links-ventrikuldre
Wanddicke gleich.

Unsere Daten unterstreichen die potentielle pathophysiologische Bedeutung von IGF-I fiir
eine lastunabhingige Hypertrophieinduktion. Ob die erhdhten Serumspiegel durch eine
myokardiale IGF-I-Aktivierung induziert werden, sollte zukiinftig durch Untersuchungen zur

myokardialen Aktivitidt von IGF-I charakterisiert werden.

5.3 Fibroblast Growth Factor (FGF)

FGF ist ein weiterer Aktivator von zelluldrer Proliferation bzw. Differenzierung. Im adulten
Myokard wird FGF von verschiedenen Zelltypen ausgeschiittet, insbesondere auch von
Kardiomyozyten. Detillieux et al. zeigten 2003, dass FGF-2 bei kardialer Hypertrophie und
auch als Folge von ischdmischen Reperfusionsschdden am Herzen ansteigt.

Erhohte FGF-I und Rezeptor (FGFR)-Ausschiittungen korrelieren mit der Entstehung einer

beschleunigten Arteriosklerose im transplantierten humanen Herzen und man vermutet, dass
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eine Inhibierung bzw. eine Reduktion der Serumspiegel von FGF eine Abschwichung der
Neointima-Formation bei Herz- und Nierentransplantaten auslosen konnte (Luo et al. 2004).
Kiefer zeigte 2003, dass FGF neben dem Vascular Endothelial Growth Factor eine Induktion
von NO ausldst und erniedrigte Stickoxid-Spiegel indirekt, iiber eine Aktivierung des Renin-
Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS), zu einer Vasokonstriktion und damit zu einer
geschiadigten Angiogenese, v.a. bei hypertrophierten Herzen fiihren kann.

In unserer Studie zeigten sich bei Patienten mit und ohne LVH vergleichbare FGF-Spiegel,
was gegen eine pathophysiologische Bedeutung von FGF fiir die Entwicklung einer LVH

nach Htx spricht.

5.4 Brain Natriuretic Peptide (BNP)

Natriuretische Peptide (NP) agieren als Zellmodulatoren fiir Wachstum in kardiovaskuldren
Zellen und haben einen bedeutenden Einfluss auf die Regulation der kardiovaskuldren
Funktion. NPs werden ubiquitdr in kardiovaskuldren Zellen exprimiert und besitzen
Rezeptoren in Herz-, Hirn- und anderen extrakardialen Zellen, was durch Antworten wie
Diurese und Vasodilatation bekannt ist. Chronische hdmodynamische Belastung oder
Volumen-Overload resultieren in einer erhdhten Ausschiittung von NPs wie ANF und BNP
in Atrium und Ventrikel. Vor allem das hypertrophierte Herz produziert BNP (de Bold AJ,
2001).

Mehra et al. zeigten 2004, dass eine Kontraktionsabschwichung im transplantierten Herzen
mit einem gleichzeitigen Anstieg von BNP assoziiert ist. Dieser Anstieg wird, unabhingig
von Blutdruckschwankungen, der ventrikulo-vaskuldren Entkoppelung nach Hitx
zugeschrieben. Ebenfalls 2004 zeigten Ambrosi et al., dass BNP-Spiegel post-Htx </= 800

pg/ml eine relativ gute Uberlebenswahrscheinlichkeit fiir Transplantat-Empfinger vorhersagt.
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Schon frith wurde vermutet, dass der Ventrikel des transplantierten Herzens eine bedeutende
Quelle von zirkulierendem BNP darstellt und eventuell eine Art kompensative Ausschiittung
zur erhdhten Belastung post-Htx sein konnte (Ationu 1993).

BNP-Spiegel sind bei herztransplantierten Patienten mit einem hohen Grad der Abstossung
und einer starken Einschriankung der links-ventrikuldren Funktion, im Vergleich zur
normalen Population, eindeutig erhoht (Hervas I et al., 2003). Jedoch wird auch vermutet,
dass die BNP-Spiegel eher mit Determinanten wie weibliches Geschlecht, Alter des Spenders,
Zeit nach Htx und verminderter renaler Funktion zusammenhéngt (Klingenberg R et al.
2005).

In unserer Studie konnten wir nachweisen, dass Patienten ohne Hypertrophie nach
Herztransplantation tendenziell hohere BNP-Spiegel aufwiesen als Patienten mit
Hypertrophie. Ab dem zweiten Jahr nach Transplantation sanken die BNP-Spiegel insgesamt
ab, jedoch wiederum mit tendenziell hoheren Plasmaspiegeln von BNP bei den Patienten
ohne LVH.

Diese Ergebnisse stehen eher im Widerspruch zu Studien, die BNP als Marker einer
Hypertrophie des, allerdings nicht-transplantierten, Herzens sehen (Yamamoto 1996).
Moglicherweise bewirkt die komplexe Regulation von BNP nach Herztransplantation, dass
BNP als Kompensationsmechanismus ausgeschiittet wird und es so eher zu einer

verlangsamten Entwicklung einer Hypertrophie kommt, wie Ationu schon 1993 vermutete.

5.5 Angiotensin II

Angiotensin II gehdrt zum Renin-Angiotensin-System, also dem endokrinen System und wird
als Folge verschiedener physiologischer Stimuli ausgeschiittet. Es entsteht aus
Angiotensinogen und Angiotensin I nach Vermittlung durch das Angiotensin-Converting-
Enzym.
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Angiotensin II {ibt drei direkte Effekte auf das humane Herz aus: Inotropie, Chronotropie und
Hypertrophie. Es gibt mittlerweile viele Hinweise darauf, dass Angiotensin II eine
Hypertrophie der kardialen Myozyten stimuliert, unabhédngig seiner systemischen
hdmodynamischen Aktionen. Diese Effekte konnten zum Teil durch Generation von reaktiven
Oxydantien vermittelt sein (Nakamura 1998). Die Schliisselrolle von Angiotensin II bei der
Entwicklung einer linksventrikuldren Hypertrophie bei Hochdruckpatienten kann durch den
Effekt von ACE-Hemmern und die darauf folgende Reduktion der LVH belegt werden
(Schmieder et al. 1996).

Kagiyama et al. stellten 2002 fest, dass Angiotensin II iiber den Epidermal Growth Factor auf
die glatte Gefdssmuskulatur und Kardiomyozyten Einfluss nimmt.

Bei der Entwicklung einer kardialen Hypertrophie spielt also Angiotensin II eine zentrale
Rolle (Dahlhof, 1995). Yousufuddin M. et al. konnten 2004 nachweisen, dass die
Transplantatvaskulopathie mit einer erhdéhten Expression von Angiotensin II Rezeptoren
assoziiert ist.

Gegen eine Angiotensin vermittelte Induktion der Transplantathypertrophie am Menschen
sprechen allerdings die Befunde auf myokardialer Ebene von Hunt (1995) und Regitz-
Zagrosek (1996), die zwar eine Hochregulierung des Angiotensin I Rezeptors bei
sympathisch denervierten Rattenherzen zeigen, im Gegensatz dazu jedoch eine verminderte
mRNA Expression im humanen transplantierten Myokard nachwiesen.

In unserer Studie zeigten sich die Angiotensin II-Blutspiegel im Gesamtvergleich tendenziell
hoher bei nicht-hypertrophierten Herzen als sie bei hypertrophierten Herzen post Htx sind.
Insbesondere im Zeitverlauf > 2 Jahre nach Transplantation haben Patienten mit LVH
tendenziell hohere Angiotensin-II Serumspiegel. Mdglicherweise sind durch eine verstérkte

myokardiale Aktivierung von Angiotensin II zirkulierende Spiegel vermindert nachweisbar.
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Zur genauen Charakterisierung der Bedeutung von Angiotensin II sind somit unter Einschluss
hoherer Fallzahlen auch Untersuchungen zur Expression von Angiotensin II in

Myokardbiopsien notwendig.

5.6 Inflammatorische Marker (Fibrinogen, Monozyten):

Erten Y et al. zeigten 2005, dass proinflammatorische Cytokine, vor allem TNF alpha,
assoziiert sind mit einer linksventrikuldren Hypertrophie, allerdings bei Hadmodialyse-
Patienten.

Kuwahara et al. 2003 und Tokuda et al. 2004 zeigten die zunehmende Bedeutung
inflammatorischer Prozesse fiir die Progression einer last-abhingigen aber auch last-
unabhingigen Myokardhypertrophie.

Bei Patienten mit einer linksventrikuldren Hypertrophie konnten Zoccali et al. 2003 erhdhte
Fibrinogenspiegel nachweisen. Des Weiteren scheint eine Hyperfibrinogenémie ein Indikator
fiir vaskuldre Schiden und auch ein Pradiktor fiir kardiovaskuldre Komplikationen zu sein
(Palmieri v, 2003).

In unserer Studie ergab sich kein Hinweis filir eine Assoziation der unspezifischen

Inflammationsmarker Fibrinogen und Monozytenzahl mit der Induktion einer LVH nach Htx.
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6) Limitationen der Studie:

Fiir die vorliegende Arbeit wurden weit mehr Blutproben entnommen als letztendlich zur
Auswertung kamen. Leider ging etwa fast die Hilfte der iiber 2-3 Jahre gesammelten
wertvollen Proben durch einen technischen Defekt im Kiihlsystem verloren. Somit konnten
wir keine exakteren, den kontinuierlichen Anstieg vasoaktiver Mediatoren vor allem im ersten
Jahr nach Transplantation zeigenden Daten in die Studie einbeziehen. Die Signifikanz der
jeweiligen Ergebnisse konnte also verringert sein.

Zukiinftige Studien sollten neben der Erhohung der Fallzahl auch Untersuchungen zur

Expression von Wachstumsfaktoren in Myokardbiopsien enthalten.
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7) Zusammenfassung:

7.1 Hintergrund

Die linksventrikuldre Hypertrophie (LVH) ist in den westlichen Industriestaaten eine der
wichtigsten Ursachen fiir die Ausbildung einer Herzinsuffizienz. In der Regel liegt
pathophysiologisch eine durch den Bluthochdruck vermittelte Erh6hung der systolischen
myokardialen Wandspannung zugrunde. Aber auch eine lastunabhingige Steigerung der
linksventrikuldiren Muskelmasse wird beobachtet, welche familidr gehduft auftritt und mit
dem Angiotensinsystem in Verbindung gebracht wurde.

Bei fast allen Patienten tritt nach der Herztransplantation (Htx) eine LVH auf. Die
Posttransplantationshypertonie als hédufige Ursache der LVH wurde mit dem Einsatz der
Immunsuppressiva Cyclosporin/Tacrolimus in Verbindung gebracht. Da ebenfalls unter
Immunsuppression mit Azathioprin (und ohne Hypertonie) eine LVH auftritt, wird die
Bedeutung der Cyclosporin- und Hypertonie vermittelten Effekte fiir die Entwicklung einer
Transplantathypertrophie relativiert. Die echokardiographisch fassbare Zunahme der
linksventrikuldren ~Muskelmasse ist unabhingig von histologisch nachweisbarer
AbstoBungsreaktion, intramyokardialem Odem oder Fibrose und entspricht einer echten
Myozytenhypertrophie. Zunehmende Bedeutung erhalten in jlingster Zeit inflammatorische
Prozesse fiir die Progression einer last-abhdngigen aber auch last-unabhingigen
Myokardhypertrophie. Obwohl die meisten Patienten eine Posttransplantationshypertonie
entwickeln, lag die Vermutung nahe, dass die Ursache der Transplantathypertrophie nur zum
Teil in erhohten Lastbedingungen liegt. Vielmehr werden auch andere lastunabhédngige
Mechanismen nach Htx wirksam, welche moglicherweise iiber Zytokine und
Wachstumsfaktoren, fiir die Ausbildung einer Transplantathypertrophie verantwortlich sind.
Die Hypothese der vorliegenden Arbeit war, dass nach Htx beim Menschen neben der
lastabhéngigen (also Hypertonie induzierten) insbesondere auch eine lastunabhingige
Myokardhypertrophie auftritt. Als Mechanismen der lastunabhéngigen Myokardhypertrophie
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wurden eine erhohte Aktivitdt des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (Angiotensin II)
sowie eine verstirkte Aktivitit inflammatorischer bzw. vasoaktiver Mediatoren (IGF-1, TGF-
Beta, FGF und BNP) vermutet.

Diese Arbeit sollte Priavalenz, zeitliches Auftreten und Verlauf der LVH nach Htx iiber einen
Zeitraum des ersten Jahres und ab Beginn des zweiten Jahres stichprobenartig untersuchen.
Weiterhin sollte der Zusammenhang zwischen LVH nach Htx und der Aktivitit vasoaktiver

bzw. inflammatorischer Mediatoren charakterisiert werden.

7.2 Methoden

Untersucht wurden 2 Patientenkollektive: Kollektiv I mit 107 Patienten innerhalb der ersten
12 Monate nach Herztransplantation und Kollektiv II mit 64 Patienten ab dem ersten Jahr nach
Herztransplantation.

Bei allen Patienten wurden zum Untersuchungszeitpunkt eine Herz-Ultraschalluntersuchung
(Bestimmung der linksventrikuldren Gesamtmasse und Hinterwandmasse) sowie eine
periphervendse Blutentnahme durchgefiihrt. Bei einer Untergruppe aus dem Kollektiv I
(n=32) erfolgten serielle Untersuchungen mittels Echokardiographie iiber einen Zeitraum von
24 Monaten. Entsprechend internationaler Leitlinien erfolgte mittels der Echokardiographie-
Parameter eine Einteilung in Patienten mit und ohne LVH.

Zur Analyse der Relevanz von Blutdruck, Medikation (Immunsuppression, Statine) und
akuter Abstossungsreaktion fiir die LVH wurden die 171 Patienten aus den Kollektiven I und
IT zu einem Gesamtkollektiv (GK) zusammengeschlossen.

Aus dem peripheren Blut wurden die Konzentrationen fiir TGF-Beta, FGF-1, IGF-1,
Angiotensin II, BNP, Fibrinogen sowie die Monozytenzahl bestimmt und mit der LVH

korreliert.
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7.3) Ergebnisse

In unserer Studie zeigte sich, dass mehr als die Hélfte der Patienten eine Hypertrophie nach
Htx aufweisen. Wihrend die gesamte linksventrikuldre Masse im Zeitverlauf signifikant
zunahm, blieb die Hinterwanddicke relativ konstant, was auf eine septumbetonte
Hypertrophieinduktion im ldngeren Verlauf schliefen ldsst. Zum Teil lie sich dies damit
erkldren, dass die Hinterwandmasse bereits im ersten Jahr nach Htx bei der Mehrzahl der
Patienten deutlich erhoht ist.

Unsere Studie ergab keine Assoziation zwischen LVH und arteriellem Blutdruck, was auf
lastunabhéngige Mechanismen zur Hypertrophieinduktion deutet. Auch zeigte sich keine
Assoziation zu behandelten AbstoBungsepisoden oder der verwendeten Immunsuppression
bzw. den erreichten, zirkulierenden Spiegeln der Immunsuppressiva.

Die vorliegende Studie zeigte weiterhin, dass Patienten mit einer Hypertrophie nach
Herztransplantation insbesondere in der Friihphase nach Htx (< 1 Jahr) leicht erhohte
Serumwerte von TGF-Beta und IGF aufweisen. Im Gegensatz dazu zeigte sich fiir FGF,
Angiotensin II, BNP und die unspezifischen Inflammationsmarker Fibrinogen und
Monozytenzahl vergleichbare Werte zwischen Patienten mit nicht-hypertrophierten und
hypertrophierten Herzen.

Uberraschenderweise zeigte sich eine inverse Korrelation zwischen Statineinnahme und
LVH. Patienten die eine LVH entwickelten, hatten im Vorfeld signifikant niedrigere
Dosierungen an Simvastatin eingenommen. Demgegeniiber waren die LDL-Werte bei
Patienten mit und ohne LVH vergleichbar, was auf pleiotrope, lipidunabhédngige Effekte der
Statine fiir die Hypertrophieentwicklung schlieBen ldsst. Die bestimmten vasoaktiven

Parameter zeigten sich nicht mit der Statineinnahme assoziiert.
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7.4) Schlussfolgerung

Nach Herztransplantation findet sich bereits im ersten Jahr bei der Mehrzahl der Patienten
eine LVH, welche im Zeitverlauf septumbetont weiter zunimmt. Serumspiegel fiir TGF-Beta
und IGF-I waren mit der LVH nach Htx assoziiert. Bei Statineinnahme kam es zu einer
inversen Assoziation. Zukiinftige Studien sollten neben der Erhohung der Fallzahl auch
Untersuchungen zur Expression von Wachstumsfaktoren in Myokardbiopsien beriicksichtigen
um weitere Aufschliisse beziiglich einer lastunabhéngigen Hypertrophieinduktion nach Htx zu

erhalten.
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Graphik 1: Linksventrikuldre Massen (LVM) fiir die Kollektive I und II im Gesamtvergleich.

Graphik 2: Linksventrikuldre Massen (LVM) mit und ohne linksventrikuldre Hypertrophie
(LVH) fiir die Kollektive I + II.

Graphik 3: Hinterwandmassen im Gesamtvergleich.

Graphik 4: Hinterwandmassen mit und ohne Hypertrophie fiir die Kollektive I und II.

Graphik 5: Zeitabhiangige Veranderung der LV-Masse nach HTX (seriell).

Graphik 6: Mittlerer arterieller Druck und LVH (Gesamtkollektiv).

Graphik 7: Tacrolimus- + Cyclosporin- Spiegel fiir das Gesamtkollektiv.

Graphik 8: Akute AbstoBungen im ersten Jahr nach Htx versus LVH.

Graphik 9: LVH und Statindosierung.

Graphik 10: Transforming Growth Factor Beta (TGF-Beta) Gesamtspiegel im Vergleich

Graphik 11: IGF Gesamtspiegel im Vergleich

Graphik 12: Gesamtvergleich FGF mit und ohne Hypertrophie

Graphik 13: Gesamtspiegel Angiotensin II im Vergleich mit und ohne Hypertrophie

Graphik 14: BNP Gesamtvergleich mit und ohne Hypertrophie

Graphik 15: Gesamtvergleich Fibrinogen mit und ohne Hypertrophie

Graphik 16: Gesamtvergleich Monozyten mit und ohne Hypertrophie
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