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Zusammenfassung

Sophie Barabasch. Vergleichende histomorphometrische Analyse des interstitiellen Herzgewebes
nach Herztransplantation.

Das interstitielle Bindegewebe (extrazellulédre Matrix — EZM) des Myokards besteht hauptsachlich
aus Kollagen Typ | und 111, wahrend Kollagen Typ IV in den Basalmembranen kardialer Fib-
roblasten und Herzmuskelzellen lokalisiert ist. Nach Herztransplantation unterliegt die myokardi-
ale EZM kontinuierlichen Umbauprozessen. Aufgrund heterogener Studiendesigns ist bisher nur
unzureichend beschrieben, welcher Dynamik diese Strukturanpassungen unterliegen.

Ziel der Dissertation war es daher, die Veranderungen von Fibrose sowie Kollagen Typ 111 und IV
quantitativ im fiinfjahrigen Zeitraum nach Herztransplantation zu erfassen und die Aussagekraft
ihrer histologischen Aufbereitungsverfahren gegentiberzustellen. Zusatzlich wurde das Einfluss-
potenzial verschiedenster Faktoren auf die postoperativen Veranderungen der EZM untersucht. In
diese Analyse flossen neben histopathologischen Phanomenen insbesondere die spenderinduzierte
Ausgangsbeschaffenheit des Myokards bei Herztransplantation, die Ischdmiezeit sowie das Pati-
enten- und Spenderalter ein.

Zur Auswertung gelangen 274 rechtsventrikulare Endomyokardbiopsien (EMB) von 77 Patienten,
die zwischen 2003 und 2006 eine primare Herztransplantation im Deutschen Herzzentrum Berlin
erhielten. Die Probengewinnung erfolgte bei Herztransplantation sowie 30 Tage, 1 Jahr, 3 Jahre
und 5 Jahre danach. Zur Probenaufbereitung kamen standardisierte Verfahren (Fibrose: Sirius-
Rot-Farbung, Kollagen Typ 111 und IV: Immunhistochemie mittels monoklonaler Antikdrper) zum
Einsatz. Mithilfe einer Computer-gestutzten Bilddatenanalyse wurde die mittlere Rate der drei
Komponenten in einem Bereich von einem Quadratmillimeter pro EMB histomorphometrisch ver-
messen. Weitere histologische Parameter wurden im Rahmen der Routine-Befundung erhoben.
Bereits bei Transplantation zeigte die interstitielle Struktur erhebliche Schwankungen innerhalb
des untersuchten Patientenkollektivs. Im postoperativen Untersuchungsverlauf stieg die durch-
schnittliche Fibroserate vornehmlich im ersten Jahr an und zeigte dartber hinaus einen eher stabi-
len Verlauf. Der mittlere Kollagen-111-Gehalt sank zwar im ersten Jahr nach Herztransplantation
geringfugig ab, stieg anschlieRend jedoch statistisch signifikant bis zum flnften postoperativen
Jahr. Der durchschnittliche Anteil an Kollagen IV nahm im gesamten Beobachtungszeitraum kon-
tinuierlich und statistisch signifikant zu. Daher ist davon auszugehen, dass die Unterscheidung
kollagener Subtypen ein differenziertes Abbild der interstitiellen Umbauprozesse nach Herztrans-

plantation vermitteln kann als die Sirius-Rot gefarbte Gesamtfibrose.



In Unterscheidung des Patientenalters bei Transplantation bzw. der Altersdifferenz zum Organ-
spender zeigten sich keine statistisch plausiblen Hinweise, dass ein jlingeres Spender- oder Pati-
entenalter mit einem protektiven Effekt verbunden sei.

Weder zellulére Abstol3ungsreaktionen noch pathologische Veranderungen der Herzmuskelzellen
nahmen einen statistisch signifikanten Einfluss auf die postoperative Wertentwicklung der Fib-
rose, sowie Kollagen Ill und 1VV. Demgegeniber tendierten Patienten mit antikGrpervermittelten
Abstollungsreaktionen bzw. mikrovaskulopathischen Veranderungen langfristig zu héheren Fib-
rose- bzw. Kollagen-111- und Kollagen-1V-Raten.

Zur abschlieBenden Klarung, ob die dargestellten VVerédnderungen spezifischen Anpassungen der
interstitiellen EZM nach Herztransplantation Ausdruck verleihen oder physiologisches Alterungs-

phanomen sind, fehlen vergleichbare Studien.

Sophie Barabasch. Histomorphometric analysis of the interstitial myocardium after heart trans-
plantation.

Major components of the myocardial extracellular matrix (ECM) are collagen type | and type III.
Furthermore, collagen type IV is located in the basement membranes of cardiac fibroblasts and
myocytes. Structural remodeling of the collagenous matrix is a continuous process after heart
transplantation. Unfortunately previous trials are too heterogeneous to achieve consent about its
dynamism.

Therefore the aim of this dissertation was to measure fibrosis, collagen type 11l and 1V quantita-
tively in endomyocardial biopsy specimens (EMB) over a period of five years after heart trans-
plantation and to analyze the prognostic value of immunohistochemistry staining compared to the
Sirius-red staining of fibrosis used routinely. Furthermore the possible influence of different fac-
tors (histopathological phenomena, myocardial structure at the time of transplantation, age of do-
nor and patient at the time of transplantation) on the postoperative changes in the ECM were ana-
lyzed.

In total, 274 EMB of 77 patients who underwent a heart transplantation between 2003 and 2006
were evaluated on the date of their transplantation, 4 weeks, 1 year, 3 years and 5 years after heart
transplantation. Computer-based histomorphometrical analyses were used to measure the mean
rates of collagen I11, IV and myocardial fibrosis in an area of 1 mm? for each EMB.

The interstitial ECM of the myocardium showed a substantial fluctuation in its structure already
at the time of transplantation. Especially in the first year the postoperative course of the mean

fibrosis showed an increasing rate, whereas for the long-term period the rate remained quite stable.
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Collagen 111 showed a slight decrease in the first postoperative year, but increased significantly
over the period. Collagen IV rose even more clearly and continuously. In comparison of the dif-
ferent staining methods, immunohistochemistry seems to reflect the structure of the interstitial
ECM better than Sirius-red staining.

With respect to the age there was no statistically significant evidence that a younger age of the
patient or donor could have a protectice effect.

Neither acute cellular rejections nor pathological changes in the size of cardiac myocytes had a
statistically significant influence on the course of the ECM-components.

Whereas patients with antibody-mediated rejection or microvasculopathy tend to have higher rates
of fibrosis, collagen 111 or IV.

Finally it remains unclear if the measured structural changes in the ECM are specific for the post-
operative course after heart transplantation or have to be seen as physiological aging of the myo-

cardium.
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1 Vorbemerkung zur Herztransplantation

Die chronische Herzinsuffizienz ist ungeachtet der kontinuierlichen Optimierung konservativer
und chirurgischer Therapien nach wie vor mit einer hohen Mortalitat verbunden.! Insbesondere
im Stadium der terminalen Herzinsuffizienz lasst sich das Langzeitiiberleben oftmals nur durch
eine orthotope Herztransplantation (HTx) sichern.*5

Seit der ersten humanen HTx durch Christiaan Barnard im Jahre 1967 konnte die postoperative
Prognose durch stetige Forschungsbestrebungen und Erfahrungen aus der klinischen Praxis signi-
fikant verbessert werden.>’ Internationale Registerdaten bestitigen einen Anstieg des mittleren
Gesamtiberlebens von 8,5 Jahren fiir erwachsene Patienten, die zwischen 1982 und 1992 herz-
transplantiert wurden, auf 10,9 Jahre fiir Patienten mit HTx im aktuellen Zeitraum.® Der Fortschritt
in den Uberlebensraten lieB sich zunachst auf die Einfiihrung immunsuppressiver Therapieproto-
kolle mit dem Calcineurin-Inhibitor Cyclosporin A (CyA) zurtickfihren. Weitere Erfolge wurden
durch eine strenge Indikationspriifung der HTx-Kandidaten, umfassende Standards in der Auswabhl
geeigneter Organspender, eine hochausgereifte operative Technik und die stetige Weiterentwick-
lung immunsuppressiver Medikamente erzielt.> 1! Im friih- und langfristigen Verlauf treten den-
noch Komplikationen auf, die das Uberleben nach HTx einschranken. Transplantatversagen sowie
Infektionen und AbstoBungsreaktionen (Rejektionen) limitieren die Prognose hauptséchlich im
ersten postoperativen Jahr. Im weiteren Verlauf wird das Bild haufiger Komplikationen durch pa-
thologische Veranderungen der epikardialen und mikrovaskuléren Gefalbahn des Herzens (Trans-
plantat- und Mikrovaskulopathie) bzw. eine erhéhte Inzidenz maligner Erkrankungen bestimmt.>
6,12, 13

Zur Minimierung der postoperativen Risiken liegt ein besonderer Schwerpunkt auf der sorgfalti-
gen Nachsorge nach Transplantation. Durch ein engmaschiges Nachsorgeprotokoll und die opti-
male Fihrung der Patienten in einem interdisziplindren Team kann ein moglicher Transplantat-
verlust friihzeitig erkannt und entsprechende Therapiemanahmen eingeleitet werden.* 1° In der
klinischen Routine werden eine Reihe nicht-invasiver Methoden angewendet, um die Funktion des
Transplantats zu beurteilen. Dazu gehoren regelméBige echokardiografische Kontrollen und das
intramyokardiale Elektrokardiogramm (IMEG).% 1> 1 Zur vollstandigen Transplantatevaluation
bedarf es jedoch ebenso regelmaRiger Kontrollen mittels Koronarangiografie und intravaskulérem
Ultraschall (IVUS), um Aussagen zur koronaren Versorgung und insbesondere zu vaskulopathi-
schen Verdnderungen treffen zu konnen.® 1718 Auch die Diagnose von AbstoRungsreaktionen ist
allein auf Basis von klinischen Befunden kaum moglich. Bei Rejektionsprozessen treten histolo-

gische Veranderungen in der Regel frihzeitiger auf als klinische Hinweise. Zudem &uRern sich
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letztere eher unspezifisch in Zeichen einer linksventrikuléren Dysfunktion, atrialen Herzrhythmus-
storungen oder unklaren gastrointestinalen Beschwerden aufgrund eines erhdhten zentralvenésen
Drucks.® 20

Einen deutlichen Fortschritt in der AbstoRungsdiagnostik erzielten Caves und Kollegen im Jahre
1972. Durch die Modifizierung des zehn Jahre zuvor durch Sakakibara und Konno eingefiihrten
Biopsiekatheters (Bioptom) wurden endomyokardiale Gewebeproben fortan einfacher und siche-
rer aus dem rechtsventrikuldren Myokard entnommen. In der anschlieBenden histologischen Be-
gutachtung konnten AbstolRungsvorgénge friher als zuvor erkannt werden, sodass Rejektionsthe-
rapien bzw. Anpassungen der Immunsuppression schneller und effizienter eingeleitet wurden.?*2
Aufgrund der erhohten Inzidenz von AbstoRungsvorgangen im frihen Verlauf nach HTx und de-
ren negative Auswirkungen auf das Langzeitiberleben empfehlen internationale Richtlinien ins-
besondere im ersten postoperativen Jahr serielle Probenentnahmen in kurzen Zeitintervallen. Im
weiteren Zeitverlauf sollten Endomyokardbiopsien (EMB) in mehrmonatigen Abstanden bzw. in
Abhangigkeit klinischer Hinweise durchgefihrt werden. Im Falle einer AbstoBung sollten ein bis
zwei Wochen nach erfolgter Behandlung Kontrollbiopsien entnommen werden, um den Therapie-
erfolg zu bewerten.'® 242 Derart regelméRige Gewebeentnahmen erscheinen als vertretbar, da die
Rate schwerwiegender lebensbedrohlicher Komplikationen, wie eine Perforation des rechten
Ventrikels (RV) bzw. Koronarfisteln, mit < 1% sehr niedrig ist. Eine mit 6% etwas haufigere
Komplikation stellt die Besch&digung der Trikuspidalklappe und eine damit verbundene Trikuspi-
dalklappeninsuffizienz dar.t® 2627

Der Stellenwert von EMB (iber das flinfte Jahr nach HTx hinaus wird fiir klinisch stabile Patienten
hinterfragt, da akute AbstoBungsreaktionen im Langzeitverlauf nach HTx selten sind. Es ist jedoch
zu bertcksichtigen, dass das Risiko einer gestorten Transplantatfunktion auch im postoperativen
Langzeitverlauf durch wiederholte (chronische) AbstolRungsepisoden stark ansteigt. Zudem kon-
nen aktuell diskutierte, nicht-invasive Methoden im Hinblick auf ihre spezifische Aussagekraft fur
histopathologische Veranderungen kaum mit dem Potenzial der EMB konkurrieren. Aufgrund des-
sen gilt die Biopsie unter gegenwartigen wissenschaftlichen Erkenntnissen weiterhin als Goldstan-
dard in der Uberwachung postoperativer Transplantatkomplikationen.?®3? So lassen sich nicht nur
zellulére AbstoBungsreaktionen sicher diagnostizieren. Auch zur Feststellung antikdrpervermittel-
ter AbstoBungsprozesse, die sich weitaus gravierender auf die Himodynamik des Transplantather-
zens auswirken konnen, sind EMB unerlasslich.?> %3 Weiterhin kénnen transplantatassoziierte Ver-

anderungen der GefaRe und deren Folgen fiir die Transplantatfunktion abgeschatzt werden.% % 12
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Die Bedeutung bioptischer Befunde fir eine stetige Prognoseverbesserung nach HTx ist also kei-
neswegs zu unterschétzen. Durch die routinemaRige Erhebung stehen vielfaltige histologische Pa-
rameter in sehr grolRen Mengen und Uber einen langen Zeitverlauf hinweg zur Verfligung. Zudem
minimieren international validierte und langjahrig angewandte Klassifizierungssysteme die Inter-
observer-Variabilitat der Befundung. Dadurch sind histologische Verdnderungen unter klar defi-
nierten Bedingungen objektivierbar. Somit birgt die Auswertung von EMB ein bedeutsames Po-
tenzial, um ein besseres Verstandnis fiir transplantatpathologische Vorgange zu entwickeln. Da-
rauf aufbauend kdnnen bestehende Strategien des postoperativen Komplikations- und Risikoma-
nagements kritisch hinterfragt werden. Moglicherweise ergeben sich daraus neue Ansatzpunkte
zur Therapieverbesserung. Diese verlangern letztendlich nicht nur das zu erwartende Uberleben
nach Transplantation, sondern tragen auch erheblich zur Steigerung der Lebensqualitat fur die Pa-

tienten und zu effektiveren Behandlungsstrukturen bei.
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2 EinfUhrung

2.1 Kollagene Fasern im Myokard

Die Herzmuskelzellen (HMZ, Myozyten) werden durch interstitielles Bindegewebe gestiitzt. Die-
ses ist in einem komplexen Fasernetzwerk organisiert und stellt circa 12% des Gewebevolumens
im humanen Myokard.>* 3> Den hauptsachlichen Anteil an der sogenannten extrazelluldren Matrix
(EZM) bildet Kollagen.*® Die kollagene Anordnung verlauft dabei in einem dreidimensionalen
Geflecht aus drei Schichten. Das Epimysium erstreckt sich unterhalb des Endothels von Epi- bzw.
Endokard. In dieser Schicht sind die relativ langen Kollagenfasern parallel zu den Myozyten aus-
gerichtet und halten Druckkréften effektiv stand. Dadurch werden die kontraktilen HMZ vor einer
maoglichen Uberdehnung geschiitzt. Im darunter gelegenen Perimysium ermdglicht die wellenfor-
mige Anordnung von Kollagen in sehnenartigen Fibrillen (Fasern) eine Aggregation der HMZ zu
Bundeln. In der innersten Schicht, dem Endomysium, umhillen Kollagenfasern einzelne Myozy-
ten und verbinden sie auf diese Weise mit ihrer Umgebung bzw. angrenzenden Kapillaren. So
konnen die Kontraktionskrafte aus den Herzkammern durch laterale Zell-Zell-Kontakte auf Zell-

ebene tibertragen werden 3 3% 3739

Mit einem Anteil von 85% ist Kollagen Typ | Hauptbestandteil der myokardialen EZM.3 37 40
Durch die Ausrichtung in dicken, balkenartigen Fasern ist es ebenso reifl3fest wie Stahl und ahnlich
stark mit Zugkraften belastbar.2 * 4! Kollagen Typ 111 stellt mit 11% das zweithaufigste fibrillare
Kollagen im Myokard dar.> 3" Dabei verbinden sich lose angeordnete Biindel feiner Fasern zu
retikularen Netzwerken und vermitteln dadurch vor allem Elastizitat im Endomysium.*?** Im Ge-
gensatz dazu ist Kollagen Typ IV dimer organisiert. Es befindet ausschliel3lich in der Basalmemb-
ran (BM) kardialer Fibroblasten und Myozyten und richtet sich dort fischnetzartig aus. Durch die
Verknipfung der BM mit den restlichen Anteilen der EZM spielt Kollagen Typ 1V eine besondere
Rolle wahrend der Kraftiibertragung in der systolischen und diastolischen Herzaktion.®® > Das
verbleibende kardiovaskuldre Kollagen besteht zu geringen Anteilen aus Kollagen Typ V und VI.
Im Myokard ist es mit anderen Kollagengruppen und koronaren GefaRen vernetzt.3 4
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2.2  Die Dialektik des interstitiellen Gewebes im Myokard

Das extrazelluldre Kollagennetzwerk ist das essentielle Grundgerst fiir die Pumpfunktion des
Herzens. Zwar hat es nur einen Anteil von 4% an der Gesamtheit myokardialer Proteine. Durch
seine effektive Anordnung innerhalb der EZM und die komplexe Vernetzung mit anderen Kom-
ponenten des Myokards tragt es jedoch entscheidend zum Erhalt von Form und GroRe des Herzens
bei. Die EZM gibt myokardialen und vaskuldren Zellen mechanischen Halt und optimiert die
Kraftiibertragung zwischen HMZ und Ventrikeln in der Systole. In der Diastole tragt das kollagene
Netzwerk aufgrund seiner Zugbelastbarkeit wesentlich zur Ausdehnung und Entspannung des my-
okardialen Gewebes bei,3 3 36.49.50

Durch das dynamische Zusammenspiel zwischen Fibroblasten als kollagenproduzierende Zellen
und kollagenabbauenden Matrix-Metalloproteinasen (MMP) unterliegen Kollagenfasern einem
kontinuierlichen Auf- und Abbau, der sehr sensibel auf eine Vielzahl mechanischer und chemi-
scher Stimuli reagiert.3® Dabei konnen bereits geringe Veranderungen des Kollagengehaltes bzw.
der Kollagenstruktur die reibungslose Ausfiihrung der mechanischen Herzaktion beeintrachtigen.
Ein unverhaltnisméRiger Verlust an Kollagenfasern kann zu einer Auflockerung des zelluléren
Zusammenbhalts und folglich zu einer erhdhten Dehnbarkeit des Herzgewebes fuihren. Daraus folgt
eine chronische Dilatation und Verformung der Ventrikel, die die Pumpleistung des Herzens ne-
gativ beeinflusst.®® ! Dahingegen resultiert ein zunehmender Kollagenanteil bzw. eine verstérkte
Vernetzung in einer erhdhten Steifheit des Myokards, da die Gesamtheit der Kollagenfasern eher
unelastisch ist. Dabei spiegelt sich die tberschielende Akkumulation kollagener Fasern morpho-
logisch in einer Fibrose wieder, die in zwei Erscheinungsformen differenziert werden kann.? %°
Die Bildung reparativer Ersatzfibrose gleicht den Verlust von Herzmuskelzellen aus und wird an-
hand mikroskopischer Vernarbungen im Myokard sichtbar. Das entstehende Narbengewebe ist
zwar faserreich und kann den mechanischen Zusammenhalt der Gewebearchitektur sichern. Auf-
grund des geringen Gehaltes an Zellen und Kapillaren ist die Funktion der betroffenen Areale
jedoch eingeschrankt.? 4% Dahingegen tritt die reaktive interstitielle Fibrose ohne vorangegangenen
Zellverlust auf. Sie beruht auf einer gestorten Regulation zwischen Kollagenproduktion und -ab-
bau. Entweder kann die Syntheseleistung der Fibroblasten gesteigert sein oder eine Zunahme der
Fibroblastenanzahl selbst miindet in eine iberméaRig hohe Ansammlung kollagener Fasern im my-
okardialen Interstitium. Bei starker Auspragung ist sie hdufig mit perivaskuldren fibrotischen L&-
sionen assoziiert.? 3639 52-55

In der Untersuchung des klinischen Einflusses von fibrotischen Lésionen auf die Funktionsfahig-

keit des Herzens nehmen die Arbeiten von Weber et al.% % eine Vorreiter-Stellung ein. Durch
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fibrotische Verdanderungen sinkt die Dehnungsfahigkeit der Herzmuskelzellen, sodass das myo-
kardiale Gewebe eine unnatiirliche Steifheit erhalt.? 3 ¢ >7 Besonders die diastolische Funktion
des Herzens leidet unter dem eingeschrinkten Bewegungsumfang der Kardiomyozyten.®® *8 Eine
derartige Funktionseinschrankung wird oft durch eine Hypertrophie des Herzens kompensiert und
kann weiterfihrend eine systolische Schwéche und somit eine globale Herzinsuffizienz nach sich
ziehen 3650515658 \Weijterhin wird fibrotischen Lésionen eine proarrhythmogene Wirkung zuge-

schrieben, sodass das Risiko des plotzlichen Herztodes steigt.>®
2.3 Veranderungen der histologischen Myokardstruktur nach HTx

Histologische Untersuchungen zu myokardialen Umbauvorgéngen nach HTx sind bisher Gber un-
terschiedlich lange postoperative Zeitrdume hinweg durchgefuhrt worden. Dabei wird die Ver-
gleichbarkeit durch heterogene Studiendesigns und geringe Fallzahlen erschwert. Die folgende
Tabelle 1 stellt die bisherigen Erkenntnisse zu Umstrukturierungen der EZM und Verénderungen
der HMZ im rechtsventrikularen Myokard herztransplantierter Patienten gegentiber. Dabei werden
die verwendeten Darstellungsmethoden ebenso aufgezeigt wie die unterschiedliche L&nge des Be-
obachtungszeitraumes nach HTx.
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In Zusammenschau der Ergebnisse bisheriger Studien anhand von Tabelle 1 bleibt weiterhin un-
klar, in welchem tatsachlichen Ausmal sich quantitative Anpassungen der interstitiellen Struktur
nach Herztransplantation vollziehen. Mogliche Unterschiede zwischen der frihzeitigen und lang-
fristigen postoperativen Phase bleiben auch nach aktueller Studienlage kaum beurteilbar. Gleich-
zeitig ist nicht eindeutig, ob die kollagenen Subtypen gleichermafRen an den Architekturverande-
rungen teilhaben. Auch im Hinblick auf VVerdnderungen von Form und Anzahl der HMZ ist kein
Konsens erreicht worden. Zudem ist nur unzureichend geklart, welchen Einfluss weitere histolo-
gische Phanomene, wie zum Beispiel Abstollungsreaktionen, maglicherweise auf die Entwicklung
des myokardialen Interstitiums nach HTx austiben. Ferner liegen keine Erkenntnisse dariiber vor,
inwiefern das Alter von Transplantatspender und -empfanger auf die Umbauvorgange der myo-
kardialen EZM nach HTx einwirken. So bleibt unbeantwortet, ob die beschriebenen Umstruktu-
rierungen Ausdruck spezifischer Anpassungen nach HTx sind und somit grundsétzlich einem an-
deren Muster unterliegen als im myokardialen Interstitium herzgesunder Patienten. Sie kdnnten
stattdessen jedoch auch physiologischen Alterungsvorgangen entsprechen, die keinen pathologi-
schen Einfluss auf die Transplantatfunktion nehmen. Somit sind trotz verschiedenster Forschungs-
arbeiten der letzten 2 Jahrzehnte bisher noch keine allgemeingiltigen Aussagen zur Kklinischen
Bedeutsamkeit von Veranderungen der interstitiellen Myokardarchitektur nach Herztransplanta-

tion treffbar.
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3 Zielstellung

Mit der Biopsie steht ein groRes Materialreservoir zur Verfiigung, um interstitielle Verdnderungen
nach HTx zu analysieren. Aufgrund international geltender Richtlinien zur Entnahme und standar-
disierten Aufbereitung kénnen die Gewebeproben unter im Vorfeld einheitlich definierten Bedin-
gungen untersucht werden.?® ® Zudem ermdglichen spezielle immunhistochemische Methoden
bzw. gewebespezifische Farbeverfahren klare Aussagen zu individuellen Veranderungen einzelner
Komponenten der myokardialen Mikrostruktur. Dabei ist eine differenzierte Betrachtung des in-
terstitiellen Herzgewebes ebenso durchfiihrbar wie die Beurteilung der zelluldaren Morphologie.
Nur so kénnen fir die kardiale Funktion potenziell bedeutsame Umbauvorgénge in der Gewebe-
architektur nach Herztransplantation erkannt und quantitativ erfasst werden.

Gegenstand dieser Arbeit ist es daher, Darstellungsmethoden des interstitiellen Myokards nach
HTx zu vergleichen und auf ihre Korrelationsfahigkeit mit weiteren histologischen Befunden im
Rahmen der routineméBigen Posttransplantationsnachsorge zu Gberprifen. Im Vordergrund steht
hierbei, die Entwicklung myokardialer Fibrose im Langzeitverlauf nach HTx tber flinf Jahre hin-
weg quantitativ zu bewerten und der immunhistochemischen Darstellung von Kollagen Typ il

und IV gegenuberzustellen.

In diesem Rahmen soll die vorliegende Arbeit folgende Fragen kléren:

e Lassen sich im postoperativen Verlauf nach Herztransplantation quantitative VVeranderun-
gen der myokardialen Fibrose sowie von Kollagen Typ 111 und IV im rechtsventrikul&ren
Myokardgewebe nachweisen?

e Wie gestaltet sich das Verhéltnis zwischen Fibrose und Kollagen Typ Il im Untersu-
chungszeitraum?

¢ Kann eine Beziehung zwischen den interstitiellen Verdnderungen von Fibrose, Kollagen
Typ 1l und IV und dem Patientengeschlecht bzw. Uberlebensstatus zum Zeitpunkt der
Datenerhebung festgestellt werden?

e Welchen Einfluss nimmt das Alter des Patienten zum Zeitpunkt der Herztransplantation
bzw. die Altersdifferenz zwischen Empféanger und Spender auf den Verlauf der interstiti-
ellen Fibrose bzw. von Kollagen Typ Il und 1V?

e Welche Beziehung besteht zwischen der spenderabhangigen Ausgangsbeschaffenheit der
interstitiellen Architektur zum Zeitpunkt der Transplantation bzw. der Ischdmiezeit bei
Herztransplantation und dem Verlauf von Fibrose, Kollagen Typ Il und IV im postopera-

tiven Zeitraum?
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e Lassen sich weitere bioptische Parameter (AbstofRungsreaktionen, strukturelle Verénde-
rungen von Herzmuskelzellen und intramyokardialen GefaRen) mit dem Verlauf von Fib-
rose, Kollagen Typ 111 und IV korrelieren?

e Entsprechen die ermittelten Verlaufe von Fibrose, Kollagen Typ 11l und IV physiologi-
schen Alterungsvorgéangen oder sind sie als spezifische Anpassungsvorgange nach Herz-
transplantation zu werten?

e Wie ist die klinische Relevanz der erzielten Ergebnisse einzuschétzen?
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4 Studienpopulation

Das Deutsche Herzzentrum Berlin (DHZB) verfligt tber eines der grofiten Transplantationspro-
gramme in Deutschland. Hier wurden von April 1986 bis Dezember 2012 insgesamt 1.717 Herz-
transplantationen durchgefiihrt.*® Zur Untersuchung der Fragestellungen wurden insgesamt 78 Pa-
tienten ausgewahlt, die sich zwischen Juni 2003 und August 2006 einer primédren HTx am DHZB
unterzogen. Bei den Patienten handelte es sich um Teilnehmer an der von der Deutschen For-
schungsgemeinschaft geforderten prospektiven Studie ,,Erarbeitung von Prognosefaktoren fur die
Transplantatvaskulopathie nach Herztransplantation” (TVP-Studie).”* Fiir den Einschluss in die
Studie mussten folgende Kriterien vorliegen:

e orthotope HTX,

e Alter bei HTx > 18 Jahre,

e schriftliche Einwilligung in die Studienteilnahme.
Die Ausschlusskriterien umfassten:

e Alter bei HTx < 18 Jahre,

e hohergradige AV-Blockaden ohne implantierten Schrittmacher,

e Klaustrophobie,

e Schwangerschaft und Stillzeit.
Der Beobachtungszeitraum der TVP-Studie erstreckte sich auf 5 Jahre nach HTx. Die Erhebungen
wurden zu folgenden Zeitpunkten durchgefihrt (Follow Up - FU):

e FU1=230Tage,

e FU2=1Jahr,

e FU 3 =23Jahre,

e FU 4 =5 Jahre post HTx.

Jedes FU beinhaltete nicht-invasive und invasive Diagnostikverfahren. Morphologische und funk-
tionelle Parameter der Herzkranzgefa3e wurden anhand von koronarangiografischen Gefal3funk-
tionstesten und IVUS (bei FU1, FU2 und FU4) erhoben. Wahrend der Herzkatheteruntersuchung
wurden rechtsventrikulare EMB (RV-EMB) (ber einen Zugang in der Femoralvene entnommen.
Ihre Analyse erfolgte mithilfe von lichtmikroskopischen, immunhistochemischen und molekular-
pathologischen Methoden. Fir eine kleinere Gruppe an Studienpatienten lagen zusatzlich Gewe-
beproben aus dem Spenderherzen wahrend des Transplantationsvorganges (Null Biopsie — Null

Bx) vor.
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Aufgrund des personlichen Wunsches der Patienten, medizinischer Indikation bzw. Tod verrin-
gerte sich die Anzahl der Studienteilnehmer konsekutiv von urspringlich 78 Patienten auf:

e 77 Patienten zum FU 1,

e 69 Patienten zum FU 2,

e 57 Patienten zum FU 3.

e 46 Patienten schlossen die Studie mit einem FU 4 ab.

Manner stellten mit 86% die Mehrheit der Patientengruppe (67/78 vs. Frauen 11/78 = 14%). Somit
spiegelte die Geschlechterverteilung ein typisches Kollektiv von Transplantatempfangern wider.®
In 36% der Falle (28/78) wurde die Wartezeit bis zur Transplantation mit einem links- bzw.
biventrikularen Unterstutzungssystem tberbriickt. Hauptindikationen flr eine HTx waren die di-
latative Kardiomyopathie (54/78 =~ 69%) sowie koronare Herzerkrankung (18/78 =~ 23%). Die mitt-
lere Ischdmiezeit wéhrend des Transplantationsvorganges lag mit 211 + 49 Minuten Uber den
durchschnittlichen Werten von unter zwei Stunden im europiischen Transplantations-gebiet.?*
Das mittlere Alter aller Patienten betrug zum Zeitpunkt der Transplantation 50,2 + 12,2 Jahre.
Zum Zeitpunkt der Datenerhebung waren 57 von 78 Patienten (=73%) am Leben. Wahrend 30%
der Manner (20/67) verstorben waren, lag die Todesrate der Frauen bei 9% (1/11).

Einen Uberblick tber die wichtigsten pré-, peri- und postoperativen Daten der Patienten sowie

Uber Charakteristika der Transplantatspender gibt Tabelle 2.

Tabelle 2: Patientenpopulation (n = 78)

Geschlecht
e mannlich e 86% (67/78)
e weiblich o 14% (11/78)
Bridging bis zur HTx mittels Assist Device
e gesamt e 36% (28/78)
o0 linksventrikulares System 0 71% (20/28)
0 biventrikul&res System 0 29% (8/28)
Alter zum Zeitpunkt der HTx (MW % SA, in Jahren)
e gesamt e 50,2%122
o mannlich 0 499%125
o weiblich* o 514+10,8
Indikationen zur HTx
o (dilatative Kardiomyopathie o 69% (54/78)
e koronare Herzerkrankung o 23% (18/78)
e andere o 8% (6/78)
Ischamiezeit (MW % SA, in Minuten) 211,2 £ 49,6
Reperfusionszeit (MW £ SA, in Minuten) 187,4 £ 66,5
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Uberleben post-HTx (Stand: 01.03.2013)
e Anteil verstorbener Patienten

e Empféanger positiv
e Spender positiv
e CMV-Match Spender — Empfanger

O gesamt 27% (21/78)
= mannlich = 30% (20/67)
= weiblich = 9% (1/11)
e Todesursachen
o Transplantatversagen/Graftsklerose 0 24% (5/21)
o Infektion/Sepsis 0 14% (3/21)
o maligne Ursachen 0 14% (3/21)
0 Unbekannt 0 19% (4/21)
0 andere 0 29% (6/21)
Spender
e Geschlecht
0 ménnlich 0 64% (50/78)
o weiblich 0 36% (28/78)
0 Geschlechter-Match Spender — Empfanger 0 71% (55/78)
e Alter zum Todeszeitpunkt (MW= SA, in Jahren) e 409+124
e Todesursachen
0 intrazerebrale Blutung 0 44% (34/78)
0 Schadelhirntrauma o 30% (23/78)
o zerebraler Insult o 9% (7/78)
0 zerebrale Hypoxie o0 6% (5/78)
0 andere o 11% (9/78)
CMV Status

60% (47/78)
64% (50/78)
53% (41/78)

* Altersunterschied zwischen den Geschlechtern: p = 0,691; CMV — Cytomegalievirus; HTx — Herztransplantation;

MW - Mittelwert; n — Anzahl an Patienten; SA — Standardabweichung

Weitere demografische Daten, wie die HLA-Typisierung bzw. HLA-Antikorper, werden aufgrund

fehlender Vergleichsdaten nicht fiir die Untersuchungen der Dissertation verwendet.

5 Material und Methoden

5.1 Probengewinnung und histologische Aufbereitung

Das Untersuchungsmaterial bestand aus 274 RV-EMB. Diese wurden im Rahmen der Studienun-
tersuchungen zwischen dem 17.06.2003 und 10.01.2012 entnommen. Tabelle 3 listet die Anzahl

an Biopsien auf, die pro FU zur Verfligung standen.
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Tabelle 3: Anzahl der Biopsien pro FU

Artdes FU | Anzahl an Biopsien (n = 274)
Null Bx 9% (25/274)
FU1 28% (77/274)
FU 2 25% (69/274)
FU 3 21% (57/274)
FU4 17% (46/274)
gesamt 100% (274/274)

FU - Follow Up; n — Anzahl an Biopsien; Null Bx — Null Biopsie

Lagen gemal} den Standards der International Society for Heart and Lung Transplantation (ISHLT)
mindestens 3 Gewebeproben pro FU vor, galten die entnommenen EMB als interpretationsfahig.”™
Die Proben wurden zundchst in 4%iger Formalinlésung fixiert. Nach Einbettung des Gewebema-
terials in Paraffin wurde es unter gekihlten Bedingungen 3 Mikrometer (um) dick zugeschnitten
und im darauffolgenden Wasserbad auf Objekttrédger gebracht. Sobald die Proben getrocknet, ent-
paraffiniert und in destilliertem Wasser gespult waren, wurden die gewtinschten Farbungen durch-
geflhrt.
Zur Darstellung der Fibrose wurde jeweils ein Gewebeschnitt mittels Pikro-Sirius-Rot-Farbung
behandelt. Die dazu verwendete 1%ige Sirius-Rot-Lésung bestand aus Pikrinsaure und je nach
Lieferverfugbarkeit aus dem Farbstoff Sirius F3BA bzw. 4B der Firma Chroma. Fibrotische An-
teile und Narbengewebe stellten sich dabei rot dar. Das sonnengelb angeféarbte Cytoplasma hob
sich deutlich davon ab. Kernstrukturen farbten sich durch Gegenfarbung mittels Haematoxylin
blauschwarz.
Bis April 2004 erfolgte die immunhistochemische Aufbereitung von Kollagen Typ 111 und Typ IV
manuell auf Basis einer Alkalischen-Phosphatase-Reaktion. Nach Automatisierung der Farbung
im April 2004 wurde die Avidin-Biotin-Methode verwendet. Dabei kamen 1gG-Maus-Antikorper
zum Einsatz:

e Kollagen Il — Anfarbung des interstitiellen Bindegewebes, Klon HWD1.1 (monoklonaler

Antikdrper, Firma BioGenex)
e Kollagen IV — Anfarbung der Basallaminae, Klon COL-94 (monoklonaler Antikorper,
Firma BioGenex).

Beide Kollagene erhielten eine rote Farbung, wéhrend sich Kernstrukturen durch Gegenféarbung
mit Haematoxylin blauschwarz abhoben. Das restliche Bindegewebe war durch entsprechende
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Vorbehandlung komplett ausgewaschen. Die Abbildungen 1 und 2 zeigen beispielhafte Ergebnisse
der Kollagen 111 und IV-Férbung.
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Abbildung 1: Kollagen Typ 11 Abbildung 2: Kollagen Typ IV

5.2 Histomorphometrische Messungen

Pro Biopsie wurden jeweils drei Préparate ausgewertet (Fibrosefarbung mittels Sirius-Rot, im-
munhistochemische Darstellung von Kollagen Typ Il bzw. Typ IV). Die Vermessung aller
Schnitte erfolgte nach einem einheitlichen Prinzip unter Verwendung eines automatisierten Ana-
lysesystems mikroskopischer Bilder der Firma Carl Zeiss. Das Préparat wurde auf ein Axioskop
(Olympus) aufgelegt und mit einem Objektiv von 20x, einem Projektiv von 10x und einem Tubus
von 1,0 eingestellt. Die Ubertragung des Bildes auf einen Computerbildschirm erfolgte tiber eine
CCD Kamera der Marke Sony mit einer VergroRerung von 1,0. Anschlie3end bearbeitete die Soft-
ware KS 400 (Version 2.3, Carl Zeiss Visions) die erfassten Bilddaten mit einem Farbsegmentie-
rungsprogramm. In jedem Gewebeschnitt unterschieden sich die Rottone der gefarbten Strukturen
in ihrer Intensitat. Daher war es vor Auswertung eines jeden Praparates notwendig, die Software
manuell auf die Erkennung des entsprechenden Rottones einzustellen (,,Anlernphase*). Nach er-
folgreichem Anlernen des Farbsegmentierungssystems wurden rot dargestellte Strukturen in einen
grinen Farbton transferiert (,,Segmentierungsphase*). Anschliefend konnte die quantitative Mes-
sung erfolgen. Die folgenden Abbildungen 3 bis 5 zeigen die einzelnen Schritte der Farbsegmen-

tierung.
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Abbildung 3: Schnitteinstellung Abbildung 4: Anlernphase

Abbildung 5: Segmentierungsphase

Fir jede RV-EMB wurden zuféllig nacheinander 12 Gesichtsfelder eingestellt, um einen Bereich
von einem Quadratmillimeter (mm?) pro Messvorgang zu erfassen. Bei sehr kleinen Préparaten
waren Uberlappungsfreie Messungen nicht immer realisierbar, sodass in Einzelfallen weniger als
12 Messwerte fir die Analyse herangezogen wurden. Bei jeder Einzelmessung mussten die dar-
gestellten Strukturen mindestens 80% des Gesichtsfelds ausfullen, sodass mdglichst wenig optisch
freie Flachen tber den Schnittrand hinaus sichtbar waren.
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Bei der Ausmessung der Praparate wurden folgende Parameter erhoben:

e Gesamtflache der fibrotischen Strukturen in Quadratmikrometern (um?) und in Prozent (%),

e Strukturkonglomerate iiber 30 pm?wurden als narbiges Gewebe erfasst und als Anteil an der
Gesamtfibrose in Prozent (%) angegeben,

e Anteil der reinen Fibrose (Gesamtfibrose abziiglich Narbengewebe) in Quadratmikrometern
(um?) und in Prozent (%),

e Anteil von Kollagen Typ Il in Quadratmikrometern (um?) und in Prozent (%) im Vergleich
zur Gesamtflache des Gesichtsfeldes,

e Anteil von Kollagen Typ IV in Quadratmikrometern (um?) und in Prozent (%) im Vergleich

zur Gesamtflache des Gesichtsfeldes.

Zur Auswertung des Messvorganges stand das im DHZB entwickelte Makro BGW?7 (nach Dip-
lom-Ingenieur Betz und Prof. Dr. sc med. Meyer) zur Verfiigung. Fir jedes ausgemessene Préparat
wurde ein standardisierter Befundbericht erstellt. In diesem Bogen wurden der individuelle Mit-
telwert (MW) sowie die Standardabweichung (SA) aus den 12 Einzelmessdaten (in um? und %)
anhand des Programmes Microsoft Excel (Version 1997) berechnet. Zusatzlich wurden die 12 Ab-
solutwerte (um?) der Gesamtfibrose, reinen Fibrose sowie von Kollagen Typ Il und IV in einem
Saulendiagramm aufgefuhrt. Beispielhafte Befundberichte sind mit den Abbildungen Al (Fib-
rose), A2 (Kollagen I11) und A3 (Kollagen IV) im Anhang hinterlegt.

Fir die Fibrose sprechen einige Studien von einem Normalgehalt von < 10%.%% ™ Im DHZB wird
ein Wert von bis zu 9% als physiologischer Fibroseanteil angesehen. Fir den Gehalt von Kollagen
Typ 111 und IV liegen keine physiologischen Richtwerte vor.

5.3 Erhebung weiterer histologischer Parameter

Im Zuge der Routine-Befundung erfolgte die lichtmikroskopische und immunhistologische Unter-
suchung der entnommenen RV-EMB anhand von Hamatoxylin-Eosin-Farbungen (HE).
Zur Beurteilung morphologischer Veranderungen der Herzmuskelzellen standen fiinf Auspra-
gungsgrade zur Verfligung:

e Grad 0 = keine Hypertrophie,

e Grad 1 = milde Hypertrophie,

e Grad 2 = moderate Hypertrophie,

e Grad 3 = schwer ausgepragte Hypertrophie,

e Grad 4 = gleichzeitige Hypertrophie und Atrophie.
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In die Analyse der terminalen Strombahn flossen die vaskuldare Reaktion von Endothelzellen und
die Wandstarke der Gefal3-Media als die dem Endothel folgende, mehrzellige Schicht ein. Zur
Beschreibung der Befunde entwickelte Prof. Dr. sc med. R. Meyer ein semiquantitatives Klassifi-
zierungssystem:
e Grad 0 = Endothel unauffallig (Zelldurchmesser < Durchmesser der Endothelzellkerne);
Media-Wand unauffallig (Radius GefaBlumen > Wanddurchmesser)
e Grad 1 = Endothel prominent (Zelldurchmesser = Durchmesser der Endothelzellkerne);
geringfugige Verdickung der Media-Wand durch Proliferation
e Grad 2 = Endothel stark geschwollen (Zelldurchmesser > Durchmesser der Endothelzell-
kerne); starke Verdickung der Media-Wand durch Proliferation
Bei einer starken Verdickung der medialen Gefalwand (Grad 2) liegt eine Transplantatvaskulo-
pathie der terminalen Strombahn (Mikrovaskulopathie — MVP), vor. Sie ist als prognostisch un-
gunstiger Faktor fiir das Langzeitiiberleben nach Herztransplantation bewiesen.'? 7
Das Ausmal der akuten zellularen Abstollung (ACR — acute cellular rejection) wurde gemaR den
ISHLT-Empfehlungen anhand von HE-Féarbungen bewertet.?®: 7 Durch die Erweiterung des Gra-
duierungssystems um den DHZB-spezifischen Grad 01A wurden morphologisch erkennbare Vor-
stufen einer ACR abgedeckt. Die histologische Charakterisierung der ACR-Grade gibt Tabelle A1
im Anhang wieder.
Neben zelluldren Rejektionsprozessen kdnnen auch antikdrpervermittelte Abstoungsvorgange
nach HTx beobachtet werden. Die antikdpervermittelte oder auch humorale bzw. vaskulare Ab-
stoBung (AMR — antibody-mediated rejection) stellt sich im Bioptat vor allem durch geschwollene
Endothelzellen, interstitielle Odeme sowie Ablagerungen von Immunglobulinen bzw. Komple-
ment in den GefaRen dar.?® ’® Trotz vielfaltiger internationaler Bemiihungen herrscht bisher kein
Konsens zur optimalen Befundung in EMB.?% 3. 77 |m DHZB wurde die AMR-Diagnose anhand
des immunhistochemischen Nachweises der Immunglobuline IgA, IgM und IgG und des Endothel-
zellmarkers CD31 gestellt. AuBerdem wurden die Komplementfaktoren C3c und C1q einbezogen.
Als Hilfsparameter diente der Komplementmarker C4d. Eine AMR galt als sicher, sobald IgA,
IgM, 1gG sowie CD31 und C1q bzw. C3c in Zusammenschau mit C4d nachgewiesen wurden. Ein
Verdacht auf eine AMR bestand bei positivem Nachweis von C4d trotz negativer Immunglobuline.

Das Vorgehen zur AMR-Diagnostik wird durch Abbildung A4 im Anhang schematisch illustrier
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5.4 Statistische Auswertung

Fur eine genauere Datenanalyse wurden die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit anhand aller Ein-
zelmesswerte berechnet. Der bereits durch das Makro BGW7 bestimmte Mittelwert und seine
Standardabweichung pro Biopsie wurden nicht einbezogen. Die statistische Analyse erfolgte mit-
hilfe des Auswertungsprogrammes PASW Statistics 18 fur Microsoft Windows. Zur Beschreibung
demografischer Angaben und histologischer Befunde wurden deskriptive Statistikmethoden ein-
gesetzt. Korrelationen zwischen verschiedenen Parametern wurden anhand des Rangkorrelations-
koeffizienten nach Spearman und eines linearen Regressionsmodells herausgearbeitet. Da die mor-
phometrischen Messwerte keiner Normalverteilung unterlagen, erfolgte der Vergleich der Mess-
werte anhand des Friedman- und Wilcoxon-Tests. Der Mann-Whitney-U-Test als nichtparametri-
scher Test fiir zwei unabhéangige Stichproben wurde fiir die Signifikanzprifung von Unterschieden
zwischen gebildeten Subpopulationen verwendet. Die statistische Signifikanz nominaler Variab-
len wurde mittels Cochran-Q-Test tiberpriift. Eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 galt als

statistisch signifikant.

6 Ergebnisse

6.1 Messbare Gewebeschnitte fiir Fibrose, Kollagen Typ 111 und IV

Fur die einzelnen Strukturen lag zu den definierten Erhebungszeitpunkten jeweils eine unter-
schiedliche Anzahl an messbaren Proben vor. In einigen Féllen konnten die Gewebeschnitte nicht
mehr aufgefunden werden oder die Praparate enthielten nicht ausreichend Material zur Aufarbei-
tung. Zudem stellte sich die Farbung einiger Gewebeproben als qualitativ unzureichend fir die
histomorphometrischen Untersuchungen heraus. Zum FU 1 waren die meisten Gewebeproben fiir
alle drei Farbungen auswertbar. Fur die Null Biopsie war jeweils die geringste Anzahl an Schnitten
vorhanden. Tabelle 4 gibt die Anzahl an auswertbaren EMB pro Komponente und Untersuchungs-

zeitpunkt an.
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Zeitpunkt Gesamt Fibrose Kollagen Typ 111 | Kollagen Typ IV
Null Bx 25/274 (9%) 19/242 (7%) 20/260 (8%) 23/258 (9%)
FU1 771274 (28%) | 72/242 (28%) 74/260 (28%) 71/258 (28%)
FU 2 69/274 (25%) | 67/242 (26%) 67/260 (26%) 67/258 (25%)
FU 3 57/274 (21%) | 56/242 (22%) | 55/260 (21%) 54/258 (21%)
FU 4 46/274 (17%) | 42/242 (17%) | 44/260 (17%) 43/258 (17%)
gesamt 274 (100%) 256 (100%) 260 (100%) 258 (100%)

FU — Follow Up; Null Bx — Null Biopsie

Die Analyse sollte neben dem individuellen Messverlauf der Fibrose und Kollagen Typ 111 bzw.
IV auch Vergleiche der Strukturkomponenten untereinander erméglichen. Durch die unterschied-
liche Anzahl an vorliegenden Schnitten ergab sich jedoch die Gefahr der Ergebnisverzerrung, so-
bald mogliche Ausreiller der Messwerte nur fir eine der untersuchten Strukturen vorlédgen. Daher
wurden die folgenden Auswertungen immer auf Basis der RV-EMB berechnet, fur die Messungen
aller drei EZM-Komponenten moglich waren. Daraus ergab sich folgende Anzahl an Gewebepro-
ben pro FU (siehe Tabelle 5).

Tabelle 5: Anzahl der in die Statistik eingegangenen Gewebeproben pro FU

Zeitpunkt Anzahl
Null Bx 8% (18/242)
FU1 27% (66/242)
FU 2 27% (66/242)
FU 3 22% (54/242)
FU 4 16 % (38/242)
gesamt 100% (242/242)

FU — Follow Up; Null Bx — Null Biopsie

6.2 Quantitative Messungen im Verlauf nach HTx

Die folgende Ergebnisdarstellung der quantitativen VVermessungen bezieht sich ausschlief3lich auf
die prozentualen Anteile der Fibrose, Kollagen Typ I11 und 1V. Bisherige Studien, auf die im Dis-
kussionsteil der Arbeit eingegangen wird, beziehen sich ebenso auf Prozentwerte. Da die Messer-
gebnisse in pm? nicht mit den Analysen anderer Forschungsgruppen verglichen werden kénnen,

sind sie im Ergebnisteil nicht aufgefihrt. Zudem beschrénken sich weiterfihrende statistische
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Analysen im Hinblick auf verschiedene Einflussfaktoren oder Subpopulationen auf die ermittelte
Gesamtfibrose. Die reine Fibrose sowie das Narbengewebe werden aufgrund einer fehlenden Ver-

gleichbarkeit mit anderen Studien ausgeschlossen.

6.2.1 Fibrose

Zu allen Untersuchungszeitpunkten lag der gemessene Fibrosegehalt fiir die Mehrheit der Gewe-

beproben im definierten Normbereich von < 9% (siehe Tabelle 6).

Tabelle 6: mittlerer Gehalt von Fibrose (%) innerhalb des Normbereiches (< 9%0) in funf

Jahren post HTx (Null Bx bis FU 4)

Fibrose Null Bx FU1 FU 2 FU3 FU 4
(MWin%) | (n=18) (n = 66) (n = 66) (n = 54) (n = 38)
<9% | 67% (12/18) | 68% (45/66) | 65% (43/66) | 80% (43/54) | 66% (25/38)
10-20% | 28% (5/18) | 29% (19/66) | 33% (22/66) | 20% (11/54) | 32% (12/38)
>21% 506 (1/18) | 3% (2/66) | 2% (1/66) / 206 (1/38)
gesamt | 100% (18/18) | 100% (66/66) | 100% (66/66) | 100% (54/54) | 100% (38/38)

FU - Follow Up; HTx — Herztransplantation; MW — Mittelwert; n — Anzahl an Patienten; Null Bx — Null Biopsie; %

— Prozent

Die mittlere Fibrose-Rate zeigte im Beobachtungszeitraum einen fluktuierenden Verlauf. Im Ver-
gleich zur intraoperativ entnommenen Null Bx gingen die Durchschnittswerte fur die Gesamt-
fibrose und den Anteil an reiner Fibrose innerhalb der ersten 30 Tage nach HTx (FU1) leicht zu-
rick. Dahingegen stieg der mittlere Narbenanteil geringfligig an. Im ersten postoperativen Jahr
(FU 2) erreichten sowohl die mittlere Gesamtfibrose (8,5 + 3,9%) als auch das Narbengewebe
(31,4 £ 13,4%) ihren Hochstwert. Der Anteil der reinen Fibrose ging weiter zurlick auf 4,2 + 1,6%.
Im mittelfristigen Verlauf (FU 3) lag die mittlere Gesamtfibrose auf ihrem niedrigsten Niveau (7,0
* 2,9%). Da auch der gemessene Narbenanteil zuriickging, stabilisierte sich der Stand der reinen
Fibrose. Wahrend die Gesamtfibrose im flinften Jahr post HTx (FU 4) auf dem Messniveau von
FU 1 lag, zeigte die reine Fibrose bedingt durch einen deutlichen Riickgang des Narbengewebes
ihren hochsten Wert nach Transplantation (5,2 = 2,4%). Sowohl die Wertentwicklung der reinen
Fibrose und des Narbenanteils als auch der Wertevergleich pro FU waren fur den postoperativen
Zeitverlauf statistisch signifikant. Abbildung 6 stellt die Fibrosemessung fiir den gesamten Unter-

suchungszeitraum vergleichend gegentiber.
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Null Bx FU1 FU 2 FU 3 FU 4
—o— Gesamtfibrose (p = ns)
(%, MW + SA) 8,6+54 79+45 85+39 70+29 8,0+45
reine Fibrose (p = 0,025%*) » ' -
(%, MW * SA) 49+26 48+26 42+16 43+17 52+24
—&— Narbengewebe (p = 0,003*) » ' '
(%, MW + SA) 276+122 | 279+12,7 | 31,4+134 | 22,3+11,7 | 182+ 146
Friedman-Test (p < 0,05) < 0,001 < 0,001 <0,001 < 0,001 < 0,001
Anzahl an Patienten (n) 18 66 66 54 38

* fir den Zeitraum nach HTx
FU - Follow Up; HTx — Herztransplantation; MW — Mittelwert; n — Anzahl an Patienten; ns — nicht signifikant; Null
Bx — Null Biopsie; p — Signifikanzniveau; % — Prozent; SA — Standardabweichung

Abbildung 6: mittlerer Gehalt von Gesamtfibrose, reiner Fibrose und Narbengewebe (%0) in
funf Jahren post HTx (Null Bx bis FU 4)

In Unterscheidung des Patientengeschlechts lieRen sich mit Ausnahme von FU 2 keine statistisch
signifikanten Unterschiede im Verlauf der mittleren Gesamtfibrose darstellen. Die Messwerte der
Manner erreichten bereits im ersten Jahr nach HTx mit 8,9 £ 4,0% ihren Hochstwert. Der mittlere
Fibrosegehalt bei den Frauen lag zu diesem Zeitpunkt nur bei 6,4 + 2,2% (p = 0,040). Im weiteren
Verlauf stieg er konsekutiv an (p = 0,026) und erreichte seinen hochsten Wert im flinften Jahr nach
HTx (9,8 + 3,6%).

In Abhangigkeit vom Uberlebensstatus zum Zeitpunkt der Datenerhebung ergaben sich keine ent-
scheidenden Unterschiede. Die mittlere Gesamtfibrose zeigte sowohl in der Gruppe der bereits
verstorbenen als auch der noch lebenden Patienten einen ahnlichen Werteverlauf wie in der ge-
samten Patientenpopulation (siehe Abbildung 6).

Die Abbildungen A5 und A6 im Anhang geben die mittlere Gesamtfibrose in Prozent in Abhén-
gigkeit vom Patientengeschlecht bzw. Uberlebensstatus wider.
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6.2.2 Kollagen Typ 11

Der mittlere Prozentgehalt an Kollagen Typ I11 zeigte innerhalb der ersten 30 postoperativen Tage
einen leichten Rickgang von 12,9 + 7,1% (Null Bx) auf 12,2 + 11,7% (FU 1). Im Verlauf des
ersten Jahres sanken die Messwerte weiter geringfligig ab, stabilisierten sich zum FU 3 mit 12,2
* 4,8% jedoch wieder mittelfristig auf einem mit dem ersten postoperativen Untersuchungszeit-
punkt vergleichbaren Niveau. Bis zum fiinften Jahr post HTx steigerte sich der mittlere Kollagen-
I11-Gehalt deutlich. Dabei ergab sich eine statistische Signifikanz von p = 0,037 fiir den in Abbil-

dung 7 veranschaulichten Beobachtungszeitraum.
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Mittelwert (%)

11
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Null Bx FU1 FU 2 FU 3 FU 4
—o— Kollagen Typ 1l (p =0,037)
(%, MW * SA)
Anzahl an Patienten (n) _ 18 _ 66 66 _ 54 38

129+7,1 | 12,2+11,7 | 120+438 12,2+48 158+6,4

FU - Follow Up; HTx — Herztransplantation; MW — Mittelwert; n — Anzahl an Patienten; Null Bx — Null Biopsie; p
- Signifikanzniveau; % — Prozent; SA — Standardabweichung

Abbildung 7: mittlerer Gehalt von Kollagen Typ 111 (%0) in finf Jahren post HTx (Null Bx
bis FU 4)

In Abhédngigkeit vom Patientengeschlecht ergaben sich ausschlie3lich in der Frihphase nach HTx
statistisch signifikante Unterschiede im Messverlauf von Kollagen Typ I11. Zum FU 1 war bei 80%
der Frauen ein mittlerer Kollagen-I11-Gehalt von < 10% nachweisbar, wahrend 60% der mannli-
chen Studienpopulation Mittelwerte von > 10% erreichten (p = 0,047).

Im Vergleich von lebenden und verstorbenen Studienprobanden konnten keine signifikanten Un-
terschiede festgestellt werden.

Die Durchschnittsrate an Kollagen Typ 11 ist in den Abbildungen A7 und A8 im Anhang jeweils
nach Geschlecht bzw. Uberlebensstatus gegeniibergestellt.
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6.2.3 Kollagen Typ IV

Analog zu den anderen EZM-Komponenten verzeichnete auch das Basalmembran-standige Kol-
lagen Typ IV im 30-tégigen Verlauf nach HTx einen geringfligigen Riickgang von 13,4 + 10,4%
(Null Bx) auf 12,4 £ 7,8% (FU 1). Anschliellend zeigte sich eine kontinuierliche Zunahme der
Mittelwerte auf maximal 22,7 £ 10,6% im flinften postoperativen Jahr (p < 0,001). Abbildung 8
veranschaulicht die Progression der mittleren Kollagen-1V-Rate fur den gesamten Untersuchungs-
zeitraum.
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20 /
) /

14 /

12 \/

Mittelwert (%0)

10

| NullBx | FU1 | FU2 | FU3 | FU4
—o— Kollagen Typ IV (p < 0,001*)
(%, MW + SA) 134+104 | 124+78 | 143+86 | 198+115 | 22,7+10,6
Anzahl an Patienten (n) 18 _ 66 66 54 38

* fur den Zeitraum nach HTx

FU - Follow Up; HTx — Herztransplantation; MW — Mittelwert; n — Anzahl an Patienten; Null Bx — Null Biopsie; p
- Signifikanzniveau; % — Prozent; SA — Standardabweichung

Abbildung 8: mittlerer Gehalt von Kollagen Typ IV (%) in finf Jahren post HTx (Null Bx
bis FU 4)

Die kontinuierliche Zunahme des mittleren Kollagen-1V-Gehaltes zeigte sich sowohl bei Mannern
als auch Frauen (Ménner: p = 0,011; Frauen: p = 0,006; siehe Abbildung 9). Zum abschlieRenden
FU 4 wiesen die weiblichen Studienpatienten dabei ein starker ausgepragtes Kollagen Typ 1V auf
als die Ménner. So lag der Durchschnittswert bei allen Frauen ber einem Mittel von 20%, wéh-
rend er bei der Mehrheit der Ménner (55%) mit einen Wert unterhalb von 20% gemessen wurde
(p = 0,014).
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| Null Bx FU1 | FU2 FUS | Fu4
—&o— mannlich (p = 0,011%)
(%, MW + SA) 134+104 | 121+79 140+78 | 186+11,1 | 21,8 +11,0
weiblich (p = 0,006*)
(%, MW * SA) / 143+72 | 156+124 | 26,3+12,6 | 286+5,7
Mann-Whitney-U-Test ns ns ns ns ns
(p<0,05) 7
Anzahl Ménner / Frauen (n) 18/0 5719 55/11 46 /8 33/5

* fir den Zeitraum nach HTXx
FU - Follow Up; HTx — Herztransplantation; MW — Mittelwert; n — Anzahl an Patienten; ns — nicht signifikant; Null

Bx — Null Biopsie; p — Signifikanzniveau; % — Prozent; SA — Standardabweichung
Abbildung 9: mittlerer Gehalt von Kollagen Typ IV (%) in Abhangigkeit vom Geschlecht
in funf Jahren post HTx (Null Bx bis FU 4)

In Unterscheidung des Uberlebensstatus‘ erwies sich der mittlere Anteil an Kollagen Typ 1V zur
Null Bx bei den verstorbenen Patienten als signifikant niedriger als bei den Lebenden (5,6 * 4,6%
vs. 16,4 = 10,5%; p = 0,021). Im postoperativen Zeitraum nahm der Messwert in beiden Gruppen
stetig zu (lebende Patienten: p < 0,001; verstorbene Patienten: p = 0,255). Aus Abbildung A9 im
Anhang geht hervor, dass keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen lebenden und ver-

storbenen Patienten herausgearbeitet werden konnten.
6.3 Vergleich der dargestellten Strukturen
6.3.1 Vergleich von Fibrose und Kollagen Typ Il

Die Ergebnisse der Sirius-Rot gefarbten Gesamtfibrose wurden anhand des Wilcoxon-Tests mit
dem immunhistochemisch aufbereiteten Kollagen Typ 111 verglichen. Im gesamten Beobachtungs-
zeitraum Uberstiegen die Mittelwerte des interstitiellen Kollagens dabei die der myokardialen Fib-
rose (p = 0,029). Bereits zum Zeitpunkt der HTx wurden Kollagen-I1I-Fasern um das 1,49fache

starker nachgewiesen als fibrotische Lasionen (p < 0,02). Im ersten postoperativen Jahr zeigte sich
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dieses Verhaltnis weitestgehend konstant mit Werten von 1,54 (FU 1) bzw. 1,41 (FU 2; p <0,001).
Fur den mittel- und langfristigen Verlauf nahm die Tendenz zugunsten von Kollagen I11 weiterhin
zu. Zum FU 3 ging der durchschnittliche Fibrosegehalt leicht zuriick. Dahingegen stieg die mittlere
Rate an Kollagen Typ Il an, sodass sich das Verhéltnis beider Strukturen auf 1,74 belief (p <
0,001). Im flnften Jahr nach HTx nahm der mittlere Kollagen-I11-Gehalt noch einmal stérker zu
als die durchschnittliche Gesamtfibrose. Zum FU 4 Uberstieg der Anteil von Kollagen Typ 111
somit den Anteil der Gesamtfibrose um das 1,98fache (p < 0,001). Abbildung 10 stellt das Ver-

haltnis beider Strukturen im Untersuchungsverlauf dar.

2,25

1,98**

1,75

15

1,25

Kollagen Typ 111 : Fibrose

Null Bx FU1 FU 2 FU 3 FU 4
Art des FU

*p<0,02  **p<0,001

FU - Follow Up; HTx — Herztransplantation; Null Bx — Null Biopsie; p — Signifikanzniveau
Abbildung 10: Verhaltnis von Kollagen Typ I11 im Vergleich zur Gesamtfibrose in funf
Jahren post HTx (Null Bx bis FU 4; p = 0,029)

Anhand des Korrelationskoeffizienten nach Spearman ergab sich zwischen den beiden gemesse-
nen EZM-Komponenten sowohl zum Zeitpunkt der HTx (Null Bx) als auch im ersten und fiinften
Jahr nach HTx (FU 2 und FU 4) ein relativ stark ausgeprégter, positiver Zusammenhang (Null Bx:
r=0,609; p =0,007 vs. FU 2: r = 0,541; p< 0,001 vs. FU 4: r = 0,449; p = 0,005).

6.3.2 Gegenuberstellung aller drei Parameter

Im gesamten Untersuchungszeitraum nahm der durchschnittliche Anteil an Kollagen Typ 111 und
IV deutlicher zu als die Gesamtfibrose (p = 0,008). Die mittlere Rate der Sirius-Rot geférbten
Fibrose blieb auf einem relativ gleichbleibenden Niveau von minimal 7,0% (FU 3) bis hin zu 8,6%
(Null Bx, siehe Abbildung 6 im Abschnitt 6.2.1). In der immunhistochemischen Farbung von Kol-

lagen Typ 111 zeigte sich demgegeniiber eine stetige Steigerung der gemessenen Mittelwerte von
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12,0% im ersten Jahr nach HTx (FU 2) bis auf 15,8% zum abschlieBenden FU 4 (siehe Abbildung
7 im Abschnitt 6.2.2). Infolgedessen erhdhte sich das Verhaltnis zwischen Kollagen Typ 111 und
der Gesamtfibrose im flinften Jahr nach Transplantation auf eine nahezu doppelte Rate an kolla-
genen Fasern (siehe Abbildung 10 im Abschnitt 6.3.1). Der mittlere Anteil an Kollagen Typ IV
stieg im postoperativen Verlauf noch deutlicher und erreichte zu allen Erhebungszeitpunkten die
hdchsten Messwerte der drei Parameter. Beginnend bei durchschnittlich 12,4% (FU 1) wurde im
langfristigen Zeitverlauf eine mittlere Rate von 22,7% (FU 4) gemessen (siehe Abbildung 8 im
Abschnitt 6.2.3). Dies entspricht einer Steigerung um das 1,8fache.

Zum Vergleich der Mittelwertstreuung aller drei Parameter wurde der Variationskoeffizient ange-
wendet. Er berechnet sich aus der Standabweichung des Mittelwertes dividiert durch selbigen und
kann in Prozent angegeben werden. Als unabhéngiger Parameter trifft er Aussagen tber die Streu-
breite der gemessenen Werte und dient zur Normierung der entsprechenden Standardabweichung.
Die unterschiedliche Auspragung der Variationskoeffizienten zwischen der mittleren Gesamt-
fibrose und den beiden Kollagentypen wird anhand von Abbildung 11 in einem Sdulendiagramm

veranschaulicht.
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100

96

80

60 m Gesamtfibrose (%)
Kollagen Typ 111 (%)

40 m Kollagen Typ IV (%)

Variationskoeffizient (%)

20

Null Bx FU1 FU 2 FU3 FU 4
Art des FU

FU - Follow Up; HTx — Herztransplantation; Null Bx — Null Biopsie; % — Prozent
Abbildung 11: Variationskoeffizienten fir die Mittelwerte von Gesamtfibrose, Kollagen Typ
11 und 1V (%) in funf Jahren post HTx (Null Bx bis FU 4)

Zum Transplantationszeitpunkt (Null Bx) unterlag Kollagen Typ I11 der niedrigsten Streuung der
drei EZM-Komponenten (55% vs. Gesamtfibrose: 63% vs. Kollagen Typ IV: 78%). Im anschlie-

Renden Beobachtungszeitraum variierte das Verhaltnis der ermittelten Streubreiten stark. So stieg
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der Variationskoeffizient fir Kollagen Typ I11 innerhalb der ersten 30 Tage nach HTx deutlich an
und unterlag mit einem Faktor von 96% einer sehr starken Variabilitat. Im Gegensatz dazu nahmen
die Streubreiten der Gesamtfibrose (57%) und Kollagen Typ IV (63%) ab. Uber das erste Jahr
nach HTx hinaus hielt sich die Streuung von Kollagen Typ Il relativ konstant auf einem Niveau
von 40% und wies somit die geringste Streuung unter den Parametern auf. Dahingegen sanken die
Streubreiten der Gesamtfibrose und von Kollagen 1V auch mittelfristig (FU 2, FU 3). Im flinften
Jahr nach HTx reduzierte sich der Variationskoeffizient von Kollagen Typ IV auf 47%. Demge-
genuber verzeichnete die mittlere Gesamtfibrose einen Anstieg der Streubreite und zeigte somit

langfristig die ausgepragteste Streuung der drei Parameter (56% vs. Kollagen I11: 41%).

6.4 Vergleich der histomorphometrischen Ergebnisse anhand des Alters
6.4.1 Beziehung zwischen Empféanger- und Spenderalter

Nach der quantitativen Entwicklung von Fibrose, Kollagen Typ Ill und IV wurde analysiert, ob
eine Beziehung zwischen den ermittelten Messverlaufen und dem Alter des Transplantatspenders
besteht. Anhand der Relation von Spender- und Patientenalter zum Zeitpunkt der HTx wurden drei
Untergruppen gebildet. Empfénger mit einer Altersdifferenz von £10 Jahren zu ihrem Organspen-
der wurden als gleichaltrig angesehen. Die weiteren Subgruppen setzten sich aus den Patienten
zusammen, die mindestens 10 Jahre jiinger bzw. alter als ihre Spender waren. Die letztgenannte

Gruppe stellte dabei mit ca. 47% den grofiten Anteil (siehe Tabelle 7).

Tabelle 7: Einteilung der Studienpopulation anhand der Differenz zum Spenderalter

Gruppe Empfanger (E) — Spender (S) Anzahl (n =78)
E=S E und S gleichen Alters 40% (31/78)
E>S E > 10 Jahre alter als S 47% (37/78)
E<S E > 10 Jahre jlnger als S 13% (10/78)

gesamt 100% (78/78)

E — Empféanger; n — Anzahl an Patienten; S — Spender

Der Verlauf der mittlere Gesamtfibrose gestaltete sich in den Gruppen sehr unterschiedlich. Zum
Zeitpunkt der HTx war sie bei den alteren Transplantatempfangern mit 7,6 £ 4,6% geringer aus-
geprégt als in der gleichaltrigen und jingeren Gruppe (9,3 £ 7,7% und 9,3 £ 3,3%). Wéhrend die
Messwerte der beiden letztgenannten Gruppen innerhalb der ersten 30 Tage nach HTx sanken,

stieg der Anteil fibrotischer L&sionen in der dlteren Gruppe an. Auch im weiteren Verlauf setzte



sich dieser Trend fort, sodass die &lteren Empfanger zum FU 2 mit 9,4+ 3,6% einen deutlich ho-
heren Mittelwert zeigten als die beiden Vergleichsgruppen (gleichaltrige Empfanger: 7,8+ 4,4%j;
jungere Empfanger: 7,2+ 2,6%). In allen drei Gruppen stiegen die Mittelwerte bis zum flinften
Jahr post HTx an. Dabei waren fibrotische Veranderungen in der gleichaltrigen Subgruppe am
starksten ausgepragt (9,1 +6,0%). Die durchschnittliche Fibroserate der jingeren Transplantat-
empféanger lag mit 8,9 + 3,6% auf einem dhnlichen Level. Mit 7,1 + 3,8% nahm die mittlere Ge-
samtfibrose in der alteren Gruppe den geringsten Wert an. Es ergaben sich weder fur den Verlauf
innerhalb der Untergruppen noch fir die ermittelten Unterschiede eine statistische Signifikanz.

Abbildung 12 veranschaulicht den Verlauf des mittleren Fibrosegehaltes in Unterscheidung der
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Altersdifferenz zwischen Empfénger und Spender.
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— VErsus

Abbildung 12: mittlerer Gehalt von Gesamtfibrose (%) in Abhangigkeit von der Alters-

differenz zwischen Transplantatempfanger und -spender in funf Jahren post HTx (Null

Bx bis FU 4)
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Die Entwicklung des Kollagen-111-Gehaltes zeigte innerhalb der ersten 30 Tage nach HTx einen
ahnlichen Trend wie der oben dargestellte Verlauf der mittleren Gesamtfibrose. Die Mittelwerte
der gleichaltrigen und jungeren Empféanger lagen bei HTx auf einem vergleichbaren Messniveau
(14,4 £ 6,1% bzw. 14,1 + 8,0%). Dahingegen présentierte die altere Gruppe mit 11,2 + 7,8% den
tiefsten Messwert zum Zeitpunkt der HTx. Wahrend des ersten postoperativen Jahres stieg der
durchschnittliche Kollagen-111-Gehalt der &lteren Gruppe leicht an und stabilisierte sich mit 13,5
+15,7% (FU 1) bzw. 13,7 £ 4,9% (FU 2) auf einem hoheren Level als in den anderen Subgruppen,
deren Messwerte absanken. So erreichte der mittlere Anteil von Kollagen Typ Il im ersten Jahr
nach HTx sowohl bei den gleichaltrigen als auch jingeren Empfangern den individuell geringsten
Stand im postoperativen Beobachtungszeitraum (10,9 £ 4,6% bzw. 10,1 + 3,2%). Ab dem dritten
Jahr nach HTx zeichnete sich fur die letztgenannten Empfangergruppen ein steigender Trend ab.
Dahingegen lieR die mittlere Rate an Kollagen Typ |1l in der alteren Gruppe nur geringfligige
Schwankungen erkennen. Zum FU 4 erreichte der Kollagen-111-Anteil bei den Gleichaltrigen mit
18,4 £ 7,7% den hochsten Anteil im Gruppenvergleich. Die Biopsien der dlteren Transplantatemp-
fanger wiesen mit 13,7 + 5,7% den geringsten Gehalt auf. Weder fir die individuellen Verlaufe
noch die generellen Unterschiede zu den einzelnen Beobachtungszeitpunkten konnte eine statisti-
sche Signifikanz nachgewiesen werden. Der Vergleich zwischen gleichaltrigen und jingeren Emp-
fangern sowie zwischen Jiingeren und Alteren war allerdings statistisch signifikant (p = 0,037 bzw.
p = 0,009). Abbildung 13 verdeutlicht den Messverlauf des mittleren Kollagen Typ Il in Abhén-

gigkeit von der Altersdifferenz.
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Abbildung 13: mittlerer Gehalt von Kollagen Typ 111 (%) in Abhéangigkeit von der Alters-
differenz zwischen Transplantatempfanger und -spender in fanf Jahren post HTx (Null Bx
bis FU 4)

Hinsichtlich Kollagen Typ 1V zeigten alle drei Gruppen &hnliche postoperative Verlaufstrends.
Zum Zeitpunkt der HTx lag der mittlere Kollagen-1V-Anteil in der jungeren Empfangergruppe
deutlich Gber den anderen Subgruppen (23,4 £ 15,1% vs. dltere Empféanger: 10,9 £ 8,5% vs. gleich-
altrige Empfanger: 10,1 £ 4,8%). Durch eine konsekutive Reduktion der Mittelwerte im ersten
postoperativen Jahr wiesen die Gewebeproben jingerer Transplantatempfanger zum FU 2 den ge-
ringsten Anteil an Kollagen Typ IV auf (9,6 £ 6,4%). Dahingegen verzeichnete die Gruppe der
alteren Empféanger innerhalb des ersten postoperativen Jahres eine kontinuierliche Zunahme der
gemessenen Werte. Zum FU 2 lag der mittlere Gehalt an Kollagen IV mit 14,9 £+ 8,1% in dieser
Gruppe nur geringgradig unter der gleichaltrigen Gruppe (15,4 + 9,6%). Im weiteren Zeitverlauf
zeigte sich in allen drei Gruppen ein steigender Trend, sodass im flinften postoperativen Jahr der
jeweils individuelle Hochstwert erreicht wurde. Im Vergleich zur Null Bx nahm der durchschnitt-
liche Kollagen-1V-Gehalt in der gleichaltrigen Gruppe dabei um das 2,5fache zu und lag mit 25,6
+ 10,3% uber dem ermittelten Anteil der &lteren (22,0 + 9,7%) und jingeren Gruppe (20,5 £
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13,6%). Die Wertentwicklung der alteren Patientengruppe war statistisch signifikant, wahrend sich
die Verlaufe der beiden anderen Gruppen und die Messwertunterschiede zu den FUs als statistisch
nicht signifikant herausstellten. Ein Vergleich der generellen Entwicklung des Kollagen-1V-An-
teils zwischen gleichaltrigen und jiingeren (p = 0,001), gleichaltrigen und alteren (p = 0,030) sowie
jungeren und &lteren Transplantatempfangern (p = 0,001) konnte jedoch als statistisch plausibel
bewiesen werden. Abbildung 14 stellt die Entwicklung von Kollagen Typ IV unter Berlcksichti-

gung der Altersunterschiede zwischen Empfénger und Spender bei HTx gegeniber.
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Abbildung 14: mittlerer Gehalt von Kollagen Typ 1V (%) in Abhéngigkeit von der Alters-
differenz zwischen Transplantatempfanger und -spender in funf Jahren post HTx (Null Bx
bis FU 4)

6.4.2 Altersstruktur der Studienpopulation zum Zeitpunkt der HTx

Es sollte untersucht werden, ob das Patientenalter bei Transplantation moglicherweise unabhéangig
vom Alter des Spenders Einfluss auf die postoperative Entwicklung der drei EZM-Komponenten

nimmt. Dazu wurde die Studienpopulation in eine junge (> 18, < 40 Jahre), mittelalte (> 40, < 59
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Jahre) und éltere (> 60 Jahre bei HTx) Patientengruppe eingeteilt. Dabei war die Mehrheit der
Patienten (59%) bei ihrer Transplantation zwischen 40 und 59 Jahren alt (siehe Tabelle 8).

Tabelle 8: Einteilung der Studienpopulation anhand des Alters bei HTXx

Gruppe | Alter zum Zeitpunkt der HTx Anzahl an Patienten
(n=178)
Jung > 18, <40 Jahre 19% (15/78)
Mittelalt > 40, <59 Jahre 59% (46/78)
Alter > 60 Jahre 22% (17/78)
gesamt 100% (78/78)

HTx — Herztransplantation; n — Anzahl an Patienten; % — Prozent

Die postoperative Entwicklung des mittleren Fibrosegehaltes stellte sich in den Altersgruppen un-
terschiedlich dar. Die Gruppe der unter 40 Jahrigen zeigte nach einem Riickgang fibrotischer La-
sionen von 7,1 + 3,0% (Null Bx) auf 6,3 + 3,0% (FU 1) den geringsten Anteil an Fibrose im
kurzfristigen postoperativen Intervall. Im weiteren Verlauf stieg die durchschnittliche Gesamt-
fibrose in dieser Gruppe jedoch kontinuierlich an und erreichte zum FU 4 ihren HOchstwert von
8,8 = 3,8%. Im langfristigen Zeitraum entwickelten Patienten, die zum Zeitpunkt ihrer Transplan-
tation unter 40 Jahre alt waren, somit im Durchschnitt statistisch signifikant mehr Fibrose als die
Gesamtpopulation (8,0 £ 4,5%; siehe Abbildung 6 im Abschnitt 6.2.1; p < 0,001). In der Gruppe
der Patienten zwischen 40 und 59 Jahren dhnelte der Verlauf der mittleren Fibrose der in Abschnitt
6.2.1 dargestellten Gesamtpopulation. Bei HTx wiesen sie mit 12,1 + 6,5% den hdchsten Stand an
mittlerer Fibrose im Altersvergleich auf. In den ersten postoperativen Wochen (FU 1) sank die
Fibroserate deutlich ab (7,8 £ 4,7%) und zeigte im weiteren Verlauf schwankende Werte. So wurde
der postoperative Hochststand bereits im ersten Jahr nach HTx erreicht (FU 2: 8,7 + 3,4%). Zum
FU 3 wurde ein individueller Tiefststand von 6,9 + 2,9% vermessen, der auf einem gleichen Ni-
veau mit der mittleren Fibroserate der Gesamtpopulation lag (7,0 = 2,9%; siehe Abbildung 6 im
Abschnitt 6.2.1). Im funften Jahr nach HTx verzeichnete der durchschnittliche Fibrosegehalt in
der mittelalten Patientengruppe einen geringfugigen Anstieg auf 7,2 £+ 3,4%. Damit lag er weiter-
hin unter dem Ausgangsergebnis bei Transplantation und stellte sich statistisch signifikant niedri-
ger dar als in der Gesamtpopulation (8,0 + 4,5%; siehe Abbildung 6 im Abschnitt 6.2.1; p <0,001).
Die Patienten, die zum Zeitpunkt der HTx bereits mindestens 60 Jahre alt waren, wiesen nicht nur
im Gruppenvergleich den niedrigsten Fibrosegehalt bei HTx auf, sondern lagen auch signifikant
unter der durchschnittlichen Fibroserate der Gesamtpopulation (4,8 = 2,8% vs. 8,6 £ 5,4%); siehe
Abbildung 6 im Abschnitt 6.2.1; p = 0,041). Kurzfristig nach HTx stieg der Anteil fibrotischer
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Lasionen in der alteren Patientengruppe stark signifikant an und lag zum FU 1 auf einem indivi-
duellen Hochststand von 9,7 + 4,6% (p < 0,001). Bis zum dritten Jahr nach HTx sank der mittlere
Anteil der Gesamtfibrose bei den &lteren Patienten wieder ab, bewegte sich im funften Jahr nach
HTx mit 9,3 + 7,2% jedoch wieder auf einem &hnlichen Messniveau wie im ersten postoperativen
Jahr. Im Vergleich zur gesamten Patientenpopulation stellte sich dies als statistisch signifikant
erhoht heraus (8,0 + 4,5%; siehe Abbildung 6 im Abschnitt 6.2.1; p = 0,009). Die individuellen
Messverlaufe und die Unterschiede zwischen den Altersgruppen zu den einzelnen FUs lieRen sich
nicht als statistisch signifikant herausarbeiten. Lediglich der postoperative Wertevergleich zwi-
schen mittelalten und alteren Patienten zeigte sich signifikant (p = 0,043). Abbildung 15 fasst den
Werteverlauf der mittlere Fibrose im Altersvergleich der Patienten zusammen.

14
12
Gruppenvergleich:
jung vs. mittelalt: p = ns ’0\3 10
jung vs. alter: p =ns g
mittelalt vs.alter: p = 0,043% S 8 =
=
[«5)
* fiir den Zeitraum nach HTX E 6 / =
=
4

Null Bx | FU1 | FU2 FU 3 FU 4
—o— junge Patienten (p = ns)
(%, MW £ SA)
mittelalte Patienten (p = ns)
(%, MW £ SA)

—A— &ltere Patienten (p = ns)
(%, MW * SA)

7,1+30 6,3+3,0 72+23 8,1+3,6 8,8+38

12,1+6,5 78+47 8,7+34 6,9+29 72+34

48+28 9,7+4,6 9,3+6,1 6,1+14 9,3+7,2

Kruskal-Wallis-Test (p < 0,05) ' ns ' ns » ns ' ns ' ns
Anzahl junge Patienten (n) | 7 ' 13 | 15 | 14 | 10
Anzahl mittelalte Patienten (n) 7 39 39 30 20
Anzahl dltere Patienten (n) ' 4 ' 14 ’ 12 ' 10 ' 8

FU - Follow up; HTx — Herztransplantation; MW — Mittelwert; n — Anzahl an Patienten; ns — nicht signifikant; Null

Bx — Null Biopsie; p — Signifikanzniveau; % — Prozent; SA — Standardabweichung; vs. — versus
Abbildung 15: mittlerer Gehalt von Gesamtfibrose (%) in Abhangigkeit vom Patientenalter
bei HTx in funf Jahren post HTx (Null Bx bis FU 4)

Auch die Entwicklung der mittleren Rate an Kollagen Typ 111 gestaltete sich in allen drei Patien-
tengruppen unterschiedlich. Analog zur Gesamtpopulation (siehe Abschnitt 6.2.2) sanken die

Messwerte der jungen Patienten wéhrend des ersten postoperativen Jahres bis auf 9,5 + 3,8% (FU
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2). Im weiteren Verlauf nahm der Mittelwert fir Kollagen 111 in den Biopsien der jungen Patien-
tengruppe kontinuierlich zu und lag im funften postoperativen Jahr mit einem Hochststand von
19,1 + 5,3% statistisch signifikant tber dem Wert der Gesamtpopulation (15,8 * 6,4%; siehe Ab-
bildung 7 im Abschnitt 6.2.2; p < 0,001). Im langfristigen Gruppenvergleich bildeten Patienten,
die zum Transplantationszeitpunkt unter 40 Jahre alt waren, somit nicht nur mehr Fibrose sondern
auch mehr interstitielles Kollagen Typ Il aus als Patienten, die tiber 40 Jahre alt waren. Der durch-
schnittliche Kollagen-111-Gehalt in der Patientengruppe zwischen 40 und 59 Jahren nahm nach
einem Rickgang innerhalb der ersten 30 Tage im weiteren Zeitverlauf nach HTx kontinuierlich
zu. Zum abschlieRenden FU 4 lag der durchschnittliche Anteil von Kollagen Typ 111 bei mittelalten
Patienten mit 14,7 + 6,2% dennoch statistisch signifikant unter der gesamten Patientengruppe
(15,8 + 6,4%; siehe Abbildung 7 im Abschnitt 6.2.2; p < 0,001). Der kollagene Werteverlauf bei
alteren Patienten zeigte sich eher fluktuierend. In ihrer Null Bx wiesen sie mit 10,4 + 5,6% noch
den geringsten Anteil an Kollagen Typ Il im Gruppenvergleich auf. Innerhalb der ersten posto-
perativen Wochen erreichten die Messwerte jedoch einen Spitzenstand von 16,7 + 23,8%. Somit
lag dieser 30 Tage nach HTx nicht nur deutlich Gber den beiden jungeren Patientengruppen, son-
dern auch statistisch signifikant iber der gesamten Patientenpopulation (12,2 £ 11,7%; siehe Ab-
bildung 7 im Abschnitt 6.2.2; p = 0,021). AnschlieRend nahm der mittlere Anteil an Kollagen Typ
I11in den Gewebeproben der &lteren Patienten kontinuierlich ab. Im flinften Jahr nach HTx zeigten
sie unter langfristigen Bedingungen mit durchschnittlich 14,5 + 7,5 % die geringste Rate im Al-
tersvergleich. Auch im Vergleich mit der Gesamtpopulation entwickelten &ltere Patienten im finf-
jahrigen postoperativen Verlauf statistisch signifikant weniger Kollagen Typ Il (15,8 £ 6,4%j;
siehe Abbildung 7 im Abschnitt 6.2.2; p = 0,001).

Die Analyse ergab flr die Wertentwicklung der jungen Patientengruppe eine Signifikanz von p =
0,043. Auch die Unterschiede zwischen den Gruppen zum FU2 und FU 3 sowie der Vergleich
zwischen jungen und mittelalten bzw. jungen und alten Patienten lieRen sich als statistisch signi-
fikant beweisen. Abbildung 16 zeigt die Werteverlaufe von Kollagen Typ Il entsprechend der
gebildeten Altersgruppen.
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20

16 /A /

) . 7
NV <>

NullBx | FU1l | FU2 | FU3 | FU4

Gruppenvergleich:

jung vs. mittelalt: p = 0,037
jung vs. alter: p = 0,043
mittelalt vs.alter: p = ns

Mittelwert (%6)

—o— junge Patienten (p = 0,043)
(%, MW £ SA)
mittelalte Patienten (p = ns)
(%, MW £ SA)
—— dltere Patienten (p = ns)
(%, MW £ SA)

144+68 | 136%57 95+3,8 112+34 | 191+53
129+85 | 10,2+43 | 124+47 | 135+x54 | 147+6,2

10,4+56 | 16,7+238 | 13,8+52 9,6+3,6 145+75

Kruskal-Wallis-Test (p < 0,05) ' ns ' ns » 0,05 ' 0,03 ' ns
Anzahl junge Patienten (n) ' 7 ' 13 » 15 ' 14 ' 10
Anzahl mittelalte Patienten (n) 7 39 39 30 20
Anzahl dltere Patienten (n) | 4 1 | 12 | 10 | 8

FU — Follow up; HTx — Herztransplantation; MW — Mittelwert; n — Anzahl an Patienten; ns — nicht signifikant; Null

Bx — Null Biopsie; p — Signifikanzniveau; % — Prozent; SA — Standardabweichung; vs. — versus
Abbildung 16: mittlerer Gehalt von Kollagen Typ 111 (%) in Abhangigkeit vom Patientenal-
ter bei HTx in funf Jahren post HTx (Null Bx bis FU 4)

Ebenso unterschiedlich entwickelten sich die mittlere Rate an Kollagen Typ IV in Abh&ngigkeit
der drei Altersklassen. Im Vergleich zum Transplantationszeitpunkt (15,8 + 13,1%) nahm der
durchschnittliche Kollagen-1V-Gehalt bei den unter 40jahrigen Patienten im ersten Jahr nach HTx
auf 10,9 + 6,8% (FU 2) ab. Im mittel- und langfristigen Verlauf liel diese Gruppe steigende Wer-
tetrends erkennen. Im flinften Jahr nach HTx lag der mittlere Anteil an Kollagen Typ IV mit 20,7
+ 13,0% dennoch statistisch signifikant unter der Gesamtpopulation (22,7 £+ 10,6%; siehe Abbil-
dung 8 im Abschnitt 6.2.3; p = 0,001). Die Wertentwicklung mittelalter Patienten glich dem Ver-
lauf der gesamten Studienpopulation (siehe Abbildung 8 im Abschnitt 6.2.3). Nach einem statis-
tisch signifikanten Riickgang der mittleren Kollagen-1V-Rate von 15,3 + 8,5% (Null Bx) auf 11,6
+ 7,4% zum FU 1 (p < 0,001), stiegen die Messwerte im weiteren postoperativen Verlauf konti-
nuierlich an. Zum FU 4 zeigte sich Kollagen Typ IV in der mittelalten Gruppe mit 24,6 + 9,5% im
Altersgruppenvergleich am stérksten ausgepréagt und berstieg statistisch signifikant den langfris-
tigen Messwert der Gesamtpopulation (22,7 + 10,6%; siehe Abbildung 8 im Abschnitt 6.2.3; p <
0,001). Die Kollagen-1VV-Werte in der alteren Patientengruppe stiegen innerhalb der ersten 30 Tage
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nach HTx sprunghaft von 5,8 £ 4,9% (Null Bx) auf 12,4 + 9,3% (FU 1; p < 0,001) an. Auch im
weiteren postoperativen Verlauf setzte sich dieser Trend fort. Im flnften Jahr nach HTx wiesen
die Biopsien alterer Patienten mit 20,5 £ 10,6% dennoch den geringsten Anteil an Kollagen Typ
IV im Altersvergleich auf und bildeten somit auch statistisch signifikant weniger Kollagen 1V aus
als die Gesamtpopulation (22,7 = 10,6%; siehe Abbildung 8 im Abschnitt 6.2.3; p = 0,001).

Zwar war der postoperative Messverlauf flr die mittelalte Patientengruppe statistisch plausibel (p
< 0,001). Fir jingere und altere Patienten konnte die Auswertung jedoch keine statistische Signi-
fikanz erreichen. Auch der Vergleich zu den einzelnen Untersuchungszeitpunkten ergab keine sta-
tistische Signifikanz. Dahingegen stellten sich die Unterschiede zwischen jungen und mittelalten
sowie mittelalten und alteren Patienten mit p < 0,001 als statistisch signifikant fiir den postopera-

tiven Zeitraum dar. Abbildung 17 vergleicht den Verlauf der Messwerte entsprechend des Alters.

25

20

Gruppenvergleich:

jung vs. mittelalt: p < 0,001*
jung vs. alter: p =ns
mittelalt vs. alter: p < 0,001*

15

. oA
S

NuIIBxI FU1 | FU2 ] FU 3 FU 4

* fir den Zeitraum nach HTx

Mittelwert (%)

—o— junge Patienten (p = ns) '
(%, MW + SA) 158+13,1 | 149+72 | 109+6,8 | 16,2+11,9 | 20,7 £ 13,0

mittelalte Patienten (p <

0,001%) 153+85 | 116+74 | 159+94 | 217+118  246+95
(%, MW + SA)

—A— &ltere Patienten (p = ns)

(%, MW % SA) 5849 124+93 | 133+7,1 | 188+9,9 | 20,5+10,6
Kruskal-Wallis-Test (p < 0,05) ' ns ' ns » ns ' ns ' ns '
Anzahl junge Patienten (n) | 7 ' 3 | 15 | 14 | 10
Anzahl mittelalte Patienten (n) 7 39 39 30 20
Anzahl éltere Patienten (n) ' 4 ' 14 ’ 12 ' 10 ' 8

FU - Follow up; HTx — Herztransplantation; MW — Mittelwert; n — Anzahl an Patienten; ns — nicht signifikant; Null

Bx — Null Biopsie; p — Signifikanzniveau; % — Prozent; SA — Standardabweichung; vs. — versus
Abbildung 17: mittlerer Gehalt von Kollagen Typ 1V (%) in Abhangigkeit vom Patientenal-
ter bei HTx in funf Jahren post HTx (Null Bx bis FU 4)
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6.5 Abhangigkeit von der spenderinduzierten Beschaffenheit der EZM

Bereits zu Lebzeiten der Organspender war die interstitielle Myokardstruktur aufgrund zahlreicher
Einflussfaktoren kontinuierlichen Veranderungsprozessen unterworfen. Daher lieRen sich zum
Zeitpunkt der Transplantation (Null Bx) unterschiedlich hohe Anteile an Fibrose bzw. Kollagen
Typ 111 und IV nachweisen. Daraus ergab sich die Fragestellung, welchen Einfluss die morpholo-
gischen Ausgangsbedingungen zum Zeitpunkt der HTx mdglicherweise auf die Dynamik der in-
terstitiellen Veranderungen im postoperativen Zeitverlauf nehmen. Dazu wurden die vorliegenden
Null Biopsien entsprechend ihres Anteils an Gesamtfibrose, Kollagen Typ 111 und 1V in drei Un-
tergruppen (Mittelwert < 5% vs. 6 — 10% vs. > 10%) eingeteilt. AnschlieBend wurde die Wertent-
wicklung der drei Komponenten im kurz- und langfristigen postoperativen Verlauf (30 Tage, 1
Jahr und 5 Jahre nach HTx) verglichen. Die entsprechenden Ergebnisse sind in Tabelle 9 aufge-
fihrt.

Tabelle 9: mittlerer Gehalt von Gesamtfibrose, Kollagen Typ 111 und 1V (%) in Abhangig-
keit von den Ausgangsbedingungen bei HTx (Null Biopsie)

Mittlere Gesamtfibrose (%)

Null Bx 30 Tage post HTx | 1 Jahr post HTx | 5 Jahre post HTx Friedmann-
(MW in %) (MW £ SA; %) (MW £ SA; %) (MW £ SA; %) Test (p <0,05)
45+24 8,2+32 8,0+£5,6
<5% ns
(n=14) (n=5) (n=3)
6,0+2,0 8,3+1,9 6,0+0
6 —10% ns
(n=16) (n=6) (n=1)
85+3,1 78140 120+28
> 10% ns
(n=4) (n=4) (n=2)
Wilcoxon-Test
ns ns ns
(p <0,05)
Vergleich der Gruppen: Korrelation nach Spearman:
< 5% vs. 6 —10%: ns ns

<5% vs. > 10%: ns
6 —10% vs. > 10%: ns

Mittleres Kollagen Typ 111 (%)

Null Bx 30 Tage post HTx | 1 Jahr post HTx | 5 Jahre post HTx Friedmann-
(MW in %) (MW = SA; %) (MW = SA; %) (MW + SA; %) | Test (p <0,05)
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45+0 10,8+0
<5% / ns
(n=1) (n=1)
95+3,7 112+41 127+22
6 —-10% ns
(n=23) (n=14) (n=2)
11,7+28 10,0+ 3,0 216+59
> 10% 0,050
(n=10) (n=10) (n=4)
Wilcoxon-Test
ns ns ns
(p <0,05)
Vergleich der Gruppen: Korrelation nach Spearman:
< 5% vs. 6 — 10%: ns Null Bx: 5 Jahre post HTx
< 5% vs. > 10%: 0,050 r=0,828
6 —10% vs. > 10%: 0,015 p = 0,042
Mittleres Kollagen Typ 1V (%)
Null Bx 30 Tage post HTx | 1 Jahr post HTx | 5 Jahre post HTx Friedmann-
(MW in %) (MW £ SA; %) (MW £ SA; %) (MW % SA; %) Test (p <0,05)
15,8 + 10,1 8,3+27 452 +0
<5% ns
(n=3) (n=4) (n=1)
10,4+ 12,8 186 +1,3 33,1+0
6 —-10% ns
(n=2) (n=2) (n=1)
122+7,0 15,6 £8,7 22,0+4,3
> 10% ns
(n=9) (n=9) (n=14)
Wilcoxon-Test
ns ns ns
(p <0,05)
Vergleich der Gruppen: Korrelation nach Spearman:
<5% vs. 6 — 10%: ns Null Bx: 5 Jahre post HTx
<5% vs.>10%: 0,039 r=-0,845
6 —10% vs. > 10%: 0,039 p=0,034

HTx — Herztransplantation; MW — Mittelwert; n — Anzahl an Biopsien; ns — nicht signifikant; Null Bx — Null Biopsie;

% - Prozent; p — Signifikanzniveau; r — Korrelationskoeffizient nach Spearman; SA — Standardabweichung; vs. -

Versus

Patienten, deren Spenderherz bei Transplantation im Mittel maximal 5% Fibrose aufwies, entwi-
ckelten im 30t&gigen Verlauf nach HTx die geringste Fibrose-Rate (4,5 £ 2,4%). Dahingegen zeig-
ten Patienten, deren Gewebeproben bereits bei HTx mehr als 10% Fibrose enthielten, auch in der
postoperativen Friihphase den hdchsten Anteil an Fibrose (8,5 £ 3,1%; p = 0,090). Dieser Trend
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setzte sich bis ins funfte Jahr nach HTx fort. So wurde fur Patienten mit hohen Fibrose-Werten in
der Null Bx auch postoperativ ein deutlich hoherer Fibrosegehalt nachgewiesen als fir Patienten
mit niedrigeren Ausgangswerten. Dabei ergab sich jedoch weder in der Unterscheidung der Grup-
pen zu den einzelnen Erhebungszeitpunkten, noch in den individuellen Werteverlaufen eine sta-
tistische Signifikanz. Auch mithilfe des Koeffizienten nach Spearman konnte keine statistisch sig-
nifikante Korrelation zwischen den Ausgangsbedingungen bei HTx und dem weiteren postopera-
tiven Verlauf erarbeitet werden.

Ein dhnliches Bild zeichnete sich fir das interstitielle Kollagen Typ 11l ab. In den Gewebeproben
von Patienten mit einem mittleren Kollagengehalt unter 5% in der Null Bx liel sich auch 30 Tage
spater statistisch signifikant weniger Kollagen 111 nachweisen als bei Patienten mit einer durch-
schnittlichen Kollagen-I11-Rate von > 10% bei HTx (4,5 = 0% vs. 11,7 + 2,8%; p = 0,038). Im
Verlauf des ersten postoperativen Jahres verzeichneten Patienten mit Ausgangswerten von > 10%
jedoch den geringsten Anteil an interstitiellem Kollagen Typ I11. Langfristig zeigte sich allerdings
ein gegenlaufiger Trend, sodass die Patienten mit den hdchsten Kollagenwerten in der Null Bx
auch 5 Jahre nach HTx den hochsten Anteil an mittlerem Kollagen Typ 111 aufwiesen. Der Werte-
verlauf in dieser Gruppe war mit p = 0,050 statistisch signifikant. Auch der Vergleich mit Patienten
mit einer geringeren Kollagen-I11-Rate bei Transplantation zeigte statistisch signifikante Ergeb-
nisse. In der Korrelationsanalyse nach Spearman ergab sich eine stark positive, statistisch signifi-
kante Korrelation zwischen den kollagenen Ausgangswerten bei HTx und der langfristigen posto-
perativen Wertentwicklung (r = 0,828; p = 0,042).

Innerhalb der ersten 30 Tage nach HTx nahm die mittlere Rate des BM-standigen Kollagen Typ
IV in der Gruppe mit dem geringsten Ausgangswert bei Transplantation (< 5%) am deutlichsten
auf 15,8 + 10,1% zu. Im weiteren Verlauf des ersten postoperativen Jahres ging Kollagen Typ 1V
in dieser Gruppe jedoch stark zurlick auf 8,3 + 2,7% und lag damit statistisch signifikant unter dem
Ergebnis der Patienten mit Ausgangswerten von 6-10% (18,6 £ 1,2%; p = 0,003) und > 10% (15,6
* 8,7%; p = 0,043) bei HTx. Im flnften Jahr nach HTx stieg der durchschnittliche Anteil von
Kollagen IV in der Patientengruppe mit dem niedrigsten Wert bei HTx erheblich auf 45,2 + 0%.
Dahingegen wiesen Patienten mit dem hdchsten Ausgangsgehalt in der Null Bx den geringsten
Durchschnittswert von 22,0 £ 4,3% auf. Zwar liel} sich fir die individuelle Wertentwicklung der
Gruppen keine statistische Signifikanz nachweisen. Ein Vergleich zwischen Patienten mit Aus-
gangswerten von < 5% und > 10% bzw. 6 — 10% und > 10% erbrachte jedoch eine statistische
Signifikanz von p = 0,039. Die Korrelationsanalyse nach Spearman zeigte einen stark negativen,
statistisch signifikanten Zusammenhang zwischen dem mittleren Kollagen-1V-Gehalt bei HTx und

der Wertentwicklung im flinften postoperativen Jahr (r = -0,845; p = 0,034).
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6.6 Abhangigkeit von der Ischamiezeit bei HTx

Weiterfuhrend wurde die Ischdmiezeit wahrend des Transplantationsvorganges in die Analyse
mdoglicher Einflussfaktoren einbezogen. Anhand des Korrelationskoeffizienten nach Spearman
konnte ein positiver Zusammenhang zwischen der Ischdmiezeit und dem Anteil fibrotischer Lasi-
onen im mittel- und langfristigen postoperativen Zeitraum abgeleitet werden (FU3: r = 0,305; p =
0,025; FU4: r = 0,357; p = 0,028). Fir Kollagen Typ Il zeigte sich demgegentber nur innerhalb
der ersten 30 Tage nach HTx eine schwach positive Assoziation mit der Ischamiezeit (FU 1: r =
0,265; p = 0,032). Eine Korrelationsanalyse fir Kollagen Typ 1V ergab zu keinem Erhebungszeit-
punkt einen statistisch plausiblen Zusammenhang.

In Anlehnung an die mittlere Ischdmiezeit von 211,2 + 49,6 Minuten (siehe Tabelle 2 in Abschnitt
4) wurde die Studienpopulation in zwei Untergruppen geteilt. So konnte der postoperativen Wer-
teverlauf der drei EZM-Komponenten bei Patienten mit einer Ischdmiezeit von <211 Minuten (n
= 38/78; 49%) und Patienten mit einer hoheren Ischamiezeit von > 211 Minuten (n = 40/78; 51%)
verglichen werden.

Bereits zum Zeitpunkt der HTx lieR sich in Herzen mit einer langeren Ischamiezeit ein héherer
Anteil an fibrotischen Lasionen nachweisen als bei Spenderherzen mit kirzerer Ischdmiezeit (9,3
+7,1% vs. 7,8 £ 3,0%). Im anschlieRenden postoperativen Zeitraum entsprach die Fluktuation der
Messwerte in beiden Gruppen den Beobachtungen der Gesamtpopulation (siehe Abbildung 6 in
Abschnitt 6.2.1). Unterschiede im Fibrosegehalt zwischen den beiden Patientengruppen lieRen
sich zu keinem Zeitpunkt als statistisch signifikant beweisen. Der individuelle postoperative Ver-

lauf in beiden Ischdmiegruppen war dahingegen statistisch signifikant (siehe Abbildung 18).

10
£ 8 |
3 7 \ —
S 6
5
Null Bx FU1 FU 2 FU 3 FU 4

——o— [schidmie <211 Minuten
(p = 0,006%) (%, MW * SA)

Ischdmie > 211 Minuten
(p = 0,036%) (%, MW + SA)
Mann-Whitney-U-Test

(p £0,05)

Anzahl Ischamie

< />211 Minuten (n)

78+3,0 8,2+35 8,7+39 6525 74+53
93+71 76+53 8,3%+39 7,7+33 8,6+3,6
ns ns ns ns ns

9/9 33/33 34/32 30/24 19/19

* fur den postoperativen Verlauf
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FU — Follow Up; HTx — Herztransplantation; MW — Mittelwert; n — Anzahl an Patienten; ns — nicht signifikant; Null

Bx — Null Biopsie; p — Signifikanzniveau; % — Prozent; SA — Standardabweichung
Abbildung 18: mittlerer Gehalt von Gesamtfibrose (%) in funf Jahren post HTx in Abhan-
gigkeit von der Ischamiezeit (Null Bx bis FU 4)

Aus der weiterfiihrenden Unterteilung der Patienten mit langerer Ischdmiezeit in zwei Gruppen
(Ischamie > 211 bzw. < 239 Minuten vs. Ischdmie > 240 Minuten) ging ein statistisch signifikanter
Unterschied fir den langfristigen postoperativen Verlauf hervor. Die Gewebeproben der Patienten
mit iiberdurchschnittlich hoher Ischdmiezeit von > 240 Minuten wiesen im fiinften Jahr nach HTX
einen deutlich hoheren Anteil an mittlerer Gesamtfibrose auf als Patienten mit geringerer Ischa-
miezeit (siehe Abbildung 19).
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® [schamie > 240 Minuten

mittlere Gesamtfibrose (%)

p =0,012

5 Jahre nach HTx

HTx — Herztransplantation; n — Anzahl an Patienten; p — Signifikanzniveau; % — Prozent; vs. — versus
Abbildung 19: mittlerer Gehalt von Gesamtfibrose (%) im funften Jahr nach HTx bei Pati-

enten mit Gberdurchschnittlich langer vs. kiirzerer Ischamiezeit

Zum Zeitpunkt der HTx enthielt das interstitielle Myokard von Patienten mit einer Ischamiezeit >
211 Minuten nicht nur bereits mehr Fibrose, sondern auch einen héheren Anteil an Kollagen Typ
I11 als bei Patienten mit geringerer Ischamiezeit (13,2 + 7,3% vs. 12,6 £ 7,2%). Auch der postope-
rative Verlauf gestaltete sich in beiden Gruppen unterschiedlich. Nach einem Abfall der Mess-
werte in den ersten 30 Tagen post HTx stieg der mittlere Kollagen-I11-Gehalt in der Gruppe mit
kirzerer Ischamie innerhalb des ersten Jahres nach HTx wieder auf 12,2 + 4,3% und befand sich
damit auf einem mit dem Ausgangswert bei HTx vergleichbaren Niveau. Im dritten postoperativen
Jahr war Kollagen Il bei Patienten mit kurzer Transplantatischdmie im Mittel am geringsten aus-

gepragt (11,5 + 4,8%). Dahingegen entwickelten Patienten mit l&ngerer Ischdmiezeit in den ersten
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30 Tagen nach HTx zundchst mehr Kollagen Typ Il1, erreichten jedoch bereits zum FU 2 ihren
durchschnittlichen Tiefstand (FU 1: 14,2 + 15,8%; FU2: 11,8 £ 5,2%). Im dritten Jahr nach HTx
liel3 sich flr sie eine steigende Tendenz des mittleren Kollagen-111-Gehalt ableiten. In beiden Grup-
pen zeigte sich Kollagen Typ Il im Mittel jedoch erst im funften postoperativen Jahr am ausge-
pragtesten (Ischdmie < 211 Minuten: 14,6 + 6,8% vs. Ischdmie > 211 Minuten: 17,0 + 5,9%).
Gemessen an der Gesamtpopulation lagen die hierbei fur den langfristigen Beobachtungszeitraum
ermittelten Messwerte signifikant unterhalb bzw. oberhalb des durchschnittlichen Anteils an Kol-
lagen Typ 11 aller Patienten (15,8 £ 6,4%; siehe Abbildung 7 im Abschnitt 6.2.2; p < 0,001). Bei
Patienten mit kirzerer Ischamiezeit erwies sich der postoperative Werteverlauf als statistisch sig-
nifikant (p = 0,006). Die Unterschiede zwischen den Gruppen stellten sich nicht als statistisch
signifikant heraus. In Abbildung 20 wird die prozentuale Durchschnittsrate von Kollagen Typ il
bei Patienten mit kurrzerer und langerer Ischamiezeit fir den Untersuchungszeitraum nachvollzo-
gen.
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) /
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Mittelwert (%)

Null Bx FUL | Fu2 FU3 FU4
—&— Ischidmie <211 Minuten
(p = 0,006*) (%, MW + SA)

Ischamie > 211 Minuten ' '
(0 = NS) (% MW + SA) 132+73 | 142+158 | 11,8+52 | 130+50 | 17,0%59

126+7,2 10,3+4,5 12,2 +43 11,5+4.8 14,6 + 6,8

Mann-Whitney-U-Test ns ns ns ns ns
(p <0,05)

Anzahl Ischamie

< />211 Minuten (n) 9/9 33/33 34732 30/24 19/19

* fur den postoperativen Verlauf
FU - Follow Up; HTx — Herztransplantation; MW — Mittelwert; n — Anzahl an Patienten; ns — nicht signifikant; Null

Bx — Null Biopsie; p — Signifikanzniveau; % — Prozent; SA — Standardabweichung
Abbildung 20: mittlerer Gehalt von Kollagen Typ 111 (%) in funf Jahren post HTx in Ab-
hangigkeit von der Ischamiezeit (Null Bx bis FU 4)
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Unter Fokussierung auf den 30t&gigen postoperativen Verlauf konnte statistisch signifikant her-
ausgearbeitet werden, dass Patienten mit iiberdurchschnittlich langer Ischdmiezeit von > 240 Mi-
nuten deutlich erhohte Messwerte aufwiesen als Patienten mit kiirzeren Organischdmien von <211
Minuten (siehe Abbildung 21).
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s 13,6 % Minuten
S 20
X B [schiamie > 240 Minuten
8 10,3 %
5 15
€ 10
5 n415
| .
30 Tage nach HTx p=0,037

HTx — Herztransplantation; n — Anzahl an Patienten; p — Signifikanzniveau; % — Prozent; vs. — versus
Abbildung 21: mittlerer Gehalt von Kollagen Typ 111 (%) in der Frihphase (30 Tage) nach

HTx bei Patienten mit Gberdurchschnittlich langer vs. kiirzerer Ischamiezeit

Im postoperativen Verlauf nahm der durchschnittliche Gehalt an Kollagen Typ IV sowohl bei Pa-
tienten mit einer kurzeren als auch langeren Organischamie stetig zu und entsprach damit der her-
ausgearbeiteten Entwicklung fir die gesamte Studienpopulation (siehe Abbildung 8 in Abschnitt
6.2.3). Auch im funften Jahr nach HTx unterschied sich der mittlere Kollagen-1VV-Gehalt in beiden
Gruppen nicht vom langfristigen Durchschnittsgehalt der gesamten Patientenpopulation (22,7 +
10,6% vs. Ischdmie < 211 Minuten: 22,6 £ 10,6% vs. Ischdmie > 211 Minuten: 22,8 + 11,0%).
Der postoperative Werteverlauf zeigte sich fiir beide Subgruppen statistisch signifikant. Die Un-
terschiede zwischen den Patientengruppen bestatigten sich jedoch nicht als statistisch signifikant
(siehe Abbildung 22).
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Null Bx FU1 | FU2 FU 3 FU 4
—&o— [schiamie <211 Minuten
(b = 0,004%) (%, MW + SA) 14,6 +12,2 135+7,8 14,3+9,9 215+114 | 22,6 +10,6

Ischamie > 211 Minuten ' '
(D = 0.007%) (%, MW £ SA) 122+87 | 113+78 | 143+73 | 176+116 | 22,8+110

Mann-Whitney-U-Test ns ns ns ns ns
(p<0,05)

Anzahl Ischamie
< />211 Minuten (n) 9/9 33/33 34/32 30/24 19/19

* fiir den postoperativen Verlauf

FU - Follow Up; HTx — Herztransplantation; MW — Mittelwert; n — Anzahl an Patienten; ns — nicht signifikant; Null

Bx — Null Biopsie; p — Signifikanzniveau; % — Prozent; SA — Standardabweichung
Abbildung 22: mittlerer Gehalt von Kollagen Typ 1V (%) in funf Jahren post HTx in Ab-
hangigkeit von der Ischamiezeit (Null Bx bis FU 4)

6.7 Abhangigkeit von AbstoBungsreaktionen

6.7.1 Zellulare AbstoRung

Die weitere Analyse prifte eine mogliche Abhangigkeit zwischen dem Auftreten von zelluléren
AbstoRBungsvorgangen (ACR) und den postoperativen Messwerten. Entsprechend einer normalen
Transplantkohorte war die Anzahl der nachgewiesenen AbstoRungen im ersten Jahr nach HTx (FU
1 und FU 2) am héchsten. Die Mehrheit der untersuchten Patientenpopulation war jedoch zu jedem
Untersuchungszeitpunkt frei von Anzeichen einer AbstoRung. Tabelle 10 gibt die Anzahl aller

zelluldren AbstoflRungen pro FU unabhéngig vom Schweregrad wider.
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Tabelle 10: nachgewiesene zellulare Absto3ungsreaktionen pro FU

Art des FU ACR negativ ACR positiv nicht reprasentativ*
FU 1 (n = 66) 59% (39/66) 38% (25/66) 3% (2/66)
FU 2 (n = 66) 77% (51/66) 21% (14/66) 2% (1/66)
FU 3 (n =54) 94% (51/54) 4% (2/54) 2% (1/54)
FU 4 (n = 38) 92% (35/38) 8% (3/38) /
Cochran-Q-
Test (p < 0?)5) 0011

* Fir nicht reprasentative Biopsien konnte aufgrund von unzureichend zur Verfligung stehendem Material keine Ab-
stoRungsdiagnostik erfolgen.

ACR - akute zellulare AbstoRung; FU — Follow up; n — Anzahl an Patienten; p — Signifikanzniveau; % — Prozent

Um die statistische Aussagekraft der Auswertung zu erhdhen, wurden alle Patienten, fur die in-
nerhalb des funfjdhrigen Beobachtungszeitraumes mindestens einmalig ein zellulares AbstoRungs-
ereignis dokumentiert war, in einer Gruppe zusammengefasst. Die entsprechende postoperative
Summe der gemessenen Mittelwerte (FU 1 bis FU 4) wurde den Messwerten der Patienten gegen-
ubergestellt, deren Biopsien im gesamten Zeitverlauf keine Abstolungszeichen aufwiesen.

So entwickelten ACR-positive Patienten im Mittel nur unwesentlich mehr Fibrose als die rejekti-
onsfreie Vergleichsgruppe (23,9 + 11,0% vs. 23,6 £ 12,5%). Da die Ergebnisse keiner Normalver-
teilung unterlagen, eignete sich zur Gegeniiberstellung jedoch eher der Medianwert. Als Zentral-
wert liegt er genau in der Mitte aller Messwerte und ist somit robust gegenuber Ausrei3ern der
Studienpopulation. Dadurch dient er als besserer Indikator einer zentralen Tendenz. Fir die mitt-
lere Fibrose zeigte sich in Betrachtung des Medians ein deutlicher Unterschied zwischen Patienten
mit und ohne ACR (26% vs. 21%). Dieser war jedoch nicht statistisch signifikant. Abbildung

23 zeigt die kumulierte Fibrose im gesamten postoperativen Beobachtungszeitraum in Abhéngig-
keit vom Auftreten einer ACR in einem Boxplot.
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keine ACR mindestens 1 ACR

ACR im gesamten Untersuchungszeitraum

keine ACR mindestens 1 ACR*
MW + SA (%) 23,6 125 239+11,0
Median (%) 21,0 26,0
Anzahl an Patienten (n) 40 34
Mann-Whitney-U-Test
0,373
(p<0,05)

* mindestens einmalige akute zellulére AbstoRung ab Grad 01A im gesamten Untersuchungszeitraum
ACR - akute zelluldre AbstoRung; MW — Mittelwert; n — Anzahl an Patienten; p — Signifikanzniveau; % — Prozent;
SA - Standardabweichung

Abbildung 23: mittlerer Gehalt von Gesamtfibrose (%0) in funf Jahren post HTx (FU 1 bis
FU 4) in Abhangigkeit von einer ACR

Die postoperative Fibroseentwicklung gestaltete sich in beiden Patientengruppen dhnlich. Inner-
halb der ersten 30 Tage nach HTx sank die durchschnittliche Gesamtfibrose leicht ab, erreichte
jedoch bereits zum FU 2 ihren Hochststand mit 8,2 £+ 3,0% in der ACR-positiven Gruppe bzw. 8,9
* 4,6% bei ACR-freien Patienten. Im dritten Jahr nach HTx reduzierte sich der mittlere Fibrose-
Gehalt in beiden Patientengruppen auf den jeweiligen Tiefststand. Dabei lag der Messwert der
abstoRungsfreien Gruppe erstmalig unterhalb der ermittelten Fibroserate von Patienten mit ACR
(6,4 £ 2,7% vs. 7,7 = 3,0%). Im funften Jahr nach HTx lag der mittlere Anteil an Gesamtfibrose

in beiden Gruppen wieder auf dem Niveau des postoperativen Ausgangswertes zum FU 1. Fir die
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in Abbildung 24 dargestellten Verlaufswerte der mittleren Gesamtfibrose konnte innerhalb der

beiden Subgruppen und im Vergleich miteinander keine statistische Signifikanz erreicht werden.
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9
S
5 8 2
3
S NV
| Null Bx FU1 FU 2 . FU3 FU 4
—o— keine ACR (p = ns)
(%, MW + SA) 7345 8,0+53 8,9+46 6,4+27 8,1+54
mind. 1 ACR* (p = ns)
(%, MW + SA) 8,8+37 78+32 8,2+3,0 7,7+3,0 79+35
Mann-Whitney-U-Test ns ns ns ns ns
(p=0,05)
Anzahl keine ACR / mind.
1 ACR* () 8/8 36/30 33/31 27127 19/19

* mindestens einmalige akute zellulére AbstoRung ab Grad 01A im gesamten Untersuchungszeitraum
ACR - akute zelluldre AbstofRung; FU — Follow Up; HTx — Herztransplantation; mind. — mindestens; MW — Mittel-

wert; n — Anzahl an Patienten; ns — nicht signifikant; Null Bx — Null Biopsie; p — Signifikanzniveau; % — Prozent; SA
— Standardabweichung; vs. — versus

Abbildung 24: mittlerer Gehalt von Gesamtfibrose (%) bei Patienten ohne ACR vs. mindes-
tens einmaliger ACR in funf Jahren post HTx (Null Bx bis FU 4)

Der (ber den gesamten postoperativen Zeitraum kumulierte, durchschnittliche Kollagen-111-Ge-
halt lag bei Patienten mit und ohne Rejektion auf einem &hnlichen Messniveau. Der Medianwert
zeigte sich in der rejektionspositiven Gruppe geringer als in der ACR-freien Gruppe (34,3% vs.
38,1%). Eine statistische Signifikanz wurde jedoch nicht erreicht. Der Boxplot in Abbildung 25
vergleicht Mittelwert und Median fir Kollagen Typ 111 in beiden Gruppen.
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Mann-Whitney-U-Test
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* mindestens einmalige akute zellulére AbstoRung ab Grad 01A im gesamten Untersuchungszeitraum
ACR - akute zelluldre AbstoRung; MW — Mittelwert; n — Anzahl an Patienten; p — Signifikanzniveau; % — Prozent;

SA - Standardabweichung
Abbildung 25: mittlerer Gehalt von Kollagen Typ 111 (%) in funf Jahren post HTx (FU 1 bis

FU 4) in Abhangigkeit von einer ACR

In Abhéngigkeit einer ACR zeigte Kollagen Typ 111 unterschiedliche postoperative Verlaufswerte.
Zum Zeitpunkt der HTx wiesen die Gewebeproben sowohl bei abstoRBungspositiven als auch ACR-
negativen Patienten eine mittlere Kollagen-111-Rate von 13,1% auf. Im ersten postoperativen Jahr
entwickelten 80% der Patienten mit ACR durchschnittliche Kollagen-111-Werte von > 10%. Im
Gegensatz zu 49% der rejektionsfreien Patienten lag der mittlere Kollagen-111-Gehalt nur bei ei-
nem Flnftel der Patienten mit ACR unter einem Wert von 10% (p = 0,031).

In detaillierter Betrachtung des friihen postoperativen Zeitraums reduzierte sich die durchschnitt-
liche Kollagen-I11-Rate innerhalb der ersten 30 Tage nach HTx bei Patienten mit ACR auf 10,1 +
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4,8%. Im weiteren Verlauf unterlag der gemessene Anteil an Kollagen 11l einer kontinuierlichen
Steigerung und erreichte zum FU 4 mit 15,1 + 4,8% seinen individuellen Hochststand (p = 0,034).
In der ACR-freien Gruppe stieg der kollagene Messwert innerhalb von 30 Tagen nach HTx ge-
ringfugig an (14,0 + 15,1%) und stabilisierte sich im ersten und dritten postoperativen Jahr (FU 2
und FU 3) auf einem Niveau von 11,8%. Im langfristigen Intervall stieg der durchschnittliche
Messwert letztlich auf 16,5 + 7,8% (p = 0,043). Funf Jahre nach HTx entwickelten rejektionsfreie
Patienten im Mittel somit mehr Kollagen Typ |1l als Patienten mit ACR. Dabei ergab der Mann-
Whitney-U-Test keine statistische Signifikanz fir die Messwertunterschiede der beiden Gruppen
(siehe Abbildung 26).
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Null Bx FU1 FU 2 FU3 FU 4
—o— keine ACR (p = 0,043)
(%, MW + SA) 13,1+52 | 140+151 | 118+55 11,8+ 3,6 16,5+7,8
mind. 1 ACR* (p = 0,034**)
(%, MW * SA) 13,1+8,8 10,1+4,8 122+4,1 125+5,9 15,1+4,8
Mann-Whitney-U-Test ns ns ns ns ns
(p £0,05)
Anzahl keine ACR / mind.
1 ACR* () 8/8 36/30 33/31 27127 19/19

* mindestens einmalige akute zellulére AbstofRung ab Grad 01A im gesamten Untersuchungszeitraum

** fur den Zeitraum nach HTx
ACR - akute zellulare AbstoRungsepisode; FU — Follow Up; HTx — Herztransplantation; mind. — mindestens; MW —

Mittelwert; n — Anzahl an Patienten; ns — nicht signifikant; Null Bx — Null Biopsie; p — Signifikanzniveau; % -

Prozent; SA — Standardabweichung; vs. — versus
Abbildung 26: mittlerer Gehalt von Kollagen Typ 111 (%) bei Patienten ohne ACR vs. min-
destens einmaliger ACR in funf Jahren post HTx (Null Bx bis FU 4)

Kollagen Typ IV war in der Gruppe rejektionsfreier Patienten mit einer kumulierten Durch-
schnittsrate von 51,1 + 27,2% starker ausgepragt als bei Patienten mit ACR (47,9 £ 23,4%). Auch
der Medianwert unterschied sich in beiden Gruppen deutlich. Die Ergebnisse waren jedoch nicht
statistisch signifikant (siehe Boxplot in Abbildung 27).
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ACR - akute zellulére AbstofRung; MW — Mittelwert; n — Anzahl an Patienten; p — Signifikanzniveau; % — Prozent;

SA - Standardabweichung
Abbildung 27: mittlerer Gehalt von Kollagen Typ 1V (%0) in funf Jahren post HTx (FU 1 bis

FU 4) in Abhangigkeit von einer ACR

Wahrend die ACR-freien Patienten bei Transplantation im Mittel einen Messwert von 9,0 = 5,5%
erreichten, betrug der Anteil an Kollagen IV bei ACR-positiven Patienten durchschnittlich 19,5 +
12,0% (Null Bx). Innerhalb der ersten 30 postoperativen Tage nahm die Kollagen-1VV-Rate in der
ACR-positiven Gruppe deutlich ab und zeigte einen geringeren Wert als rejektionsfreie Patienten
(11,8 £ 7,4% vs. 12,9 £ 8,2%). Im weiteren Erhebungsintervall stiegen die Messwerte in beiden
Gruppen konsekutiv an. Dabei lagen die Mittelwerte abstoRungsfreier Patienten zum FU 2 und FU
3 unter dem Niveau der ACR-positiven Gruppe. Im funften Jahr nach HTx lag der individuelle
Hochstwert beider Patientengruppen auf einem vergleichbaren Niveau (Patienten mit ACR: 22,5
* 9,5% vs. Patienten ohne ACR: 22,9 + 11,9%). Weder die Unterscheidung zu den entsprechenden
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Beobachtungszeitpunkten noch der Werteverlauf der rejektionsfreien Gruppe stellten sich als sta-
tistisch signifikant heraus. Lediglich die postoperative Messwertentwicklung der ACR-positiven
Patienten war statistisch signifikant (p < 0,001; siehe Abbildung 28).
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Null Bx FU1 | FU 2 FU3 FU 4
—o— keine ACR (p =ns)
(%, MW + SA) 9,0£55 129+8,2 136+£84 | 179+£117 | 229+119
mind. 1 ACR* (p < 0,001**) '
(%, MW * SA) 195+120 | 118+74 151+9,2 | 216+£11,3 | 225+95
Mann-Whitney-U-Test ns ns ns ns ns
(p<0,05)
Anzahl keine ACR / mind.
1 ACR* (n) 8/8 36/30 33/31 27127 19/19

* mindestens einmalige akute zellulére AbstoRung ab Grad 01A im gesamten Untersuchungszeitraum
** fur den Zeitraum nach HTx

ACR - akute zellulare AbstoRungsepisode; FU — Follow Up; HTx — Herztransplantation; mind. — mindestens; MW —
Mittelwert; n — Anzahl an Patienten; ns — nicht signifikant; Null Bx — Null Biopsie; p — Signifikanzniveau; % -
Prozent; SA — Standardabweichung; vs. — versus

Abbildung 28: mittlerer Gehalt von Kollagen Typ IV (%) bei Patienten ohne ACR vs. min-
destens einmaliger ACR in finf Jahren post HTx (Null Bx bis FU 4)

Weiterfiihrend wurde untersucht, ob ein Zusammenhang zwischen dem Zeitpunkt der zellularen
Abstollung im Untersuchungszeitfenster und dem mittleren Gehalt an Fibrose bzw. Kollagen Typ

I11 und IV besteht. Die Analysen brachten keine statistisch signifikanten Unterschiede hervor.

6.7.2 Humorale AbstoRung

Zur Untersuchung einer moglichen Beziehung zwischen antikorpervermittelten AbstoRungsreak-
tionen (AMR) und dem Verlauf der histomorphometrischen Messungen wurde die Patientenpopu-
lation pro FU in eine Gruppe mit positivem AMR-Nachweis und in eine Gruppe ohne Anzeichen
einer humoralen Rejektion unterteilt. Dabei wiesen die Patienten zu jedem Untersuchungszeit-

punkt mehrheitlich Zeichen einer AMR auf (p = 0,006). Im ersten Jahr nach HTx wurden die
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wenigsten Biopsien als AMR-positiv eingeschatzt (54,7%). Die hochste Rate an humoralen Ab-
stoBungen wurde bei FU 4 erreicht (76,3%). Tabelle 11 fiihrt die Anzahl an Positiv- und Negativ-

diagnosen fur jedes FU auf.

Tabelle 11: nachgewiesene antikdrpervermittelte Abstollungsreaktionen pro FU

Art des FU AMR negativ AMR positiv
FU1
27% (17/63) 73% (46/63)
(n=63)
FU 2
45% (29/64) 55% (35/64)
(n=64)
FU3S 37% (20/54) 63% (34/54)
(n = 54) ’ ’
FU4
24% (9/38) 76% (29/38)
(n=38)
Cochran-Q-Test
0,006
(p <0,05)

AMR - antikdrpervermittelte Abstoung; FU — Follow Up; n— Anzahl an Patienten; % — Prozent; p — Signifikanzni-

veau

Aufgrund der hohen Rate an AMR-Diagnosen wurden die Messergebnisse der drei EZM-Kompo-
nenten zwischen AMR-positiven und AMR-freien Patienten pro FU verglichen. In diesem Zusam-
menhang stellen die nachstehenden Sdulendiagramme 29 und 30 die postoperative Wertentwick-
lung der Fibrose und Kollagen Typ Il bzw. IV fir AMR-negative und anschlieBend fur AMR-
positive Patienten dar. Dabei lie} sich der Werteverlauf innerhalb der einzelnen AMR-Gruppen
auf einem Niveau von p < 0,001 als statistisch signifikant beweisen. Auch die Mittelwertunter-
schiede der vermessenen Strukturen waren innerhalb der einzelnen Erhebungszeitpunkte pro Pati-

entengruppe statistisch signifikant.
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Abbildung 29: mittlerer Gehalt von Gesamtfibrose, Kollagen 111 und 1V (%) bei Patienten
ohne AMR* in funf Jahren post HTx (FU 1 bis FU 4; p <0,001)
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Abbildung 30: mittlerer Gehalt von Gesamtfibrose, Kollagen 111 und 1V (%) bei Patienten
mit AMR¥* in finf Jahren post HTx (FU 1 bis FU 4; p < 0,001)
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Im ersten FU nach HTx war der mittlere Fibrosegehalt bei AMR-freien Patienten geringer ausge-
pragt als bei Patienten mit Anzeichen flr eine AMR (6,6 £ 3,6% vs. 8,0 + 4,7%). Bis zum FU 2
stieg die Fibrose in der AMR-negativen Gruppe jedoch an und tberschritt mit einem Durchschnitt
von 8,7 £ 4,5% geringflgig den stabil verlaufenden Mittelwert der AMR-positiven Gruppe (8,4 +
3,4%). Im weiteren Verlauf sank die mittlere Fibrose-Rate bei Patienten ohne AMR konsekutiv
ab. Demgegenuber zeigten sich die Messwerte der AMR-positiven Gruppe fluktuierend. Im flinf-
ten Jahr nach HTx stellte sich der Anteil fibrotischer Lasionen bei Patienten ohne Anzeichen einer
humoralen AbstoRBung daher deutlich niedriger dar als bei Patienten mit AMR (7,0 = 4,3% vs. 8,3
* 4,6%).

Der durchschnittliche Kollagen-111-Gehalt stieg in der AMR-freien Gruppe bis zum dritten posto-
perativen Jahr stetig an und befand sich zum FU 3 mit 12,9 + 6,0% auf seinem individuellen
Hochstwert. Im flnften Jahr nach HTx sank Kollagen Typ Il bei Patienten ohne AMR auf die
geringste Rate im postoperativen Untersuchungsintervall und lag damit signifikant unter dem Mit-
telwert der Gesamtpopulation (10,3 £ 6,1% vs. 15,8 £ 6,4%); siehe Abbildung 7 in Abschnitt 6.2.2;
p =0,001). Mit 13,1 + 13,8% wiesen Patienten mit AMR 30 Tage nach HTx (FU 1) im Mittel eine
hohere Rate an Kollagen 111 auf als die gegenlbergestellte Patientengruppe. Bis zum dritten Jahr
nach Transplantation (FU 2 und FU 3) gingen die Messwerte jedoch zurtick, sodass der Kollagen-
I11-Gehalt unter den Mittelwerten der AMR-freien Gruppe lag. Im flinften Jahr nach HTx (FU 4)
erreichte der Durchschnittsgehalt an Kollagen Typ 111 bei AMR-positiven Patienten einen indivi-
duellen Hochststand von 17,5 + 5,5% und lag damit nicht nur deutlich Gber dem langfristigen
postoperativen Niveau der Patienten ohne AMR, sondern auch signifikant Uber dem Mittelwert
der gesamten Patientenpopulation (15,8 + 6,4%; siehe Abbildung 7 in Abschnitt 6.2.2; p <0,001).
Kollagen Typ IV zeigte in beiden Patientengruppen stetig steigende Messwerte. Die Mittelwerte
der AMR-freien Gruppe lagen dabei zu allen Erhebungszeitpunkten unter der durchschnittlichen
Kollagen-I1V-Rate von AMR-positiven Patienten. Dennoch naherten sich die Gruppen im langfris-
tigen Beobachtungsverlauf an. Zum FU 4 betrug der mittlere Kollagen-1V-Gehalt in den Gewebe-
proben der Patienten ohne Anzeichen fir eine AMR im Mittel 22,2 + 10,2%, wéhrend der durch-
schnittliche Anteil bei Patienten mit AMR bei 22,9 £ 10,9% zu verzeichnen war. Damit lag die
mittlere Kollagen-1V-Rate im flinften Jahr nach HTx in beiden AMR-Gruppen auf einem mit der
Gesamtpopulation vergleichbarem Wert (22,7 £ 10,6%; siehe Abbildung 8 in Abschnitt 6.2.3).
Die Unterschiede in den histomorphometrischen Messwerten der Patienten mit bzw. ohne AMR
konnten bis auf den mittleren Kollagen-111-Gehalt zum FU 4 (p = 0,007) nicht als statistisch sig-

nifikant herausgestellt werden. Auch anhand des Korrelationskoeffizienten nach Spearman ergab
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sich keine statistisch signifikante Korrelation zwischen dem Auftreten einer AMR und dem Ver-
lauf der gemessenen Mittelwerte.

Weiterhin galt es zu analysieren, ob das Auftreten humoraler AbstolRungsreaktionen im friihen
Zeitverlauf nach Transplantation einen besonderen Einfluss auf die anschlieBende Wertentwick-
lung der untersuchten Strukturen nimmt. Patienten, die bereits innerhalb der ersten 30 Tage nach
HTx Anzeichen fur eine AMR zeigten, erreichten im langfristigen Beobachtungszeitraum einen
héheren Gehalt an Fibrose und Kollagen Typ 11 als Patienten, die im kurzfristigen postoperativen
Intervall AMR-frei blieben. Im flinften Jahr nach HTx wiesen die Gewebeproben der friihzeitig
AMR-positiven Patienten eine mittlere Fibrose von 8,0 £ 3,7% auf im Vergleich zu 6,2 £+ 3,1% bei
AMR-freien Patienten. Der Durchschnittsgehalt an Kollagen Il lag bei Patienten mit AMR mit
16,1 £ 6,5% deutlich Giber dem Niveau der abstoRungsfreien Patienten (13,9 £ 7,7%). Fir Kollagen
Typ IV liel sich in der bereits zum FU 1 AMR-positiv getesteten Patientengruppe im gesamten
postoperativen Zeitintervall ein steigender Trend beobachten. Dahingegen stellte sich der Verlauf
der mittleren Kollagen-1V-Rate in der Gruppe ohne AMR eher schwankend dar. So lag der Mess-
wert von Kollagen Typ IV bei zum FU 1 AMR-freien Patienten zwar bereits im dritten Jahr nach
HTx auf seinem hochsten Level (26,9 + 10,6%), Uberstieg jedoch auch im abschlieRenden FU 4
den Mittelwert der Patienten mit AMR (23,4 + 8,7% vs. 22,2 + 11,1%))..

In der Patientengruppe, die bereits in der Frihphase nach HTx Anzeichen fir eine AMR aufwies,
stellte sich der Verlauf von Kollagen Typ 111 und IV im postoperativen Beobachtungszeitraum mit
p = 0,007 bzw. 0,009 statistisch signifikant dar. Wahrenddessen ergab der Mann-Whitney-U-Test
zum jeweiligen FU flr keine der Strukturen statistisch plausible Unterschiede zwischen den beiden
Gruppen. Fur eine detaillierte Ergebnisdarstellung wird auf die Abbildungen A10 bis A12 im

Anhang verwiesen.

6.8 Abhangigkeit von morphologischen Befundergebnissen
6.8.1 Morphologie der Myozyten

Im postoperativen Zeitverlauf verandern sich GroRe und Form der Herzmuskelzellen im Trans-
plantat. Zur Kl&rung einer moglichen Wechselwirkung wurde die Wertentwicklung der Gesamt-
fibrose und von Kollagen Typ Il unter dem Gesichtspunkt einer nachgewiesenen HMZ-Vergro-
Rerung betrachtet. Kollagen Typ IV wurde aufgrund seiner ausschlielRlichen Lokalisation in den

Basalmembranen nicht in die Auswertung einbezogen. Zu jedem FU wurden die Biopsien mit
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einer moderat bzw. schwer ausgepragten Myozytenhypertrophie den Gewebeproben gegenuber-
gestellt, in denen keine oder allenfalls nur eine geringe Hypertrophie der Myozyten nachgewiesen
wurde.

In beiden Hypertrophie-Gruppen entsprach die Entwicklung der Gesamtfibrose dem in Abschnitt
6.2.1 erlduterten Messverlauf der Gesamtpopulation. Der Mann-Whitney-U-Test zeigte keine sta-
tistisch signifikanten Unterschiede fur den mittleren Fibrosegehalt in Abhangigkeit von der my-

ozytaren Struktur. Abbildung 31 vergleicht den Werteverlauf in beiden Hypertrophiegruppen.
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FU - Follow up; HTx — Herztransplantation; MW — Mittelwert; n — Anzahl an Patienten; ns — nicht signifikant; Null
Bx — Null Biopsie; p — Signifikanzniveau; % — Prozent; SA — Standardabweichung

Abbildung 31: mittlerer Gehalt von Gesamtfibrose (%) bei Patienten mit maximal leicht

ausgepragter vs. moderater bis schwerer Myozytenhypertrophie in finf Jahren post HTx
(Null Bx bis FU 4)

Der mittlere Kollagen-111-Gehalt stieg in der Gruppe mit geringfugiger HMZ-VergréRerung im
postoperativen Zeitintervall konsequent bis zu einem Durchschnittswert von 16,6 £ 6,1% im finf-
ten Jahr nach HTx an. Langfristig wiesen die Patienten mit leichtgradiger Myozytenhypertrophie
somit signifikant mehr Kollagen Typ 11l auf als die gesamte Patientenpopulation (15,8 £ 6,4%;
siehe Abbildung 6 in Abschnitt 6.2.2; p < 0,001). Bei Patienten mit schwer ausgepragter HMZ-
VergroRerung zeigte der mittlere Anteil an Kollagen Typ 111 einen schwankenden Verlauf. Begin-
nend bei 14,9 £ 17,5% zum FU 1 sank der durchschnittliche Messwert bis zum FU 3 auf 11,7 +
3,3%. Im abschlieBenden FU 4 stieg der kollagene Mittelwert noch einmal deutlich auf 15,2 +
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6,7%. Funf Jahre post HTx entwickelten Patienten mit schwerer HMZ-Hypertrophie dennoch nicht
nur signifikant weniger Kollagen Typ I11 als die gesamte Studienpopulation (15,8 + 6,4%; siehe
Abbildung 7 in Abschnitt 6.2.2; p < 0,001), sondern lagen ebenso unter dem Spitzenwert der
Gruppe mit geringer HMZ-Hypertrophie. Diese Unterschiede lie3en sich nicht als statistisch sig-
nifikant beweisen. Abbildung 32 vergleicht den mittleren Kollagen-111-Gehalt beider Hypertro-
phiegruppen im Zeitverlauf.
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Bx — Null Biopsie; p — Signifikanzniveau; % — Prozent; SA — Standardabweichung

Abbildung 32: mittlerer Gehalt von Kollagen Typ 111 (%) bei Patienten mit maximal leicht
ausgepréagter vs. moderater bis schwerer Myozytenhypertrophie in fiunf Jahren post HTx
(Null Bx bis FU 4)

Ein Vergleich der mittleren Anteile von Fibrose und Kollagen Il innerhalb der individuellen Hy-
pertrophiegruppen zeigte, dass Kollagen Typ Il zu allen Untersuchungszeitpunkten stérker aus-
gepréagt war als fibrotische L&sionen. Die Messwertunterschiede zwischen Fibrose und Kollagen
Typ 11 bestatigten sich im Wilcoxon-Test mit Ausnahme der Null Bx bei Patienten mit schwerer

HMZ-Vergrolierung (p = 0,345) als statistisch signifikant (siehe Tabelle 12).
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Tabelle 12: Signifikanz der Unterschiede zwischen dem mittleren Gehalt von Gesamtfibrose
und Kollagen Typ 111 in Abh&angigkeit von einer HerzmuskelzellvergrofRerung

Wilcoxon-Test: p < 0,05
Art des FU | keine — leichte Myozytenhypertrophie | moderate —starke Myozytenhypertrophie
Null Bx 0,028 ns
FU1 0,016 0,002
FU 2 < 0,001 < 0,001
FU 3 < 0,001 < 0,001
FU 4 < 0,001 <0,001

FU - Follow up; ns — nicht signifikant; Null Bx — Null Biopsie; p — Signifikanzniveau

Weiterhin wurde untersucht, ob die Ausbildung einer Myozytenhypertrophie innerhalb der ersten
30 postoperativen Tage signifikante Auswirkungen auf den weiteren Messverlauf von Fibrose und
Kollagen Typ Il haben koénnte. Patienten, die zum FU 1 allenfalls eine geringe HMZ-VergroRe-
rung aufwiesen, tendierten langfristig zu héheren Fibrose- und Kollagen-111-Werten als Patienten
mit zum FU 1 schwer ausgepragter Hypertrophie (FU 4 — mittlere Fibroserate: geringe HMZ-
Hypertrophie: 8,6 + 5,0% ; n = 21 vs. schwere HMZ-Hypertrophie: 7,5 + 3,6%; n = 13; FU 4 —
mittleres Kollagen Typ Ill: geringe HMZ-Hypertrophie: 17,2 + 6,4%; n = 21 vs. schwere HMZ-
Hypertrophie: 14,7 £ 5,8%; n = 13). Eine statistische Signifikanz konnte in diesem Zusammenhang
jedoch nicht herausgearbeitet werden. Lediglich fir den postoperativen Wertverlauf der Patien-
tengruppe, deren HMZ 30 Tage nach HTx maximal gering vergréi3ert waren, konnte eine statisti-
sche Signifikanz von p = 0,016 erzielt werden. Daher wird auf eine weiterfuhrende Ergebnisdar-

stellung verzichtet.

6.8.2 Morphologie des GefaRendothels

Fur das Basalmembran-stédndige Kollagen Typ IV sollte eine mdgliche Beziehung zu morpholo-
gischen Veranderungen des GefaRendothels evaluiert werden. Dieses stellte sich zu fast allen Er-
hebungszeitpunkten mehrheitlich unauffallig dar. Lediglich zum FU 1 wurde eine vermehrte Pro-
minenz der Endothelzellen beobachtet. Eine starke Endothelschwellung trat zu keinem Zeitpunkt

auf. Tabelle 13 fasst die Ergebnisse der morphologischen Endothelbefundung pro FU zusammen.
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Tabelle 13: Morphologie des Endothels in fiunf Jahren post HTx (Null Bx bis FU 4)

Art des FU Endothel unauffallig Endothel prominent
Null Bx (n = 16) 88% (14/16) 12% (2/16)
FU1 (n=66) 49% (32/66) 51% (34/66)
FU2 (n=65) 55% (36/65) 45% (29/65)
FU3 (n=53) 60% (32/53) 40% (21/53)
FU4 (n=38) 55% (21/38) 45% (17/38)
Cochran-Q-Test o
(p <0,05)

FU - Follow up; HTx — Herztransplantation; n — Anzahl an Patienten; ns — nicht signifikant; Null Bx — Null Biopsie;
% — Prozent; p — Signifikanzniveau

GemaR Tabelle 13 lieRen sich Verdnderungen in der Struktur der Endothelzellen vornehmlich in-
nerhalb der ersten 30 Tage nach HTx (FU 1) beobachten. Daher wurde der Messverlauf des mitt-
leren Kollagen 1V von Patienten mit unauffalligem Endothelzellstatus zum FU 1 mit den Gewe-
beproben von Patienten verglichen, deren Endothel im kurzfristigen postoperativen Intervall als
prominent auffiel (siehe Abbildung 33).
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Abbildung 33: mittlerer Gehalt von Kollagen Typ IV (%) bei Patienten mit unauffalligem
vs. prominentem Endothel zum FU 1 in finf Jahren post HTx (Null Bx bis FU 4)
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Bereits zum Zeitpunkt der HTx wiesen Patienten mit prominentem Endothel einen deutlich hohe-
ren Anteil an Kollagen Typ 1V auf als die Gruppe mit unauffalligem GefaRendothel (20,3 + 10,3%
vs. 9,5 £ 5,4%; p = 0,039). In letztgenannter Gruppe nahm Kollagen Typ IV innerhalb des ersten
Jahres nach HTx konsequent zu, sodass die Messwerte den mittleren Kollagen-1V-Gehalt der
Gruppe mit prominentem Endothel sowohl zum FU 1 als auch FU 2 Gberschritten. Auch im lang-
fristigen Untersuchungszeitraum stieg die durchschnittliche Kollagen-1V-Rate in der Gruppe, die
zum FU 1 unaufféllige Endothelzellen présentierte, weiterhin an. Dennoch erreichte die Ver-
gleichsgruppe mit prominentem Endothel im mittel- und langfristigen Beobachtungszeitraum (FU
3 und FU 4) starkere Messwerte. Insbesondere im dritten Jahr nach HTx lie3 sich in der Gruppe
mit prominentem Gefallendothel statistisch signifikant mehr Kollagen IV nachweisen als bei Pa-
tienten mit unauffalligem Endothel (23,4 £ 10,6% vs. 15,8 + 11,8%; p = 0,015). Auch die posto-

perativen Werteverldaufe innerhalb der individuellen Gruppen waren statistisch signifikant.

6.8.3 Mikrovaskulopathie

Im Langzeitverlauf nach HTx wirken sich mikrovaskulopathische Veranderungen im Gefal3bett
des Myokards limitierend auf das Uberleben aus. Vor allem Kollagen Typ IV konnte in diesem
Zusammenhang aufgrund seiner Lokalisation in Basalmembranen von Verdnderungen in der
Strombahn betroffen sein. Daher wurde untersucht, ob sich eine Wechselwirkung zwischen dem
Auftreten einer Mikrovaskulopathie (MVP) und dem mittleren Kollagen-1VV-Gehalt im postopera-
tiven Zeitverlauf ergibt. Dazu wurde die Patientenpopulation in zwei Subgruppen eingeteilt. Die
erste Gruppe umfasste Patienten, fur die im gesamten Erhebungszeitraum keine Hinweise auf eine
MVP vorlagen. Die zweite Gruppe enthielt Patienten, deren GefalRwandstarke im postoperativen
Zeitraum mindestens einmalig mit Grad 2 (entspricht einer MVP — siehe dazu Abschnitt 5.3) be-

wertet wurde.

In der MVVP-freien Gruppe unterlag der mittlere Kollagen-1V-Gehalt im postoperativen Zeitraum
deutlichen Schwankungen. Innerhalb der ersten 30 Tage stieg der gemessene Anteil zunéchst deut-
lich von 10,2 + 6,4% (Null Bx) auf 13,1 + 7,4% (FU 1), zeigte sich im weiteren Verlauf des ersten
Jahres allerdings rucklaufig. Im dritten Jahr nach HTx erreichte die durchschnittliche Kollagen-
IV-Rate bei Patienten ohne MVP einen Spitzenwert von 17,5 + 8,9%. Dieser Messwert fiel zum
finfjahrigen FU 4 auf einen postoperativen Tiefstwert von 9,9 + 6,7% zurtick. DemgegenUber
zeigte sich die Messwerte der MVP-positiven Patientengruppe tber den gesamten Untersuchungs-
verlauf nach HTx mit statistisch signifikant steigender Tendenz (p < 0,001). So entwickelten Pa-

tienten mit MVP ab dem ersten Jahr post HTx im Durchschnitt mehr Kollagen Typ 1V als MVP-



74

freie Patienten. Insbesondere im flinften Jahr nach HTx tberschritt die mittlere Kollagen-1V-Rate
MVP-positiver Patienten erheblich die der Vergleichsgruppe (23,8 = 10,2% vs. 9,9 £ 6,7%; p =
0,037). Der sich daraus ergebende Zusammenhang zwischen dem Auftreten einer MVP und dem
langfristigen Durchschnittsgehalt an Kollagen Typ 1V konnte anhand des Korrelationskoeffizien-
ten nach Spearman bestatigt werden (r = 0,343; p = 0,035). Alle weiteren Unterschiede waren
ebenso wie der individuelle Wertverlauf der MVP-freien Patienten statistisch nicht signifikant
(siehe Abbildung 34).
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Abbildung 34: mittlerer Gehalt von Kollagen Typ IV (%) in Abh&angigkeit von einer Mikro-
vaskulopathie in funf Jahren post HTx (Null Bx bis FU 4)

6.9 Lineares Regressionsmodell

AbschlieBend wurde in einem Regressionsmodell untersucht, ob der Gesamtgehalt an Fibrose,
Kollagen Typ 111 und IV (Summe der Mittelwerte von Null Bx bis FU 4) durch die in den Ab-
schnitten 6.4 bis 6.8 dargestellten Faktoren beeinflusst wurde. Folgende unabhdngige Variablen
wurden in die lineare Regressionsanalyse einbezogen:

e Geschlecht (,,Geschlecht®),

e Uberlebensstatus zum Zeitpunkt der Datenerhebung (,,Uberlebensstatus®),

e Ischdmie bei HTx <211 bzw. > 211 Minuten (,,Ischamie*),
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e Altersdifferenz zwischen Transplantatempfénger und -spender bei HTx (,,Altersdifferenz
Patient — Spender*®),

e Alter des Patienten bei HTx (,,Alter Patient bei HTx"),

¢ mindestens einmalige zelluldre AbstoBung im Beobachtungszeitraum (,,ACR"),

e mindestens einmalige humorale AbstoBung im Beobachtungszeitraum (,,AMR®),

¢ mindestens einmalige Mikrovaskulopathie im Beobachtungszeitraum (,, MVP®).

Anhand der MafRzahl R-Quadrat (R?) wurde tberpriift, zu welchem Anteil die oben genannten
Einflussvariablen Variationen der drei abhdngigen Variablen Fibrose, Kollagen Typ Il und IV
erklaren kénnen. Je mehr unabhéngige Variablen in die Untersuchung eingehen, desto gréRRer wird
tendenziell auch R2. Das korrigierte R? beriicksichtigt in diesem Zusammenhang die Komplexitt
des Regressionsmodells und eignet sich daher zur besseren Beschreibung, inwieweit Veranderun-
gen in den abh&ngigen Variablen tatsachlich auf die benannten Einflussfaktoren zurlickgehen. Ta-
belle 14 gibt das Ergebnis der R>-Analyse wider.

Tabelle 14: Anteil der Einflussfaktoren an Veranderungen des mittleren Gesamtgehaltes von

Fibrose, Kollagen Typ 111 und IV

Einflussvariablen Geschlecht, Uberlebensstatus, Ischamie, Altersdifferenz Patient —
Spender, Alter Patient bei HTx, ACR, AMR, MVP
EZM-K tei . Signifikanz
ompor!en e1m R-Quadrat Korrigiertes R-Quadrat 9
gesamten Zeitraum (p <0,05)
Fibrose 0,188 0,083 ns
Kollagen Typ Il 0,294 0,203 0,004
Kollagen Typ IV 0,335 0,249 0,001

ACR - akute zellulare AbstoBung; AMR — antikorpervermittelte AbstoBung; EZM — extrazellulare Matrix; HTx —

Herztransplantation; MVP — Mikrovaskulopathie; ns — nicht signifikant; p — Signifikanzniveau

Das korrigierte R? von 0,203 fiir Kollagen Typ 111 zeigte, dass 20,3% der Veranderungen im Kol-
lagen-111-Gesamtgehalt mit einer Signifikanz von p = 0,004 durch Verénderungen der unabhéngi-
gen Einflussfaktoren erkléart werden konnen. Fur den Gesamtwert an Kollagen Typ IV konnten
sogar 24,9% der gemessenen Veranderungen durch Variationen in den untersuchten Variablen
erklart werden (korrigiertes R-Quadrat: 0,249; p = 0,001). Verédnderungen im Fibrosegehalt konn-
ten nicht in einen statistisch plausiblen Zusammenhang mit VVeradnderungen der Einflussvariablen

gebracht werden.
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Durch die Auswertung standardisierter Regressionskoeffizienten wurde heruntergebrochen, wel-
chen individuellen Beitrag die Einflussfaktoren auf VVerdnderungen der drei abh&ngigen Variablen
leisten. In Tabelle 15 werden die Regressionskoeffizienten der benannten Einflussvariablen dar-
gestellt. Ein Wert von 0 verneint einen linearen Zusammenhang, wahrend ein Wert von 1 einen

vollstéandigen linearen Zusammenhang zwischen Einflussgrofie und abhéngiger Variable angibt.

Tabelle 15: individueller Beitrag der Einflussfaktoren zu Veranderungen des mittleren Ge-

samtgehaltes von Fibrose, Kollagen Typ 111 und IV

EZM-Komponente im gesamten Untersuchungszeitraum
Fibrose Kollagen Typ IlI Kollagen Typ IV
Einflussvariable _ - _ - _ Signifi-
Regressions- | Signifikanz | Regressions- | Signifikanz | Regressions- Kanz
koeffizient* p=<0,05 koeffizient* p=0,05 koeffizient* b <005
Geschlecht -0,071 ns -0,029 ns 0,127 ns
Uberlebensstatus -0,192 ns -0,272 0,021 -0,185 ns
Ischamie 0,061 ns 0,183 ns -0,040 ns
P':tliteer:i(fi;f:;izzer 0,111 ns 0,152 ns 0,027 ns
Alter F;'a:f”t be 0,021 ns 0,002 ns 0,115 ns
ACR 0,103 ns -0,039 ns 0,866 ns
AMR 0,132 ns 0,187 ns 0,184 ns
MVP 0,277 0,026 0,341 0,004 0,397 0,001

* standardisierter Regressionskoeffizient (Beta-Wert) der linearen Regression
ACR - akute zelluldre AbstoBung; AMR — antikdrpervermittelte AbstoBung; EZM — extrazelluldre Matrix; HTx —

Herztransplantation; MVP — Mikrovaskulopathie; ns — nicht signifikant; p — Signifikanzniveau

Fur die Mehrzahl der Einflussfaktoren konnte kein statistisch signifikanter Zusammenhang mit
dem durchschnittlichen Gesamtgehalt an Fibrose bzw. Kollagen Typ 111 und IV abgeleitet werden.
Lediglich das Auftreten einer Mikrovaskulopathie war signifikant mit allen drei EZM-Komponen-
ten assoziiert. Dabei waren die ermittelten Zusammenhénge mit Regressionskoeffizienten von <
0,4 eher als schwach positiv zu bewerten. Dariber hinaus ergab sich ein schwach negativer, sig-
nifikanter Zusammenhang zwischen dem Uberlebensstatus bei Datenerhebung und der mittleren
Gesamtrate an Kollagen Typ Il (r =-0,272; p = 0,021).
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7 Diskussion

7.1 Diskussion von Material und Methodik

Diese histomorphometrische Arbeit wertete insgesamt 274 RV-EMB von 78 Patienten im flinfjah-
rigen Zeitverlauf nach HTx aus. Die Patienten waren Teilnehmer einer prospektiven Studie, fur
deren Einschluss klare Kriterien vorlagen (siehe Abschnitt 4). Die GréRe der Gesamtpopulation
war bereits zu Beginn der Arbeit unveranderbar. Sie liefl3 eine statistische Auswertung zweifelsfrei
zu, da die Studienpopulation und ihre Spender in ihren demografischen Merkmalen einer typischen
europdischen Transplantkohorte entsprachen.®
Das analysierte Gewebematerial wurde im Rahmen von Herzkatheteruntersuchungen gewonnen,
die zu fest definierten Erhebungszeitpunkten stattfanden. Im DHZB erfolgte die Probenentnahme
entsprechend internationaler Leitlinien aus dem interventrikuldren Septum tber einen transfemo-
ralen Zugang. Das interventrikulare Septum ist durch den Ubergang in den linken Ventrikel und
durch eine bessere Starke im Vergleich zur freien Wand des rechten Ventrikels weniger anfallig
fiir postinterventionelle Komplikationen und demnach als Entnahmeort zu bevorzugen.”® Durch
die ,,blinde* Entnahmetechnik mittels Bioptom werden zufdllige Myokardareale angesteuert.
Dadurch wird Gewebe aus verschiedenen Gebieten des interventrikulédren Septums entnommen
und das Prinzip der zufalligen Stichprobenentnahme weitestgehend eingehalten.’”® Bei wiederhol-
ter Probenentnahme erreicht das Katheterbioptom tendenziell jedoch immer wieder die gleiche
myokardiale Stelle. Durch Umorganisation besteht das Gewebe in diesem Bereich zunehmend aus
fibrotischen und narbigen L&sionen. Haufige Biopsienentnahmen kénnen den Anteil an Narben-
gewebe im Zeitverlauf nach HTx somit falschlicherweise in die Hohe treiben.”® Um eine aussage-
kraftige histologische Interpretation sicherzustellen, wurden an den Entnahmeprozess daher fol-
gende Anforderungen gestellt:

e Zugangsort fir Katheterbioptom: rechte Jugular- oder Femoralvene

e Ort der Probenentnahme: rechtsventrikuldres bzw. interventrikuléres Gewebe

e Anzahl der Proben: mindestens 3

e Grolie der einzelnen Probe: mindestens 3x2x2 Millimeter

e Zusammensetzung der Probe: mindestens 50% Myokard und maoglichst wenig thromboti-

sches Material bzw. Narbengewebe

e Anzahl der HE-Farbungen: mindestens 3. 26 73. 78,80
Die Gewebeproben wurden aus verschiedenen Blickwinkeln neu evaluiert, um quantitative Rlck-
schlusse auf postoperative Umbauvorgange in der EZM des Myokards ziehen zu kénnen. Die his-

tologische Materialaufbereitung erfolgte dabei im Rahmen standardisierter Methoden.?® Sirius-
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Rot geféarbte Schnitte wurden histomorphometrisch mit immunhistochemisch dargestelltem Kol-
lagen Typ 111 und 1V verglichen. Die Arbeitsgruppe um Sweat fuhrte die Sirius-Rot-Farbung 1964
als geeignete Darstellungsform interstitieller Fasern ein. Noch heute wird sie als Routinefarbung
fibrotischer Lasionen angewendet.8! Neben der einfachen und reproduzierbaren Handhabung ge-
hort die langanhaltende, kréftige Farbausbildung zu den Vorteilen des Sirius-Rot-Verfahrens. 8! 82
Die basischen Aminoséauren von Kollagen reagieren intensiv mit dem sdurehaltigen, anionischen
Farbstoff. Dadurch ermdglicht sich eine prézise Lokalisation von Gewebebestandteilen, die Kol-
lagenmolekiile enthalten.® 8 Es kann jedoch nicht zwischen kollagenen Subtypen differenziert
werden. Dazu kommen immunhistochemische Nachweisverfahren zum Einsatz.> Im DHZB wird
die Sirius-Rot-Farbung seit ihrer Einflihrung nach einem einheitlichen Protokoll angefertigt. Die
Anféarbung von Kollagen Typ Il und IV erfolgte bis 2004 manuell durch eine Alkalische Phos-
phatase-Reaktion. Nach 2004 wurde sie zur Prozessoptimierung mittels Avidin-Biotin-Methode
automatisiert. VVon dieser Verfahrensanpassung sind auch wenige, vor 2004 enthommene Gewe-
beproben der Studie betroffen. Vor Umstellung der Farbemethodik erfolgten jedoch umfangreiche
Tests, um eine Vergleichbarkeit zu gewéhrleisten. Zudem lieBen sich zwischen den Messergeb-
nissen der in der Studie verwendeten Praparate vor 2004 und den Préparaten, die automatisiert
aufbereitet wurden, keine deutlichen Unterschiede feststellen. Aus diesem Grund wird unabhangig
vom Aufbereitungszeitpunkt von einer Vergleichbarkeit der immunhistochemischen Darstellungs-

verfahren ausgegangen.

Die computer-gestitzte Bilddatenanalyse schuf einheitliche und objektive Bedingungen fir die
quantitative Auswertung der Praparate. Die unterschiedliche Farbintensitat der Strukturen konnte
kompensiert werden, indem die Software vor der morphometrischen Analyse stets auf die indivi-
duelle Farbe des Préaparates eingestellt wurde. Eine potenzielle Fehlerquelle lag in der manuellen
Einstellung der 12 Gesichtsfelder pro Probe. Durch das mé&anderférmige Abfahren der Préparate
konnte eine zuféllige Messfeldauswahl sichergestellt werden. Weiterhin wurde die Beurteilung
von wéhrend der Probenentnahme entstandenen Schnittkantenlésionen weitestgehend vermieden,
indem maglichst nur intakte, zentral liegende Areale der Gewebeproben vermessen wurden.

Eine Gruppe medizinisch-technischer Assistentinnen des DHZB fiihrte die Fibrosemessungen
durch. Durch ihre langjahrige Erfahrung mit histomorphometrischen Vermessungen ist die Inter-
observer-Variabilitat als relativ gering einzuschatzen. Die Auswertung von Kollagen Typ 111 und
IV erfolgte nur durch einen Untersucher. Daher kann angenommen werden, dass das Risiko einer
Ergebnisverzerrung durch eine unterschiedliche Mess-Handhabung minimiert wurde. Daruber

hinaus hielten alle Untersucher bei der Auswahl ihrer Messfelder einheitliche Prinzipien ein (siehe
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Abschnitt 5.2 bzw. obiger Text). Die Zellarchitektur war in einigen Gewebeproben jedoch stark
zerstort. Fur die Sirius-Rot-Farbung standen pro Biopsie meist drei bis vier Schnitte pro Objekt-
trager zur Verfugung. Daher konnte unter Umstanden auf einen anderen Gewebeschnitt zuriickge-
griffen werden, um den Messvorgang mit 12 unterschiedlichen Einstellungen abzuschlieBen. Die
immunhistochemischen Praparate lagen meist nur in einfacher Ausfiihrung vor. Um eine Doppel-
messung bereits ausgewahlter Gesichtsfelder zu vermeiden, wurde der Messvorgang daher vorzei-
tig abgeschlossen, wenn die Gewebestruktur zu stark unterbrochen oder das Schnittpraparat zu
klein war. In Einzelfallen musste so auf eine Messflache ausgewichen werden, die geringer als die
definierte Mindestgréf3e von einem Quadratmillimeter war. In die statistische Analyse flossen alle
Einzelwerte ein. Dies fuhrte zu einer hohen Streuung der Ergebnisse, die bei Auswertungen an-
hand der nivellierten Mittelwerte aus den Befundberichten (siehe Abbildungen Al bis A3 im An-
hang) vermutlich geringer ausgefallen ware. Dennoch wurde auf die Analyse der konsolidierten
Mittelwerte bewusst verzichtet, um ein genaueres Abbild der interstitiellen Struktur im Myokard
zu schaffen.

7.2 Diskussion der Ergebnisse
7.2.1 Verlauf der dargestellten interstitiellen Strukturen in fiinf Jahren nach HTx

7.2.1.1 Gesamtfibrose

Fur die Mehrheit der Gewebeproben zeigte sich der interstitielle Fibrosegehalt zu allen Erhebungs-
zeitpunkten innerhalb des im DHZB definierten Normbereichs von < 9% (siehe Tabelle 6 im Ab-
schnitt 6.2.1). Die Entwicklung fibrotischer Lasionen unterlag insbesondere im ersten postopera-
tiven Jahr (FU 1 und FU 2) einem dynamischen Prozess. Nach einem Riickgang innerhalb der
ersten 30 Tage stieg die mittlere Fibrose bereits im ersten Jahr nach HTx auf ihren postoperativen
Hochstwert von 8,5 £ 3,9%. Im dritten und funften postoperativen Jahr blieb der Anteil fibrotischer
Lasionen dahingegen auf einem konstanten Niveau.

Auch Schnabel et al. bewiesen in zwei histomorphometrischen Studien®* ¢ statistisch signifikant,
dass der durchschnittliche Fibrosegehalt im ersten Jahr nach HTx ansteigt. Dies betraf vor allem
den perimysialen Raum und war unabhangig von fibrotischen L&sionen, die aus wiederholten Bi-
opsieentnahmen resultierten. Der postoperative Anstieg der Fibrose im ersten Jahr kdnnte somit
auf einer tatsachlichen Zunahme interstitieller Fasern beruhen. In diesem Falle sind die Lasionen
Ausdruck einer gestorten Synthese-Regulation in der EZM des Myokards und als reaktive Fibrose

zu werten. Diese These wird durch den kontinuierlichen Riickgang des Narbengewebes, das sich
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eher im Rahmen reparativer Prozesse ausbildet, untermauert (siehe Abbildung 6 im Abschnitt
6.2.1). Als Reaktion auf den zunehmenden Bindegewebsgehalt nimmt der Anteil der Herzmuskel-
zellen ab. Dies flhrt zu einer Hypertrophie der verbleibenden Kardiomyozyten. Im Langzeitver-
lauf nach HTx konnte die mechanische Funktion des Herzens dadurch beeintréchtigt werden. Da-
her erscheint es sinnvoll, die Entwicklung der myokardialen Fibrose auch (ber das erste postope-
rative Jahr hinaus zu beobachten.®

Zur detaillierten Bewertung der Untersuchungsergebnisse liegen nur wenige Studien vor, die die
myokardiale Fibrose nach HTx anhand der Sirius-Rot-Féarbung analysieren. In der Mehrheit dieser
Veroffentlichungen sind die untersuchten Fallzahlen deutlich geringer als in der vorliegenden Ar-
beit.

Boni® untersuchte den mittleren Fibrosegehalt innerhalb von fiinf Jahren post HTx anhand von
2551 EMB. Diese verteilten sich auf ein Kollektiv von 855 Patienten, die zwischen Januar 1998
und Dezember 2009 im DHZB herztransplantiert wurden. Dabei zeigte sich insbesondere im ersten
postoperativen Jahr ein Anstieg der gemessenen Mittelwerte von 9,76% im ersten Monat auf
14,23% im flnften Monat nach HTx. Im langfristigen Verlauf war der durchschnittliche Gehalt
fibrotischer Lasionen eher ricklaufig und sank auf ein relativ konstantes Niveau ab.

Vanhoutte et al.%® stellten in 102 seriellen EMB von 39 Patienten statistisch signifikant dar, dass
sich der durchschnittliche Fibrosegehalt im achten Monat nach HTx im Vergleich zum ersten post-
operativen Monat nahezu verdoppelt (5% vs. ca. 2,7%). Damit zeigte die Ausbildung fibrotischer
Lasionen im ersten Jahr nach HTx zwar einen noch dynamischeren Verlauf als in der vorliegenden
Untersuchung. Die Messwerte unterschritten die Ergebnisse der vorliegenden Studie jedoch deut-
lich.

Gramley et al.” studierten die zehnjahrige Entwicklung myokardialer Fibrose in sechs-monatigen
Intervallen bei 57 herztransplantierten Patienten anhand von histomorphometrischen Messungen
in 2 Gesichtsfeldern. Der nachgewiesene Gehalt an Fibrose Uberstieg die Messwerte der vorlie-
genden Arbeit deutlich. Bereits zum Zeitpunkt der HTx lag der mittlere Fibrosegehalt bei 12,5%,
im ersten Jahr nach HTx bei ca. 16,5%. Auch im weiteren Verlauf zeigte der Anteil an Fibrose im
Gegensatz zu den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit eine signifikant steigende Tendenz. So
wurden im dritten Jahr nach HTx Mittelwerte von ca. 19,5% und im flinften Jahr ca. 22,5% er-
reicht.

Die weitere Beurteilung der erzielten Ergebnisse erfolgt anhand von Studien, die sich der Trich-
rom-Farbung nach Masson bedienten. Im Unterschied zur Sirius-Rot-Farbung heben sich kolla-

gene Fasern hierbei blau von braun geférbten Muskelfibrillen und rotem Fibrin ab.
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In den Analysen von Koch et al.%° stand die Friihphase nach HTx im Vordergrund. Sie dokumen-
tierten die Ausbildung endo- und perimysialer Fibrose in den ersten zwei postoperativen Wochen
bei 58 Patienten. VVor allem in der ersten Woche nach HTx zeigte sich in der gesamten Studienpo-
pulation ein signifikanter Anstieg des peri- und endomysialen Bindegewebes. Die Arbeitsgruppe
postulierte, dass diese Verdnderungen als Anpassungsreaktionen auf nicht-physiologische Reize
erfolgen, die mit dem Transplantationsvorgang per se verbunden sind.

Der Verlauf der prozentualen Fibrose in der zehnjahrigen Beobachtungsstudie von Nozynski et
al.”* zeigte sich vergleichbar mit den vorliegenden Studienergebnissen. In ihrer Untersuchung von
122 EMB konnte die Gruppe vor allem fiir das erste Jahr nach HTx steigende fibrotische Anteile
nachweisen. Dabei Uberschritt der mittlere Fibroseanteil von 9,3 + 1,85% den Hochstwert der vor-
liegenden Arbeit (8,5 * 3,9%) nur geringfiigig. Uber das zweite postoperative Jahr hinaus stabili-
sierte sich die prozentuale Fibrose ihrer Studiengruppe auf einem mit der Dissertation vergleich-
barem Niveau (drei Jahre nach HTx: 7,6 £ 2,21%; flinf Jahre nach HTx: 7,9 £ 2,3%). Auffallig ist
dabei, dass die Messwerte eine deutlich geringere Streuung aufwiesen (im Vergleich dazu Abbil-
dung 6 in Abschnitt 6.2.1). Der ermittelte Fibroseverlauf wurde von der Arbeitsgruppe als repara-
tiver Vorgang gewertet. Dieser kompensierte einen progredienten HMZ-Verlust, der vorrangig
durch akute AbstoBungsreaktionen im ersten postoperativen Jahr entstand.

Armstrong et al.®® beschrinkten sich in ihrer Untersuchung von 50 HTx-Patienten im sechsjahri-
gen Erhebungsintervall auf die Messung in einem Gesichtsfeld. In ihrer Studienkohorte wurde der
Tiefststand der mittleren Fibroserate mit ca. 16% bereits im ersten postoperativen Monat erreicht.
Im Verlauf war die Fibrose im neunten Monat sowie im ersten, zweiten, dritten und finften Jahr
nach HTx statistisch signifikant starker ausgepragt als im ersten Monat. Grundsétzlich lag der
mittlere Fibrosegehalt dabei mit Werten von 16% bis 20% deutlich tber den vorliegenden Ergeb-

nissen von 7,0% bis 8,5%.

7.2.1.2 Kollagen Typ 111 und IV

Die histomorphometrische Analyse von Kollagen Typ Il ergab initial innerhalb der ersten 30 Tage
nach HTx einen Riickgang der gemessenen Werte. Im anschlielenden Beobachtungszeitraum stieg
die Durchschnittsrate statistisch signifikant und kontinuierlich an.

In einer aktuellen Arbeit berichteten Pichler et al.®, dass Umbauvorgange in der EZM nach HTx
vornehmlich durch myokardiale Fibroblasten vorangetrieben werden. Somit konnte die stetige Zu-
nahme von Kollagen Typ Il auf einer erhdhten postoperativen Aktivitat der intramyokardialen
Fibroblasten beruhen.
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Zum abschlieRenden FU 4 zeigte sich Kollagen Typ I11 im Vergleich zur Gesamtfibrose mit einem
statistisch signifikanten, nahezu doppelten Gehalt von 15,8 + 6,4% (siehe Abschnitt 6.3.1). Tier-
modelle zeigten, dass der physiologische Anteil von Kollagen Typ 11l an den myokardialen Kol-
lagenfasern ungefahr 11 Prozent betragt. Ahnliche Werte kénnen auch fiir das humane Myokard
angenommen werden.? % VVor diesem Hintergrund ist es tberraschend, dass Kollagen Typ Il in
der vorliegenden Arbeit im Vergleich zur Gesamtfibrose so viel starker nachweisbar ist. So scheint
die immunhistochemische Aufbereitung von Kollagen Typ Il eine differenziertere Analyse der
interstitiellen Bindegewebsfasern im Myokard zu ermdglichen. Weiterfihrend ergibt sich die
Frage, welche Strukturen mit der Sirius-Rot-Farbung tatsachlich erfasst werden. In Studien, die
Sirius-Rot erstmals zur Messung des myokardialen Bindegewebes verwendeten, erschienen Kol-
lagen, retikulare Fasern, Basalmembranen, Ringfasern sowie das Sarkolemm der Myozyten tief
rot.8 8 Eine Differenzierung der Sirius-Rot gefarbten Strukturen kann also nur erfolgen, indem
weitere Techniken zur Darstellung der interstitiellen Gewebskomponenten angewendet werden.
Denkbar ware in diesem Zusammenhang der Einsatz der Polarisationsmikroskopie, anhand derer
die kollagenen Fasern in ihrer Morphologie genau unterschieden und den entsprechenden Subty-

pen zugeordnet werden konnen.4

Kollagen Typ IV kommt durch seine Struktur und einzigartige Lokalisation ein gewisses Allein-
stellungsmerkmal zu. Daher wurde ein Vergleich mit den Ergebnissen der Fibrose- und Kollagen-
I11-Messungen nicht angestrebt. Die quantitative Entwicklung wurde stattdessen gesondert beur-
teilt. Zun&chst zeigte sich eine Abnahme der Messwerte im kurzfristigen postoperativen Intervall.
Im weiteren Untersuchungszeitraum nahm der mittlere Kollagen-1V-Gehalt jedoch statistisch sig-
nifikant und kontinuierlich auf einen Wert von 22, 7 + 10,6 % im funften postoperativen Jahr zu.
Das dimer organisierte Kollagen 1V ist Hauptkomponente einer spezialisierten EZM, die die My-
ozyten und kardialen Fibroblasten als Basalmembran umgibt.8”- 8 Durch seine Zug- und Reiffes-
tigkeit stellt es insbesondere die Stabilitat der HMZ sicher. So kann die Basalmembran ihre Funk-
tion auch dann noch wahrnehmen, wenn die Myozyten ihre Form im Kontraktionszyklus des Her-
zens verandern.® Aus der Bedeutung fiir die Aufrechterhaltung der myozytaren Funktion ergibt
sich ein mdglicher Erklarungsansatz fir die nachgewiesenen postoperativen Veranderungen im
Kollagen-1V-Gehalt. So ist auch die Form der HMZ kontinuierlichen Anpassungserscheinungen
nach HTx unterworfen (siehe Abschnitt 2.3). Die Umstrukturierung der Myozyten konnte eine
gesteigerte Synthese an Kollagen Typ IV stimulieren, um sicherzustellen, dass die HMZ weiterhin
adaquat am Kontraktionszyklus des Herzens teilnehmen kdnnen.
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Die erzielten Ergebnisse fur Kollagen 111 und IV stehen im Gegensatz zu bisherigen Untersuchun-
gen. Schacherer und Kollegen®! bestimmten den Flachengehalt von Kollagen Typ I, 11 und 1V in
Quadratmikrometern pro Zelle anhand von 20 RV-EMB. Dazu wéhlten sie zwei verschiedene
Zeitpunkte in der friihen postoperativen Phase (17 + 4 Tage bzw. 63 £ 13 Tage post HTXx). Dies
entspricht etwa dem Zeitpunkt von FU 1 in der Dissertation. Analog zur vorliegenden Arbeit er-
folgte die histologische Aufarbeitung mithilfe von monoklonalen Antikérpern und der ABC-Me-
thodik. Der Kollagen-111-Gehalt blieb im beobachteten Zeitraum unveréndert. Auch fur Kollagen
Typ IV ergab sich keine statistisch signifikante Veranderung der Messwerte. Lediglich fur Kol-
lagen Typ | konnte ein statistisch signifikant steigender Anteil im Endo- und Perimysium nachge-
wiesen werden. So schlossen Schacherer et al., dass Umbauvorgénge der EZM nach HTx vor allem
durch spezifische Veranderungen des Kollagen-1-Gehaltes gekennzeichnet sind.

Auch die Ergebnisse von Schupp et al.%® widersprechen der postoperativen Zunahme von Kollagen
Typ 111 und IV in der vorliegenden Dissertation. Im Vergleich zur friihen zweiwdchigen Phase
zeigten die Kollagene in der Studie von Schupp et al. im ersten, zweiten und dritten Jahr nach HTx
statistisch signifikant geringere Messwerte. Die VVolumenzunahme aller bindegewebigen Anteile
in den ersten zwei Wochen nach HTx wertete die Arbeitsgruppe als kompensatorische Antwort
auf den kardialen Stress, der mit dem Transplantationsvorgang verbunden war. Im weiteren Ver-
lauf des Beobachtungszeitraums galt der Messwerteabfall als Ausdruck ricklaufiger Umbauvor-

gange im Myokard.

Ein weiterer Erklarungsansatz fiir die ermittelten Strukturanpassungen der myokardialen EZM
ergibt sich aus der Interaktion mit Matrix-Metalloproteinasen (MMP). Diese ubiquitar im Myo-
kard angesiedelten Proteasen beeinflussen neben der Degradierung von EZM-Komponenten auch
die Kollagensynthese. Im insuffizienten Herzen geht ein gesteigerter Anteil fibrotischer Lasionen
nicht selten mit erhéhten MMP-Spiegeln einher. Umgekehrt lasst sich bei einem sinkenden Fibro-
segehalt eine verminderte Aktivitat der MMP beobachten.® Die Kollagenasen MMP-1 und MMP-
8 binden sich spezifisch an Kollagen Typ 1 und Ill. Die Gelatinasen MMP-2 und MMP-9 zersetzen
vorrangig Komponenten der Basalmembran und somit auch Kollagen Typ IV.%% 92 Ein Jahr nach
HTx untersuchten Yamani et al.®® untersuchten den Einfluss von MMP auf die EZM bei Patienten,
die bereits im zweiwdchigen postoperativen Verlauf eine signifikante Myokardischdmie ausbilde-
ten. Dazu wurden histomorphometrische Analysen Sirius-Rot gefarbter Gewebeschnitte mit den
Aktivitatsleveln verschiedener MMP korreliert. Die Studienpatienten wiesen nicht nur einen sig-
nifikant héheren Anteil an myokardialer Fibrose auf als ihre Vergleichsgruppe, die keiner ischéa-
mischen Episode ausgesetzt war. Auch die Aktivitat von MMP-2, MMP-3 und MMP-9 war in
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dieser Patientengruppe deutlich gesteigert. Eine friihe postoperative Ischdmie fihrt demnach im
weiteren Verlauf nach HTx zu einer Stimulation von MMP und somit zu einer verstarkten Um-
strukturierung der EZM.

Schupp et al.® konnten in den ersten zwei postoperativen Wochen erhohte Spiegel an MMP-8 und
MMP-9 in Verbindung mit einem signifikanten Anstieg der interstitiellen Fibrose nachweisen. Im
weiteren Verlauf bewirkten MMP laut Schupp et al.®® umgekehrte Anpassungsvorgange in der
myokardialen EZM. Der Spiegel von MMP-9 stieg im ersten postoperativen Jahr an, wurde jedoch
dartiber hinaus von einem signifikant verminderten Gehalt an Kollagen IV begleitet. Bis zum zwei-
ten Jahr nach Transplantation zeigte sich ein signifikant erhhtes MMP-8. MMP-1 nahm sogar bis
ins dritte Jahr nach HTx zu. Beides ging mit einer signifikanten Abnahme von Kollagen Typ I und

111 einher.

7.2.1.3 Geschlecht und Uberlebensstatus

In Unterscheidung des Patientengeschlechtes bzw. des Uberlebensstatus zum Zeitpunkt der Da-
tenerhebung konnten im gesamten Erhebungszeitraum keine statistisch signifikanten Unterschiede
herausgearbeitet werden.

Auch Boni® konnte keine statistisch signifikanten Anhaltspunkte fiir einen Zusammenhang zwi-
schen der postoperativen Ausbildung von Fibrose und dem Patientengeschlecht ermitteln.
Armstrong et al.%” verglichen RV-EMB herztransplantierter Patienten mit einer Uberlebenszeit <
funf Jahren und > flnf Jahren mithilfe der Masson-Trichrom-Farbung. Nur im ersten Jahr nach
HTx unterschied sich das AusmaR der myokardialen Fibrose zwischen beiden Gruppen statistisch
signifikant. Bei Patienten mit einer maximalen Uberlebenszeit von funf Jahren nahm die myokar-
diale Fibrose auf ca. 15% ab und wurde von einer friihzeitigen VergroRerung der Myozyten be-
gleitet. Im Vergleichszeitraum nahm die myokardiale Fibrose bei Patienten mit einer Uberlebens-
zeit Uber funf Jahren auf ca. 19% zu. Im Verlauf ndherte sich der Fibrosegehalt beider Gruppen
an, sodass keine weiteren statistisch signifikanten Unterschiede vorlagen. Diese Ergebnisse decken
sich mit den eigenen Auswertungen.

Dahingegen zeigten van Suylen et al.%* bei Patienten mit einer Uberlebenszeit zwischen 11 und 91
Monaten nach HTx einen deutlich ausgepréagteren Kollagengehalt als bei denjenigen Patienten, die

bereits bis zum vierten Monat nach HTx verstorben waren.

7.2.2 Moglicher Einfluss des Alterns

Patienten mit gleichaltrigem Spender erreichten in der vorliegenden Untersuchung im langfristi-

gen Verlauf nach HTx die hochsten Messwerte fiir alle drei Parameter. Am geringsten waren die



85

mittlere Fibrose und Kollagen Typ I11 bei den Patienten ausgeprégt, die zum Zeitpunkt ihrer Trans-
plantation Gber 10 Jahre alter als ihre Spender waren. Patienten mit mehr als zehn Jahre &lterem
Spender lagen im postoperativen Vergleich von Fibrose und Kollagen Typ 111 zwischen den beiden
anderen Untergruppen. Sie zeigten jedoch zum abschliefenden FU 4 den niedrigsten Mittelwert
an Kollagen Typ IV. Im Vergleich von jlingeren mit gleichaltrigen bzw. dlteren Organspendern
waren die ermittelten Unterschiede fur Kollagen Typ 111 und IV statistisch signifikant.

Bisherige Studien zum Einfluss des Donoralters auf die Entwicklung der myokardialen EZM nach
HTx konnten keine statistisch signifikanten Zusammenhéange ermitteln. Weder Tazelaar et al.®?
gelang es eine statistisch plausible Assoziation zwischen dem Spenderalter der untersuchten
Transplantkohorte und dem AusmaR von Kollagen Typ I, 111 und 1V (monoklonale Antikorper)
nachzuweisen. Noch Pickering und Boughner® (Sirius-Rot-Farbung) oder Koch et al.®° (Masson-
Trichrom-Farbung) konnten eine statistisch signifikante Korrelation zwischen dem Spenderalter

und der frihzeitigen postoperativen myokardialen Fibrose herstellen.

In Abhangigkeit des Patientenalters zum Zeitpunkt der HTx ergaben sich fiir die drei EZM-Kom-
ponenten vollkommen unterschiedliche Messverldufe. Patienten, die bei HTx mindestens 60 Jahre
alt waren, zeigten langfristig den hochsten Durchschnittsgehalt an Fibrose. Die Patientengruppe
zwischen 40 und 59 Jahren entwickelte auf langfristige postoperative Sicht den geringsten Anteil
an Fibrose. Dabei erwies sich der Vergleich mit der dlteren Altersgruppe als statistisch signifikant.
Im Hinblick auf Kollagen Typ Il entwickelten unter 40jéhrige Patienten den htéchsten, wahrend
Patienten Uber 60 Jahre den geringsten Kollagen-111-Gehalt aufwiesen. Die Messwerte der jlinge-
ren Patientengruppe lieRen sich gegeniiber den beiden anderen Altersgruppen als statistisch signi-
fikant beweisen. Kollagen Typ IV war in der mittelalten Patientengruppe am starksten ausgeprégt.
Dagegen zeigte sich der langfristige Kollagen-1VV-Gehalt der jlingeren Generation nur unwesent-
lich erhoht gegeniiber dem Messwert der tber 60jahrigen Patienten. Die Unterschiede der mittle-
ren Patientengruppe waren im Vergleich mit den beiden anderen Altersgruppen statistisch signifi-
kant.

Die Auswirkung des Patientenalters auf die postoperative Entwicklung von EZM-Komponenten
wurde in bisherigen Studien noch nicht hinreichend thematisiert. Dennoch gilt es zu kléren, ob die
dargestellten Veranderungen Ausdruck spezifischer Anpassungsvorgange nach HTx oder als nor-
maler Alterungsprozess des interstitiellen Myokards zu werten sind. Bis zum Ende der 70er Jahre
vertrat die Wissenschaft einhellig die Meinung, dass das Alter keinen Einfluss auf den Kollagen-
gehalt im Ventrikel habe.® ®” Nach heutigem Verstandnis wird wahrend der physiologischen Al-

terung jedoch eine zunehmende myokardiale Fibrosierung beobachtet. Gleichzeitig veréndert sich
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die kollagene Zusammensetzung. Dabei existieren widersprichliche Ergebnisse zum anteiligen
Verhaltnis von Kollagen Typ | und I11. So wird einerseits beobachtet, dass der relative Anteil an
Kollagen Typ I durch zunehmende Druckbelastung steigt und der Gehalt an Kollagen Typ Il zu-
rickgeht. Dahingegen beobachten andere Studien eine Zunahme von Kollagen Typ Il mit stei-
gendem Lebensalter.% % GemaR der Baltimore Longitudinal Study of Aging!® liegt die Ursache
fibrotischer Prozesse im Alter in einer verdnderten Funktion bzw. Anzahl von Fibroblasten.
Gleichzeitig verlieren kollagene Fasern wéhrend ihrer Lebenszeit immer mehr Wasser und werden
dadurch resistenter gegeniiber einem Abbau durch MMP.% Diese verstarkte Ansammlung von
Kollagenfasern wird oft von einem Verlust an Herzmuskelzellen begleitet.?” 1% Im Gegensatz zu
den steigenden Verlaufswerten von Kollagen Typ Il und IV in der vorliegenden Arbeit zeigten
Untersuchungen am Tiermodell, dass eine gesteigerte Syntheseleistung von Kollagen keinen Ein-
fluss auf die Entstehung myokardialer Fibrose im Alter nimmt.1%? Stattdessen bestatigten mehrere
Studien, dass der Fibrose im normotensiven alteren Herzen scheinbar eine verminderte Aktivitat
von MMP, wie zum Beispiel MMP-1 und MMP-2, zugrunde liegt. Dadurch ist die Abbaurate des
interstitiellen Kollagens reduziert. Dabei ist jedoch einschrankend zu erwahnen, dass diese Studien
ausschlieBlich Tiermodelle und unterschiedliche histologische Aufarbeitungstechniken verwende-
ten. Zudem wurden groRtenteils Gewebeproben aus dem linken Ventrikel analysiert.193-1% Das
individuelle altersabhangige Ausmal myokardialer Fibrose im rechten und linken Ventrikel wurde
bisher lediglich in zwei Studien mit Rattenmyokard aufgegriffen. Weder Eghbali et al.1®” noch
Annoni und Kollegen'® konnten signifikante Unterschiede zwischen beiden Ventrikeln feststel-
len.

Bisher ist nur unzureichend untersucht, ob die anhand von Tiermodellen gewonnenen Erkenntnisse
auch auf die Genese der extrazellularen Fibrose im alternden humanen Myokard anwendbar sind.
Lakhan und Harle!®® konnten in einem Fallreport zeigen, dass histologische Verinderungen im
normotensiven Myokard des dlteren Patienten durch eine verstarkte Rate an Nekrose und Apoptose
der HMZ gekennzeichnet ist. Zudem beobachteten sie eine veranderte Verteilung von Kollagen
Typ lund HII.

Burkauskiene et al.1% untersuchten Biopsien aus dem Appendix des rechten VVorhofes von 17 herz-
gesunden Patienten, die aufgrund nicht-kardialer Ursachen verstorben waren. Die lineare Regres-
sion zeigte fur die histomorphometrisch untersuchten Sirius-Rot-Schnitte einen stark ausgepréag-
ten, statistisch signifikanten Zusammenhang zwischen dem zunehmenden Alter und dem steigen-
den prozentualen Kollagengehalt (r = 0,95; p < 0,001). Eine Differenzierung in kollagene Subty-
pen erfolgte nicht.
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Gramley et al.!'? nutzten zur Bewertung der kardialen Fibrose im Alter ebenfalls Sirius-Rot auf-
bereitete Biopsieproben aus dem Appendix des RV. Aus ihren Analysen leitete sich eine etwas
geringer ausgepragte, positive Korrelation zwischen dem AusmaR der Fibrose und dem Alter (r =
0,45; p < 0,01) ab. Analog zur vorliegenden Arbeit zeigte sich der mittlere Fibrosegehalt in der
altesten Patientengruppe am hochsten (tiber 70jahrige Patienten: ca. 17%; p < 0,01). Den Ergeb-
nissen der eigenen Analyse entgegenstehend nahm der Anteil an Fibrose jedoch grundsatzlich mit
sinkendem Patientenalter ab (61-70 Jahrige: ca. 15%; p < 0,05 vs. unter 50jéhrige Patienten: 10%).
Weiterfuhrend setzte die Arbeitsgruppe zymografische Methoden zur Bestimmung der Spiegel
von MMP und TIMP ein. Im Gegensatz zu vormals beschriebenen Tiermodellen wies sie steigende
Spiegel von MMP-2 und MMP-9 begleitet von einer verminderten Aktivitat von TIMP-1 nach.
Bei der untersuchten Kohorte handelte es sich jedoch nicht um herzgesunde Patienten. Die analy-
sierten Gewebeproben wurden bei kardiochirurgischen Routineeingriffen, wie koronaren Bypass-
Operationen bzw. dem Ersatz von Mitral- oder Aortenklappe, entnommen. Daher lassen die Er-
gebnisse keine zweifelsfreien Rickschlusse auf die physiologische Alterung zu.

Debessa et al.'*! verglichen den Anteil an interstitiellem Kollagen zwischen jiingeren (20 — 25
Jahre) und é&lteren Patienten (67 — 87 Jahre) anhand von polarisationsmikroskopischen Untersu-
chungen Sirius-Rot gefarbter Praparate aus dem linken Ventrikel. Im Gewebe der &lteren Patienten
fand sich signifikant mehr Kollagen als bei jlingeren Patienten (5,86 + 0,81% vs. 3,92 = 0,80%; p
< 0,05).

Aus den dargestellten Studien lasst sich kein Konsens zu Ausmaf und Auswirkung der altersasso-
ziierten myokardialen Fibrose ableiten.1% 12 Dariiber hinaus sind alterungsbedingte Veranderun-
gen der EZM schwer von Anpassungsvorgéangen trennbar, die aufgrund von Komorbiditaten (wie
arteriellem Bluthochdruck) entstehen. % 12 Somit kann keine endgiiltige Aussage getroffen wer-
den, ob die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit spezifische Verédnderungsvorgénge in der EZM

des transplantierten Herzen oder ob ein physiologisches Alterungsphdnomen sind.

7.2.3 Mogliche Einflussfaktoren auf die Dynamik von Gesamtfibrose, Kollagen Typ 111 und IV

7.2.3.1 Spenderinduzierte Ausgangsbedingungen bei HTx

Die spenderassoziierte Beschaffenheit der interstitiellen Myokardstruktur wurde anhand von 18
EMB (sogenannte Null Biopsien) beurteilt. Ihre Entnahme erfolgte direkt wéhrend des Transplan-
tationsvorganges. Dabei zeigte sich mit einer Standardabweichung von 5,4% bereits vor HTX eine

unterschiedlich hohe Durchschnittsrate an Fibrose. Auch der mittlere Gehalt von Kollagen Typ 11
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und IV variierte deutlich mit Standardabweichungen von 7,1% bzw. 10,4% (siehe Abschnitt 6.2).
Diese Unterschiede in den histologischen Ausgangsbedingungen des interstitiellen Myokards be-
statigten sich durch den Vergleich der Variationskoeffizienten (Fibrose: 63% vs. Kollagen Typ
I11: 55% vs. Kollagen Typ 1V: 78%; siehe Abschnitt 6.3.2).

Die uneinheitliche Morphologie der interstitiellen EZM in Spenderherzen bestatigte sich in den
Studien von Frasik et al.!*® und Arbustini et al..}** Zum Transplantationszeitpunkt stellten sie deut-
liche Unterschiede in der Myozytenform, der Auspragung interstitieller und perivaskularer Odeme
sowie dem Anteil interstitieller bzw. fokaler Ersatzfibrose fest. Im Vergleich zum Mittelwert der
vorliegenden Studie (8,6%) betrug der Anteil an Fibrose bei Frasik et al. jedoch lediglich 6%. In
der Studiengruppe von Arbustini et al. liel3 sich eine interstitielle Fibrose nur bei 15% der 97 EMB
nachweisen, wéhrend in der hier betrachteten Studienpopulation alle Null Biopsien fibrotische L&-
sionen aufwiesen.

Ein moglicher Erklarungsansatz liegt in der Inhomogenitét der Spendergruppe selbst. Variierende
Lebensstilfaktoren, wie Nikotin- und Alkoholabusus oder die sportliche Aktivitat, konnten zu den
heterogenen histologischen Ausgangsbedingungen bei HTx beigetragen haben. AuRerdem unter-
lag das Spenderalter mit einem Minimum von 19,1 und einem Maximum von 55,7 Jahren einer
deutlichen Spannbreite. Demnach war das interstitielle Myokard der Organspender unterschied-
lich lang verschiedensten Umwelteinflissen und gesundheitlichen Bedingungen ausgesetzt. Ent-
sprechende Auswirkungen auf Umstrukturierungen der myokardialen EZM sind jedoch nur
schwer messbar. Gegebenenfalls wiirden sich die ungewdhnlich starken Unterschiede durch eine
hohere Anzahl zur Verfiigung stehender Gewebeproben relativieren.

Weiterhin bestehen Hinweise darauf, dass der Hirntod des Organspenders zu Veranderungen in
der Architektur des Myokardgewebes filhrt. Der Ubergang in den Hirntod zieht eine massive An-
regung des sympathischen Nervensystems nach sich und resultiert in einem extremen Ausstof} an
endogenen Katecholaminen. Dieser ,,Katecholamin-Sturm* kdnnte schédigend auf das Myokard
des Spenderorgans einwirken. Durch die exogene Zufuhr von Inotropika wéhrend der Intensivbe-
handlung des Organspenders wird dieser Effekt moglichweise potenziert. Die genannten Faktoren
sowie die Entwicklung des Hintodes selbst flihren zu verdnderten hdmodynamischen Verhaltnis-
sen, die sich negativ auf die intakte Struktur des Myokards auswirken kénnen. Dabei sind vor
allem Schéden der HMZ, Kapillaren sowie die Ausbildung von intra- und extrazellularen Odemen
beschrieben.!®® Auswirkungen des Hirntodes auf die interstitielle EZM-Architektur im Spen-

dermyokard sind bisher nicht untersucht, jedoch definitiv denkbar.
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In Abh&ngigkeit vom fibrotischen Ausgangsgehalt bei HTx ergab sich fiir den postoperativen Ver-
lauf der Gesamtfibrose kein statistisch plausibler Zusammenhang. Daher ist anzunehmen, dass
Fibrose-Lé&sionen bei HTx bereits diffus im Myokard verteilt sind und die postoperativen Veran-
derungen der interstitiellen Myokardarchitektur hauptséchlich auf anderen EZM-Komponenten

basieren.

7.2.3.2 Ischdmiedauer

Pickering und Boughner®® stellten 1990 erstmalig die Hypothese auf, dass die Dauer der Orga-
nischamie bei HTx das Ausmal} postoperativer Architekturveranderungen im Myokard beeinflus-
sen konnte. Anhand polarisationsmikroskopischer Untersuchungen Sirius-Rot gefarbter Gewebe-
schnitte gelang es ihnen, einen Zusammenhang zwischen der Organischdmie bei HTx und der
postoperativen myokardialen Fibrose herzustellen (r = 0,06; p < 0,001). Auch eine Korrelations-
analyse der vorliegenden Arbeit bestétigte den generellen Zusammenhang zwischen der Ischdmie-
zeit und dem Anteil fibrotischer Lasionen flr den mittel- (FU3: r = 0,305; p = 0,025) und langfris-
tigen Verlauf nach HTx (FU4: r = 0,357; p = 0,028).

Gleichzeitig scheint die Myokardischamie bei Transplantation ein geeigneter Erklarungsansatz fiir
den beobachteten Riickgang der Messwerte aller drei EZM-Komponenten in der friihen postope-
rativen Phase der ersten 30 Tage nach HTx (siehe Abschnitt 6.2). Durch ischdmische Bedingungen
werden Inflammationsvorgénge stimuliert, die zu einer gesteigerten Aktivitat von MMP flhren.
Dies zieht eine erhohte Abbaurate an Kollagen nach sich.3 Im Vergleich zur Null Bx war der
mittlere Anteil an Fibrose, Kollagen Typ 111 und IV zum FU 1 daher reduziert.

Patienten mit einer Ischdmie von < 211 Minuten wiesen langfristig einen geringeren Durch-
schnittsgehalt an Fibrose und Kollagen Typ Il bzw. IV auf als Patienten, deren Spenderorgane
einer Uberdurchschnittlich langen Ischamiezeit von > 240 Minuten ausgesetzt waren.

Pickering und Boughner® unterteilten ihre Studienpopulation in drei Gruppen mit Ischamiezeiten
von < 120, 121 bis 240 und > 240 Minuten. Sie stellten heraus, dass die Biopsien mit der langsten
Organischdmie zwischen dem flinften und zehnten postoperativen Tag einen statistisch signifikant
hoheren Anteil an myokardialem Kollagen enthielten als die beiden anderen Patientengruppen.
Auch Sack et al.!*® wiesen innerhalb der ersten zwei postoperativen Wochen einen signifikanten
Anstieg interstitieller Fasern in Herzen mit Ischdmiezeiten > 190 Minuten nach. Dahingegen konn-
ten sie in Transplantaten mit Organschamien < 120 Minuten keine Veranderungen im Bindege-

websgehalt darstellen.
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Die obigen Studien legen die Hypothese nahe, dass kiirzere Ischdmiezeiten mit geringeren quan-
titativen Verénderungen im myokardialen Kollagengehalt verbunden sein kénnten. Anhand einer
Korrelation nach Spearman liel3 sich dies in der vorliegenden Arbeit zumindest fir Kollgen Typ
Il im kurzfristigen dreiBigtatigen Zeitraum nach HTXx statistisch signifikant bestatigen (r = 0,265;
p =0,032).

Ein potenzieller Einfluss der Ischdmiedauer auf die Entwicklung myokardialer Fibrose bzw. die
Verédnderung des Kollagengehaltes in der Frihphase nach HTx ist demnach nicht von der Hand zu
weisen. Dem entgegenstehend scheint der Effekt der Organischdmie auf die langfristige postope-
rative Myokardstruktur des Transplantates eher gering. Stattdessen scheinen andere Faktoren eine
Zunahme des interstitiellen Bindegewebes zu begiinstigen.”® So konnten Tazelaar et al.®? keine
signifikanten Unterschiede flr die Auspragung von Kollagen 111 und IV in Abhéngigkeit von der
Ischdmiezeit herausstellen. Die Untersuchung erfolgte dabei anhand von 34 Biopsien, die in einem
sehr ausgedehnten postoperativen Zeitraum von 1 bis 82 Monaten von unterschiedlichen Patienten
entnommen wurden. Auch Fornes et al.'® konnten in einer durchschnittlichen Nachbeobachtungs-
dauer von 36 Monaten keinen deutlichen Zusammenhang zwischen dem Kollagengehalt und der
Dauer der Ischdmiezeit, die in ihrem Studienkollektiv zwischen 73 und 240 Minuten variierte,
etablieren. Ebenso wenig gelang es Rowan und Billingham!'” anhand einer linearen Regressions-
analyse einen statistisch signifikanten Einfluss von Ischdmien auf das AusmaR der Fibrose im

postoperativen Verlauf bis zum dritten Jahr nach HTx herzustellen.

7.2.3.3 Zellulare und humorale AbstoBungsreaktionen

Zelluldre und humorale AbstolRungen (ACR und AMR) sind gefurchtete Komplikationen nach
Transplantation.> 3 Bei klinischer Relevanz werden sie zunachst mit einem absteigenden Corti-
kosteroid-Schema behandelt.® Dabei liegen Hinweise vor, dass Glukokortikoide die Transkription
von Prokollagenen vermindern und somit die Kollagensynthese einschranken.3® 18 Vor diesem
Hintergrund wurden AbstoRungsprozesse als mogliche Einflussgréfien auf die histomorphometri-
schen Ergebnisse evaluiert. Dazu wurde zundchst der mittlere Gehalt an Fibrose, Kollagen Typ I11
und 1V Gber den gesamten Untersuchungszeitraum hinweg bei Patienten mit und ohne ACR be-
trachtet. Die Medianwerte der drei vermessenen Komponenten gaben dabei Auskunft tber die
zentrale Tendenz in der Studienpopulation. Es zeigten sich jedoch keine statistisch signifikanten
Unterschiede zwischen ACR-positiven und ACR-freien Patienten.

Auch in der detaillierten Verlaufsuntersuchung zeigten sich fir keine der dargestellten EZM-Kom-
ponenten statistisch signifikante Unterschiede zwischen Patienten mit bzw. ohne ACR. Weiter-

fihrende Analysen mit dem Koeffizienten nach Spearman ermittelten keine statistisch plausible
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Korrelation zwischen dem Zeitpunkt der ACR und dem Messwerteverlauf aller drei Strukturen.
Somit ergab sich anhand von zelluldren AbstoRungsreaktionen keine statistisch nachvollziehbare
Erklarung fur die postoperativen Schwankungen des Fibrose-Gehaltes bzw. von Kollagen 111 und
V.

Auch Boni®® und Hiemann et al.*° konnten in zwei weiteren Transplantkohorten des DHZB keine
signifikante Korrelation zwischen zelluldaren Abstollungen und quantitativen Fibrosemessungen
herstellen. Zu eine dhnlichen Schlussfolgerung kamen Fornes et al.'® in ihrer dreijahrigen Be-
obachtung von 21 herztransplantierten Patienten, deren 200 RV-EMB computerbasiert ausgewer-
tet wurden. Kollagene Fasern stellten sie mit Sirius-Rot dar und vermaRen sie unter Ausschluss
narbiger Areale in 20 Gesichtsfeldern. Somit ist ihre Methodik mit der vorliegenden Arbeit ver-
gleichbar. lhre Ergebnisse ergaben keine statistisch signifikante Assoziation der myokardialen
Fibrose mit akut bzw. chronisch verlaufenden AbstoRungen. Ebenso wenig gelang es Tazelaar et
al.% einen statistisch signifikanten Zusammenhang zwischen zellularen AbstoRungsepisoden und
mittels Immunfluoreszenz nachgewiesenem Kollagen I, 111, IV und V (ber einen siebenjahrigen
Untersuchungszeitraum post HTx nachzuweisen. Dem entgegenstehend belegten Rowan und Bil-
lingham!’ in einer dreijéhrig angelegten Studie eine statistisch signifikante, wenngleich nur ge-
ringfugig ausgepragte positive Korrelation zwischen dem prozentualen Kollagenvolumen und zel-
luldren AbstolRungsepisoden unabhdngig von ihrem Schweregrad (r = 0,24; p < 0,01). Die Aufar-
beitung der RV-EMB erfolgte dabei mithilfe des trichromen Farbeverfahrens. AnschlieRend kam
die Punktezahlmethodik zur Vermessung des blau dargestellten Kollagens zum Einsatz. Aufgrund
der unterschiedlichen Methodik ist die Vergleichbarkeit mit der vorliegenden Arbeit daher einge-
schréankt.

Andere Studien griffen zur Untersuchung eines Zusammenhangs zwischen AbstolRungsreaktionen
und myokardialer Fibrose auf weiterfiihrende Methoden zuriick. Beispielsweise eignen sich Pro-
collagen 1 und 111 (PINP, PIIINP) als Marker des Kollagenumsatzes. Arbeiten von Lin et al.!8
sowie Host et al.'?° zeigten, dass bei akuten Rejektionen innerhalb des ersten Jahres nach HTx
insbesondere der Serum-Spiegel von PIIINP erhoht ist. Nach Anpassung der immunsuppressiven
Therapie und tberstandener AbstoRungsreaktion sank der Spiegel wieder auf das Ausgangsniveau.
Herztransplantierte Patienten, die unter AbstoRungsvorgéangen litten, wiesen demnach eine erhéhte
Kollagen-I11-Synthese auf. Dahingegen sank der gemessene Serumspiegel bei rejektionsfreien Pa-
tienten in den ersten sechs Monaten nach HTx kontinuierlich ab. Diesen Riickgang an kollagenen
Umbauvorgangen werteten die Autoren als Ausdruck eines fortschreitenden Wundheilungspro-
zesses nach Transplantation. Eine aktuelle Arbeit von Vanhoutte et al.%® lieferte interessante Er-

kenntnisse zur Wechselwirkung von zelluldren Abstof3ungen, myokardialem Kollagen und MMP
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sowie TIMP im ersten Jahr nach HTx. Sie stellten fest, dass aktive MMP-9 und TIMP-1 in Gewe-
ben mit hochgradiger zellularer Abstol3ung deutlich vermehrt vorliegen. Gleichzeitig zeigten die
Kollagenmetabolite PINP und PIHINP erhohte Spiegel. Bei hohergradiger ACR unterlag Kollagen
somit einer vermehrten Synthese- und Abbaurate, sodass keine signifikante Veranderung des Si-

rius-Rot gefarbten Gesamtkollagengehaltes dargestellt werden konnte.

In Abhéngigkeit von einer AMR zeigten sich die Mittelwertverldufe aller drei Parameter im ge-
samten Untersuchungszeitraum statistisch signifikant. Der Durchschnittsgehalt an Fibrose sowie
Kollagen Typ I und IV war bei Patienten mit AMR im funften Jahr nach HTx deutlich starker
ausgepragt als bei Patienten ohne AMR. Die Messwertunterschiede zwischen den Patienten er-
reichten jedoch zu keinem Erhebungszeitpunkt eine statistische Signifikanz. Dies stellte sich auch
als unabhangig davon dar, ob die AMR im friihzeitigen oder langfristigen postoperativen Verlauf
diagnostiziert wurde. Ferner konnte die Korrelationsanalyse nach Spearman keinen statistisch sig-
nifikanten Einfluss einer AMR auf die beobachtete Wertentwicklung herausstellen.

Auch Nath et al.*?! konnten keinen statistisch signifikanten Zusammenhang zwischen antikorper-
vermittelten Abstollungsprozessen und dem Nachweis von Auto-Antikérpern gegen Kollagen Typ
I, Il und IV erbringen.

Dariiber hinaus liegen keine Vergleichsarbeiten vor, die das Einflusspotenzial humoraler Absto-
Rungen auf Anpassungsvorgange in der EMZ nach HTx analysieren. Nach umfangreichen Diskus-
sionen besteht Konsens, dass die AMR ein entscheidender Risikofaktor fiir das Transplantatver-
sagen ist. Vor allem das wiederholte Auftreten humoraler AbstoBungsvorgange ist mit einem er-
hohten Mortalitétsrisiko verbunden.*?2124 \vor diesem Hintergrund erscheint es umso iberraschen-
der, dass ein moglicher Zusammenhang zwischen dem strukturellem Remodelling im interstitiel-
len Myokard und antikérpervermittelten AbstolRungsprozessen bisher noch nicht intensiv tber-

priift wurde.

7.2.3.4 Kardiomyozytenhypertrophie

Ein moglicher Zusammenhang von HMZ-VergroRerungen und der Entwicklung fibrotischer L&-
sionen nach HTx wird in der Literatur widerspriichlich diskutiert. So schlussfolgerten Schnabel et
al.5 % dass die signifikante Vermehrung interstitieller Fibrose im ersten Jahr nach HTx mit einem
Verlust an Herzmuskelzellen einhergeht. Die verbleibenden Myozyten hypertrophieren in Reak-

tion auf ihren verminderten Anteil deutlich, um die kontraktile Kraft des Myokards sicherzustel-
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len. Dahingegen ergab sich in der vorliegenden Arbeit keine statistisch plausible Korrelation zwi-
schen einer HMZ-Hypertrophie und den postoperativen Schwankungen im Fibrose- bzw. Kol-
lagen-111-Gehalt.

Auch Prochno und Meyer erzielten keine statistisch signifikante Assoziation zwischen dem My-
ozytendurchmesser und der myokardialen Fibrose nach HTx. In ihren Untersuchungen verwende-
ten sie mit der Domagk-Farbung einen Vorldufer des Sirius-Rot-Verfahrens, um die rechtsventri-
kuldren Gewebeproben von 13 HTx-Patienten aufzubereiten.

Die morphometrische Analyse von Steinmann® zeigte zwar eine kontinuierliche Zunahme des
HMZ-Durchmessers uber vier Jahre nach HTx. Der mittlere Anteil interstitieller Fibrose veran-
derte sich jedoch nur im ersten postoperativen Jahr statistisch signifikant. Daraus schloss Stein-
mann, dass es sich bei der Entwicklung myokardialer Fibrose und Veranderungen der Myozyten-
form um zwei unabhangige Prozesse handelt.

Laut Armstrong et al.%® nimmt die VergréBerung der HMZ auch bis zum sechsten Jahr nach HTx
zu. Sie ermittelten fur ihre Transplantkohorte von 40 Patienten eine kontinuierliche Zunahme der
MyozytengréRe um ca. 10 bis 20% ab dem sechsten postoperativen Monat. Demgegeniber zeigte
sich die myokardiale Fibrose (Masson-Trichrom-Farbung) nach einem friihzeitigen Anstieg im
zweiten Monat Uber den weiteren Erhebungszeitraum hinweg auf einem konstanten Messniveau.
Die bisherigen Studien konnten demnach mehrheitlich keinen Beweis fir einen Zusammenhang
zwischen myozytéren GroRenverdnderungen und der myokardialen Fibrose herztransplantierter

Patienten erbringen.

7.2.3.5 Veranderungen der Endothelzellen

In der untersuchten Transplantkohorte wurde Gberpruft, welches Einflusspotenzial mdglicher-
weise von im kurzfristigen postoperativen Intervall (30 Tage nach HTx) prominenten Endothel-
zellen auf die langerfristige Wertentwicklung von Kollagen Typ IV ausgeht. Bei Patienten mit
prominentem Geféallendothel war die ermittelte Durchschnittsrate an Kollagen Typ IV im dritten
postoperativen Jahr signifikant gegenuber der Gruppe mit unauffalligem Endothel erhoht (23,4 £
10,6% vs. 15,8 £ 11,8%; p = 0,015). Im flinften Jahr nach HTx naherten sich die Mittelwerte beider
Gruppen an, sodass sich kein statistisch signifikanter Unterschied ergab.

Das Klassifikationsschema zur Bewertung der Endothelmorphologie wurde im DHZB entwickelt.?
Bisher liegt nur eine Studie von Hiemann'? vor, in der Gewebeproben von Patienten mit promi-
nenten Endothelzellen im Zeitfenster von vier Wochen und einem Jahr nach HTx signifikant hdu-
figer einen erhdhten Bindegewebsanteil aufwiesen als Patienten mit unauffalligem Gefalendothel.

In dieser Studie wurde jedoch kein expliziter Fokus auf Kollagen Typ IV gelegt.
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7.2.3.6 Veranderungen der terminalen GefaRe

Bei Patienten, fir die im Beobachtungszeitraum mindestens einmalig mikrovaskulopathische Ver-
anderungen der distalen Gefallbahn dokumentiert wurden, war Kollagen Typ IV im fiinften Jahr
nach HTx im Mittel statistisch signifikant hther nachweisbar als bei Patienten ohne MVP (23,8 £
10,2% vs. 9,9 + 6,7%; p = 0,037). Der potenzielle Einfluss mikrovaskulopathischer L&sionen auf
den langfristigen Gehalt von Kollagen 1V konnte durch die Korrelation nach Spearman bestétigt
werden (r = 0,343; p = 0,035).

Hiemann'? untersuchte die Bedeutung mikrovaskulopathischer Befunde fiir das myokardiale Bin-
degewebe (Sirius-Rot-Féarbung) im Verlauf von vier Wochen und einem Jahr nach HTx. MVP-
positive Patienten ihrer Kohorte entwickelten in beiden Erhebungsintervallen zwar ein ausgeprag-
teres myokardiales Bindegewebe als MVP-negative Patienten. Dieses Ergebnis bestétigte sich je-
doch nicht als statistisch signifikant. Zudem erfolgte keine Differenzierung in kollagene Subtypen.
Vor dem Hintergrund der MVP als negativer Pradiktor fur das Langzeittiberleben nach HTx sollten
unbedingt weiterfiihrende Analysen zum Einflusspotenzial auf postoperative Anpassungen im my-
okardialen Interstitium angestrebt werden.® So wiesen Hiemann et al.*2 *° in einer groB angeleg-
ten Untersuchung von Gber 9.000 RV-EMB nach, dass die Ausbildung mikrovaskulopathischer
Veranderungen der Geféalimedia im ersten postoperativen Jahr mit einem signifikant reduzierten
Uberleben und einer erhéhten Inzidenz kardialer Todesereignisse bzw. Re-Transplantationen ver-

bunden ist.

7.2.3.7 Regressionsmodell

In einem Regressionsmodell wurde die Bedeutung der besprochenen Faktoren fir die postopera-
tive Entwicklung der drei untersuchten EZM-Komponenten vertiefend ausgewertet. Die Analyse
bezog die Variablen Geschlecht des Patienten, Uberlebensstatus bei Datenerhebung, Ischamie bei
HTx < bzw. > 211 Minuten, die Altersdifferenz zwischen Patient und Spender, das Alter des Pati-
enten bei HTX, sowie das Auftreten zellulérer bzw. humoraler AbstoRungen und mikrovaskulopa-
thischer Veranderungen ein. Variationen der oben genannten Parameter erklarten 20,3% der
Schwankungen der mittleren Kollagen-111-Gesamtrate (p = 0,004) und 24,9% der Unterschiede im
durchschnittlichen Gesamtgehalt an Kollagen Typ 1V (p = 0,001). AnschlieBend wurde das Ein-
flusspotenzial jeder individuellen Variable gesondert untersucht. Hierbei waren mikrovaskulopa-
thische Lasionen im terminalen GefaRbett mit allen drei Parametern statistisch signifikant positiv
assoziiert (Fibrose: r = 0,277; p = 0,026; Kollagen Typ I11: r =0,341; p = 0,004; Kollagen Typ 1V:
r =0,391; p = 0,001). Die Hohe der Regressionskoeffizienten deutet auf einen eher schwach aus-

geprégten Zusammenhang hin. Dennoch unterstreicht das Ergebnis, dass die MVP einen Einfluss
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auf Umbauvorgénge im interstitiellen Myokard nach HTx nehmen kann. Umso notwendiger er-
scheint es, die Relevanz der MVP in weiterfuhrenden Studien zu analysieren.

7.2.3.8 Immunsuppression

Die immunsuppressive Therapie nimmt eine Schlisselrolle in der Posttransplantationsnachsorge
ein. Einerseits sind adaquate Serumspiegel der eingesetzten Immunsuppressiva essentiell, um die
Transplantatfunktion zu erhalten und Rejektionen zu verhindern. Andererseits kann die Langzeit-
einnahme mit erheblichen Komplikationen, wie dem gehduften Auftreten dermaler Tumore oder
einer progressiven Nierenschadigung, verbunden sein. Daher ist ein kontinuierliche Uberwachung
und Anpassung der individuellen Einnahmedosis im klinischen Management herztransplantierter
Patienten von entscheidender Bedeutung.® 2*

Insbesondere nach der Einfihrung von Cyclosporin A (CyA) wurde der Einfluss immunsuppres-
siver Therapien auf interstitielle Umbauvorgénge im Myokard in einer Reihe von Studien unter-
sucht. Entsprechende Analysen sind in der vorliegenden Arbeit nicht enthalten. Aufgrund des Stel-
lenwertes immunsuppressiver Therapeutika flr das Langzeittiberleben nach HTx sollen sie an die-
ser Stelle dennoch als Einflussfaktur auf postoperative Veranderungen der interstitiellen Myokar-
dstruktur diskutiert werden.

Ein 1985 veroffentlichter Fallbericht aus Stanford?® zeigte erstmals, dass herztransplantierte Pa-
tienten unter CyA deutliche fibrotische Lasionen aufweisen. Im Transplantat eines Patienten mit
heterotoper HTx und Cyclosporin A-Therapie entwickelten sich 3,5 Jahre nach HTx ausgedehnte
fibrotische Areale, die hauptsachlich um die HMZ herum angesiedelt waren. Im nativen Herzen
lieRen sich diese Veranderungen dahingegen nicht beobachten. Auch Stovin und English'?® wiesen
Ende der 80er Jahre durch Untersuchungen an 106 EMB nach, dass die Einnahme von CyA im
Kurzzeitverlauf nach HTx mit einem hoheren Auftreten interstitieller Fibrose assoziiert ist als die
zu dieser Zeit konventionelle Therapie mit Azathioprin und Steroiden.

Diesen Beobachtungen entgegenstehend gelang es Koch et al.® nicht, einen statistisch plausiblen
Zusammenhang zwischen der CyA-Dosis und dem Ausmal? interstitieller Fibrose im kurzfristigen
postoperativen Verlauf der ersten 14 Tage zu ermitteln. Steinmann’® konnte zwar eine statistisch
signifikante Korrelation zwischen der Einnahmemenge an CyA und der Auspragung endomysialer
Fibrose im ersten Jahr nach HTx herstellen ( r = 0,619, p < 0,014, n = 15). Bis zum vierten Jahr
nach HTx konnte dieser Zusammenhang konnte jedoch nicht statistisch signifikant bestétigt wer-
den. So scheint der langfristige Effekt von CyA (iber das erste postoperative Jahr nach HTx hinaus
nachzulassen. Dies deckt sich mit den Ergebnissen von Armstrong et al..% Auch sie konnten keine

klare Verbindung zwischen Dosis und Spiegel an CyA und der Entwicklung myokardialer Fibrose



96

innerhalb von sechs Jahren nach HTx herstellen. Ebenso wenig vermochten es die Untersuchungen
von Greenberg et al.'?’, Imakita et al.}?®, Rowan und Billingham!!” und Gramley et al.”? einen
Unterschied in der Ausbildung interstitieller Fibrose abhangig vom angewendeten immunsuppres-
siven Therapieregimen festzustellen.

In den letzten Jahren wird in der immunsuppressiven Therapie nach HTx immer h&ufiger auf
mTor-Inhibitoren zuriickgegriffen. Mehrere klinisch randomisierte und verblindete Studien bele-
gen ihren anti-proliferativen Effekt auf glatte Muskelzellen und die Geféalintima des Transplan-
tats.*?°13! Hiemann et al.}*® konnten in einer prospektiven Untersuchung von 132 HTx-Patienten
aus dem DHZB zeigen, dass die Einnahme von Everolimus im dreijahrigen postoperativen Verlauf
signifikant mit einem geringeren Auftreten endomyokardialer Fibrose verbunden war als bei Pati-
enten, die mit Mycophenolat Mofetil behandelt wurden. Weitere Studien zur Bestatigung des anti-

fibrotischen Effekts von mTor-Inhibitoren nach HTx fehlen bislang.

7.2.4 Klinische Relevanz der quantitativen Veranderungen nach HTx

7.2.4.1 Bisherige Hypothesen

Es existieren bisher lediglich Hypothesen zum Einflusspotenzial fibrotischer Verdnderungen auf
die klinische Funktionsfahigkeit des Transplantats. Durch die Akkumulation von Fibrose scheint
sich die Dehnbarkeit des Myokards zu vermindern. Dies zieht letztlich nicht nur eine reduzierte
Pumpfunktion des Herzens, sondern auch eine diastolisch eingeschréankte Herzfunktion nach
sich.%8 72, 79,.95,132 Dje Hauptlast liegt dabei vor allem auf dem rechten Ventrikel. Er scheint durch
seine asymmetrische Form und seinen verstarkten Kollagengehalt deutlich sensibler auf interstiti-
elle Veranderungen zu reagieren als der linke Ventrikel.3® 133 So ist das Rechtsherzversagen nicht
nur eine typische Komplikation, sondern auch eine der fiihrenden Ursachen der 30-Tages-Morta-
litat nach HTx.24 13* Zusatzlich scheint der Kollagengehalt im rechten Ventrikel des transplantier-
ten Herzen ein reprasentatives Bild Uber das Interstitium des gesamten Myokards zu vermitteln
und somit ein erhebliches Potenzial zur Analyse kardialer Dysfunktionen zu bieten.®* Eine kausale
Korrelation der allgemeinen Myokardfibrose mit postoperativen Komplikationen oder klinischen
Parametern zur Einschétzung der kardialen Funktion gelang jedoch bisher nicht zweifelsfrei.®® %
Nach Yamani et al.13 weisen Patienten, die bereits zwei Wochen nach HTx eine interstitielle Fib-
rose ausbilden, eine statistisch signifikant schlechtere Prognose in Bezug auf ihr Langzeitiberle-
ben bzw. ihre Transplantatfunktion auf. Die Fibrose wurde dabei anhand der histologischen Stan-
dard-Farbung mittles HE ohne differenzierte Betrachtung des interstitiellen Myokardgewebes dar-
gestellt. Die Schlussfolgerung der Forschungsgruppe sollte daher anhand spezifischerer Aufberei-

tungsverfahren tberpriift werden.
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In den Studien von Schnabel et al.* % gingen die signifikante VergroRerung der HMZ und die
erhebliche Zunahme der interstitiellen Fibrose im ersten Jahr nach HTx lediglich mit einer leicht-
gradig eingeschrankten Funktion des rechten Ventrikels einher. Dennoch gehen die Autoren davon
aus, dass die nachgewiesenen Veranderungen einen Einfluss auf die Pumpfunktion des Herzens
nehmen und postoperative Arrhythmien férdern kdnnen. So zeigt sich die Fibrose im Perimysium
deutlich verstarkt. Dadurch werden Verbindungen zwischen den Myozyten aufgebrochen und die
elektrische Leitfahigkeit zwischen den kontraktilen Einheiten vermindert. Die damit einherge-
hende Starre des Myokards setzt die mechanische Funktion des Herzens herab. Die Zunahme en-
domysialer Fibrosefasern kénnte sich tber eine Verlangerung der Diffusionsstrecke und eine re-
duzierte Kapillarisierung vorrangig negativ auf die Sauerstoff- und Nahrstoffversorgung der HMZ
auswirken. Der Erhalt des Zellstoffwechsels wére dadurch essentiell beeintréchtigt und die be-
troffenen Zellen vom Untergang bedroht. Weitere Studien, die die Hypothesen von Schnabel et

al. vor allem flr den Langzeitverlauf nach HTx untersuchen, existieren bisher nicht.

7.2.4.2 Echokardiografische Parameter zur Uberpriifung der klinischen Relevanz

Zur Uberpriifung der Bedeutsamkeit von Umbauvorgangen extrazellularer Matrixkomponenten
fiir die Myokardfunktion kdnnten echokardiografische Funktionsparameter mit der quantitativen
und qualitativen Morphometrie von Gewebeproben korreliert werden. Dabei ist die Aussagekraft
der standardisierten zweidimensionalen Echokardiografie fur die Funktion des rechten Ventrikels
jedoch aufgrund seiner asymmetrischen Form beschrankt. Verlasslichere Analysen lassen sich
durch Dopplersonografie erzielen.3

In einem zehnwdchigen Intervall nach HTx erhoben Zhuang et al.**® die rechtsventrikulire Fiil-
lungszeit in dopplersonografischen Untersuchungen und verglichen sie mit dem Sirius-Rot aufbe-
reiteten Kollagengehalt in RV-EMB. Dabei ergab sich eine starke, statistisch signifikante Assozi-
ation (r = 0,89; p < 0,001). AulRerdem lieRen sich die Schwankungen des myokardialen Kollagen-
gehaltes in ihrer Patientenkohorte signifikant mit Verédnderungen der rechtsventrikularen Ful-
lungszeit erklaren (r = 0,91; p < 0,001). Goland et al.** bewiesen, dass die systolische und diasto-
lische Fullungsgeschwindigkeit in beiden Ventrikeln innerhalb der ersten Woche nach HTx signi-
fikant reduziert ist. Dabei zeigten sich keine Anzeichen einer AbstoRung. Sie vermuteten hinter
dieser Funktionseinschrankung daher eine Reaktion auf die Ischdmie und Reperfusion wahrend
der Transplantation und die damit verbundenen Anpassungsvorgange im Myokard. Im einjahrigen
Verlauf regenerierte sich die Funktion des rechten Ventrikels statistisch signifikant langsamer und
unvollstandiger als im linken Ventrikel. Dieses Phdnomen fiihrte die Forschungsgruppe unter an-

derem auf eine 3,3fach Zunahme der interstitiellen Fibrose im rechtsventrikuldren Myokard
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(Trichrom-Farbung nach Gomori) zuriick. Eine Korrelationsanalyse zur Uberpriifung eines direk-
ten Zusammenhangs zwischen den bioptischen und echokardiografischen Befunden erfolgte je-
doch nicht.
Fur den Zeitpunkt von zwei Wochen sowie einem Jahr nach HTx ermittelten Mastouri und Kolle-
gen®? spezifische Parameter fiir die Funktion des rechten Ventrikels anhand echokardiografischer
Untersuchungen von 27 herztransplantierten Patienten. Dabei waren folgende Werte im Sinne ei-
ner rechtsventrikuldren Insuffizienz signifikant erniedrigt:
e Die TAPSE - tricuspidal annular plane systolic excursion — gibt das Bewegungsausmal}
des Trikuspidalklappenrings von der Enddiastole bis zur Endsystole wieder.
e Die FAC - fractional area change (%) — entspricht der fraktionellen systolischen Flachen-
anderung und wird analog zur Ejektionsfraktion (%) ermittelt.
e Die VTI - velocity time integral — wird mittels farbkodiertem Gewebedoppler gemessen

und zeigt die Flussgeschwindigkeit Gber die Zeit an.

Von interstitiellen Veranderungen im rechtsventrikuldaren Gewebe scheint ein signifikantes Ein-
flusspotential auf die Funktion des Transplantats auszugehen. VVor diesem Hintergrund sollten zu-
klnftige Studien zum Langzeitverlauf nach HTx histomorphometrische Befunde der myokardialen
EZM auch im Zusammenhang mit echokardiografischen Untersuchungsergebnissen bewerten.
Dabei erscheinen die von Mastouri et al.!® beschriebenen Funktionsparameter als besonders ge-

eignet.

8 Limitationen

8.1 Statistische Power

Aus der abnehmenden Fallzahl der EMB pro Untersuchungszeitpunkt (siehe Tabellen 4 und 5 in
Abschnitt 6.1) ergibt sich eine relativ geringe statistische Power. AuRerdem spiegelte sich in den
hohen Standardabweichungen und ausgeprégten Variationskoeffizienten der Ergebnisse in Ab-
schnitt 6 eine starke Streuung der mittleren Messwerte wider. Denkbare Einflussfaktoren, die zu
einem verzerrten Bild gefuhrt haben kénnten, sind die individuelle Auswahl der Messfelder flr
die histomorphometrischen Untersuchungen (siehe Abschnitt 5.2) sowie die zerstorte Gewebear-
chitektur in einigen EMB (siehe Abschnitt 7.1).

Sowohl die geringe statistische Power als auch die breite Variation der Ergebnisse begriinden

maoglicherweise die mehrheitlich fehlende statistische Signifikanz der Analysen. In zukinftigen
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Untersuchungen sollte die Anzahl an Patienten und messbaren EMB pro Untersuchungszeitpunkt
daher angehoben werden.

8.2 Bedeutung von Kollagen Typ |

Die histomorphometrische Analyse der vorliegenden Arbeit schloss nur die kollagenen Subtypen
I11 und IV ein. Die immunhistochemische Aufbereitung von Kollagen Typ | erfolgt im DHZB
weder in routinemalig entnommenen EMB im Rahmen der Posttransplantationsnachsorge noch
zu Studienzwecken. Untersuchungen zum langfristigen postoperativen Verlauf des Kollagen-I-
Gehaltes in der myokardialen EZM konnten in der vorliegenden Studie daher nicht erfolgen. Al-
lerdings wird der Hauptanteil der kollagenen Matrix im Myokard mit bis zu 85% von Kollagen
Typ | gestellt. Kollagen Typ I11 ist nur etwa zu 11% in der EZM des Herzens enthalten. 0 %

Bisherige Studien konnten postoperativ einen signifikanten Anstieg von Kollagen Typ | im Myo-
kard des transplantierten Herzen beobachten.5? 82 Daher ist zu empfehlen, das Grundgeriist der
vorliegenden Arbeit in einer zukinftigen Studie aufzunehmen und die histomorphometrische Dar-
stellung von Kollagen I in die Langzeitbeobachtung nach HTx einzubeziehen. Es liegt die Vermu-
tung nahe, dass die Messungen von Kollagen Typ | &hnliche Mittelwerte erzielen wiirden wie die
Sirius-Rot gefarbte Gesamtfibrose. Dadurch wéren interessante Riickschlusse darauf mdglich,
welche Aufbereitungsmethode ein genaueres Abbild des interstitiellen Bindegewebes im Myokard
liefert. Zudem konnte sich aus der Korrelation mit weiteren bioptischen Befunden ein statistisch
signifikantes Einflusspotential auf Umbauvorgénge der EZM nach HTx ergeben. Gegebenenfalls
lieRen sich daraus Schlussfolgerungen fur die klinische Praxis gewinnen und Empfehlungen fir

die Posttransplantationsnachsorge aussprechen.
8.3 Definition einer Vergleichsgruppe

Weder die vorliegende Arbeit noch eine Literaturrecherche konnten eindeutig kléren, ob die nach-
gewiesenen Verdnderungen der EZM-Komponenten einem flr herztransplantiertes Gewebe spe-
zifischem Verlauf folgen oder ob sie lediglich im Sinne eines physiologischen Alterungsprozesses
interpretiert werden massen.

Histomorphometrische Analysen weiterfiihrender Studien sollten daher verstarkt Kontrollgruppen
einbeziehen. Die Definition einer geeigneten Vergleichsgruppe ist komplex. In der Herzpathologie
werden Serien-Biopsien auch zur Verlaufskontrolle bei Myokarditis eingesetzt. Die Gewebeent-
nahmen finden in einem Zeitraum von 14 bis 30 Tagen nach Diagnosestellung statt. Ein Vergleich

mit transplantiertem Myokard kénnte somit fiir die postoperative Frilhphase nach HTx erfolgen.
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Jedoch konnten inflammatorische VVorgénge der Myokarditis einen schwer zu quantifizierenden,
pathologischen Einfluss auf die Umstrukturierung der myokardialen EZM nehmen.

Der physiologische Anteil an Fibrose im rechten Ventrikel belauft sich laut Knieriem®* auf unge-
fahr 12,3%, wahrend ein Bindegewebsgehalt von 20% als kritisch fiir den Erhalt einer gesunden
Herzfunktion anzusehen ist. Darauf basierend kénnten Langzeit-Analysen von EMB herzgesunder
Personen wertvolle Hinweise erbringen, ob es sich bei den dargestellten Umbauprozessen um ein
spezielles Phanomen im interstitiellen Myokard nach HTx handelt. Aus ethischen Gesichtspunkten
verbietet sich jedoch eine serielle Entnahme myokardialer Gewebeproben bei herzgesunden Pati-
enten.

Im DHZB wird das Herzgewebe eines Spenders zunéchst histologisch begutachtet, um die Eig-
nung fiir eine Transplantation sicherzustellen. Als Organspender kommen dabei nur Personen in-
frage, die frei von einer gravierenden kardialen Grunderkrankung sind. Demnach kdnnte anhand
der Biopsien von Organspendern eine herzgesunde Vergleichsgruppe gebildet werden. Erste An-
sétze der vorliegenden Arbeit bestehen bereits durch den Vergleich der spenderassoziierten Aus-
gangsbedingungen (Null Biopsie) mit den postoperativ entnommenen Gewebeproben (siehe Ab-
schnitt 6.5.). Fir statistisch valide Ergebnisse und eindeutige Erkenntnisse wird jedoch eine gro-
Rere Anzahl an Proben bei HTx bendtigt. Zusétzlich stehen diese EMB nur zum spezifischen Zeit-
punkt der HTx zur Verfligung, sodass eine Verlaufsbeurteilung zur Bewertung von Alterungspro-
zessen nicht durchgefiihrt werden konnte. Es waére lediglich ein grundsatzlicher Vergleich zwi-
schen transplantiertem Herzgewebe und gesundem Myokard mdglich.

Das Gewebe von Herzspendern wurde bereits in einigen Verdffentlichungen als Vergleichsgruppe
genutzt. Dabei handelte es sich um relativ kleine Fallzahlen. Zudem wendeten die Forschungs-
gruppen unterschiedliche Untersuchungsmethoden an (siehe Tabelle 1 in Abschnitt 2.3), sodass
die Ergebnisse nicht zweifelsfrei vergleichbar sind. Tabelle 16 gibt einen Uberblick tiber die Ver-

gleichsgruppen in bisherigen Studien.
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In der Gberwiegenden Anzahl der bisherigen Studien erreicht der physiologische Fibrosegehalt im
kardial gesunden Myokard keineswegs den von Knieriem3* postulierten Normalwert. Zudem weist
gesundes Herzgewebe mehrheitlich einen eher geringeren Anteil an fibrotischen Lasionen auf als

die jeweilige Studienkohorte. Lediglich in der Studie von Rowan und Billingham**’

ergab sich flr
die Kontrollgruppe ein mit HTx-Patienten nahezu identischer Fibrosegehalt. In der Analyse von
Schupp et al.% zeigte sich in der Vergleichsgruppe tiberraschenderweise ein statistisch signifikant
hoherer Gehalt an Kollagen Typ 111 und IV als in den EMB nach HTx.

Aufgrund der eingeschrénkten Vergleichbarkeit der Analysen sind Rickschliisse auf den physio-
logischen Ausgangszustand der EZM im Myokard erschwert. Dennoch sollten EMB von Herz-
spendern in die Konzeption einer Studie als mogliches Vergleichsgewebe einbezogen werden.
Dadurch wirde ein fir die entsprechende Studie individueller Ausgangswert zur Interpretation der
jeweiligen Messungen vorliegen, um die Entwicklung nach HTx in einen spezifischen Kontext zu

setzen.
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9 Schlussfolgerungen

Im Anschluss an die Ergebnisdarstellung und Diskussion kénnen aus der vorliegenden Studie fol-

gende Schlussfolgerungen gezogen werden:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

In den ersten fiinf Jahren nach Herztransplantation finden in der extrazellularen Matrix des
Myokards dynamische Umbauprozesse statt.

Der mittlere Gehalt an Gesamtfibrose liegt mehrheitlich innerhalb des definierten Norm-
bereiches von < 9%. Er nimmt vorrangig wéhrend des ersten Jahres nach Herztransplanta-
tion zu und zeigt langfristig einen stabilen Verlauf.

Der mittlere Anteil des interstitiellen Kollagen Typ 111 sinkt im ersten Jahr nach Herztrans-
plantation geringfligig ab. Im weiteren postoperativen Verlauf steigt er statistisch signifi-
kant.

Das immunhistochemisch aufbereitete Kollagen Typ Il liegt wahrend des gesamten Un-
tersuchungszeitraumes in einem hoéheren Verhaltnis vor als die Gesamtfibrose, die durch
die Sirius-Rot-Farbung quantifiziert werden kann. Durch die histomorphometrische Dar-
stellung der kollagenen Subtypen kénnen die strukturellen Verhaltnisse des extrazelluldaren
Bindegewebes im Myokard somit differenzierter abgebildet werden.

Der durchschnittliche Gehalt an Kollagen Typ IV steigt stetig bis zum funften Jahr nach
Herztransplantation. Als basalmembranstdndiges Matrixprotein nimmt es deutlich an den
Anpassungsvorgangen der zellularen Bestandteile im Myokard teil und stellt sicher, dass
die Herzmuskelzellen ihrer mechanischen Funktion auch noch bei Formverédnderungen
nach Herztransplantation nachgehen kdnnen.

In Abhangigkeit vom Patientengeschlecht bzw. dem Uberlebensstatus ergeben sich fiir
keine der drei untersuchten Strukturen statistisch plausible Unterschiede in ihrer MessWer-
tentwicklung.

Patienten mit Transplantaten gleichaltriger Spender bilden im langfristigen postoperativen
Verlauf die hochsten Anteile an Fibrose, Kollagen Typ 111 und 1V aus. Dahingegen zeigen
Patienten, die zum Transplantationszeitpunkt mehr als zehn Jahre &lter als ihre Organspen-
der sind, im funften Jahr nach Herztransplantation tendenziell eine geringere Gesamt-
fibrose sowie einen geringeren Gehalt an Kollagen Typ 111 als Organempféanger mit gleich-

altrigem bzw. Uber zehn Jahre dlterem Spender. Auch Kollagen Typ IV zeigt sich in der



8)

9)
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erstgenannten Gruppe nur unwesentlich erhoht gegentiber den anderen beiden Patienten-
gruppen. Der protektive Effekt eines jingeren Spenderalters kann jedoch aufgrund fehlen-
der Vergleichsdaten nur angenommen werden.

Patienten, die bei ihrer Herztransplantation mindestens als 60 Jahre sind, bilden tber funf
postoperative Jahre hinweg den hochsten Anteil an durchschnittlicher Gesamtfibrose aus.
Unter 40j&hrige Patienten entwickeln eine starkere myokardiale Fibrose als Patienten, die
zum Zeitpunkt ihrer Transplantation zwischen 40 und 59 Jahre alt sind. Im Hinblick auf
Kollagen Typ Il weisen Patienten der jingsten Altersgruppe den hochsten Gehalt auf und
altere Patienten entwickeln den geringsten mittleren Anteil. Die mittlere Kollagen-1V-Rate
ist bei 40 bis 59 Jahre alten Patienten am starksten ausgeprégt. Zwischen den unter 40jah-
rigen und Uber 60jahrigen Patienten unterscheidet sie sich dahingegen kaum. Somit kann
angezweifelt werden, dass ein jungeres Patientenalter bei Herztransplantation einen pro-
tektiven Effekt auf die postoperative Umstrukturierung des extrazellularen Myokards ha-
ben konnte.

Zum Transplantationszeitpunkt zeigt die Struktur der interstitiellen EZM erhebliche
Schwankungen innerhalb des Studienkollektivs. Mégliche Erklarungsansatze konnten in
den klinischen Unterschieden zwischen den Transplantatspendern sowie einer moglichen
Myokardschadigung durch den Hirntod des Organspenders liegen. In Gegenlberstellung
der histomorphometrischen Ergebnisse bei Transplantation mit dem postoperativen Ver-
lauf zeigen sich vor allem fiir Kollagen Typ 11 und 1V relevante, quantitative Unterschiede.
So ergab sich fir Kollagen Typ Il eine statistisch signifikante, stark positive Korrelation
zwischen dem AusmaR bei Herztransplantation und dem anschlieBenden fuinfjahrigen Be-
obachtungsintervall. Die postoperative Wertentwicklung von Kollagen Typ 1V war dahin-

gegen negativ mit den Ausgangsbedingungen bei Transplantation assoziiert.

10) Anhand der Untersuchungsergebnisse deutet sich an, dass von Ischamiezeiten unter 211

Minuten ein protektiver Effekt auf die langfristige Entwicklung fibrotischer L&sionen und
den kurzfristigen Kollagen-111-Gehalt ausgeht. Aufgrund der kontroversen Studienlage und
mangelnden aktuellen Publikationen kann ein signifikanter Zusammenhang zwischen der
Lange der Organischamie bei Transplantation und der postoperativen Entwicklung des my-

okardialen Interstitiums nicht abschlieBend bestatigt werden.

11) Zelluldre AbstoRungsreaktionen zeigen keinen statistisch signifikanten Einfluss auf die

postoperative Wertentwicklung der Fibrose, Kollagen Typ 111 und IV. Um das Einflusspo-
tenzial zellulérer Rejektionen weiterfiihrend Uberpriifen zu kénnen, sollten zukinftige his-

tomorphometrische Analysen den serologischen Markern des kollagenen Metabolismus,
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wie zum Beispiel Pro-Collagen I und 111, gegentibergestellt und mit zellularen AbstoBungs-
vorgéangen korreliert werden.

12) Patienten, die im gesamten Untersuchungszeitraum frei von einer humoralen AbstoRung
sind, tendieren langfristig zu einem geringeren Anteil an Fibrose, Kollagen Typ Il sowie
Kollagen Typ IV. Weiterfiihrenden Studien sollten der Frage gewidmet werden, ob humo-
rale AbstolRungsepisoden als potenzieller Einflussfaktor auf Umbauvorgéange der extrazel-
luldren Matrix bestétigt werden kdnnen.

13) Es kann kein plausibler Zusammenhang zwischen einer Hypertrophie der Herzmuskelzel-
len und der postoperativen Entwicklung des mittleren Fibrose- bzw. Kollagen-111-Gehaltes
abgeleitet werden.

14) Im dritten postoperativen Jahr ist der durchschnittliche Gehalt an Kollagen Typ IV bei
Patienten mit morphologisch prominenten Endothelzellen in den ersten 30 Tagen nach
Herztransplantation statistisch signifikant starker ausgebildet als bei Patienten mit unauf-
falligem Endothelstatus. Fur das fiinfte postoperative Jahr setzt sich dieser Unterschied
nicht mehr statistisch signifikant fort. Somit scheinen morphologische Veranderungen des
GefaRendothels keinen langfristigen Einfluss auf den mittleren Kollagen-1V-Anteil im in-
terstitiellen Myokard nach HTx zu nehmen.

15) Patienten mit mikrovaskulopathischen Verdnderungen weisen im fuinften Jahr nach HTx
eine hohere Durchschnittsrate an Kollagen Typ IV auf als Patienten ohne Mikrovaskulo-
pathie. Zu diesem Aspekt sollten weiterflihrende Studien angestrebt werden, da die Mikro-
vaskulopathie als einer der begrenzenden Faktoren fur das Langzeitiiberleben nach Herz-
transplantation gilt.

16) Eine lineare Regressionsanalyse erklart 20% bzw. 24% der postoperativen Schwankungen
im Kollagen-111 und -1V-Gesamtgehalt durch Variationen der untersuchten Einflussfakto-
ren (Geschlecht, Uberlebensstatus, Ischamiezeit, Altersdifferenz zwischen Patient und
Spender bei Herztransplantation, Alter des Patienten bei Herztransplantation, zelluldre und
antikorpervermittelte Abstoung, mikrovaskulopathische Strombahnveranderungen). Eine
detaillierte Betrachtung ergab insbesondere ein statistisch signifikantes Einflusspotential
von mikrovaskulopathischen Lé&sionen auf die Wertentwicklung aller drei Strukturkompo-
nenten.

17) Eine Literaturrecherche verneint einen eindeutigen Effekt von Immunsuppressiva auf die
Entwicklung fibrotischer L&sionen nach HTX. Ein statistisch signifikanter Zusammenhang

zwischen der Einnahme von Cyclosporin A und dem Ausmal} endomyokardialer Fibrose
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lasst sich durch die Mehrheit der durchgefiihrten Studien nicht belegen. Dahingegen beste-
hen statistisch signifikante Hinweise darauf, dass die anti-proliferativ wirkenden mTor-
Inhibitoren mit einer geringer ausgepragten Fibrose nach HTx einhergehen.

18) Die Bedeutsamkeit interstitieller Gewebeveranderungen fur die klinische Funktion des
Transplantats ist bisher lediglich in Hypothesen formuliert. Es ist davon auszugehen, dass
fibrotische Areale die Dehnbarkeit des Herzens herabsetzen und die mechanische Funktion
hauptsachlich durch aufgelockerte Herzmuskelzellverbindungen einschréanken. Zukinftige
Studien zur Klarung mdglicher Funktionsverluste durch interstitielle Umbauvorgange soll-
ten echokardiografische Messungen einbeziehen.

19) Um einen umfassenden Eindruck Uber die strukturellen Anpassungsvorgénge im interstiti-
ellen Herzgewebe nach Herztransplantation zu erhalten, missen weiterfiihrende Studien
Kollagen Typ I als Hauptbestandteil der myokardialen extrazellularen Matrix einbeziehen.

20) Es fehlen vergleichbare Studien, um zu kl&ren, ob die dargestellten Entwicklungen der drei
Strukturkomponenten einen spezifischen Umbauprozess des myokardialen Interstitiums
nach Herztransplantation widerspiegeln. Zudem sind die physiologischen Alterungsvor-
gange im humanen Myokard bisher unzureichend erforscht. Entsprechende Erkenntnisse
aus Tiermodellen kdnnen nicht zweifelsfrei auf das alternde Herzgewebe des Menschen
ubertragen werden. Demnach bleibt unklar, ob die Ergebnisse der Arbeit lediglich Aus-
druck normaler Anpassungsvorgange des extrazellularen Bindegewebes sind und sich bei
herzgesunden Patienten im funfjahrigen Beobachtungsverlauf &hnlich darstellen wirden.
Zukunftige Studien sollten daher eine Kontrollgruppe etablieren. Diese konnte durch die
histomorphometrische Auswertung von Myokardproben herzgesunder Organspender ent-
stehen. Dadurch kénnte den postoperativen Umbauprozessen der extrazellularen Myokar-
dmatrix nach Herztransplantation ein Istzustand des gesunden Myokards gegeniibergestellt

werden.
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Abbildung A 1: Befundbericht fur die histomorphometrische Vermessung von Fibrose
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Abbildung A 2: Befundbericht fr die histomorphometrische Vermessung von Kollagen Typ
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Abbildung A 3: Befundbericht fir die histomorphometrische Vermessung von Kollagen Typ
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Tabelle A 1: Klassifizierung der akuten zellularen Rejektion gemafld ISHLT

Grad Beschreibung ISHLT Grad Stand 2004*
0 keine Hinweiszeichen flr eine akute AbstofRungs-
reaktion bzw. Schaden an Myozyten; wird auch 0
bei nicht eindeutiger Rejektion vergeben
01A** minimal beginnende AbstoRung sowie begleitende
perivasale und/oder interstitielle Lymphozytenin- nicht vergeben
filtrate
1 - mild
1A fokale perivaskuldre oder interstitielle Lymphozy-

teninfiltrate ohne begleitende myozytére Schaden
in mindestens einer Probe

1R - mild

1B Ausmal diffuser als bei Grad 1A
2 begrenzter Fokus eines Lymphozyteninfiltrates

(mit oder ohne begleitende Eosinophilie) mit ar-

chitektonischen L&sionen bzw. Myozytenschéden
3 — moderat
3A multifokale Infiltrate aus Lymphozyten und Eo-

sinophilen in mindestens einer Probe

2R — moderat

3B diffuse Entzindungsinfiltrate aus Lymphozyten,

Eosinophilen und ggf. Neutrophilen in mehreren

Proben; begleitende myozytare L&sionen
4 diffuses Entziindungsinfiltrat aus Lymphozyten,

Eosinophilen und Neutrophilen; deutliche my- 3R —schwer

ozytére Léasionen bis hin zu Nekrosen; begleitende
Odeme, H&morrhagien und Vaskulitiden

* Die entnommenen EMB wurden in die Grade 0 bis 4 anhand der alten ISHLT-KIassifizierung von 1990 eingeteilt.
Im Jahr 2004 wurde das Graduierungssystem durch die ISHLT Uberarbeitet und verschlankt. Die neuen Gradeintei-
lungen sind daher zur Vollstandigkeit in der letzten Spalte der Tabelle aufgefiihrt.

** Der AbstoBungsgrad 01A ist eine DHZB-spezifische Erweiterung durch Prof. Dr. sc med. R. Meyer.

DHZB - Deutsches Herzzentrum Berlin; ggf. — gegebenenfalls; ISHLT - International Society of Heart and Lung

Transplantation
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Immunhistochemische Marker einer AMR:

Immunglobuline IgA, IgM, 1gG
CD31
Komplement C1q, C3c, C4d

Semiquantitative Bewertung:

0 = negativ

0,25 = diskret positiv
0,5 = gering positiv
1,0 = positiv

1,5 = positiv mit Trend zu stark positiv

2,0 = stark positiv
9 = nicht messbar

AMR positiv:
e Immunglobuline positiv

e maximal eines der Immun-

globuline < 1,0

V.a. AMR:
Immunglobuline negativ
C4d positiv

AMR negativ:
e Immunglobuline negativ

e C4d negativ

AMR - antikorpervermittelte AbstoRung; Cx — Komplementfaktor x; 1g X — Immunglobulin X

Abbildung A 4: Diagnose einer antikérpervermittelten Abstolungsreaktion im Deutschen

Herzzentrum Berlin
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weiblich (p = 0,026%)
(%, MW + SA) / 8,3+3,8 6,4+22 6,6 +3,0 9,8+3,6
Mann-Whitney-U-Test
(p < 0,05) ns ns 0,040 ns ns
Anzahl Méanner / Frauen (n) 18/0 57179 55/11 46/8 33/5

* fiir den Zeitraum nach HTx

FU - Follow Up; HTx — Herztransplantation; MW — Mittelwert; n — Anzahl an Patienten; ns — nicht signifikant; Null

Bx — Null Biopsie; p — Signifikanzniveau; % — Prozent; SA — Standardabweichung

Abbildung A 5: mittlerer Gehalt von Gesamtfibrose (%) in Abh&angigkeit vom Geschlecht in

funf Jahren post HTx (Null Bx bis FUA4)
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Mittelwert (%)

'—e— lebend (p = ns)
(%, MW £ SA)

verstorben (p = ns)
(%, MW % SA)

Mann-Whitney-U-Test
(p<0,05)
Anzahl lebend / verstorben (n)

~N

s ~—

Null Bx FU1 FU 2 FU3 FU4
8,8+3,6 76+4,0 8,2+3,9 7,2+3,0 8,1+4,1
80+91 89+58 9,4+3,6 6,0+15 6,7+6,4
ns ns ns ns ns
13/5 50/16 52/14 4717 35/3

FU - Follow Up; HTx — Herztransplantation; MW — Mittelwert; n — Anzahl an Patienten; ns — nicht signifikant; Null

Bx — Null Biopsie; p — Signifikanzniveau; % — Prozent; SA — Standardabweichung
Abbildung A 6: mittlerer Gehalt von Gesamtfibrose (%) in Abhangigkeit vom Uberlebens-
status in funf Jahren post HTx (Null Bx bis FU 4)
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—e— mannlich (p = 0,037)
(%, MW + SA) 12971 126+125 124+4,7 119+4,6 15,5+6,8
weiblich (p = ns)
(%, MW * SA) / 10,0+ 4,2 10,1+4,6 13,7+6,3 176+2,8
Mann-Whitney-U-Test ns ns ns ns ns
(p <0,05)
Anzahl Méanner / Frauen (n) 18/0 57179 55/11 46/8 33/5

FU - Follow Up; HTx — Herztransplantation; MW — Mittelwert; n — Anzahl an Patienten; ns — nicht signifikant; Null

Bx — Null Biopsie; p — Signifikanzniveau; % — Prozent; SA — Standardabweichung
Abbildung A 7: mittlerer Gehalt von Kollagen Typ 111 (%) in Abhangigkeit vom Ge-
schlecht in funf Jahren post HTx (Null Bx bis FU 4)
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10
Null Bx FU1 FU 2 FU 3 FU 4
—o— lebend (p = 0,010%)
(%, MW + SA) 133+75 | 12,7+131 | 11,7+4,6 | 122+50 | 159+57
verstorben (p = ns)
(%, MW # SA) 119+6,3 | 109+57 | 132+54 | 120+3,8 | 149+139
Mann-Whitney-U-Test ns ns ns ns ns
(p<0,05)
Anzahl lebend / verstorben (n) 13/5 50/16 52114 4717 35/3

* fiir den Zeitraum nach HTx

FU - Follow Up; HTx — Herztransplantation; MW — Mittelwert; n — Anzahl an Patienten; ns — nicht signifikant; Null

Bx — Null Biopsie; p — Signifikanzniveau; % — Prozent; SA — Standardabweichung
Abbildung A 8: mittlerer Gehalt von Kollagen Typ 111 (%) in Abhangigkeit vom Uberle-
bensstatus in finf Jahren post HTx (Null Bx bis FU 4)
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_ Null Bx FU1 FU2 | FU3 | FU4
—o— lebend (p < 0,001%)
(%, MW  SA) 16,4+105 | 11,773 | 14,0+9,0 | 199+120 | 22,7+10,9
verstorben (p = ns) ' ' ' '
(%, MW % SA) 56+4,6 14,7 +9,2 | 156+7,3 | 19,1+8,3 | 226+9,1
Mann-Whitney-U-Test
(p < 0,05) 0,021 ns ns ns ns
Anzahl lebend / verstorben (n) 13/5 50/16 52 /14 4717 35/3

* fiir den Zeitraum nach HTx

FU - Follow Up; HTx — Herztransplantation; MW — Mittelwert; n — Anzahl an Patienten; ns — nicht signifikant; Null

Bx — Null Biopsie; p — Signifikanzniveau; % — Prozent; SA — Standardabweichung
Abbildung A 9: mittlerer Gehalt von Kollagen Typ IV (%) in Abhéangigkeit vom Uberlebens-
status in funf Jahren post HTx (Null Bx bis FU 4)

10
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= 5
Null Bx FU1 FU 2 FU 3 FU 4
—o— AMR negativ (p = ns)
(%, MW # SA) 93+26 | 66+80 | 75+28 | 78%33 | 62%31
AMR positiv (p = ns)
(%, MW £ SA) 76+44 | 80£47 | 87%38 | 65+25 | 8037
Mann-Whitney-U-Test
(p <0,05) ns ns ns ns ns
Anzahl negativ / positiv (n)|  4/9 15/ 45 14141 13/32 5/26

AMR - antikdrpervermittelte Absto3ung;

FU - Follow Up; HTx — Herztransplantation; MW — Mittelwert; n — Anzahl

an Patienten; ns — nicht signifikant; Null Bx — Null Biopsie; p — Signifikanzniveau; % — Prozent; SA — Standardab-

weichung

Abbildung A 10: mittlerer Gehalt von Gesamtfibrose (%0) in finf Jahren post HTx (Null Bx

bis FU 4) in Abhangigkeit von einer AMR innerhalb der ersten 30 Tage nach HTx
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* fur den Zeitraum nach HTx

AMR - antikdrpervermittelte AbstoRung; FU — Follow Up; HTx — Herztransplantation; MW — Mittelwert; n — Anzahl

an Patienten; ns — nicht signifikant; Null Bx — Null Biopsie; p — Signifikanzniveau; % — Prozent; SA — Standardab-
weichung

Abbildung A 11: mittlerer Gehalt von Kollagen Typ 111 (%) in funf Jahren post HTx (Null
Bx bis FU 4) in Abhangigkeit von einer AMR innerhalb der ersten 30 Tage nach HTx
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an Patienten; ns — nicht signifikant; Null Bx — Null Biopsie; p — Signifikanzniveau; % — Prozent; SA — Standardab-
weichung

Abbildung A 12: mittlerer Gehalt von Kollagen Typ IV (%) in funf Jahren post HTx (Null
Bx bis FU 4) in Abhangigkeit von einer AMR innerhalb der ersten 30 Tage nach HTx
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