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Zusammenfassung

Kalzifizierte Aortenklappenstenosen (AS) sind die haufigsten erworbenen
Herzklappenerkrankungen Deutschlands. Die bisher einzig kurative Therapie stellt
der Aortenklappenersatz (AKE) dar. Wenn die neue Klappendffnungsflache zu klein
ist fir die Korperoberflache, besteht ein Prothesen-Patienten-Mismatch (PPM). Zur
Diagnostik einer PPM kann die transthorakale Echokardiographie (TTE)
herangezogen werden. Jedoch spielen in den letzten Jahren extrazellulare Vesikel
(EVs) wie Mikropartikel und Exosomen eine immer groRer werdende Rolle als
potentielle Biomarker. Exosomen sind 20-150 nm groRe EVs, die der interzellularen
Kommunikation dienen.

In der vorliegenden Arbeit wurden Zusammenhange zwischen Exosomenanzahl
und demographischen, sowie hamodynamischen Parametern bei Patienten mit AS
untersucht, um das mogliche diagnostische Potential zu evaluieren.

In der hiesigen Studie wurden bei 78 Patienten (38 Frauen, Alter 72,4 + 7,7 J) mit
isoliertem AKE pra- und post-OP TTE durchgeflhrt und Blutproben enthommen, um
nach ExoQuick-Isolation die Exosomen mittels Nanoparticle Tracking Analysis zu
quantifizieren.

In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass weder das Alter, noch das Geschlecht
mit der Exosomenzahl assoziiert waren. Mit steigendem Body Mass Index (BMI),
war die Anzahl der Exosomen von pra- zu post-OP starker gesunken (p = 0,002).
Die maximale Geschwindigkeit vmax, der maximale Druckgradient pmax und der
Scherstress zeigten isoliert betrachtet in Relation zur Exosomenzahl keine
signifikanten Zusammenhange. Jedoch korrelierte ein Anstieg der Exosomen von
pra- zu post-OP mit einer starken Senkung von Vmax (p = 0,01), pmax (p = 0,01) und
Scherstress (p = 0,01). Im Hinblick auf ein PPM, konnte gezeigt werden, dass mit
sinkender Exosomenzahl, verglichen zum praoperativen Ausgangswert, das Risiko
fur ein PPM bei Patienten mit hochgradigen AS signifikant stieg (p = 0,001).
Insgesamt wurde bei acht Patienten ein moderates PPM diagnostiziert, die alle
postoperativ weniger Exosomen hatten als praoperativ.

Zusammenfassend  zeigten  Exosomen  signifikante = Beziehungen zu
hamodynamischen GroRen und dem PPM-Risiko bei Patienten mit AS, was ihr
diagnostisches Potential verdeutlicht. Weitergehende Studien kdénnten eine

Etablierung der Exosomen flr eine diagnostische Anwendung mdéglich machen.



Summary

Calcific aortic valve stenosis (AS) is the most common heart valve disease in
Germany. To this day, the only curative therapy is the aortic valve replacement
(AVR). If the effective orifice area (EOA) of the new valve is too small in relation to
the body surface area, then a prosthesis-patient-mismatch (PPM) occurs.
Transthoracic echocardiography can be used to diagnose a PPM. Recently,
increasing efforts have been devoted to investigation on the role of extracellular
vesicles (EVs) like microparticles (MPs) and exosomes as potential biomarkers.
Exosomes are EVs in the range of 20-150 nm that function as intercellular
communication.

The aim of this study is to investigate whether a correlation between the number of
exosomes and demographic as well as hemodynamic parameters in patients
treated with AVR may exist which may be further used as a possible diagnostic
potential.

Peripheral blood from 78 patients (38 female, age 72.4 + 7.7 y) undergoing isolated
AVR was sampled and echocardiographic data was collected pre- and post-OP.
Exosomes were isolated by ExoQuick-isolation and quantified by nanoparticle
tracking analysis.

In this study, there were no significant correlations between the number of
exosomes and age or gender of the patient. With an increasing body mass index
(BMI) the number of exosomes decreased from pre- to post-op (p = 0.002). The
maximum velocity Vmax, the maximum pressure gradient pmax and shear stress did
not show any direct relations to the number of exosomes pre- or post-op. However,
an increase of exosomes from pre- to post-op was correlated with a stronger
decrease of Vmax (P = 0.01), pmax (p = 0.01) und shear stress (p = 0.01). Moreover,
it could be shown, that the risk of a PPM in patients with high-grade AS significantly
increased, when the number of exosomes decreased from pre- to post-op
(p = 0.001). Overall, there were moderate PPMs diagnosed in eight patients, which
demonstrated a decreasing number of exosomes post-op compared to pre-op.

In summary, exosomes showed significant correlations to hemodynamic values and
the risk of a PPM in patients with AS, which points out their diagnostic potential.
Further studies, focusing on the behavior of exosomes in relation to patients with

AS are necessary to possibly establish a diagnostic practice.
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1 Einleitung

1.1 Aortenklappenstenose

1.1.1 Epidemiologie

Die Aortenklappenstenose (AS) ist das haufigste degenerative Klappenvitium in
Europa und Nordamerika. 2-7 % aller >60-jahrigen leiden unter der progressiven
Erkrankung (1). Oft dauert es Jahrzehnte bis sich aus einer milden AS eine schwere
entwickelt, sodass erst nach einer langen symptomfreien Latenzzeit klinische
Zeichen wie Belastungsdyspnoe, Angina pectoris und Synkopen auftreten (2). Die
ersten Symptome manifestieren sich meist ab dem sechsten Lebensjahrzehnt. Im
Alter zwischen 65-74 Jahren betragt die Pravalenz von Aortensklerose 20 % und
die der AS 1,3 %. Betrachtet man die Population der Gber 84-Jahrigen, so steigt die

Pravalenz auf jeweils 48 % und 4 % an (3).

1.1.2 Pathophysiologie

Der AS liegt ein aktiver kalzifizierender Pathomechanismus zugrunde, bei der die
Aortenklappen (AK) eine progressive Mineralisation und Fibrosierung erfahren, die
zur Kalzifizierung der AK fuhren (4). Die daraus resultierende eingeschrankte
Beweglichkeit der Klappen fuhrt zu einem reduzierten Ausfluss aus dem
linksventrikularen Ausflusstrakt (LVOT). Kompensatorisch versucht der linke
Ventrikel (LV) durch Hypertrophie des Muskelgewebes eine Erhdhung des mittleren
und maximalen Druckgradienten (pmeanipeak) ZU schaffen, um noch gentgend Blut in
den grofRen Blutkreislauf pumpen zu konnen. Die Art der Hypertrophie kann
individuell ausgepragt sein (5). In den Spatphasen der AS kann die prolongierte
Zunahme der Wandspannung und Nachlast zu einer Abnahme der Ejektionsfraktion
(EF) und so auch zu einer Einschrankung der systolischen Pumpfunktion fuhren (6).
Diese Dysfunktionen sowie die Hypertrophie des Herzmuskels an sich kdnnen
zumindest partiell durch einen chirurgische Aortenklappenersatz reversibel sein (7).
Das Ausmaly einer LV Hypertrophie (LVH) kann durch die LV Masse (LVM)
dargestellt werden. Treibel et al. zeigten, dass ein Jahr nach AKE nicht nur die LVM
im Durchschnitt um 19 % sinken, sondern auch die EF und damit die Pumpleistung

des Herzens um 3 % ansteigen kann (8).



1.1.3 Klinische Manifestationen

Die AS hat ein weites Spektrum an klinischen Manifestationsmadglichkeiten, von
einem symptomfreien Patienten bis hin zum plotzlichen Herzversagen. Die
Kardinalsymptome der AS sind Angina pectoris, Schwindel bzw. Synkope und
Herzinsuffizienz, wobei es in vielen Fallen jedoch eher mildere und allgemeinere
Symptome wie Leistungsschwache, Abgeschlagenheit und Belastungsdyspnoe
sind (3, 9). Angina pectoris, gekennzeichnet durch Schmerzen in der Brust, tritt bei
30 - 40 % der Patienten mit einer schweren AS ohne koronare Herzkrankheit (KHK)
auf. Dabei kommt es insbesondere zu einer Hypertrophie des Myokards. Es
resultieren hohe systolische und diastolische Wandspannungen und eine reduzierte
Koronararterienreserve, sodass eine Minderperfusion bei Belastung entstehen
kann. Auch die Kompression der Gefalte wahrend der Systole scheint dabei eine

Rolle zu spielen (10-13).

1.1.4 Operativer Aortenklappenersatz

Patienten mit hochgradigen AS haben ohne AKE eine schlechte Lebensprognose,
weshalb bei ihnen immer eine frihe Therapie angestrebt werden sollte. Sie
profitieren von einem AKE durch eine verbesserte physische Lebensqualitat, mehr
Gesundheit und Vitalitat. Schon milde Symptome stellen emotionale und physische
Herausforderungen im alltaglichen Leben dar und schrankt die Lebensqualitat
deutlich ein (14). Die einzigen Ausnahmen, bei denen eine Intervention nicht
empfohlen wird, sind Patienten mit ernsthaften Komorbiditaten, wodurch deren
Lebensprognose < 1 Jahr liegt und Patienten im fortgeschrittenem Alter mit
entsprechenden Komorbiditaten, bei denen eine Verbesserung der Lebensqualitat
und -prognose durch eine Intervention unwahrscheinlich ist (15). Laut Empfehlung
der ESC Guidelines sollten Patienten mit symptomatischer AS und einem
Pmean > 40 mmHg oder Vmax> 4,0 m/s eine Intervention erhalten. Dabei sollten
Patienten mit niedrigem Risiko primar operativ behandelt werden, solche mit hohem
Risiko primar interventionell mittels Transkatheter-Verfahren, wahrend bei
Patienten mit intermediarem Risiko eine Abwagung zwischen den beiden Verfahren
erfolgen sollte. Bei fehlender Symptomatik sollten hochgradige AS trotzdem eine
invasive Therapie erfolgen, wenn die Flussbeschleunigung 5,5 m/s Uberschreitet
oder eine hochgradige Verkalkung mit rascher hamodynamischer Progression
vorliegt (1, 15, 16).



1.2 Echokardiographie

1.2.1 Diagnostik der AS

Die transthorakale Echokardiographie (TTE) ist der Goldstandard bei der Diagnostik
der AS. Mit der TTE kénnen nicht nur erhdhte maximale Flussgeschwindigkeiten
(Vmax) Uber der Klappe und erhdhte mittlere sowie maximale Druckgradienten
(Pmeanipeak) €rfasst werden, sondern es kann auch das Ausmal der Kalzifizierung
und die GroRe der Klappenoffnungsflache (KOF) bzw. die effective orifice area
(EOA) bestimmt werden. Diese Parameter werden dann genutzt, um eine AS zu
klassifizieren. Weitere prognostische Parameter sind die Ejektionsfraktion (EF) und
die linksventrikularen Diameter enddiastolisch (LVEDD) und endsystolisch (LVESD)
sowie das Diameter des Septums (1). Langfristig bietet die TTE ein optimales Tool
zur Beobachtung der hamodynamischen Progression der AS (17). Schwere AS
sollten alle 6 - 12 Monate echokardiographisch reevaluiert werden. Bei moderaten
AS kann dagegen eine Zeitspanne von 1 - 2 Jahren und bei milden AS von 3 -5
Jahren bis zur nachsten Kontrolle gewartet werden (16).

Studien Uber den hamodynamischen Verlauf der AS haben gezeigt, dass der pmean
im Mittel um 8 mmHg und die Vmax um rund 0,4 m/s pro Jahr steigt, wohingegen die
KOF im Mittel um 0,1 cm? sinkt (18-20).

1.2.2 Einteilung der AS
Die Quantifizierung der AS erfolgt mittels TTE anhand verschiedener Parameter,

die in Tabelle 1.1 zusammengefasst sind (1, 16, 21).

Tabelle 1.1: Einteilung des Schweregrads einer AS

Schweregrad
Parameter gering mallig schwer
ESC' | AHA? ESC AHA ESC AHA
Vimax (M/s) 26-29 3,0-4,0 >4,0
Pmean (MMHg) <30 <20 30-50 | 20-40 > 50 > 40
KOF® (cm?) >1,5 1,0-1,5 <1,0

'European Society of Cardiology, ?American Heart Association, *maximale
Flussgeschwindigkeit, *mittlerer transvalvuldrer Druckgradient, *Klappenéffnungs-
flache



1.2.3 Prothesen-Patienten-Mismatch

Ein Prothesen-Patienten-Mismatch (PPM) liegt vor, wenn die KOF einer
implantierten Klappenprothese kleiner ist als die KOF einer normalen Klappe (21),
bzw. zu klein ist im Verhaltnis zur Koérperoberflache (KOF), sodass erhohte
Druckgradienten bei einer normalen Klappenfunktion entstehen (22-24). Eine
normale Aortenklappe hat einen Durchmesser von 3 - 4 cm? — eine GroRRe, die eine
Prothese kaum erreichen kann. Durch die LV-Hypertrophie muss zudem oftmals
eine zu kleine Prothese implantiert werden. Aulerdem flhren Kalzifizierung und
Endothelialisierung der Prothese dazu, dass die KOF mit der Zeit noch weiter
abnimmt (21, 25).

Ein PPM ist ein haufiger aber modifizierbarer Risikofaktor flr eine reduzierte
Hamodynamik und einen eingeschrankten Ruckgang einer LV-Hypertrophie.
Zudem erhoht ein PPM das Risiko fur das Auftreten von kardialen Komplikationen
und ist mit einer kiirzeren Uberlebenszeit assoziiert (22). Risikofaktoren fiir das
Auftreten eines PPM sind unter anderem hohes Alter, groiere KOF und kleinere
Prothesengrolde (21, 24, 26).

Zur Berechnung eines PPM wird die indexed effective orifice area (EOAI) als
Verhaltnis zwischen Klappenodffnungsflache und Korperoberflache berechnet:
EOAI = KOF / KOF (23, 24, 27). Ein PPM ist definitionsgemaR vorhanden, sobald
EOAI < 0,85 ist. Bei einem PPM < 0,85 spricht man von einer moderaten PPM und
ein PPM < 0,65 beschreibt eine schwere Form (22).

1.2.4 Scherstress

Durch die kalzifizierte und somit verengte Aortenklappe erfahren die Blutzellen hohe
Scherkrafte (28, 29). Scherstress ist definiert als Verhaltnis zwischen Vmax und
linksventrikularer EF (LV-EF), also Vmax/ LV-EF. Bei Patienten mit schwerer AS ist
der Scherstress signifikant hdher als bei Gesunden (29).



1.3 Exosomen

1.3.1 Einordnung in die Familie der extrazellularen Vesikel

Eine interzellulare Kommunikation ist essentiell fur einen multizellularen
Organismus. Diese Kommunikation kann durch direkten Zell-Zell-Kontakt, mithilfe
von sezernierten Molekulen, oder durch interzellularen Transfer von extrazellularen
Vesikeln (EVs) stattfinden (30).

In der Literatur sind zahlreiche Beschreibungen von EVs im Zusammenhang mit
den verschiedensten Krankheiten beschrieben. Jedoch nutzen viele Autoren EVs
als einen allgemeinen Uberbegriff. Die Nomenklatur kann verwirrend sein (30). Zu
diesen EVs zahlen Apoptosekdrperchen in der Grofle von 1 —4 um, Mikropartikel
(MPs) in der GrofRe von 100 — 1000 nm und die kleinsten der Familie:

Exosomen - 20-150 nm grol3e, runde Vesikel (31).

In Abbildung 1.1 sind die drei Arten der EVs mit ihren jeweiligen
Entstehungsmechanismen gegenubergestellt. Apoptosekdrperchen, die beim
kontrollierten Zelltod entstehen, kdnnen sowohl DNA als auch Zellorganellen in sich
tragen. MPs entstehen durch Abschnirung aus der Plasmamembran der
Mutterzelle, wodurch sie sowohl ihre Oberflachenproteine als auch ihren Zellinhalt
behalten konnen (32, 33). Exosomen hingegen werden aktiv in den

Extrazellularraum sezerniert (34).
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Abbildung 1.1: Arten der extrazellularen Vesikel.

Gegeniibergestellt sind die Entstehungsmechanismen von Exosomen, Apoptose-
korperchen und Mikropartikeln. Exosomen werden durch Fusionierung von
Multivesikularen Endosomen (MVEs) mit der Plasmamembran in den Extrazelluldren
Raum sezerniert. Modifiziert nach Burger et al (34).

1.3.2 Entstehung und Freisetzung

Die meisten Korperflussigkeiten wie Blut (35), bronchoalveolare Flissigkeiten (36),
Pleuraerglissen (37), Aszites (38), Gallenflussigkeit (39), Amnionflussigkeit (40),
Muttermilch (41), Speichel (42), Cerebrospinalfliussigkeit (43) und Urin (40, 44)
beinhalten eine betrachtliche Menge an Exosomen oder Exosomen-ahnlichen EVs.
Exosomen werden von diversen Zellarten in die Extrazellularmatrix sezerniert. Der
Proteininhalt der Exosomen ist abgestimmt auf Pathologien oder Stresssituationen
(45). Anders als MVs, die direkt von der Plasmamembran der sezernierenden Zelle
abgeschnurt werden, entstehen Exosomen zunachst in multivesikularen

Endosomen (MVEs), bevor sie durch Fusionierung der MVEs mit der
6



Plasmamembran der sezernierenden Zelle in den Extrazellularraum freigesetzt
werden (30). Der genaue Vorgang der Entstehung und Freisetzung von Exosomen
ist in Abbildung 1.2 schematisiert.

o MPs

Abbildung 1.2: Entstehung und Freisetzung von Exosomen und MPs.

Dargestellt ist eine Zelle mit Golgi-Apparat und endoplasmatischen Retikulum (ER).
MPs entstehen durch direktes Abschniren von der Plasmamembran. Exosomen
hingegen entstehen intrazelluldr: 1) Clathrin-coated vesicles (CCV) schniiren sich
von der Zellmembran nach innen ab. 2) Es entstehen friihe Endosomen. 3) Innerhalb
der friihen Endosomen schniiren sich u.a. Exosomen nach innen ab. Dabei wird das
friihe Endosom zum MVE. Von hier aus gibt es zwei Méglichkeiten. 4a) Einige MVEs
fusionieren mit Lysosomen. 4b) Andere fusionieren mit der Zellmembran und geben
so ihren Inhalt, inklusive der Exosomen, in den Extrazellularraum ab. Modifiziert nach
Raposo et al (30).

1.3.3 Funktion
Exosomen dienen neben anderen EVs als Transportmittel von Informationen in
Form von RNA, Lipiden und Proteinen und ermoglichen so eines der meist

genutzten interzellularen Kommunikationswege (30).



Die Funktionen der Exosomen sind vielfaltig und reichen von lebenswichtigen
Grundfunktionen wie der Entsorgung unbrauchbarer Proteine und der
Antikoagulation bis zur Reaktion auf spezifische pathologische sowie
physiologische Zustande wie der Mitbeteiligung an der Kardioprotektion nach
Myokardinfarkt. Exosomen haben jedoch nicht nur protektive Eigenschaften,
sondern werden bspw. auch von Krebszellen zur Immunsuppression sezerniert (46-
48). Aullerdem transportieren Exosomen unter anderem messengerRNA (mMRNA)
und microRNA (miRNA) (49), die bspw. im Rahmen der Kardioprotektion Uber
Exosomen sezerniert werden (50). Je nachdem, von welcher Zellart die Exosomen
sezerniert werden, haben sie diverse Aufgabenbereiche und werden daher als
potentielle Biomarker diskutiert (51, 52).

1.3.4 Oberflaichenmarker und Inhalt

Exosomen haben eine Vielzahl von Oberflachenproteinen, die es ihnen ermdglichen
an den verschiedensten Zellarten festzuhalten, um dort ihre Wirkung freizusetzen
(53). Dazu zahlen u.a. die Oberflachenproteine Tetraspanine, die in der
Zellmembran durch vier Transmembrandomanen verankert sind. Diverse
Tetraspanine wie CD9 (54), CD37, CD53, CD63, CD81, und CD82 wurden auf der
Exosomenoberflache beschrieben (55, 56). AulRerdem sind die heat-shock-Proteine
HSP27, HSP70 und HSP90 im Lumen der Exosomen detektiert worden (57).
Weitere intrazellulare Proteine, die Exosomen charakterisieren, sind ALIX und
TSG101 (58).

1.3.5 Nanoparticle Tracking Analysis

Die Nanopatrticle Tracking Analysis (NTA) bestimmt GroRe und Konzentration von
Partikeln. Mithilfe des ZetaViews (Particle Metrix GmbH, Meerbusch, Deutschland)
werden Partikel von einem Laser bestrahlt, wodurch es zu einer Streuung des Lichts
kommt. Diese Lichtstreuung wird bei der Videoanalyse durch die ZetaView Software
genutzt, um die Konzentration der Partikel zu bestimmen. Die Brownsche
Molekularbewegung besagt, dass sich die Diffusion von Partikeln in einer flussigen
Suspension antiproportional zu der GroRe der Partikel verhalt (59). Durch
Bestimmung der Diffusionskonstante der einzelnen Partikel und Anwendung der

Stokes-Einstein-Gleichung kann daher die PartikelgroRe berechnet werden. In



dieser Gleichung ist D der Diffusionskoeffizient, k die Boltzmann-Konstante,

T die Temperatur, n die Viskositat und r der Partikelradius.
kT

D =
6mnr

Das ZetaView besteht aus einem Mikroskop mit einer Videokamera, einem Laser
und einer langlichen, gefensterten Zelle, in der flissige Suspension mit den
Partikeln eingespritzt werden. Das Mikroskop ist horizontal in Richtung des
Zellkanals ausgerichtet. Der Laserstrahl trifft vertikal dazu durch die gefensterte
Zelle auf die Partikel, die das Licht streuen. Diese Bewegungen werden von der
Videokamera aufgezeichnet (Abbildung 1.3). Dieses semiautomatische Verfahren

ermdglicht eine konstant reproduzierbare Art der Exosomen-Charakterisierung (59).

ZelaView
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= |
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Abbildung 1.3: Prinzip des ZetaViews.

Der Laser wird um 90° reflektiert und trifft orthogonal auf den Zellkanal. Die
Videokamera ist ebenfalls orthogonal zum Zellkanal ausgerichtet und nimmt die
Bewegung von Exosomen auf.

1.3.6 Rolle von Exosomen in der kardiovaskularen Medizin

Zu den extrazellularen Vesikeln (EVs) zahlen Exosomen, Apoptosekérperchen und
Mikropartikel (MPs) (34). Wahrend Exosomen noch gréfitenteils ungentigend
erforscht sind, finden MPs in den letzten Jahren zunehmend Berlicksichtigung in

der kardiovaskularen Forschung. Sie werden bereits als wichtige Mediatoren in der
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Pathophysiologie der kardiovaskularen Erkrankungen beschrieben und als in-vivo
Marker fur Inflammation und GefalRschadigung in Betracht gezogen (29). Zudem
erhoht sich die Zahl der zirkulierenden MPs sowohl bei Patienten mit AS (29) als
auch bei Patienten mit Herzinsuffizienz (60). Aulerdem kénnen MPs als ein Mal}
fur die Gerinnungsaktivitat gesehen werden, weil Thrombozyten bei Patienten mit
AS mehr MPs abschnuren. Patienten mit schweren AS haben ein signifikant

héheres Level an prothrombotischen und proinflammatorischen MPs (29).

Wahrend MPs weitaus haufiger beschrieben sind, gibt es noch wenig Erkenntnisse
uber Exosomen bei Patienten mit kardiovaskularen Erkrankungen. Dabei haben
wenige Studien bereits die Relevanz der Exosomen verdeutlicht. Beispielsweise
werden die vaskularen Reparaturmechanismen mitunter von Exosomen getriggert
(61). In anderen Fachrichtungen spielen Exosomen bereits eine wesentliche Rolle.
So wurden in der Hepatologie die Exosomen schon als potentielle diagnostische
Marker beschrieben. Bei Alkoholgenuss erhoht sich die Exosomenanzahl, sodass
Patienten mit alkoholbedingter Fettleber signifikant mehr Exosomen sezernieren als
Patienten ohne Leberschaden. AulRerdem korreliert der Blutparameter Alanin-

Aminotransferase (ALT) signifikant mit der Anzahl der Exosomen (62).
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1.4 Fragestellung
In der kardiovaskularen Chirurgie sind kaum Arbeiten zum Thema Exosomen zu
finden, obwohl den Exosomen generell in den letzten Jahren immer mehr

Aufmerksamkeit geschenkt wurde.

Ziel dieser Arbeit ist es, das Verhalten von Exosomen bei Patienten mit AS zu
beobachten und in Relation zu demographischen und hamodynamischen Daten zu
setzen, um madglicherweise einen Ansatz fur ein neues diagnostisches Kriterium fur

diese Patienten zu finden.

Im Rahmen dieser Studie wird die Hypothese aufgestellt, dass sowohl die
praoperative Auspragung der AS als auch das postoperative Outcome der AKE mit

einer Veranderung der Exosomenzahl assoziiert sein konnte.

Da es kaum Literatur Uber Exosomen in Bezug auf Patienten mit AS gibt, wurden
im Rahmen der vorliegenden Arbeit die Exosomenzahlen von Patienten mit AS vor
und nach AKE untersucht. Mdgliche Korrelationen von demographischen und
echokardiographischen Parametern mit der Anzahl der Exosomen wurden

analysiert.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Gerate und Gebrauchswaren

Zentrifuge 5804 R
ZetaView

Reagenzglasschuttler Reax

2000

Sprout Minizentrifuge
Vacutainer Butterfly
Vacutainer Blutrohrchen
Vacutainer Einmal-Halter
Spritzen

Safe-Lock Tubes
Falcons

Ultraschallgerat GE Vivid
S5/S6

GE Amersham Imager 600

2.1.2 Chemikalien

ExoQuick Precipitation
Solution

Ampuwa Spulldésung

Daily Check Suspension
2-Propanol (Isopropanol)
40% Acrylamide

Ammonium persulfate (APS)

Bromophenol blue

Complete Tablets, Mini
EASYpack

DC Protein Assay

DL-Dithiothreitol (DTT)
DPBS

Eppendorf AG, Hamburg, DE
Particle Metrix GmbH, Meerbusch, DE

Heidolph, Schwabach, DE

Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf, DE
Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA

Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA

Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA

B. Braun Medical AG, Sembach-Station, Schweiz
Eppendorf AG, Hamburg, DE

Sarstedt AG & Co, Nurnbrecht; DE

GE Healthcare Company, Little Chalfont,
GroRbritannien

GE Healthcare Company, Little Chalfont,
Grol3britannien

System Biosciences (SBI), Palo Alto, USA
Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad
Homburg, DE

Particle Metrix GmbH, Meerbusch, DE

Emsure Merck Chemicals GmbH, Darmstadt, DE
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, DE
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen, DE

Roche Deutschland Holding GmbH, Grenzh-
Wyhlen, DE

Bio-Rad, Hercules, USA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen, DE
BioFroxx GmbH, Einhausen, DE
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Glycerol

Glycin

Methanol

NaCl

PageRuler Plus Prestained
Protein Ladder

PhosSTOP EASYpack
Pierce Western Blot
Transfer Buffer, 10X

Protein standard (BSA
1 m/ml)

PVDF Blotting Membrane
0,45 pym

RIPA Puffer

Rotilabo-Blottingpapiere
580x600 mm

SDS Pellets
Skim Milk Powder

SuperSignal West Femto
Maximum Sensivity
Substrate

TEMED

Tris base

Tris-Glycine SDS Buffer 10X
(Laufpuffer 10X)

Tween

2.1.3 Puffer und Losungen

Tris / HCI (1,5 M)

Tris / HCI (0,5 M)

SDS 10 %

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Munchen, DE
Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, DE
VWR BDR Prolabo, Darmstadt, DE

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

Roche Deutschland Holding GmbH, Grenzh-
Wyhlen, DE

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen, DE

GE Healthcare Life Science, Freiburg, DE
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen, DE
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen, DE

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

Bio-Rad, Hercules, USA
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen, DE

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

Calbiochem, San Diego, USA

Tris-Base
Ad 100 ml
H204yq
pH 8,8

Tris-Base
Ad 100 ml
H204q
pH 6,8

SDS pellets 10 %

18,8 g

6,19
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APS 10 %

TBS (10x)

TBS-T (1x)

Blocking-Puffer

Laemmli-Ladepuffer (2x)

APS

H2O4q

Tris-Base

TBS (1x)
Tween-20

TBS-T (1x)
Magermilchpulver
Tris-HCL pH 6,8
Glycerin

SDS

Bromphenolblau
Dithiothreitol (DDT)

10 %

200 ml 0,6 ml

100 ml
59

65,8 mM
26,3 %
21 %
0,01 %
200 mM
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2.2 Studiendesign

2.2.1 Studienart

Bei der vorliegenden Studie handelt es sich um eine deskriptiv angelegte,
prospektive, monozentrische, nicht-randomisierte Studie mit 204 Patienten, die am
Universitatsklinikum Duasseldorf (UKD) im Zeitraum von Juni 2015 bis September
2016 einen chirurgischen AKE erhalten haben. Von den 204 Patienten haben 83
(40,69 %) Patienten einen AKE ohne weitere MalRnahmen, wie Bypass-OP oder
Ascendensersatz, erhalten. Die vorliegende Arbeit beschrankt sich auf diese

Kohorte der 83 Patienten mit isoliertem AKE.

2.2.2 Untersuchungszeitpunkte
Es gab funf festgelegte Untersuchungszeitpunkte (Tabelle 2.1). Die Patienten
hatten vier Untersuchungen wahrend ihres Krankenhausaufenthaltes im Rahmen

des elektiven AKEs. Zudem wurde nach drei Monaten ein Follow-up durchgefuhrt.

Tabelle 2.1: Untersuchungszeitpunkte.
U1 Aufnahmetag
U2 Unmittelbar praoperativ
U3 24h postoperativ
U4 7 Tage postoperativ
U5 3 Monate postoperativ (Follow-up)

Der regelhafte Krankenhausaufenthalt eines Patienten begann mit der Aufnahme
auf die kardiochirurgische Normalstation. Nach schriftlicher Einwilligung in
Operation und Studie erfolgte neben standardmalligen auch studienspezifische
Blutentnahmen. Zudem wurde die praoperative TTE durch Erhebung von
zusatzlichen studienspezifischen Daten erweitert. In der Regel erfolgte die
Operation am Folgetag. In der Einleitung wurde das Studienblut direkt nach Legen
der zentralvendsen Zugange abgenommen. Am Morgen nach der OP erfolgte die
dritte Blutentnahme auf Intensivstation. Nach Verlegung auf Normalstation konnte
der Patient frihestens sieben Tage postoperativ entlassen werden. Vor Entlassung
erfolgte eine weitere TTE und die vierte Blutentnahme. Nach drei Monaten wurden
die Patienten zu einer Follow-up-Untersuchung eingeladen, an der schlie3lich die

letzte Blutentnahme und die letzte TTE stattfanden.
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2.3 Patientenkollektiv

In der vorliegenden Studie wurden alle Patienten mit hamodynamisch signifikanter
AS, die fur einen konventionellen AKE am Universitatsklinikum Dusseldorf zwischen
Juni 2015 und September 2016 geplant waren auf die Ein- und Ausschlusskriterien
(Tabelle 2.2) der Studie Uberpruft.

Tabelle 2.2: Ein- und Ausschlusskriterien.

Einschlusskriterien

Schriftliche Einwilligung des Patienten zur Teilnahme an dieser Studie
Alter = 18 Jahre

Hamodynamisch signifikante Aortenklappenstenose ad Ersatz
Ausschlusskriterien

Primare Sekundare
Hohergradiges Klappenvitium (> 11°)

anderer Klappen als der Aktive maligne Erkrankung
Aortenklappe

Thromboembolische Ereignisse
innerhalb der letzten 6 Monate
(unabhangig von Quelle)

Z.n. Myokardinfarkt innerhalb der
letzten 30 Tage

Peripher arterielle
Verschlusskrankheit (> Stadium llIb Autoimmunerkrankung
nach Fontaine)

Schwere Einschrankung der LV'-

Funktion (EF2 <30 %) Entzindungsprozesse
Dialyse

'Linksventrikulire, ’Ejektionsfraktion

Nach Abwagung der Ein- und Ausschlusskriterien willigten insgesamt 204 Patienten
ein und wurden in die Studie aufgenommen. Davon traf auf 34 Patienten (16,67 %)
entweder im Nachhinein ein Ausschlusskriterium zu oder sie wurden aufgrund von
aktuellen diagnostischen oder auch sonstigen Anlassen abweichend vom
ursprunglich geplanten Plan eines AKE behandelt. 170 Patienten (83,33 %)
erhielten die geplante AKE und sind Teil der vorliegenden Studie.
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2.4 Ethikvotum

Das Ethikvotum wurde am 04.09.2012 durch die Ethikkommission der
Medizinischen Fakultat an der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf unter der
Studiennummer 3881 mit einem positiven Votum bewertet. Die Teilnahme an der
Studie hatte keine Auswirkung auf die Wahl der Klappenprothese.

Geeignete Patienten wurden bei Aufnahmetag Uber die Studie informiert. Nach
mundlicher und schriftlicher Einwilligung zur Teilnahme an der Studie wurden die
Patienten auf ihren Krankenhausakten als Studienpatienten kenntlich gemacht.

Eine Kopie der Aufklarung befindet sich im Anhang.
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2.5 Datenerhebung

2.5.1 Blutentnahmen

Die Blutentnahmen erfolgten stets moglichst protokollkonform in einer fest
definierten Reihenfolge, die in Tabelle 2.3 zusammengefasst ist. Wenn es
Protokollabweichungen gab, so wurden diese auf den Blutentnahmeprotokollbégen
aus den case report forms (CRFs) schriftlich festgehalten. Die Blutentnahmen an
U1, U4 und U5 wurden Uber sog. Butterfly der Nadelgrof3e 21 G abgenommen. An
U2 und U3 erfolgten die Blutentnahmen uber eine Schleuse mit 8,5 Fr (Arrow

International, Hamburg, Deutschland).

Tabelle 2.3: Blutentnahmeprotokoll.

Stauen

20 s warten
Nadel legen
Stau I6sen

30 s warten
Erneut stauen
10 s warten

die ersten 1 - 2 ml verwerfen

© R Nk~ wIN =

Blutentnahme in folgender Reihenfolge:
a) Serum (5 ml)

b) Citrat (2,7 ml)

c) Heparin (3 ml)

d) EDTA' (6 ml)

10. Stau losen

'ethylene diamine tetraacetic acid

Alle Blutrohrchen wurden im Anschluss an die Entnahme bei 4 °C, 1700g 15 min
lang zentrifugiert. Die Proben, die zur Exosomenquantifizierung dienten, wurden

direkt weiterverarbeitet. Ruckstellproben wurde bei -80 °C gelagert.

2.5.2 Dokumentation
Alle vorliegenden Daten wurden mittels standardisierter Fragebdgen erhoben oder

aus internen Softwares ermittelt und sofort schriftlich in den studienspezifischen
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CRFs dokumentiert und schliefRlich in Studienmasken in Excel 2016, Microsoft

Corporation organisiert.

Praoperativ und im Drei-Monate-Follow-up wurden die Patienten jeweils mittels
standardisierter Aufnahmebdgen anamnestisch befragt. Zu allen flnf definierten
Zeitpunkten wurden Laborwerte durch die Software Medico erfasst. Zusatzlich sind
Patientenakten herangezogen worden. Informationen Uber den herzchirurgischen
Eingriff wurden direkt am Tag der OP vom Operateur Ubermittelt. Wenn Patienten
zur Zeit des Follow-ups nicht zur angebotenen Untersuchung kommen konnten,
wurden echokardiographischen Daten beim behandelnden niedergelassenen
Kardiologen und Laborwerte beim Hausarzt erfragt. In diesen Fallen wurde der
Anamnesebogen telefonisch erhoben.

Die Follow-up Daten waren bei 180 von 204 Patienten (88,24 %) komplett. Fur die
nachfolgenden Analysen wurden nur Patienten miteingeschlossen, deren Daten zu

allen funf Zeitpunkten komplett waren.

2.5.3 Echokardiographische Daten

An U1, U4 und U5 bekam jeder Patient eine TTE. Doppler-Messungen von Aorta
und LV wurden nach heutigen Empfehlungen durchgefuhrt. Diese wurden von
einem Facharzt des Echokardiographie-Labors der Klinik fur Herzchirurgie am UKD
unter BerUcksichtigung aktueller Standards (GE Vivid S5 oder S6) durchgeflhrt.

Dabei wurden die in Tabelle 2.4 beschriebenen Parameter erhoben.
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Tabelle 2.4: Parameter der TTEs.

Linksventrikularer enddiastolischer Diameter (LVEDD)
Linksventrikularer endsystolischer Diameter (LVESD)
Enddiastolische Diameter (EDD) Septum

EDD Vorderwand

EDD Hinterwand

Mittlerer transvalvularer Druckgradient (Pmean)
Maximaler transvalvularer Druckgradient (Pmax)
Effektive Offnungsflache (EOA)
Klappenoffnungsflache (KOF)

Maximale Geschwindigkeit (Vmax)

Vmax iIm Linksventrikularen Ausflusstrakt (LVOT)
Aortenklappeninsuffizienz (Al)

mm
mm
mm
mm
mm
mmHg
mmHg

cm?

cm?
m/s
m/s

Gradeinteilung: 0-1V
Typ: zentral/
paravalvular/ kombiniert

Bei manchen Patienten konnten aufgrund von schlechten Schallbedingungen, wie

Adipositas oder stérenden Pflastern und Kathetern, nicht alle Parameter erhoben

werden. Wenn der Patient nicht zum Follow-up erschienen war, wurden fehlende

Werte von niedergelassenen weiterbehandelnden Kardiologen bezogen.
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2.6 Exosomen

2.6.1 Exosomen Isolation

Die Exosomen wurden mittels ExoQuick (System Biosciences, Palo Alto, USA)
nach Herstellerinformation isoliert (Abbildung 2.1). Alle Zentrifugationsschritte
erfolgten bei 4° C. Nach der Blutentnahme wurde das Rdhrchen bei 1700g 15 min
lang zentrifugiert. 300 ml des Serums wurden erneut bei 3000g fur 15 min
zentrifugiert. Danach kamen auf 250 ul Serum 63 ul ExoQuick, die dann 30 min auf
Eis inkubiert und anschlie3end bei 1500 g 30 min lang zentrifugiert wurden. Das
Pellet wurde nach einer letzten Zentrifugation bei 1500 g flr 5 min komplett von
Uberstand befreit und dann in 30 yl Ampuwa (Fresenius Kabi Deutschland GmbH,
Bad Homburg, Deutschland) Wasser aufgeldst. In zwei Schritten wurde eine

Verdunnung von 1:250.000 erreicht.

ExoQuick
Blutentnahme Solution
- - lber Butterfly (21G) bei U1, U4, U5 Fe)

-> Uber Schleuse bei U2 und U3 | [+ 63ul]

€
Zentrifugation bei 4°C, Zentrifugation bei 4°C,
J 1700g, 15 min 3000g, 15 min

[300u1] [250ul Uberstand]

30 min auf Eis

inkubieren
I
—— 30 min bei 4°C, 1500 g
= zentrifugieren
= (30 i)

E; HZOﬁ <

1:2500 1:100 Uberstand
[1:250.000] verdiinnen verdiinnen aspirieren u.
verwerfen

Abbildung 2.1: Schritte der Exosomenisolation.

Die Isolation der Exosomen erfolgte mit ExoQuick nach Herstellerinformationen.
SchlieBlich wurde die Probe auf 1:250.000 verdiinnt, damit eine messbare
Konzentration erreicht wurde.
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2.6.2 Exosomen-Messung

Die NTA wurde mit einem ZetaView (Particle Metrix GmbH, Meerbusch,
Deutschland) und der zugehdrigen Software (ZetaView 8.02.30.02) durchgefuhrt.
Es wurde ausschlieBlich die Zelle mit der Nummer ,Z158 C1149 cell0014°
verwendet. Vor jeder Messung wurde uberpruft, ob die Grundeinstellungen in

Tabelle 2.5 und Abbildung 2.2 gegeben waren.

Tabelle 2.5: Grundeinstellungen Zeta View.

Parameter Wert
Sensitivitat 70
Verschluss 70
Verdunnung 250000
Minimale Helligkeit 20
Maximale GroRRe 500
Minimale GroRRe 20
Spannung OFF
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Abbildung 2.2: Grundeinstellungen.

In dem schwarzen Quadrat in der rechten Bildschirmhilfte ist ein Live-Bild der
ausgewahlten Zellposition zu sehen (hier: Position 0,5). Die zwei Balken, die
Streuungsintensitat und Anzahl der detektierten Partikel anzeigen, sollten sich im fiir
optimale Messbedingungen im griinen Bereich bewegen.

22



Nach Applikation jeder Probe wurde vor der Messung mittels ,,Check Particle Drift
at 0 V* die aktuelle Geschwindigkeit getestet und ein particle drift von weniger als

30 um/s abgewartet, um eine valide Messung durchfihren zu kénnen.

Jede Messung erfolgte mit drei Wiederholungen (,Number of Experiments*) und
jeweils zehn Zyklen (,# Cycles®), in denen auf allen elf Positionen (,Positions 11%)
mit einer langsamen Aufnahmegeschwindigkeit (,Low*) die MessgroRe (,Size®)

analysiert wurde (Abbildung 2.3).

Experiment ID Custom Entry
20151121 0000 Exo

Path - <please use the browse button to change the storage folder =

% C:\Users\UK Disseldorf\Desktop'Shining, Letizia\P1624US\Exa\20161121_0000_Exo_size_000.avi h’l
Sample Information  Experiment Parameters | Experiment Type '
Letapot.  Size
Autosave .t Compress q E
Autosave .pdf
Paositions
I:‘ Overlay ﬁ 21l 1
Multiple Acquisitions
# Cydes
fN:mber of Experiments E_) 10
r . Low Medium High
Time Delay (min)
Jo ﬁ CCIY| CCCl T

Remarks

OK ] [ Cancel

Abbildung 2.3: Messeinstellungen.

Die ZetaView Software analysiert nach Herausrechnen von Ausreillern Mittelwert,
Standardabweichung (SD), relative SD, die Anzahl und den Durchmesser der
Partikel, sowie anderen Parametern wie Konzentration, Anzahl der verfolgten

Partikel, Median-Durchmesser und Dirift.

Da mit der Zeit, z.B. durch mechanische Einwirkungen auf die Arbeitsflache, die

Exosomen im Live-Bild nicht mehr scharf abgebildet wurden, musste bei Bedarf eine
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manuelle Fokussierung durchgefuhrt werden, um moglichst alle Exosomen zu
erfassen (Abbildung 2.4).
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Abbildung 2.4: Manuelle Fokussierung.

Mit den vier blauen Pfeilen konnte die Kamera optimal auf die Exosomen fokussiert
werden, bis die Exosomen als runde, scharf begrenzte, weiBRe Punkte erfasst waren.
AnschlieBend wurde die eingestellte Position der Kamera fiir die weiteren
Messungen gespeichert.

2.6.3 Exosomencharakterisierung

Da die NTA nicht zwischen Exosomen und anderen Partikeln unterschied, sondern
alle Partikel einer Probe analysierte, wurden SDS-Page, Western Blot und
elektronenmikroskopische Bilder der Proben zur Hilfe genommen, um die

gemessenen Partikel als Exosomen zu identifizieren.

Probenvorbereitung

Die Exosomen wurde nach Protokoll (2.6.1) isoliert. Im letzten Schritt wurden die
Exosomen in RIPA-Puffer (plus Phosphostop und Complete Mini) gelost.
AnschlieRend wurden sie im Ultraschallbad sonifiziert. Dann wurden sie fur 15 min
bei 4°C 12000g zentrifugiert. Der Uberstand wurde in neue ReaktionsgefalRe

pipettiert. Die Proben wurden 1:50 verdinnt. Dann wurde der Proteingehalt mittels
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DC-Protein-Assay nach Herstellerangaben bestimmt. Im Anschluss daran wurde
die Proben mit Laemmli Ladepuffer (2x, 2.1.3) auf eine finale Konzentration von
2 pg/ul verdunnt, 5 min auf 95°C erhitzt und vor Verwendung auf Raumtemperatur
(RT) abgekunhlt.

SDS-Page

Um Proteine entsprechend ihrer spezifischen Molekulargewichte aufzutrennen,
wurden Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophoresen (SDS-PAGES) zur
Hilfe genommen. Das Trennmedium bestand aus einem weitporigen Sammelgel
(4 % Acrylamid/Bisacrylamid) und einem engporigen Trenngel (10 % Acrylamid/
Bisacrylamid) (ung fir 70 min auf 150 V erhdht.

Tabelle 2.6). Als Laufpuffer fur die Elektrophorese diente ein kombiniertes Tris-
Glycin System (63-65). Das fertige Gel wurde in eine vertikale Gelkammer gestellt
und mit SDS-Laufpuffer (1x) Uberschichtet. AnschlieRend wurden 20 pl der Probe
aufgetragen. Aullerdem wurde ein Molekulargewichtsstandard (5 pl; Molekular
Marker Kaleidoscope Prestained Standards) mitgefuihrt. Zunachst wurde flr 15 min
eine konstante Spannung von 60V eingestellt, bis die Lauffront ins Trenngel

eingetreten war. Dann wurde die Spannung fur 70 min auf 150 V erhoht.

Tabelle 2.6: Zusammensetzung der Gele.

Fur zwei Fur zwei
Trenngele Sammelgele
(10 % Acrylamid) (4 % Acrylamid)

kDa 30-200 -

ddH201 (ml) 9,6 6,3

0.5M Tris pH 6,8 (ml) - 25

1.5M Tris pH 8,8 (ml) 5,0 -

40 % Acrylamide (ml) 5,0 1,0
10 % SDS2 (ul) 200 100
TEMEDS3 (ul) 40 20

10 % APS4 (ul) 200 100

'doppelt destilliertes Wasser, >’Sodiumdodecylsulfat, * Tetramethylethylendiamin,
‘Amoniumpersulfat
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Western Blot

Im Anschluss an die SDS-Page erfolgte der Western Blot. Dafur wurde ein
senkrecht zum Polyacrylamid-Gel gerichtetes elektrisches Feld angelegt, wodurch
die Proteine aus dem Trenngel auf eine Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran
wandern konnten. Das urspringlich im Gel erhaltene Trennmuster der Proteine
blieb nach der Ubertragung erhalten, so dass eine exakte Kopie des Gels entstand.
Dadurch dass die Proteine an der Oberflache der Membran hafteten, waren sie fur
weitere Methoden, wie eine Antikdrper-Detektion zuganglich (64, 65). Zunachst
wurde die PVDF-Membran (6,5 x 8,5 cm) in Methanol aktiviert. AnschlieRend
wurden zwei Filterpapiere und die Membran in Laufpuffer getrankt. Das Gel und die
Membran wurden zwischen die zwei Filterpapiere positioniert und die dabei
entstandenen Luftblasen wurden mithilfe eines Stabes entfernt. Anschliefend
wurde der Blotting-Stapel in einem Tank mit Laufpuffer befestigt. Schliellich erfolgte
der Transfer der Proteine bei einer konstanten Stromstarke von 70 V fur 60 min. Im

Anschluss an den Blot-Vorgang erfolgte die Immundetektion.

Immundetektion

Nach dem Blot-Vorgang wurde die Membran in ein Falcon Uberfuhrt. Anschliel3end
wurden 5 ml Blockierldsung hinzugegeben und dann fur 60 min bei RT inkubiert,
um freie Bindungsstellen der Membran zu blockieren. Im Anschluss daran erfolgte

die Inkubation mit den entsprechenden Primarantikorpern (

26



Tabelle 2.7) rotierend bei 4°C. Im Anschluss daran wurde die Membran dreimal mit
jeweils 10 ml TBS-T fur 5 min gewaschen und fur 60 min bei RT rotierend inkubiert.
Nach erneutem dreimaligem Waschen mit TBS-T wurde die Membran bis zur
Detektion in TBS-T gelagert. Die Detektion erfolgte mittels SuperSignal West Femto

Maximum Sensivity Substrate an einem Amersham Imager, GE Healthcare.
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Tabelle 2.7: Verwendete Antikorper und eingesetzte Konzentrationen.

Antikorper Firma Verdiinnung
Santa Cruz
1. Primarantikorper CD63 Biotechnology, Dallas, 1:500
USA
2. Primarantikorper CD9 SBI, Palo Alto, USA 1:1000
3. Primarantikorper HSP70 SBI, Palo Alto, USA 1:1000
Goat anti-
Sekundarantikorper Rabbit IgG- = SBI, Palo Alto, USA 1:10.000
HRP

Elektronenmikroskopie
Elektronenmikroskopische Bilder der verdinnten Exosomenproben wurden
freundlicherweise von Herrn Dr. Andreas Barbian vom Institut fir Anatomie

angefertigt und zur Verflgung gestellt.
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2.7 Statistik

Die statistische Auswertung wurde mithilfe der GraphPad Prism Software Version
6.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, USA) und Excel 2016 (Microsoft
Corporation) durchgefuhrt.

Die Verlaufsanalysen der Exosomen sind als Box-Whisker-Plots dargestellt. Bei
diesen sind die Ergebnisse als Median mit Minimal- und Maximalwert abgebildet.
Der Zusammenhang zwischen der Exosomenzahl und dem Geschlecht wurde
durch ein Saulendiagramm mit Mittelwerten + SEM (Standardfehler) dargestellt. Zur
Analyse des Einflusses von praoperativen Druckgradienten auf die Anzahl der

Exosomen wurden superimposed scatter plots verwendet.

Alle anderen Beziehungen zur Anzahl der Exosomen, wie Alter, BMI, Vmax, Pmaxs
Pmean, EOA, Scherstress und PPM wurden jeweils in Streudiagrammen visualisiert.
Dabei angegeben sind jeweils die Regressionsgeraden. Die statistischen Analysen

wurde mittels Varianzanalyse (Anova) mit Turkey-Post-Hoc-Test durchgefihrt.

Werte von p < 0,05 (*) wurden als statistisch signifikant, Werte von p < 0,01 (**) als
sehr signifikant, Werte von p <0,001 (***) als hoch signifikant und Werte von
p <0,0001 (****) als hochst signifikant definiert. Alle p-Werte > 0,05 wurden als

statistisch nicht signifikant (n.s.) bezeichnet.
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3 Ergebnisse

3.1 Studie

3.1.1 Studienverlauf

Im Zeitraum zwischen Juni 2015 wund September 2016 wurden am
Universitatsklinikum Dusseldorf insgesamt 250 Patienten zum konventionellen AKE
zugewiesen. Davon erfullten 204 (81,6 %) Patienten die Ein- und
Ausschlusskriterien und erteilten die schriftliche Einwilligung zur Aufnahme in die
Studie. Von den 204 Patienten wurden 34 (16,67 %) Patienten sekundar
ausgeschlossen. Grinde daflir waren eine spater festgestellte hohergradige Al, ein
zusatzlicher Ascendensersatz, die Entscheidung zu einer TAVI, einer Infektion mit
einem Hepatitis-Virus, eine Endokarditis, ein persistierendes Foramen Ovale (PFO),
eine Trikuspidalklappenrekonstruktion (TKR) oder ein kirzlich zurlckliegender
Intensivaufenthalt (innerhalb der letzten 3 Monate). In der Studie blieben 170
(83,33 %) Patienten, die einen konventionellen AKE erhielten. Davon sind sechs
(3,53 %) Patienten wahrend der Studienzeit verstorben und bei 18 (10,59 %)
Patienten konnten nicht samtliche Datenpunkte erhoben werden. Aus den
insgesamt 204 Studienpatienten blieben schliel3lich 146 (71,57 %) Patienten mit
vollstandigem Datensatz und ohne sekundaren Ausschluss. Davon bekamen 63
(43,15 %) Patienten einen Kombinationseingriff mit Bypass-OP. Die Kohorte der
isolierten AKEs verblieb mit 83 (56,46 %) Patienten. Dabei handelte es sich um 78
(93,98 %) biologische und funf (6,02 %) mechanische AKEs.

Die Patientenselektion ist in Abbildung 3.1 dargestellt. Die vorliegende Arbeit

befasst sich ausschlief3lich mit der Kohorte der 83 Patienten mit isolierten AKEs.

30



Patienten mit
geplantem AKE
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l
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Abbildung 3.1: Patientenselektion.

TAVI = Transkatheter-Aortenklappenimplantation, AKE = Aortenklappenersatz, Al =

Aortenklappeninsuffizienz
*Hepatitis C  Virus Infektion, Persistierendes Foramen Ovale
Trikuspidalklappenrekonstruktion (TKR), > 3 Monate auf Intensivstation

(PFO),
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3.1.2 Baseline Charakteristika

In Tabelle 3.1 sind die Baseline Charakteristika der

zusammengefasst.

Tabelle 3.1: Baseline Charakteristika.

Studienpatienten

Biologischer AKE

Mechanischer AKE

Merkmal Mittelwert + SD Mittelwert + SD
oder n (%) oder n (%)

Alter, J 72,477 55,2 +5,42

Geschlecht, weiblich 38 (49) 0 (0)

Gewicht, kg 80,5+ 16,1 93 +7,46

BMI", kg/m? 27,8 + 4,85 27,9+ 3,17

Normalgewicht 24 (31) 1 (20)

Praadipositas 30 (38) 3 (20)

Adipositas Grad | 17 (22) 1 (20)

Adipositas Grad Il | 6 (8) 0 (0)

Adipositas Grad Ill | 1 (1) 0 (0)
KOF?, m? 1,92 0,2 2,15+ 0,07
Kardiale Dekompensation @ 5 (6) 0 (0)

KHK? 28 (36) 2 (40)
Synkope 10 (13) 0 (0)
Raucherstatus

Nie 46 (59) 2 (40)

Ex-Nikotin 13 (17) 0 (0)

Aktuell 19 (24) 3 (60)
Hamorrhagie 2 (3) 0 (0)
Diabetes mellitus

Typ | 1(1) 1 (20)

Typ Il 16 (21) 0 (0)
HRST* 13 (17) 2 (40)
Fettstoffwechselstorung 27 (35) 1 (20)
Pulmonale Hypertonie 12 (15) 1 (20)
Arterielle Hypertonie 60 (77) 2 (40)
NYHA®

I 15 (19) 1 (20)

Il 24 (31) 3 (60)
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Biologischer AKE Mechanischer AKE
Merkmal

Mittelwert * SD Mittelwert £ SD
oder n (%) oder n (%)
[l 36 (46) 1 (20)
A\ 3 (4) 0 (0)
Lebererkrankung 2 (3) 0 (0)
Lungenerkrankung 11 (14) 1 (20)
Bikuspide Aortenklappe 14 (18) 2 (40)
Euroscore I, % 1,44 + 0,51 0,81 £ 0,29
'Body-Mass-Index, ’Koérperoberfliache, *Koronare Herzerkrankung,
*Herzrhythmusstérung, *New York Heart Association

*KOF berechnet nach Dubois.

Da die vorliegende Arbeit weder mit Medikamenten noch mit Laborwerten der
Patienten gearbeitet hat, sind diese Daten im Anhang zu finden (Tabelle 7.1 -
Tabelle 7.4)

Abbildung 3.2 zeigt den Verlauf von Kreatinin zum eGFR bei allen Patienten mit

isolierten AKEs. Dabei sind Frauen rot und Mannern blau gekennzeichnet.

400~

== Frauen

=== Manner

300

200+

eGFR [ml/min]

100+

L] L]
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5

Serum Kreatinin

Abbildung 3.2: Kreatinin und eGFR nach MDRD-Formel fiir alle Patienten mit
isolierten AKEs.

Die eGFR wurde mithilfe der MDRD-Formel berechnet: GFRusnner =175 X
Kreatinin™'** x Alter®?®, GFRgauen = 175 x Kreatinin™'%* x Alter®?® x 0,742
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3.1.3 OP-Ergebnisse
In der nachfolgenden Tabelle werden die operativen Daten der Patienten mit
biologischen AKEs denen der Studienteiinehmer mit mechanischen AKEs

gegenubergestellt Tabelle 3.2.

Tabelle 3.2: Operative MaBnahmen.
biologische AKEs mechanische AKEs

Mittelwert + SD Mittelwert * SD
oder n (%) oder n (%)
OP-Dauer, min 177 + 51,2 206 + 54,1
EKZ'-Dauer, min 102 + 33,2 121 £ 29,6
Aortenklemmzeit, min 68,9 + 22,8 85,4 +21,7
Plegieart
Brettschneider 30 (38) 2 (40)
Calafiore 48 (62) 3 (60)
oenialonsek 44 ) 2 60
) 34 (44) 3 (60)
supraanular
Erweiterungsplastik 3 (4) 1(20)
ja 75 (96) 4 (80)
nein

'Extrakorporale Zirkulation

In
Tabelle 3.3 sind intraoperativ festgestellte Eigenschaften der stenosierten AV

aufgefuhrt.

Tabelle 3.3: Eigenschaften der AV.

biologische AKEs mechanische AKEs
Mittelwert + SD Mittelwert + SD
oder n (%) n (%)
KaI2|f|zj|aerung 78 (100) 5 (100)
nein i )
Vegetation i )
ja
nein 78 (100) 5 (100)
Klappenanomalien
primar bikuspid 2 (3) 1 (20)
sekundar bikuspid 14 (18) 1 (20)
quadrikuspid 1(1) -
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biologische AKEs mechanische AKEs

Mittelwert £ SD Mittelwert + SD
oder n (%) n (%)
keine 61 (78) 3 (60)

Die verwendeten Klappenprothesen sind nachfolgend in Tabelle 3.4 aufgeflhrt.

Tabelle 3.4: Aortenklappenprothesen.

Biologischer Mechanischer
Aortenklappenprothesen AKE AKE
n (%) n (%)
Mechanische Prothesen
Regent AGN -751 3 (60)
Medtronic Aortic AP 360 2 (40)
Biologische Prothesen 78
SJIM Trifecta 13 (17)
SJIM Trifecta GT 8 (10)
Edwards Magna Ease 3300 TFX | 29 (37)
Edwards Intuity Elite 25 (32)
Edwards Perimount 2800 2 (3)
Sorin Perceval S 1(1)

Perioperativ wurde bei jedem Patienten individuell abgeschatzt, welche
KlappengroRe am besten geeignet war. Die Verteilung der verwendeten

Klappenprothesengrofien sind in Tabelle 3.5 angegeben.

Tabelle 3.5: GroRBen der Klappenprothesen.

GroRe der Klappenprothese, cm n (%)
Biologischer AKE
19 4 (5)
21 20 (26)
23 31 (40)
25 16 (20)
27 7(9)
Mechanischer AKE
21 1 (20)
22 1 (20)
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GroRe der Klappenprothese, cm n (%)

23 2 (40)

24 1(20)

Weitere Ergebnisse der intensivmedizinischen Daten, die in dieser Arbeit nicht
berucksichtigt wurden, sind im Anhang in Tabelle 7.5 -
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Tabelle 7.6 zu finden

3.1.4 Echokardiographische Ergebnisse

TTE beim biologische AKE
Die Ergebnisse der TTEs von Patienten mit biologischen (Tabelle 3.6) AKE sind
nachfolgend aufgefiihrt.

Tabelle 3.6: Echokardiographische Daten der biologischen AKEs.

Mittelwert £ SD oder n (%)
Messparameter, Einheit

n u4 us
EF', % 59,2 + 6,57 59,3 + 5,05 60,6 + 4,66
LVEDD?, mm 48,1+ 3,72 47,1+ 3,08 48,1 + 3,44
LVESD®, mm 32,3+5,29 32,4+3,78 30,5+ 4,17
EDD* Septum, mm 14 + 2,25 13,5+ 2.16 12,6 + 1,66
EDD4 Vorderwand, mm 11,6 + 1,57 11,1 £ 1,61 10,9 + 1,31
EDD* Hinterwand, mm 11+1,23 10,6 + 1,31 10,4 + 1,12
Ppeak’, MMHg 69,3 + 21 17,6 £ 6,02 17,3 £ 5,89
Prmean’, MMHg 41,7 +13,8 10 + 3,34 9,07 + 3,02
EOA’, cm? 0,74+ 0,12 1,95 + 0,24 1,94 + 0,25
Vinaxs, M/s 4,12 0,62 2,07 +0,35 2,05+ 0,34

Scherstress (VmaX/LV-EFg) 0,07 £ 0,01 0,04 + 0,01 0,03 £ 0,01
A|10

Grad | 40 (51) 2 (3) 2 (3)
Grad Il 15 (19) 0 (0) 0 (0)
Grad Ill 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Grad IV 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Typ zentral 55 (71) 2 (3) 2 (3)
Typ paravalvular 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Typ kombiniert 0 (0) 0 (0) 0 (0)

1Ejektionsfraktion, Zlinksventrukuldrer enddiastolischer Durchmesser, 3links-
ventrikuldrer endsystolischer Durchmesser, ‘enddiastolischer Durchmesser,
*maximaler Gradient, °mittlerer Gradient, ’effektive Offnungsfliche, ®maximale
Flussgeschwindigkeit, °‘linksventrikulire Ejektionsfraktion, '°Aortenklappen-
insuffizienz

Der Ubersicht halber sind die p-Werte zu den einzelnen Zeitpunkten der TTE-Daten
bei biologischen AKEs in Tabelle 3.7 aufgefuhrt. FUr die Tests wurde ein One-way

Anova verwendet. Signifikante Ergebnisse sind fett markiert.
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Tabelle 3.7: Statistische Signifikanz der Anderungen der echokardiographischen
Daten bei biologischen AKEs.

p-Wert

Messparameter

| U1 zu U4 U1 zu U5 U4 zu U5
EF' 0,99 0,25 0,3
LVEDD? 0,16 < 0,99 0,16
LVESD? 0,99 0,03 0,02
EDD* Septum 0,28 < 0,0001 0,02
EDD4 Vorderwand 0,1 0,01 0,68
EDD* Hinterwand 0,1 0,01 0,56
Preak’ < 0,0001 < 0,0001 0,99
Pmean’ < 0,0001 < 0,0001 0,77
EOA’ < 0,0001 < 0,0001 0,95
Vinax® < 0,0001 < 0,0001 0,96
Scherstress (VmaX/LV-EFg) < 00,0001 < 0,0001 < 00,0001

1Ejektionsfraktion, 2linksventrukuliarer enddiastolischer Durchmesser, ‘links-
ventrikuldrer endsystolischer Durchmesser, “enddiastolischer Durchmesser,
*maximaler Gradient, ®mittlerer Gradient, effektive Cffnungsfléiche gmaximale
Flussgeschwindigkeit, %linksventrikulire Ejektionsfraktion

Es konnte gezeigt werden, dass Veranderungen der myokardialen Messwerte erst
zum Zeitpunkt drei Monate nach Operation zu zeigen waren. Zudem wurde deutlich,
dass sich die Pumpfunktion von pra- zu post-OP nicht signifikant verandert hatte.
Die linksventrikularen Durchmesser zeigten enddiastolisch gemessen keine
signifikanten Veranderungen, wohingegen sich die endsystolischen Werte
innerhalb der drei Monate post-OP signifikant verringerten. Auch die Septumdicke
nahm innerhalb dieser drei Monate deutlich ab, sowie die EDD Vorderwand und
Hinterwand von U1 zu U5 ebenso abnahmen. In Anbetracht der valvularen
Parameter, konnte gezeigt werden, dass sich die Druckgradienten, die
Maximalgeschwindigkeit und die KOF sofort nach AKE signifikant verbesserten und

danach keine deutlichen Veranderungen innerhalb der darauffolgenden drei Monate
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zeigten. Nur der Scherstress verringerte sich signifikant sowohl von pra- zu post-
OP als auch von U4 zu U5.

TTE beim mechanischen AKE
Die Ergebnisse der TTEs von Patienten mit mechanischen (Tabelle 3.8) AKE sind
nachfolgend aufgeflihrt.

Tabelle 3.8: Echokardiographische Daten der mechanischen AKEs.

Messparameter, Einheit Mittelwert £ SD oder n (%)

U1 u4 us

EF'. % 56,2 + 9,56 58,2 + 3,71 61,6 +2,87
LVEDD?, mm 546 + 3,38 51+2,53 50,8 + 3,71
LVESD?, mm 35,6 + 5,54 31,8+ 2,04 31,6 + 2,65
EDD* Septum, mm 13,9+ 1,56 13,8 +0,98 13,9+ 1,22
EDD4 Vorderwand, mm 11,5+ 1,67 12,6 + 1,36 11,8 +0,75
EDD* Hinterwand, mm 12,1+ 1,11 12+1,1 11,2+0,5
ppeakf’, mmHg 78 +21,8 21,8 +5,31 219+7,58
Pmean’, MMHg 45 + 10,7 15+ 3 12 + 2,92
EOA’, cm? 0,74 +0,2 1,88+ 0,17 2,25+ 0,05
Vinax’, M/s 4,37 + 0,61 2,32 +0,28 2,31 +0,37
Scherstress (VmaX/LV-EFg) 0,08 + 0,03 0,04 + 0,01 0,04 +0
A|10

Grad | 1 (20) 0 (0) 1 (20)

Grad |l 2 (40) 0 (0) 0 (0)

Grad Il 0 (0) 0 (0) 0 (0)

Grad IV 0 (0) 0 (0) 0 (0)

Typ zentral 3 (60) 0 (0) 1 (20)

Typ paravalvular 0 (0) 0 (0) 0 (0)

Typ kombiniert 0 (0) 0 (0) 0 (0)

1Ejektionsfraktion, Zlinksventrukulirer enddiastolischer Durchmesser, 3links-
ventrikuldrer endsystolischer Durchmesser, ‘enddiastolischer Durchmesser,
*maximaler Gradient, °mittlerer Gradient, “effektive Offnungsfliche, maximale
Flussgeschwindigkeit, °‘linksventrikulire Ejektionsfraktion, '°’Aortenklappen-
insuffizienz
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Auch bei den mechanischen AKEs sind die p-Werte zu den einzelnen Zeitpunkten
der echokardiographischen Daten fir eine bessere Ubersicht in Tabelle 3.9
aufgefuhrt. Auch hier wurden One-way Anova verwendet und signifikante
Ergebnisse fett markiert.

Tabelle 3.9: Statistische Signifikanz der Anderungen der echokardiographischen
Daten bei mechanischen AKEs.

p-Wert
Messparameter
| U1 zu U4 U1 zu U5 U4 zu U5

EF' 0,87 0,38 0,67
LVEDD? 0,23 0,2 0,99
LVESD? 0,28 0,25 0,99
EDD* Septum 0,99 0,99 0,99
EDD4 Vorderwand 0,41 0,93 0,61
EDD* Hinterwand 0,98 0,32 0,4

Preak’ < 0,0001 < 0,0001 0,99
Prmean’ <0,0001 < 0,0001 0,76
EOA’ < 0,0001 < 0,0001 0,01
Vinax® < 0,0001 < 0,0001 0,99
Scherstress (VmaX/LV-EFg) 0,01 0,01 0,99

'Ejektionsfraktion, %linksventrukulérer enddiastolischer Durchmesser,

3linksventrikulirer endsystolischer Durchmesser, 4endql_iastolischer Durchmesser,
’maximaler Gradient, ®mittlerer Gradient, ’effektive Offnungsflache, 8maximale
Flussgeschwindigkeit, ’linksventrikulire Ejektionsfraktion

Bei den mechanischen AKEs konnten von pra- zu post-OP keine signifikanten
Unterschiede in den myokardialen Messparametern festgestellt werden. Lediglich
samtliche valvulare Parameter zeigten von pra- zu post-OP signifikante
Verbesserungen der Klappenwerte, jedoch ohne Veranderungen zwischen U4 und
U5. Nur bei der KOF gab es zusétzlich einen signifikanten Unterschied von U4 zu
U5, die wahrscheinlich bei einer geringen n-Zahl durch Messvarianz zu erklaren

sind.
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3.2 Exosomen

3.2.1 Charakterisierung der isolierten Exosomen mittels Western Blot

Zur naheren Charakterisierung wurden bei sechs stichprobenartig ausgewahlten
Patienten Western Blot Analysen fir exosomenspezifische Marker durchgefihrt.
Exemplarisch sind zwei Charakterisierungen reprasentativer Patienten in Abbildung
3.3 dargestellt. Es wird deutlich, dass die isolierten Exosomen sowohl die
Tetraspanine CD9 und CD63 als auch das Hitzeschockprotein HSP70 aufweisen.
Da diese Analysen nur zum Nachweis von Exosomen in den gemessenen Proben
zu allen Zeitpunkten dienten, wurde keine semiquantitative Auswertung
durchgefuhrt.

U1 U2 U3 U4 US U1 U2 U3 U4 US

—-—
- -
2Bk . DD - - CD)

SR — 4

70 kDa CD63

Abbildung 3.3: Exosomencharakterisierung mittels Western Blots.

Reprasentative Western Blots von zwei Patienten an U1-U5 fiir die spezifischen
Exosomenmarker CD9, CD63 und HSP70. Reprasentativ sind 2 von 6 n dargestellit.

3.2.2 Nachweis der Exosomen mittels Elektronenmikroskopie
Auch mit der Elektronenmikroskopie konnte bestatigt werden, dass eine Vielzahl
von Exosomen in den gemessenen Suspensionen vorlag. Dazu wurden bei funf

stichprobenartig ausgewahlten Patienten zu Zeitpunkt U1
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elektronenmikroskopische Aufnahmen angefertigt. Die charakteristische runde
Form und die GréRRe von 20-150 nm konnte hierbei bestatigt werden. Exemplarisch
ist eine Probe eines reprasentativen Patienten in Abbildung 3.4 dargestellt.

Abbildung 3.4: Exosomencharakterisierung mittels Elektronenmikroskopie.

Exemplarische elektronenmikroskopische Analyse der Exosomen an U1 in 100 nm
VergroBerung. Die Exosomen zeigen sich als unterschiedlich groRe, runde, scharf
begrenzte, weiRe Punkte in der Elektronenmikroskopie.

3.2.3 Effektivitat der Exosomenisolation mittels ExoQuick

Nach Fallung der Exosomen mittels ExoQuick wurden die Restuberstande durch
NTA mit dem ZetaView gemessen. Dabei lagen die Ergebnisse unterhalb der
Nachweisgrenze, sodass keine Partikel gemessen werden konnten. Dadurch
konnte bestatigt werden, dass der Grolteil aller Exosomen durch die Isolation gefallt

wurden.

3.2.4 GroBenbestimmung durch Nanoparticle Tracking Analyse

Bei jeder Messung durch NTA am ZetaView wurde neben der Anzahl der Partikel
auch die GroRRe der gemessenen Partikel (Tabelle 3.10, Abbildung 3.5) bestimmt.
Diese bestatigt die GroRenordnung von Exosomen zwischen 20-150 nm.
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Tabelle 3.10: Mittlerer Durchmesser der Exosomen aller isolierten AKE-Patienten.

Mittelwerte £+ SEM

U1 U2 U3 U4 us
Durchmesser Inm 142,93 149,91 149,64 143,32 144,36
u [nm] + 13,64 + 13,23 + 13,96 +12,13 +12,23
1400~
139,3
1200~
1000~
r=
S 800-
c
<
3
3 600~
(o)
[72]
0
< 400-
200-
0= i | ] | | I T
0 50 100 150 200 250 300 400 450 500

Durchmesser [nm]

Abbildung 3.5: Gr6BRenbestimmung der Exosomen.

Gezeigt ist eine reprasentative Messung der NTA an U1 mit dem ZetaView. Bei dieser
Probe liegt der Modalwert der gemessenen Partikel bei einem Durchmesser von

139,3 nm.
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3.3 Gesamtverlauf der Exosomen bei Patienten mit AKE

Uber den gesamten Zeitraum U1-U5 wurde der Verlauf der Exosomenanzahl
beobachtet (Abbildung 3.6). Im Mittel nahm die Anzahl der Exosomen von U1 zu U2
ab. An U3 wurde die geringste Exosomenanzahl beobachtet. Eine Woche spater an
U4 stieg der Wert leicht Uber auf das Ausgangsniveau von U1 an und stabilisierte
sich drei Wochen post-OP an U5 auf das Level von U1.

Im Folgenden beziehen sich alle Angaben Uber die Anzahl der Exosomen auf einen
Milliliter.

2.5%10% F
[ biclogisch
[ mechanisch
2.0x10%4
=
o
§ 1.5%10% T
] | .
E 1.0%10° —~ | -
< il * | | J
5.0%10°%4 l ke
1
u "c L] L] L | | ] | ] L | ] | |
u1 uz u3 u4 us
Untersuchungszeitpunkt

Abbildung 3.6: Gesamtverlauf der Anzahl der Exosomen.

Dargestellt sind die Anzahl der Exosomen (Median + IQR und Mittelwert (+)) der
gesamten Patientenkohorte (n = 78) von U1 bis U5. In dunkelgrau sind die Patienten
mit biologischen und in hellgrau die mit mechanischen AKEs dargestellit.

Wenn die Mittelwerte der Patienten mit biologischen und mit mechanischen AKEs
gegeneinander betrachtet wurden, so wurde deutlich, dass der Verlauf beider
Gruppen nahezu identisch war und sich nur hinsichtlich ihrer Signifikanzen
unterschied, vermutlich weil die Anzahl der Patienten mit mechanischen AKEs zu

gering war.

Der Ubersichtlichkeit halber sind die p-Werte des Gesamtverlaufs der Exosomen in
Tabelle 3.11 zusammengefasst. Diese wurden mittels Anova bestimmt. Signifikante

Ergebnisse sind fett gedruckt.
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Tabelle 3.11: Statistische Signifikanz der Anderungen der Exosomenzahl.

p-Wert

biologischer AKE' | mechanischer AKE
U1 zu U2 0,001 > 0,99
U1 zu U3 < 00,0001 0,22
U1 zu U4 0,83 0,53
U1 zu U5 0,35 0,75
U2 zu U3 < 00,0001 0,24
U2 zu U4 <0,0001 0,5
U3 zu U4 < 00,0001 0,01
U3 zu U5 < 00,0001 0,84
U4 zu U5 0,03 0,09

'Aortenklappenersatz

Bei den Patienten mit biologischem AKE war der Abfall zwischen U1 und U2 hoch
signifikant (p = 0,001), der Abfall von U2 auf U3 sowie der erneute Anstieg bei U4
waren jeweils hochst signifikant (p < 0,0001) und das Erreichen von U4 zu U5 auf
des Ausgangsniveaus U1 zeigte signifikante Ergebnisse (p =0,032). Bei den
Patienten mit mechanischem AKE wurden lediglich an U3 zu U4 eine signifikante
(p < 0,012) Zunahme der Exosomenanzahl beobachtet. Letztendlich gab es von U1

zu U5 keinen signifikanten Unterschied hinsichtlich der Exosomenzahl.

Die Ausgangsmenge der Exosomen bei den Patienten war sehr variabel. Um die
Verlaufe besser beurteilen zu konnen, wurden daher Deltawerte berechnet. Die
Deltawerte setzen die einzelnen Zeitpunkte immer jeweils im Vergleich zum
Ausgangswert an U1 (Abbildung 3.7). So hatte ein Patient A im Verlauf U1 - U5
beispielsweise immer mehr Exosomen als ein Patient B. Um die individuellen
Differenzen des einzelnen Patienten beurteilen zu konnen, wurden daher
Deltawerte zur Auswertung herangezogen. Die Anzahl der Exosomen der
Zeitpunkte U2 bis U5 wurden dabei jeweils als Differenz zum Ausgangswert U1
dargestellt. U1 diente demnach als Bezugswert und findet sich in den Graphen auf
der x-Achse bei null wieder. Die Mittelwerte zeigten auch hier den gleichen Verlauf
wie oben in Abbildung 3.6.
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Abbildung 3.7: Anzahl der Exosomen im Bezug zu U1.

In dieser Abbildung sind die Exosomenzahlen der einzelnen Patienten in Relation zu
jeweiligen Ausgangswerten an U1 veranschaulicht. Dunkelgrau stellt die Patienten
mit biologischen und hellgrau die mit mechanischen AKEs dar. Die Abbildung
bestatigt, dass die Exosomenzahl zum Zeitpunkt U3 abnimmt und zu U5 wieder zu
Ausgangswerten (U1) zuriickkehrt.

Fur alle folgenden Auswertungen wurden ausschlieRlich die Ergebnisse der
Zeitpunkte U1, U4 und U5 verwendet, um pra- und postoperative Werte zu
reprasentieren. Die Zeitpunkte U2 und U3 wurden wegen mehrerer Grunde
ausgeklammert. Einen wichtigen Faktor spielte die Art der Blutabnahme. Wahrend
die Blutentnahme an U1, U4 und U5 durch einen Butterfly erfolgte, wurde an U2
und U3 durch die Schleuse und somit durch einen Zugang mit deutlich groRerem
Durchmesser abgenommen. Zudem spielen viele weitere medizinische Variablen
an U2 und U3 mit, wie FlUussigkeitstransfusionen perioperativ, intraoperativer
Blutverlust und etwaige Bluttransfusion. Durch diese klinischen Faktoren wirden

die Streuung und die Fehleranfalligkeit zu gro® werden.
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3.4 Zusammenhang zwischen demographischen Daten und

Anzahl der Exosomen

3.4.1 Zusammenhang zwischen Geschlecht und Anzahl der Exosomen

Zur Uberpriifung, ob es einen Zusammenhang zwischen dem Geschlecht und der
Anzahl der Exosomen gab, wurden die Patienten in mannlich und weiblich aufgeteilt
und die Exosomenanzahlen gegenubergestellt. Es konnten hierbei keine

signifikanten Unterschiede festgestellt werden (Abbildung 3.8).

1.5%10%=
_ns. Bl mannlich

_ns. i weiblich

1.0%10°=

5.0%108=

Anzahl Exosomen

0.0-

Pra-OP Post-OP

Untersuchungszeitpunkt

Abbildung 3.8: Zusammenhang zwischen Geschlecht und Anzahl der Exosomen.

Dargestellt sind die Exosomenanzahlen am Aufnahmetag U1 (Pr&-OP) und drei
Monate nach der OP an U5 (Post-OP) jeweils fiir mannliche (dunkelgrau) und
weibliche (hellgrau) Patienten. Pra-OP hatten tendenziell Mdnner mehr und post-OP
Frauen mehr Exosomen im Blutserum.

3.4.2 Zusammenhang zwischen Alter und Anzahl der Exosomen

Pra- und postoperativ wurde die Anzahl der Exosomen in Relation zum Alter der
Patienten an U1 analysiert. Wie in Abbildung 3.9 ersichtlich, konnten weder an U1
(p=0,18), noch an U5 (p=0,35) signifikante Assoziationen zum Alter

nachgewiesen werden.
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Abbildung 3.9: Exosomenzahlen an U1 (A) und U5 (B) in Relation zu dem Alter.

Abbildung 3.10 zeigt den Zusammenhang zwischen Alter und Stenosegrad: Der

Pmean @an U1 war bei jungeren Patienten signifikant héher als bei alteren (p = 0,04).
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Abbildung 3.10: Zusammenhang zwischen Alter und pyean an U1.

3.4.3 Zusammenhang zwischen Body-Mass-Index und Anzahl der Exosomen
Im Folgenden wurde untersucht, ob die Anzahl der Exosomen mit dem pra-OP
Body-Mass-Index (BMI) korrelierte. Als Normalgewichtiger galt man mit einem

BMI < 25 kg/m®. Die Anteile der BMI-Gruppen an der Studienpopulation ist der
Tabelle 3.12 zu entnehmen.

48



Tabelle 3.12: Anteile der BMI-Gruppen.

BMI in kg/m? n (%)
Normalgewichtig 18 - 25 24 (31)
Praadipositas 25-30 30 (38)
Adipositas > 30 24 (31)
Grad | 30-35 17 (71)
Grad Il 35-40 6 (25)
Grad lll > 40 1(4)

Der BMI hatte weder eine Relation zu der Exosomenzahl an U1 (p = 0,178) noch

an U5 (p = 0,72), jedoch eine sehr signifikante (p = 0,002) zwischen der Exosomen

Ratio U5/ U1 und dem BMI an U1 (Abbildung 3.11)
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Abbildung 3.11: Zusammenhang zwischen BMI und Anzahl der Exosomen.

Abgebildet sind die Anzahl der Exosomen an U1 (A) und U2 (B) nach BMI und die
Ratio der Exosomen von U5 zu U1 in Korrelation zu dem BMI an U1 (C).
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3.5 Hamodynamische Auswirkungen auf die Anzahl der

Exosomen

3.5.1 Einfluss des Druckgradienten auf die Anzahl der Exosomen

Zur besseren Ubersicht wurde der Einfluss des Druckgradienten auf die Anzahl der
Exosomen dargestellt, indem die Patienten in drei Untergruppen gemald ESC
kategorisiert wurden: Patienten mit pmean < 30 mmHg, pmean = 30 - 50 mmHg und

Pmean > 50 mmHg.
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Abbildung 3.12: Einfluss des praoperativen Druckgradienten auf die Anzahl der
Exosomen.

Gegeniibergestellt sind die Anzahl der Exosomen pra- und postoperativ an U5,
aufgeteilt nach gemessenen transvalvuldaren Druckgradienten an U1. Die Aufteilung
erfolgte gemaR ESC nach ppyean an U1.

In Abbildung 3.12 konnte kein Zusammenhang zwischen Anzahl der Exosomen und
Druckgradienten, weder pra- noch post-OP, erkannt werden. Hier wurde auch
deutlich, dass sich U4 weniger als post-OP-Wert eignete als U5, da an U4 noch
mehr Schwankungen bestanden. Diese nahmen an U5 ab und optimierten so die

Vergleichbarkeit.

Um genauere Aussagen Uber das Verhalten der Exosomen treffen zu kénnen,

wurde die Anzahl der Exosomen sowohl pra- als auch post-OP in
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Korrelationskurven mit der vmax (Abbildung 3.13) und den Druckgradienten pmax

(Abbildung 3.14) und pmean (Abbildung 3.15) dargestellt.
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Abbildung 3.13: Einfluss der v,,.x auf die Anzahl der Exosomen.

Dargestellt sind die Regressionsgeraden der Exosomenanzahlen und der v, an U1
(A) und U5 (B) sowie die Exosomen Ratio von U5/ U1 und die vi.x an U1 — U5 (C).

In Abbildung 3.13 wird deutlich, dass die Anzahl der Exosomen keine signifikanten
Korrelationen zur vmax hatte. Weder an U1 (p = 0,091) noch an U5 (p =0,413)
konnte eine Tendenz festgestellt werden. Wurde jedoch die Exosomen Ratio
U5/ U1 im Hinblick auf das Ausmal der Veranderung von vmax pra- zu post-OP
untersucht, war eine signifikante Tendenz zu erkennen (p = 0.012): Je deutlicher

die vmax von pra- zu post-OP gesunken war, desto hoher war die Exosomenanzahl
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post-OP im Vergleich zu pra-OP. Somit zeigt sich ein signifikanter umgekehrt
proportionaler Verlauf von Flussgeschwindigkeiten und Exosomenzahl nach AKE
(Abbildung 3.13 C).
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Abbildung 3.14: Einfluss des pmax auf die Anzahl der Exosomen.

Dargestellt sind die Regressionsgraden der Exosomenanzahlen und der pmax an U1
(A) und U5 (B) sowie die Exosomen Ratio von U5/ U1 und die pmax an U1 — U5 (C).

Auch an Abbildung 3.14 wird deutlich, dass kein direkter Zusammenhang zwischen
Exosomenanzahl und pmax, weder an U1 (p = 0,075) noch an U5 (p = 0,521), zu
sehen ist. Die Regressionsgerade in C zeigt, dass mit zunehmender pmax-Differenz
(U1-U5) die Exosomen Ratio (U5 / U1) signifikant stieg (p = 0,01). Patienten, die

einen groéleren Unterschied von pra- zu post-OP in der pmax zeigten, hatten
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dementsprechend post-OP mehr Exosomen als pra-OP, was logischerweise dem

0.g. Ergebnis hinsichtlich vmax entspricht.
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Abbildung 3.15: Einfluss des pnean auf die Anzahl der Exosomen.

Gegeniibergestellt sind jeweils die Exosomenanzahlen in Korrelation mit dem ppean
an U1 (A) und U5 (B) sowie die Ratio von U5/ U1 aufgetragen zum pyean an U1 - U5
(C).

Wie in Abbildung 3.15 dargestellt, ahneln die Ergebnisse der mittleren Gradienten
den zuvor genannten Ergebnissen fur Maximalgradienten sowie -geschwindigkeit.

Lediglich eine statistische Signifikanz wird knapp verfehlt (Abbildung 3.15 C).
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3.5.2 Einfluss der EOA auf die Anzahl der Exosomen
Um herauszufinden, ob die KOF eine Auswirkung auf die Anzahl der Exosomen

hatte, wurde die EOA in Korrelation zur Exosomenanzahl gesetzt.
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Abbildung 3.16: Einfluss der EOA auf die Anzahl der Exosomen.

Dargestellt sind die Regressionsgraden der Exosomenanzahlen und der EOA an U1
(A) und U5 (B) sowie der Exosomen Ratio von U5/ U1 und der EOA an U1 - U5 (C).

Anders als die oben genannten signifikanten Ergebnisse gibt es keine signifikante
Korrelation zwischen der EOA (U5-U1) und der Exosomen Ratio (U5/U1)
(p =0,8702). Auch die EOA an U1 (p =0,6704) und U5 (p = 0,8212) korrelierten
nicht mit der Anzahl der Exosomen (Abbildung 3.16).
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3.5.3 Einfluss des Scherstresses auf die Anzahl der Exosomen

Scherstress ist definiert als Verhaltnis zwischen Vnax und EF im linken Ventrikel
(LV), also Vmax/LV-EF. Abbildung 3.17 zeigt, dass sich der Scherstress
antiproportional zur EOA verhielt. Je kleiner die EOA war, desto starker ausgepragt
war der Scherstress (p < 0,0001).

1.5-

p <0,0001

EOA [cm?] (U1)

0.0

0.04 0.06 0.08 0.10 0.12

Scherstress v .. /LV-EF [cm?/%] (U1)

max

Abbildung 3.17: Verhéltnis von Scherstress an U1 zur EOA an U1.

Um herauszufinden, ob der Scherstress einen Einfluss auf die Anzahl der
Exosomen hatte, wurde ein Korrelationsplot zwischen der Anzahl der Exosomen
und dem Scherstress an U1 und U5 dargestellt. Abbildung 3.18 zeigt, dass auch
der Scherstress und die Anzahl der Exosomen weder an U1 (p = 0,444) noch an U5
(p = 0,192) signifikant korrelierten. Jedoch ist ein signifikanter Zusammenhang
zwischen dem Verhaltnis der Exosomenanzahl von U5 zu U1 und der Differenz des
Scherstresses von U1 zu U5 (p = 0,01) erkennbar. Wenn der Scherstress post-OP
stark gesunken war, stieg die Anzahl der Exosomen post-OP an. Andersrum sank

die Exosomenanzahl post-OP, wenn der Scherstress nur wenig reduziert wurde.
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Abbildung 3.18: Einfluss des Scherstresses auf die Anzahl der Exosomen.

Dargestellt sind die Zusammenhange zwischen Exosomenanzahlen und
Scherstresses an U1 (A) und U5 (B) sowie zwischen Exosomen Ratio von U5 / U1 und
Scherstress von U1 - U5 (C).

3.5.4 Einfluss des Patienten-Prothesen-Mismatchs auf die Anzahl der
Exosomen

Ein Patienten-Prothesen-Mismatch liegt vor, wenn die Klappenoéffnungsflache im

Verhaltnis zur Kérperoberflache zu klein ist. Zur Berechnung des indexed orifice

Area (EOAI) werden die EOA und die KOF bendtigt. Es gilt: EOAi = EOA/KOF. Bei

Werten gréler als 0,85 liegt kein PPM vor. Werte zwischen 0,65 und 0,85 definieren
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ein moderates PPM. Liegt der EOAI unter 0,65, handelt es sich um ein schweres
PPM.

Ein moderates PPM wurde an U4 bei zehn und bei U5 bei acht Patienten gemessen.

Ein schweres PPM konnte bei keinem Patienten festgestellt werden (Tabelle 3.13).

Tabelle 3.13: Prothesen-Patienten-Mismatch an U5.

PPM n (%)
kein 70 (90)
mittelgradig 8 (10)
schwer 0 (0)

Um zu analysieren, ob eine Dynamik der Exosomenzahl eine Prognose flur das
Auftreten eines PPM ermdglicht, wurde die Exosomen Ratio von U5 zu U1 mit der

EOAI an U5 in Korrelation gesetzt.

In Abbildung 3.19 kann ein proportionaler Zusammenhang zwischen der EOAI an
U5 und der Exosomen Ratio U5 / U1 beobachtet werden (p = 0,013). Je grolder das
Verhaltnis der Exosomenanzahl von U5 zu U1 ist, desto hdher ist die EOAI und
somit unwahrscheinlicher ein PPM. Interessanterweise wurde bei allen Patienten
mit einem errechneten PPM (EOAI < 0,85) eine Abnahme der Exosomenzahl von
U1 zu U5 beobachtet.

58



2.0- schweres: moderates :

— PPM i PPM p=0,013
- s s
n
=
2
T
14
c
o
£
o
o
o
X
w
0.0 - - Y 1
0.65 0.85 1 1.25 1.50
EOAI (US5)

Abbildung 3.19: Relation zwischen der EOAi an U5 und der Exosomen Ratio U5/ U1.

Ein aufgetretenes Prothesen-Patienten-Mismatch (PPM) ist hier anhand der indexed
effective orifice area (EOAI) ablesbar. EOAi-Werte < 0,85 und > 0,65 zeigen ein
moderates PPM (acht Patienten) und Werte < 0,65 (keine Patienten) wiirden ein
schweres PPM zeigen.

Nach Analyse der Gesamtgruppe mit signifikantem Ergebnis wurden die Patienten
getrennt und gruppiert nach ihren praoperativen pmean betrachtet, um innerhalb der
Gruppen detailliertere Aussagen treffen zu kénnen.

Abbildung 3.20 zeigt die Korrelationen zwischen der EOAi und der Exosomen Ratio
U5 / U1 von leichtgradigen, mittelgradigen und hochgradigen AS. Die Einteilung
erfolgte nach ESC. Nur die Patienten mit hochgradigen Stenosen unterstutzen die
0.9. Aussage der Gesamtgruppe, dass postoperativ sinkende Exosomenzahlen ein

PPM wahrscheinlicher machen.
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Abbildung 3.20: Einfluss des Druckgradienten auf die Relation zwischen EOAi an U5
und Exosomen Ratio U5 zu U1.

Auch hierbei definiert ein indexed effective orifice area (EOAI) < 0,85 das Auftreten
eines Prothesen-Patienten-Mismatch (PPM). Rot (Dreieck) stellt die Patienten mit
hochgradigen AS, blau (Kreis) die Patienten mit mittelgradigen und griin (Viereck)
die Patienten mit leichtgradigen AS dar. Die Klassifikation erfolgt nach ESC durch
die pmean-Werte von U1.

Die Patienten mit hochgradiger AS (rot) zeigten eine sehr signifikante Korrelation
(p = 0,001) zwischen der Exosomen Ratio U5/ U1 und der EOAI an U5. Je starker
die Exosomenzahl von pra- zu postoperativ abfielen, desto kleiner war die EOAIi und
desto wahrscheinlicher war das Auftreten eines PPMs. Bei Patienten mit
mittelgradigen (p = 0,141) oder leichten AS (p =0,601) waren die gleichen
Tendenzen erkennbar, jedoch ohne statistische Signifikanz.
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4 Diskussion

4.1 Exosomen in der kardiovaskularen Medizin
Anders als Exosomen wurde das Verhalten von MPs bereits in der kardiovaskularen
Forschung und speziell auch bei Patienten mit AS beschrieben. Nun sollten

Exosomen als weitere Untergruppe der EVs weitergehend untersucht werden.

Diese Arbeit ist die erste, die sich spezifisch mit dem perioperativen Verlauf von
Exosomen nach einem konventionellen Aortenklappenersatz zur Behandlung der
AS fokussiert. Daher wurde in dieser Arbeit nach mdglichen Einflussfaktoren auf die
Anzahl der Exosomen gesucht. Es sollte analysiert werden, in welchen Situationen
oder Zustanden Exosomen mehr oder weniger ausgeschuttet werden, und ob es
einen spezifischen Verlauf der Exosomenanzahl Uber die Zeit gibt. Aus diesen
Ergebnissen sollte geschlossen werden, ob Exosomen als Verlaufsmarker fir
Patienten mit AS von Bedeutung sind, und ob die Anzahl der Exosomen womaoglich
einen pradiktiven Wert im Hinblick auf Komplikationen oder Outcome der AKE-OP

haben konnte.

Um die anfangliche Hypothese zu beantworten, dass die Anzahl der Exosomen von
demographischen und hamodynamischen GrofRen beeinflusst werden koénnten,
wurden das Geschlecht, das Alter und der BMI, sowie Vmax, Pmean, Scherstress und

PPM im Hinblick auf Exosomenveranderungen untersucht.
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4.2 Verlauf der Exosomen

Uber den Untersuchungszeitraum zeigte sich ein charakteristischer Verlauf der
Exosomenzahlen. Unmittelbar post-OP fiel die Anzahl ab, stieg sieben Tage spater
etwas Uber den Ausgangswert und erholte sich auf diesen nach drei Monaten.
Zunachst sollte jedoch geklart werden, ob jeder Patient vergleichbar viele
Exosomen hatte und ob das Level der Exosomenzahl eines jeden Patienten Uber
den Verlauf gleichblieb. Es gab eine grol3e Varianz zwischen den Exosomenzahlen
der einzelnen Patienten. So hatten beispielsweise einige Patienten konsequent
uber alle Zeitpunkte niedrigere Exosomenzahlen als der Rest. Unabhangig vom
Ausgangswert konnten allerdings bei allen eingeschlossenen Patienten eine
ahnliche Verlaufskurve nachgewiesen werden. Durch die gro3e Streuung der
individuellen Ausgangswerte der Exosomenzahl ist es bisher noch nicht moglich,

einen allgemein gultigen Normwert zu etablieren.

Bei biologischem AKE gab es einen signifikanten Unterschied in der Anzahl der
Exosomen von U1 zu U2. Obwohl es sich bei beiden um pra-OP-Werte handelte,
differierten sie signifikant mit einem Abfall an Exosomen von Aufnahmetag zum
Zeitpunkt unmittelbar vor der OP. Mdoglicherweise spielte die Abnahmeart eine
gewisse Rolle. Auffallig war, dass die beiden niedrigsten Werte, an U2 und U3,
beide jeweils durch Abnahme durch die Schleuse erfolgte. Die Abnahme durch
einen dunnen Butterflyschlauch kénnte moglicherweise durch darin entstehende
hohere Scherkrafte zu einer gesteigerten Exosomenausschiattung fuhren.
Maglicherweise fluhrten durch Vakuum ausgeldste hohere Dricke zu einem Zerfall
von Zellen und MPs, die dadurch die Gro3e von Exosomen annehmen konnten.
Diese Zellfragmente hatten sich in der NTA den tatsachlichen Exosomen ahneln
und so zu einer falsch zu hohen Exosomenanzahl fuhren konnen. Durch die
Blutentnahmen allein durch einen Butterfly, koénnte dieses Phanomen

moglicherweise herausgerechnet werden.

Der Abfall von beiden pra-OP-Zeitpunkten zu U3 war hoch signifikant. Die Ursache
hierfur kann aktuell nur hypothetisch beantwortet werden. Wie bereits zuvor
erwahnt, konnte die Abnahme durch die Schleuse zu einem Artefakt gefihrt haben.
Der alleinige artifizielle Effekt der Abnahme durch die Schleuse konnte jedoch auch

ausgeschlossen werden. Denn wenn es keine weiteren Einflisse gegeben hatte,
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hatte der Abfall von U2 zu U3 keine signifikanten Ergebnisse gezeigt, da zu beiden
Zeitpunkten die Blutentnahmen uber eine Schleuse erfolgte. Der niedrige
Exosomenspiegel konnte womaoglich durch eine biophysiologische Reaktion auf die
OP erklart werden. Vielleicht spielte auch der Einsatz der Herzlungenmaschine mit
den verschiedenen Filtersystemen eine Rolle. Festgehalten werden konnte, dass
AKE-Patienten 24h post-OP signifikant weniger Exosomen im Blutserum aufwiesen

als pra-OP.

Da die Studie mit U4 und U5 zwei ahnliche post-OP-Zeitpunkte darstellt, sollte nun
analysiert werden, welcher Zeitpunkt aussagekraftiger war. An U4 gab es eine sehr
starke Streuung der Exosomenzahlen. Diese koénnten durch Storfaktoren wie
Transfusionen, Infusionen, Entziindungs- und Erholungsprozesse innerhalb der
ersten sieben Tage nach der OP erklart werden. Drei Monate post-OP an U5
hingegen lagen invasive medizinische Behandlungen in der Regel in deutlicher
zeitlicher Entfernung. Aus diesem Grund wurde fur die vorliegende Arbeit immer U5
als post-OP-Wert definiert.

Da sich die Exosomenanzahl drei Monate nach AKE nicht signifikant veranderte,
konnte man vermuten, dass die AS selbst keinen Effekt auf die Anzahl der

Exosomen hatte.

Bei den Patienten mit mechanischem AKE zeigte sich ein ahnlicher Gesamtverlauf.
Allerdings konnten hierbei nur signifikante Ergebnisse im Anstieg der
Exosomenzahl von U3 zu U4 gezeigt werden. Der Unterschied in den Signifikanzen

ist wahrscheinlich auf die deutlich kleinere Stichprobe (n = 5) zurtckzufuhren.

Obwohl sich die Patienten mit mechanischen AKEs von denen mit biologischen
AKEs vor allem im Alter unterschieden, war der Gesamtverlauf der Anzahl der
Exosomen doch sehr ahnlich. Die Patienten mit mechanischem AKE waren im
Durchschnitt deutlich junger als die Patienten mit biologischem AKE.
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4.3 Auswirkungen von demographischen Daten auf die Anzahl der

Exosomen
Wenn das Alter, das Geschlecht oder der BMI einen Einfluss auf die Anzahl der
Exosomen hatten, wirde es die Interpretation der Studienergebnisse deutlich

beeinflussen. Daher wurden diese Faktoren im Folgenden untersucht.

Ameling et al. beschrieben signifikante Assoziationen von aus Exosomen isolierten
miRNA mit den Faktoren Geschlecht, Alter und BMI. Diese drei Faktoren schienen
das Ausmald der miRNA stark zu beeinflussen (66). Jedoch wurde die Anzahl der
Exosomen nicht spezifisch betrachtet. Da die miRNA jedoch in Exosomen
transportiert werden, kdnnte auch die Anzahl der Exosomen durch Geschlecht, Alter
und BMI beeinflusst werden. Den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit zufolge hatte
das Alter jedoch keine signifikanten Auswirkungen auf die Anzahl der Exosomen.
Auch das Geschlecht schien keine deutlichen Effekte auf die Exosomenzahlen zu
haben. Passend dazu fanden auch Ivak et al. keine Effekte von Alter und
Geschlecht auf MP-Konzentration (67).

Interessanter wurde es bei Betrachtung des BMIs. In der vorliegenden Arbeit schien
der BMI der Patienten weder pra- noch post-OP einen alleinigen Einfluss auf die
Anzahl der Exosomen zu haben. Betrachtete man jedoch die dynamische
Entwicklung der Exosomenzahlen, konnte gezeigt werden, dass Patienten mit
einem hoheren BMI post-OP signifikant weniger Exosomen hatten als pra-OP. Da
der BMI als alleiniger Faktor keinen starken Einfluss auf die Anzahl der Exosomen
hatte, konnte es an einem Confounder liegen. Mogliche Confounder konnten eine
Hyperlipidamie, ein Diabetes mellitus oder ein erhdohtes OP-Komplikationsrisiko
sein. Adipositas stellt einen Risikofaktor fur Wundheilungsstorung dar. In diesem
Zusammenhang konnten auch zirkulierende Lipide eine Rolle spielen. Diese treten
in Wechselwirkung mit den Exosomen, da diese sowohl Lipide transportieren, als
auch Lipide in ihrer Oberflache tragen (68).

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass Alter und Geschlecht keinen
Einfluss auf die Exosomenzahlen hatten. Der BMI jedoch in der dynamischen
Betrachtung der Exosomenzahl signifikante Assoziation zeigte. Ein niedriger BMI

war mit einem postoperativen Anstieg der Exosomen assoziiert.
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4.4 Hamodynamische Auswirkungen auf die Anzahl der

Exosomen
Exosomen werden von kardialen und vaskularen Zellen sezerniert (69, 70) und
steuern die interzellulare Kommunikation zwischen endothelialen Zellen und glatten
Muskelzellen (71). Der operative AKE fuhrte in dieser Studie bei allen Patienten zu
einer hamodynamischen Erholung der praoperativen AS. Da Diehl et al. bei
Patienten mit schweren AS ein signifikant hdheres Level an prothrombotischen und
proinflammatorischen MPs zeigten (29), fuhrte dies zur Annahme, dass ein AKE
eine numerische Veranderung auch der Exosomen zufolge haben kénnte. Daher
wurde analysiert, ob sich hamodynamische Veranderungen auf die Anzahl der

Exosomen auswirkten. Dabei wurden Vmax, Pmax, Pmean, EOA und PPM untersucht.

441 Vmax, Pmax UNd Pmean
In der vorliegenden Arbeit konnten keine signifikanten Zusammenhange zwischen
den Variablen Vmax, Pmax 0der pmean Und der absoluten Anzahl der Exosomen

ausgemacht werden, wenn die Variablen allein betrachtet wurden.

Wird die Dynamik der vmax von U1 zu U5 betrachtet, so hatten Patienten mit einer
starkeren postoperativen Abnahme der vimax signifikant mehr Exosomen als pra-OP.
Andersrum hatten Patienten mit einer geringeren Korrektur der vmax post-OP

signifikant an Exosomen abgenommen.

Auch bei dynamischer Betrachtung der pmax konnten signifikante Ergebnisse
festgehalten werden. Je starker der pmax durch den AKE gesenkt wurde, desto mehr

Exosomen hatten die Patienten post-OP im Vergleich zu pra-OP.

Mit der gleichen Herangehensweise konnte bei dynamischer Betrachtung der pmean
zwar die gleiche Tendenz erkannt, jedoch keine signifikanten Ergebnisse

beobachtet werden.

Zusammengefasst bedeutet eine operativ geschaffene Normalisierung der
hamodynamischen Werte einen relativen Anstieg der Exosomen post-OP. Ein

relativer Anstieg der Exosomen post-OP kdnnte somit als besonders effiziente
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Korrektur der hamodynamischen Werte und somit einer nachtraglich bewiesenen

Notwendigkeit des AKEs gesehen werden.

442 EOA

Da die KOF ausschlaggebend fiir die Schwere einer AS war, wurde auch eine
Relation zwischen Exosomenanzahl und KOF vermutet. Jedoch korrelierte diese
mit der Anzahl der Exosomen weder pra- noch post-OP. Auch eine dynamische
Betrachtung der EOA von pra- zu post-OP im Verhalten zur Zu- oder Abnahme der
Exosomenanzahl brachte keine signifikanten Ergebnisse. Festzuhalten war jedoch,

dass es eine starke Abhangigkeit zwischen KOF und Scherstress gab.

4.4.3 Scherstress

Scherstress entsteht bei Patienten mit AS durch eine verkleinerte EOA, was in der
vorliegenden Arbeit bestatigt werden konnte: Je kleiner die EOA war, desto
signifikant groRer war der Scherstress. Im Gegensatz zu verdffentlichten Daten zu
MPs konnte hier kein direkter Zusammenhang zwischen erhéhtem Scherstress und
erhdohter Exosomenfreisetzung gezeigt werden. Des Weiteren konnte gezeigt
werden, dass eine starkere Senkung des Scherstresses mit einem relativen Anstieg
der Exosomenzahl einhergeht. Bei Betrachtung der Dynamik von pra- zu post-OP
zeigten sich auch hier signifikante Ergebnisse. Passend zum Verhalten von vmax und
Pmax, bedeutete eine starkere Reduktion des Scherstresses durch die OP auch,
dass post-OP die Exosomen anstiegen. Ein postoperativer relativer Anstieg der
Exosomenzahl kann auch hier als Zeichen eines guten operativen Ergebnisses
verstanden werden. Erhohter Scherstress fuhrt demnach nicht zu erhdhter
Exosomenfreisetzung, sondern die Freisetzung wird wahrscheinlich durch andere

Faktoren, wie biochemische Vorgange, ausgelost.

44.4 PPM

Zur Beurteilung der postoperativen Hamodynamik, kann der PPM herangezogen
werden. Um herauszufinden, ob Exosomen als diagnostisches Tool zur
Abschatzung der Wahrscheinlichkeit fir das Auftreten eines PPMs verwendet

werden konnen, wurde die Exosomenanzahl in Relation zur EOAI untersucht.
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Es konnte gezeigt werden, dass ein Abfall der Exosomen von pra- zu post-OP mit
einer erhdohten Wahrscheinlichkeit fur das Auftreten eines PPMs assoziiert ist. Bei
Betrachtung der Gesamtgruppe der Patienten mit isoliertem biologischem AKE
hatten Patienten mit postoperativem Anstieg der Exosomen ein signifikant hOheres
EOAI. Auch hier ist ein postoperativer relativer Anstieg der Exosomenzahl ein
Zeichen fur ein hoheres EOAI, woraus basierend auf anderen Arbeiten eine bessere
Prognose fir den Patienten abgeleitet werden kann. Wurde jedoch die
Gesamtgruppe getrennt nach Stenosegraden isoliert analysiert, waren nur bei
Patienten mit hochgradigen AS die Ergebnisse hoch signifikant. Patienten mit leicht-
oder mittelgradigen AS zeigten jedoch den gleichen Trend, allerdings ohne
signifikante Ergebnisse. Dass die Signifikanz nur bei den Patienten mit den
hochsten pmean-Werten gegeben war, passt zu der Beobachtung, dass mit starkerer
Reduktion von pathologisch erhdhten Werten, der Effekt im Anstieg der
Exosomenzahl postoperativ deutlicher wurde. Denn bei mittel- und leichtgradig
erhohten pmean-Werte bestand ohnehin ein kleineres Potential zur Abnahme durch
den AKE-Eingriff.

Das Vorhandensein von einem relativen Anstieg der Exosomenzahlen post-OP
schien prognostisch gunstig fur ein Nicht-Auftreten eines PPMs zu sein.
Andersherum hatten alle Patienten mit PPM post-OP weniger Exosomen als pra-
OP. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Bestimmung von zirkulierenden
Exosomen pra- und post-OP als prognostisches Tool biologischer Natur fur das
Auftreten eines PPMs herangezogen werden kdnnten. Diese Methode kdnnte eine
Alternative zur echokardiographischen Bestimmung der EOAIi darstellen, wenn
beispielsweise schlechte Schallbedingungen, mangelndes Personal oder
logistische Schwierigkeiten eine Echokardiographie nicht ermdglichen, oder sie

konnte eine Erganzung bei grenzwertigen Befunden darstellen.
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4.5 Limitationen dieser Arbeit

Folgende Limitationen treffen bei dieser Arbeit zu:

1. Die Teilnehmerzahl der isolierten AKEs ist zu gering, um eine valide Aussage von
genereller Bedeutung treffen zu kdnnen. Insbesondere die Anzahl der Patienten mit

PPMs ist in dieser Kohorte zu gering.

2. Es handelte sich in dieser Arbeit um eine monozentrische Studie. Eine
multizentrische Studie mit Datenerhebungen an verschiedenen Kliniken wirde den

Einfluss interner Faktoren reduzieren.

3. In dieser Studie wurden letztendlich nur die Gruppe der isolierten AKEs
betrachtet. In der Realitat werden jedoch haufig Kombinationseingriffe mit Bypassen

oder Ascendensersatz durchgeflhrt.

4. Die Anzahl der Exosomen ist durch verschiedenste Faktoren beeinflussbar. Zu
diesen Faktoren konnten der Zustand des Patienten bei Blutabnahme, die Art der
Blutabnahme an sich, die Isolation der Exosomen zahlen konnten letztlich die

gemessene Exosomenzahl moglicherweise beeinflussen.

5. Es ware denkbar, dass Flussigkeitssubstitution, bspw. bei Einleitung vor der OP
mit Jonosteril (Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad Homburg, Deutschland)
moglicherweise fur einen Verdlinnungseffekt gesorgt haben, der zu beeinflussten

Messergebnissen gefuhrt haben kdnnte. Gleiches gilt auch fur Bluttransfusionen.

6. Moglicherweise konnten kleinste Unterschiede in der Blutentnahme bereits, wie
bspw. die Dauer der Stauung oder die Lage der Butterfly-Nadel bei Abnahme, zu
einer Beeinflussung der Messwerte gefuhrt haben. Daher wurde das Blut fur die
Studienzwecke immer protokollkonform zu maglichst gleichen Bedingungen und nur

nach vorheriger Schulung abgenommen.

7. In der Literatur gibt es keine festdefinierte GroRenordnung der Exosomen. Die

meisten Studien beschreiben sie in der Gréflenordnung zwischen 20-150 nm (31).
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Die Variabilitat der GroRe differiert durch die Art der Messung. Die NTA misst
Exosomen im oberen Bereich von ca. 150 nm im Durchmesser (31), was auch die
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit bestatigt. Hier befand sich der
durchschnittliche Durchmesser der Exosomen bei 146 nm. Die Gro3envariabilitat
konnte darauf hindeuten, dass es mehrere Entwicklungsstufen oder Subgruppen
von Exosomen gibt (31, 42). Die unterschiedlichen GréRen kénnten jedoch auch
durch ein Artefakt der Isolationsmethode zustande kommen (45). Vorstellbar ware
auch die Bildung von Agglomeraten aus mehreren Exosomen, was zu einer

fehlerhaft zu grolRen Messung flhren kdnnte.

8. Zudem konnte das benutzerabhangige Verfahren der Exosomenisolation durch
NTA in Frage gestellt werden. Zum einen hangt die Qualitat der Messung stark von
den Einstellungen der Software ab (31). Zum anderen bringt die Isolation als
Vorbereitung auf die Messung eine Benutzerabhangigkeit mit sich. Bei der
notwendig starken Verdinnung der isolierten Exosomen vor Messung hatten
kleinste Veranderungen beim Pipettieren schon zu groRen Unterschieden in der
verdinnten Probe geflhrt haben kdnnen. Daher wurden in dieser Arbeit die
Isolationen und Messungen auch erst nach ausfuhrlichsten Anleitungen und
ausreichenden Probemessungen gestartet. Um die Benutzerabhangigkeit weiter zu
minimieren, mussten standardisierte Verfahren in Betracht gezogen werden, wie

z.B. durch die Nutzung von automatischen Pipettierhilfen.

9. Um eine Aussage daruber treffen zu kdnnen, ob die gesamten Ergebnisse nur
fur Patienten mit AS gelten, musste eine gesunde Kontrollgruppe herangezogen
werden. Obwohl gezeigt werden konnte, dass bei Patienten mit AS Alter und
Geschlecht keinen Einfluss auf die Exosomenzahl hatten, sollte dennoch im Idealfall
eine Kontrollgruppe gewahlt werden, die der AS-Kohorte in den demographischen
Daten gleicht und vor allem auch den mittleren BMI der Patienten mit AS

widerspiegelt, da der BMI einen signifikanten Einfluss auf die AS haben kann.
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4.6 Ausblick: Exosomen als potentielle Biomarker fiir Patienten
mit AS

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass es signifikante Korrelationen zwischen
hamodynamischen Parametern und der Veranderung der Exosomenzahl von pra-
zu post-OP bei Patienten mit AKE gab. Eine starke Senkung der pathologischen
Werte sprach fir ein effizientes OP-Ergebnis. Schlussfolgernd, kann eine
postoperative Erhéhung der Exosomenzahl einen operativen Erfolg untermalen. In
Zukunft kdnnte eine routinemaflige Erhebung der Exosomenzahl dementsprechend
zur Evaluation der OP-Ergebnisse, neben dem TTE herangezogen werden. Dies
wurde v.a. niedergelassenen Facharzten ohne TTE-Moglichkeiten ein Werkzeug

geben, mit dessen Hilfe eine Verlaufskontrolle mittels Blutentnahme maoglich wirde.

Vor allem in der Betrachtung fur das Auftreten eines PPMs, kdnnten Exosomen als
innovative Screeningmethode herangezogen werden. Wenn Exosomenzahlen nach
AKE niedriger sind als vorher, kdnnte ein intensiviertes Nachsorgeprogramm

durchgefuhrt werden, um ein PPM frihzeitig zu diagnostizieren.

Exosomen haben mdglicherweise ein grofdes Potential in Zukunft als prognostische
Marker fur das Auftreten eines PPMs oder neben der Echokardiographie
therapiebegleitend als biologischer Verlaufsparameter zur Kontrolle dienen. Vor
allem ware diese neue Methodik interessant fur Situationen, in denen ein TTE nicht
moglich ist, sei es aus mangelndem Equipment bzw. Personal oder schlechter
Schallbarkeit des Patienten. Ferner ist das hier angewandte Verfahren (NTA) zur
Bestimmung der Exosomen nicht wie die Echokardiographie untersucherabhangig.
Um die Exosomenmessung als eine Screeningmethode etablieren zu kdnnen,
bedarf es weiterer Validierung und einer groReren Fallzahl. Insbesondere eine
hohere Fallzahl der PPMs ware erforderlich, um eine aussagekraftige Datenlage zu

erhalten.

Auf den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit aufbauend, ergeben sich viele weitere
Fragestellungen. Daher sollten Exosomen in Zukunft weiter an Popularitat in der
Forschung gewinnen, um ihre moglichen therapeutischen und diagnostischen

Maoglichkeiten erkennen und anwenden zu kdnnen.
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7 Anhang

Tabelle 7.1: Medikation der biologischen AKEs.

Medikament Einnahme in %
U1 u2 u3 u4 us

Katecholamine 0 93,6 75,6 2,56 0
Statine 47,4 18 24,4 50 61,5
Beta-Blocker 37,2 1,28 5,13 61,5 70,5
ACE'-Hemmer 32,1 1,28 7,69 33,3 37,2
AT2-Rezeptor-BIocker 23,1 0 3,85 25,6 26,9
Kalzium-Antagonisten 11,5 0 6,41 19,2 19,2
Orale Antikoagulantien 48,7 1,28 39,7 76,9 88,5
Diuretika 25,7 7,69 449 73,1 35,9
Digitalis 0 0 0 0 1,28
Antiarrhythmika 0 1,28 2,56 18 513

'angiotensin-converting-enzyme, *Angiotensin

Tabelle 7.2: Medikation der mechanischen AKEs.

Medikament Einnahme in %

U1 U2 u3 u4 us
Katecholamine 0 100 80 0 0
Statine 60 20 20 40 40
Beta-Blocker 60 0 0 80 80
ACE'-Hemmer 40 0 0 40 40
AT?-Rezeptor-Blocker 0 0 0 0 20
Kalzium-Antagonisten 40 0 20 40 20
Orale Antikoagulantien 40 20 40 40 100
Diuretika 20 20 40 80 20
Digitalis 0 0 0 0 0
Antiarrhythmika 0 0 0 0 20

'angiotensin-converting-enzyme, ?Angiotensin



Tabelle 7.3: Laborwerte der Patienten mit biologischen AKEs.

Laborwerte

Mittelwert + SD

U1 U2 U3 U4 us
] . 13,5 9,59 10,8 10,7 13
Hamoglobin [g/dl] +147 | +101  +115  +131  +117
) . 40 4 278 32 32.6 39.6
Hamatokrit [%] +4 +386 | +34 +397 | +32
7.36 9,13 9,99 9,17 7.17
Leukozytenzahl [1000/M] '\ 'yg {308 1305 +327 @ +158
241 115 145 252 239
Thrombozytenzahl [1000/ul] L 66.2 + 331 + 439 + 921 + 753
1 174 163
ACT [s] +110 | +908 |~ ) )

. 101 66,2 785 90 88.1
Quick [%] +119 | +177 | +10 +197 | +268
NR? 1 1.3 1.16 1.14 1.18

+014 | +017 +010  +046  +048
. 243 31 327 26.4 26.1
PTT"[s] 1309 | +549 +£529 +441 | +5.80
. 0,34 0,76 6,62 6,74 0,62
CRP” [mg/di] +035 +115  +447  +564 | +1,09
Kreatini dl 0,99 0,91 0,94 0,95 1,09
reatinin [mg/dl] +026 +019 +028 | +029 | +0.36
- 118 331 661 70,1 109
Kreatinkinase [U/] 1683 | +£196  +£433  +£524  +77
5 218 269 356 318 229
LDH"[U] +653 +751 +991 +756 @ +5509
37.8 30,1 33 34.1 42.8
Harnstoff [mg/dl] +13 +112  +13 +17,7 | +18.1
] 27 4 42,2 73.1 415 25 2
GOT" [U +992 | +295 | +62 +242 | +10.1
T S 18,8 496 624 221 17.4
roponin [ng/l} +157 | +327  +365 | +208  +187
GPT [U/l] fg{g s |- ] ] )
Gesamtbilirubin [mg/dl] 2’3723 - - - -
Calcium [mmol/l] 2,41 2,20 - - 2,38
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Laborwerte

Mittelwert + SD

U1 u2 u3 u4 us

+041  +0,11 0,1
Natrium [mmol/l] 1421 48 - - 1420’32 .
Kalium [mmol/l] 1’3,23 o |- ] i’g": . |-
LDL® [mg/dI] ] 10343,2 - - 11314,9
HDL® [mg/dI] ] io{;z ) ) i71§
Triglyceride [mg/dI] ; 17612, . |- ] 189‘: 5
Phosphat [mg/d] - 1’8?1 . |- ] 1’8?1 .
TSH™ [ulu/] 1’1,60 . |- ] ] )
Blutzucker [mmol/L] 12312’3 - - - -
eGFR'! (MDRD-Formel) i71’2,7 - - - -

'activated clotting time, 2international normalized ratio, *partial thromboplastin time,
®Glutamat-Oxalat-Transaminase,
"Glutamat-Pyruvat-Transaminase, 2Jow density lipoprotein, *high density lipoprotein,
'"*Thyroidea-stimulierendes-Hormon, "'glomerulire Filtrationsrate

“C-Reaktives-Protein,

Tabelle 7.4: Laborwerte der Patienten mit mechanischen AKEs.

’L-Lactatdehydrogenase,

Laborwerte Mittelwert + Standardabweichung

u1 U2 u3 U4 us
ool 1 e 15 18 s
R
Leukozytenzahl [1000/pl] Zgg ;095 1213 ;08:; 322
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Laborwerte

Mittelwert + Standardabweichung

U1 U2 U3 U4 us
Thrombozytenzahl [1000/pl] :2335 ;?91 ]8:1 ?gg 2275
AEEEEE
INR? 1,18 1,32 1,18 1,34 2,16

0,32 0,12 0,15 0,30 0,10
PTT 15 a7 360 245 122 3
CRP* [mg/d] T0s o085 157 43 o8
Kreatinin [mg/d] 018 025 041 04 021
Kreatinkinase [U/I] 1@03 g?? 22421 lgz ;‘1136
LOK (U1 2 636 s 208 651
Hamstoff(mg/d] 066 680 odo 84 81
GOT* (U 335 201 4 8 470
Troponin [ng/) 2 3% a5 417 270
GPT’ [U/] ?g:g ; ] ] ]
Gesamtbilirubin [mg/dl] ggj - - - -
Calcium [mmol/I] 3?3 gg)g - - 583
Natrium [mmol/l] ;’4114 - - ;:3578 -
Kalium [mmol/I] ‘0“112 - - ggg -
LDL® [mg/dI] i 28’3 i i 1%01
HDL® [mg/dI] - 12:2 - - 2,24’6
Triglyceride [mg/dl] - 129 - - 110
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Laborwerte Mittelwert + Standardabweichung
u1 U2 u3 u4 us
42,5 24,9
Phosphat [mg/dl] ] (1)"1)55‘ ] ] (1)’(132
10 1,56
TSH™ [pl/U/] 0.97 - - - -
Blutzucker [mmoll] 1;49 ] ] ] ]
11 69,1
eGFR"' (MDRD-Formel) 12.4 - - - -

'activated clotting time, %international normalized ratio, *partial thromboplastin time,
‘C-Reaktives-Protein, 5L-Lactatdehydrogenase, ®Glutamat-Oxalat-Transaminase,
"Glutamat-Pyruvat-Transaminase, ®low density lipoprotein, *high density lipoprotein,
"*Thyroidea-stimulierendes-Hormon, "'glomerulire Filtrationsrate

Tabelle 7.5: Intensiv-Daten.

Biologischer AKE Mechanischer AKE
Mittelwert £ SD Mittelwert + SD
oder n (%) oder n (%)
IABP’, h 0 (0) 0 (0)
Beatmung, h 10,2+ 13,5 8,5+ 3,26
Intensiv-Dauer, h 451+ 62,9 27,7 +11,6
Re-Intubation 1(1) 1(20)
Re-Thorakotomie 3(4) 0 (0)
Gesamtdrainagevolumen, mi 1314 + 1164 948 + 511

'intraaortale Ballonpumpe
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Tabelle 7.6: Anzahl Transfusionen.

Transfusionen

Mittelwert + SE

biologische AKEs

mechanische AKEs

Peri-OP Post-OP Peri-OP Post-OP
EKs' i’gzs 2’8,183 1’1,96 2’2),3
TKs® g,?’421 2’(1),656 j_r’f,a 2’8),3
FFPs’ 2’3?21 2’5,390 g 0 2’5,6

'Erythrozytenkonzentrate, Thrombozytenkonzentrate, *gefrorenes Frischplasma
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Es folgt die Aufklarung uber die Studienteilnahme.

Patienteninformation

Verlauf von zirkulierenden Mikropartikeln nach einem Aortenklappenersatz

bei Patienten mit isolierter hochgradiger Aortenklappenstenose

Kurztitel: Mikropartikel bei AKE

Sehr geehrte Patientin, sehr geehrter Patient,

Ihr Arzt hat bei Ihnen eine hochgradige Aortenklappenstenose festgestellt, die eine
operative Therapie durch die Implantation einer Herzklappenprothese erfordert. Die
Wahl der Klappenprothese, die bei Ihnen implantiert werden soll, erfolgt nach rein
medizinischer Indikation sowie nach lhren Praferenzen und vollig unabhangig von

der Teilnahme an dieser Studie.

Informationen zur klinischen Priifung

Sie werden gebeten, an einer klinischen Untersuchung teilzunehmen, in der eine
von lhnen enthommene Blutprobe auf verschiedene laborchemische Werte hin
untersucht werden soll. Die Teilnahme an dieser Studie hat fur Ihre medizinische
Behandlung weder einen positiven, noch einen negativen Effekt. Die Teilnahme an
dieser Studie bedeutet fur Sie lediglich, dass im Rahmen der therapeutisch
routinemaRlig indizierten Blutenthahmen an vier Zeitpunkten eine zusatzliche
Abnahme von 20 ml erfolgt. Die Blutabnahme fur diese Studie wird im zeitlichen
Zusammenhang mit Blutabnahmen eingeplant, die im Rahmen lhrer weiteren
postoperativen Behandlung und Nachsorge notwendig sind, und denen Sie sich
unabhangig von einer Teilnahme an dieser Studie unterziehen mussten. Daruber
hinaus werden nur die Ublichen Untersuchungen, denen Sie sich auch unterziehen
mussten, wenn Sie nicht an der Untersuchung teilnehmen warden, vorgenommen.
Drei Monate nach dem Eingriff werden Sie zu einem Nachsorgetermin gebeten, an

dem die Funktion des Herzens im Verlauf untersucht werden soll.
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Ziel der Untersuchung ist es, einen detaillierten Einblick in den Verlauf von zell-
sezernierten Mikropartikeln zu gewinnen. Diese Erkenntnisse konnten
gegebenenfalls dazu beitragen, die heute angewandten Therapieverfahren zu

optimieren und schonender zu gestalten.

Risiken

Durch lhre Teilnahme an der klinischen Untersuchung sind Sie keinem erhohten
Operationsrisiko ausgesetzt. Die Blutentnahme erfolgt in der Regel im Rahmen
einer Routine-Blutabnahme. Zu den Risiken der Blutabnahme gehort das Entstehen
blauer Flecken im Bereich der Einstichstelle. Es besteht das sehr geringe Risiko
einer lokalen oder allgemeinen Infektion. In extrem seltenen Fallen kann es zu einer

Verletzung eines Hautnervs, evil. sogar mit chronischem Verlauf, kommen.

Vertraulichkeit

Damit Sie an der klinischen Prifung teilnehmen kdénnen, muss lhre Einwilligung
vorliegen, nachdem Sie durch einen Arzt GUber Wesen, Bedeutung und Tragweite
der klinischen Prufung aufgeklart worden sind und mit dieser Einwilligung zugleich
erklaren, dass Sie mit der im Rahmen der klinischen Prufung erfolgenden
Aufzeichnung von Krankheitsdaten durch die Klinik fur Kardiovaskulare Chirurgie
und mit der Auswertung dieser Daten durch die Klinik fur Kardiovaskulare Chirurgie
einverstanden sind. Sie selbst haben auch die Madglichkeit, lhre fur die Prufung

erhobenen Daten einzusehen.

Die arztliche Schweigepflicht und die Bestimmungen des
Bundesdatenschutzgesetzes werden eingehalten. Es werden nur pseudonymisierte
Daten* ausgewertet und ggf. auch nur in pseudonymisierter Form weitergegeben.

Dritte erhalten keinen Einblick in Originalunterlagen.

(*Pseudonymisierung bedeutet Verschlisselung von Daten/Proben ochne Namensnennung nur mit
Nummern und ggf. mit dem Geburtsdatum codiert. Die Zuordnung der Daten oder Proben zu einer
Person ist nur mdglich, wenn hierfir der Schlissel eingesetzt wird, mit dem die Daten

pseudonymisiert wurden.)

Freiwillige Teilnahme
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Ihre Teilnahme an dieser klinischen Prufung ist freiwillig. Sie konnen jederzeit Ihre
Teilnahme verweigern, ohne dass das zu irgendeinem Zeitpunkt Nachteile oder den
Verlust der arztlichen Behandlung fur Sie zur Folge hat. Auch kann Ihre Teilnahme
an der klinischen Prufung ohne Einwilligung abgebrochen werden, wenn eine
Fortfhrung nach dem Ermessen lhres Arztes oder der Ethik-Kommission nicht in

lhrem besten Sinne ist.

Riicktrittsrecht

Sie kénnen |hr Einverstandnis jederzeit, ohne Angabe von Grinden und ohne
Nachteile fur Ihre weitere medizinische Versorgung, zurtickziehen. Bei Rucktritt von
der Studie kann auf Wunsch bereits gewonnenes Daten-/Probenmaterial vernichtet
werden. Sie konnen sich beim Ausscheiden aus der Studie entscheiden, ob Sie mit
der Auswertung des Materials bzw. |hrer Studiendaten einverstanden sind oder
nicht. Sollten Sie zu einem spateren Zeitpunkt lhre Entscheidung andern wollen,

setzen Sie sich bitte mit dem Studienarzt in Verbindung.

Vergutung fur die Teilnahme

Sie erhalten fur die Teilnahme an der klinischen Prufung keine finanzielle

Entschadigung.

Fragen zur klinischen Prifung

Wenn Sie der Meinung sind, dass nicht alle Fragen zur klinischen Prifung
zufriedenstellend beantwortet sind, wenden Sie sich bitte an den Prufarzt Herrn PD
Dr. med. Akhyari (Tel.: 0211-81-18331) oder an die entsprechende Abteilung des
Krankenhauses. Wenn Sie Fragen zu lhren Rechten als Teilnehmer an einer

klinischen Prufung haben, so kdnnen Sie sich jederzeit an uns wenden.

Einverstandniserklarung

Ich habe die schriftliche Patienteninformation erhalten, diese gelesen und voll inhaltlich
verstanden, bzw. die Informationen zu meiner Teilnahme an der klinischen Studie

Mikropartikel bei AKE sind mir vorgelesen worden, und ich erklare mich freiwillig bereit zur
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Teilnahme an dieser Studie. Ich hatte die Gelegenheit, alle erdenklichen Fragen zu stellen

und habe fur mich zufriedenstellende Antworten erhalten.

Ich weil}, dass meine Teilnahme an der klinischen Prifung freiwillig ist und dass ich diese
Einverstandniserklarung jederzeit und ohne Angabe von Griinden widerrufen kann und
dass eine Beendigung meiner Teilnahme an dieser klinischen Prifung keinen Einfluss auf

die weitere arztliche Behandlung hat.

Information und Einwilligungserklarung zum Datenschutz

1) Ich bin damit einverstanden, dass im Rahmen dieser Studie erhobene Daten,
insbesondere Angaben Uber meine Gesundheit, erhoben, in Papierform oder auf
elektronischen Datentragern pseudonymisiert aufgezeichnet und gespeichert
werden und dass die Studiendaten in anonymisierter Form flr wissenschaftliche
Darstellungen und Veroffentlichungen verwendet werden durfen.

2) Ich bin darUber aufgeklart worden, dass ich meine Einwilligung in die
Aufzeichnung, Speicherung und Verwendung meiner Daten jederzeit widerrufen
kann. Bei einem Widerruf werden meine Daten unverzuglich geléscht.

3) Ich erklare mich damit einverstanden, dass meine Daten nach Beendigung oder
Abbruch der Studie 10 Jahre lang aufbewahrt werden. Danach werden meine
personenbezogenen Daten geloscht, soweit dem nicht gesetzliche,

satzungsgemale oder vertragliche Aufbewahrungsfristen entgegenstehen.

Name des/der Patienten/-in Unterschrift des/der Patienten/-in Datum
(Druckbuchstaben oder Etikett)

Unterschrift des aufklarenden Arztes  Datum
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Ich erklare mich damit einverstanden, dass im Rahmen dieser Studie

gewonnenes Material auch fur spatere Untersuchungen zu kardialen

Erkrankungen verwendet werden kann.

Dusseldorf, den

Datum Name des Patienten Unterschrift des Patienten

Auf den nachfolgenden Seiten folgt das CRF.
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=

Universitéatsklinikum Klinik fiir Kardiovaskulire Chirurgie
Diisseldorf

Laufende Nr. des Probanden

A: Einschlusskriterien

; T T M M J J
Patienten /D Datum der Untersuchung

U1 Pri-OP-Daten [1/5]

v

v

Schriftliche Einwilligung des Patienten zur Teilnahme an dieser Studie

v Alter 2 18 Jahre

hamodynamisch signifikante Aortenklappenstenose ad Ersatz

B: Primére Ausschlusskriterien

%)

%)
%)
%)

Hohergradiges Klappenvitium anderer Klappen als der Aortenklappe (>11°)
Z.n. Myokardinfarkt innerhalb der letzten 30 Tage

peripher-arterielle Verschlusskrankheit (> Stadion Ilb nach Fontain)
Schwere Einschrankung der LV-Funktion (EF> 30%)

C: Sekundare Ausschlusskriterien

[SEORORSRN

Aktive maligne Erkrankung

Thromboembolische Ereignisse in den letzten 6 Monaten (unabhangig von Quelle)
Autoimmunerkrankungen

Entziindungsprozesse

Dialyse

D: Patienteneinschluss / Einverstandniserklarung

(Ein-/ Ausschlusskriterien zutreffend) Ja - Nein

Patienteneinschluss: |:| |:| | | | | |

T T M M J J
Datum der Unterschrift

E: Demografische Daten

Alter:

Gewicht: | | kg Oberflache: qm

Geschlecht: |:| mannlich |:| weiblich

| | Jahre GroRe: | | cm

Daten vom Narkoseinleitungsprotokoll
(Anéasthesieprotokoll)

L |

Hurricane Il Studie | Version 5 - 05.08.2015

_I
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=

Universitatsklinikum
Diisseldorf

Klinik fur Kardiovaskuldre Chirurgie

Laufende Nr. des Probanden

F: Anamnese

Patienten ID

T M

J J

T
Datum der Untersuchung

U1 Pria-OP-Daten [2/5]

Kardiale Dekompensation:

KHK

Synkope:

Nikotin:

Hamorrhagie:
Diabetes mellitus:

Pulmonale Hypertonie:

Fettstoffwechselstorung:

Lebererkrankungen:

Sonstige Erkrankungen:

Vorhandene Implantate
mit Kontakt zum Blut:

NYHA:

Herzkatheter:

Bekannte Herzrhythmusstérungen:

Ex-Nikotin Ja

o

20 s

[
o

[
©

|

o [ [
s[] s s

E

OOdn

[

Relevanz der KHK:

|:| nicht relevant

|:| relevant ——p

Art der KHK

[]
Nein

[

P4
S

ei

Hamorrhagie-Art:

[l

—

yp Il Nein

L]

4
]
5

Herzrhythmusstérung-Art:

z
2]
>

HTN: []

Lungenerkrankungen: |:|

g

Nein

Nein

Magen Darm

Nasenblutung

Bei nichtkardialen
Vor-OP

L]

Sonstige Erkrankungen

z
]
5

L]

4
]
5

L]

z
9
=]

Herzschrittmacher

Aortenstent

Gefalprothesen

Sonstige

oo O

1] \% unbekannt

L |

Hurricane |l Studie

| Version 5— 05.08.2015
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=

Universitatsklinikum
Diisseldorf

Klinik fur Kardiovaskuldre Chirurgie

Laufende Nr. des Probanden

G: Medikation

Patienten ID

T M M J

T
Datum der Untersuchung

J

U1 Pri-OP-Daten [3/5]

Medikamente am Tag der Aufnahme

Kathecholamin: (1 [ Orale Antikoagulantien: ] U
Ja Nein Ja Nein
Statine: |:| |:| Diuretika: |:| |:|
Ja Nein Ja Nein
R-Blocker: |:| |:| Digitalis: |:| |:|
Ja Nein Ja Nein
ACE-Hemmer: 1 0O Antiarrhythmika: (1 O
Ja Nein Ja Nein
AT1-Antagonisten: |;| Q Sonstige
Ca-Antagonisten: |:|
Ja Nein
H: Untersuchung Blutdruck
RR Systolisch: | | mmHg
Systolischer Blutdruck
RR Diastolisch: | | mmHg
Diastolischer Blutdruck
I: EKG
Herzrhythmusstérung: [ ] nein
|:| atrial
|:| AV-Block
|:| ventrikular
|:| kombiniert Bemerkungen
Herzfrequenz: | | bpm

L |

Hurricane |l Studie

Version 5 - 05.08.2015
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M Universitatsklinikum
Diisseldorf

Klinik fur Kardiovaskuldre Chirurgie

Laufende Nr. des Probanden

Patienten ID

T T

Datum der Untersuchung

M M J J

U1 Pra-OP-Daten [5/5]

K: Labor
Hamoglobin: g/dl GOT: | | u/l
Hamatokrit: % GPT: | | u/l
Leukozytenzahl: 1000/pl Lipase: | | ui
Thrombozytenzahl: | | 1000/pl Gesamtbilirubin: mg/di
ACT: AnésZHeV;:gogen | | s Kreatinkinase: | | | uil
Quick: | | % Calcium: mmol/l
INR: Natrium: | | mmol/l
PTT: | | s Kalium: mmol/l
CRP: mg/l Troponin: | | | ng/l
Kreatinin: mg/dl TSH: ul/u/l
Harnstoff: | | mg/dl GesamteiweiR: gldi
LDH: | | ui

L: Ereignisse / Protokollabweichungen

Sind Protokollabweichungen aufgetreten?

nein ja

Sind unerwiinschte Ereignisse aufgetreten? |:| |:| —» Formular “Unerwiinschte Ereignisse” !

I:‘ I:‘ —» Formular “Protokollabweichungen” !

Verantwortlicher Arzt

Durchfiihrende Person(en)

T T M M J J

| | Hurricane Il Studie

Version 5 - 05.08.2015
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M Universitéatsklinikum Klinik fiir Kardiovaskulire Chirurgie

Diisseldorf

Laufende Nr. des Probanden

A: Medikation  Bej Ankunft auf Intensivstation

Patienten ID T T MM
Datum der Untersuchung

J

U2 Intra-OP-Daten [1/5]

Systolischer Blutdruck

Diastolischer Blutdruck

Kathecholamin: |:| |:| Orale Antikoagulantien: |:| |:|
Ja Nein Ja Nein

Statine: HEN Diuretika: OO
Ja Nein Ja Nein

R-Blocker: |:| |:| Digitalis: |:| |:|
Ja Nein Ja Nein

ACE-Hemmer: |:| |:| Antiarrhythmika: |:| |:|
Ja Nein Ja Nein

AT1-Antagonisten: |:| |:| Sonstige
Ja Nein

Ca-Antagonisten: |:| |:|
Ja Nein

B: Untersuchung Blutdruck
| | mmHg / | | mmHg

OP- Ende; letzter Eintrag auf Anédsthesiebogen

C: Transfusion (intraoperativ)

Transfusion erfolgt?: |J:|
a

h|;h|1 Transfusion EK: | Einheiten
Detail: . .

™ 5| Transfusion ThK: | Einheiten

Transfusion FFP: | Einheiten

D: EKG Bei Ankunft auf Intensivstation

EKG-Verédnderungen:

Herzrhythmusstorung:

Herzfrequenz:

Ja Nein
| welche?‘

|:| Nein

D atrial

Bemerkungen

|:| AV-Block

|:| ventrikular
|:| kombiniert

| | bpm OP- Ende; letzter Eintrag auf An&sthesiebogen

L L Hurricane Il Studie |

Version 5 - 05.08.2015

_I
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M Universitatsklinikum

Diisseldorf

Laufende Nr. des Probanden

Klinik fur Kardiovaskuldre Chirurgie

Patienten ID

T T M M J J
Datum der Untersuchung

U2 Intra-OP-Daten [4/5]

G: Labor Bei Ankunft auf Intensivstation
Hémoglobin: g/dl Quick: | | %
Hamatokrit: % INR: 5
Leukozytenzahl: 1000/pl PTT: | | s
Thrombozytenzahl: | | 1000/pl Harnstoff: | | mg/dl
ACT: Letzter Wert .
¢ Anésthesiebogen | | S CRP: * mg/l
Calcium: mmol/l HDL: | mg/dl
Albumin: g/dl LDL: | mg/d|
. 1. Wert mmol/l . ide:
BZ: Anssthesiabogen Triglyceride | mg/d|
Kreatinkinase: un GoT: | | ur
LDH: u/l Troponin: | | | ng/l
Kreatinin: mg/d| Phosphat: | mmol/l
H: OP-Daten
OP Datum: | | | | | OP Dauer: | | min
Schnitt-Naht-Dauer
T T M M J J
EKZ Dauer: | min X-clamp Dauer: | | min
Dauer der extrakorporalen Zirkulation Dauer der Aortenklemmung

Hurricane Il Studie |

L |

Version 5 - 05.08.2015
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M Universitéatsklinikum Klinik fiir Kardiovaskulire Chirurgie

Diisseldorf

Laufende Nr. des Probanden Patienten ID T T

M M

J J

Datum der Untersuchung

I: OP-Daten

U2 Intra-OP-Daten [5/5]

Plegieart: [] Bretischneider Plegiemenge:
|:| Calafiore

Implantationstechnik: |:| intraanular Bikuspide Klappe:
|:| supraanular

Kalzifizierung:

sL]

|:| Vegetation:

Nein
Prothesentyp: Trifecta

Mechanisch

Magna Ease

[]
L]
[
L iy
[
[

ProthesengroRe:

] Hamofiltration:

Ja Nein

Erweiterungsplastik:

o0 ooo

Ja, angeboren

Ja, sekundar

Nein

nein

alt

frisch

|| ml

Kombinationseingriffe: |:| |:|
Ja Nein
| welche?

Operateur:

J: Ereignisse / Protokollabweichungen

nein  ja
Sind unerwiinschte Ereignisse aufgetreten?

Sind Protokollabweichungen aufgetreten?

I:‘ I:‘ — Formular “Unerwiinschte Ereignisse” !

I:‘ I:‘ —» Formular “Protokollabweichungen” !

T T M M J J

Verantwortlicher Arzt Durchfiihrende Person(en)

L L Hurricane Il Studie | Version 5 - 05.08.2015
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Universitatsklinikum
Diisseldorf

Klinik fur Kardiovaskuldre Chirurgie

Laufende Nr. des Probanden

A: Medikation

T T M M J J

Patienten /D Datum der Untersuchung

U3 1. Tag Post-OP [1/2]

Kathecholamin: |:| |:| Orale Antikoagulantien: |:| |:|
Ja Nein Ja Nein
Statine: |:| |:| Diuretika: |:| |:|
Ja Nein Ja Nein
R-Blocker: |:| |:| Digitalis: |:| |:|
Ja Nein Ja Nein
ACE-Hemmer: 1 0O Antiarrhythmika: (1 O
Ja Nein Ja Nein
AT1-Antagonisten: |:| |:| Sonstige
Ja Nein
Ca-Antagonisten: |:|
Ja Nein
B: Untersuchung Blutdruck
| | | mmHg /| | | | mmHg 24h Post-OP
Systolischer Blutdruck Diastolischer Blutdruck
C: Transfusion (seit Operation)
. 5.
Transfusion erfolgt?: |;| Q‘ Transfusion EK: | Einheiten
Detail: . .
*™ & Transfusion ThK: | Einheiten
Transfusion FFP: | Einheiten
D: EKG
EKG-Verédnderungen: |:| |:|
Nein Ja
welche?
Herzrhythmusstérung: [ ] e
|:| atrial
|:| AV-Block
D ventrikular
Bemerkungen
|:| kombiniert
Herzfrequenz: | | bpm
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M Universitatsklinikum
Diisseldorf

Klinik fur Kardiovaskuldre Chirurgie

Laufende Nr. des Probanden

Patienten ID

T T M M J J
Datum der Untersuchung

U3 1. Tag Post-OP [2/2]

E: Labor
Hamoglobin: g/dl GOT: | | u/l
Hamatokrit: % Kreatinkinase: | | | ui
Leukozytenzahl: 1000/pl Troponin: | | | ng/l
Thrombozytenzahl: | | 1000/ul LDH: | | u/l
Quick: | | % Harnstoff: | | mg/dl
INR: Kreatinin: mg/di
PTT: | | s CRP: mg/l
F: Ereignisse / Protokollabweichungen
ja

Sind unerwiinschte Ereignisse aufgetreten?

Sind Protokollabweichungen aufgetreten?

I:‘ — Formular “Unerwiinschte Ereignisse” !

I:‘ —» Formular “Protokollabweichungen” !

Verantwortlicher Arzt

Durchfiihrende Person(en)

| | Hurricane Il Studie
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M Universitéatsklinikum Klinik fiir Kardiovaskulire Chirurgie

Diisseldorf

Laufende Nr. des Probanden Patienten ID

A: Medikation

T M M J

T
Datum der Untersuchung

J

U4 7. Tag Post-OP [1/4]

Kathecholamin:

]

Orale Antikoagulantien:

R

|;| Nein Ja Nein
Statine: |:| |:| Diuretika: |:| |:|
Ja Nein Ja Nein
R-Blocker: |:| |:| Digitalis: |:| |:|
Ja Nein Ja Nein
ACE-Hemmer: 1 0O Antiarrhythmika: (1 O
Ja Nein Ja Nein
AT1-Antagonisten: |;| r\l;”l] Sonstige
Ca-Antagonisten: |:|
Ja Nein
B: Untersuchung Blutdruck
| | mmHg / | | mmHg
Systolischer Blutdruck Diastolischer Blutdruck
C: Transfusion (seit letzter Kontrolle)
i ?: . .
Transfusion erfolgt?: |;| Q Transfusion EK: | Einheiten
Details . .
» Transfusion ThK: | Einheiten
Transfusion FFP: | Einheiten
D: EKG
EKG-Veridnderungen: ] ]
Nein Ja
welche?
Herzrhythmusstorung: |:| Nein
|:| atrial
|:| AV-Block
Bemerkungen
D ventrikular
|:| kombiniert
Herzfrequenz: | | bpm
L | Hurricane Il Studie | Version 5 - 05.08.2015
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T Universitatsklinikum

Diisseldorf

Laufende Nr. des Probanden

E: Intensiv-Daten

Klinik fiir Kardiovaskulare Chirurgie

; T T M M J J
Patienten ID Datum der Untersuchung

U4 7. Tag Post-OP [2/4]

IABP-Dauer:

Beatmung:

Intensiv-Dauer:

Gesamtdrainagevolumen:

| | h

| | h Re-Intubation:

| | h

| | | mi Re-Thorakotomie:

Nein

Nein

F: Demografische Daten

Gewicht: | |

kg

Oberflache:

gm

L L__Hurricane Il Studie |
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M Universitatsklinikum
Diisseldorf

Klinik fur Kardiovaskuldre Chirurgie

Laufende Nr. des Probanden

Patienten ID

T T M M J J
Datum der Untersuchung

U4 7. Tag Post-OP [4/4]

H: Labor

Hamoglobin: g/dl GOT: | | u/l
Hamatokrit: % LDH: | | ui
Leukozytenzahl: 1000/ul Natrium: | | mmol/l
Thrombozytenzahl: | | 1000/pl Kalium: mg/dl
Quick: | | % Troponin: | | | ng/l
INR: Harnstoff: | | mg/dl

PTT: | | s Kreatinin: mg/dl

CRP: mgl/l Kreatinkinase: | | | ui

I: Ereignisse / Protokollabweichungen

Sind unerwiinschte Ereignisse aufgetreten?

Sind Protokollabweichungen aufgetreten?

nein

ja

I:‘ I:‘ — Formular “Unerwiinschte Ereignisse” !

[

I:‘ —» Formular “Protokollabweichungen” !

Verantwortlicher Arzt

Durchfiihrende Person(en)

| | Hurricane Il Studie
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=

Diisseldorf

Universitatsklinikum

Klinik fur Kardiovaskuldre Chirurgie

Laufende Nr. des Probanden

A: Demografische Daten

Patienten ID

T T M M
Datum der Untersuchung

J

J

U5 3 Monate Post-OP [1/4]

kg

| bpm

Gewicht: | | Oberflache: qm
B: Medikation
Statine: 1 [ Orale Antikoagulantien: (1 [
Ja Nein Ja Nein
. Diuretika:
R-Blocker: |;| Q g rlgul
ACE-Hemmer: |:| |:| Digitalis: |:| |:|
Ja Nein Ja Nein
AT1-Antagonisten: |:| |:| Antiarrhythmika: |:| |:|
Ja Nein Ja Nein
Ca-Antagonisten: (1 [ Sonstige
Ja Nein
C: Untersuchung Blutdruck
| | mmHg / | | mmHg
Systolischer Blutdruck Diastolischer Blutdruck
D: Transfusion (seit letzter Kontrolle)
Transfusion erfolgt?: |:| |:|
Ja Nein
E: EKG
EKG-Veranderungen: ] []
Nein Ja
welche?
Herzrhythmusstorung: |:| Nein
|:| atrial
|:| AV-Block
Bemerkungen
|:| ventrikular
|:| kombiniert
Herzfrequenz:

L |
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=

Universitatsklinikum
Diisseldorf

Klinik fur Kardiovaskuldre Chirurgie

Laufende Nr. des Probanden

F: Anamnese

Patienten ID T

U5 3 Monate Post-OP [2/4]

T M M J
Datum der Untersuchung

Kardiale Dekompensation:

KHK

Synkope:

Nikotin:

Hamorrhagie:
Diabetes mellitus:

Pulmonale Hypertonie:

Fettstoffwechselstorung:

Lebererkrankungen:

Sonstige Erkrankungen:

Vorhandene Implantate
mit Kontakt zum Blut:

NYHA:

Herzkatheter:

Ex-Nikotin Ja

Bekannte Herzrhythmusstérungen:

Relevanz der KHK:

[
[

nicht relevant

relevant ———p

Art der KHK

HTN:

Lungenerkrankungen:

[]
Nein

[

©
P4
S

ei

Hamorrhagie-Art:

0 s
[l

—
<
o

—

yp Il Nein

L]

[
[
4
]
5

Herzrhythmusstérung-Art:

z
2]
>

[
©

Ja Nein

(1 [
Ja Nein
Magen Darm

Nasenblutung

Bei nichtkardialen
Vor-OP

g

|

L]

z
]
5

5] 5]
]

Nein
0 &
[

Sonstige Erkrankungen

Herzschrittmacher

Aortenstent

Gefalprothesen

OOdn

Sonstige

gogn O

L |
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M Universitatsklinikum Klinik fiir Kardiovaskulire Chirurgie 1
Diisseldorf
| | L] L]
Laufende Nr. des Probanden Patienten ID D;turg de'\r/l Un?/érquchuﬁ)g

U5 3 Monate Post-OP [4/4]

H: Labor
Hamoglobin: g/dl GOT: | | uil
Hamatokrit: % Kreatinkinase: | | | uil
Leukozytenzahl: 1000/ul Troponin: | | | ng/l
Thrombozytenzahl: | | 1000/pl LDH: | | ui
Quick: | | % Gesamtbilirubin: mg/dI
INR: Triglyceride: | | mg/dI
PTT: | | s Calcium: mg/dl
CRP: mg/l Phosphat: mg/dl
Kreatinin: mg/dl HDL: | | mg/dl
Harnstoff: | | mg/dl LDL: | | mg/dl

I: Ereignisse / Protokollabweichungen

nein ja

Sind unerwiinschte Ereignisse aufgetreten?
I:‘ I:‘ — Formular “Unerwiinschte Ereignisse” !

Sind Protokollabweichungen aufgetreten?
I:‘ I:‘ —» Formular “Protokollabweichungen” !

Verantwortlicher Arzt Durchfiihrende Person(en)

L L Hurricane Il Studie | Version 505082015 |
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M Universitéatsklinikum Klinik fiir Kardiovaskulire Chirurgie
Diisseldorf

Laufende Nr. des Probanden Patienten ID

T T M _M_ J J
Datum der letzten Studienuntersuchung

Ende der Nachbeobachtung [1/1]
A: Zeitpunkt

[] L] [] [] [] [

Pra-OP (U1) Intra-OP (U2) 1. Tag Post-OP (U3) 7. Tag Post-OP (U4) 3 Monate Post-OP (U5) Ungeplant/Sonstige

B: Details zum Ende der Nachbeobachtung
Hat der Patient die Studie planmaRig beendet?

]

Ja Nein
|:| Riicknahme der Patienteneinwilligung

[] Lost of Follow-Up
|:| Abbruch der gesamten Studie

Explantationsdatum

[ ] Explantation ——» | | | | |

T T M M J J

I:| Keim

Infektion ——————»

v

v

I:‘ Grund

nicht-infektios ———————»

Todesdatum

|:| Patient verstorben | | | | | —»  Formular “Ereignisse” ausfiillen

T T M M J

J
» [ [ [] [
Kardial, Kardial, Nicht kardial Unbekannt
arrhythmiebedingt  nicht arrhythmiebedingt

> [ L] []

Plotzlich Nicht pl6tzlich Unbekannt
» [ Ll []
Pre operativ Peri operativ post operativ

(= 30 Tage nach Impl.) (>30 Tage nach Impl.)

|:| Anderer Grund: ——»|

Verantwortlicher Arzt Durchfiihrende Person(en)

T T M M J J

L L Hurricane Il Studie | Version 505082015 |
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