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Zusammenfassung

Die Links-Herz-Unterstiitzungs-Systeme (LVAD) haben sich als eine wichtige therapeutische
Option bei Patienten mit terminaler Herzinsuffizienz etabliert. Jedoch sind LVADs mit einer
Verschlechterung der endothelialen Funktion und einer Stérung der Koagulation assoziiert,
was sowohl zu Blutungen als auch thromboembolischen Komplikationen (TE) fihrt. TEs sind
eine geflrchtete Komplikation bei LVAD Patienten und treten trotz optimaler
Antikoagulation in bis zu 20% der Patienten innerhalb der ersten zwd6lf Monate auf. Die
genauen pathophysiologischen Mechanismen, die diesen TEs zu Grunde liegen, sind bislang
nicht vollstandig geklart. Mikropartikel (MPs) sind Membranpartikel, die von nahezu allen
Zellen in das Blut abgegeben werden. Sie werden als ein Marker einer gestorten
endothelialen Integritdt und einer erhdhten Koagulation betrachtet. Aullerdem wurde
bereits vermutet, dass sie selbst aktiv zu einer gestérten endothelialen Funktion und einer
erhohen Koagulation beitragen. Ob zirkulierende MPs zu einer gestorten endothelialen
Funktion und einer erhohten Koagulation bei LVAD Patienten beitragen, ist ungeklart.

Die Hypothese dieser Arbeit ist, dass die LVAD Unterstitzung zu einer verschlechterten
endothelialen Funktion, einer erhohten Konzentration zirkulierender MPs sowie einer
verstarkten MPs induzierten Thrombin-Generierung fihrt, wodurch die Entstehung von TEs
gefordert wird.

Es wurden prospektiv 15 Patienten mit terminaler Herzinsuffizienz untersucht, bei denen
eine LVAD Implantation geplant war, bezlglich des Einflusses des LVADs auf die
endotheliale Funktion, die MPs Konzentration und die prokoagulatorische Aktivitat der
MPs. Diese Parameter wurden vor LVAD Implantation, kurz danach (Tag 14) und nach 3
Monaten untersucht. Dieselben Parameter wurden zusatzlich in 37 LVAD Patienten und 17
Patienten mit terminaler Herzinsuffizienz ohne LVAD untersucht beziglich TEs innerhalb
von zwolf Monaten unter LVAD. Die endotheliale Funktion wurde mittels flussmediierter
Vasodilatation (FMD) gemessen. Zirkulierende MPs wurden mittels Durchflusszytometrie
anhand ihrer Oberflachenantigene analysiert. Endotheliale MPs (EMPs) kdnnen eingeteilt
werden in CD 62E*, CD144* und CD31*/CD41° MPs. Thrombozytare MPs (PMPs) werden als
CD41* and Erythrozytare MPs (RBC-MPs) als CD235"* klassifiziert. Die prokoagulatorische
Aktivitat der MPs wurde mithilfe eines zwei-stufigen amidolytischen Assays untersucht, mit
dem die MPs induzierte Thrombin-Generierung gemessen wurde.

Bei den Patienten mit terminaler Herzinsuffizienz, die ein LVAD implantiert bekamen,
reduzierte sich die FMD, es erhohten sich die PMPs, RBC-MPs, CD62* EMPs und die MPs
induzierte Thrombin-Generierung nach LVAD Implantation und blieben auch nach drei
Monaten stabil. In der Querschnittsstudie war die FMD als Marker der endothelialen
Funktion erniedrigt und die Konzentrationen der zirkulierenden PMPs, EMPs und RBC-MPs
sowie die MPs induzierte Thrombin-Generierung hoher bei den LVAD Patienten verglichen
mit der Kontrollgruppe. Die Konzentration der PMPs und die MPs induzierte Thrombin-
Generierung war hoher bei LVAD Patienten mit TEs verglichen mit denen ohne.

Es konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die Implantation eines LVAD zu einer
verschlechterten endothelialen Funktion und Integritat fihrt, die MPs Konzentrationen
und die MPs induzierte Thrombin-Generierung erhoht und so die Entstehung von TEs
gefordert werden kdnnten. Bei LVAD Patienten waren die Konzentration der zirkulierenden
PMPs und die prokoagulatorische Aktivitat der MPs mit der Entstehung von TEs assoziiert.
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Summary

Continuous-flow left ventricular assist devices (LVADs) have been established as a vital
therapeutic option in end stage heart failure not merely as bridge-to transplant but also as
destination therapy. However, LVADs are associated with an impaired endothelial function
and a dysbalance of coagulation leading to both, excessive bleeding and thromboembolic
events (TE). TEs, even despite adequate anticoagulative therapy, are a feared complication
in up to 20% of the patients during the first twelve months. However, the pathophysiologic
mechanisms underlying these TEs in LVAD patients are not fully understood. Microparticles
(MPs) are shed membrane particles budded into the circulation and considered as a marker
of compromised endothelial integrity and enhanced procoagulation levels. In addition, MPs
have been suggested to play an active role in the induction of endothelial dysfunction and
coagulation. Whether circulating MPs contribute to impaired endothelial function and
enhanced coagulation in LVAD patients is unknown.

The Hypothesis of this manuscript is, that LVAD support impairs endothelial function,
increases the level of circulating MPs as well as enhances MPs induced coagulation and
thereby promote thromboembolic events.

Prospectively 15 patients with end stage heart failure undergoing elective LVAD
implantation were analyzed, regarding the effect of LVAD support on endothelial function
and the level and procoagulative activity of circulating MPs. These parameters were
assessed before LVAD implantation, post implantation (day 14) and at 3 months follow up.
Additionally, the same parameters were analyzed in 37 patients with LVAD support
compared to 17 patients with end stage heart failure without LVAD support as the control
group in the context of TEs. Endothelial function was assessed by measuring flow mediated
dilation (FMD). Circulating MPs were characterized and quantified by flow cytometry
according to the expression of established surface antigens. Endothelial MPs (EMPs)
subpopulations are defined as CD 62E*, CD144* or CD31*/CD41° MPs. Platelets
Microparticle (PMPs) are defined as CD41* and red blood cell MPs (RBC-MPs) as CD235".
MP procoagulative activity was assessed using a two-step amidolytic assay measuring MPs
induced thrombin formation.

In patients with end-stage heart failure undergoing LVAD implantation FMD decreased,
PMPs, RBC-MPs, CD62* EMPs and MPs induced thrombin formation increased after LVAD
implantation and kept stable at 3 months follow up. In the cross-sectional study the FMD
as a marker of endothelial function was lower, and level of circulating PMPs, EMPs and
RBC-MPs as well as MPs induced thrombin formation were higher in LVAD patients as
compared to the control group. The level of circulating PMPs as well as the MPs induced
thrombin formation were higher in LVAD patients with TEs as compared to those without
TEs.

This research could show, that the LVAD implantation impairs the endothelial function and
endothelial integrity, increases MPs concentration as well as MPs induced thrombin
formation and thereby might promote thromboembolic complications. In patients with
LVAD support, the level of circulating PMPs and the procoagulative activity of the MPs are
associated with the occurrence of TEs.
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1 Einleitung

1.1  Terminale Herzinsuffizienz

Die Herzinsuffizienz ist ein klinisches Syndrom bei dem das Herz nicht mehr in der Lage ist,
den Organismus mit ausreichend Blut - und damit geniigend Sauerstoff zu versorgen.
Eingeteilt wird sie in die Linksherzinsuffizienz mit Rickstau des Blutes in die
Lungenstrombahn und die Rechtsherzinsuffizienz mit Rickstau des Blutes in den
Korperkreislauf. Eine isolierte Rechtsherzinsuffizienz ist jedoch selten, in den meisten
Fallen fihrt eine Linksherzinsuffizienz durch den Riickstau in das rechte Herz zu einer
begleitenden Rechtsherzinsuffizienz. Dies wird als Globalherzinsuffizienz bezeichnet. Die
Pravalenz der Herzinsuffizienz in der westlichen Welt liegt bei 1 —2 % und ist altersabhangig
[2]. Liegt sie bei Personen unter dem 50. Lebensjahr bei nur ca. 1 %, steigt sie bei Personen
Uber dem 70. Lebensjahr auf Werte um 10 % an [3-5]. In Deutschland stellte die
Herzinsuffizienz die funfthaufigste Todesursache mit 4 % bzw. 38.187 von 932.272
Todesféllen im Jahr 2017 dar [6]. Weltweit leiden 26 Millionen Menschen an einer

Herzinsuffizienz [7]. Davon sind 5 % in dem Stadium der terminalen Herzinsuffizienz [8].

Die terminale Herzinsuffizienz ist definiert als ein Zustand der Herzinsuffizienz, der
entsprechend der Therapieempfehlungen der Leitlinien [9] austherapiert ist und den
Einsatz von pharmakologischer und/oder mechanischer Kreislaufunterstiitzung notwendig
macht [10]. Die Symptome des myokardialen Vorwarts- und Riickwartsversagens liegen
hier in maximaler Auspragung vor und gehen mit rezidivierenden Dekompensationen

einher [9, 11].

Weltweit betrifft dieser Zustand ca. 1,3 Millionen Menschen, die eine 1-Jahres Mortalitat
von bis zu 75 % haben [12]. Wahrend Dyspnoe fir alle Stadien der Herzinsuffizienz
charakteristisch ist, flihrt die terminale Herzinsuffizienz zu wiederholten
Hospitalisierungen, kardialer Kachexie, refraktaren Arrhythmien mit oder ohne Schock
oder zu einer fortschreitenden renalen und hepatischen Dysfunktion und ist mit einer

Intoleranz der medikamentdsen Herzinsuffizienz-Therapie assoziiert [8, 13-15].
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Durch den demographischen Wandel und die erhéhte Lebenserwartung, aber auch durch
die erfolgreiche Akut-Therapie des Myokardinfarktes mit der potentiellen Entwicklung
einer nachfolgenden Herzinsuffizienz, wird die Inzidenz der Herzinsuffizienz in den
nachsten Jahren weiter ansteigen [16-18]. Die Symptomkontrolle und das Uberleben der
Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz wurden uber die letzten 20 Jahre durch den
therapeutischen Einsatz der Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS)-Blockade, der
Beta-Rezeptorblockade sowie der Device-Therapie verbessert [19-33]. Es lassen sich jedoch
nur die frithen Stadien der Herzinsuffizienz effektiv medikamentos behandeln, bei der
terminalen Herzinsuffizienz sind die Erfolgsaussichten stark limitiert [34]. Neben dem
Einsatz von positiv inotropen Substanzen und Vasopressoren kommen hier die
Ultrafiltration, perkutane und chirurgische kardiale Unterstitzungs-Systeme sowie die

Herztransplantation zum Einsatz [9].

Als beste Option, um die Uberlebensrate und Lebensqualitit zu verbessern, gilt die
orthotope Herztransplantation. Allerdings ist ihr Anteil bei rund 4.500 Spenderherzen
weltweit pro Jahr im Verhaltnis zu den Transplantatbediirftigen sehr gering [35]. Es werden
jahrlich dreimal mehr Patienten zur Herztransplantation gelistet als letztendlich
transplantiert werden [36]. Um diese Versorgungsliicke zu schlieBen, kommt als
Therapiemoglichkeit flir Patienten mit terminaler Herzinsuffizienz dem Einsatz von
mechanischen Links-Herz-Unterstlitzungs-Systemen (LVAD) eine immer groRere
Bedeutung zu. Diese hat sich mittlerweile als fiihrende Therapieoption neben der
Herztransplantation durchgesetzt [37]. Durch die Einfliihrung der LVADs konnte die
Mortalitit der Patienten auf der Warteliste signifikant reduziert und das Uberleben von
Patienten mit terminaler Herzinsuffizienz deutlich verbessert werden [30, 37-39].Die 2 — 3
Jahres Uberlebens-Rate unter LVAD Therapie ist vergleichbar mit den Patienten, die
transplantiert wurden [40]. Die Therapie mit einem LVAD wird nicht nur zur
Zeitliberbrickung bei der Spenderherzsuche eingesetzt (als ,bridge-to-transplant”), oder
bis sich das Herz erholt hat (als ,, bridge-to-recovery”), sondern auch als permanente Losung
ohne anschliefende Herztransplantation (als ,destination therapy”) verwendet [41]. Hier
wird der Patient den Rest seines Lebens durch das System unterstitzt. Dies findet bei

Patienten die im Rahmen von Endorganschadigungen oder zu hohem Alter nicht fir die
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Transplantation geeignet sind Verwendung und fiihrte zu einer besseren Lebensqualitat

und Prognose [41, 42].

Die Patienten mit terminaler Herzinsuffizienz friihzeitig zu erfassen, die eine erweiterte
Therapie wie die Herztransplantation oder die Implantation eines LVAD Systems bendtigen,

ist essentiell um eine optimale Versorgung zu gewahrleisten [11].

Auf der anderen Seite sollte die Implantation eines LVADs auf Grund der Komplikationen
auch nicht zu friih geplant werden. Eine Klassifikation zur Erfassung der terminalen
Herzinsuffizienz ist die Interagency Registry for Mechanically Assisted Circulatory Support
(INTERMACS). Diese Klassifikation wurde im Rahmen eines Multicenter Registers von LVADs
gebildet [43, 44] und hilft, die Patienten anhand ihrer Himodynamik und dem Grad der
Organschadigung einzuteilen [43]. Ziel ist es, die Parameter der Patienten mit terminaler
Herzinsuffizienz zu sammeln und anhand dessen Therapieempfehlungen sowie
Einschatzungen des perioperativen Risikos abzugeben [45]. Die Bedeutung der INTERMACS
Klassifikation zur Erfassung der Mortalitdt und der postoperativen Komplikationen fir die
Implantation von LVADs konnte bereits gezeigt werden [43, 44, 46]. Die INTERMACS

Klassifikation gliedert die terminale Herzinsuffizienz in 7 Stadien auf [47]:

INTERMACS 1. Dyspnoe in Ruhe (NYHA 4); hamodynamische Instabilitat trotz

erhohter Dosen Katecholamine und/oder Mechanischer Kreislaufunterstitzung

mit kritischer Hypoperfusion von Zielorganen

- INTERMACS 2. NYHA 4; intraventse Gabe inotroper Substanzen mit
akzeptablem Blutdruck aber rapider Verschlechterung der Nierenfunktion,
Erndahrungsstand oder Volumenbelastung

- INTERMACS 3. NYHA 4; hamodynamische Stabilitdat mit niedrigen oder mittleren
Dosen inotroper Substanzen, jedoch Hypotonie, Symptomverschlechterung
oder fortschreitendes Nierenversagen

- INTERMACS 4. NYHA 4; ambulante Situation; temporarer Stopp der Behandlung

mit inotropen Substanzen ist moglich, die Symptome kehren jedoch wieder und

der Patient ist Volumen Uberlastet
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- INTERMACS 5. NYHA 4; ambulante Situation; keine korperliche Aktivitat mehr
moglich, stabiler Zustand in Ruhe, jedoch regelmaRige Flissigkeitsretention und
renale Dysfunktion

- INTERMACS 6. Dyspnoe bei leichter Belastung (NYHA 3); nur geringe Limitierung
der korperlichen Bewegung und keine Volumenbelastung in Ruhe, jedoch bei
leichter Aktivitat schnell beeintrachtigt

- INTERMACS 7. NYHA 3; keine Volumenbelastung

GemaR den European Society of Cardiology (ESC) Guidelines wird bei Patienten in der
ersten Stufe die Unterstiitzung mit dem extrakorporalen Life Support System/der
extrakorporalen Membranoxygenierung (ECLS/ECMO) empfohlen, bei Patienten in der
zweiten Stufe ist der Ubergang zum LVAD méglich [9]. Patienten in Stufe 3 bis 5 sollten ein

LVAD bekommen, bei Stufe 6 und 7 sollte es in Erwdgung gezogen werden [9].

1.2 Mechanische Linksherzunterstiitzungssysteme

Anders als bei Implantation eines Kunstherzens (Total Artificial Heart), bei der das Herz fast
komplett entfernt und durch eine Pumpe ersetzt wird, bleibt bei einem LVAD das Herz des
Patienten im Korper und soll in seinen Aktionen unterstitzt werden. Die LVADs kdnnen in
Systeme eingeteilt werden, die einen pulsatilen oder kontinuierlichen Fluss erzeugen. Die
ersten Generationen waren pulsatile LVADs, die mit Druckluft betriebenen Blutpumpen
arbeiteten. Die neueren Generationen umfassen kontinuierliche Systeme mit Axial- oder
Zentrifugalpumpen, die durch einen magnetisch betriebenen Rotor Fluss erzeugen. Bei den
Axialpumpen flieBt das Blut zentral in Richtung der Rotor-Achse, bei den
Zentrifugalpumpen wird das Blut in die Pumpenperipherie gedriickt [48]. Der Vorteil der
axialen Pumpen ist, dass sie kleiner sind als die zentrifugalen Pumpen und sich so besser
implantieren lassen [48]. Nachteil ist jedoch, dass sie einen groReren Sog aufbauen,

wodurch der Ventrikel kollabieren kann [48].

Im Vergleich der verschiedenen LVAD Generationen untereinander, flihrten die neuen zu
einer verbesserten Lebensqualitit und Uberlebensrate der Patienten [42, 49, 50]. Die
pulsatilen Systeme hatten einen hohen Volumenbedarf und erschwerten aufgrund ihrer

GroRe die Implantation, die teilweise nur intraabdominell oder intrapleural moglich war.
4



Einleitung

Demgegeniiber erwiesen sich die kontinuierlichen Systeme Uberlegen. Sie sind kleiner,
verlasslicher, bestandiger und konnen mittlerweile intraperikardial implantiert werden [50,

51].

Die 30-Tage Mortalitat ist von 11 % mit der alten LVAD Generation auf 4 % mit der neuen
Generation gesunken [50]. Zudem erreichten 90 % der Patienten die mit der neuen LVAD
Generation versorgt wurden die angestrebten Ziele wie den Zeitpunkt der
Herztransplantation, Erholung des Herzmuskels oder fortgesetzte Herzunterstiitzung nach
sechs Monaten. Im Gegensatz dazu waren es nur 80 % der Patienten, die mit alteren
Generationen versorgt wurden [50]. Die kontinuierlichen LVAD Systeme wiesen im direkten
Vergleich niedrigere Raten bei allen untersuchten Ereignissen auf, am haufigsten war die
Blutung mit Raten von 1,44 bzw. 1,79 pro Jahr [50]. Andere Studien konnten zeigen, dass
es zumindest keinen Nachteil der kontinuierlichen LVADs gegeniiber den pulsatilen LVADs
gibt, sodass die Vorteile der geringeren GrofRe und leichteren Implantierbarkeit

Uberwiegen [52, 53].

1.3 Komplikationen unter der LVAD Therapie

Trotz der Weiterentwicklung der LVAD Technologie treten weiterhin Komplikationen auf,
die sich entscheidend auf die Erfolgsaussicht der Therapie auswirken [54]. Diese umfassen
unter anderem gastrointestinale Blutungen, Hamolyse, Aortenklappeninsuffizienz,
thromboembolische Komplikationen und Verdnderungen des GefdaBsystems [54-62].
Ursache ist unter anderem der Verlust der Pulsatilitat mit Umstellung auf einen nicht-
physiologischen kontinuierlichen Fluss. Patienten mit terminaler Herzinsuffizienz haben
bereits vor LVAD Implantation eine beeintrachtigte endotheliale Funktion [63]. Durch den
Verlust der pulsatilen Stromung bei Implantation eines neueren LVAD, wird diese weiter
verschlechtert [64]. So wirkt sich die Wandschubspannung, die durch einen pulsatilen Fluss
gefordert wird, positiv auf die BlutgefalRe aus [65, 66]. Die Wandschubspannung fihrt unter
anderem zu einer regelmaRigen Stickstoffmonoxid (NO) Freisetzung und fordert die
Proliferation [67]. Bei einer Reduzierung der Pulsatilitdit kommt es zu einem Zerfall der
extrazelluldren Matrix und einer beeinflussten vaskuldren Proliferation [68]. Sowohl

Frequenz als auch Amplitude des pulsatilen Flusses wirken sich auf die endothel-
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vermittelte Vasodilatation und die NO Produktion aus [69, 70]. Weiterhin fUhrt der
reduzierte pulsatile Fluss zu einer geringeren Bradykinin-Rezeptor-vermittelten
Vasodilatation [22] und zu einem erh6hten oxidativen Stress [71-73].

Es konnte gezeigt werden, dass sich der Wanddurchmesser der Aorta unter LVAD Therapie
mit kontinuierlichem Fluss um bis zu 50 % reduzierte, einhergehend mit einer reduzierten
Kontraktilitat der glatten Muskulatur und einer reduzierten Sensitivitat gegeniiber
Phenylephrin [74]. Ferner war die Inzidenz der Aortenklappeninsuffizienz bei Patienten mit
kontinuierlichem Fluss doppelt so hoch wie bei Patienten mit pulsatilem Fluss [75]. Bei
Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie, die ein LVAD implantiert bekommen haben, war
die Chance, dass sich der Herzmuskel regenerierte unter pulsatilen LVADs im Vergleich zu
Patienten mit kontinuierlichen LVADs dreimal hoher [76, 77]. Auch ist die Inzidenz der

gastrointestinalen Blutungen hoéher bei LVADs mit kontinuierlichem Fluss [78, 79].

Die haufigsten Komplikationen sind LVAD assoziierte Blutungen [47, 80]. Mussten bei
pulsatilen LVADs bis zu 50 % der Patienten aufgrund einer Blutung re-operiert werden [81,
82], konnte diese Rate durch die Verwendung kontinuierlicher Systeme auf 20 % reduziert
werden [83, 84]. Neben den hamorrhagischen Komplikationen entstehen auch
thromboembolische Komplikationen. Kiinstliche Oberflachen von Stents, Herzklappen oder
mechanischen Herzunterstiitzungssystemen fordern die Entstehung von Thromben. Dies
geschieht durch Proteinabsorption, der Adhasion von Thrombozyten, Erythrozyten und
Leukozyten, sowie der Induktion der Thrombin-Generierung und Komplement-System
Aktivierung [85]. Ein gefiirchtetes Ereignis ist die Pumpenthrombose, die bei ca. 10 % der
Patienten innerhalb der ersten 12 Monate nach LVAD Implantation auftritt, trotz adaquater
Antikoagulation [86]. Weitere Komplikationen sind arterielle Embolien auRerhalb des
zentralen Nervensystems, transitorische ischamische Attacken sowie der ischamische
Schlaganfall [50]. Die Pumpenthrombose und der ischamische Schlaganfall stellen die

schwerwiegendsten Komplikationen dar.

Allerdings sind die exakten pathophysiologischen Prozesse hinter diesen, trotz effektiver
Antikoagulation auftretenden thromboembolischen Ereignissen, nicht vollstandig geklart
und insbesondere die Rolle des GefdaRendothels und der Aktivierung des

Gerinnungssystems unter LVAD Therapie bei diesen Komplikationen unklar. Es wurde
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gezeigt, dass die Verletzung des Endothels und der Verlust bzw. die Fehlfunktion von
Endothelzellen eine Schlisselrolle bei verschiedenen thrombotischen Storungen darstellt
[72]. Der Verlust der schiitzenden Eigenschaften des Endothels und die dadurch auch
beeintrachtigte NO Bioverfligbarkeit zusammen mit der Expression von
prokoagulatorischen und prothrombotischen Molekilen in der subendothelialen Matrix

konnte die hamostatische Balance in Richtung Thrombose verschieben [72, 73].

Wahrend friihere LVAD Generationen thromboembolische Raten von bis zu 30 % aufwiesen
[49], liegt sie bei der neuen Generation weitaus niedriger. So konnte gezeigt werden, dass
sich die Rate beim HeartMate Il bei 12 — 14 % befindet [42, 50, 87]. Als Grund fir die
Reduktion der thromboembolischen Komplikationen wird die geringere GréRe der neuen
Generation angenommen, wodurch weniger Blut mit der Oberflache des Gerats in Kontakt
kommt [88]. Der Kontakt von Blut mit der LVAD Oberflache fiihrt zu intrinsischer
Koagulopathie mit Hyperkoagulation, Fibrinolyse und Thrombozyten Aktivierung [89].
Zudem wurde im Verlauf die Himodynamik der LVADs optimiert. Axiale Systeme wie das
HeartMate Ill arbeiten mit einer kontrollierten, zentrifugalen Rotation mit bis zu 20-fach
langeren Pausen des Blutflusses. Dies fiihrt zu einer Reduktion der Hamolyse als auch zu
einer stabilisierten Koagulation, und kénnte dadurch sowohl die hamorrhagischen als auch
die thromboembolischen Komplikationen reduzieren [90]. Zudem ist das HeartMate Ill mit
einer Titanium Schicht liberzogen, was die Bildung einer biologischen Barriere begiinstigt
und dadurch die Thrombus Entstehung weiter reduziert [91]. Unabhdngig davon ist in den
letzten Jahren die Rate der thromboembolischen Komplikationen angestiegen und liegt
hoher als zunachst angenommen, was aber vor allem durch eine nicht ausreichende

Diagnosestellung in friiheren Studien bedingt seien kann [92].

Die Rate an ischamischen Schlaganfallen liegt bei 10,2 % [93] und damit deutlich héher als
bei Patienten mit fortgeschrittener Herzinsuffizienz ohne LVAD Unterstlitzung (3,5 %) [42].
Aufgrund der Anatomie finden die zerebralen Embolien nach einer Herzoperation primar
in der rechten Hemisphare statt [94-97]. Dies wird weiter verstarkt durch postoperative

Infektionen, da hierdurch eine Thrombus Bildung im LVAD beglinstigt wird [97].
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Die Rate der Pumpenthrombosen variieren von 6 — 12 % [86, 98-100], auch hier steigen die
Raten mit der Zeit an [99]. Bei der Pumpenthrombose kann der Blutein- bzw. Blutausstrom
behindert oder der Propeller selbst in seinen Aktionen eingeschrankt werden. Der
auslosende Thrombus bildet sich in den meisten Fallen aulRerhalb der Pumpe im rechten
Herzohr, im linken Ventrikel oder kann aus den postoperativen Ventrikel Ablésungen
entstehen [98]. Die Pumpenthrombose kann aber auch durch eine Fehlpositionierung des
Einflusses oder unzureichende Gerinnungshemmung ausgelost werden [98]. Obwohl es
sich bei der Pumpenthrombose um eine schwerwiegende Komplikation handelt, ist die
Diagnose nicht einfach. Grund dafiir ist unter anderem, dass sowohl Ultraschall als auch
radiologische Untersuchungen nicht ausreichend das Innere der Pumpe beurteilen kdnnen
[101]. Deshalb wurde 2013 ein Algorithmus entwickelt, der die beste Evidenz zur
Diagnosestellung aufweist und vier klinische Charakteristika beschreibt, die typisch fiir die

Pumpenthrombose sind [102]:

Isolierte Erhéhung der Pumpenleistung

Isolierte Erhéhung der Laktatdehydrogenase (LDH)

Hamolyse

Neu aufgetretene Herzinsuffizienz Symptome

Die Untersuchung der Pumpenparameter kann wichtige Hinweise darauf geben, wo in der
Pumpe die Thrombose aufgetreten ist, da die Werte dementsprechend variieren. Ist der
Propeller selbst betroffen, treten regelmale Leistungsspitzen auf, mit reduziertem Fluss
[101]. Ist die Thrombose im Ein- oder Ausfluss, finden sich sowohl eine erniedrigte Leistung
als auch ein erniedrigter Fluss [101]. Es konnte gezeigt werden, dass die LDH Erh6hung die
verlasslichste Laboruntersuchung zur Diagnostik der Pumpenthrombose ist [62, 92, 100].
Die Diagnose kann hiermit besser als mit echokardiographischen Befunden oder durch die
Erfassung der Pumpenparameter bestdtigt werden [103]. Hamolyse wurde in vielen
Studien als ein friihes Warnzeichen der Pumpenthrombose gewertet und ist mit einer
schlechten Prognose assoziiert, sodass die Antikoagulation angepasst oder ein
Pumpenwechsel durchgefiihrt werden sollte [92, 104, 105]. Zur weiteren Evaluation wird
die Echokardiographie eingesetzt. Die Veranderung des linksventrikuldren
enddiastolischen Diameters, die Offnung der Aortenklappen sowie die Zeit der
Verlangsamung des Flusses (iber der Mitralklappe haben sich als verladssliche Parameter zur

Diagnose erwiesen [106-108].
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Fir die Therapie der Pumpenthrombose gibt es zwei unterschiedliche Ansatze, den
medikamentdsen und den chirurgischen. Der operative Pumpenaustausch ist meist die
Therapie der Wahl, da die thrombolytische Therapie oft bei erhéhter Blutungsgefahr
kontraindiziert ist [54]. Zudem wurden mehrere Studien mit einer maRigen Erfolgsquote
der medikamentdsen Therapie veroffentlicht. In diesen lag die Mortalitat bei
medikamentdser Therapie bei 50 % im Vergleich zu 5 % bei der chirurgischen Therapie, die
[92, 109]. Die medikament6se Therapie ist der chirurgischen Therapie dementsprechend
aktuell unterlegen. Zudem ist die Uberlebensrate bei einem friihen Austausch des
Pumpensystems hoher als bei einem spaten Austausch nach Versagen der konservativen

Therapie [98, 110, 111].

Die Auswirkungen der hohen Wandschubspannung, die durch das LVAD hervorgerufen
wird, sind bislang nur gering untersucht. Sie wirkt sich jedoch auf die Erythrozyten,
Leukozyten, Thrombozyten und das Endothel aus [112]. Durch den nicht-pulsatilen Fluss
wird ein hoher Stress auf die Blut- und Endothelzellen ausgeibt [113-115], was zu einer

vermehrten Freisetzung von zirkulierenden Mikropartikeln (MPs) fihren kann [116, 117].

1.4  Zirkulierende Mikropartikel

MPs sind 0,1 — 1 um groBe Membranfragmente, die von nahezu allen Zellen abgegeben
werden, die eine Plasmamembran besitzen [118]. Ausl6ser ist unter anderem eine Zytokin-
vermittelte Zell-Aktivierung, Apoptose, oxidativer Stress oder ein erhohter Scherstress
[119-122]. Die MPs werden durch Ausstilpung und Abschniirung der zytoplasmatischen
Zellmembran freigesetzt [123]. Abzugrenzen sind sie von den Exosomen, welche 40 — 100
nm grof sind, und den Apoptose Korperchen, die groRer als 1,5 pum messen. Alle drei
werden als Mikrovesikel zusammengefasst. Aufgeteilt werden die MPs nach den
Ursprungszellen. So kdnnen sie von den Endothelzellen, den Erythrozyten, den Leukozyten
und von den Thrombozyten abstammen, mit unterschiedlichen zellularen und
membrandsen  Bestandteilen und damit verschiedenen Charakteristika. Die
Zusammensetzung ist sowohl von der Ursprungszelle, als auch von dem Stimulus der

Freisetzung abhangig. Zirkulierende MPs sind biologische Vektoren in der systemischen
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interzellularen Kommunikation [124, 125] wund assoziiert mit Inflammation,
Immunregulation und Koagulation [126]. Durch direkte Aktivierung von
Oberflachenrezeptoren anderer Zellen werden diese beeinflusst und reguliert. Die
Aktivierung wird ermoglicht durch den Transfer von Rezeptoren, Transkriptionsfaktoren,
Messenger-Ribonukleinsduren (RNA) oder nicht kodierender RNA, Zytokinen,

Adhéasionsmolekilen und Proteinen [127-130].

Endotheliale Mikropartikel

Die Freisetzung von endothelialen MPs (EMPs) erfolgt in vitro unter anderem bei Kontakt
der Endothelzellen mit Komplementfaktoren, Thrombin, Lipopolysacchariden,
Autoantikdrpern und Zytokinen [131, 132]. Die Protein Zusammensetzung ist stark
abhangig von dem Reiz, der ihre Freisetzung auslost und umfasst Proteine der
Plasmamembran, Zytosols, des Zytoskeletts und der Mitochondrien [133]. Typische
Oberflachenmarker sind das E-Selectin (CD62E) und Cadherin (CD144), spezifische
endotheliale Proteine sowie das unspezifische Thrombozyten-Endothelzellen-
Adhasionsmolekiil (PECAM-1 bzw. CD 31) [134]. Deshalb werden meist mehrere Marker fiir
die Identifikation kombiniert [117]. Es konnte gezeigt werden, dass MPs die Angiogenese
fordern [129], in hoheren Konzentrationen jedoch anti-angiogenetisch wirken [135, 136].

Zudem koénnen sie prothrombotisch und proinflammatorisch wirken [132, 137, 138].

Erythrozytare Mikropartikel

Erythrozytire MPs (RBC-MPs) werden bei Aktivierung/Apoptose der Erythrozyten im
Rahmen von Alterungsprozessen, Krankheiten oder Lagerungsprozessen freigesetzt [139].
Auf ihrer Oberflache exprimieren sie das Protein Glykophorin A (CD 235a), mit dem sie
identifiziert werden kénnen [140, 141]. Bei der Aktivierung und Apoptose kommt es zum
Calcium-Einstrom, was zu einer Ablosung der Membranproteine von den Proteinen des
Zytoskeletts flihrt, dem Spektrin und das Protein 4.1R [142-144]. Dadurch wird die
Membran instabil und RBC-MPs werden freigesetzt [144]. Wahrend der Lebensspanne
eines Erythrozyten verlieren sie dadurch einen Teil ihres Hamoglobins [145]. Es wurde
urspriinglich angenommen, dass die Abgabe dieser Zellbestandteile der Entsorgung von

schadlichen Komponenten dient, da Erythrozyten (iber keine Lysosomen verfligen [146].
10



Einleitung

Eine andere Vermutung ist, dass die Freisetzung der MPs die Erkennung von geschadigten
Erythrozyten fordert [147]. Es konnte gezeigt werden, dass die RBC-MPs die Gerinnung
fordern. Dies beruht vor allem darauf, dass der Faktor Xlla durch negative Spannung
aktiviert werden kann und der intrinsische Pfad der Gerinnungskaskade initiiert wird [148,
149]. Durch die Exprimierung von negativ geladenen Phospohlipiden kénnen die RBC-MPs
so die Gerinnung fordern [150]. Sie fordern die Thrombin Entstehung sogar in Abwesenheit
des tissue factors (TF) [150]. Zudem korrelieren sie mit der Gerinnungsaktivierung und sind
zum Beispiel bei der Sichellzellkrise erhoht [151, 152]. Neben immunmodulierenden
Effekten [153] sind sie auBerdem sehr effektive NO Fanger [154] und fordern die zellulare
Adhasion an das Endothel [155].

Leukozytdare Mikropartikel

Leukozytare MPs (LMPs) werden von Monozyten, neutrophilen Granulozyten und
Lymphozyten abgegeben. lhre Zusammensetzung und dementsprechend auch ihre
Oberflachenmarker variieren je nach Ursprungszelle. LMPs, die von den Monozyten
abstammen, tragen CD14 auf ihrer Oberflaiche [156]. Die LMPs von neutrophilen
Granulozyten werden erkannt durch ihre Leukozyten-spezifischen Marker CD66b oder
Lactoferrin und LMPs von Lymphozyten anhand CD4 und CD8 [157-159]. Gemeinsam ist
ihnen jedoch das Oberflachenprotein CD45 (Leukocyte common antigen), eine Tyrosin-
Proteinphosphatase C [160]. Diese wird in der Immunhistochemie zur Differenzierung der
Leukozyten und LMPs verwendet, auch wenn zuletzt gezeigt werden konnte, dass sie sich
nicht auf jedem LMP befindet [161]. Weiterhin beinhalten LMPs bioaktive Proteine wie das
Interleukin 1, das CD40, die MHC | und Il (major histocompatibility complex), sowie das
ICAM-1 (intercellular adhesion molecule 1). Durch diese Proteine sind die LMPs an der
Leukozyten-Aktivierung, der Endothel-Proliferation, der Neovaskularisation und
Monozyten-Adhdasion sowie Migration beteiligt [162-166]. Daneben sind sie jedoch auch
prokoagulatorisch wirksam durch die Exprimierung von anionischem Phosphatidylserin

sowie dem TF [156, 167] und férdern durch Kollagenasen die Instabilitdt von Plaques [168].
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Thrombozytare Mikropartikel

Thrombozytare MPs (PMPs) entstehen bei der Aktivierung der Thrombozyten durch
Thrombin, Adenosindiphosphat, Epinephrin, Kollagen und A23187 lonophor [169], sowie
ex vivo bei der Aufbereitung und Lagerung von Blutprodukten fiir die Transfusion [170,
171]. Sie exprimieren Plasmamembran-Glykoproteine wie das GP lIb/Illa (CD41) und das
Alpha-Granulat Membran Protein (GMP 140) [172]. AuBerdem transportieren sie den
Plattchenaktivierenden Faktor (PAF) [173], ein Phosphorylcholin-Derivat, das fiir die
Thrombozyten-Aggregation und die Freisetzung von Mediatoren sorgt. PMPs spielen eine
wichtige Rolle bei der Entstehung von thrombotischen Prozessen, insbesondere der

Atherosklerose und sind pro-inflammatorisch [174, 175].

Mikropartikel und LVAD Patienten

MPs enthalten einen Teil der Membran und der zytoplasmatischen Proteine von den Zellen,
von denen sie abgeschniirt wurden. AuBerdem exprimieren sie Phospholipide wie das
Phosphatidylserin, dem eine groRRe Bedeutung bei der Initilerung und Aufrechterhaltung
der Gerinnungskaskade bei einer GefaBverletzung zukommt [167, 176]. Zusatzlich kann das
Phosphatidylserin wahrend einer Entziindung endotheliale Schiaden verursachen [177,
178] und zur Gefaliproliferation beitragen [179]. Dementsprechend kann eine erhohte
Konzentration von MPs mit einer prothrombotischen Neigung einhergehen, eine
Entziindung unterhalten und eine Aktivierung des Endothels bewirken [180-182]. Es konnte
gezeigt werden, dass die MPs von Blutplattchen, Leukozyten und Endothelzellen bei LVAD
Patienten signifikant erhéht waren [183]. Jedoch gibt es auch Studien, die keinen Anstieg
der MPs nach LVAD Implantation beschreiben [113, 184]. Die Datenlage beziiglich der MPs
bei LVAD Patienten und ihr Einfluss auf die thromboembolischen Komplikationen ist

weiterhin unklar.
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1.5 Ziele der Arbeit

Zusammengefasst sind die Ziele dieser Arbeit:

1) den Einfluss der LVAD Therapie bei Patienten mit terminaler Herzinsuffizienz
auf die Endothelfunktion sowie die Konzentration wund die
prokoagulatorische Aktivitat der zirkulierenden MPs darzulegen, und

2) die Endothelfunktion und die prokoagulatorische Aktivitdt der MPs im
Zusammenhang mit thromboembolischen Komplikationen unter LVAD

Therapie zu untersuchen.
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2 Material und Methoden

2.1 Studiendesign

Der erste Teil der Studie war als Longitudinalstudie angelegt, um den Effekt der LVAD
Implantation auf die Endothelfunktion und die Konzentration der zirkulierenden
Mikropartikel zu untersuchen. Hier wurden 15 Patienten mit terminaler Herzinsuffizienz
vor einer geplanten LVAD Implantation eingeschlossen und postoperativ nachverfolgt. Bei
den Patienten mit anstehender LVAD Implantation wurden die nachfolgend genannten
Untersuchungen dreimalig durchgefiihrt. Der erste Messzeitpunkt war 3 Tage vor LVAD
Implantation (T -3d), die zweite Messung erfolgte 2 Wochen nach der Operation (T +14d)
und die letzte Messung wurde im Rahmen der Herzinsuffizienz Sprechstunde 3 Monate

nach Implantation (T +3mo) durchgefiihrt.

Der zweite Teil der Studie war als Querschnittsstudie angelegt mit dem Ziel, die
Endothelfunktion und die prokoagulatorische Aktivitat der MPs im Zusammenhang mit

thromboembolischen Komplikationen unter LVAD Therapie zu untersuchen.

Hierflir wurden bei den Patienten mit bereits implantierten LVAD (n=37) und bei den
Patienten mit fortgeschrittener, aber noch nicht terminaler Herzinsuffizienz als
Kontrollgruppe (n=17), die nachfolgend genannten Untersuchungen an einem einzigen

Zeitpunkt durchgefihrt.

Alle Patienten wurden Uber die Studie aufgeklart und willigten der Studienteilnahme ein.
Das Studienprotokoll wurde von der Ethikkommission der Heinrich-Heine-Universitat
Diisseldorf genehmigt (Ethiknummer: 2014082749). Den Patienten wurden Blutproben fiir
die Versuche abgenommen. Zusatzlich wurde eine sonographische Messung der
flussmediierten Dilatation (FMD) durchgefiihrt und Laborwerte ermittelt. Die relevanten
Parameter waren das kleine Blutbild, die International Normalized Ratio (INR), das C-
reaktive Protein, die Alanin-Aminotransferase, die Glutamat-Oxalacetat-Transaminase, die
LDH, das Gesamtcholesterin, das Low density Cholesterin, das Billirubin (gesamt), der

Harnstoff, die Glomerulare Filtrationsrate sowie das B-natriuretische Peptid.
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Primarer Endpunkt was das Eintreten thromboembolischer Ereignisse liber ein Jahr. Zu den
Ereignissen zahlten der Schlaganfall, definiert nach den WHO Kriterien [185], die
Pumpenthrombose mit notwendigen Austausch des Systems, der Myokardinfarkt,
definiert nach den ESC Guidelines [186] und arterielle GefaRverschliisse, nachgewiesen
durch entsprechende Klinik und einem dopplersonographischen oder

subtraktionsangiographischen Korrelat.

Weiterhin betrachtet wurden leichte und schwere Blutungen. Als schwere Blutung galt eine
fatale Blutung, eine symptomatische Blutung in einem kritischen Bereich oder Organ, sowie
eine Blutung, die zu einem Hamoglobin Abfall von 2 g/dl oder mehr fuhrte, oder eine

Transfusion von 2 Erythrozytenkonzentraten notwendig gemacht hat [187].

2.2 Probengewinnung

Blutabnahme:

Das Blut der Patienten wurde mithilfe einer vendsen Punktionskanile (BD Vacutainer®, @
0,8 mm, Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, USA) aus der Vena mediana cubiti
entnommen. Gesammelt wurde das Blut in 4 Citrat Réhrchen (BD Vacutainer®
Citratrohrchen, 2,7 ml, Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, USA), die jeweils
bis zur Markierung gefillt wurden. Das enthaltene Antikoagulans war das 0,109 M

gepufferte Na3-Citrat.

Blutaufarbeitung:

Nach der Blutentnahme wurden die Proben binnen 2 h in ein 15 ml Greiner Réhrchen
umgefiillt, verschlossen bei 300 x g (Erdbeschleunigung) und einer Temperatur von 19 °C
fuir 15 min zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand vorsichtig entnommen und auf
Eppendorf ReaktionsgefaRe mit 1,5 ml Volumen verteilt. Dieser Uberstand wurde erneut
bei 10.000 x g und 19 °C fiir 5 min zentrifugiert. AnschlieBend konnte der zellfreie

plasmatische Uberstand gewonnen werden und bei -80 °C gelagert werden.
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2.3 Durchflusszytometrie zur Analyse der Mikropartikel

Fir die Analyse der Mikropartikel wurde das Durchflusszytometer FACSVerse™ flow
cytometer (Beckton Dickinson, Heidelberg, Germany) verwendet. Die Durchflusszytometrie
(FACS) wurde genutzt, um zirkulierende MPs entsprechend ihrer Oberflachenantigene in
Subpopulationen zu diskriminieren und zu quantifizieren [188]. Diese Antigene kdnnen mit
spezifischen immunologischen Farbetechniken markiert werden, wodurch es moglich wird

die MPs in ihre Subpopulationen aufzugliedern [189]:

FACS-Analyse EMPs:

CD144 / VE-Cadherin (vascular endothelial): 130 kDa groBes Glykoprotein, dass zu den
Zelladhasionsmolekiilen gehort. Da es im Interzellularspalt zwischen den Endothelzellen zu
finden ist, ermoglicht es deren Identifizierung. Es ist fir die Kohadsion und Organisation der

Zell-Zell Interaktion relevant [190].

CD62E / E-Selektin: 97-115 kDa groBes Glykoprotein, gehort zu den
Zelladhdsionsmolekilen und wird von Zytokin-aktivierten Endothelzellen exprimiert. Es ist
ein wichtiger Bestandteil der Entziindungsreaktion und an der Leukozyten-Adhasion am

Endothel mitverantwortlich [191].

CD31 / PECAM-1 (Platelet endothelial cell adhesion molecule): 140 kDa groRes
Glykoprotein und Mitglied der Immunglobulin Superfamilie. Lokalisiert ist es auf der
Oberflache von Thrombozyten, T-Zellen, Monozyten, neutrophilen Granulozyten sowie in
den Interzellularverbindungen der Endothelzellen. CD31 ist beteiligt an der Leukozyten-
Migration, Angiogenese und der Integrin Aktivierung [192]. Um es den Endothelzellen

zuzuordnen wurde die Zweifachfarbung CD31+/CD41- (PECAM/GP-IIb/Illa) verwendet.

Zum Nachweis der endothelialen Mikropartikel wurden monoklonale Antikdrper gegen VE-

Cadherin, E-Selektin und PECAM-1 verwendet [193, 194].
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Phase contrast Fluorescence
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Abbildung 1: Analyse der Zusammensetzung und Morphologie der verschiedenen Fraktionen von
menschlichem Plasma, erhalten durch sequentielle Zentrifugation: (A) Plattchenreiches Plasma (PRP)
enthélt eine dichte Population von Thrombozyten > 1 um und von MPs < 1 um wie durch die
Durchflusszytometrie (linke Seite), Phasenkontrast oder Fluoreszenz-basierter Laserscan-Mikroskopie gezeigt
wird. Die Membranen wurden mittels DiD Cell-Labeling Solution angefarbt. (B) Plattchenfreies Plasma (PFP)
enthalt nur noch MPs. (C) Die Subpopulationen der MPs in PFP einer gesunden Person wurden durch die
Durchflusszytometrie anhand der Expression von Membranspezifischen Antigenen diskriminiert. Die Werte
sind die Mittelwerte + Standardabweichung. (Modifiziert nach Horn et al. [189])
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FACS Analyse RBC-MPs:

CD235 / Glycophorin A: 16.3 kDa groBes Glykoprotein in der Erythrozytenmembran.
Zusammen mit Glycophorin B ist es wichtiger Bestandteil der Antigendeterminierung fir
Blutgruppen. Mit monoklonalen Antikérpern gegen Glycophorin A lieBen sich die RBC-MPs
identifizieren [140].

FACS Analyse LMPs:

CD45 / LCA (leukocyte common antigen): 200-220 kDa groRes Enzym, das zu der Protein-
Tyrosin Phosphatasen Familie gehért. Es kommt in den Leukozyten vor und erlaubt deren

Diskriminierung [195].

FACS Analyse PMPs:

CD41 / Integrin alpha 2b: 130 kDa groRes Glykoprotein und Bestandteil des GPlIb-llla-
Fibrinogenrezeptors. Der Rezeptor kommt fast ausschlieRlich in Thrombozyten vor und

flhrt nach Bindung von Fibrinogen zu deren Aktivierung [196, 197].

Probenaufarbeitung:

Die Proben wurden bis zur Verarbeitung bei -80 °C gelagert. Zur weiteren Verarbeitung
wurden sie bei Raumtemperatur zum Auftauen erwarmt. Anschlieend wurden die Proben
durch vortexen homogenisiert. Aus den aufgetauten Proben wurden 90 pl entnommen und
mit 910 ul calciumfreier, phosphatgepufferter Salzlésung (PBS) vermengt, um einen
Verdiinnungsgrad von 1:10 zu erhalten. Nun wurden 8 FACS Roéhrchen mit jeweils 100 pl
des verdiinnten Patientenplasmas befiillt. AnschlieBend wurden die Proben mit den oben
genannten fluoreszierenden Antikérpern oder deren Isotypen-Kontrollen vermengt. Bei
den Isotypen-Kontrollen handelt es sich um Negativkontrollen, die das Ausmall an
Hintergrundsignal des Primarantikorpers erfassen sollen. Es erfolgte eine exakt 30-
minitige Inkubation im Dunkeln, anschlieRend wurde in jedes der 8 Réhrchen 300 pl
calciumfreies PBS gegeben und die Proben gevortext. Danach wurden die Proben mittels

FACSVerse™ flow cytometer analysiert.
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Datenauswertung:

Nach 10.000 Ereignissen oder nach Ablauf einer Minute wurde die Messung gestoppt. Die
Quantifizierung der MPs Konzentration erfolgte durch den internen Flow Sensor des
FACSVerse™, der aus der Anzahl der gemessenen Ereignisse und dem durchgezogenen
Volumen die absolute Konzentration ermittelte. Die untere Nachweisgrenze wurde mit
Negativkontrollen (unspezifische bindende PE- und FITC-gelabelte Antikérper) bestimmt.
Fir die obere Nachweisgrenze wurden Standard Mikrobeads (1,0 um) verwendet, um die
MPs < 1 um als zdhlbares Element zu definieren. Nur die Ergebnisse innerhalb dieser
Grenzen wurden mithilfe der Cell Quest Software Version 3 ausgewertet. Zusatzlich wurde
durch das Vorwartsstreulicht (FSC) festgelegt, ab wann ein Partikel gezahlt werden soll um
elektronisches Rauschen auszuschliefen. So konnten die MPs anhand ihrer GréRe (0,1 —

1,0 um), Dichte (SSC) und ihrer Fluoreszenzintensitat detektiert werden.

2.4 Bio-Immunoassay zur Bestimmung der prokoagulatorischen Aktivitat

von Mikropartikel im Blutplasma

Die prokoagulatorische Aktivitdt von MPs im Blutplasma wurde mittels Enzyme-linked
Immunosorbent Assay (ELISA) bestimmt (ZYMUPHEN ™ MP-Activity Set, Hyphen BioMed,
Neuville-sur-Qise, France). Eine Mikro ELISA Platte, die mit Streptavidin und biotinylierten
Annexin V beschichtet war, wurde hierfir mit Patientenserum und Kontrolllésungen
beimpft. Zur Kalibrierung wurde eine Kalibratorlosung (gewaschenes und lysiertes
Thrombozyten Konzentrat) in Kombination mit einer Verdiinnungslésung (0,05% Kathon
CG, Gerinnungsfaktor lla und Xa Inhibitoren) verwendet und 100 ul hiervon in
absteigendenden Konzentrationen aufgetragen. AnschlieBend wurden je 20 ul
Patientenserum oder Kontrolllésung mit je 380 pl Verdiinnungslésungen vermengt und 100

ul aufgetragen.

Nachdem alle Felder befillt waren, wurde die Platte 1 h bei exakt 37 °C inkubiert. Im
Anschluss wurden die Felder dreimal gewaschen. Dafiir wurden 300 pl einer Waschlésung
in jedes Feld gegeben, anschlieBend abgezogen und wieder verworfen. Danach wurde in
jedes Feld 100 ul einer Lésung aus Gerinnungsfaktor Va, Xa und lyophilisierten Calcium und

anschlieRend 50 pl einer Lésung aus gereinigtem menschlichem Prothrombin gegeben und
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flr weitere 10 min bei 37 °C inkubiert. Anschlieend gab man 50 pl von Thrombin
spezifischen, chromogenen Substraten hinzu, inkubierte flir weitere 3 min bei 37 °C und

beendete anschlieBend die Reaktion mit 2%iger Citronensdure.

Die MPs in dem Patientenserum banden sich an das Annexin V der ELISA Platte und
exprimierten ihre Phospholipide. Dies ermoglichte dem Gerinnungsfaktor Va und Xa in
Anwesenheit von Calcium die Umwandlung von Prothrombin in Thrombin. Die Menge der
Thrombin-Generierung hing direkt von der Phospholipid Konzentration ab und wurde
durch die spezifische Aktivitat des Thrombin Substrats ermittelt. Durch Lichtabsorption bei
405 nm wurde die generierte Menge Thrombin anschlieRend erfasst und die Skalierung der

prokoagulatorischen Aktivitdat der MPs ermdglicht.

2.5 Flussmediierte Vasodilation

Die sonographische Messung der FMD wurde erstmalig 1992 von Celermajer et al.
vorgestellt [198]. Es ist ein etabliertes, nicht-invasives Verfahren zur Erfassung der
Endothelfunktion mithilfe der Duplexsonographie [199, 200]. Ziel ist es hierbei, durch
mehrminitige Komprimierung des GefalRes und eine anschlieRende Wiedereréffnung hohe
Scherkrafte zu erzielen, um eine maximale NO Freisetzung und damit eine maximale
Dilatation des GefdRes zu erreichen. Dies wird sonographisch festgehalten und diese
Methode wurde hier verwendet, um zu eruieren, ob es bei LVAD Implantation zu einer

Abnahme der Endothelfunktion im Verlauf kommt.

Messbedingungen:

Die Messungen wurden morgens zwischen 8:00 und 12:00 Uhr nach einer 10-stiindigen
Nichternphase durchgefiihrt, um eine einheitliche Ausgangslage zu schaffen. Die Patienten
wurden zundchst bei Raumtemperatur (21 °C) in liegender Position in einer zehn minitigen
Ruhephase belassen, um endogene sympathische Stimuli zu reduzieren, die sich auf die

Hamodynamik auswirken kénnen [201].
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Messvorgang:

Wahrend der Ruhephase wurde eine 3-Kanal Elektrokardiographie (EKG) angelegt. Dies ist
notwendig, um die Messungen des Durchmessers einheitlich auf der R-Zacke
durchzufiihren. Nun wurde eine Blutdruckmanschette (120 mm) am Oberarm platziert.
AnschlieRend wurde die Arteria brachialis 3-5 cm oberhalb der Fossa antecubitalis mit
einem Linearschallkopf des Ultraschallgerates der Firma GE (GE, Healthcare, VIVID i,
Minchen, Deutschland) aufgesucht und longitudinal im B-Mode-Bild dargestellt. Im
Idealfall prasentierte sie sich bogenformig. Zur Bestatigung, dass es sich um ein arterielles
Gefall handelte, wurde nun eine Pulswellenaufnahme getatigt und gespeichert. Nun wurde
eine Aufnahme von der Arteria brachialis durchgefihrt, bestehend aus 100-150 B-Mode-
Einzelbildern, die sogenannte Baseline. Anschliefend wurde die am proximalen Oberarm
angelegte Blutdruckmanschette auf 200 mmHg aufgepumpt. So komprimierte man die
Arteria brachialis fur exakt 5 min, um bei Wiederer6ffnung durch die ischdamische
Vasodilatation eine reaktive Hyperdamie herbeizufiihren. Diese wurde durch eine erhdhte
Flussgeschwindigkeit ausgeldst, was zu erhdohten Scherkraften auf die GefaBwand fihrte
[202-204]. Vorrausetzung fiur die addaquate Messung war, dass die Position des Schallkopfs
an der gleichen Stelle blieb und auch der Patient seine Lage nicht veranderte. Nachdem die
Blutdruckmanschette wieder vollstandig entlastet war, wurden zum Zeitpunkt 0 s, 20 s, 40
s, 60 s, 80 s, 100 s erneut Pulswellenaufnahmen und B-Mode-Bilder von der Arteria
brachialis zur Bestimmung des Durchmessers gemacht. So konnte der maximale
Durchmesser der Arteria brachialis nach Ischamie erfasst werden. Um die FMD zu

bestimmen, wurde spater der maximale Durchmesser in Relation zur Baseline gesetzt.

Auswertung:

Der Arteriendurchmesser wurde durch eine automatisierte, speziell fiir die FMD Messung
entwickelten Software (Brachial Analyzer, Medical Imaging Applications, lowa City, lowa)
detektiert. Betrachtet wurden hierfiir die B-Mode-Bilder der Baseline sowie postischdamisch
bei 205,40 s, 60 s, 80 s, 100 s. Die Messungen erfolgten zeitgleich zur R-Zacke, um eine
Beeinflussung des Arteriendiameters durch die Gefallperistaltik zu verhindern [198]. Aus
der 100-150igen Einzelbilderreihe wurde zunachst ein Bild festgelegt, bei der das
charakteristische Doppellinienmuster der GefalBwand gut erkennbar war. Hier wurde
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anschliefend der Bereich markiert, der gemessen werden soll und als Zielbereich (ROI)
bezeichnet. AnschlieRend ermittelte die Software fiir alle 100-150 B-Mode-Bilder die
Media-Adventitia-Grenze (M-Linie) und errechnete den Durchmesser des GefdRes anhand
des Abstands gegeniiberliegender Punkte in der ROI (siehe Abbildung (Abb.) 2). Zusatzlich
gab das Gerat die Wahrscheinlichkeit einer validen Messung an. Es wurden pro B-Mode-
Bildserie drei R-Zacken betrachtet und der Mittelwert des Zeitpunktes fir die Berechnung
verwendet. Fir die FMD Berechnung wurde immer der Baseline Wert verwendet, sowie
der maximale Wert aus den Zeitpunkten 20 s, 40 s, 60 s, 80 s, 100 s. Die Formel zur

Ermittlung der prozentualen FMD war: (Diametermax—Diameterpaseiine)/Diameterpaseline.

Abbildung 2: Auswertung der gemessenen flussmediierten Vasodilatation (FMD). Automatisierte Erfassung
der schallkopfnahen und schallkopffernen M-Linie (Lila Markierung) in dem zuvor manuell festgelegten

Zielbereich (ROI, griine Markierung) und anschlieRende Diameter Berechnung.

2.6 Statistik

Die kontinuierlichen Daten werden als Mittelwert (M) + der Standardabweichung (SD) vom
Mittelwert angegeben, die kategorialen Daten als absolute Zahlen. Der D'Agostino &
Pearson Test wurde benutzt, um die Normalverteilung zu ermitteln. Kategoriale Daten
wurden mit dem Chi-Quadrat-Test oder dem Fisher Test verglichen. Der Student t-Test bzw.
der Wilcoxon Test wurde fiir die kontinuierlichen Daten verwendet. P-Werte < 0,05 wurden
als statistisch signifikant festgelegt. In der Longitudinalstudie wurden die drei

Messzeitpunkte untereinander mithilfe der einfachen Varianzanalyse verglichen und
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anschliefend durch einen Bonferroni korrigierten Post-hoc-test Uberprift. Die Variablen
mit einem p-Wert < 0,1 in der univariaten Analyse wurden im multivariaten Model
analysiert. Alle statistischen Tests wurden mit SPSS Version 24.0 (IBM, Armonk, NY, USA)
und Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA) durchgefiihrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Longitudinalstudie

In die Longitudinalstudie wurden 15 Patienten mit terminaler Herzinsuffizienz (1 Frau, 14
Manner) eingeschlossen, die ein LVAD implantiert bekamen. Sie wurden hinsichtlich ihrer
endothelialen Funktion, der Konzentration der zirkulierenden MPs und der MPs induzierten
Thrombin-Generierung untersucht. Diese Messungen wurden zu drei Zeitpunkten
durchgeflhrt, vor LVAD Implantation (T1), 2 Wochen nach der Implantation (T2) und 3

Monate nach der Implantation (T3).

Die Patienten und LVAD Charakteristika werden in Tabelle (Tab.) 1 bzw. 2, die
Laborparameter in Tab. 3 aufgezeigt. Von den 15 LVAD Patienten waren 8 mit einem LVAD
vom Typ HeartWare und 7 mit einem HeartMate Ill ausgeriistet. Eine Implantation des

HeartMate Il erfolgte nicht in dem Longitudinalkollektiv.

Parameter Einheit LVAD Kollektiv
n 15
Geschlecht [w/m] 1/14

Alter [Jahre] 54,8 +9
BMI [kg/m?] 29+4
Diabetes [%] 20
Hypertonus [%] 60
Dilatative Kardiomyopathie [%] 53
Ischdmische Kardiomyopathie [%] 46

KHK [%] 60
Vorhofflimmern [%] 53
Arterielle Verschliisse [%] 6

MAP [mmHg] 78,6 £19,1
NYHA [1,1,10,1v] 0/2/6/6

Tabelle 1: Charakterisierung der Patienten. Werte als Mittelwert + Standardabweichung. (Modifiziert nach

Kramser et al. [1])
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Parameter Einheit LVAD Kollektiv
n 15

Heart Ware [n] 8

Heart Mate Il [n] 0

Heart Mate 1l [n] 7

Pulsindex (T3) 3,27+0,1
Fluss (T3) [L/min] 4,64+0,3
Umdrehungszahl (T3) [Umdrehungen/min] 4600 + 1429
Leistung (T3) [watt] 4,16 +0,3

Tabelle 2: Pumpenparameter. Werte als Mittelwert + Standardabweichung. (Modifiziert nach Kramser et al.

(1])

Parameter Einheit T1 T2 T3 P-Wert
n 15 14 12

Geschlecht [w/m] 1/14 1/13 0/12

CRP [mg/dl] 2,8+3,1 12+7,2 1,1+1,8 0,001
BNP [ng/L] 8332110436 | 2976+2227 | 1922 +1425 | 0,144
GPT [u/L] 90 + 107,7 40,1+ 26,5 26,8 + 26,2 0,034
GOT [U/L] 67 +73,2 64+424 27,6 £16,2 0,131
LDH [U/L] 286 + 125 398+169,9 | 231,2+35,6 | 0,007
Gesamtcholesterin [mg/dl] 104 + 33 121 +41 147 + 49 0,064
LDL [mg/dl] 53126 47+4 -

Billirubin [mg/dl] 1,72+0,8 3+16 0,9+0,5 0,001
Harnstoff [mg/dl] 77 £40,2 58,7+ 36 46,6 + 27 0,106
INR 1,5+0,4 2,6+0,8 2,4+0,6 0,001
eGFR [ml/min] 51,4+24,4 70,3+33,2 67 +23 0,176
Leukozyten [*1000/pl] 9,3+4,1 13,4+8,4 78%2,1 0,049
Erythrozyten [*Mio/ul] 4,3+0,7 3,5+0,2 4,2 +0,6 0,001
Thrombozyten [*1000/pl] 225+ 86 185 + 105 258+79 0,157
Hamoglobin [g/dl] 12+2 10+0,8 11,4+1,8 0,014

Tabelle 3: Laborparameter. Werte als Mittelwert + Standardabweichung. (Modifiziert nach Kramser et al.

(1])
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Effekt der LVAD Implantation auf die endotheliale Funktion:

Die FMD verschlechterte sich von 3,5 + 0,4 % vor LVAD Implantation auf 2,3 + 0,3 % nach
LVAD Implantation (T1 vs. T2; p=0,013) und auf 2,5 £ 0,2 % 3 Monate nach Implantation (T1
vs. T3; p=0,023). Es zeigte sich kein Unterschied im Mittelwert zwischen den Ergebnissen

kurz (T2) nach LVAD Implantation und 3 Monate (T3) danach (p=0,656) (Abb. 3). [1]

FMD

pre LVAD post LVAD 3mo F/U

Abbildung 3: Vergleich der flussvermittelten Vasodilatation (FMD) vor der Linksherzunterstiitzungssystem
(LVAD) Implantation (pre LVAD) sowie zwei Wochen (post LVAD) und drei Monate (3mo F/U) danach: Die
FMD beschreibt die Endothelfunktion und wird mit dem transbrachialen Ultraschall gemessen. Es zeigte sich
eine Verschlechterung der FMD sowohl drei Tage und drei Monate nach der Implantation; *= p <0,05.

(Kramser et al. [1])

Einfluss des LVAD auf die Konzentration zirkulierender Mikropartikel:

Die Konzentration der PMPs (CD41 * MPs) erhohte sich von 164 + 39 /ul vor LVAD
Implantation auf 411 + 104 /ul nach der Implantation (T1 vs. T2; p=0,017) und 452 + 105
/ul nach 3 Monaten (T1 vs. T3; p=0,008). Es zeigte sich kein Unterschied im Mittelwert
zwischen den Ergebnissen kurz (T2) nach LVAD Implantation und drei Monate (T3) danach

(p=0,0589) (Abb. 4A). [1]
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Abbildung 4: Vergleich der Konzentration der Mikropartikel (MPs) Subpopulationen vor der
Linksherzunterstiitzungssystem (LVAD) Implantation (pre LVAD) sowie zwei Wochen (post LVAD) und drei
Monate (3mo F/U) danach: Bestimmung der MPs Konzentration durch Fluoreszenz-basierter
Durchflusszytometrie. (A) CD41 + PMPs (B) CD235+ RBC-MPs (C) CD144+ EMPs (D) CD31+ EMPs (E) CD62+
EMPs (F) CD45+ LMPs; *=p<0,05; **= p <0,01. (Modifiziert nach Kramser et al. [1])
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Die Konzentration der CD31* EMPs erhohte sich von 105 + 23 /ul vor LVAD Implantation
auf 139 £ 22 /ul nach der Implantation (T1 vs. T2; p=0,023) und 160 + 26 /ul nach 3 Monaten
(T1 vs. T3; p=0,017). Es zeigte sich kein Unterschied im Mittelwert zwischen den
Ergebnissen kurz (T2) nach LVAD Implantation und 3 Monate (T3) danach (p=0,3420) (Abb.
4D). [1]

Die Konzentration der CD62* EMPs erhohte sich von 981 * 126 /ul vor LVAD Implantation
auf 1.645 * 206 /ul nach der Implantation (T1 vs. T2; p=0,019) und 1.575 + 216 /ul nach 3
Monaten (T1 vs. T3; p=0,039). Es zeigte sich kein Unterschied im Mittelwert der Ergebnisse
kurz (T2) nach LVAD Implantation und 3 Monate (T3) danach (p=0,726) (Abb. 4E). [1]

Die Konzentration der CD144* EMPs veranderte sich nicht mit LVAD Implantation. Vor LVAD
Implantation betrug die Konzentration 301 + 41 /ul, 312 + 45 /ul nach der Implantation (T1
vs. T2; p=0,874) und 316 + 42 /ul nach 3 Monaten (T1 vs. T3; p=0,725) (Abb. 4C). [1]

Die Konzentration der RBC-MP (CD235*MPs) erhohte sich von 467 + 63 /ul vor LVAD
Implantation auf 1.526 + 202 /ul nach der Implantation (T1 vs. T2; p=0,001) und 1.227 *
159 /ul nach 3 Monaten (T1 vs. T3; p=0,003). Es zeigte sich kein Unterschied im Mittelwert
zwischen den Ergebnissen kurz (T2) nach LVAD Implantation und 3 Monate (T3) danach
(p=0,386) (Abb. 4B).

Die Konzentration der CD45* LMPs veranderte sich nicht mit LVAD Implantation. Vor LVAD

Implantation betrug die Konzentration 150 + 24 /ul, 190 + 28 /ul nach der Implantation (T1
vs. T2; p=0,463) und 161 + 20 /ul nach 3 Monaten (T1 vs. T3; p=0,815) (Abb. 4F).

Effekt der LVAD Implantation auf die Mikropartikel induzierte Thrombin-Generierung:

Es zeigte sich eine Zunahme der prokoagulatorischen Aktivitat der zirkulierenden MPs im
Sinne einer gesteigerten Thrombin-Generierung vor und nach LVAD Implantation. Die MPs
induzierte Thrombin-Generierung erhohte sich von 15,4 + 1,9 nM (nach 10-minutiger
Reaktionszeit) vor Implantation auf 33,9 + 5,7 nM (nach 10-minitiger Reaktionszeit, T1 vs.
T2; p=0,017) nach Implantation und auf 30,1 £ 4,7 nM (nach 10-mintiger Reaktionszeit, T1
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vs. T3; p=0,017) nach 3 Monaten. Es zeigte sich kein Unterschied im Mittelwert zwischen
den Ergebnissen kurz (T2) nach LVAD Implantation und 3 Monaten (T3) danach (p=0,426)
(Abb. 5). [1]

Prokoagulatorische Aktivitat der MPs

&

100~ n.s.

|
I
| * ]l
I 1T

804

60+

40+

204

Thrombin generation (nM)

Basal postLVAD dmo FiU

Abbildung 5: Vergleich der prokoagulatorischen Aktivitat der Mikropartikel (MPs) vor der
Linksherzunterstiitzungssystem (LVAD) Implantation (pre LVAD) sowie zwei Wochen (post LVAD) und drei
Monate (3mo F/U) danach: Bestimmung der prokoagulatorischen Aktivitdt durch die MPs induzierte

Thrombin-Generierung im Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA); *= p <0,05. (Kramser et al. [1])

3.2 Querschnittsstudie

In der Querschnittsstudie wurden 54 Patienten eingeschlossen. Es wurde der
Zusammenhang zwischen thromboembolischen Ereignissen, der Endothel Funktion, der

Konzentration der MPs, und der MPs induzierten Thrombin-Generierung untersucht.

Die 37 Patienten (35 Manner, 2 Frauen) mit LVAD wurden unterteilt in Patienten mit
thromboembolischen Komplikationen (LVAD (+)events) innerhalb von 12 Monaten LVAD
Therapie und LVAD Patienten ohne thromboembolische Komplikationen (LVAD (-)events).
Von den 37 Patienten waren 24 mit einem HeartWare, 5 mit einen HeartMate Il und 8 mit
einem HeartMate Ill versorgt. Insgesamt wurden 8 thromboembolische Komplikationen bei
7 verschiedenen Patienten dokumentiert. Das Kontrollkollektiv setzte sich aus 17 Personen

(1 Frau, 16 Méanner) mit chronischer Herzinsuffizienz zusammen (CHF).
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Die Patienten und LVAD Charakteristika werden in Tab. 4 bzw. 5, die thromboembolischen

Komplikationen in Tab. 6 aufgezeigt.

Parameter Einheit Kontrollgruppe LVAD Patienten P-Wert
N 17 37

Geschlecht [w/m] 1/16 2/35

Alter [Jahre] 61,6 +13,7 59,1+10,3 0,46
BMI [kg/m?] 29,9+7,5 28+5,6 0,359
Diabetes [%] 47 32

Hypertonus [%] 65 43

Dilatative Kardiomyopathie [%] 47 43

Ischdmische Kardiomyopathie | [%] 35 54

KHK [%] 65 68

Vorhofflimmern [%] 41 38

Arterielle Verschliisse [%] 12 11

MAP [mmHg] 86,314 88+124 0,682
NYHA [L1,1,1V] 2/3/9/3 20/6/5/1

CRP [mg/dl] 49+5,2 1,6+2,8 0,003
BNP [ng/L] 6228 + 7108 1564 + 1226 0,001
GPT [U/L] 53,9+81,9 32,249 0,23
GOT [U/L] 69,9 +91,2 40,5+ 62 0,171
LDH [u/L] 304,6 £ 273 290 +176,7 0,814
Gesamtcholesterin [mg/dl] 144 + 49 161 £ 50 0,287
LDL [mg/dl] 80,7 +52,8 82,7+62,2 0,961
Bilirubin [mg/dl] 1,1+0,5 0,9+0,9 0,411
Harnstoff [mg/dl] 37,9t 14 48,4 + 24,8 0,11
INR 1,304 2,4+0,5 0,001
eGFR [ml/min] 80,1+22,3 64,2 +£22,2 0,018
Leukozyten [*1000/ul] 9,3+2,2 7,6+2 0,007
Erythrozyten [*Mio/ul] 4,4+0,3 4,2+0,6 0,2
Thrombozyten [*1000/pl] 189,3 + 69,2 242,2+83,4 0,027
Hamoglobin [g/dl] 13+1,6 11,8+1,8 0,023

Tabelle 4: Charakterisierung der Patienten. Werte als Mittelwert + Standardabweichung. (Modifiziert nach

Kramser et al. [1])
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Parameter Einheit Kontrollgruppe LVAD Patienten | P-Wert
N 17 37

Heart Ware [n] 0 24

Heart Mate Il [n] 0 5

Heart Mate lll [n] 0 8

Pulsindex 0 3,9+0,9

Fluss [L/min] 0 4,7+0,8

Umdrehungszahl [Umdrehungen/min] | O 5050 * 3049,5

Leistung [watt] 0 3,9+0,7

Tabelle 5: Pumpenparameter.

al. [1])

Werte als Mittelwert + Standardabweichung. (Modifiziert nach Kramser et

Parameter Einheit Kontrollgruppe LVAD Patienten P-Wert
n 17 37

GroRe Blutung [%] 12 32

Kleine Blutung [%] 0 32

Schlaganfall [%] 24 21

Myokardinfarkt [%] 0 8

Arterieller Verschluss [%] 6 8

Tabelle 6: Komplikationen. Werte als Mittelwert + Standardabweichung. (Modifiziert nach Kramser et al.

(1])

Thromboembolische Ereignisse:

Es wurden 8 thromboembolische Ereignisse bei 7 verschiedenen Patienten dokumentiert

(18,9%). Davon waren 6 Patienten mit einem LVAD vom HeartWare Typ versorgt, einer mit

einem HeartMate Ill. Die Ereignisse wurden Uber einen Zeitraum von 1 Jahr nach

Implantation erfasst. 5 Patienten erlitten einen ischdamischen Schlaganfall, wovon sich 3

unmittelbar nach der LVAD Implantation ereigneten. Alle zeigten im Verlauf eine gute

Rekonvaleszenz ohne bleibende Defizite. Ein weiterer Patient erlitt einen ischamischen

Schlaganfall 1 Jahr nach LVAD Implantation mit einem Verschluss der rechten Arteria

cerebri media. Mittels Aspirationsthrombektomie konnte eine erfolgreiche mechanische

Rekanalisation erreicht werden. Dieser Patient verzeichnete auch einen arteriellen

Verschluss in der Arteria tibialis nach LVAD Implantation bei Heparin-induzierter
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Thrombozytopnie Typ 2 (HIT 2). Der Verschluss konnte mit Umstellung der Antikoagulation
auf Argatroban erfolgreich kontrolliert werden. Eine Pumpenthrombose wurde bei einem

Patienten dokumentiert, die einen Aggregatwechsel erforderte. [1]

Endotheliale Funktion im Zusammenhang mit den thromboembolischen Ereignisse bei

LVAD Patienten:

Im Vergleich zu Herzinsuffizienz Patienten ohne LVAD (3,6 + 0,4 %) war die FMD als Marker
der Endothelfunktion bei LVAD Patienten erniedrigt; 2,0 + 0,4 % bei LVAD Patienten ohne
thromboembolische Ereignisse und 2,7 + 0,2 % bei LVAD Patienten mit Ereignis, (LVAD
(+)events vs. CHF; p=0,005, LVAD (-)events vs. CHF; p=0,025).

Zwischen LVAD Patienten mit thromboembolischen Ereignissen und LVAD Patienten ohne

Ereignisse gab es keinen Unterschied in der FMD (p= 0,311) (Abb. 6). [1]
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Abbildung 6: Vergleich der flussvermittelten Vasodilatation (FMD) zwischen Patienten mit chronischer
Herzinsuffizienz (CHF) ohne Linksherzunterstiitzungssystem (LVAD) sowie LVAD Patienten mit
(LVAD(+)events) und ohne Ereignisse (LVAD(-)events): Die FMD beschreibt die Endothelfunktion und wird
mit dem transbrachialen Ultraschall gemessen. Es zeigte sich eine schlechtere FMD bei den LVAD Patienten
mit Ereignissen als auch bei denen ohne im Vergleich zu den Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz; *= p

<0,05; **=p <0,01. (Kramser et al. [1])

Zirkulierende Mikropartikel und thromboembolische Ereignisse bei LVAD Patienten:
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Die Konzentration der PMPs war bei LVAD-Patienten mit thromboembolischen Ereignissen
(655 + 169 /ul) héher im Vergleich zu LVAD-Patienten ohne thromboembolische Ereignisse
(362 33 /ul, LVAD (+)events vs. LVAD (-)events; p=0,006) sowie Herzinsuffizienz-Patienten
ohne LVAD (191 + 39 /ul, LVAD (+)events vs. CHF; p=0,001) (Abb. 7A) [1].

Es gab keinen Unterschied in der Konzentration der CD144* EMPs bei LVAD Patienten mit
thromboembolischen Ereignissen (362 + 80 /ul) und LVAD Patienten ohne
thromboembolische Ereignisse (355 + 49 /ul, LVAD (+)events vs. LVAD (-)events; p=0,997)
oder Patienten mit Herzinsuffizienz ohne LVAD (303 + 48 /ul, LVAD (+)events vs. CHF;
p=0,806) (Abb. 7B) [1].

Die Konzentration der CD45* LMPs unterschied sich nicht bei LVAD-Patienten mit
thromboembolischen Ereignissen (220 + 40 /ul) im Vergleich zu LVAD-Patienten ohne
thromboembolische Ereignisse (162 + 18 /ul, LVAD (+)events vs. LVAD (-)events; p=0,353),
als auch zu Patienten mit Herzinsuffizienz ohne LVAD (156 + 25 /ul, LVAD (+)events vs. CHF
p=0,330 bzw. LVAD (-)events vs. CHF; p=0,977) (Abb. 7F).

Es gab keinen Unterschied in der Konzentration der CD31*/41° EMPs bei LVAD-Patienten
mit thromboembolischen Ereignissen (204 + 37 /ul) im Vergleich zu LVAD-Patienten ohne
thromboembolische Ereignisse (145 + 21 /ul, LVAD (+)events vs. LVAD (-)events; p=0,301).
In beiden Gruppen war die Konzentration der CD31*/41° EMPs hoher verglichen mit den
Patienten mit Herzinsuffizienz ohne LVAD (67 + 13 /ul, LVAD (+)events vs. CHF; p=0,006
bzw. LVAD (-)events vs. CHF; p=0,028) (Abb. 7C). [1]

Die Konzentration der CD62* EMPs unterschied sich nicht bei LVAD Patienten mit
thromboembolischen Ereignissen (1.856 + 350 /ul) im Vergleich zu LVAD Patienten ohne
thromboembolische Ereignisse (1.578 * 239 /ul, LVAD (+)events vs. LVAD (-)events
p=0,799). In beiden Gruppen war die Konzentration der CD62* EMPs hoher verglichen mit
den Patienten mit Herzinsuffizienz ohne LVAD (727 + 97 /ul, LVAD (+)events vs. CHF;
p=0,0494 bzw. LVAD (-)events vs. CHF; p=0,0297) (Abb. 7D). [1]
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Abbildung 7: Vergleich der Konzentration der Mikropartikel (MPs) Subpopulationen zwischen Patienten
mit chronischer Herzinsuffizienz (CHF) ohne Linksherzunterstiitzungssystem (LVAD) sowie LVAD Patienten
mit (LVAD(+)events) und ohne Ereignisse (LVAD(-)events): Bestimmung der MPs-Konzentration durch
Fluoreszenz-basierter Durchflusszytometrie. (A) CD41 + PMPs (B) CD144+ EMPs (C) CD31+ EMPs (D) CD62+
EMPs (E) CD235+ RBC-MPs (F) CD45+ LMPs; *= p <0,05; **=p <0,01. (Modifiziert nach Kramser et al. [1])
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Es gab keinen Unterschied in der Konzentration der RBC-MPs (CD235* MPs) bei LVAD
Patienten mit thromboembolischen Ereignissen (1.299 + 367 /ul) und LVAD Patienten ohne
thromboembolische Ereignisse (1.214 * 175 /ul, LVAD (+)events vs. LVAD (-)events;
p=0,965). In beiden Gruppen war die Konzentration der CD235* MPs hoher verglichen mit
den Patienten mit Herzinsuffizienz ohne LVAD (259 = 67 /ul, LVAD (+)events vs. CHF
p=0,015 bzw. LVAD (-)events vs. CHF; p=0,001) (Abb. 7E).

Mikropartikel induzierte Thrombin-Generierung im Zusammenhang mit den

thromboembolischen Ereignissen bei LVAD Patienten:

Die MPs induzierte Thrombin-Generierung war (55,6 + 8,1 nM nach 10-minutiger
Reaktionszeit) bei den LVAD-Patienten mit thromboembolischen Ereignissen hoher, als bei
den LVAD-Patienten ohne thromboembolische Ereignisse (30,1 + 3,7 nM, LVAD (+)events
vs. LVAD (-)events; p=0,0042) und den Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz ohne

LVAD (16,7 + 3,4 nM, LVAD (+)events vs. CHF; p=0,001) (Abb. 8) [1].

80-
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MP-induced Thrombin generation [nM]
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Abbildung 8: Vergleich der prokoagulatorischen Aktivitdt der Mikropartikel zwischen Patienten mit
chronischer Herzinsuffizienz (CHF) ohne Linksherzunterstiitzungssystem (LVAD) sowie LVAD Patienten mit
(LVAD(+)events) und ohne Ereignisse (LVAD(-)events): Bestimmung der prokoagulatorischen Aktivitdt durch
die MPs induzierte Thrombin-Generierung im 10-minitigen Zeitintervall mithilfe eines Enzyme-linked
Immunosorbent Assay (ELISA). Diese war bei Patienten mit LVAD und Ereignis hoher als bei LVAD Patienten

ohne Ereignis und Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz; *= p <0,05. (Kramser et al. [1])
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4 Diskussion

In der vorliegenden Doktorarbeit wurde bei Patienten mit terminaler Herzinsuffizienz der
Einfluss der LVAD Therapie auf die Endothelfunktion sowie die Konzentration und die
prokoagulatorische Aktivitat der zirkulierenden MPs untersucht. Zudem wurde die
Endothelfunktion und die prokoagulatorische Aktivitat der MPs im Zusammenhang mit

thromboembolischen Komplikationen unter LVAD Therapie untersucht.

Die wesentlichen Ergebnisse dieser Studie sind:

- Bei Patienten mit terminaler Herzinsuffizienz verschlechtert sich nach LVAD
Implantation die endotheliale Funktion, einhergehend mit einer erhohten
Konzentration und erhéhten prokoagulatorischen Aktivitat zirkulierender MPs
[1].

- Das Auftreten thromboembolischer Komplikationen bei Patienten mit LVAD
Unterstitzung war mit der erhéhten Konzentration der PMPs und der erhdhten

prokoagulatorischen Aktivitdt der MPs assoziiert [1].

4.1 Die endotheliale  Funktion und die Konzentration sowie

prokoagulatorische Aktivitat zirkulierender Mikropartikel bei Herzinsuffizienz

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich bei Patienten mit Herzinsuffizienz eine verminderte
endotheliale Funktion und eine erhéhte Konzentration zirkulierender MPs. Der Mittelwert
der FMD als Marker der endothelialen Funktion betrug 3,6 % und lag damit unter dem
Normbereich von 6 — 10 % [200]. Die hier gezeigten Ergebnisse bestatigen damit friihere
Studien, die ebenfalls erniedrigte FMD Werte bei Herzinsuffizienzpatienten zeigten [205-
207]. Meyer et al. konnten zudem nachweisen, dass die FMD mit dem Schweregrad der
Herzinsuffizienz weiter abnimmt. Das Ausmal} der endothelialen Dysfunktion korreliert mit
dem Schweregrad der Herzinsuffizienz und der funktionellen Kapazitdt [205]. Im
terminalen Stadium betrugen die FMD Werte < 5 % [205], dies entspricht auch dem
Patientenkollektiv dieser Arbeit. In der Studie von Witman et al. wurde die FMD bei
Patienten nach Herztransplantation und bei Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz mit

reduzierter Ejektionsfraktion (HFrEF) untersucht. Auch dort konnte eine FMD von ca. 4,5 %
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bei den Patienten mit HFrEF gemessen werden [207].

Als ein wesentlicher Mechanismus der endothelialen Dysfunktion bei Patienten mit
Herzinsuffizienz wird eine reduzierte intravaskuldre Bioverfligbarkeit von NO diskutiert
[208-210]. Bei Patienten mit Herzinsuffizienz reduziert sich der periphere Blutfluss und die
Wandschubspannung, als Stimulus der NO Synthese, nimmt ab. Im Gegensatz dazu erhéht
sich die Aktivitat des Angiotensin-Converting-Enzyme (ACE), der oxidative Stress und die
Endothelin Produktion [211, 212]. Der prolongiert reduzierte periphere Blutfluss und die
erhohte ACE Aktivitat resultieren in einer reduzierten Synthese und Freisetzung von NO
[205, 213, 214]. Der erhohte oxidative Stress flihrt durch Bildung freier Radikale zu einer
Inaktivierung des bioverfligbaren NOs [213]. Zusatzlich verstarkt die erhohte
Endothelinkonzentration den vaskuldren Muskeltonus und vermindert die NO-vermittelte

Vasodilation [205, 213, 214].

Eine verminderte Endothelfunktion, gemessen mittels der FMD, korreliert mit einer
erhohten Konzentration zirkulierender MPs [215-219]. Der Zusammenhang zeigte sich bei
unterschiedlichen Krankheiten wie der koronaren Herzerkrankung [218], langjahriger
Adipositas [215], Diabetes mellitus Typ 2 [219], ischdmischer Kardiomyopathie mit
reduzierter linksventrikuldrer Funktion [217] oder der terminalen Niereninsuffizienz [220].
In jeder dieser Studien konnte eine Korrelation zwischen der Verschlechterung der
endothelialen Funktion mit Reduktion der FMD und gleichzeitiger Erhohung der MPs

gezeigt werden.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass auch bei Patienten mit
Herzinsuffizienz eine Verschlechterung der endothelialen Funktion mit einer erhohten
Konzentration zirkulierender MPs assoziiert ist [1]. Die Verschlechterung der endothelialen
Funktion basiert auf einem Verlust oder Schadigung der Endothelzellen [221]. Dies fihrt zu
einer Aktivierung oder Apoptose der betroffenen Endothelzellen, wodurch wiederum
vermehrt MPs freigesetzt werden [222, 223]. Desto schlechter die endotheliale Funktion,
desto mehr MPs zirkulieren im Blutplasma [224]. Zudem konnte auch gezeigt werden, dass
die EMPs durch eine Verringerung der NO Produktion und Erhdéhung des oxidativen

Stresses die endotheliale Funktion weiter verschlechtern [225, 226]. In vivo wurde die Aorta
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im Mausmodell unterschiedlich hohen Konzentrationen von EMPs zugeflihrt, es zeigte sich
eine Abnahme der NO Produktion mit steigender EMPs Konzentration [225]. In vitro konnte
gezeigt werden, dass bei einer Beimpfung der Endothelzellen mit EMPs eine vermehrte
Freisetzung von reaktiven Sauerstoffspezies (Superoxide) erfolgte [226]. Ein Grund dafir
konnte die Entkopplung der endothelialen NO Synthase sein, was zu einer vermehrten
Produktion von Superoxiden anstelle von NO fiihren kann [132, 227-230]. Eine Abnahme
der endothelialen Funktion flihrt dementsprechend zu einer Zunahme der EMPs, eine
Zunahme der EMPs wiederum zu einer weiteren Abnahme der endothelialen Funktion. Der
genaue Mechanismus der MPs Generierung durch Endothelzellen ist jedoch bislang in vivo
nicht vollstandig geklart. Das aktuelle Verstandnis (iber die Bildung von MPs beruht auf in
vitro Experimenten mit isolierten oder kultivierten Zellreihen. Dort konnte gezeigt werden,
dass sowohl durch Zell Aktivierung als auch Apoptose MPs freigesetzt werden [119-122].
Dies wird verursacht durch eine Erhéhung der intrazellularen Calciumkonzentration, was
zu einer reduzierten Lipidmembran Asymmetrie und einer Reorganisation von Zytoskelett-

Proteinen flihrt [231].

Ein Vergleich der absoluten MPs Konzentrationen zwischen den einzelnen Studien ist nur
eingeschrankt moglich. Es gibt keine standardisierten Protokolle wie die Proben
aufgearbeitet werden sollen, bevor sie auf MPs untersucht werden. So wurden die Proben
bei Esposito et al. zundchst bei 160 x g fiir 10 min zentrifugiert und anschliefSend fiir weitere
10 min bei 1.000 x g zentrifugiert, bevor sie zur weiteren Bearbeitung tiefgefroren wurden
[215]. Bei Amabile et al. wurden die Proben zunachst mit 20.500 x g flir 45 min zentrifugiert,
anschlielend die Proben mit Markern versetzt und gewaschen, bevor eine erneute
Zentrifugation bei 20.500 x g fir 45 min erfolgte [220]. Dey-Hazra et al. untersuchten in
ihrer Studie den Einfluss von unterschiedlichen Zentrifugationsprotokollen auf die
Konzentration der MPs [232]. Es wurden drei verschiedene Protokolle untersucht und
anschlielend die gemessenen MPs Konzentrationen verglichen. Es zeigte sich, dass bei
einer initial langsameren Zentrifugation deutlich erhohte PMPs Konzentrationen
dokumentiert werden konnten. Dies kdnnte durch ein erhdhtes Mal? an Stérfaktoren durch
verbliebene Zellriickstdande (Hintergrund Rauschen) bedingt sein [232]. Diese Ergebnisse
werden unterstlitzt durch eine Studie von Shah et al.,, bei der sich bei geringeren

Zentrifugalkraften im Vergleich zu Protokollen mit héheren Einstellungen ebenfalls eine
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erhohte PMPs Konzentration dokumentieren lief [233]. Allerdings kann es bei einer
schnellen primaren Zentrifugation durch die entstehenden Scherkrafte zu einer in vitro
Mikrovesikulation von Leukozyten und Erythrozyten kommen, bevor diese von der
Suspension entfernt werden kénnen [234]. Dies wiederum wirde zu erhéhten LMPs und
RBC-MPs fuhren. Die Einfilhrung eines einheitlichen Protokolls gestaltet sich
dementsprechend als sehr schwierig. Je nach Fragestellung sollten daher geeignete
Verfahren gewadhlt werden. Zudem wird die Quantitdat der MPs nicht nur von der
Probenaufarbeitung beeinflusst, sondern auch von der Auswertung. Bei der Verwendung
verschiedener FACS Gerate konnen bei der Analyse identisch aufgearbeiteter Proben
unterschiedliche Ergebnisse dokumentiert werden. Dies beruht unter anderem auf
verschiedenen Messverfahren sowie auf der gerateabhangigen, unterschiedlichen
Diskriminierung mit variierenden Hintergrundsignalen [235]. Aus diesen Griinden liegen in
unterschiedlichen Zentren unterschiedliche Messbedingungen vor und ein Vergleich der
absoluten MPs Konzentrationen ist nur innerhalb eines Zentrums sinnvoll. Durch eine
weitere Standardisierung der Prozesse und Eliminierung der Storfaktoren kdnnte ein

Vergleich zwischen den Zentren in Zukunft ermoglicht werden.

4.2  Die endotheliale Funktion und die Konzentration und

prokoagulatorische Aktivitat zirkulierender MPs nach LVAD Implantation

Nach der Implantation eines LVADs bei Patienten mit terminaler Herzinsuffizienz
verschlechterte sich in der vorliegenden Arbeit in den longitudinal nachverfolgten
Patienten die Endothelfunktion noch weiter und die Konzentration von EMPs, PMPs und
RBC-MPs war im Vergleich zu dem Zeitpunkt vor LVAD Implantation hoher [1]. Diese
Ergebnisse erganzen zuvor durchgefiihrte Querschnittstudien. Witman et al. untersuchten
Patienten mit terminaler Herzinsuffizienz sowie Patienten mit LVAD beziglich ihrer
GefalRfunktion. Sowohl der Pulsatilitatsindex als auch die FMD, als Marker einer
erniedrigten Endothelfunktion, zeigten sich bei den LVAD Patienten erniedrigt im Vergleich
zu den Patienten mit terminaler Herzinsuffizienz ohne LVAD [236]. Eine hohere
Konzentration von EMPs bei LVAD Patienten im Vergleich zu Kontrollpatienten konnten
Diehl et al. zeigen [183]. Sansone et al. bestatigten beide Studien und zeigten sowohl eine

Abnahme der Endothelfunktion, als auch eine héhere Konzentration der EMPs bei LVAD
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Patienten [237].

Im Gegensatz dazu zeigte sich in anderen Studien kein Anstieg der zirkulierenden MPs nach
der LVAD Implantation [113, 238]. Allerdings wurden in der letztgenannten Studie die MPs
nicht mittels FACS Analyse diskriminiert und quantifiziert, sondern mit einem ELISA Test.
Diese Messmethode kann zu einer Limitierung der Sensitivitat, bezliglich Veranderungen
der einzelnen MP Subpopulationen, beitragen. In der Studie von lvak et al. erfolgte generell
keine Differenzierung der MPs in Subpopulationen [238]. Dies konnte dazu gefiihrt haben,

dass der Anstieg einzelner Subpopulationen maskiert worden ist.

Die Ursache der Verschlechterung der Endothelfunktion nach LVAD Implantation basierte
vermutlich auf dem Verlust der pulsatilen Stromung und der LVAD assoziierten Hamolyse.
Sowohl in vitro als auch in vivo Studien zeigten, dass der pulsatile Blutstrom essentiell fiir
die vaskuldare Homoostase ist [239-241]. Die pulsatile Wandschubspannung und die damit
verbundene zyklische Belastung fordert die Proliferation, Migration und Regulation des
Endothels, wodurch dessen Funktion gewahrleistet wird [241, 242]. Eine verminderte bzw.
veranderte Pulsatilitdt kann die endotheliale Zell Regulation storen [69, 243-245] und
dadurch die Apoptose, Angiogenese, Atherosklerose, das Gefdllremodeling und den
Blutdruck beeinflussen [241]. Turbulente Strémung und lokale Wandschubspannung
fihren zu einer Aktivierung von Endothelzellen und induzieren einen pra-
atherosklerotischen Zustand mit verschlechterter NO Bildung und Bioverfligbarkeit, was
beides die endotheliale Dysfunktion beglinstigt [246]. Diese Veranderungen der
Hamodynamik, ausgeldst durch die LVAD Unterstiitzung, kdnnten einen Stimulus fir die
Endothel- und andere Blutzellen (Thrombozyten, Leukozyten, Erythrozyten) darstellen,

vermehrt MPs in das Blut abzugeben [1].

Die erhohte Konzentration der EMPs nach LVAD Implantation in der vorliegenden Arbeit
kann als Marker der verschlechterten endothelialen Funktion betrachtet werden und ihre
Freisetzung durch Endothel Aktivierung oder Apoptose erklart werden [247]. AuRerdem
zeigt sich, dass die EMPs nicht nur ein Marker der verschlechterten Endothelfunktion sind,
sondern sie selbst auch aktiv beeinflussen kénnen. Sowohl in vitro als auch in vivo

durchgefiihrte Studien zeigten eine Verschlechterung der Endothelfunktion durch isolierte
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EMPs, die durch Beeinflussung des L-Arginin-NO Pfads eine Verminderung der NO
Bioverfligbarkeit bewirkten [225, 226]. Eine Schlussfolgerung dieser Beobachtung ist, dass
die erhohte Konzentration der EMPs nicht nur einen Marker fir die verschlechterte
Endothelfunktion darstellt, sondern sie auch selbst aggravieren kann. Weiterhin kann es
durch die LVAD-vermittelte Himolyse zum Abbau von freiem NO kommen, was zu einer
weiteren Verringerung der NO Bioverfligbarkeit fiihrt und die endotheliale Funktion
verschlechtert [114]. Bereits kleine Mengen von freiem Hamoglobin kénnen die NO
Produktion komplett unterdriicken und dadurch zu einer endothelialen Dysfunktion

beitragen [248].

Die erhohte PMPs Konzentration kann durch eine verstarkte Thrombozyten-Aktivierung
erklart werden, die wiederum durch die erhohte Wandschubspannung unter
kontinuierlichen LVAD Systemen bedingt ist [249, 250]. Bisher wurde bereits diskutiert,
dass die erhohte PMPs Konzentration als Marker der vermehrten Thrombozyten
Aktivierung und als prognostisches Mittel fiir thromboembolische Komplikationen
verwendet werden kann [183]. Auch in dieser Studie war bei den Patienten mit
thromboembolischen Komplikationen die Konzentration an PMPs erhdht [1]. MPs
exprimieren Phospholipide, denen eine groRe Bedeutung bei der Initiierung und
Aufrechterhaltung der Gerinnungskaskade zukommt [167, 176]. In dieser Arbeit konnte
ebenfalls gezeigt werden, dass MPs nicht nur Marker der erhdéhten thrombozytaren
Aktivitat sind, sondern in vitro auch zu einer erhéhten Thrombin-Generierung fihrten, also

eigenes thrombogenes Potential besitzen [1].

Zusammengefasst fiihrt die Implantation eines LVADs bei Patienten mit terminaler
Herzinsuffizienz zu einer verschlechterten endothelialen Funktion und Integritdt, als auch
zu einer erhohten Freisetzung von prokoagulatorischen, zirkulierenden MPs. Beide

Faktoren kénnten die hamostatische Balance in Richtung Thrombose verschieben. [1]

4.3  Thromboembolische Komplikationen unter LVAD
In dieser Studie ereigneten sich bei 37 LVAD Patienten 7 thromboembolische

Komplikationen in einem Zeitraum von einem Jahr nach Studieneinschluss. Dies entspricht
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18,9 % thromboembolischen Komplikationen [1]. Davon waren 5 ischdamische
Schlaganfalle, eine Pumpenthrombose und 1 peripherer arterieller Verschluss. Dies
entspricht der Studienlage. In der Studie von Starling et al. wurden 169 Patienten mit Heart
Mate Il aus dem INTERMACS Register beziiglich Komplikationen und Uberlebensrate
untersucht. Dort wurden 13,9 % thromboembolische Komplikationen dokumentiert [50].
Jedoch wurden dort nicht alle Ursachen der Komplikationen erfasst, ob eine ischamische
oder andere Genese vorliegt. Dies betrifft den Gerdtaustausch und den Schlaganfall,
weshalb die Gesamtrate der thromboembolischen Komplikationen als noch hdher
angenommen werden kann. In der Studie von Slaughter et al. wurden 12 %
thromboembolische Komplikationen bei 133 Patienten mit kontinuierlichem LVAD
beschrieben [42]. Die thromboembolischen Komplikationen beschrdanken sich jedoch hier
auf ischdamische Schlaganfalle sowie Pumpenthrombose. Periphere GefaBverschliisse oder
Myokardinfarkte wurden nicht dokumentiert. Zudem erfolgte auch hier ein Austausch von
12 LVADs (9 %), deren Ursache nicht naher dargestellt wurde. Ein moglicher Grund fir die
erniedrigte Rate an thromboembolischen Komplikationen ist eine grobere Diskriminierung.
Es wurden nicht nur gezielt thromboembolische -, sondern die Gesamtkomplikationen
untersucht. Dabei kdnnten nicht alle thromboembolischen Komplikationen erfasst worden
seien. Die Rate der thromboembolischen Komplikationen kann somit auch hier als héher
vermutet werden. Zudem konnte Starling et al. in einer Analyse von Pumpenthrombosen
von 2004 bis 2013 zeigen, dass es im zeitlichen Verlauf zu einem deutlichen Anstieg der
Pumpenthrombosen kam [92]. Eine klare Kausalitat konnte nicht gefunden werden, sodass
die Moglichkeit besteht, dass in den frilhen Studien solche Komplikationen nicht
hinreichend erfasst wurden. Zudem sind haufig auch nur einzelne thromboembolische
Komplikationen und nicht die Gesamtheit erfasst worden, sodass die Gesamtrate als héher
angenommen werden kann. Bei der Diskriminierung der thromboembolischen
Komplikationen der vorliegenden Arbeit bildeten die ischamischen Schlaganfalle mit 13 %
den groBten Anteil. Die Zahl stellt sich héher dar, als in friiheren Studien wie die von Harvey
et al., in der nur 10,2 % beschrieben wurden [93]. Jedoch wurden dort nur LVADs vom Typ
Heart Mate Il verwendet, in dieser Arbeit hauptsachlich das LVAD vom Typ Heart Ware. In
der ENDURANCE Studie von Milano et al., in der die Auswirkungen des Blutdrucks auf die
Inzidenz von Schlaganfallen bei Patienten mit HeartWare untersucht wurde, konnte eine

Rate von 13% dokumentiert werden [251]. In der MOMENTUM 3 Studie von Heatley et al.,
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in der das HeartMate Ill mit dem HeartMate Il beziiglich der Inzidenz von Komplikationen
vergleichen wird, wurden die Raten des ischdmischen Schlaganfalls mit 12 % beschrieben
[252]. Zudem zeigte der direkte Vergleich von HeartWare und Heart Mate Il in der
ENDURANCE Studie hohere Raten des ischamischen Schlaganfalls beim HeartWare [251].
Dadurch konnten auch die hoheren Raten des ischdamischen Schlaganfalls bei der
vorliegenden Arbeit im Vergleich zu Harvey et al. erklart werden, da Uberwiegend
HeartWare Gerate eingeschlossen wurden [251]. Die Rate der Pumpenthrombose betrug
in dieser Arbeit 2,7 %. Dies ist verhaltnismaRig niedrig im Vergleich zu den beschriebenen
6 — 12 % [86, 98-100]. Allerdings waren dies wesentlich groRer ausgelegte Studien mit
langerem Untersuchungszeitraum als zwolf Monate, was die héher dokumentierten
Ereignisse erklaren kann. Zudem lag der Anteil des Heart Mate Il in dieser Studie bei tiber
20%. Bereits andere neue Studien zeigten einen niedrigeren Anteil von
Pumpenthrombosen bei diesem LVAD, bei Hanke et al. wo ausschlieRlich das Heart Mate

Il implantiert wurde, zeigte sich keine einzige Pumpenthrombose [253].

Das Heart Mate Il ist das modernste LVAD Model das in dieser Studie verwendet wurde.
Durch kontrollierte, zentrifugale Rotation sind bis zu 20-fach langere Pausen des Blutflusses
moglich. Dies konnte sowohl zu einer Reduktion der Hamolyse als auch zu einer
stabilisierten Koagulation beitragen und dadurch die Komplikationen reduzieren [90].
Bisherige Studienergebnisse stiitzen diese Annahme. So konnte in der MOMENTUM Il
Studie der primdre Endpunkt, LVAD Therapie ohne limitierenden Schlaganfall (National
Institues of Health Stroke Scale [NIHSS] > 5) oder Reoperation zur Entfernung oder
Austauschs des Systems, haufiger bei den Patienten mit Heart Mate Il als mit Heart Mate
Il erreicht werden (79,5 % vs. 60,2 %) [254]. Dies wurde vor allem durch geringere
Reoperation aufgrund Fehlfunktionen oder Pumpenthrombosen des LVADs erreicht [254].
Dies bestatigt sich durch die Studien von Zimpfer et al. sowie Hanke et al. und Krabatsch et
al. [253, 255, 256]. Sowohl nach 30 Tagen als auch nach zwolf Monaten wurde dort keine
einzige Pumpenthrombose dokumentiert. Eine deutliche Reduktion des Schlaganfalls
konnte bislang nicht dokumentiert werden [254, 256], jedoch gibt es einen Trend das
zumindest Schlaganfalle mit einem NIHSS < 5 eine geringere Inzidenz aufweisen [254]. Bei
der Auswertung wurden jedoch die ischamischen als auch hamorrhagischen Schlaganfille

zusammen analysiert, eine Differenzierung bei der Auswertung erfolgte nicht.
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Zusammengefasst lasst sich aktuell zwar noch kein Vorteil in der Reduktion der gesamten
Komplikationen dokumentieren [257], jedoch wurde eine Verbesserung der Lebensqualitat
und eine Reduktion der Pumpenthrombose und damit potentiell lebensgefdahrdenden
Reoperationen erreicht [255, 256, 258]. Ob es nicht nur eine Reduktion der
Pumpenthrombose, sondern der gesamten thromboembolischen Komplikationen

ermoglicht, werden weitere Studien zeigen.

Trotz der Uberwiegenden Ubereinstimmung der Komplikationsraten dieser Arbeit mit
vorrausgegangenen Studien und der Maoglichkeit eines Gesamtbildes durch den Einschluss
verschiedener LVAD Systeme, ist dies jedoch auch eine entscheidende Limitation der
vorliegenden Arbeit. Durch den Einschluss drei verschiedener LVAD Systeme lasst sich
keine spezielle Aussage Uber die Ereignissraten eines einzelnen Gerates tatigen. Daflr ist
die Fallzahl der vorliegenden Arbeit mit n=37 zu gering. Zudem kann auch der Einschluss
des HeartMate Il zu der sehr niedrigen Rate an Pumpenthrombosen in dieser Arbeit
geflihrt haben. Eine Analyse der Pumpenparameter der drei unterschiedlichen Systeme ist
im Hinblick auf die thromboembolischen Komplikation schwierig. Auch kann sich die MPs
Freisetzung zwischen den verschiedenen LVAD Systemen durch unterschiedlich stark

ausgepragte Scherkrafte und Hamolyse unterscheiden.

Die genaue Pathophysiologie der thromboembolischen Ereignisse ist bislang nicht
hinreichend geklart. Allerdings bildet unabhangig von der LVAD Therapie die Verletzung
des Endothels und der anschlieBend eintretende Verlust und/oder die Dysfunktion der
Endothelzellen ein Schlisselereigniss in vielen verschiedenen Typen von thrombotischen
Storungen [72]. Der Verlust der schiitzenden Eigenschaften des Endothels zusammen mit
der Expression von prokoagulatorischen und prothrombotischen Molekilen in der
subendothelialen Matrix sowie der verschlechterten NO Bioverfligbarkeit konnten, wie
oben bereits dargelegt, die hamostatische Balance im GefaRsystem in Richtung Thrombose
verschieben [72, 73]. Die Expression des interzelluldren Adhasionsmolekil E-Selektin und
des TF auf den zirkulierenden Endothelzellen erhéhte sich postoperativ und blieb, nur
maRig verringert, auch 180 Tage nach LVAD Implantation auf diesem Niveau [89]. Parallel
dazu erhohten sich bei den Patienten nach LVAD Implantation die Prothrombin-fragmente,

D-Dimere, Thrombin sowie Antithrombin, als Zeichen einer gesteigerten Koagulation [89,
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259]. Zudem konnte die erhohte Konzentration der PMPs nach LVAD Implantation in der
vorliegenden Arbeit erklart werden durch die Auswirkungen der mechanischen Krafte die
auf die Thrombozyten einwirken und sie wahrend der Passage durch das LVAD aktivieren

[89].

In der Studie von Pitha et al. wurden ebenfalls Patienten mit LVAD vor Implantation und
drei Monate nach Operation auf EMPs und thromboembolische Komplikationen
untersucht [184]. Hier konnte kein Anstieg der EMPs nach Implantation und kein
Zusammenhang zu thromboembolischen Komplikationen dokumentiert werden. Allerdings
war die Fallzahl in der Studie mit zehn Patienten gering, es wurden dementsprechend auch
nur zwei thromboembolische Komplikationen dokumentiert. AuBerdem wurden nur die
EMPs untersucht, die lediglich einen positiven Trend nach Implantation aufwiesen. Dies
koénnte darin begriindet seien, dass diese nicht in Subpopulationen klassifiziert wurden. In
der vorliegenden Studie konnte nicht nur gezeigt werden, dass die Konzentration der
zirkulierenden MPs nach LVAD Implantation ansteigt, sondern auch die prokoagulatorische
Aktivitat der zirkulierenden Mikropartikel, gemessen an der Thrombin-Generierung,

zunimmt [1].

In der Studie von Diehl et al. konnte eine Verdreifachung der PMPs nach LVAD Implantation
nachgewiesen werden, jedoch wurden die PMPs hier nur als Zeichen einer verstarkten
Thrombozyten Aktivierung gemessen [183]. Damit sind sie hier lediglich mit einer
verstarkten Koagulation assoziiert, ohne deren eigenen prokoagulatorischen
Auswirkungen zu untersuchen. Zudem wurden hier keine thromboembolischen
Komplikationen der Patienten erfasst. Dagegen zeigte sich in der Studie von Nascimbene
et al., dass Patienten, die unter LVAD Therapie Komplikationen erlitten, eine erhohte
Konzentration der zirkulierenden MPs aufweisen, im Vergleich zu Patienten ohne
Komplikationen [112]. Allerdings wurde in dieser Studie der Fokus nicht allein auf
thromboembolische Komplikationen gelegt, sondern unter den Komplikationen
Rythmusereignisse, hamorrhagische und thromboembolische Ereignisse zusammengefasst
[260]. Eine neue Studie von McClane et al. untersuchte die Patienten mit LVAD sowohl auf
hamorrhagische und thromboembolische Komplikationen [261]. Es konnte bei der Analyse

der MPs ein Anstieg der PMPs bei den Patienten mit LVAD dokumentiert werden, im
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Gegensatz zu der Kontrollgruppe ohne LVAD. AulBerdem konnte hier ein Anstieg des MPs
assoziierten TF sowie eine erhohte Aktivitat der MPs vor thromboembolischen
Komplikationen gezeigt werden, wodurch sich die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit

bestatigen lassen.

Es ist denkbar, dass die MPs nicht nur Pradiktor fir thromboembolische Komplikationen
sind, sondern selbst an der Entstehung beteiligt sind. MPs haben prokoagulatorische
Eigenschaften, da ihre Oberflichenmembran fir viele Komponenten der
Gerinnungskaskade eine Vernetzungsmoglichkeit bietet. Diese prokoagulatorische
Aktivitat wird zudem verstarkt durch anionische Phospholipide, insbesondere von
Phosphatidylserin dessen Oberflache die Assoziation von Gerinnungsfaktoren und dem
prokoagulatorischen Protein TF unterstlitzt, wodurch die Zellen der Gerinnungskaskade
hauptsachlich aktiviert werden [167, 176]. Es konnte bereits in vitro gezeigt werden, dass

MPs die Bildung von Thromben gezielt verstarken [117, 262, 263].

Bei der Untersuchung von vendsen Thromboembolien bei Tumorerkrankungen zeigte sich,
dass MPs mit der erhdéhten Koagulation assoziiert sind [264]. Die Tumorzellen weisen auf
ihrer Oberflache ein deutlich erhohtes MaR an TF auf [265, 266]. Wie auch unsere
Blutzellen geben die Tumorzellen MPs in das Blut ab [267]. So gelangt der TF, gebunden an
die MPs, in unser Blut und bildet dort TF/Factor Vila Komplexe und kann dadurch die
Gerinnungskaskade aktivieren [267, 268]. Es konnte auch ein ungebundener, 16slicher TF
im Plasma nachgewiesen werden [269], allerdings wird nur durch die gebundene Form
prokoagulatorische Aktivitat ausgelibt [270]. Die Konzentration TF tragender MPs war bei
Tumorpatienten mit venésen Thromboembolien hoher, als bei Tumorpatienten ohne
vendse Thromboembolien [271]. Dies bestatigt den Verdacht, dass auch bei den Patienten
in der vorliegenden Arbeit die MPs an den thromboembolischen Komplikationen beteiligt
sind, leider erfolgte wie bereits dargelegt jedoch keine Kontrolle der MPs wahrend der
thromboembolischen Komplikationen. Es macht jedoch die Maoglichkeit sehr
wahrscheinlich, dass sich auch dort eine erhohte MPs Konzentration hatte nachweisen
lassen. Bei den Studien tiber Tumor assoziierte vendse Thromboembolien in Tierversuchen
wurde gezeigt, dass die Tumor-MPs eine Thrombusbildung Uber den TF oder
Phosphatidylserin fordern [272-275]. In der Studie von Davila et al.,, die die

prokoagulatorische Aktivitat bei einem Pankreaskarzinom untersuchte, konnte gezeigt
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werden, dass die erhohte prokoagulatorische Aktivitat MPs assoziiert war. Diese war von
dem an MPs gebundenen TF und Phosphatidylserin abhdngig und konnte durch die
Verabreichung von anti-TF oder Annexin V aufgehoben werden [276]. Diese Ergebnisse
konnten von Lima et al. bestatigt werden, indem sie MPs mit Annexin V inkubierten und
anschlielend eine verringerte prokoagulatorische Aktivitdt nachweisen konnten [277].
Diese Ergebnisse werden weiter unterstiitzt durch Thomas et al. In deren Tumorstudie
wurden sowohl von endogen als auch exogen gebildeten Pankreas- und Lungenkrebs MPs
TF und Selectin P-Ligand (PSGL 1) exprimiert [278]. Es konnte mittels intravitaler
Echtzeitmikroskopie nachgewiesen werden, dass die MPs an die aktivierten Thrombozyten
in einer GefdlRverletzung durch das PSGL-1 binden und anschliefend die Thrombus
Entstehung durch die Freisetzung des gebundenen TF fordern [278]. Dem gegeniiber steht
eine Studie von Wang et al., bei der die Entstehung der vendsen Thromboembolien bei
Pankreastumoren untersucht wurde [274]. Es konnte in nur einer von funf verschiedenen
Pankreaskrebs Zelllinien zirkulierende, TF tragende MPs nachgewiesen werden [274].
Wang et al. vermuteten daher, dass der TF von dem Tumor selbst freigesetzt wird und zu
den erhoéhten Raten an vendsen Thromboembolien gefiihrt hat. Allerdings wurde in dieser
Studie ein Xenograft Model mit immunsupprimierten Mausen benutzt, was zu einer
Abschwachung der Immunreaktion der Mause auf den Tumor gewirkt hat, wodurch die
Progression des Tumors verdandert sein konnte. Es konnte namlich auch gezeigt werden,
dass PMPs bei der Metastasierung und Ausbreitung von Tumorzellen beteiligt sind [272].
Gegebenenfalls flihrt ein supprimiertes Immunsystem zu einer geringeren Bildung der MPs
fur diesen Zweck und dadurch auch zu einer verringerten MPs bedingten Thrombose.
Zudem betreffen die Ergebnisse von Wang et al. nur die vendsen Thromboembolien bei
Tumorzellen. Es konnte jedoch in den bereits genannten Studien die aktive Forderung der
Thrombusbildung durch MPs in Mausmodellen nachgewiesen werden. Es ist daher
unerheblich, ob die erhohten Raten an venésen Thromboembolien bei Tumorzellen durch
an MPs gebundenen TF oder von den Tumorzellen selbst freigesetzten TF ausgeldst
werden. Das MPs das Potential haben eine Entstehung von Thromben zu fordern, konnte

wiederholt dokumentiert werden.
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In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die thromboembolischen
Komplikationen unter LVAD Therapie mit der Konzentration der PMPs und mit der MPs
induzierten Thrombinbildung assoziiert sind [1]. Ob jedoch die PMPs vor oder nach einer
thromboembolischen Komplikation freigesetzt werden und inwiefern die erhohte
prokoagulatorische Aktivitdit der MPs zu den thromboembolischen Komplikationen

beitragt, muss in weiteren Studien geklart werden.

4.4  Schlussfolgerungen
Bei Patienten mit terminaler Herzinsuffizienz fihrt die Implantation eines LVADs zu einer
verschlechterten endothelialen Funktion und zu einer erhdéhten Konzentration von

zirkulierenden MPs mit einer erhdéhten prokoagulatorischen Aktivitat [1].

Das Eintreten von thromboembolischen Komplikationen wahrend der LVAD Therapie war
assoziiert mit erhdhten Konzentrationen der PMPs und einer erhdhten
prokoagulatorischen Aktivitat der MPs. Diese Parameter konnten in der Zukunft als eine
wichtige Grundlage zur Risikostratifizierung von Hochrisiko Patienten verwendet werden,
im Sinne einer frilhen Transplantation und einer individualisierten antikoagulatorischen

Therapie unter LVAD. [1]
Es sind weitere und groRer angelegte Studien notwendig, um den direkten Effekt der

erhohten  zirkulierenden MPs flir die Pathogenese der LVAD-assoziierten

thromboembolischen Komplikationen zu untersuchen.
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