Institut fur Klinische und Experimentelle
Transfusionsmedizin der Universitat Tubingen

Thrombozytopathie bei Patienten unter venovenoser
und venoarterieller ECMO-Therapie

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades
der Medizin

der Medizinischen Fakultat
der Eberhard Karls Universitat
zu Tubingen

vorgelegt von

Hidiatov, Oleg

2025



Dekan: Professor Dr. B. Pichler

1. Berichterstatter: Professor Dr. T. Bakchoul
2. Berichterstatter: Privatdozent. Dr. M. KGppen

Tag der Disputation: 20.01.2025



Grolder Dank gebuhrt meiner geliebten Ehefrau Katharina, meiner Tochter Alisa
und meinen Eltern



Inhaltsverzeichnis

ABBILDUNGSVERZEICHNIS .....cccuiimiiminernernainassnessnessnnssnnsssnsssnsssmsssmssnnsssnsssnssnnssnns Vi
TABELLENVERZEICHNIS ....cucieiieeiieineinerrmrsersmsssesssmss s s sms s smsnsm s smsssmsssmsssmssnnssnnss Vil
ABKURZUNGSVERZEICHNIS ......ccuuueeeeesnssnnnsssssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessnsnnnns IX
1 EINLEITUNG ....ccuiieiieiimeinesrnernessmsssnsrmassma s smsssmn s smassmas s ma s rma s mas s mas sma s pma s pmnnnmnnmns 12
1.1 Extrakorporale Lebensunterstitzungsverfahren ..........ccoooooviiiiiiiiiinieens 12
1.2 Venovendse und venoarterielle ECMO ..........cooviviiiiiiiieieieeeeieeeeeeeeeinenennnennnnnes 16
1.3 Indikationen und Ziele fiir die Implantation der va. und vv. ECMO ...................... 17
1.4 Pathophysiologie der ECLS ......cciieiiieiiiiee e e e e e eeeite e e e e e e ee e e e e e e e e e enannn e e e e 19
1.4.1  Blutkontakt zur FremdoberflAChe ..............ceiiiieriiiiiiiiiee e 20

1.4.2  BlutstrOmung unter ECLS .....ccuuuiieiiiiiiiiiiee e ettt e e e e e e enanaaaes 21

1.4.3  Thrombozyten und Antikoagulation unter ECMO ........cccoeeveeeiiieiiieeeeeeeennnnnnn. 21

1.5 Patientenbezogene Komplikationen unter ECMO ...........cccevvviiiieeeeeeieeiniieeennn. 23
T I = 171 (8T Vo T=Y o TR 23

1.5.2  Heparin-induzierte ThrombozZytOPenIe .........ccceuuuieeeiirieeeeiiiieeeeeieeeeeeeieeeeens 24

1.5.3  Erworbenes von Willebrand-Syndrom ..........cccceeeeeuuuuieeeeeeeeeiiiiieeeeeeeeennnnnnns 26

1.6 Physiologie der TRrOMDOZYIEN ........cvuuieeieieeeeeetieeeeerieeeeeee e e e e e e e eaaeeeeenans 26
1.6.1 Die 0-Granula der ThrombOZyten ........ccueeiiiiiii e e 27

1.6.2 Die a-Granula der ThrombOZYteN ........cceuuuuiieeeeeeiiiiiee e e e e e e e e e e eeeeanaanes 29

1.6.3 Thrombozyten und deren FUNKLON ..........uuueeeerieeeeeeieeee et e e eeeaeeeeeeaneeeens 31
1.6.4 Rolle der Adhasionsrezeptoren der Thrombozyten ..........c.coooviiieiiiiiiiiiennenns 32

1.6.5 Die Rolle der Rezeptoren fiir I6sliche Agonisten (ADP, Thrombin) .................. 33

1.7 Storage pool disease, exhausted platelets und andere

Sy T g T (=Y 1= T 34
1.8 Fragestellungen und Ziele der Arbeit...........ooeiieeiiiii e 37

2  MATERIAL UND METHODEN ....c.ciciireummesmrmsrnesmresmrasssesrsnsssnsssnsssnsmsasssnsssnsssnssnnnss 39
2.1 Der Aufbau und die Dauer der Studie sowie deren Population .............ccceeeeeeennn. 39
2.2 Einschluss- und Ausschlusskriterien der Studie..........ccoveieiiiiiiieea 40
2.3 Studienbezogene BIUtentnahmen ..............uuuiiiieieiiieiiiiee e ee e eeeaaaaans 40
24 Blutproben der gesunden Probanden als Vergleichsreferenz.............ccccoceveenne. 41
25 Das Ex-Vivo-Model der extrakorporalen Zirkulation, der Chandler-Loop

42

26 Labormethodenetablierung und FC-Protokollvalidierung zur  Beurteilung
der Thrombozytenfunktion in Vollblutproben bei gesunden Spendern...............ccoieiniis 44



Inhaltsverzeichnis

2.7 Das Prinzip der Durchflusszytometrie ... 45
2.8 Bestimmung der Thrombozytenfunktion/Granula-Expression mittels
DUFCHTIUSSZYIOMEIHIE «..evvveeeeete e e e et e e ettt e e et e e e et e e e e et e e e eeaa e e e eesaeeeessaneeeensanaeeens 45
2.8.1 CD62P-PE als FC-Marker fir a-Granula-Expression und CD63-PE fir
O-GranuUIa-EXPreSSION ... e 45
2.9 MEPACKTIN-ASSAY ... ..ceeeeerrreueeeeeeeeeettuaaeeeeeeeesssaaaaeeaeeesssasaaasaeeseessnanaaeaseerenns 47
210  Erhebung klinischer Daten aus der prospektiven Studie...........c.cccoiiiiiiiiinns 48
211 StatiStiSChe ANGIYSEN ....cvuueiiiiiii e et e e e e e e e e e e e e e e e e e eaaeeeeenans 50
212 EANIK e e 51
3 ERGEBNISSE .....cuiciermuiernsraisarassesassessssassssassassssassssassassssassssassnsassassnsnssnsassnsnnnns 52
3.1 Ergebnisse des etablierten Thrombozytenaktivierungsassays mittels
PRP-und WB-Proben gesunder SPENUET ..........uuieeeirrueeeeeriieeeeerieeeeeesnaeeeessneeeessnaeeeens 52
3.2 Einfluss der Lagerungszeit auf die durchflusszytometrische Messung
der ThrombozytendegranulationSmarker ..o e 54
3.3 Einfluss von Scherstress auf die Blutplattchenfunktion im  Chandler-
oo o 1, FoYe = R 55
34 Einsatz von Mepacrin-Assay nach Scherstresssimulation ...........cccooveviiiiinnnnne. 58
3.5 Ergebnisse  der  prospektiven In-vivo-Studie ~ zur  Untersuchung  der
Thrombozytenfunktion/-degranulation bei Patienten unter ECMO .........ccccveviiiiiiiiienennen. 59

3.51 Verhalten von a- und ©0-Granula-Expression bei Patienten unter wvv.
031V O Y=Y =T o T TSP 59

3.5.2 Verhalten von a- und 0-Granula-Expression bei Patienten unter va.
ECMO-TREIAPIE . ..eeuueeeieteeeeettie e e ettt e e e e et e e e e et e e e e eataeesesan e eesnan e eeesanaeensnnseeennnns 60

3.5.3 Bestimmung und Uberpriifung der Korrelation des léslichen P-
Selectins im  Blutplasma gegeniiber P-Selectin  der Thrombozyten bei

ECMO-PatiENtEN ....cevivviiiiiriieiiieiieuiasis s s s s e s e s e e e e e e e e s e e aaeaaaaaaaaaaaaaeaeaeeeeeeees 62

3.6 Thrombozytendegranulation, Blutungen sowie thrombotische
=Y 1o g 1=TY= YRR 64

4 DISKUSSION.....iiteuiirmnssrnnssrnmsssrnssssnssssssssssmssssnsssssmssssnsssssssssnnssssnnsssenssssnnsssnnsses 68
5  ZUSAMMENFASSUNG .....ccciimeuirmmnirrnnssrnmsrnassnnssssnssssnnssssmssssnssssnnssssnssssnnsssnnsss 80
6 LITERATURVERZEICHNIS .....ccuiimmuiiimnssrnmssrnmsssnmssssnsssssnssssasssnnssssnnssssnsssnnsssnnnssns 82
7  ERKLARUNG ZUM EIGENANTEIL .....cemmeereeersesssssssssssssnsssssssssssssssssssnnnnsssssnees 93
8  VEROFFENTLICHUNGEN ......ccciiiieiieeeeeeeeeeesnnnnmnnsnnnssssssssssssssssssnsssssnnnnnssssssnsnsnns 94
9 DANKSAGUNG.....cuuiiimuirrmnusrnmsrrmssrrmsssrnasrrm s rmss s rmas s nassrrmss s rmassrnn s ramsssennssnnnssrs 95



Abbildungsverzeichnis

Abbildungsverzeichnis
Abbildung 1: Extrakorporale Membranoxygenierung (ECMO,) ........................ 17

Abbildung 2: Ein Transmissionselektronenmikroskopiebild (TEM), Morphologie

eines gesunden BIUIPIGTICNENS ..............cccceeeeeeeeeeiieiieieeeeeeeeeeeeeee 27
Abbildung 3: Schematische Darstellung 6-Granula-Inhalte............................. 28
Abbildung 4: Chandler-Loop-SyStem.............eeeeeeeeeeeeeeeeeeciiieieeeae e 44

Abbildung 5: Beispiel eines Durchflusszytometrie-Diagramms von einem/er

GESUNAEN SPENACI/IN ...ttt e e e e saeaaaaaaas 46

Abbildung 6: Grafische Darstellung des Testergebnisses von Mepacrin-Assay

zwischen Tagesspender vs. va. ECMO-Patient..............ccccceevveeeeeeeecciirreeenann... 48
Abbildung 7: Gliederung der prospektiven ECMO-Studie...............cccc..u........ 49

Abbildung 8 A-D: Grafische Darstellung der Ergebnisse vom FC-
Thrombozytenaktivierungsprotokoll mittels PRP-und WB gesunder Spender,
Lagerungtest der Proben bis zu 3 Tage ...........coooeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeiiisinnaae 53

Abbildung 9 A-D: Grafische Darstellung der Ergebnisse von
Thrombozytendegranulationsmarker unter Scherstresssimulation mittels

Chandler-LOOP-SYSIOM ........ccoeeeeeeeeeee ettt e e eeaa e 56

Abbildung 10: Grafische Darstellung der Charakterisierung der 6-Granula-
Sekretionskapazitdt der Thrombozyten bei gesunden Vollblutspenderproben vor

und nach der Rotation im Chandler-Loop durch Mepacrin-Assay..................... 58

Abbildung 11 A-D: Grafische Darstellung der Ergebnisse sowie Beurteilung
der Thrombozytendegranulationsmarker bei Patienten unter vv. ECMO-

FLL=1 =] o) 1= 2RSSR 60

VI



Abbildungsverzeichnis

Abbildung 12 A-D: Grafische Darstellung der Ergebnisse sowie Beurteilung

der Thrombozytendegranulationmarker bei Patienten unter va. ECMO-Therapie

Abbildung 13: Uberpriifung der Korrelation des I6slichen P-Selectins im
Blutplasma gegentber P-Selectin der Thrombozyten bei ECMO-Patienten..... 63

Abbildung 14 A-H: Zusammenschau von CD63-Expression mit Blutungs- und

Thromboseereignissen unter vv. und va. ECMO-Gruppen............ccccccueeeeeeennn. 65

Abbildung 15: Schematische Darstellung der Einwirkung von Scherkréften, der

Fremdkérperoberfléche sowie des Blutflusses auf die Thrombozytenfunktion . 73

VIl



Tabellenverzeichnis

Tabellenverzeichnis

Tabelle 1: Demografische Daten der Studienpopulation und Indikationen fiir

verschiedene ECMO-Implantatiosarten................ccccccoeeeeeeecrreeeeiaaeeeeeeeeeen 49

Tabelle 2: Statistische Ergebnisse des Thrombozytenaktivierungsprotokolls
mittels PRP-und WB-Proben gesunder Spender, Blutentnahme (Tag 0) vs. 3-
tagig gelagerten Proben (Tag 3) ........eeeeeeeeeeeeeeeeeieeeeeeee e 55

Tabelle 3: Statistische Ergebnisse der Thrombozytendegranulationsmarker in
Heparinblut vS. CItratbIUL ...............coooeeeeeeeeeeee et 57

Tabelle 4: Gegenliberstellung der Daten der Non/Low-Responder sowie
Responder der erhobenen Blutungs- und Thrombosedaten wéhrend der vv.
ECMO-Therapie, a- und &-Granula-Sekretion nach ADP-Stimulation............... 66

Tabelle 5: Gegendtiberstellung der Daten der Non/Low-Responder sowie
Responder der erhobenen Blutungs- und Thrombosedaten wéhrend der vv.
ECMO-Therapie, a- und &-Granula-Sekretion nach TRAP-6-Stimulation......... 66

Tabelle 6: Gegentiberstellung der Daten der Non/Low-Responder sowie
Responder der erhobenen Blutungs- und Thrombosedaten wéhrend der va.
ECMO-Therapie, a- und &-Granula-Sekretion nach ADP-Stimulation............... 67

Tabelle 7: Gegenliberstellung der Daten der Non/Low-Responder sowie
Responder der erhobenen Blutungs- und Thrombosedaten wéahrend der va.
ECMO-Therapie, a- und d-Granula-Sekretion nach TRAP-6-Stimulation......... 67

VIII



Einleitung

Abkurzungsverzeichnis

Abb.
ACS
ADP
AMP
ANP
APL
ARDS
AT/AT 1l
Bi-VAD
CD107b
CD109

CD41
CD62P
CD63
CHS
CPB
DNA
ECC
ECLS
ECMO
FACS
FC
Fc-Fragment
Fl
Fibrocystin-L
FIX
FSC
FV
FVil
FVviil
FX

FXI
FXil
FXilil

Gi
GPIb
GPIb-V-IX
GPIlba
GPS
Gq

HC
HIT
HIV
HLM

Abbildung

Akutes Koronarsyndrom
Adenosindiphosphat
Adenosinmonophosphat

atriales natriuretisches Peptid

artificial pump-lung

acute respiratory distress syndrom
Antithrombin

biventricular assist device
Lysosome-associated membrane protein 2

GPI-gebundenes Zelloberflachenantigen, das von CD34+-

Zelllinien exprimiert wird

Integrin a-1lb

Thrombozyten-Selektin

Oberflachenprotein aus der Gruppe der Tetraspanine
Chediak-Higashi-Syndrom

kardiopulmonale Bypass
Desoxyribonukleinséure

extrakorporale Zirkulation

extracoporeal life support

extracorporeal membrane oxygenation
Durchflusszytometrie/fluorescence-activated-cell-sorter
Durchflusszytomietrie, flourescense cytometry
Fc-Doméne von IgG-Antikbrper

Fold increase

Transmembranprotein

Christmas-Faktor

forward scatter

XXX, Proaccelerin

Proconvertin

Antihdmophilie Faktor A

Stuart-Prower-Faktor

Rosenthal-Faktor

Hagemann-Faktor

Fibrinstabilisierender Faktor
Gi-Proten-gekoppelte-Rezeptoren
vWF-Rezeptor auf Thrombozyten
von-Willebrand-Rezeptor

ein Teil des vWF-Rezeptors
Grey-Platelet-Syndrom

Subtyp der G-Protein-gekoppelten-Rezeptoren
healthy control, gesunde Kontrollprobe
Heparin induzierte Thrombozytopenie
Humanes Immundefizienz-Virus
Herz-Lungen-Maschine

IX



Einleitung

HPS
IABP
IgA
IgG
IgM
ISTH

LAMP-2
LTA
L-VAD
MFI

Mi

MP
MRP4
NR/LR
P2X1
P2Y1
P2Y12
PAR1
PAR4
PBS
PC5

PE

PF4
PI3K
PLT
PLT-Ag
PRP
PS
P-Selectin
PSGL-1

R-VAD
SD

SPD
SP-Selektin
Src

SSC

Syk

Tab.

TEM

TF
Thrombin
TP

TPFI
TRAP-6
TVT
UFH

Hermansky-Pudlak-Syndrom

Intraaortale Ballonpumpe

Immunglobulin A

Immunglobulin G

Immunglobulin M

Internationale Gesellschaft fiir Thrombose und Hamostase,
International Society on Thrombosis and Haemostasis
Lysosome-associated membrane protein 2
Lichttransmissionsaggregometrie

left ventricular assist device

mittlere Fluoreszenzintensitat

Myokardinfarkt

Mikropartikel

Multidrug Resistance-Associated Protein 4

Non- und Low-Responder

ATP Rezeptor

G-Protein-gekoppelter Rezeptor flir ADP und ATP
Chemorezeptor fiir Adenosindiphosphat
Thrombinrezeptor

Thrombinrezeptor

Pufferlésung

Phycoerythrincyanin 5.1

Phycoerythrin

Plattchenfaktor 4

Phosphoinositid-3-Kinasen, Phosphoinositid-3-Kinasen
Blutpléattchen

Blutplattchenaggregate

Plattchen-reiches-Plasma

Phosphatidylserin, Phosphatidyserin
Thrombozyten-Selektin

transmembranédres  Glykoprotein, das an  weitere
Zelladh&sionsmolektile, die Selektine, bindet

right ventricular assist device
Standardabweichung

Storage pool disease

I6sliches P-Selectin

Tyrosinkinase

side scatter

Tyrosinkinase

Tabelle

Transmissionselektronenmikroskopie
Gewebefaktor

Faktor Il

Thromboxan-Prostanoid

Tissue Factor Pathway Inhibitor
Thrombinrezeptor-aktivierendem Peptid

tiefe Beinvenenthrombose

Unfraktioniertes Heparin



Einleitung

va.
VMAT?2
VNUT

wv.

vWFf

wWB

WHO
a-Granula
allbB3
0-Granula

venoarteriell

vesikuldrer Monoamintransporter 2

Vesicular nucleotide transporter

venovenos

von Willebrand-Faktor

whole blood, Vollblut
Weltgesundheitsorganisation

Alpha Granula

Fibrinogenrezeptor

Delta Granula, dichte Granula, dense granula

X1



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Extrakorporale Lebensunterstiitzungsverfahren

Vor ca. 70 Jahren fand der erste Einsatz einer Herz-Lungen-Maschine (HLM)
wahrend eines herzchirurgischen Eingriffes an einem Menschen statt. Damals
schrieb Herr John Heysham Gibbon (1903-1973) eines der bedeutendsten
Kapitel in der Geschichte der extrakorporalen Zirkulation. Jahrzehnte spater kam
es zur Entwicklung der passageren mechanischen Organersatzverfahren wie
beispielsweise der extrakorporalen Membranoxygenierung (ECMO) oder der
kardialen Unterstiitzungssystemen wie L-VAD (left ventricular assist device), R-
VAD (right ventricular assist device) und Bi-VAD (biventricular assist device), die
immer noch bis heute einen Modernisierungs- bzw. Modifizierungswandel

erleben.

Der kardiogene Schock ist eine bekannte schwerwiegende Komplikation des
akuten Koronarsyndroms (ACS) und betrifft 5-10 % der Félle eines akuten
Myokardinfarkts (Ml) (Kolte, Khera et al. 2014 ). Trotz der technischen Fortschritte
zur frihen Revaskularisierung ist ein kardiogener Schock im Zusammenhang mit
einem akuten MI mit signifikant hoher Sterblichkeit verbunden. 35-50 % der
Patienten Uberleben keine 30 Tage nach einem stattgehabten Ereignis (Zeymer,
Bueno et al. 2020).

Die Etablierung einer koronaren Reperfusion ist die wirksamste therapeutische
MafRnahme bei solchen Patienten (Hochman, Sleeper et al. 1999). Wahrend eine
frihe Revaskularisierung bei akutem Myokardinfarkt-assoziiertem kardiogenem
Schock die Mortalitat reduziert hat (Puymirat, Fagon et al. 2017, Benenati, Toma
et al. 2022), kann eine Myokardschadigung durch Revaskularisierung immer
noch einen kardiogenen Schock auslosen und dies auch mit ungewissem
Langzeitergebnis (Ng and Yeghiazarians 2013, Khera, Secemsky et al. 2020).
Darlber hinaus ist ein zunehmender Anteil des kardiogenen Schocks mittlerweile
auf nicht-ischamische Ursachen zurtckzufuhren, also Nicht-Myokardinfarkt-
assoziierter kardiogener Schock (Gonzalez-Pacheco, Manzur-Sandoval et al.
2021, Osman, Syed et al. 2021). Das Management sollte sich daher auf die
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Einleitung

Aufrechterhaltung der hamodynamischen Stabilitat und einer angemessenen
Gewebeperfusion konzentrieren. Zur Aufrechterhaltung der Herzleistung kénnen
Volumenexpansion und pharmakologische Therapien in Form von
Vasopressoren und Inotropika eingesetzt werden. Allerdings sollten Dosierung
und Behandlungsdauer aufgrund des damit verbundenen Anstiegs des
myokardialen Sauerstoffbedarfs und der Vasokonstriktion auf ein Minimum
beschrankt werden (Thiele, Ohman et al. 2019). Die alleinige Verwendung
pharmakologischer Wirkstoffe kann die linksventrikulare Nachlast und den
myokardialen Sauerstoffbedarf erhohen, was zu Komplikationen fuhren kann
(Samsky, Morrow et al. 2021, Masiero, Cardaioli et al. 2022).

Um die hamodynamische Stabilisierung bei Patienten mit kardiogenem Schock
zu unterstutzen, wurden als wichtige therapeutische Optionen mechanische
Kreislaufunterstlitzungssysteme entwickelt (Hajjar and Teboul 2019, McDonagh,
Metra et al. 2021, Masiero, Cardaioli et al. 2022).

Die intraaortale Ballonpumpe (IABP) ist nach wie vor das am weitesten
verbreitete mechanische Kreislaufunterstitzungsverfahren. Gemald den
aktuellen Leitlinien der Europaischen Gesellschaft fir Kardiologie gibt es eine
Empfehlung der Klasse llb fur Patienten mit ACS und schwerem refraktarem
kardiogenem Schock, wahrend seine routinemalige Anwendung bei Patienten
mit kardiogenem Schock nach ACS ohne mechanische Komplikationen nicht
empfohlen wird (Byrne, Rossello et al. 2023). Allerdings gibt es Belege aus einer
grollen Metaanalyse, die nahe legen, dass sich die Anwendung der IABP zwar
positiv auf die hamodynamischen Parameter auswirken kann, jedoch kein
Uberlebensvorteil mit deren Anwendung verbunden ist (Unverzagt, Buerke et al.
2015, Ouweneel, Eriksen et al. 2017, Li, Yan et al. 2019). Daruber hinaus wurde
eine der groften randomisierten Studien zu diesem Thema durchgefihrt, namlich
die IABP-SHOCK II-Studie. Diese zeigte, dass die Verwendung von IABP keinen
Einfluss auf die Gesamtmortalitat bei Patienten mit kardiogenem Schock nach
einem Herzinfarkt hat (Thiele, Zeymer et al. 2013). Ebenso gibt es derzeit keine
hochrangigen Beweise fur die Verwendung von linksventrikularen

Unterstutzungsgeraten wie Impella bei der gleichen Patientenkohorte. Ihre
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Verwendung bleibt daher eine Empfehlung der Klasse IIb des American College
of Cardiology (Amsterdam, Wenger et al. 2014, Batchelor, Wheelahan et al.
2022).

Die ECMO oder auch mit dem angloamerikanischen Uberbegriff ECLS
(extracoporeal life support) genannt, ist ein alternatives System, das
Kreislaufunterstitzung und  Lungengasaustausch  anbietet und die
Organperfusion bei Links-, Rechts- oder globaler Herzinsuffizienz/-versagen
wiederherstellen kann (Rao, Khalpey et al. 2018). Sein Einsatz hat in den letzten
zwei Jahrzehnten erheblich zugenommen, wobei einige alte Studien auf eine
vorteilhafte Wirkung beziglich des Uberlebens der Patienten unter ECMO
hinweisen (Chen, Lin et al. 2008, Combes, Leprince et al. 2008). Wahrend die
venovendse ECMO (vv. ECMO) eine stabile Hdmodynamik erfordert, umgeht die
venoarterielle ECMO (va. ECMO) sowohl das Herz als auch die Lunge und bietet
auf diese Weise respiratorische sowie hamodynamische Unterstitzung bei
kardiogenem Schock (Makdisi and Wang 2015).

Wie Warren Zapol, einer der Entdecker der ECMO, 1972 in einem Leitartikel im
,New England Journal of Medicine“ feststellte, besteht das Ziel von ECLS-
Verfahren darin, Zeit zu gewinnen und gleichzeitig eine angemessene

Gewebedurchblutung aufrechtzuerhalten (Zapol and Kitz 1972).

Eine aktuelle systematische Uberpriifung und Metaanalyse hochwertiger
randomisierter  kontrollierter Propensity-Score-Matched-Studien, die die
Ergebnisse von mechanischen Kreislaufunterstutzungssystemen sowohl ohne
als auch unter deren Einsatz untersuchten und miteinander verglichen, zeigte,
dass sich die Sterblichkeitsrate bei Patienten mit kardiogenem Schock unter
ECMO oder IABP deutlich reduzierte, wahrend andere Unterstlitzungssysteme

diese nicht signifikant senken konnten (Low, Ling et al. 2024).

Derzeit wird die Verwendung von ECMO nur fur refraktare Falle von kardiogenem

Schock nach einem akuten Myokardinfarkt empfohlen und hangt von der
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individuellen Erfahrung der speziellen Behandlungszentren ab (Zeymer, Bueno
et al. 2020).

ECMO kann aber auch eine Briicke zur Genesung von ARDS-Patienten (acute
respiratory distress syndrom) sein, indem es der Lunge Zeit zum Heilen gibt und
gleichzeitig die Sauerstoffversorgung und Bellftung unterstitzt (Brodie and
Bacchetta 2011).

Der Einsatz von ECMO bei ARDS hat in den letzten Jahren aufgrund
technologischer Fortschritte und Verbesserungen bei der Patientenauswahl/-
behandlung erheblich zugenommen. Allerdings bleibt die optimale Behandlung
von ARDS-Patienten mittels ECMO immer noch umstritten und die
Sterblichkeitsraten bei diesen Patienten variieren stark zwischen den einzelnen
Studien (Munshi, Walkey et al. 2019). Daruber hinaus kdnnen mehrere Faktoren
die Sterblichkeitsrate bei dieser Patientenkohorte beeinflussen, darunter die
Patientenauswahl, der Zeitpunkt der ECMO-Initiierung, die Dauer der ECMO-
Unterstitzung und Komplikationen im Zusammenhang mit der ECMO-
Anwendung (Peek, Mugford et al. 2009).

Mehrere friihere systematische Ubersichtsarbeiten haben die Sterblichkeitsraten
bei ARDS-Patienten unter ECMO untersucht. Beispielsweise wurde 2013 eine
systematische Ubersicht veroffentlicht, die tiber eine gepoolte Sterblichkeitsrate
von 43 % bei ARDS-Patienten unter ECMO berichtete (Zampieri, Mendes et al.
2013). Ein anderer systematischer Review berichtete Uber eine Sterblichkeitsrate
von 38 % (Schmidt, Bailey et al. 2014). Diese Uberprifungen umfassten jedoch
Studien mit  unterschiedlichen  Patientenpopulationen und ECMO-
Managementprotokollen, die die Ergebnisse mdglicherweise beeinflusst haben
konnten.

In einer weiteren systematischen Ubersichtsarbeit, wo Studien mit einer
einheitlichen Patientenpopulation und standardisierten ECMO-Protokollen auf
Sterblichkeitsraten von ARDS-Patienten unter ECMO-Einsatz bewertet wurden,
konnten in verschiedenen Studien erhebliche Schwankungen der
Sterblichkeitsraten aufgezeigt werden. Sie lagen zwischen 22 % und 62,6 %

(Sanivarapu, Osman et al. 2023). Die Variabilitdt der Mortalitat konnte jedoch
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durch verschiedene Faktoren erklart werden, insbesondere durch das Alter, den
Schweregrad der Hypoxamie, der Atiologie des ARDS und der Entwicklung von
Organschaden. Auch ECMO-bedingte Faktoren wie die Entwicklung einer
Thrombozytopenie, Blutungen aufgrund kontinuierlicher Antikoagulation und die

Art der Kanulierung beeinflussen die Sterblichkeitsrate ebenfalls.

Letztendlich kann ein umfassendes detailliertes Verstandnis der zuvor erwahnten
Faktoren eine weitreichende Hilfestellung in der klinischen Praxis geben.
Dadurch kann die Behandlung der ECMO-Patienten in Zukunft verbessert
werden und schlieBlich, die globale Belastung durch diese schwere und

lebensbedrohliche Krankheit wie ARDS verringert werden.

1.2 Venovenose und venoarterielle ECMO

Die relative Einfachheit des ECMO-Schaltkreises kann die Physiologie des
Patienten auf unterschiedliche Weise verandern. Sobald man bei einem
Patienten mit der Unterstutzung beginnt, sind je nach Art und Lage der Kanulen
sowie je nach den zugrundeliegenden klinischen Bedingungen unterschiedliche
hamodynamische Veranderungen potenziell moglich. Wenn das Blut, das die
kinstliche Lunge verlasst, in das vendse System des Patienten zuruckflief3t,
spricht man von einer venovenésen ECMO (vv. ECMO) und das System steht
tatsachlich im Einklang mit der kardiopulmonalen Physiologie des Patienten.
(Abb. 1A)

Wenn das Blut, das den kunstlichen Kreislauf verlasst, in die Arterie des
Patienten zuruckgefuhrt wird, spricht man von einer venoarteriellen ECMO (va.

ECMO). Die Kreislaufe verlaufen hier stattdessen parallel zueinander. (Abb. 1B)
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ECMO

a) Venovenose Kaniilierung b) Venoarterielle Kaniilierung

Oxygenator

Oxygenator

Abbildung 1: Extrakorporale Membranoxygenierung (ECMO)
a) Venovendse Kandiilierung; b) Venoarterielle Kandlilierung (adaptiert nach Upchurch,
Blumenberg et al. 2021)

Im Weiteren werde ich die va. und vv. ECMO getrennt betrachten und die

jeweiligen Indikationen erlautern sowie die Therapieziele naher beschreiben.

1.3 Indikationen und Ziele fiur die Implantation der va. und vv. ECMO

Eine Hauptindikation fur die Implantation der va. ECMO ist der kardiogene
Schock, der als ein Zustand der Gewebehypoperfusion definiert ist, der durch
das akute Herzversagen hervorgerufen wird (Authors/Task Force, McDonagh et
al. 2024). Obwohl praktisch jede Ursache einer Myokardfunktionsstérung
zugrunde liegen kann, ist der akute Myokardinfarkt die Hauptursache fur den
kardiogenen Schock. Weitere haufige Ursachen sind Myokarditis,
Lungenembolie, Schock nach Kardiotomie und akut dekompensierte schwerste
chronische Herzinsuffizienz. Die Inzidenz eines kardiogenen Schocks bei
Patienten mit akutem Ml liegt in den aktuellen Datensatzen bei 3—13 %, obwohl
diese Zahlen sehr wahrscheinlich unterschatzt werden, da sie praklinische

Todesfalle nicht berucksichtigen (van Diepen, Katz et al. 2017). Trotz der
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Verbesserungen bei den unterstitzenden Therapien und Reperfusionsstrategien
bleibt die Sterblichkeitsrate inakzeptabel hoch und der kardiogene Schock stellt
die haufigste Todesursache bei Patienten dar, die wegen eines MI ins
Krankenhaus eingeliefert werden. In dieser dramatischen Situation kann die
sofortige Einrichtung einer peripheren mechanischen Kreislaufunterstutzung den
Patienten stabilisieren und Zeit flr diagnostische und therapeutische Verfahren
gewinnen, die unter Aufrechterhaltung einer angemessenen
Gewebedurchblutung durchgeflhrt werden kénnen.

Der Endpunkt jeder mechanischen Kreislaufunterstitzung besteht darin, eine
adaquate Organperfusion wiederherzustellen, um Schaden vorzubeugen oder
eine normale Organfunktion wiederherzustellen, wenn eine Schadigung bereits
begonnen hat. Die Reduzierung des linksventrikularen enddiastolischen Drucks,
der Herzwandspannung und der Lungenstauung, zusammen mit einer
Modulation der neurohormonellen Reaktion auf akute und chronische
Herzinsuffizienz wie endogene Katecholamin-, Renin-Angiotensin-, ANP- und
Zytokinfreisetzung, sind Ziele der mechanischen Kreislaufunterstutzung, gleich
ob mit va. ECMO oder mit L-VAD.

Die Erholung des Herzmuskels nach einem akuten reversiblen kardiogenen
Schock oder einem ,Reverse Remodeling“ des Herzens bei chronischer
Herzinsuffizienz ist das, was man letztendlich bei Patienten erreichen mdchten.
Wenn dies nicht moglich ist und die Organfunktionsstérung nicht behoben
werden kann, bieten diese Systeme auch andere Optionen an: Bridge-to-
Transplantation, Bridge-to-Bridge oder Zieltherapie. Diese Endpunkte,
insbesondere die Zieltherapie, kénnen mit linksventrikularen
Unterstltzungsgeraten erreicht werden. Wahrend L-VAD ein einventrikulares
Unterstitzungssystem darstellt und einen normal funktionierenden rechten
Ventrikel und regelrechte eigene Lungenfunktion erfordert, dbernimmt die va.
ECMO sowohl Herz- als auch Lungenbypass und reproduziert somit den
vollstandigen kardiopulmonalen Bypass (CPB), wie beispielsweise die HLM bei

Operationen am offenen Herzen.
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Wahrend es bei der va. ECMO primar um das Herzversagen und entsprechend
um die Aufrechterhaltung der Kreislaufsituation geht, handelt es sich bei der vv.
ECMO um passagere maschinelle Ubernahme der Lungenfunktion bei akutem

Atemnotsyndrom.

Der erste Bericht GUber ARDS wurde 1967 von Herrn Ashbaugh und seinem Team
veroffentlicht.

ARDS ist durch einen akuten Beginn einer Ateminsuffizienz mit arterieller
Hypoxamie und Lungenversteifung gekennzeichnet, die nicht auf das
Herzversagen zuruckzufuhren ist, sondern auf ein massives ,lasionales” (durch
eine erhdhte Permeabilitit der Alveolar-Kapillar-Membran verursachtes)
Lungenddem zurtckzufuhren ist (Ashbaugh, Bigelow et al. 1967). ARDS kann
als Ergebnis einer stereotypen Reaktion der Lunge auf einen oder mehrere
Entzindungsreize angesehen werden, die hauptsachlich von der Lunge (z. B.
fulminante Lungenentziindung) oder von einem anderen Organ (z. B. bei Sepsis)
ausgeht. Die Entzindungsreaktion fuhrt zur Rekrutierung von neutrophilen
Granulozyten und Makrophagen, die aus den Kapillaren in die Alveolen austreten
und Entzindungsmediatoren freisetzen. Dadurch verstarkt sich die
Entziindungsreaktion weiter (Bellani, Messa et al. 2009). Dies flhrt dann zu einer
erhohten Permeabilitat der Alveolar-Kapillar-Membran mit der Bildung eines
proteinreichen Alveolarddems und zur fulminanten Reduktion der Compliance
der Lunge (Ware and Matthay 2000). Die klinische Folge ist die Entwicklung einer
schweren arteriellen Hypoxamie und einer Steigerung der Atemarbeit, die haufig
eine Intubation des Patienten und einen Einsatz mechanischer Beatmung sowie
bei Erschopfung dieser zusatzlich die passagere Anlage einer vv. ECMO
erfordert.

1.4 Pathophysiologie der ECLS

Die ECLS-Systeme, wie die vv. und va. ECMO, Uben einen tiefgreifenden
Einfluss auf den normalen Ablauf der Korperfunktionen aus. Die
Pathophysiologie unter den Bedingungen des extrakorporalen Kreislaufs ist zum

einen davon gekennzeichnet, dass im Verbund (extrakorporaler Kreislauf +
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menschlicher Organismus) nicht nur das kiunstliche System als Variable auftritt,
sondern darlber hinaus ein erkrankter Zustand des Organismus besteht. Die
pathophysiologische Bedeutung ergibt sich aus den Bedingungen, wie die
extrakorporale Zirkulation in Bezug auf die Fremdmaterialoberflache,
Antikoagulation, Hamodilution und Hamodynamik durchgefuhrt wird. Alle diese
Parameter und noch viele mehr, die hier nicht erwahnt sind, Uben in erster Linie
ihren Einfluss auf die Blutbestandteile aus, dann auf die Regelsysteme und

schlieBlich auf die Endorgane der Blutzirkulation.

1.4.1 Blutkontakt zur Fremdoberflache

Typischerweise scheitert oft die moderne ECMO-Behandlung aufgrund einer
kritischen Verengung oder Okklusion kinstlicher Austauschstellen (z. B. durch
Embolien oder Thrombosen). Da in der ECMO das Blut dem Kontakt der
kinstlichen Oberflachen ausgesetzt wird, geht dieser mit Entzindungsreaktionen
und Ausschattung von Akut-Phase-Proteinen sowie Aktivierung des
Gerinnungssystems einher (Oliver 2009, Millar, Fanning et al. 2016). Abhangig
von der Ladung und Zusammensetzung der freiliegenden Oberflache kommt es
zu Proteinablagerungen und -denaturierungen sowie zur Thrombinproduktion.
Deswegen ist eine kontinuierliche Antikoagulation unter der ECMO-Therapie
erforderlich, um die Aktivierung des Gerinnungssystems zu verhindern bzw. zu
verzogern. Es ist eine deutliche Herausforderung das Gleichgewicht zwischen
Ubermaliger und unzureichender Antikoagulation (Blutung vs. Thromboembolien
bei Patienten oder im extrakorporalen System) zu finden (Oliver 2009, Figueroa
Villalba, McMullan et al. 2022). Wenn die Antikoagulation nicht optimal ist, kommt
es zu einer Aktivierung der Blutgerinnung, die eine Verbrauchskoagulopathie mit
dem Abfall der Thrombozyten und der Blutgerinnungsfaktoren, insbesondere
Fibrinogen, nach sich zieht. Eine Hyperaktivierung des fibrinolytischen Systems
kann ebenfalls in Gang gesetzt werden und damit zu kritischen Blutungen
(massive gastrointestinale Blutungen, Hirnblutungen) fihren (Oliver 2009,
Murphy, Hockings et al. 2015, Sarathy, Turek et al. 2021).
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1.4.2 Blutstromung unter ECLS

Die Stromungsdynamik des Blutes im kinstlichen Kreislaufsystem ist ein
weiteres Merkmal mit pathophysiologischer Bedeutung. Es lassen sich
verschiedene Stromungsmuster beobachten: Laminarer und turbulenter Fluss,
Zonen mit hoher Beschleunigung, Druckgradienten in den Strdomungskanalen.
Stromungsbedingte Krafte kdnnen sich auf die Blutbestandteile negativ
auswirken. Wenn bestimmte Scherkrafte auf eine Zelloberflache wirken, kdnnen
diese Zellen irreversible Schaden erleiden (Murphy, Hockings et al. 2015).
Obwohl widerstandsfahigere Materialien und biologisch vertraglichere
Beschichtungen fur den extrakorporalen Kreislauf entwickelt wurden, ist die
Hamokompatibilitidt immer noch begrenzt und eine sorgfaltige Uberwachung des
ECMO-Systems weiterhin erforderlich. Jeder Teil des Kreislaufs muss haufig auf
Blutgerinnsel und Verformungen der Schlauche Uberprift werden, insbesondere
dort, wo der Blutfluss turbulenter ist, so beispielsweise an Anschlissen,
Absperrhahnen und Kanulen. Die zu erwartenden Komplikationen konnen je
nach verwendeter Pumpentechnologie und Patientenpopulation (Erwachsene vs.
Kinder) unterschiedlich sein. Die beliebtesten Technologien sind die
Rollenpumpe und die Zentrifugalpumpe. Die Rollenpumpe ist in der padiatrischen
Intensivmedizin sehr verbreitet (Barrett, Jaggers et al. 2013).

Die Gesamtkomplikationsrate unterscheidet sich nicht wesentlich mit einem
allerdings signifikanten Unterschied in der Hamolyserate zugunsten von
Rollenpumpen bei Kindern (Mielck and Quintel 2005).

Spezifische Komplikation bei Rollenpumpen ist die Luftembolie, die meist durch
Leitungs- oder  Stromkreisunterbrechungen  verursacht  wird. Die
Zentrifugalpumpen hingegen sind einer Entkopplung zwischen Pumpenkopf und
Pumpenmotor ausgesetzt, wodurch die Behandlung unterbrochen und Thromben

verursacht werden konnen.

1.4.3 Thrombozyten und Antikoagulation unter ECMO

Die extrakorporale Zirkulation ubt einen tiefgreifenden Effekt auf die
Thrombozyten aus. Die physikochemischen Eigenschaften 16sen an der

Thrombozytenoberflache beides aus, die plasmatische Gerinnung und die
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Plattchenaktivierung. Die Beschichtung von kunstlichen Oberflachen mit
Plasmaproteinen verandern das Interaktionsgeschehen. Ein Blut-Luft-Kontakt
fuhrt zusatzlich zu einer Plattchendestruktion. Aktivierte Plattchen zeigen
funktionell eine eingeschrankte Aggregabilitadt und morphologisch eine
Entleerung ihrer Granula (Balle, Jeppesen et al. 2018). Es kommt zum Abfall der
Thrombozytenkonzentration, die initial besonders ausgepragt sein kann. Aus
dem Plattchengranula werden Serotonin, Plattchenfaktor 4 (PF4) sowie saure
Phosphotasen ausgeschuttet, die wiederum die Thrombozytenaktivierung
beginstigen (Balle, Jeppesen et al. 2018, Jiritano, Serraino et al. 2020).

Die systemische Antikoagulation wahrend der ECMO soll die Thrombinbildung
kontrollieren und das Risiko thrombotischer und hamorrhagischer
Komplikationen begrenzen (Muslem, Caliskan et al. 2018). Unfraktioniertes
Heparin (UFH) ist das am haufigsten verwendete Antikoagulationstherapie
(Oliver 2009). UFH wirkt durch Bindung und Inaktivierung von Faktor Xa und
Thrombin. Heparin ist jedoch kein direkter Thrombininhibitor und seine
Wirksamkeit hangt vom Vorhandensein von Antithrombin (AT/AT Ill) ab. UFH
erhoht die Kinetik der naturlichen Thrombin-Antithrombin-Bindung um das 2.000-
bis 4.000-fache. Daher hangt die Wirksamkeit von Heparin als Antikoagulation
stark von der AT-Konzentration ab. AT ist eine Art ,Selbstmord“-Substrat vom
Thrombin und sobald es an Thrombin und Faktor Xa gebunden wird, muss es
von der Leber wiederhergestellt werden. Deshalb verbraucht die chronische
Heparinverabreichung die endothelialen und zirkulierenden AT-Reserven.
Daruber hinaus kann Heparin durch Plasmaproteine, die Endotheloberflache und
vor allem durch zirkulierende Blutplattchen gebunden und inaktiviert werden, die
das Heparin durch Freisetzung von PF4 abfangen. Aufgrund dieses komplexen
Szenarios ist eine genaue Dosierung nicht definiert, die zur Kkorrekten
Abschwachung der Thrombinbildung erforderlich ist und kann im Verlauf einer
ECMO stark variieren. Der klassische Dosisbereich wird zwischen 20 und 70
IU/kg/h angegeben (Oliver 2009, Annich 2015). Diese kann jedoch je nach
Bedingungen von Person zu Person und sogar innerhalb derselben Person
variieren. Grundsatzlich fuhrt eine chronische UFH-Infusion zu einem AT-

Verbrauch und damit zu einer geringeren Heparinsensitivitat. Sobald AT korrigiert
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ist, sinkt die erforderliche UFH-Dosis. Gleichzeitig ist der Verbrauch von
Blutplattchen wahrend der ECMO unvermeidlich. Der Thrombozytenabfall fuhrt
allerdings zu einer erhohten Empfindlichkeit gegenuber UFH. Dennoch nimmt
hier die Empfindlichkeit gegeniber UFH dann ab, sobald allogene
Thrombozytenkonzentrate verabreicht werden und die Thrombozyten wieder
steigen. Insgesamt fuhrt dies dazu, dass eine kontinuierliche Anpassung der
UFH-Dosis erforderlich ist, auch wenn generell ein Trend zu hoheren Dosen zu
beobachten ist, je langer das ECMO-System in Betrieb bleibt (Ranucci, Ballotta
etal. 2011).

1.5 Patientenbezogene Komplikationen unter ECMO

1.5.1 Blutungen

Blutungen sind eine der haufigsten Komplikationen wahrend der ECMO zum
einen aufgrund der systemischen Antikoagulation und zum anderen wegen der
Thrombozytenfunktionsstorung, die aus der Aktivierung durch Kontakt und
Scherbeanspruchung resultiert.

In der Literatur wird von signifikanten Blutungen mit einer Inzidenz bis zu 50 %
berichtet (Cheng, Hachamovitch et al. 2014). Es gibt daflir verschiedene Grinde:
Der erste Grund ist die kontinuierliche therapeutische Antikoagulation mittels
UFH und der Zweite ist eine bereits vorangegangene oder durch das klnstliche
Unterstitzungssystem induzierte systemische Inflammation, die zu einem
Ungleichgewicht des Gerinnungssystems im Patienten fuhren kann. Aus diesem
Grund konnen selbst herkdmmliche Routineeingriffe wie das endotracheale
Absaugen, Anlegen einer Magensonde oder Harnkatheterisierung zu massiven
unkontrollierbaren Blutungen flhren, die weitere Interventionen sowie eine
Anderung des Antikoagulationsregimes erfordern.

Ein Problem stellen vor allem die intrakraniellen Blutungen dar, die die Mortalitat
unter ECLS deutlich erhdhen. Gastrointestinale Blutungen kdnnen aber ebenfalls
zum ernsthaften Problem flir den Patienten werden, da sie haufig erst spater
diagnostiziert werden. Zur Behandlung von relevanten Blutungen sind daher eine
rechtzeitige Intervention sowie Operation von grofler Bedeutung. Die

Wiederherstellung einer adaquaten Gerinnung durch Substitution von
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Gerinnungsfaktoren sollte ebenfalls parallel erfolgen (Anselmi, Guinet et al.
2016).

1.5.2 Heparin-induzierte Thrombozytopenie

Heparin induzierte Thrombozytopenie (HIT) kommt bei Patienten mit ECMO und
anderen Kreislaufunterstitzungsverfahren viel haufiger vor als bei der restlichen
Population. Die Rede ist von etwa 15 % (Koster, Huebler et al. 2007, Warkentin,
Greinacher et al. 2009, Lusebrink, Scherer et al. 2023). HIT kann besonders
schwierig zu diagnostizieren sein, da es viele andere Grunde fir eine niedrige
Thrombozytenzahl gibt (Althaus, Straub et al. 2020).

Es gibt zwei Typen von HIT. Der Typ-I ist eine nicht-immunvermittelte Reaktion.
Dieser ist weitaus haufiger als Typ-ll und kann bereits am ersten Tag der
Therapie mittels Heparins auftreten. Es handelt sich dabei um eine milde
Reaktion, die mit keinen schwerwiegenden Komplikationen verbunden ist und bei
der sich die Thrombozytenzahl wieder spontan normalisiert (Warkentin 2023).
Der Typ-lI-HIT ist eine durch Antikorper vermittelte Immunreaktion. Da die
Bildung der Antikorper einige Zeit in Anspruch nimmt, tritt diese Reaktion
normalerweise nach 5 bis 14 Tagen ab Beginn der Heparingabe auf. Wenn ein
Patient jedoch innerhalb der letzten 100 Tage der Heparintherapie ausgesetzt
war, konnen Antikorper im Blut noch verbleiben, was dazu fihren kann, dass sich
die Erkrankung bereits am ersten Tag der erneuten Heparin-Exposition
manifestiert. Dabei handelt es sich um eine sehr schwerwiegende Reaktion des
Immunsystems, die zu einer Hyperkoagulation und zu lebensbedrohlichen
Komplikationen fuhren kann (Warkentin 2023).

Unter normalen physiologischen Bedingungen wird PF4 in den a-Granula der
Blutplattchen gespeichert und bei der Blutplatichenaktivierung freigesetzt. PF4
ist positiv geladen und kann daher an das negativ geladene Heparan (eine
heparinahnliche Substanz, die normalerweise auf der Endothelzelloberflache
vorhanden ist) binden. PF4 kann auch mit einer viel hdheren Affinitat als Heparan

an exogenes Heparin binden (Nicolas, Nicolas et al. 2024).
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Die Bindung von PF4 an Heparin kann die Bildung von IgG-, IgA- oder IgM-
Antikérpern auslésen, die fir den Heparin-PF4-Komplex spezifisch sind. HIT
kann nur auftreten, wenn sich IgG-Antikorper nach der Bindung mit Heparin-PF4-
Komplex mit dem Fc-Fragment auf der Blutplattchenoberflache verankert und
damit zur Thrombozytenaktivierung fuhrt. Aktivierte Blutplatichen setzen dann
prothrombotische Substanzen wie Thrombin und PF4 frei. Da IgG mehr
Blutplattchen aktiviert, wird mehr PF4 freigesetzt und bildet mehr Komplexe mit
Heparin, wodurch mehr weitere Blutplatichen aktiviert werden. Dies fuhrt zu
einem stark hyperkoagulierbaren Zustand und einem kontinuierlichen Kreislauf,
der nur durchbrochen werden kann, wenn Heparin abgesetzt und eine geeignete

Behandlung eingeleitet wird (Nicolas, Nicolas et al. 2024).

HIT kann vielerlei Symptome aufweisen. Das fuhrende klinische Merkmal ist ein
Abfall der Thrombozytenzahl um mehr als 50 % nach Beginn einer
Heparintherapie (Bakchoul, Greinacher et al. 2016, Hidiatov, Zlamal et al. 2020).
Die Thrombozytenzahl sinkt, weil Makrophagen die IgG-beschichteten
Thrombozyten verbrauchen und das retikuloendotheliale System sie entfernt.
Wenn die Thrombozyten gleichzeitig aktiviert werden, aggregieren sie und es
bildet sich ein Thrombus.

Da HIT einen hyperkoagulierbaren Zustand verursacht, kann es zu vendsen
und/oder arteriellen Thrombosen kommen, wodurch die Morbiditat und die
Letalitat dieser Erkrankung deutlich ansteigt (Bakchoul, Greinacher et al. 2016).
Die haufigsten Komplikationen sind tiefe Beinvenenthrombose (TVT),
Lungenembolie oder Hautnekrose. Letzteres stellt insbesondere dann ein Risiko
dar, wenn Warfarin in der Akutphase verabreicht wurde. Das Risiko dieser
Komplikationen ist innerhalb der ersten 10 Tage am hochsten. Der
prothrombotische Zustand bleibt jedoch bis zu 30 Tage nach Absetzen von
Heparin bestehen (Fathi 2018).

Bei Verdacht auf eine HIT sollte durch geeignete diagnostische Tests das
Vorhandensein von Anti-PF4-Heparin-Komplex-Antikorpern ausgeschlossen

werden. Wenn dies bestatigt wird, sollte Heparin abgesetzt und durch einen
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direkten Thrombininhibitor (Bivalirudin oder Argatroban) ersetzt werden
(Warkentin 2023).

1.5.3 Erworbenes von Willebrand-Syndrom

Das erworbene von Willebrand-Syndrom ist durch den Verlust der grolen
Multimere des von-Willebrand-Faktors gekennzeichnet, was zu einer Stérung der
Blutplattchenadhasion am zerstérten Endothel fuhrt. Verantwortlich fur diesen
Zustand, der bei ECMO-Patienten recht haufig vorkommt, sind hohe Scherkrafte,
die durch Zentrifugalpumpen erzeugt werden (Heilmann, Geisen et al. 2012,
Kalbhenn, Schlagenhauf et al. 2018, Schlagenhauf, Kalbhenn et al. 2020,
Panholzer, Bajorat et al. 2021, Kalbhenn and Zieger 2022). Es ist jedoch immer
noch unklar, ob dieser Zustand mit klinisch relevanten Blutungen einhergeht und
die Notwendigkeit eines therapeutischen Ansatzes (Faktorersatz oder

Desmopressingabe) erforderlich ist (Kalbhenn, Glonnegger et al. 2022).

1.6 Physiologie der Thrombozyten

Nach ihrer Freisetzung aus Megakaryozyten zirkulieren Blutplattichen als winzige
Wachter des GefalRsystems. In dieser Funktion sind sie mit Organellen und
Membransystemen ausgestattet, die zu vielen Aspekten der Wirtsabwehr
beitragen, einschlielllich Hamostase, Thrombose, Entzindung, Angiogenese
und Wundheilung (Frojmovic and Milton 1982, Wagner and Burger 2003, Gawaz,
Langer et al. 2005, Gawaz 2006, Boilard, Nigrovic et al. 2010). In ihrem Arsenal
sind Granula hervorzuheben. Das sind in sich geschlossene vesikulare
Strukturen, die hohe Konzentrationen bioaktiver Ladungen speichern. Die
Granulaladungen  werden in  verschiedenen  physiologischen  und
pathophysiologischen Situationen aus aktivierten Blutplattchen freigesetzt und
dienen der Aufrechterhaltung der Integritat der BlutgefaRe (Lemons, Chen et al.
1997, King and Reed 2002, Flaumenhaft 2003, Whiteheart 2011). Die wichtigsten
Blutplattchenorganellen, die 6-Granula und die a-Granula, kommen nur bei
Blutplattchen vor. Allerdings enthalten Thrombozyten auch eine Reihe von
Organellen wie Lysosomen und Mitochondrien, die allen eukaryotischen Zellen
gemeinsam sind. Obwohl diese Organellen in erster Linie Haushaltsfunktionen

erfullen, gibt es Hinweise darauf, dass sie auch an der Aufrechterhaltung der
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Gefalintegritat beteiligt sind. Daruber hinaus ist das Blutplattchen aufgrund
seiner ungewdhnlichen Art der Biogenese mit einzigartigen Membransystemen
ausgestattet, darunter mit dem offenen kanalikularem System und dem dichten
tubularen System, die sich durch sein Inneres ziehen (White 2004, White, Key et
al. 2005). Diese Membransysteme tragen auch zur Funktion der Blutplattchen bei
der Abwehr des Wirts bei. (Abb. 2)
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Abbildung 2: Ein Transmissionselektronenmikroskopiebild (TEM), Morphologie eines
gesunden Blutplattchens
Die scheibenférmige, verdichtete Struktur weist auf ein ruhendes Pléattchen hin, mit klarer
Visualisierung der 6-Granula (eng. dense granula, im Bild als DG) und dichter Kérperchen (eng.
dense body, im Bild als DB), der a-Granula (im Bild als a-G) und eines offenen, kanalikuldrem
Systems (Ma3stab 1000 nm) (Repsold and Joubert 2021).

1.6.1 Die 6-Granula der Thrombozyten

Die dichten Thrombozytengranula sind lysosomenbezogene Organellen, die nur
bei Blutplattchen vorkommen (Raposo, Marks et al. 2007). Die Blutplattchen
enthalten durchschnittlich drei bis acht dichte Granula (Gerrard, Rao et al. 1977,
White and Gerrard 1978). Diese Granula haben einen Durchmesser von ca. 150
nm und sind so elektronendicht, dass sie ohne Farbung mit dem
Elektronenmikroskop nachgewiesen werden kdnnen. (Abb. 2) Der luminale pH-

Wert dichter Granula betragt ca. 5,4, verglichen mit einem zytosolischen pH-Wert
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von 7,2 (Dean, Fishkes et al. 1984). Zusatzlich zu einem hohen H*-Gehalt
enthalten die ©-Granula eine sehr hohe Calciumkonzentration, die diese
elektronendicht macht (Fukami, Holmsen et al. 1984, Ruiz, Lea et al. 2004).
(Abb. 3) Die & Granula enthalten auRerdem hohe Konzentrationen an
Magnesium und Kalium, die frei oder an Anionen gebunden sein konnen. Diese
zweiwertigen Kationen haben wohlbekannte Funktionen bei der Blutstillung und
Thrombose. Aus den dichten Granula sezerniertes ADP spielt eine
entscheidende Rolle bei der Stimulierung der autokrinen Aktivierung der
Blutplattchen wahrend der Blutstillung und Thrombose durch Stimulation der
P2Y12-, P2Y1- und P2X1-Rezeptoren auf Blutplatichen (Foster, Prosser et al.
2001, Turner, Moake et al. 2001, Andre, Delaney et al. 2003).
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Abbildung 3: Schematische Darstellung 8-Granula-inhalte
0 -Granula sind die Speichereinheit fiir Calcium, Polyphosphat, ADP, ATP und bioaktive Amine,
einschliellich Serotonin und Histamin. Eine vesikuldre H*-ATPase-Protonenpumpe (gelb) sorgt
fiir einen niedrigen intraluminalen pH-Wert und einen transmembrandsen elektrochemischen
Gradienten. ADP und ATP werden lber MRP4 (lila) und VNUT (grau) in dichte Granula
konzentriert. VMAT2 (griin) ist fiir den Transfer von Serotonin vom Zytosol in die dichten
Granula verantwortlich. Die dichten Granula exprimieren auch mehrere Membranproteine,
darunter LAMP-2 (blau) und CD63 (rot) (Fitch-Tewfik and Flaumenhaft 2Recommendations
for the standardization of light transmission aggregometry: a consensus of the Working

Party from the Platelet Physiology Subcommittee of SSC/ISTH.013).
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Neben Transportern enthalten die & Granula mehrere andere Membranproteine.
Die Membran der dichten Granula exprimieren Marker wie das Tetraspanin CD63
(Granulophysin) und das Lysosomal-assoziierte Membranprotein-2 (LAMP-2,
CD107b). (Abb. 3) CD63 ist am Membrantransport beteiligt und unterstitzt die
Lieferung von Membranproteinen an Vesikel. Es wird nach der Aktivierung auf
der Blutplattchenoberflache exprimiert, wo es mit allbB3 (GPIlIb/llla) assoziiert
wird (Israels, McMillan-Ward et al. 2001, van der Zee, Biro et al. 2006).

1.6.2 Die a-Granula der Thrombozyten

Die a-Granula stellt die groRte Granula-Population in Blutplattchen dar, wobei
50-80 Granula in einem einzelnen Thrombozyten vorhanden sind. Ein a-Granula
hat einen Durchmesser von 200-500 nm, macht 10 % des
Blutplattchenvolumens aus und hat eine berechnete Oberflache von

14 ym?/Thrombozyt (Harrison and Cramer 1993, Blair and Flaumenhaft 2009).
Das durch TEM beschriebene klassische a-Granula weist mehrere Merkmale auf,
darunter (I) die periphere Membran des Granula, (ll) ein elektronendichtes
Nukleoid, das Chemokine und Proteoglykane enthalt, (Ill) einen angrenzenden,
weniger elektronendichten Bereich zum Nukleoid, das Fibrinogen enthalt, und
(IV) eine periphere elektronenluzente Zone, die den von Willebrand-Faktor (v\Wf)
enthalt (Blair and Flaumenhaft 2009). Neuere bildgebende Verfahren stellen
jedoch in Frage, ob dieses klassische a-Granula reprasentativ fur alle a-Granula
ist. Die Elektronentomographie mit dreidimensionaler Rekonstruktion des
Thrombozyteninneren zeigt morphologisch unterschiedliche a-Granula-
Populationen (van Nispen tot Pannerden, de Haas et al. 2010). Durch
hochauflésende Fluoreszenzmikroskopie wurden a-Granula identifiziert, die
offenbar nicht alle Bestandteile des klassischen a-Granula aufweisen (Sehgal
and Storrie 2007). Diese Beobachtungen der Heterogenitat der a-Granula haben
grundlegende Fragen hinsichtlich deren ldentitat aufgeworfen. Wahrend die
Granula mit einem klassischen Erscheinungsbild im Elektronenmikroskop und
solche, die mit Antikorpern gegen P-Selectin, vWf und Fibrinogen in der
Immunfluoreszenz gefarbt sind, eindeutig als a-Granulat identifiziert werden

konnen, ist die ldentifizierung anderer vesikularer Strukturen weniger leicht
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einzuordnen. a-Granula gelten wie die 06-Granula als lysosomenbezogene
Organellen und weisen einige Ahnlichkeiten auf. Sie haben ein saures Inneres,
das durch eine Ca?*- oder Mg?*-empfindliche H*-pumpende ATPase erzeugt
wird. Diese Pumpe ist flr die Erzeugung eines elektrochemischen Gradienten
uber die a-Granula-Membran verantwortlich (Grinstein, Vander Meulen et al.
1982, Grinstein and Furuya 1983). Es wurde aulerdem berichtet, dass a-Granula
hohe Konzentrationen an Kationen enthalten (Grinstein, Furuya et al. 1983),
wenn auch nicht so hoch wie die der d-Granula. Wahrend dichte Granula jedoch
fur ihren hohen Gehalt an kleinen Molekullen bekannt sind, sind die a-Granula fur
ihren reichlichen Proteingehalt bekannt. Die a-Granula-Transmembranproteine
erfullen auch wichtige Funktionen in der Blutplattchenbiologie. P-Selectin und
Integrine befinden sich auf der Oberflache der a-Granula der Blutplattchen und
verlagern sich bei der Thrombozytenaktivierung auf die Oberflache der
Plasmamembran. Diese Proteine tragen zur Interaktion zwischen Thrombozyten
untereinander, Thrombozyten und Leukozyten sowie Thrombozyten und
Endothelzellen bei. Die meisten a-Granula-Transmembranrezeptoren wie allb33
und GPIb sind auch auf der Plasmamembran des ruhenden Blutplattchens
vorhanden und es wird angenommen, dass Rezeptoren aus a-Granula einen
Reservepool bilden. Andere Rezeptoren wie P-Selectin, CD109 und Fibrocystin-
L werden in a-Granula ruhenden Blutplattchen sequestriert und ihre
Translokation zur Plasmamembran dient als empfindlicher Indikator fur die
Blutplattchenaktivierung.

P-Selectin (CD62P) ist mdglicherweise das am besten charakterisierten Protein,
das in der a-Granula-Membran vorkommt. Die Gewebeverteilung von P-Selectin
ist auf Thrombozyten und Endothelzellen beschrankt. In ruhenden Blutplattchen
verbleibt das Protein intraluminal, wandert aber bei der Thrombozytenaktivierung
zur extrazellularen Oberflache. Sobald die Lektindomane von P-Selectin auf der
Blutplattchenoberflache freigelegt wird, interagiert sie mit PSGL-1 auf
Immunzellen und rekrutiert sie an Entziindungsherden (Hrachovinova, Cambien
et al. 2003). Das Thrombozyten-P-Selectin wirkt auch bei der Arteriosklerose und
der Leukozytenrekrutierung wahrend der Thrombusbildung (Palabrica, Lobb et
al. 1992, Yokoyama, Ikeda et al. 2005).
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1.6.3 Thrombozyten und deren Funktion

Traditionell werden die Blutstillung und damit auch die Entstehung eines
Thrombus als zweistufiger Prozess, namlich als primare (Blutstillung) und
sekundare Hamostase (Bildung von Fibringerinnseln) betrachtet. In den letzten
Jahrzehnten wurde jedoch deutlich, dass die Aktivierung von Thrombozyten und
die Blutgerinnung hochgradig reziproke Prozesse sind, die jeweils auf interaktive
Weise zur Hamostase und Thrombose beitragen. Es wird angenommen, dass
die Thrombozytenadhasion durch freiliegendes GefalRkollagen, den von
Willebrand-Faktor und andere Komponenten der subendothelialen Matrix initiiert
wird, wahrend freiliegender Gewebefaktor (eng. tissue factor TF) gleichzeitig die
Gerinnungskaskade auslost. Diese Erkenntnisse Uber die anhaltenden
Wechselwirkungen zwischen Blutplattchen und der Gerinnungsaktivierung
haben zu neuen Konzepten der zellgesteuerten Gerinnung mit getrennten Rollen
fur TF-tragende Zellen und Blutplattchen gefuhrt (Mackman 2008, Kocaturk and
Versteeg 2013).

Dabei findet der Gerinnungsprozess in verschiedenen Phasen statt (Mackman
2008): (I) einer Initiationsphase der TF-Expression und der Erzeugung kleiner
Mengen an aktiviertem Faktor FVII, FIX und FX; (ll) eine Amplifikationsphase, in
der Blutplattchen und vWF (mit FVIII) fur eine erhohte prokoagulierende Aktivitat
sorgen, was zur Aktivierung von FX (Uber aktiviertes FVIII und FIX) und zur
Aktivierung von Prothrombin (Uber aktiviertes FV und FX) fuhrt; (1ll) Rtuckfihrung
des gebildeten Thrombins, z. B. zur Aktivierung von FXI; (IV) eine
Ausbreitungsphase, in der grolle Mengen an Thrombin und Fibrin gebildet
werden; (V) die Verlangerungsphase, in der die fortgesetzte Thrombinaktivitat fur
die Aktivierung der Blutplattchen, den Umbau und die Fibrinolyse von

Blutgerinnseln sowie die Wundheilung sorgt.

Wahrend der verschiedenen Phasen des Gerinnungsprozesses konnen
aktivierte Blutplattchen den Gerinnungsprozess durch mindestens vier
Mechanismen unterstitzen und steuern (Heemskerk, Mattheij et al. 2013),

namlich durch (I) die Freisetzung des prokoagulierenden Phospholipids
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Phosphatidylserin (PS) an ihrer Aulenflache; (Il) Freisetzung von
Gerinnungsfaktoren wie FV und FXIIl sowie von gerinnungshemmenden
Faktoren wie dem Tissue Factor Pathway Inhibitor (TPFI); (Ill) Bereitstellung
eines GerUsts fur die Bildung von Fibrinfasern; und (IV) Stimulierung der
Retraktion des Fibringerinnsels. Im Folgenden beschreibe ich die Rolle der
Adhasionsrezeptoren der Thrombozyten (Mackman 2008, Kocaturk and
Versteeg 2013).

1.6.4 Rolle der Adhéasionsrezeptoren der Thrombozyten

Die Wechselwirkung des GPIb-V-IX-Rezeptors mit VWF ist einer der ersten
Schritte bei der scherabhangigen Blutplattchenadhasion und somit eine
Voraussetzung flr die prokoagulierende Rolle der Blutplatichen unter den
Bedingungen hoher Scherung. GPIb-V-IX mit ca. 25.000 Kopien auf
Blutplattchen induziert allein nur schwache intrazellulare Signale und aktiviert
Src-verwandte Proteinkinasen, Phosphoinositid-3-Kinasen (PI3K) und kleine
GTPasen. Diese Ereignisse verursachen nur geringe Calcium-Flisse, eine
begrenzte Aktivierung des Integrins allbf3 und eine Ausbreitung der
Blutplattchen (Canobbio, Balduini et al. 2004). Unter Gerinnungsbedingungen
gibt es jedoch Hinweise darauf, dass der GPIb-V-IX-Komplex durch
Wechselwirkung mit VWF die Phosphatidyserin (PS)-Exposition der
Blutplattchen und dadurch die Bildung von Thrombin erhoéht (Beguin, Kumar et
al. 1999). Darlber hinaus scheint GPIb-V-IX eine umfassendere Rolle zu spielen,
als nur vVWF-Rezeptor zu fungieren. Es bindet Thrombin mit hoher Affinitat, was
die Aktivierung der Thrombinrezeptoren PAR1 und PAR4 unterstitzt (De Candia,
Hall et al. 2001). DarUber hinaus wurde vorgeschlagen, dass GPIba mit mehreren
Gerinnungsfaktoren wie FVII, FXI, FXIl und Kininogen mit hohem
Molekulargewicht interagiert, obwohl die funktionellen Konsequenzen dieser
Wechselwirkungen unklar sind (Heemskerk, Mattheij et al. 2013). Man kann
daraus schlielRen, dass es diese Kombination von Eigenschaften ist, die GPIb-V-
IX zu einem so entscheidenden Rezeptor bei der Thrombusbildung macht
(Bergmeier, Chauhan et al. 2008). GPlIb/llla ist das am haufigsten vorkommende

Glykoprotein der Thrombozytenmembran mit ca. 80.000 Kopien pro Blutplattchen
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und zusatzlichen Kopien im offenen, kanalikularem System und in den a-Granula.
Die Integrin-Outside-In-Signalisierung uber Src- und Syk-Tyrosinkinasen
reguliert die Ausbreitung von Blutplattchen tUber eine Fibrinogenoberflache und
vermittelt das Zurlckziehen eines Blutplattchen-Fibrin-Gerinnsels (van der
Meijden, Feijge et al. 2012). Als persistenter Prozess ist die Signalubertragung
Uber das aktivierte GPIIb/llla (Outside-In-Signalisierung) auf verschiedene Weise
am Gerinnungsprozess beteiligt. Die Signalibertragung von aufen nach innen
tragt Uber die Verlangerung des intrazelluldren Ca?*-Anstiegs zur Agonisten-
induzierten PS-Exposition bei (van der Meijden, Feijge et al. 2012). Dieser Weg
wird jedoch durch einen negativen Ruckkopplungsmechanismus eingeschrankt,
da PS-exponierende Blutplattchen mit hohen Ca?*-Spiegeln nach und nach ihre
Integrine schlieRen, wodurch die Signalibertragung von auf’en nach innen

aufgehoben wird (Cosemans, Iserbyt et al. 2008).

1.6.5 Die Rolle der Rezeptoren fir l6sliche Agonisten (ADP, Thrombin)

Die dichten Granula enthalten hohe Konzentrationen der Adenosinnukleotide
ADP und ATP. Nach der Sekretion verstarkt ADP die Thrombozytenaktivierung
durch Interaktion mit den purinergen Rezeptoren P2Y1 und P2Y12. Ahnlich wie
die PARs koppelt der P2Y1-Rezeptor an Gq, was zu einer oszillierenden Ca?*-
Mobilisierung durch Phospholipase-CB-Stimulation fihrt (Rosado, Meijer et al.
2001). Der P2Y12-Rezeptor signalisiert Uber einen Gi-gekoppelten Weg, der
zyklisches AMP senkt und den PI3K-Weg stimuliert. Zusatzlich zu seiner Rolle
bei der Aufrechterhaltung der Blutplattchenaggregation schien ADP die durch
Gewebefaktoren ausgeldste Thrombinbildung zu verstarken, wobei dieser Effekt
der Stimulation der P2Y12- und nicht der P2Y1-Rezeptoren zugeschrieben
wurde (Dorsam, Tuluc et al. 2004). Die Signalibertragung uUber P2Y12-
Rezeptoren verlangert den Ca?*-Anstieg der Blutplattchen als Folge (l) einer
verstarkten Ca2*-Mobilisierung durch die 1,4,5-Triphosphat-Rezeptoren aufgrund
der Hemmung der Proteinkinase A und (ll) einer verlangerten Aktivierung von
PI3K (van der Meijden, Schoenwaelder et al. 2008). Es gibt auch Hinweise

darauf, dass P2Y12 die P2Y1-induzierten Ca?*-Reaktionen Uber die Hemmung
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der Adenylatcyclase und die Aktivierung von PI3K reguliert (Harrison and Cramer
1993).

Thromboxan A2 ist ein bekannter autokriner Mediator fur die Aktivierung und
Aggregation von Thrombozyten. Es interagiert mit den TP (Thromboxan-
Prostanoid-Rezeptoren), die wie die PARs an Gq gekoppelt sind, jedoch in
geringerem Malde (Offermanns 2006). Die Stimulation von TP-Rezeptoren flhrt
zu einer begrenzten Ca?*-Mobilisierung und ist daher kaum wirksam bei der

Vermittlung der Thrombozyten-PS-Exposition (Swieringa, Kuijpers et al. 2014).

1.7 Storage pool disease, exhausted platelets und andere Sekretionsdefekte

Unter physiologischen Bedingungen sind Blutplatichen relativ inerte
Kreislaufzellen, die hauptsachlich damit beschaftigt sind, das GefalRsystem auf
Schaden am Endothel zu Uberprufen. Bei einer Endothelschadigung kommt eine
Reihe extrazellularer Matrixstrukturen zum Vorschein, die eine sich schnell
ausbreitende Signalkaskade in Thrombozyten ausldsen kdnnen, die schlieRlich
zur Bildung eines stabilen Gerinnsels oder Thrombus an der Stelle der
Gefalverletzung fuhrt. Dartuber hinaus fuhrt die Aktivierung der Blutplattchen zur
Sekretion von mehreren hunderten bioaktiven Molekilen aus freisetzbaren
Granula. Die Thrombozytensekretion ist nach wie vor unvollstandig verstanden,
aber es wird immer deutlicher, dass sie eine Rolle bei physiologischen und
pathologischen Prozessen spielt, die uber die traditionellen
thrombotischen/hamostatischen Szenarien hinausgehen (Golebiewska and
Poole 2015).

Die Funktion jedes sekretorischen Blutplattchen-Granula wird durch seinen Inhalt
definiert. Die Vielfalt der Inhalte der Granula und deren spezifische Funktionen

sind in folgendem dargestellt. (Abb. 4)
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Granula-Art Inhalte Funktion
a-Granula P-Selektin, VWF, PF-4, @ Adhasion, Chemokine,
VEGF, F V, F XIlI Zytokine,
Gerinnungsfaktoren
0 -Granula ADP, ATP, 5-HT Thrombozyten-
Agonisten, Gerinnungs-
Kofaktoren

Abbildung 4: Zusammenfassung von a- und &-Granula der Thrombozyten und deren
Klassifizierung nach Inhalt und Funktion
(adaptiert nach Andreas Werséll, Ewelina M. Golebiewska, and Alastair W. Poole; Seite 638; P.
Gresele et al., Platelets in Thrombotic and Non-Thrombotic Disorders, Springer International
Publishing AG 2017)

Es wird angenommen, dass die Synthese und Verpackung von Thrombozyten-
Granula hauptsachlich im friihen Megakaryozytenstadium erfolgt. Uber die
genauen Mechanismen der Granulasortierung und des Transports zu ihrem
endgultigen Bestimmungsort in Blutplattchen ist jedoch wenig bekannt (Machlus
and ltaliano 2013). Eine fehlerhafte Granula-Synthese fuhrt zu Storage pool
disease (SPD), bei der es den Blutplattchen entweder an 8-Granula (Hermansky-
Pudlak-Syndrom, HPS, und Chediak-Higashi-Syndrom, CHS) oder a-Granula
(Grey-Platelet-Syndrom, GPS) mangelt (Masliah-Planchon, Darnige et al. 2013).
Zu den Blutungserscheinungen bei SPD-Patienten gehdren spontane
Blutergusse, Epistaxis, Menorrhagie und anhaltendes Bluten nach einem Trauma
oder einer kleineren Operation wie beispielsweise einer Zahnextraktion (Nurden,
Freson et al. 2012).

SPD gehort zu den haufigsten erblichen Thrombozytenerkrankungen. Einige
Schatzungen gehen davon aus, dass fast 90 % der Blutplattchenstérungen auf
Sekretionsstorungen zuruckzufuhren sind (Mumford, Frelinger et al. 2015).
Anders als bei schweren angeborenen Thrombozytendefekten wie der
Glanzmann-Thrombasthenie oder dem Bernard-Soulier-Syndrom, bei denen die
Thrombozyten einen tiefgreifenden Aggregationsdefekt aufweisen und die
Diagnose durch die Messung von Oberflachenglykoproteinen (allb3 bzw. GPIb-
V-1X) bestatigt werden kann, erfordert die Diagnose einer SPD eine komplexere
Reihe von Tests. Es ist wahrscheinlich, dass ein groRer Teil der SPD-Patienten
nicht diagnostiziert wird. Die Internationale Gesellschaft fir Thrombose und
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Hamostase (ISTH) empfiehlt aktuell die a- und 6-Granula-Sekretionstests als
Erstlinientests flr die Diagnose erblicher Thrombozytenerkrankungen, um SPD
zu bestatigen oder auszuschlieBen (Gresele, Subcommittee on Platelet

Physiology of the International Society on et al. 2015).

SPD kann sich als Reaktion auf eine Reihe externer Faktoren entwickeln.
Mehrere Berichte deuten auf verschiedene Erkrankungen hin, die unter anderem
die SPD mitverursachen, darunter idiopathische Myelofibrose (Mouly, Youssefian
et al. 2000), Lupus (Pareti, Capitanio et al. 1980) und Nierenversagen (Soslau,
Brodsky et al. 1990, Soslau, Schwartz et al. 1990), Knochenmarktransplantation
(Sakashita, Akiyama et al. 2001) sowie beispielweise medikamentbse
Behandlung mit Tamoxifen (Nayak and Schmaier 2012). Wahrend die Atiologie
der erworbenen SPD ganzlich unklar bleibt, konnte einer der Mechanismen darin
bestehen, dass Thrombozytenaktivatoren dem beschadigten Endothel, dem
Thrombin und Immunkomplexen ausgesetzt werden, was zur Degranulation und
Zirkulation ,erschopfter” (engl. exhausted) Blutplattchen fuhrt (Pareti, Capitanio
et al. 1980).

Funktionell sind die Thrombozytenaktivierungsmarker (CD62 und CD63) auch an
Zellinteraktionen beteiligt und werden direkt nach dem Aktivierungsreiz
ausgeschleust, sodass sie nur an aktivierten Thrombozyten gemessen werden
konnen. Eine Abnahme der Expression dieser Marker kdnnte bedeuten, dass der
Aktivierungsreiz nicht mehr vorhanden ist, oder sie nur fir einen begrenzten
Zeitraum exprimiert werden, wonach es Zu einem
»1hrombozytenerschopfungzustand® kommt. Dieses Phanomen wird bei
degranulierten Blutplattchen beschrieben, die scheinbar schnell ihre CD62-
Oberflache verlieren, aber im Blutkreislauf bestehen bleiben und ihre Fahigkeit
zur Aggregatbildung behalten (Michelson 1996).

Einige Studien deutete vermehrt darauf hin, dass durch die ECMO oder CPB
dieser ,erschopfte” Zustand der Blutplatichen mitverursacht wird, was wiederum

klinisch zu einem erhdhten Risiko von Blutungskomplikationen fuhrt (Harker,
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Malpass et al. 1980, Harker and Ritchie 1980, Kalbhenn, Schlagenhauf et al.
2018, Balle, Jeppesen et al. 2019).

Die erworbene SPD ist haufiger als die erbliche SPD und kann zu einer
Exazerbation der Grunderkrankung fuhren. Daher kann die Prufung der
Thrombozytensekretion bei Erkrankungen, die bekanntermallen mit einer
-Erschopfung“ der Thrombozyten einhergehen, die Diagnose und Behandlung
unterstitzen. SPD oder Sekretionsdefekte kbnnen auch bei der Vorbereitung von
Thrombozytentransfusionen in Blutplattchen auftreten (Washitani, Irita et al.
1988).

1.8 Fragestellungen und Ziele der Arbeit

Mithilfe von ECMO-Systemen kann die Blutzirkulation aufrechterhalten und ein
stark beeintrachtigter Gasaustausch voribergehend unterstitzt werden, bis die
ursprungliche Lungen- oder Herzfunktion des Patienten wiederhergestellt ist.
Allerdings bleibt die Sterblichkeit mit 60 bis 70 % unter va. ECMO und 30 bis 40
% unter vv. ECMO immer noch sehr hoch. Trotz enormer Fortschritte in den
letzten Jahrzehnten stellen Blutungen und thromboembolische Ereignisse bei
Patienten mit extrakorporalen Systemen immer noch ein herausforderndes
Problem dar (Balle, Jeppesen et al. 2018, Doyle and Hunt 2018, Thomas,
Kostousov et al. 2018, Granja, Hohenstein et al. 2020).

Pathologische Blutflussmuster und hohe Druckgradienten in der ECMO erzeugen
eine enorme Scherspannung, die die Aktivierung und Degranulation der
Blutplattchen induziert (Doyle and Hunt 2018). Wahrend eine verringerte
Agonisten-Reaktion der Thrombozyten auf eine Blutungsneigung hinweist, kann
die Aktivierung von Blutplattchen in vivo auch mit einem erhdhten
Thromboserisiko verbunden sein. Balle et al. zeigten, dass Patienten unter
laufenden ECLS-Therapie eine verminderte Thrombozytenadhasion, -aktivierung
und -aggregation aufweisen (Balle, Jeppesen et al. 2018).

Daher will ich mit dieser Arbeit folgende Fragestellungen untersuchen und

entsprechende Methoden sowie Ziele erarbeiten:
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- 1) Eine sensitive und einfach anzuwendende Labormethode zur
Bestimmung des Thrombozytenaktivierungsstatus mittels
Durchflusszytometrie im Vollblut und PRP etablieren, die routinemalig

eingesetzt werden kann.

- 2) In einer eigenen In-vitro-Studie die Reaktion der Thrombozyten in WB-
und PRP gesunder Spender auf Scherbelastung unter Verwendung eines
Ex-vivo-Simulationsmodells fur die extrakorporale Zirkulation (Chandler-
Loop-Modell) mittels des in Punkt (1) erwahnten

Thrombozytenaktivierungsassays zu uberprufen.

- 3) In einer prospektiven Studie den bereits oben erwahnten
Thrombozytenaktivierungsassay bei Patienten unter ECMO zu verwenden
und mit den aktuell gangigen Labormethoden (Mepacrin-Assay) zu

validieren.
- 4) Den Einfluss der ECMO auf die Plattchendegranulation zu untersuchen

und eine mdgliche Erklarung fur Blutungen sowie thromboembolische

Ereignisse zu erarbeiten.
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2 Material und Methoden

2.1 Der Aufbau und die Dauer der Studie sowie deren Population

Bei der Studie handelt es sich um eine prospektive Studie, in der die Rolle des
Scherstresses wahrend der extrakorporalen Kreislaufunterstitzung auf die
Thrombozytenfunktion Uberpruft werden sollte.

In diese Studie wurden Patienten nach konsekutiver Einholung der
Einverstandniserklarung eingeschlossen, die sich von Marz 2018 bis April 2020
einer mechanischen Kreislaufunterstutzung oder einem
Lungenfunktionsersatzverfahren in Form von va. und vv. ECMO auf der
Intensivstation (Station 39) der Abteilung flr Anasthesiologie, Intensivmedizin
und Herzchirurgie des Universitatsklinikums Tubingen unterzogen. Es bestand
jedoch immer wieder die Ausnahme, dass einige Patienten, bei denen die
Verwendung von ECC aufgrund einer Herz- und Lungenerkrankung indiziert war,
sich kognitiv nicht in der Lage fuhlten, ihre schriftliche Einverstandniserklarung
abzugeben. Der Grund dafir lag zumeist darin, dass bei einigen von ihnen
Bewusstseinsstorungen vorlagen, die durch verschiedene Faktoren verursacht
wurden, darunter die Anasthesie, die bei mehreren Patienten zur Erleichterung
der kunstlichen Beatmung eingesetzt wurde, dann aber auch die zerebrale
Malperfusion und Delirium aufgrund verminderter Herzleistung und systemischer
Entzindung. Bei Patienten, die aufgrund einer Beeintrachtigung des
Bewusstseins und/oder eines beeintrachtigten Geisteszustands nicht selbst eine
schriftliche Einverstandniserklarung abgeben konnten, wurde die Einwilligung
schnellstmoglich im Verlauf der Studie von einem/er Betreuer/in des/der
Patienten/in eingeholt.

Die Indikation zur va. oder vv. ECMO-Behandlung wurde von den Arzten
(Anasthesie, Herzchirurgie) gestellt, die die Patienten wahrend ihres gesamten
Krankenhausaufenthalts nach etablierten Standardverfahren betreuten. Daher
basierte die Indikation fur eine Behandlung mit einem der Gerate ausschliel3lich
auf dem Gesundheitszustand des/der Patienten/in und komplett unabhangig von

den Studienablaufen.
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Bei einigen Patienten wurde die Implantation der ECLS-Gerate in einem externen
Krankenhaus durch das ,ECLS-Team® des Universitatsklinikums Tubingen
durchgefuhrt. In diesen Fallen wurden die Patienten nach Implantation auf die
Intensivstation der Abteilung fiir Anasthesiologie und Intensivmedizin in TUbingen
transportiert. Alle weiteren ECLS-Behandlungen wurden dann in Tubingen
fortgeflhrt.

Die gesamte Studiendauer einschlie3lich Messung und abschlieRender Analyse
aller Parameter betrug insgesamt 2 Jahre. Die Dauer der ECC-Unterstitzung
variierte bei jedem einzelnen Patienten zwischen mehreren Tagen und Wochen

und verkUlrzte sich selten um eine Woche.

2.2 Einschluss- und Ausschlusskriterien der Studie

Es wurden in die Studie mannliche und weibliche Patienten = 18 Jahre, die sich
aufgrund von Herzversagen oder Lungenversagen oder einer Kombination dieser
beiden  Erkrankungen einem Anschluss an eine extrakorporale
Kreislaufunterstitzung (va. ECMO) oder Lungenersatzverfahren (vv. ECMO)
unterzogen.
Als Ausschlusskriterien galten folgende:
1) Die in der Krankenvorgeschichte bereits diagnostizierte erbliche
Erkrankung der plasmatischen Gerinnung oder der Thrombozyten.
2) Bekannte diagnostizierte HIT
3) Mindestabnahme von 2 Blutentnahmen innerhalb der Studie nicht erreicht
4) Teilnahme an anderen klinischen Forschungsstudien, die eine Evaluation
von Medikamenten oder medizinischen Geraten innerhalb von 30 Tagen
nach Randomisierung einschlossen
5) Diagnostizierte Hepatitis B und C sowie HIV-Infektion
6) Das Alter <18 Jahren

2.3 Studienbezogene Blutentnahmen

Abhangig vom Ort, an dem die ECLS-Implantation durchgefiuhrt wurde, wurde
die Tag 1-Probe entweder auf der Intensivstation 39 der Klinik fur Anasthesiologie
in Tubingen oder an einem anderen Ort (z. B. in einem externen Krankenhaus)

entnommen, an dem die Implantation durchgefuhrt wurde.
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Das Blut, das in einem externen Krankenhaus oder an einem Ort aul3erhalb der
Intensivstation 39 entnommen wurde, wurde vom ECLS-Team zur weiteren
Verarbeitung und Analyse zur Blutbank des Universitatsklinikums Tubingen
transportiert. Konnten im Rahmen der notfallmaRigen ECLS-Implantation aus
logistischen Grunden keine Blutproben enthommen werden, wurde von der
Blutbank in Tubingen das ortliche Labor des externen Krankenhauses
kontaktiert. Standen vor der ECLS-Implantation entnommene Serumblutproben
fur Studienzwecke zur Verfugung, wurden diese Uber die Ublichen
Transportkurierdienste fur Blutprodukte an die Blutbank in Tabingen Gbermittelt.
Die Blutentnahme flr Studienzwecke wurde gemal den routinemalligen
Standards der Hygiene entweder durch einen Arzt oder entsprechendes
Intensivpflegepersonal durchgefuhrt, das in Blutentnahmeverfahren geschult
wurde. Die ersten 2ml Blut zu jedem Probeentnahmezeitpunkt wurden verworfen,
um eine Probenverdinnung zu vermeiden. Insgesamt wurden zu jedem
Zeitpunkt 12,0 ml Vollblut (9ml Lithium-Heparinblutréhrchen + 3ml
Citratblutrohrchen) fur Studienanalysen entnommen. Die fur diese Studie
entnommene Gesamtblutmenge betrug 56ml, einschliellich der Blutmenge, die
zu Beginn jedes Blutentnahmeverfahrens verworfen wurde. Der Zeitaufwand fur
die Blutentnahme betrug maximal 3 Minuten pro Probeentnahmezeitpunkt. Vor
der Blutentnahme oder zu Studienzwecken im Allgemeinen mussten keine
zusatzlichen Medikamente verabreicht werden. Die Arterienkatheter, die fur
Studienblutentnahmeverfahren meist verwendet wurden, wurden im Rahmen der
routinemaRigen Intensivbehandlung eingeflihrt. Diese Katheter wurden auch zur
Blutdruckiberwachung, Blutgasanalyse und weiteren Blutentnahmen eingesetzt,
die routinemallig bei Intensivbehandlungen durchgefihrt wurden. Fur
Studienzwecke mussten keine zusatzlichen Katheterplatzierungen oder andere
invasive Eingriffe  durchgefihrt werden. Durch das studienbezogene

Blutentnahmeverfahren bestand kein Infektionsrisiko fur den Patienten.

2.4 Blutproben der gesunden Probanden als Vergleichsreferenz

Die Vergleichsreferenzblutproben wurden von freiwilligen gesunden Spendern

entnommen, wie es vom Wissenschafts- und Standardisierungskomitee der
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International Society on Thrombosis and Haemostasis far
Thrombozytenphysiologie empfohlen ist (Cattaneo, Cerletti et al. 2013). Kurz
gesagt, WB-Proben (engl. Whole blood = Vollblut) wurden unter Verwendung
eines Citrat-Antikoagulans (BD Vacutainer 6 ml 9NC 0,105 M, Buff. Na3Citrat,
Heidelberg, Deutschland) durch Venenpunktion mit einer 21-Gauge-Butterfly-
Nadel (B. Braun, Melsungen, Deutschland) aus einer Unterarmvene ohne
Stauung von gesunden Spendern nach Vorlegen eines Aufklarungsschreibens
und deren Einwilligung entnommen. Das erste Blutréhrchen mit der Menge von
2ml wurde verworfen, um praanalytische Artefakte zu vermeiden. Die
nachfolgenden Blutproben wurden ausschlieRlich flr die oben genannte Studie

verwendet.

2.5 Das Ex-Vivo-Model der extrakorporalen Zirkulation, der Chandler-Loop

Der Chandler-Loop-Apparat ist ein experimentelles System, das den Forschern
ermoglicht, die molekularen und zellularen Wechselwirkungen von Blut oder
anderen Materialien in einem Ex-Vivo-Rotationsmodell zu untersuchen.

Das Chandler-Loop-System wurde zur Simulation der extrakorporalen
Blutzirkulation entwickelt (Slee, Alferiev et al. 2014).

Ich benutzte ein nicht-industriell-hergestelltes Chandler-Loop-Modell, welches in
Anlehnung an das Chandler-Loop-System® von Herrn Ebo Kunze (Neuffen,
Deutschland, ISO 10993-4) zusammengebaut wurde.

In dieser Studie wurden vier Polyvinylchlorid-Schlauche (Rohrlange: 50 cm;
Durchmesser: 3/8 x 3/32 Zoll, Raumedic GmbH, Helmbrechts, Deutschland) mit
Bioline-Heparin (Maquet Medical Getinge Group, Rastatt, Deutschland)
beschichtet und mit 6 ml heparinisiertem (Endkonzentration 3 IlU/ml entsprechend

der Konzentration wahrend eines HLM-Einsatzes) menschlichem WB gefulit.

Zudem wurden die Proben aber auch mittels Citratmonovetten (siehe Kapitel 2.4)
zusatzlich abgenommen, um den Vergleich zwischen den jeweiligen
Antikoagulantien (Heparin vs. Citrat) zu erarbeiten. Die Schlduche wurden
anschlieBend zu geschlossenen Ringen (engl. Loops) verbunden und eine

Stunde lang mit 99 Umdrehungen pro Minute (U/min) in einem auf 37 °C

42



Material und Methoden

temperierten Wasserbad um ihre Rotationsachse gedreht, um somit die
Stromungsbedingungen etwa anndhernd einer ECLS zu simulieren. (Abb. 4)
Typischerweise geschehen die Experimente mit einer niedrigeren Drehzahl von
etwa 20-40 U/min, was bei Ringdurchmessern von 10-20 cm einer naturlichen
Stromungsgeschwindigkeit in der Blutbahn entspricht. Damit werden in der
Forschung vor allem hamorheologische Effekte und Wechselwirkungen des
Blutes mit kunstlichen Materialien oder Beschichtungen, also deren
Biokompatibilitat bzw. deren Hamokompatibilitat untersucht.

Da die Lange der Schlauche in unseren Experimenten etwa die Doppelte war,
entschieden wir uns auch fur die viel hohere Drehzahl, um eine adaquate
Scherbelastung zu reproduzieren.

Nach den Rotationen wurden Proben gesammelt, um von einem Teil der Proben
PRP herzustellen und anschlieBend sowohl im Vollblut als auch in PRP die

Thrombozytenfunktion mittels Durchflusszytometriemessung zu analysieren.

Zur Herstellung von PRP werden WB-Proben bei 120 x g (Zentrifuge: Hettich
Rotina 46 R, Tuttlingen, Deutschland) fir 15 Minuten bei Raumtemperatur ohne
Pause zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wird die obere Schicht mit den
Blutplattchen in ein leeres Rdhrchen uberfuhrt. Die Thrombozytenzahl (engl.
Platelet, kurz PLT) wird mit einem automatischen Hamatologieanalysator (CELL-
DYN Ruby, North Chicago, USA) gemessen und mit phosphatgepufferter
Kochsalzlésung (PBS; Dulbecco, Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland) auf

300 x 103/uL Thrombozyten eingestellt.
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Abbildung 4: Chandler-Loop-System
Rotationsgenerator (links im Bild) + drehbare Achse (mittig im Bild) mit vier eingespannten
blutgefiillten Loops sowie Temperaturregulator (rechts im Bild). Oberhalb der Loops wurde noch
eine Kuppel (im Bild nicht dargestellt) in etwa der gleichen Form wie die Wanne installiert, damit

eine konstante Temperatur erhalten bleibt.

2.6 Labormethodenetablierung und FC-Protokollvalidierung zur Beurteilung der
Thrombozytenfunktion in Vollblutproben bei gesunden Spendern

WB- oder PRP-Proben wurden jeweils mit Puffer (PBS, Biochrom, Berlin,
Deutschland), Adenosindiphosphat (ADP; 10 uM, Hart Biologicals, Hartlepool,
UK) oder Thrombinrezeptor-aktivierendem Peptid (TRAP-6; 10 pM, Hart
Biologicals, Hartlepool, Grolbritannien) versetzt. Zunachst wurden 12,5 pL
Patientenblutproben mit 2,5 pL Puffer oder 10 uM ADP oder 10 yM TRAP-6 in
Aliquot-Reagenzglasern inkubiert. Die Proben wurden vorsichtig gemischt und
20 Minuten lang bei 37 °C inkubiert, bevor sie mit BD CellFIX-Lésung (Becton,

Dickinson, Benelux, Belgien) fixiert wurden.

Nach der Fixierung wurden die Proben entweder direkt oder nach dreitagiger
Lagerung bei 4 bis 6 °C mit fluoreszenzmarkierten Antikérpern gefarbt, um die
Thrombozyten-Granula-Expression zu untersuchen und die Verwendung dieses

Protokolls flr den klinischen Einsatz zu validieren. Die Dauer der Lagerung der
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Proben wurde so ausgewahlt, damit eine Durchflusszytometrie-Analyse durch die
chemische Fixierung bis zu 3 Tage nach primarer Probengewinnung noch
moglich war. Die Daten werden als Mittelwert + SD des gemessenen Fl im
Vergleich zu ruhenden Zellen (nach Inkubation mit Puffer) dargestellt. Jeder

Punkt reprasentiert ein Experiment und einen Patienten.

2.7 Das Prinzip der Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie/fluorescence-activated-cell-sorter (kurz engl. FACS) ist
ein Verfahren zur quantitativen Bestimmung von Oberflachenmolekilen und
intrazellularen Proteinen, Peptiden und DNA. Das Prinzip dieser Methode beruht
darauf, dass verschiedene mikroskopisch kleine Partikel anhand ihrer Grofe,
Struktur, Oberflacheneigenschaften und auch intrazellularer Zusammensetzung
unterschieden werden koénnen. Es werden zudem Zellen mit Antikdrpern
markiert, die wiederum mit einem Fluoreszenzfarbstoff bzw. einem
fluoreszenzgekoppelten Sekundarantikorper versehen sind. Die Messung der
Zellen im FACS beruht darauf, dass die so markierten Zellen von einem
Leserstrahl erfasst werden. Es kommt dadurch zu Lichtstreuungen sowie zu einer
Anregung der gekoppelten Fluoreszenzfarbstoffe, die daraufhin Licht einer
bestimmten  Wellenlange  emittieren.  Flr  jeden  unterschiedlichen
Fluoreszenzfarbstoff bekommt man ein spezifisches Signal. Aullerdem lasst es
sich unabhangig von den gekoppelten Farbstoffen eine Aussage uber die Gro3e
der Zelle und deren Granularitat treffen. Entscheidendes Merkmal dieser
Methode ist, dass innerhalb kirzester Zeit mehrere tausende Zellen in einem
laminaren Strom einzeln an einem Laser vorbeigeleitet werden und

charakterisiert werden kdnnen.

2.8 Bestimmung der Thrombozytenfunktion/Granula-Expression mittels
Durchflusszytometrie

2.8.1 CD62P-PE als FC-Marker fur a-Granula-Expression und CD63-PE flr 0-
Granula-Expression

Die Durchflusszytomietriemessungen wurden mit dem Navios FC (Beckman
Coulter, Deutschland) durchgefuhrt. Es wurden PC5-markiertes Anti-Human-
CD41 (Anti-CD41; Beckman Coulter, Brea, USA), PE-markiertes Anti-Human-
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CD63-PE, PE-markiertes Anti-Human-CD62P und eine entsprechende
Isotypkontrolle verwendet (alle von Beckman Coulter, Brea, Vereinigte Staaten).
Die Detektion der Thrombozyten wurden im FACS basierend auf ihr
charakteristisches Vorwartsstreulicht (engl. forward scatter, kurz FSC) also
Sortierung nach der ZellgroRe und Seitwartsstreulicht (engl. side scatter, SSC)
nach deren Granularitat mit der Markierung mittels blutplattchenspezifischen
Anti-CD41-Antikorpermarkers eingestellt.

Der einzelne Blutplattchenbereich wurde auf eine mittlere Grdélke zwischen 2 und
4 ym eingestellt. Kleinere Ereignisse wurden als Mikropartikel und grofiere
Ereignisse als Aggregate, also restliche Blutzellkonglomerate mit teils darin

verfangenen Thrombozyten, bezeichnet. (Abb. 5)
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Abbildung 5: Beispiel eines Durchflusszytometrie-Diagramms von einem/er gesunden
Spender/in
Histogramme rechts oben und unten stellen die Verdnderungen der CD62P-Expression in
Blutplattchen ohne Stimulation sowie mit TRAP-6-Stimulation bei Responder/in (obere Reihe A)
und Non-Responder/in (untere Reihe B) dar. Links oben und unten sind zwei Plot-
Darstellungen, in denen Thrombozyten und andere Zellbestandteile nach Gréf3e und
Granularitéat geordnet sind. MP=Mikropartikel, PLT=Blutpléttchen, PLT-
Ag=Blutpléttchenaggregate (Hidiatov, Gaupp et al. 2023)
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Zur Bestimmung des Aktivierungsstatus/Granula-Expressionsstatus wurde die
mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) als Messeinheit verwendet. Um einen
Vergleich zwischen den an verschiedenen Tagen erzielten Ergebnissen zu
ermoglichen, bediente ich mich des ,Fold increase® (Fl), eines Faktors um den
sich das Verhaltnis der MFI-Werte von ADP/TRAP-6-stimulierten zu nicht-
stimulierten Puffer-Proben veranderte. Der FI wurde wiederum zwischen der
gesunden Kontrollprobe und des/der ECMO-Patienten/in, d. h. (FI-Patient/in : FI-
Kontrolle) verglichen. Die Degranulation wurde durch Quantifizierung der
Expression zweier spezifischer Thrombozyten-Granula-Expressionsmarker,
CD62P-PE fur a-Granula und CD63-PE fur 6-Granula, sowohl in Gegenwart als

auch in Abwesenheit von den jeweiligen Agonisten (ADP und TRAP-6) bestimmt.

2.9 Mepacrin-Assay

FUr den Mepacrin-Assay wurde die kinetische Aufnahme von Mepacrin und die
Freisetzung in WB-Proben bestimmt. Zur isolierten Untersuchung der 6-Granula-
Expression eignet sich dieser am besten (Cai, Mullier et al. 2016, Andres,
Henning et al. 2018).

Mepacrine ist ein autofluoreszentes Antibiotikum, das spezifisch in den 6-Granula
der Thrombozyten eingelagert wird. Nach Aktivierung von Blutplattchen mittels
Agonisten und folglich der &-Granula-Freisetzung nimmt die intrazellulare
Konzentration von Mepacrine wieder ab. Diese Abnahme kann im FACS
gemessen werden und ist somit ein Ersatzmarker fur die &-Granula-Expression
(Cai, Mullier et al. 2016, Andres, Henning et al. 2018).

Nach der Beladung mit Mepacrin-Dihydrochlorid-Farbstoff (Sigma-Aldrich, St.
Louis, Missouri, USA) (5 uM far 30 Minuten bei 37 °C) wurde die auf Mepacrin
basierende Fluoreszenz in CD41-positiven Blutplattchen bestimmt. MFI wurden
mit und ohne Scherbeanspruchung bestimmt. Gefarbte Blutplattchen wurden mit
10 uM TRAP-6 aktiviert und weitere 5 Minuten lang direkt analysiert. (Abb. 6)
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Abbildung 6: Grafische Darstellung des Testergebnisses von Mepacrin-Assay zwischen
Tagesspender vs. va. ECMO-Patient
Tagesspender (violett), va. ECMO-Patient (rot). Vergleich der MFI-Werte von Mepacrine-
Aufnahme und die durch TRAP-6 induzierte Freisetzungskapazitéat bei gesundem

Tagesspender und einem va. ECMO-Patienten

2.10 Erhebung klinischer Daten aus der prospektiven Studie

Um die klinische Auswirkung der ECMO-Therapie auf die Thrombozytenfunktion
zu Uberprufen, wurden insgesamt 43 Patienten in die Studie einbezogen, die sich
einer vv. und va. ECMO-Therapie aufgrund unterschiedlicher Indikationen
unterzogen haben. (Abb. 7) (Tab. 1)
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—> 4 ausgeschlossen

vv ECMO
18 rekrutierte Patienten
v
14 rekrutierte Patienten
A 4
Tag O oder
der Tag vor der ECMO- 11 Blutproben
Implantation
L 4
Tag 1 oder
nach den ersten 12 h 14 Blutproben
an der ECMO
v
Tag 6 14 Blutproben
v
Tag 10 13 Blutproben

va ECMO

64 rekrutierte Patienten

—3 35 ausgeschlossen
L 4

29 rekrutierte Patienten

A 4

21 Blutproben

A 4

29 Blutproben

A 4

29 Blutproben

A 4

29 Blutproben

Abbildung 7: Gliederung der prospektiven ECMO-Studie

Rekrutierte Studienpatienten und entsprechende Entnahmen der Blutproben wéhrend der

Zeitspanne von 10 Tagen unter vv. und va. ECMO. Tag 0-Probe wurde vor der ECMO-

Implantation bzw. innerhalb der ersten 12 Stunden an der ECMO-Therapie abgenommen; Tag
1-Probe entsprechend nach 12-Stunden an der ECMO; Tag-6- und Tag-10-Probe nach 6 und
10 Tagen ab Beginn der ECMO-Unterstiitzung (Hidiatov, Gaupp et al. 2023).

Tabelle 1: Demografische Daten der Studienpopulation und Indikationen fiir

verschiedene ECMO-Implantatiosarten (Hidiatov, Gaupp et al. 2023)

vv ECMO va ECMO
Male/Female, n/n 10/4 21/8
Age, y, meanzSD 55,6%11,7 65,7+14,8
Diagnosis, n (%)
ARDS 13 (92,9%)
Pneumonia 13 (92,9%)
Acute lung injury 1(7,1%)

Cardiogenic shock 18 (62,1%)
Coronary heart disease 20 (68,9%)
Valvular heart disease 13 (44,8%)

CMP 4 (13,8%)
(N)STEMI 12 (41,4%)
ACS 5(17,2%)
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Die Krankenakten wurden retrospektiv auf Blutungs- und Thromboseereignisse
analysiert. Unter Berucksichtigung der Blutungsskala der
Weltgesundheitsorganisation (WHO) wurde die Haufigkeit von Blutungen unter
mechanischer Kreislaufunterstlitzung ebenfalls binar flir jeden Tag berechnet
(Manukjan, Eilenberger et al. 2019). Es wurden mehrere Untergruppen gebildet
(z. B. oropharyngeale Blutungen, Epistaxis, Blutungen aus
Katheterpunktionsstellen, gastrointestinale und pulmonale  Blutungen,
retroperitoneale und intrakranielle Blutungen, Hamothoraces sowie perikardiale,
retroperitoneale oder Hauthamatome). Die Inzidenz von Thrombosen unter
mechanischen Kreislaufunterstlitzungsgeraten wurde auch unter
Berucksichtigung verschiedener thromboembolischer Ereignisse bestimmt,
wobei die Ereignisse fur jeden Tag binar gezahlt wurden. So waren es
beispielweise folgende Ereignisse:
- Extrakorporale Gerinnselbildung in Dialysegeraten, in
ECMO/Oxygenatoren oder in diversen Drainagen.
- Gerinnselbildung im Zusammenhang mit allen mdglichen Kathetern,
einschlief3lich ECMO-Kandulen.
- Intrakorporale Thromben, einschlieRlich z. B. intraventrikularer Thromben,

bildbasierte Diagnose von Schlaganfallen und ischamischen Hirnlasionen.

2.11 Statistische Analysen

Statistische Analysen wurden mit GraphPad Prism 7 (La Jolla, USA)
durchgefuhrt. Zur Analyse normalverteilter Ergebnisse wurde der ungepaarte T-
Test verwendet. Nichtparametrische Tests wurden verwendet, wenn die Daten
nicht einer Normalverteilung folgten, die durch den Omnibus-Normalitatstest von
D'Agostino und Pearson ermittelt wurde. Fur kleine StichprobengréRen wurde der
Shapiro-Wilk-Test verwendet. Alle Daten werden als Mittelwert + SD angegeben.
Als statistische Signifikanz wurde ein p-Wert <0,05 angenommen.

Kontinuierliche Variablen werden nach Behandlungs-/ECC-System unter
Verwendung deskriptiver Statistiktabellen zusammengefasst, einschliel3lich der
Anzahl der  verfluigbaren Beobachtungen, des Mittelwerts, der

Standardabweichung, des Minimums und des Maximums. Qualitative Variablen
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werden auf ahnliche Weise mithilfe von Zahlungen und Prozentsatzen
zusammengefasst. Der Ausgangswert wird als letzte Bewertung vor Beginn der
ECC definiert.

2.12 Ethik

Studien mit menschlichen Blutproben wurden von der Ethikkommission der
Medizinischen Fakultat (222/2017BO01) der Eberhard Karls Universitat
Tlbingen, Deutschland, genehmigt und in Ubereinstimmung mit der Deklaration

von Helsinki durchgefuhrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Ergebnisse des etablierten Thrombozytenaktivierungsassays mittels PRP-
und WB-Proben gesunder Spender

Zur Validierung des Thrombozytenfunktionsassays wurden vorerst Proben (PRP
und WB) von gesunden Spendern durchflusszytometrisch analysiert. Wie in der
unteren Abbildung 8 (A-B) gezeigt wird, konnte kein signifikanter Unterschied
bei der Messung der CD62P-Expression nach Stimulation mittels ADP und
TRAP-6 weder in PRP noch in WB beobachtet werden (Abb. 8A mittlerer Fl1 + SD
von CD62P nach ADP-Stimulation in WB vs. PRP: 1,47 +0,53 vs. 1,19 +0,26,
p=0,547; Abb. 8B nach TRAP-6-Stimulation in WB vs. PRP: 1,88 +0,76 vs.
1,44 £ 0,76, p=0,420). Eine ahnliches Expressionsverhalten von CD63 wurde
auch in PRP-und WB-Proben nach ADP-Stimulation beobachtet (Abb. 8C
mittlerer FI £ SD von CD63 nach ADP-Stimulation in WB vs. PRP: 1,20 £ 0,08 vs.
1,11 £ 0,16, p = 0,246). Im Gegensatz dazu zeigte sich nach TRAP-6-Stimulation
eine signifikant hohere Expression von &-Granula in WB im Vergleich zu PRP-
Proben (Abb. 8D mittlerer Fl1 + SD von CD63 nach TRAP-6-Stimulation in WB vs.
PRP: 1,66 +0,34 vs. 1,27 £0,19, p = 0,039) (Hidiatov, Gaupp et al. 2023).
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Abbildung 8 A-D: Grafische Darstellung der Ergebnisse vom FC-

Thrombozytenaktivierungsprotokoll mittels PRP-und WB gesunder Spender,

Lagerungstest der Proben bis zu 3 Tage
Thrombozytendegranulationsmarker (CD62P und CD63) im Vergleich zwischen PRP- und WB-
Proben sowie untereinander, als auch nach deren Lagerung fiir 3 Tage. Abklirzungen: HC
(healthy control) = gesunde Kontrollprobe. (ns=p >0,05; *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001,

*khkk

p < 0,0001) (Hidiatov, Gaupp et al. 2023)
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3.2 Einfluss der Lagerungszeit auf die durchflusszytometrische Messung der
Thrombozytendegranulationsmarker

Um den Einfluss der Lagerzeit auf die Thrombozytendegranulation zu
untersuchen, wurden Agonisten (ADP oder TRAP-6) zu PRP oder WB
hinzugefligt und die Proben nach 20-mindtiger Inkubation fixiert. Die Expression
der Degranulationsmarker in fixierten Proben wurde entweder unmittelbar direkt
oder nach 3 tagiger Lagerung bei 4 bis 6 °C analysiert.

Es wurde eine vergleichbare CD62P-Expression bei WB (ADP: p = 0,548; TRAP-
6: p=0,691) sowie bei PRP-Proben (ADP: p =0,888; TRAP-6: p =0,691) sowohl
direkt als auch nach 3 tagiger Lagerungszeit detektiert. (Abbildung 8A und B
sowie Tab.2)

Ebenso gab es keinen signifikanten Unterschied in der &-Granula- bzw.
Lysosomenexpression (CD63) auf Stimulation mittels der jeweiligen Agonisten in
WB (ADP: p=0,238; TRAP -6: p=0,150) und in PRP (ADP: p =0,531; TRAP-6:
p =0,222). (Abbildung 8C und D sowie Tab. 2)

Diese Ergebnisse legen somit nahe, dass die Fixierung von WB- und PRP-
Proben bis zu 3 Tagen ein geeigneter und vor allem flexibler Ansatz zur

Beurteilung der Thrombozytenfunktion fir klinische Anwendungen ist.
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Tabelle 2: Statistische Ergebnisse des Thrombozytenaktivierungsprotokolls mittels PRP-

und WB-Proben gesunder Spender, Blutentnahme (Tag 0) vs. 3-tédgig gelagerten Proben

(Tag 3) (n=5) (Hidiatov, Gaupp et al. 2023)

Vollblut Plattchenreiches-Plasma p-value
(WB vs.
PRP)
Tag 0 Tag 3 p-value Tag 0 Tag 3 p-value
CD62P + CD62P + CD62P + CD62P +
ADP ADP ADP ADP
1.47+0.53 1.23+0.18 p=0.548 1.1910.26 1.1610.16 p=0.888 p=0.547
CD62P + CD62P + CD62P + CD62P +
TRAP-6 TRAP-6 TRAP-6 TRAP-6
1.88+0.76 1.99+0.41 p=0.691 1.44+0.76 1.531+0.53 p=0.691 p=0.420
CD63 + CD63 + CD63 + CD63 +
ADP ADP ADP ADP
1.20+0.08 1.09+0.14 p=0.238 1.11+0.16 1.09+0.14 p=0.531 p=0.246
CD63 + CD63 + CD63 + CD63 +
TRAP-6 TRAP-6 TRAP-6 TRAP-6
1.66+0.34 1.29+0.24 p=0.150 1.27+0.19 1.14+0.28 p=0.222 p=0.039

3.3 Einfluss von Scherstress auf die Blutplattchenfunktion im Chandler-Loop-
Modell

Es wurde mit dem Ex-vivo-Modell vor allem der Einfluss der Scherbelastung auf
die Thrombozytenfunktion/-degranulation Uberprift. Dafur wurden mehrere
Versuche mit jeweils unterschiedlichen Antikoagulanzien durchgefihrt (siehe
Kapitel 2.5).

In den Experimenten mit heparinisietem WB konnte eine signifikante
Verringerung von CD62P aus den Chandler-Loop-Proben im Vergleich zu den
Kontrollproben nach ADP- und TRAP-6-Stimulation beobachtet werden (p
<0,0001 und p =0,0001). (Abb. 9A, B)

Die 0-Granula-Freisetzungsmarker zeigten zum einen keinen signifikanten
Unterschied zwischen WB-Kontrollproben im Vergleich zu den Chandler-Loop-
Simulationsproben nach ADP-Stimulation. Allerdings erwies sich eine deutlich
signifikante CD63-Reduktion nach TRAP-6-Zugabe (ADP: p =0,0926; TRAP-6:
p = 0,0083). (Abb. 9C, D sowie Tab. 3)
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Abbildung 9 A-D: Grafische Darstellung der Ergebnisse von
Thrombozytendegranulationsmarker unter Scherstresssimulation mittels Chandler-Loop-

System

Sowohl mit Heparin als auch mit Citrat antikoaguliertem Spenderblut (ns =p > 0,05; *p < 0,05;
**p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001) (Hidiatov, Gaupp et al. 2023)
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Tabelle 3: Statistische Ergebnisse der Thrombozytendegranulationsmarker in

Heparinblut vs. Citratblut (n=10)(Hidiatov, Gaupp et al. 2023)

Heparinblut Citratblut
Kontrolle Rotation p-value Kontrolle Rotation p-value
CD62P + CD62P + CD62P + CD62P +
ADP ADP ADP ADP
1.58+0.28 1.04+0.12 p=0.0001 1.47+0.35 1.03+0.15 p=0.0021
CD62P + CD62P + CD62P + CD62P +
TRAP-6 TRAP-6 TRAP-6 TRAP-6
3.03+1.27 1.20+0.29 p=0.0001 2.87+1.42 1.20+0.30 p=0.0006
CD63 + ADP | CD63 + ADP CD63 + ADP | CD63 + ADP
1.11£0.08 1.04+0.12 p=0.0926 1.13+0.07 1.08+0.18 p=0.1716
CD63 + CD63 + CD63 + CD63 +
TRAP-6 TRAP-6 TRAP-6 TRAP-6
1.24+0.26 1.0410.10 p=0.0083 1.29+0.17 1.07+0.07 p=0.0005

Um den Ursprung der Thrombozytenfunktionsstérung zu untersuchen,
verwendeten wir als nachstes mit Citrat antikoagulierte WB-Proben, um die
Aktivierung der zellularen und plasmatischen Hamostase zu hemmen. In
unserem Modell wurde dann nach ECC-Simulation ebenfalls eine signifikante
Verringerung der Freisetzung von a-Granula aus Blutplatichen in Citrat-WB-
Proben beobachtet (ADP: p =0,0021; TRAP-6: p =0,0006). (Abb. 9 A+B, Tab.
3) Nach Stimulation mit ADP wurde kein signifikanter Unterschied in der
Freisetzung von 0-Granula im Vergleich vor und nach Rotation in einem
Chandler-Loop-System beobachtet (ADP: p =0,1716). (Abbildung 9C + Tab. 3)
Eine signifikante Verringerung der d-Granula-Freisetzung wurde in Citrat-WB-
Proben nach TRAP-6-Aktivierung sowie nach Stimulation im Chandler-Loop-
System beobachtet (TRAP-6: p =0,0005). (Abbildung 9D + Tab. 3)

Diese Daten deuten darauf hin, dass der Scherstresseinfluss sowohl in
heparinisierten als auch in mit Citrat antikoagulierten Vollblutproben eine
verminderte a- und &-Granulaexpression nach Aktivierung der Thrombozyten
mittels Agonisten ADP und TRAP-6 verursacht.
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3.4 Einsatz von Mepacrin-Assay nach Scherstresssimulation

Um die Sekretionskapazitat der Thrombozyten unter Scherbelastung zu
Uberprufen und die Daten zur Thrombozytenaktivierung zu bestatigen, wurde der
Mepacrin-Assay nach  Chandler-Loop-Simulation mit vier gesunden
Spenderproben durchgefihrt. Alle vier Spender zeigten nach der
Rotationssimulation verminderte Mepacrin-Freisetzungsmuster. (Abb. 10) Somit
kann von einer erworbenen 8-SPD ausgegangen werden. Die Aufnahme und
Freisetzung von Mepacrin ist unter Scherbelastung im Vergleich zur Kontrolle
(vor Rotation) signifikant verringert, was schlieB3lich die Daten in Kapitel 3.3 zu
mangelnder Thrombozytenaktivierbarkeit nach Scherbelastung zusatzlich
bekraftigen (Hidiatov, Gaupp et al. 2023).
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Abbildung 10: Grafische Darstellung der Charakterisierung der 5-Granula-
Sekretionskapazitidt der Thrombozyten bei gesunden Vollblutspenderproben vor und
nach der Rotation im Chandler-Loop durch Mepacrin-Assay
Postrotationsproben zeigen eine signifikante Abnahme der durch TRAP-6 induzierten
Aufnahme- und Freisetzungskapazitét von Mepacrin im Vergleich zu Proben vor der Rotation
(p=0,0210, p =0,0045). MFI, mittlere Fluoreszenzintensitdt; TRAP, Thrombinrezeptor-
aktivierendes Peptid. (n=4) (Hidiatov, Gaupp et al. 2023)
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3.5 Ergebnisse der prospektiven In-vivo-Studie zur Untersuchung der
Thrombozytenfunktion/-degranulation bei Patienten unter ECMO

3.5.1 Verhalten von a- und 0&-Granula-Expression bei Patienten unter wvv.
ECMO-Therapie

Es wurden Daten von 14 Patienten ausgewertet, die sich einer vwv. ECMO
unterzogen haben. Die Thrombozytenfunktion wurde gemall dem oben
beschriebenen FACS-Protokoll (siehe Kapitel 2.8) getestet.

Alle gesammelten Baseline-WB-Proben von Patienten vor der ECMO-
Implantation (Tag 0, n = 11) zeigten eine signifikant geringere Reaktion auf ADP
sowie auf TRAP-6-Zugabe im Vergleich zur gesunden Spenderproben (ADP:
p =0,0053; TRAP-6: p <0,0001). (Abb. 11 A, B)

Nach einem Tag unter vv. ECMO (Tag 1, n=14) wurde eine statistisch nicht
signifikante Reduktion der a-Granulafreisetzung in den mit ADP behandelten
Blutproben der Patienten beobachtet. Aulderdem konnte man bei den mit TRAP-
6 stimulierten Proben im Vergleich zu gesunden Spenderproben eine statistisch
gering signifikante Freisetzung feststellen (ADP: p=0,3004; TRAP-6:
p =0,0008). Der Unterschied nach 6-tagiger Verweildauer des Patienten an der
ECMO (Tag 6, n=14) im Vergleich zu gesunden Referenzproben war wie auch
nach 10 Tagen (n=13) signifikant geringer (Tag 6 ADP: p=0,0237; TRAP-6:
p <0,0001; Tag 10 ADP: p =0,0217; TRAP-6: p<0,0001). (Abb. 11 A, B)

Darlber hinaus war die 6-Granula-Reaktion auf ADP auch an verschiedenen
Blutentnahmetagen im Vergleich zu Proben von gesunden Spendern ebenfalls
verringert (ADP: Tag 0 [n=11], p=0,0362; Tag 1 [n=14], p=0,0033; Tag 6
[n=14], p=0,7203; Tag 10 [n=13], p<0,0024). Eine ahnliche Reaktion zeigte
sich nach TRAP-6-Stimulation an verschiedenen Tagen (Tag 0 [n=11],
p=0,0002; Tag 1 [n=14], p<0,0001; Tag 6 [n=14], p=0,0003; Tag 10 [n =13]
p <0,0001). (Abb. 11 C, D)
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Abbildung 11 A-D: Grafische Darstellung der Ergebnisse sowie Beurteilung der
Thrombozytendegranulationsmarker bei Patienten unter vv. ECMO-Therapie
Die Freisetzung von a-Granula ist an allen Tagen signifikant reduziert, aulSer am Tag 1 nach
ADP-Stimulation im Vergleich zu den gesunden Spenderproben (A, B). Die Freisetzung von &-
Granula war an allen Tagen nach Stimulation mit ADP und TRAP-6 signifikant verringert, aul8er
am Tag 6 nach der ADP-Stimulation (C, D). (ns=p >0,05; *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001;
****n < 0,0001) (Hidiatov, Gaupp et al. 2023)

3.5.2 Verhalten von a- und &-Granula-Expression bei Patienten unter va.
ECMO-Therapie

Auf die gleiche Art und Weise wie bei WB-Proben von Patienten unter der vv.
ECMO zeigten die Patienten unter der va. ECMO (n =29) nach Aktivierung mit
ADP eine ahnlich verringerte Expression von CD62P im Vergleich zu den
gesunden Kontrollproben (n=45) (Tag 0 [n=21], p=0,0084; Tag 1 [n=29],
p=0,0012; Tag 6 [n=29], p=0,0155; Tag 10 [n =29], p = 0,2452). Nach TRAP-
6-Stimulation war ebenfalls der mittlere FI der Patienten an allen Tagen im

Vergleich zum mittleren FI gesunder Spender verringert (Tag 0 [n=21],
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p=0,0017; Tag 1 [n=29], p<0,0007; Tag 6 [n =29], p<0,0001; Tag 10 [n =27],
p <0,0001). (Abb. 12 A, B)

Dariber hinaus nahm die Expression von 8- und Lysosomen-Granula in
Gegenwart von ADP auf die gleiche Weise ab wie bei a-Granula (Tag 0 [n = 21],
p=0,0017; Tag 1 [n=29], p=0,0007; Tag 6 [n =29], 1,01 £ 0,13 vs. 1,25 + 0,26,
p <0,0001; Tag 10 [n = 29], 1,01 £ 0,20 vs. 1,25 £ 0,26, p = 0,0001). Nach der
TRAP-6-Stimulation zeigten auch die Blutplattchen an allen Tagen eine
signifikante Reduktion im Vergleich zu den gesunden Spendern (Tag 0 [n=21],
p=0,0002; Tag 1 [n=29], 1,08 £0,19 vs. 1,71 +£0,48, p <0,0001; Tag 6 [n =29],
1,10+0,14 vs. 1,71+£0,48, p=0,0006; am Tag 10 [n=29], 1,12+0,19 vs.
1,71+0,48, p<0,0001). (Abb. 12 C, D)
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Abbildung 12 A-D: Grafische Darstellung der Ergebnisse sowie Beurteilung der

Thrombozytendegranulationmarker bei Patienten unter va. ECMO-Therapie
Die Freisetzung von a-Granula war an allen Tagen signifikant reduziert, auller am Tag 10 nach
ADP-Stimulation im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe (A-B).
Auch die Freisetzung von 6-Granula wahrend 10 Tagen war mit ADP und TRAP-6 an allen
Tagen signifikant verringert (C-D). (ns=p >0,05; *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p <
0,0001). (Hidiatov, Gaupp et al. 2023).

3.5.3 Bestimmung und Uberpriifung der Korrelation des Idslichen P-Selectins im
Blutplasma gegeniiber P-Selectin der Thrombozyten bei ECMO-Patienten

Wir Uberpraften auch die longitudinalen Veranderungen des l6slichen P-Selectin-
Spiegels (sP-Selektin), um Messungen einer erhdhten P-Selectin-Expression bei
den Thrombozyten zu verifizieren. Es gab lediglich eine Korrelation zwischen P-
Selectin-Konzentration nach TRAP-6-Aktivierung und sP-Selectin, namlich am
Tag 6 (p=0,0270). Es ergab sich eine signifikante Abnahme der
Plasmakonzentration von sP-Selectin zwischen Tag 0 und Tag 1 (9,40 + 3,76 vs.
7,11 £ 2,83; p = 0,0027) und Tag 0 sowie Tag 6 (9.40+£3.76 vs. 7.44 +3.72;
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p =0.0206). Es fanden sich jedoch keine statistisch signifikanten Veranderungen
zwischen Tag 0 und Tag 10 (9,40 + 3,76 vs. 7,40 £ 5,00; p = 0,3631). (Abb. 13)

Abbildung 13: Uberpriifung der Korrelation des Iéslichen P-Selectins im Blutplasma
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Es gab keine Korrelation (Spearman r) zwischen sP-Selectin und P-Selectin nach Stimulation
mit ADP und TRAP-6 wéhrend 10 Tagen der va-ECMO-Therapie, mit Ausnahme einer
Korrelation am Tag 6 zwischen P-Selectin-Konzentration nach TRAP-6-Aktivierung und sP-
Selectin (p=0,0270). Zwischen Tag 0 und Tag 1 (p = 0,0027) sowie Tag 0 und Tag 6 (p =
0,0206) kam es zu einer signifikanten Abnahme der Plasmakonzentration von sP-Selectin. Die
Konzentrationen von I8slichem P-Selectin (sP-Selectin) im Plasma wurden mittels
Enzymimmunoassay (EIA) unter Verwendung von Kits von R&D Systems (Minneapolis, USA)

gemessen (Hidiatov, Gaupp et al. 2023).

3.6 Thrombozytendegranulation, Blutungen sowie thrombotische Ereignisse

Wir konnten bereits an den vorherigen Ergebnissen (siehe 3.7 und 3.8)
beobachten, dass es an verschiedenen Tagen in beiden ECMO-Gruppen
deutlich mehr Non- und Low-Responder (NR/LR) als Responder gab. (Abb. 11
A-D und Abb. 12 A-D) Sowohl in der vv. als auch in der va. ECMO-
Patientengruppe gab es einen stetigen Anstieg der Anzahl der NR/LR vom Tag
0 bis zum Tag 10. Es wurde zudem an bestimmten Tagen die hochste Anzahl
der Responder sowie der klinischen Blutungs- und Thromboseereignissen
wahrend der vv. oder va. ECMO-Therapie dokumentiert. (Abb. 14 A-H)
Hinsichtlich der Blutungshaufigkeit konnten wir an den verschiedenen Testtagen
keinen signifikanten Unterschied zwischen vv. ECMO und va. ECMO beobachten
(Tag 0: p=0,2481, Tag 1: p = 0,7354, Tag 6: p = 0,4568, Tag 10: p = 0,7132).
Die Haufigkeit von Thrombosen war zwischen vv. ECMO und va. ECMO an den
verschiedenen Testtagen ahnlich (Tag 0: p = 0,7397, Tag 1: p = 0,5119, Tag 6:
p=0,6308, Tag 10: p = 0,4525). Die meisten Blutungsereignisse traten nach dem
6 Tag in beiden Gruppen etwa gleich auf und fast alle Patienten waren NR + LR.
Die héchste Anzahl an Respondern wurde am Tag 1 unter vv. ECMO beobachtet
(27 % der Patienten exprimierten CD62 nach Stimulation mit ADP oder TRAP-6).
Daruber hinaus konnten wir an den verschiedenen Tagen keine Unterschiede
hinsichtlich Blutungen oder Thrombosen zwischen Responder und NRs
beobachten. Eine Einschrankung stellt jedoch die geringe StichprobengréRe dar.
(Abb. 14 A-H) (Tab. 4-7)
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Abbildung 14 A-H: Zusammenschau von CD63-Expression mit Blutungs- und

Thromboseereignissen unter vv. und va. ECMO-Gruppen

A-D veranschaulichen die Blutungsereignisse entsprechend der CD63-Expressionskapazitét

nach Stimulation mit ADP und TRAP-6. E-H zeigen die Anzahl thromboembolischer Ereignisse

entsprechend dem Aktivierungsstatus der Blutplattchen auf. Bei Patienten mit vv. ECMO gab es

nahezu keine Responder bis auf einen. Unter der Therapie beobachteten wir bei diesem keine
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thromboembolischen Ereignisse. Der H6hepunkt der Blutungsereignisse liegt am 6. Tag.
(Hidiatov, Gaupp et al. 2023)

Tabelle 4: Gegeniiberstellung der Daten der Non/Low-Responder sowie Responder der
erhobenen Blutungs- und Thrombosedaten wéahrend der vv. ECMO-Therapie, a- und &-
Granula-Sekretion nach ADP-Stimulation (Hidiatov, Gaupp et al. 2023)

ADP
CD62P CD63
Reaktion Blutung Thrombose Reaktion Blutung Thrombose
non+low
Tna=g1 (1)’ responder | 90.9% (10/11) | 10% (1/10) | 20% (2/10) | 90.9% (10/11) | 20% (2/10) | 20% (2/10)
responder 9.1% (1/11) [ 100% (1/1) | 0% (0/1) 9.1% (1/11) 0% (0/1) 0% (0/1)
Tag 1 non+low 33.3% 16.7% 28.6% 14.3%
n=14’ responder | 85.7% (12/14) (4/12) (2/12) 100% (14/14) (4/14) (2/14)
responder 14.3% (2/14) 0% (0/2) 0% (0/2) 0% (0/14) 0% (0/0) 0% (0/0)
Tag 6 non+low 64.3% 14.3% 69.2% 15.4%
n=14’ responder 100% (14/14) (9/14) (2/14) 92.9% (13/14) (9/13) (2/13)
responder 0% (0/14) 0% (0/0) 0% (0/0) 7.1% (1/14) 0% (0/1) 0% (0/1)
Tag 10 non+low 69.2% 15.7% 69.2% 15.4%
n=13 ’ responder 100% (13/13) (9/13) (2/13) 100% (13/13) (9/13) (2/13)
responder 0% (0/13) 0% (0/0) 0% (0/0) 0% (0/13) 0% (0/0) 0% (0/0)

Tabelle 5: Gegeniiberstellung der Daten der Non/Low-Responder sowie Responder der
erhobenen Blutungs- und Thrombosedaten wéahrend der vv. ECMO-Therapie, a- und &-
Granula-Sekretion nach TRAP-6-Stimulation (Hidiatov, Gaupp et al. 2023)

ADP
CD62P CD63
Reaktion Blutung Thrombose Reaktion Blutung Thrombose

Tag 0 non+low 18.2% 18.2%

=1 1’ responder | 90.9% (10/11) | 20% (2/10) | 20% (2/10) | 100% (11/11) (2/11) (2/11)
responder 9.1% (1/11) 0% (0/1) 0% (0/1) 0% (0/11) 0% (0/0) 0% (0/0)

Tag 1 non+low 44.4% 28.6% 14.3%

n=14, responder 64.3% (9/14) (4/9) 11.1% (1/9) | 100% (14/14) (4/14) (2/14)
responder 35.7% (5/14) 0% (0/5) 20% (1/5) 0% (0/14) 0% (0/0) 0% (0/0)

Tag 6 non+low 66.7% 16.7% 69.2% 15.4%

n=14, responder | 85.7% (12/14) (8/12) (2/12) 92.9% (13/14) (9/13) (2/13)
responder 14.3% (2/14) | 50% (1/2) 0% (0/2) 7.1% (1/14) 0% (0/1) 0% (0/1)

Tag 10 non+low 16.7% 69.2% 15.4%

n=13 ’ responder | 92.3% (12/13) | 75% (9/12) (2/12) 100% (13/13) (9/13) (2/13)
responder 7.7% (1/13) 0% (0/1) 0% (0/1) 0% (0/13) 0% (0/0) 0% (0/0)
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Tabelle 6: Gegeniiberstellung der Daten der Non/Low-Responder sowie Responder der

erhobenen Blutungs- und Thrombosedaten wéahrend der va. ECMO-Therapie, a- und &-

Granula-Sekretion nach ADP-Stimulation (Hidiatov, Gaupp et al. 2023)

ADP
CD62P CD63
Reaktion Blutung Thrombose Reaktion Blutung Thrombose
Tag 0 non+low 27.8%
n=21, responder 85.7% (18/21) | 75% (6/18) (5/18) 95.2% (20/21) | 40% (8/20) | 25% (5/20)
responder 14.3% (3/21) | 100% (3/3) | 0% (0/3) 4.8% (1/21) | 100% (1/1) | 0% (0/1)
Tag 1 non+low 33.3% 14.8% 44%
n=29, responder 93.1% (27/29) (9/27) (4/27) 86.2% (25/29) (11/25) 16% (4/25)
responder 6.9% (2/29) | 100% (2/2) | 50% (1/2) 13.8% (4/29) 0% (0/4) 25% (1/4)
Tag 6 non+low 79.2% 78.6% 21.4%
n=29, responder 82.8% (24/29) (19/24) 25% (6/24) | 96.6% (28/29) (22/28) (6/28)
responder 17.2% (5/29) | 80% (4/5) 0% (0/5) 3.4% (1/29) | 100% (1/1) | 0% (0/1)
non+low 81.8% 31.8% 78.6% 32.1%
Tag 10, responder 75.9% (22/29) (18/22) (7/22) 96.6% (28/29) (22/28) (9/28)
n=29 57.1%
responder 24.1% (7/29) (4/7) 28.6% (2/7) 3.4% (1/29) 0% (0/1) 0% (0/1)

Tabelle 7: Gegeniiberstellung der Daten der Non/Low-Responder sowie Responder der

erhobenen Blutungs- und Thrombosedaten wéahrend der va. ECMO-Therapie, a- und &-
Granula-Sekretion nach TRAP-6-Stimulation (Hidiatov, Gaupp et al. 2023)

ADP
CD62P CD63
Reaktion Blutung Thrombose Reaktion Blutung Thrombose
Tag 0 non+low 47.4% 26.3% 42.1% 26.3%
n=21, responder | 90.5% (19/21) (9/19) (5/19) 90.5% (19/21) (8/19) (5/19)
responder 9.5% (2/21) 0% (0/2) 0% (0/2) 9.5% (2/21) 50% (1/2) 0% (0/2)
Tag 1 non+low 14.8% 37.9% 17.2%
n=29’ responder | 93.1% (27/29) | 37% (10/27) (4/27) 100% (29/29) (11/29) (5/29)
responder 6.9% (2/29) 50% (1/1) 50% (1/1) 0% (0/29) 0% (0/0) 0% (0/0)
Tag 6 non+low 80.8% 19.2% 79.3% 20.7%
n=29, responder | 89.7% (26/29) (21/26) (5/26) 100% (29/29) (23/29) (6/29)
responder 10.3% (3/29) | 66.7% (2/3) | 33,3% (1/3) 0% (0/29) 0% (0/0) 0% (0/0)
Tag 10 non+low 79.2% 29.2% 75.9%
n=29 > | responder | 82.8% (24/29) (19/24) (7/124) 100% (29/29) (22/29) 31% (9/29)
responder 17.2% (5/29) 60% (3/5) 40% (2/5) 0% (0/29) 0% (0/0) 0% (0/0)
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4 Diskussion

Zuallererst mochte ich hervorheben, dass bereits oben vorgestelltes FC-Protokoll
einen einfach durchzufuhrenden FC-Assay zur Analyse der Aktivierung von
Thrombozyten in Vollblutproben beschreibt.

Die Fahigkeit dieses Assays, die Thrombozytenaktivierung in fixierten sowie drei
Tage lang gelagerten Proben nachzuweisen, wurde in den In-vitro-Experimenten
deutlich bestatigt. Darlber hinaus wurde die Eignung dieser Methode zur
Untersuchung der Thrombozytendegranulationsmarker unter dem Einfluss der
Scherkrafte wahrend der mechanischen Kreislaufunterstutzung mittels vv. und
va. ECMO im klinischen Umfeld validiert. Die Daten aus der klinischen Studie
bestatigen fruhere Berichte uUber die erworbene Plattchendysfunktion bei
Patienten unter ECMO (Malfertheiner, Philipp et al. 2016, Kalbhenn,
Schlagenhauf et al. 2018, Mansour, Roussel et al. 2020, Schlagenhauf, Kalbhenn
et al. 2020, Panholzer, Bajorat et al. 2021, Siegel, Chalupsky et al. 2022, Mirus,
Heubner et al. 2023).

Ein weiterer Vorteil dieser Methode besteht in der Moglichkeit, verschiedene
Aspekte der Thrombozytenfunktion in einer kleinen Menge Vollblut und auch bei
thrombozytopenischen Patienten zu testen, wo die anderen Assays wie LTA oder
Impedanzaggregometrie funktionell beeintrachtigt sind (Cattaneo, Cerletti et al.
2013, Frelinger, Rivera et al. 2021, Mezzano, Harrison et al. 2022).

Dies eroffnet zusammen mit der zunehmenden Verfugbarkeit von
Durchflusszytometern und Verbesserungen bei den Probenvorbereitungen,
einschliel3lich neuer Fixierungsmoglichkeiten und vorgefertigter Materialien,
zukinftige Moglichkeiten die Tests an entfernten Standorten mit wenig Aufwand
zu ermoglichen (Dovlatova, Lordkipanidze et al. 2014, Dovlatova, May et al.
2015).

Insbesondere im Bereich leichter Blutungsstorungen konnte es interessant
werden, denn mittlerweile wird die Lichttransmissionsaggregometrie (LTA) bei
der Diagnose dieser Patienten durch die Durchflusszytometrie vermehrt

herausgefordert.
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In der Vergangenheit gab es zahlreiche Berichte, in denen mehrere FC-
Methoden zum Nachweis der Thrombozytenaktivierung beschrieben wurden.
Einer der ersten Berichte wurde 1987 von Shattil et al. erstellt (Shattil,
Cunningham et al. 1987).

Neben der LTA st die WB-Durchflusszytometrieanalytik eine weitere
leistungsstarke Methode zur Beurteilung der Thrombozytenfunktion (Michelson
1996). Seit den 1990er Jahren hat sich die Durchflusszytometrie in zahlreichen
Studien als unverzichtbarer Bestandteil der Thrombozytenaktivierungsanalyse
etabliert (Linden 2013, Dovlatova, Lordkipanidze et al. 2014, Pasalic, Pennings
etal. 2017, Mezzano, Harrison et al. 2022, Jourdi, Ramstrom et al. 2023). Obwohl
das FC-Verfahren mit WB bereits mehrfach beschrieben wurde, ist es immer
noch nicht ganzlich standardisiert und ich personlich sehe die Neuheit bzw. die
Weiterentwicklung in der Verwendung dieser Methode in 24-Stunden-
Routinelaborsystemen, um solche Thrombozytenfunktionstests rund um die Uhr
anbieten zu kénnen. Es ermdglicht die Gewinnung von Langsschnittdaten bei
kritisch kranken Patienten und kdnnte ein wichtiger Schritt zur Verbesserung der

Behandlung der Thrombozytenfunktionsstérungen sein.

Die Expertenmeinung der internationalen Gesellschaft fir Thrombose und
Hamostase (eng. ISTH) aus dem Jahr 2023 ergab, dass die semiquantitative FC-
Messung der P-Selectin-Expression bei Thrombozyten im Vollblut, nicht jedoch
in PRP oder gewaschenen Blutplattchen, derzeit die geeignetste Methode zur
Messung der a-Granula-Sekretion ist (Johnston, Pickett et al. 1987, Tschoepe,
Spangenberg et al. 1990, Mezzano, Harrison et al. 2022, Jourdi, Ramstrom et al.
2023).

Es wurde ebenfalls erwahnt, dass die Korrelation zwischen der FC-Messung und
der LTA bezogen auf die P-Selectin-Expression als aufderst unsicher einzustufen
ist. Da es sich bei der Thrombozytenaggregation und -sekretion um voneinander
abhangige und stark korrelierende Funktionen handelt, sollte dieser
Zusammenhang durch weitere Studien mit validierten Kontrollen und
Grenzwerten noch untersucht werden, um prazisere diagnostische Kriterien flr

Thrombozytensekretionsstorungen festzulegen (Jourdi, Ramstrom et al. 2023).
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Daruber hinaus wurde in dem Paper aus dem Jahre 2018 von Gresele et al.
berichtet, dass die Agonisten-stimulierte Expression von P-Selectin auf der
Thrombozytenoberflache durch FC-Messung bei einigen Patienten mit GPS,
einer a-Granula-Stérung, normal war (Gresele, Falcinelli et al. 2018). Dies deutet
darauf hin, dass dieser Test in seltenen Fallen a-SPD moglicherweise nicht

erkennt.

Der neue Assay bietet zudem im Vergleich zu zuvor zitierten FC-Protokollen
mehrere weitere Vorteile an. Dieser ermaoglicht die Aktivierung der Blutplattchen
direkt im Vollblut anstelle des bisherigen zeitaufwandigeren Verfahrens in PRP.
Wie die bereits oben erwahnten Ex-vivo-Experimente gezeigt haben, gibt es
keinen signifikanten Unterschied zwischen der Aktivierungsfahigkeit der
Blutplattchen in PRP und WB.

Der nachste Vorteil dieser Methode besteht darin, dass die Fixierung aktivierter
WB-Proben bei 4 °C routinemalig 3 Tage lang gelagert werden kdnnen, sodass
keine sofortige Durchflusszytometriemessung erforderlich ist und man somit eine
gewisse zeitliche Flexibilitat hat (Dovlatova, Lordkipanidze et al. 2014).

Wie die Uberpriifung des Protokolls gezeigt hat, gibt es im Vergleich zu PRP und
nach 3-tdgiger Lagerungszeit keine Unterschiede im Verhalten der beiden
Granula-Expressionsmarker. Zudem kann durch die Verwendung von Vollblut
das Risiko des Verlusts von Blutplattchen oder einer Voraktivierung dieser durch
Zentrifugationsschritte vermieden werden.

Man kann diese Methode gut zur Verlaufsmessung der Degranulationsmarker
verwenden. Darlber hinaus erfordert die Durchfihrung der einzelnen
Protokollschritte bis auf die Verwendung von FC kein speziell geschultes
Personal.

Die Kosten der FC-Messungen wurden von dem Expertenkonsens der ISTH als
ungewiss eingestuft, was mdglicherweise teils auf die unterschiedlichen
Vorstellungen von Kosten und Budgets der jeweiligen Labore zurlckzuflhren ist
(Mezzano, Harrison et al. 2022). Die Tatsache ist, dass die

Neuanschaffungskosten des Durchflusszytometriegerats im flunftstelligen
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Bereich liegen und eventuell nicht von jedem Labor bzw. jeder

Forschungsgruppe getragen werden konnen.

Die Durchflusszytometrie ermdglicht eine vielseitige und gleichzeitig sensitive
Prufung einer Vielzahl von Eigenschaften und Funktionen von Blutplattchen. Die
hohe Sensitivitat erfordert allerdings Kenntnisse uUber den Grad der
Thrombozytenvoraktivierung, um die Ergebnisse adaquat interpretieren zu
konnen. Andererseits ist die Durchflusszytometrie einer der wenigen
Thrombozytenfunktionstests, bei der man mit wenig Aufwand zu seinen
Ergebnissen kommen kann. Und auch wenn der Umgang bei den herkdmmlichen
Thrombozytenfunktionsassays mittels FC qualifiziertes Personal erfordert und
daher in vielen klinischen Umgebungen als unpraktisch angesehen wird, kdnnten
neu eingefuhrte und zuklnftige Verbesserungen durchaus den Weg fir eine
breitere klinische Anwendung ebnen. Darlber hinaus besteht weiterhin der
Bedarf an Studien, die FC-Methoden mit den klinischen Situationen verknlpfen

und mit anderen etablierten Alternativverfahren vergleichen.

Bei der Beurteilung thrombotischer Ereignisse mittels FC ist die Situation
allerdings komplizierter, da die zugrunde liegenden Mechanismen viel komplexer
sind. Bei anhaltender Hyperkoagulabilitat oder Gefallwandproblemen ist
aulRerdem Zu bedenken, dass die meisten Ex-vivo-
Thrombozytenfunktionsstudien auf zirkulierende Thrombozyten abzielen. Dies
bedeutet, dass eine geringere Thrombozytenaktivierungsreaktion meist zu
erwarten ist. Dies war in der Tat auch in folgender Studie der Fall, in der bei
Patienten, die mit dem Hanta-Virus infiziert waren, eine geringere
Thrombozytenaktivierung in zirkulierenden Blutplattchen festgestellt wurde und
die Zerstorung der Blutplattchen somit andauerte (Connolly-Andersen, Sundberg
et al. 2015).

Fur thrombozytenaggregationshemmende Arzneimitteltests oder in akuten
Situationen ist die Durchflusszytometrie moglicherweise weniger nutzlich, da die
Bearbeitungszeit trotz der technischen Verbesserungen und Optimierungen bei

der Probenvorbereitung immer noch als zu lang angesehen wird. Daruber hinaus
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bedeutet die Mdglichkeit der Verwendung mehrfarbiger Protokolle auch, dass die
Datenanalyse und deren Interpretation immer komplexer werden. Eine zuklinftige
Herausforderung konnte  dann darin bestehen, Multiparameter-
Analysealgorithmen zu entwickeln und zu bewerten, die das Potenzial haben,
Defekte und Merkmale der Thrombozytenfunktionalitat zu erfassen und zu
identifizieren, was wiederum diagnostisches und/oder prognostisches Potenzial

mit sich bringen konnte.

Trotz enormer Fortschritte in den letzten Jahrzehnten stellen Blutungen und
Thromboembolien immer noch Herausforderungen in der ECC-Therapie dar.
Pathologische Blutflussmuster, kunstliche prokoagulierende hydrophobe
Oberflachen und teilweise unphysiologische Druckgradienten, wie zum Beispiel
innerhalb von ECMO- oder VAD-Systemen, erzeugen eine erhebliche
Scherbelastung, die wiederum eine Aktivierung der Blutplattchen und Abldsung
ihrer Rezeptoren induziert (Diehl, Aleker et al. 2010, Heilmann, Geisen et al.
2012, Lukito, Wong et al. 2016, Fuchs, Berg et al. 2018, Chen, Mondal et al.
2019).

Die Daten der prospektiven Studie (siehe Kapitel 3.5.1 und 3.5.2) bestatigen,
dass die mechanische Kreislaufunterstitzung zu einer deutlich signifikanten
Verringerung der Aktivierung von Blutplatichen und ihrer Fahigkeit, die a-, o-
Granula zu exprimieren, fuhrt. Chen et al. zeigten, dass die schwerste
pumpeninduzierte Thrombozytenstérung in einem Ex-vivo-Modell auftrat, ahnlich
einer va. ECMO-Therapie (Chen, Zhang et al. 2020). Dies kann durch eine sehr
hohe nicht-physiologische Scherstressbelastung erklart werden, die durch eine
hohe Drehzahl des Pumpenmechanismus zustande kommt.

In der untenstehenden Abbildung werden alle wichtigen Einflussfaktoren und
pathophysiologische Prozesse =~ zusammengefasst, die zu einer
Thrombozytendysfunktion bzw. Thrombozytopathie in Form von a- oder 8-SPD
fGhren kénnten. (Abb. 15)
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Abbildung 15: Schematische Darstellung der Einwirkung von Scherkriéften, der
Fremdkorperoberfldache sowie des Blutflusses auf die Thrombozytenfunktion
(Hidiatov, Gaupp et al. 2023)

In einem weiteren Schritt dieser Studie wurde das Chandler-Loop-Modell
verwendet, um die bereits mehrfach erwahnten Scherstressbedingungen
wahrend eines ECMO-Betriebes zu simulieren. Zum Vergleich wurden
Blutproben von sieben gesunden Spendern mit Citrat oder Heparin im Vorfeld
gerinnungshemmend behandelt, um den genauen Mechanismus der
Plattchendysfunktion aufzuklaren. Nach einer Stunde Rotation bei einer
maximalen Geschwindigkeit von 99 U/min im Chandler-Loop-System kam es
nach Zugabe von Agonisten zu einer signifikanten Verringerung der a-, &-
Granula-Expressionsmarker im Citratblut. Dies bedeutet, dass Scherkrafte, die
durch die Rotation entlang der inneren Schlauchschleifenwande entstehen, einen
erheblich negativen Einfluss auf die Funktion der Blutplattchen ausiben. Wie van
Oeveren et al. bereits in ihrer Arbeit beschrieben haben, kdnnte die Ursache in
der systembedingt verringerten Anzahl von Blutplatichen sowie in der durch
Scherkrafte induzierten Artefakten liegen, die sich auf die Blutbestandteile und
die Blutplattchenaggregation auswirken (van Oeveren, Tielliu et al. 2012).

Die Ergebnisse von In-vitro-Experimenten zur Thrombozytenaktivierung zeigen,

dass das oberflachenexprimierte CD62P ein empfindliches Maf fur die durch
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mechanische Scherung induzierte Thrombozytenaktivierung darstellt (Hidiatov,
Gaupp et al. 2023).

Das Chandler-Loop-System ist ein gut geeignetes dynamisches Flussmodell, das
hauptsachlich zur Hamokompatibilitatsprafung verschiedener Stents in der
Kardiologie und Angiologie verwendet wird (Christensen, Larsson et al. 2006,
Sinn, Scheuermann et al. 2011). Aber es bleibt dabei, dass es sich nur um ein
Modell mit Einschrankungen und Limitationen handelt. Einer der Nachteile dieses
Systems ist vor allem der kontinuierliche Blut-Luft-Kontakt, der eine
Thrombozyten-Leukozyten-Aggregation sowie Scherkrafte induziert (Thorsen,
Klausen et al. 1993, Ritz-Timme, Eckelt et al. 1998, Culp, Porter et al. 2003).
Der zweite Nachteil ist die Begrenzbarkeit in der Drehzahleinstellung. Daher ist
es leider nicht mdglich Bedingungen mit noch héherer Scherbelastung, wie etwa
bei einer vv. oder va. ECMO, zu erzeugen.

Auch wenn die Methoden begrenzt sind, zeigen die Ergebnisse, wie empfindlich
die Blutplattchen auf Veranderungen der auReren Umgebung sowie in Bezug auf
die verschiedene rheologische Bedingungen reagieren.

Als Beweis daflr dient erneut die in Kapitel 3.5.1 und 3.5.2 dargestellte
prospektive klinische Studie, in der die Aktivierung von Thrombozyten mittels
Durchflusszytometrie bei Patienten vor und nach Implantation der vv. und va.
ECMO wahrend einer Zeitspanne von 10 Tagen untersucht wurde. Die
Ergebnisse zeigen einen signifikanten Sekretionsdefekt von a- und d-Granula in
den beiden Gruppen. Geisen et al. zeigten zuvor ahnliche Ergebnisse bei
Patienten, die sich unterschiedlichen VAD-Therapien unterzogen haben (Geisen,
Brehm et al. 2018).

Bei der Uberpriifung, ob die Thrombozytenfunktionsstérung durch die Aktivierung
von Endothelzellen verursacht wurde, wurde die Konzentrationen vom I6slichen
P-Selectin im Plasma gemessen.

P-Selectin ist ein Plasmamembran-Glykoprotein, das eine entscheidende Rolle
bei der Adhasion von Blutplattchen an Monozyten und Neutrophilen spielt. P-

Selectin wird in den a-Granula von Blutplattchen und den Weibel-Palade-
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Korperchen von Endothelzellen gespeichert (Sharda and Flaumenhaft 2018). Bei
der Zellaktivierung wird das gespeicherte P-Selectin schnell an die Zelloberflache
mobilisiert und spater in die intrazellularen Kompartimente zurtckgefuhrt. Ohne
Endothelaktivierung sind Blutplattchen die Hauptquelle fur zirkulierendes sP-
Selectin, was dieses Protein zu einem zuverlassigen Marker fur die

Thrombozytenaktivierung in vivo macht (Ferroni, Martini et al. 2009).

Somit deuten die in unseren Experimenten festgestellten erhdhten sP-Selectin-
Konzentrationen im Plasma eindeutig darauf hin, dass eine verringerte
Thrombozytenreaktivitat durch ECMO-induzierte Thrombozytenaktivierung und —

~erschopfung“ verursacht wurde.

In der Studie konnte man bereits einen Anstieg des sP-Selectins bei Patienten
vor der ECMO-Implementierung bzw. in den ersten 12 Stunden unter dieser
beobachten. Als modgliche Ursachen kdonnte zum einen die zugrunde liegende
Erkrankung (koronare Herzerkrankung, Herzinsuffizienz) sowie die zusatzliche
Scherbeanspruchung eine Degranulation des a-Granula induzieren, was
anschlieend spater zu einer verminderten Granula-Exozytose als Reaktion auf
die In-vitro-Agonisten geflihrt habe (Ridker, Buring et al. 2001).

Es koénnte beispielsweise der kardiogene Schock in Folge einer bereits zuvor
bestehenden schwersten koronaren Herzerkrankung fur den erhéhten Wert am
Tag 0 verantwortlich sein (Tscharre, Wittmann et al. 2022). Das gleiche Verhalten
von sP-Selektin zeigte die Studie von Zhou et al. aus dem Jahre 2013. In dieser
wurden die APL-Gerate (artificial pump-lung) den Schafen implantiert, die fur
Atemunterstitzung bis max. 30 Tage sorgten. Wahrend des 30-tagigen
Studienzeitraums gab es in der Gerate- und der Scheingruppe keine drastische
Veranderung des oberflachen-exprimierten CD62P, mit Ausnahme des Anstiegs
der sP-Selectin-Konzentration der Gerategruppe im Vergleich zum
Ausgangswert (Zhou, Niu et al. 2013).

Es ist interessant festzustellen, dass das oberflachen-exprimierte CD62P mit

dem l6slichen P-Selectin weiterhin empfindlich gegenuber chemisch induzierter
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Thrombozytenaktivierung durch ADP und Thrombin war. Es ist bekannt, dass P-
Selectin-Molekule auf der Blutplattchenoberflache in weniger als 2 Stunden aus
dem Blutkreislauf entfernt werden kdnnen, was gleichzeitig zu einem Anstieg der
I6slichen P-Selectin-Konzentration fuhrt (Michelson, Barnard et al. 1996). Es
wurde durch mehrere Studien belegt, dass sP-Selektin zu dem Zeitpunkt anstieg,
als Oberflachen-P-Selektin im klinischen Umfeld beispielweise wahrend einer
Operation unter Verwendung eines kardiopulmonalen Bypasses zu sinken
begann (Ferroni, Pulcinelli et al. 1999, Gritters-van den Oever, Schoorl et al.
2009).

Die Beobachtung des P-Selectin-Verhaltens steht ebenfalls im Einklang mit den
frGheren Berichten Uber den P-Selectin-Ausstol} aus aktivierten Blutplattchen im
Korperkreislauf (Ushiyama, Laue et al. 1993, Berger, Hartwell et al. 1998, Leytin,
Allen et al. 2004).

Die Ergebnisse der In-vitro-Experimente zur Thrombozytenaktivierung legen
nahe, dass P-Selectin-Molekule auf der Oberflache aktivierter Thrombozyten
durch mechanische Krafte leichter als I6sliches P-Selectin abgespalten werden
konnen, wahrend sie nach der chemisch induzierten Aktivierung teilweise auf der
Thrombozytenoberflache noch verbleiben.

Die Reduktion von sP-Selektin unter der va. ECMO am Tag 6 kdnnte wiederum
als Zeichen klinischer Verbesserung der Hamodynamik unter ECC bedeuten
(Muthiah, Connor et al. 2016).

Wahrscheinlich weist |6sliches P-Selectin nach der ECMO-Implantation nicht auf
ein  hoheres Blutungs- oder Thromboembolierisiko hin und ist flr

Langsschnittmessungen nicht wirklich geeignet.

Der Mepacrin-Assay wurde in der Studie zusatzlich als Methode zur Uberpriifung
und Beurteilung des Vorhandenseins sowie der Sekretion dichter Granula
verwendet. Man konnte damit eine signifikant verringerte Mepacrinfreisetzung als
Reaktion auf die Thrombinstimulation bei Chandler-Loop-Proben im Vergleich zu
gesunden Kontrollpersonen nachweisen (Cai, Mullier et al. 2016, Hidiatov,
Gaupp et al. 2023). Da CD63 in 0-Granula enthalten ist und bei
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Thrombozytenaktivierung an die Oberflache verlagert wird, konnte eine
Kombination aus erhohter CD63-Basisexpression und einer verringerten
Mepacrin-Freisetzung auf erworbene &-Granula-Sekretionsdefekte hinweisen
(Shen and Frenkel 2007). Dieses Phanomen kdnnte ein weiterer Faktor sein, der
zu einem erhohten Blutungsrisiko bei ECMO-Patienten beitragt.

In der Studie von Ivar van Asten et al. wird zudem Uber einen hohen negativ
pradiktiven Wert fur den Mepacrin-Fluoreszenzassay berichtet, was noch einmal
darauf hindeutet, dass Mepacrin-Methode zum Ausschluss von ©&-SPD
verwendet werden kann (van Asten, Blaauwgeers et al. 2020).

Die Mepacrinmethode weist aber dennoch mindestens zwei Nachteile auf: Das
Experiment muss hierbei innerhalb von 6 Stunden nach der Blutentnahme
durchgefuhrt werden und der Mepacrin-Test weist nur eine maflige Sensitivitat
von 76 % und Spezifitdt von 83 % fiur den Nachweis eines
Degranulationsdefektes von d-Granula (van Asten, Blaauwgeers et al. 2020).
Daher sollte dieser Assay nicht isoliert zur Diagnose von &-SPD eingesetzt

werden.

Wenn man sich den klinischen Daten wie Blutungen und Thrombosen zuwendet,
erkennt man in beiden Gruppen (vv. und va. ECMO) eine Tendenz zu einem
Zusammenhang zwischen Blutungen und einer verminderten Aktivierbarkeit von
Thrombozyten. Auch die Blutungsereignisse nahmen von Tag 0 bis Tag 10 zu,
mit einem Maximum am Tag 6, wahrend die Haufigkeit von NR allerdings stabil
blieb. Bezogen auf die Gesamtzahl der NR/LR in der jeweiligen ECMO-Kohorte
und an dem jeweiligen Tag kommt es bei Patienten zu mehr Blutungsereignissen
unter va. im Vergleich zu vv. ECMO. (Abb. 14 A-D)

Als eine mdgliche Erklarung der vermehrten Blutungsereignissen allgemein unter
ECMO, unabhangig von der Kanulierung (va. oder wvv.), ware die
Thrombozytopenie zu erwahnen, die fast alle der ECLS-Patienten gemeinsam
haben. Die Thrombozytopenie bei ECMO-Patienten steht im Einklang mit
friheren Berichten und es wurde auch damals vermutet, dass sie zu

Blutungskomplikationen zusatzlich beitragt (Abrams, Baldwin et al. 2016,
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Thomas, Kostousov et al. 2018). Zu den Ursachen einer Thrombozytopenie
gehoren die Grunderkrankung (z. B. Sepsis), die Aktivierung von Blutplattchen,
Adhasion und Verlust im extrakorporalen Kreislauf sowie Hamodilution
(Malfertheiner, Philipp et al. 2016). Das Risiko schwerer Blutungen bei ECMO-
Patienten, die nur an einer Thrombozytopenie leiden, kann durch die in unserer
Studie dokumentierten Thrombozytenfunktionsstérung erheblich erhdht sein
(Jiritano, Serraino et al. 2020, Hidiatov, Gaupp et al. 2023).

Interessanterweise zeigt eine Studie von Siegel et al, dass bei den meisten
untersuchten Parametern der Thrombozytenfunktion auch nach der ECMO-
Explantation Anzeichen einer Thrombozytendysfunktion teils weiterhin bestehen,
was darauf hindeutet, dass die Thrombozyten nach der ECMO-Therapie noch
einige Zeit in einem dysfunktionalen Zustand bleiben (Siegel, Chalupsky et al.
2022). Medizinisches Personal sollten sich dartber im Klaren sein, dass
Patienten auch nach Absetzen der ECMO weiterhin ein erhebliches

Blutungsrisiko tragen konnen.

Bezlglich der Thromboseereignisse gab es bei vw. ECMO maximal zwei
Patienten in der NR/LR-Gruppe und keinen in der Responder-Gruppe, die eine
klinisch manifeste Thrombose aufwiesen. (Abb. 14 E, G) In keiner der beiden
ECMO-Gruppen kam es wahrend des Zeitraums von 10 Tagen zu einem Anstieg
thrombotischer Ereignisse. Insbesondere in der va. ECMO+NR/LR-Gruppe
konnte ein leicht stetiger Anstieg thrombotischer Ereignisse beobachtet werden.
(Abb. 14 F, H) Bei den Respondern war kein klares Zuwachsmuster an
Thromboembolien erkennbar. Insgesamt weisen die va. ECMO-Patienten im
Durchschnitt etwa 8 % mehr Thrombosen auf als die vv. ECMO-Patienten, was
ebenfalls bereits zwei weitere Studien belegen konnten (Fuchs, Berg et al. 2018,

Mansour, Roussel et al. 2020).

Unsere Studie ist auch nicht ohne Einschrankungen. Aufgrund des
Beobachtungscharakters der Studie kann man keinen kausalen Zusammenhang
zwischen Thrombozytenfunktionsstérung nach der ECMO-Explantation

feststellen. Dies kénnte durch die Hinzufligung eines Zeitpunkts nach ECMO-
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Therapie untermauert worden sein, der in dieser Studie nicht bertcksichtigt
wurde. Dartber hinaus kann die Thrombozytenfunktion bei ECMO-Patienten
durch eine Reihe verschiedener Faktoren beeinflusst werden, darunter die
Grunderkrankung, die Medikation und die Kanulierungsstrategie. Aufgrund der
relativ geringen StichprobengrofRe waren die Moglichkeiten einer multivariaten

Analyse und einer Subgruppenanalyse jedoch begrenzt.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass Blutplattchen von ECMO-Patienten
eine schwere Funktionsstorung aufweisen, die bei Patienten zu
Blutungskomplikationen und schlechtem Outcome flhrt.

Daruber hinaus wurde in beiden Untergruppen der Studienpopulation erstmals
ein Defekt der Thrombozytensekretion detektiert. Das bedeutet, wir stellten
sowohl bei Patienten mit va. als auch mit vwv. ECMO eine stark verringerte
Expression von CD62 und CD63 fest. Diese Pathologien stellen eine schwere
Thrombozytenfunktionsstérung dar. Die Thrombozytendysfunktion fihrt zu einer
erheblich beeintrachtigten Hamostase und kann teilweise die hohe Inzidenz

spontaner Blutungen wahrend der ECMO-Therapie erklaren.

Durch die vorliegende Studie konnte gezeigt werden, dass Scherstress einen
direkten Einfluss auf die Thrombozytendegranulation in mechanisch
unterstitzten Kreislaufsystemen aufweist. Die durch ECMO erzeugter nicht
physiologischer Scherstress induziert Thrombozytenaktivierung und verursacht
wiederum a-, &- bzw. Lysosomen-Granula-Defekte in Thrombozyten. Das fuhrt
dann zu einer erhdhten Adhasion an Fibrinogen, Kollagen und von Willebrand-
Faktor (Chen, Zhang et al. 2020).

AuRerdem deuten die obigen Daten daraufhin, dass Blutungen und Thrombosen
bei ECMO multifaktoriell sind und dass in Zukunft weitere Studien erforderlich
sind, um die genauen Mechanismen zur Vorbeugung und Behandlung von

Blutungen und Thrombosen unter ECC-Systemen zu identifizieren.
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5 Zusammenfassung

Die extrakorporale Zirkulation wird haufig bei Intensivpatienten mit
eingeschrankter Lungen- oder Herzfunktion eingesetzt. Obwohl ECC eine
lebensrettende Therapieoption ist, ist dieses mit einem erhéhten Risiko fur
Blutungen und Thrombosen verbunden. Die Behandlung von Blutungen und
thromboembolischen Ereignissen bei ECC-Patienten stellt immer noch eine
Herausforderung dar, was teilweise auf den Mangel an Informationen Uber die
pathophysiologischen Veranderungen der Hamostase und der
Thrombozytenfunktion wahrend des Eingriffs zurtckzufuhren ist. Mithilfe einer
Kombination aus einem Ex-vivo-Modell flr Scherspannung und einer
empfindlichen und benutzerfreundlichen Labormethode lieR sich die
Funktionsfahigkeit der Blutplattchen wahrend der ECC analysieren.

Nach der Scherspannungssimulation in einem Ex-vivo-ECC-Modell mit
geschlossenem Regelkreis konnte eine signifikant verringerte Reaktion von a-
Granula nach Aktivierung mit ADP und TRAP-6 sowie eine deutlich verringerte
CD63-Expression nach Aktivierung mit TRAP-6 nachgewiesen werden. Zudem
war die Aufnahme von Mepacrin im Ex-vivo-Scherspannungsmodell ebenfalls

deutlich reduziert.

Bei Patienten unter venovendser und venoarterieller ECMO zeigte sich nach
Stimulation mit ADP und TRAP-6 am Tag 1, 6 und 10 auch eine beeintrachtigte
CD62P-Degranulation im Vergleich zu den gesunden Spenderproben. Es wurde
jedoch kein signifikanter Zusammenhang zwischen der Degranulation der
Blutplattchen und dem Auftreten von Blutungen oder thromboembolischen

Ereignissen beobachtet.

Der in der Arbeit verwendete Vollblut-Durchflusszytometrieassay mit sofortiger
Fixierung sowie anschliel3ender Lagerung bis zu 72 Stunden stellt eine sensitive
und einfach anwendbare Methode zur Bestimmung des

Thrombozytenaktivierungsstatus dar und die Daten bestatigen, dass erhohte
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Scherstressbedingungen unter ECC zu einer deutlich beeintrachtigten

Degranulation der Thrombozyten fihren kénnen.
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