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1. Abstract/Zusammenfassung

Abstract

Influence of activated macrophages on level of fibrosis and potential weaning of

Ventricular Assist Device

Objectives

Left Ventricular Assist Device (LVAD) therapy is used as a bridge to transplantation. But
due to the lack of donor hearts, LVADSs are increasingly used as destination therapy.
Elevated levels of interstitial fibrosis (IF) often correspond with decrease of left
ventricular function. The development of IF is induced by the innate immune system

through stimulation of alternatively activated macrophages (M2).

Ventricular unloading promotes a myocardial recovery in up to 8% of patients, although
the pathophysiology is still not known. Reliable clinical biomarkers for the prediction of

myocardial recovery have not been identified yet.

Investigated were the effects of LVAD therapy on a subset of macrophages in
correlation to gender and age of the individuals, time on assist and outcome (weaning,

death or heart transplantation (HTX)).

Material and Methods

Formalin-fixed paraffin-embedded tissue sections from the site of LVAD implantation at
the left ventricular apex of 12 terminal heart failure patients (5 females, age rangel-60
years) with dilated cardiomyopathy (DCM) between 01/2010 and 10/2013 were
examined. Patients were separated into two groups with regard to their outcome on
LVAD therapy. Domino Heart transplantation was carried out in 10 patients (3 female,
age 1-60 years, 7 male, age 2-61), a 1-year-old female patient was successfully
weaned from the device and another female patient (32 years) decease during the
follow-up period. Investigated was the level of IF on Sirius red stained formalin-fixed
paraffin-embedded tissue sections using a digital software. The level of interstitial
macrophages, as assessed on immunohistochemistry (CD68, CD163, CD14, stabilin-1)
using eyeballing, and the level of IF in the apical myocardium were compared to those



in left ventricular myocardium from the explanted heart at time of transplantation or

autopsy, or myocardial tissue harvested during weaning from the device.

Results

Univariate analysis (Wilcoxon rank test) demonstrates that the level of macrophages
decreases consistently following mechanical unloading of the left ventricle. This was
coherent for the macrophage type supporting chronic (ongoing) inflammation (stabilin-1)
and the immunohistochemical phenotype of freshly infiltrating macrophages (CD14,
CD163), although statistical significance was closely missed. The opposite finding was

detected for the pure IF, which showed unvarying increased levels (p=0.07).

Conclusion

Interstitial macrophages emerge to promote cardiac remodeling, although mechanical

unloading seems to reduce their amount.

The current study failed to identify a specific macrophage subtype appropriate to predict

the outcome and the weaning of LVAD.
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Zusammenfassung

Die Auswirkung des angeborenen Immunsystems am Beispiel von
Makrophagenpopulationen auf das potentiell reversible kardiale Remodeling als
pradiktiver Marker fir das Weaning von mechanischen

Kreislaufunterstitzungssystemen.

Einleitung

Linksventrikulare mechanische Kreislaufunterstitzungssysteme (LVAD) werden mit
dem Therapieziel der Uberbriickung bis zur Herztransplantation (HTx) eingesetzt.
Aufgrund des Spenderherzenmangels und bei Patienten, die keine HTx-Kandidaten

sind, werden LVAD zunehmend als ,Destination Therapy*“ implantiert.

Erhdhte Niveaus an interstitieller Fibrose (IF) gehen mit einer Verschlechterung der
Linksherzfunktion einher. Die Bildung von IF wird durch die Stimulation von alternativ
aktivierten Makrophagen (M2) gefordert. Bei ca. 8 % der Patienten tritt durch die
mechanische Entlastung eine myokardiale Erholung mit potentieller Entw6hnung

(Weaning) vom LVAD ein.

Die Pathophysiologie der Myokarderholung ist nicht abschlielend verstanden und

verlassliche klinische Weaning-Biomarker fehlen.

In dieser Arbeit wurden die Auswirkungen der LVAD-Therapie auf verschiedene
Makrophagenpopulationen und Fibroseniveaus untersucht. Die Messungen wurden in
Korrelation zu Geschlecht, Alter, Therapiedauer und Ergebnis der LVAD-Therapie

(Weaning, Tod, Transplantation) gesetzt.

Methoden

Untersucht wurden formalinfixierte und paraffineingebettete Praparate vom
linksventrikularen Apex von 12 Patienten mit terminaler Herzinsuffizienz (5 Frauen,
Altersspanne 1-60 Jahre, 7 Manner, Alterspanne 2-61 Jahre) bei dilatativer
Kardiomyopathie zwischen 01/2010 und 10/2013. Je nach Ausgang der LVAD-Therapie
wurden die Patienten in zwei Kollektive eingeteilt. Bei 10 Patienten (3 Frauen,
Altersspanne 1-60 Jahre, 7 Manner, Alterspanne 2-61 Jahre) wurde eine Domino-
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Herztransplantation durchgefuihrt, eine einjahrige, weibliche Patientin konnte vom LVAD
entwohnt werden und eine 32-jahrige Patientin verstarb innerhalb des
Untersuchungszeitraums. Mit Hilfe einer digitalen Analysesoftware flir das Mikroskop
wurde das Niveau der IF an Sirius rot gefarbten Schnittpraparaten sowie die Anzahl an
immunhistochemisch markierten interstitiellen Makrophagen (CD68, CD163, CD14,
Stabilin-1) untersucht. Die Schnittpraparate vom linksventrikularen Herzapex wurden
mit denen verglichen, die vom linken Herzventrikel zum Zeitpunkt von Transplantation,

Tod oder Weaning vom LVAD gewonnen wurden.

Ergebnisse

Die univariate Analyse (Wilcoxon Rank Test) zeigt, dass unter mechanischer Entlastung
des linken Ventrikels die Anzahl an Makrophagen kontinuierlich abnimmit.

Das trifft auf den Makrophagentyp zu, der die chronische Entziindungsreaktion
(Stabilin-1) unterstitzt, wie auch auf die Subtypen der frisch infiltrierenden
Makrophagen der Akutreaktion (CD14, CD163), obwohl die statistische Signifikanz nur
knapp verfehlt wurde. Das entgegengesetzte Ergebnis fand sich fur das Niveau der

reinen IF, die unter LVAD-Therapie zunahm (p = 0,07).

Schlussfolgerung

Interstitielle Makrophagen scheinen die herzspezifischen Umbauprozesse (Cardiac
Remodeling) zu unterstitzen, obwohl unter LVAD-Therapie die Anzahl der aktivierten

interstitiellen Makrophagen abnahm.

Der vorliegenden Untersuchung ist es nicht gelungen, einen spezifischen

Makrophagensubtyp als Weaning-Marker zu identifizieren.
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2. Einleitung und Fragestellung

2.1 Gesundheitsokonomie und Problematik des Organspendermangels

Gesundheitsbkonomisch ist die Herzinsuffizienz eine bedeutende Erkrankung oder
vielmehr ein komplexes klinisches Syndrom mit steigender Préavalenz und hohen
Hospitalisierungs- und Mortalitatsraten, denen nur begrenzte therapeutische

Maoglichkeiten gegentberstehen.

Allein im Jahr 2006 wurden rund 317 000 Patienten in Deutschland mit der Diagnose
einer Herzinsuffizienz stationar im Krankenhaus behandelt, damit ist sie noch vor der
koronaren Herzerkrankung die haufigste zu einem Krankenhausaufenthalt filhrende
Diagnose. Mit 48 954 Verstorbenen (5,7 % aller Todesfalle) war sie im Jahr 2009 die
dritthaufigste Todesursache in Deutschland, noch vor den Tumorerkrankungen.
Insgesamt ist die terminale Herzinsuffizienz die haufigste Todesursache in den

entwickelten Industrielandern [1].

Die Einjahresletalitat betragt bei der Herzinsuffizienz NYHA Klasse IlI-IV 25-50 % und
die Funfjahresletalitat ca. 70 % [2].

Sind die konservativen Therapieoptionen wie ACE-Hemmer, Betablocker, Diuretika und
kardiale Resynchronisationstherapie ausgeschopft, bleibt die Herztransplantation
weiterhin der Goldstandard fur Patienten mit terminaler Herzinsuffizienz, da sie bessere
Ergebnisse in den Ein- und Zweijahresiberlebensraten als die VAD-Therapie
(Ventricular Assist Device) aufweist [2]. Allerdings besteht, nicht nur in Deutschland,
eine zunehmende Diskrepanz zwischen Patienten, die auf der Warteliste stehen, und
der Anzahl an zur Verfiigung stehenden Spenderherzen. Der Jahresbericht 2019 von
Eurotransplant in Leiden verdeutlicht das Dilemma in Bezug auf Verfigbarkeit und
Nachfrage an Spenderorganen, in dem sich die Herztransplantationschirurgie befindet
[3]. Fur Deutschland belegt die Verlaufsstatistik, verglichen in den Jahren 2010-2017,
einen allgemeinen Rickgang von Herzorganspenderzahlen mit einem signifikanten
Tiefpunkt im Jahr 2017. Erfreulicherweise werden in den Jahren 2018 und 2019
steigende Organspenderzahlen in Deutschland beobachtet.

Trotz dieses positiven Trends gibt es nach wie vor einen Organspendermangel, wie an

den Zahlen von 2019 von Eurotransplant Leiden abzulesen ist, wo ein allgemeiner
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Ruckgang der transplantierten Herzen von 2001 bis 2017 in Deutschland auffallig ist
(Grafik 1) [3].
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Grafik 1. Anzahl an verstorbenen Spendern, deren Herzen fur eine Transplantation verwendet wurden
(2001-2019, nach Spenderland, violett-Deutschland, griin-Belgien, orange-Osterreich, hellblau-

Niederlande, dunkelblau-Ungarn, gelb-Slowenien, grau- sonstige EU-Staaten)

Auszug aus Quelle: Annual Report 2019. Eurotransplant, Leiden, Niederlande, chapter 2.1.6, p12
Gleichzeitig nahm die Anzahl der Patienten in Deutschland, die von 2001 bis 2019 auf

der aktiven Warteliste fiir eine Herztransplantation bei Eurotransplant in Leiden gelistet
waren, von 2001 bis 2011 kontinuierlich zu (Grafik 2).

14



1100 -
1000 -
900 -
800 -
700 -
600
500
400 A
300 -
200 -

100 — = ¢'—
2 S
S ——

Grafik 2. Aktive Warteliste fur eine Herztransplantation bei Eurotransplant nach Landern 2001-2019,
(violett-Deutschland, griin-Belgien, orange-Osterreich, hellblau-Niederlande, dunkelblau-Ungarn, gelb-

Slowenien)

Auszug aus Quelle: Annual Report 2019. Eurotransplant, Leiden, Niederlande, chapter 2.9.5, p25

Aus der aktuellen Leistungsstatistik 2019 der Deutschen Gesellschaft fur Thorax-, Herz-
und Gefalichirurgie (DGTHG) ist zu entnehmen, dass im Jahr 2017 mit nur 257
transplantierten Spenderherzen eine nochmalige Abnahme der durchgefiihrten
Transplantationen zu verzeichnen ist und damit ein weiterer Tiefstand an
durchgefihrten Transplantationen der letzten 25 Jahre erreicht ist (Grafik 3). Fir das
Jahr 2019 findet sich zwar ein erfreulicher Anstieg auf 333 transplantierte Herzen,
dennoch besteht nach wie vor eine hohe Diskrepanz zwischen Bedarf und zur
Verfligung stehenden Spenderherzen [4]. Dies ist zum einen auf den Rickgang an

Spenderherzen zuriickzufiihren und zum anderen auf den innovativen Einsatz von VAD

[5].
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Grafik 3. Quelle: Aus der Leistungsstatistik der DGHTG 2019: Anzahl der Herztransplantationen in
Deutschland von 2009-2019.

Gleichzeitig ist die Einjahressterblichkeit der Patienten, die auf der Eurotransplant-
Warteliste flr eine Herztransplantation mit dem Status High Urgency (HU) stehen, mit
13 % im Jahr 2019 sehr hoch [3].

Dies ist bedingt durch die lange Wartezeit der Patienten, die selbst im HU-Status
abhangig von der Blutgruppe mehrere Monate meist auf der Intensivstation mit zum Teil
hochdosierter Katecholamintherapie warten missen, verbunden mit rezidivierenden

Dekompensationen und schweren Endorganschaden.

Verscharft wird das Problem der hohen Sterblichkeit auf der
Herztransplantationswarteliste durch den Umstand, dass die Anzahl der neu gelisteten
Patienten in den letzten Jahren zugenommen hat. So standen im Jahr 2019 in
Deutschland 722 Patienten auf der aktiven Warteliste bei 559 jahrlichen
Neuregistrierungen und nur 333 durchgefuhrten Herztransplantationen in Deutschland
[3]. Im Jahr 2013 standen im Vergleich dazu 568 Patienten auf der aktiven Warteliste
bei 570 durchgefiihrten Transplantationen und zu dieser Zeit war das Angebot-

Nachfrage-Verhaltnis gedeckt [6].

Festzuhalten ist, dass die Inzidenz- und Prévalenzrate der terminalen Herzinsuffizienz
in den letzten Jahren kontinuierlich zugenommen hat, einer zurtickgehenden
Spenderbereitschaft fur Herzen aber gegenibersteht. Griinde hierfir sind eine
steigende Lebenserwartung, einhergehend mit einem immer alter werdenden

Patientenklientel, das komplexere Krankheitsbilder mit sich bringt [1].
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So betragt die Pravalenz der chronischen Herzinsuffizienz etwa 10 % bei den Uber 70-
jahrigen Patienten. An vielen Transplantationszentren gilt dieses Alter jedoch alt Cut-off-

Wert fur die Evaluation zur Herztransplantation [7].

Spenderherzen sind rar und praktikable Losungen sind gefragt. Folge des Mangels ist,
dass ,marginale“ Spenderorgane notgedrungen akzeptiert werden missen, so dass
mittlerweile eine Verschlechterung der Kurz- und Langzeitergebnisse bei Patienten

nach einer Herztransplantation auszumachen ist [8].

Die Langzeitergebnisse der Herztransplantation sind bei guter Lebensqualitat und
Leistungsfahigkeit mit einer Funfjahrestiberlebensrate von ca. 75 % zufriedenstellend,

dennoch stehen nach wie vor zu wenig Spenderorgane zur Verfligung [9].

Auswertungen der American Heart Association (AHA) belegen, dass in den Vereinigten
Staaten von Amerika rund 5 Millionen Menschen an einer Herzinsuffizienz leiden, mit
einer jahrlichen Steigerung von 550 000 neu diagnostizierten Fallen. An einer
terminalen Herzinsuffizienz leiden in den USA schatzungsweise 500 000 und weltweit

2,2 Millionen Menschen, mit einer Einjahresiberlebensrate von 50 %.

In den Vereinigten Staaten von Amerika werden 2400 Herztransplantationen jahrlich
durchgeflihrt bei 4 000 Patienten, die auf der aktiven Warteliste stehen [10, 11].

Global betrachtet bekommt der Mangel an Spenderorganen noch einmal eine andere
Dimension: so stehen weltweit rund 30 000 jahrlich zur Herztransplantation gelistete
Patienten nur 3 500 durchgefiihrte Herztransplantationen gegenuber [12].

2.2 Ventricular Assist Devices

2.2.1 Dauerhafte implantierbare mechanische Kreislaufunterstiitzung — eine

Alternative zur Herztransplantation

Der Mangel an Spenderorganen ist ein Stimulus fur die Entwicklung von alternativen
Verfahren zur Herztransplantation und fir die intensive Beschaftigung mit

Kreislaufunterstitzungssystemen.

Durch die technischen Verbesserungen, die rasante Weiterentwicklung der Geréate vor

allem im Bereich der langfristigen permanenten mechanischen Kreislaufunterstiitzung
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und den nachgewiesenen Erfolg der Linksherzunterstiitzungssysteme (LVAD) mit
Einjahresitberlebensraten von bis zu 86 % stellen die implantierbaren dauerhaften
Kreislaufunterstitzungssysteme eine adaquate Alternative zur Herztransplantation in
der Therapie der terminalen Herzinsuffizienz dar, wenn die klinische Verschlechterung
der Herzfunktion das Leben des Patienten bedroht [10, 13].

Auf der Suche nach Losungen erlebten die voll implantierbaren, wartungsarmen und mit
verringerten Thrombogenitatseigenschaften versehenen LVAD mit kontinuierlichem
Fluss eine steigende Verwendung in der Therapie von Patienten mit terminaler

Herzinsuffizienz.

So wurden im Jahr 2019 in Deutschland 953 mechanische
Kreislaufunterstiitungssysteme implantiert und tGberschritten damit weit die Anzahl an
im gleichen Jahr durchgefuhrten Herztransplantationen von 333 (Grafik 4) [4].
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Grafik 4. Quelle: German Heart Surgery Report 2019. Beckmann et al: Anzahl der Implantationen von

mechanischen Kreislaufunterstiitzungssystemen in Deutschland von 2010-2019

Auch in den jahrlichen Statistiken der Deutschen Gesellschaft fur Thorax-, Herz- und
Gefalichirurgie (DGTHG) ist der Trend hin zu implantierten
Kreislaufunterstitzungssystemen deutlich erkennbar. So ist kontinuierlich bis zum Jahr
2017 ein jahrlicher Anstieg von implantierten Kreislaufunterstiitzungssystemen
auszumachen. Dabei machen mit 97 % im Jahr 2019 mehrheitlich die links- und

rechtsventrikularen Unterstitzungssysteme den Hauptanteil aus [4].
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Eine @hnliche Entwicklung findet auch in den Vereinigten Staaten von Amerika statt, wo
die Interagency Registry for Mechanically Assisted Circulatory Support INTERMACS),
ein nationaler Zusammenschluss unter anderem der U.S. Food and Drug Administration
(FDA), des National Heart, Lung and Blood Institute (NHLBI) und des Center for
Medicare and Medicaid Services (CMS), die Entwicklungen und Ergebnisse, die im
Zusammenhang mit den mechanischen Kreislaufunterstiitzungssystemen stehen,
aufzeichnen und vierteljahrlich verdéffentlichen. Beispielhaft findet sich in der
Vero6ffentlichung von 2014 ein rapider Anstieg an Implantationen von nicht pulsatilen
und voll implantierbaren linksventrikularen Unterstitzungssystemen und eine deutliche

Zunahme der Therapieoption Destination Therapy (Dauerlésung) [10].

Seit dem Pilotversuch fur den Heartmate 1l LVAD (Abott) im November 2003 und der
Zulassung des Heart Mate I, einem Linksherzunterstiutzungssystem mit
kontinuierlichem Fluss, durch die FDA wurden nach dem achten jahrlichen
INTERMACS Report von 2017 in den USA zwischen 2006 und 2016 mehr als 22 866
Kreislaufunterstitzungssysteme implantiert und wie in Europa damit die Anzahl an

durchgefuhrten Herztransplantationen bei weitem tbertroffen [14].

Neben dem Fehlen von Spenderorganen liegen die Grinde hierflr unter anderem darin,
dass in zahlreichen Studien die Uberlegenheit der LVAD-Therapie gegeniiber einer
optimalen medikamentdsen Therapie gezeigt werden konnte bei einer verbesserten

Lebensqualitat und bei einer LVAD-Langzeitanwendung [15-20].

Aufgrund der Miniaturisierung der Geréte, ihrer leichteren Implantierbarkeit, der
geringen Komplikationsraten sowie den zahlreichen Untersuchungen, die belegen, dass
ein unphysiologischer kontinuierlicher Blutfluss keine wesentlichen Nachteile fur den
Organismus hat, sind die LVAD der zweiten und dritten Generation mittlerweile die
Therapie der ersten Wahl, wenn eine Uberbriickung bis zur Herztransplantation

erforderlich ist oder eine Kontraindikation flr eine Herztransplantation vorliegt [21-25].

Daher werden mechanische Kreislaufunterstiitzungssysteme heutzutage sehr
erfolgreich auch langerfristig eingesetzt und Patienten, die nicht mehr fur eine
Herztransplantation gelistet werden kdnnen, dauerhaft mit einem VAD versorgt [26-28].
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Diese Patienten werden wiederum nicht auf die Warteliste fir ein Spenderherz gesetzt,
was sinkende Zahlen von Neuanmeldungen fiir die Spenderwarteliste in den letzten

Jahren zur Folge hatte.

2.2.2 Mechanische Kreislaufunterstitzungssysteme

Die ersten VAD-Systeme waren nicht fur die Langzeitanwendung konzipiert. Sie hatten
einen pulsatilen Blutfluss, waren grof3 und wiesen nicht unerhebliche technische Méangel
auf. Der fortbestehende Mangel an Organspendern beschleunigte die technische
Verbesserung der Systeme. Heute sind die Gerate miniaturisiert, voll implantierbar,
weniger thrombogen und weisen eine langere Haltbarkeit auf [8]. Aktuelle Forschungen
widmen sich dem Problem der Drive-Line-Infektionen (Antriebsleitung) sowie der

Entwicklung einer transdermalen Stromversorgung.

Unterschieden wird heute zwischen der vollstandigen Herzunterstutzung (Total Artificial
Heart, TAH) und der uni- oder biventrikularen Unterstitzung, fir die linksventrikulare
(LVAD), rechtsventrikulare (RVAD) und biventrikulare (BVAD) Unterstitzungssysteme

zur Verfigung stehen.

Ferner unterscheidet man zwischen extrakorporalen mit pulsatilem Blutfluss und voll

implantierbaren Systemen mit kontinuierlichem Blutfluss.

Obwohl die Herzinsuffizienz meist beide Ventrikel betrifft, ist bei den meisten Patienten
eine Unterstitzung des linken Ventrikels ausreichend, die mit einer niedrigeren
Infektionsrate bei einer besseren Lebensqualitat verbunden ist [29, 30].

Der Auswahl der Unterstitzungssysteme liegen verschiedene Therapiekonzepte
zugrunde, so lasst sich beispielsweise bei einem biventrikularen Versagen ein
linksventrikulares Assist Device durch ein temporares RVAD ergdnzen, bis sich die
rechtsventrikulare Funktion (RV-Funktion) erholt hat und das RVAD wieder entfernt

werden kann [8].

2.2.3 Therapieformen

Bei der Therapie mit mechanischen Kreislaufunterstiitzungssystemen unterscheidet

man funf verschiedene Therapiekonzepte:
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BTT Bridge to Transplantation — Uberbriickungstherapie bis zur Transplantation

DT Destination Therapy — Herzkreislaufunterstiitzungssystem als

Dauertherapieldsung
BTR Bridge to Recovery — Uberbriickungstherapie bis zur Erholung des Myokards

BTC Bridge to Candidacy — Uberbriickungstherapie bis zur

Transplantationslisteaufnahme

BTD Bridge to Decision — Uberbriickungstherapie zur Uberbriickung einer akut

lebensbedrohlichen Situation

Bridge to Decision betrifft Patienten, die sich in einer Notfallsituation befinden, in der
man durch die Stabilisierung der Kreislaufsituation mit einem VAD Zeit gewinnt, um sich

dann fur oder gegen weitere Therapieoptionen zu entscheiden.

So koénnen Patienten mit Kontraindikation zur Herztransplantation mit einem VAD
unterstitzt werden, bis die Transplantationskriterien erftllt sind (zum Beispiel
Ausschluss einer malignen Erkrankung) und dann mit dem Ziel Bridge to Candidacy

therapiert werden [31].

Mit einem VAD kann auch das Myokard des linken Ventrikels der Patienten mechanisch
entlastet werden, die wegen einer pulmonalen arteriellen Hypertonie mit einem fixierten
erhdhten pulmonalarteriellen Widerstand, einer peripheren arteriellen
Verschlusskrankheit, einer Adipositas per magna oder eines zu hohen Lebensalters
nicht zur Herztransplantation gelistet werden, da es im Gegensatz zur

Herztransplantation kein Alterslimit fir VAD-Implantationen gibt [13].

Dabei bleibt der Grundgedanke der mechanischen Kreislaufunterstitzung des Herzens
die kurzfristige Uberbriickung der Wartezeit bis zur Herztransplantation (Bridge to
Transplantation) und ist nach wie vor das Ziel fur die meisten Patienten, da die HTx die
beste Langzeitprognose aufweist. Zu bemerken ist, dass durch lange Wartezeiten fr
eine HTx die Grenzen zwischen Bridge to Transplantation und Destination Therapy
zunehmend verschwinden und der Trend deutlich in Richtung Destination Therapy geht,
bei der der Patient dauerhaft mit einem mechanischen Kreislaufunterstiitzungssystem

versorgt wird, ohne dass eine nachfolgende Transplantation angestrebt wird [11].
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Nach den Daten des INTERMACS-Registers erhalten bis zu 60 % der Patienten, denen
eine mechanische Kreislaufunterstitzung implantiert wird, das LVAD als Destination
Therapy [11, 14].

Der Grund hierfur ist der anhaltende Mangel an Spenderorganen und dementsprechend

eine steigende Tendenz einer langfristigen LVAD-Versorgung.

Die Komplikationen einer Langzeittherapie teilen sich im Wesentlichen auf in
antikoagulationsassoziierte (Blutung oder Thrombose) und infektionsbedingte, hier vor

allem Drive-Line-assoziierte Komplikationen.

Eine besondere Form der Therapie mit VAD ist das Bridge to Recovery, bei der nach
einer Erholung des Myokards und der Wiederherstellung einer suffizienten

Kreislaufsituation die mechanische Kreislaufunterstitzung explantiert werden kann [8].

Hierin liegt ein besonderes Potential und der Therapieansatz sieht in der mechanischen
Kreislaufunterstiitzung eine passagere Intervention, um das Reverse Remodeling, das
hei3t die Rickbildung von feingeweblichen Veranderungen, welche die Kontraktilitat

des Herzmuskelgewebes einschranken, zu fordern.

Die terminale Herzinsuffizienz wird also nicht als eine irreversible Erkrankung im
Endstadium, sondern als eine therapierbare verstanden, bei der nach

Therapieabschluss das Device entfernt werden kann [7].

2.2.4 Patientenselektion und Indikation

Fur den Erfolg der LVAD-Therapie sind die Selektion der Patienten sowie der

frihzeitige Zeitpunkt der LVAD-Implantation maf3geblich.

Fur die Implantation von LVAD empfiehlt die European Association for Cardio-Thoracic
Surgery (EACTS) in dem von Potapov und Kollegen 2019 erstellten Expertenkonsens
zur mechanischen Kreislaufunterstiitzung als Einschlusskriterien eine NYHA-
Klassifikation von 11I1B/IV, eine linksventrikuére Ejektionsfraktion (LVEF) < 25 % und
eine peak VO2 von < 14mL/Kg/min. Die meisten der Patienten erhalten vor der LVAD-
Implantation bereits eine inotrope Therapie und die Patientenselektion von Patienten,

die keine signifikanten renalen, pulmonalen oder hepatischen Dysfunktionen oder
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Infektionen vor dem Eingriff haben, ist entscheidend fur den Erfolg der Therapie [26,
32].

Gelingt die medikamenttse Rekompensationstherapie nicht, steht kurzfristig kein
Spenderorgan zur Verfigung oder liegen Kontraindikationen zur HTx vor, ist eine
frihzeitige VAD-Implantation indiziert, um den Patienten zu stabilisieren und spéater bei
guter Endorganfunktion mit geringerem Risiko eine Transplantation durchfihren zu
konnen. Ziel ist es daher, Patienten in einem noch stabilen Zustand unter optimalen
Bedingungen zu operieren, bevor die terminale Herzinsuffizienz in ein

Multiorganversagen tbergeht.

Gemald Expertenkonsens der EACTS sollten alle Patienten mit einer nicht
ischamischen Kardiomyopathie als Bridge-to-Recovery-Kandidaten angesehen werden
und zum Zeitpunkt der Device-Implantation sollte ein standardisiertes Weaning-
Protokoll auf eine mdgliche Myokarderholung vorbereiten [26]. Begleitend sollte eine
histologische Myokarduntersuchung behandelbare Formen der Myokarditis detektieren
und eine regelmalige echokardiographische Verlaufskontrolle stattfinden. Liegt ein
Sinusrhythmus vor und der enddiastolische Diameter betragt 45 % (vollstandiges
ventrikulare Remodeling), sollte bei reduzierter Pumpgeschwindigkeit durch
Echokardiographie eine Weaning-Mdglichkeit ermittelt und ggfs. durch invasive

Rechtsherzkatheteruntersuchungen bestatigt werden [26].

2.3 Cardiac Remodeling, Reverse Remodeling, Weaning von mechanischen
Kreislaufuntertstiitzungssystemen und Einsparpotential an

Spenderorganen

2.3.1 Cardiac Remodeling und Reverse Remodeling

Das Krankheitsbild Herzinsuffizienz ist ein komplexes Syndrom, dessen Ursprung
primér in einer Diskrepanz von angebotenem und nachgefragtem Blutvolumen liegt.
Dieses Ungleichgewicht fiihrt zu einem erhéhten Fillungsdruck und Wandspannung,

einhergehend mit einer Dysfunktion des Herzens [7].
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Dies fuhrt wiederum zu einem erniedrigten arteriellen Blutdruck und einer erniedrigten
LVEF, die wiederum das autonome Nervensystem aktivieren, was mit einer vermehrten

Ausschuittung und Zirkulation von neuronalen Hormonen im Blut verbunden ist.

Gleichzeitig sinkt durch einen erniedrigten arteriellen Blutdruck und einer
Minderperfusion der Niere der Level von Aldosteron, Renin und Angiotensin | und fahrt

zu einer vermehrten Angiotensin-II-Produktion.

Das Herz besteht im Wesentlichen aus Kardiomyozyten und den Zellen und Strukturen
des Interstitiums, namentlich Fibroblasten, Endothelzellen, vaskularen Muskelzellen

sowie aus Immunzellen.

Auf kardialen Stress (mechanischer Stress, Hypoxie, vermehrte neurohormonale
Stimulation, Ausschittung inflammatorischer Zytokine) konnen diese Zellen tber direkte
Zell-Zell-Kontakte oder tUber parakrine Faktoren miteinander interagieren und entweder
Adaptions- und Kompensationsmechanismen initiieren oder aber bei langanhaltendem

Stress pathologische Remodeling-Prozesse in Gang setzen [7].

Auf zellularer Ebene kommt es zu einer Grol3enzunahme der Kardiomyozyten mit
daraus resultierender Organvergroéf3erung sowie einer progredienten interstitiellen

Fibrose mit reduzierter Kontraktiliat [33].

So kann man die kardiale Hypertrophie sowie die Fibrosebildung als eine protektive und
adaptive Reaktion auf den hypertensiven Stress verstehen, und Dekompensation und
Nachlassen der Adaptionsmechanismen sind mit einer schlechten Prognose

verbunden.

Wie Burkhoff und Kollegen 2005 zeigen konnten, ist die Struktur des linken Ventrikels
durch die Muskelmasse und das enddiastolische Druck-Volumen-Verhaltnis im linken
Ventrikel gekennzeichnet [34].

Bei der terminalen Herzinsuffizienz ist dieses Verhéltnis in Richtung Volumen
verschoben. Die strukturellen Veranderungen des Herzens werden bei chronischer
Herzinsuffizienz vor allem durch Veranderungen in der Zellweite und -lange der
Kardiomyozyten und dem krankhaften Ab- und Umbau der extrazellularen Matrix

ausgeldst und durch eine veranderte neurohormonale Stimulation mediiert [34].
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Diese Adaptions- und Kompensationsprozesse erlauben es, zu Beginn der Erkrankung

normale hdmodynamische Kreislaufverhaltnisse aufrechtzuerhalten.

Bei einer langer anhaltenden neurohormonalen Aktivierung und dauerhaftem erhéhten
mechanischen Stress auf die Ventrikel fuhrt dies zu maladaptiven Prozessen wie
Hypertrophie und Elongation der Kardiomyozyten, Initiation des fetalen Genprogramms,
Apoptose, myokardialer Fibrose, systemischer Inflammation mit vermehrter

Ausschuittung von Zytokinen gefolgt von einer VentrikelvergréRerung und -dysfunktion

[71

Dieser Prozess wird Cardiac Remodeling genannt. Die Folgen sind unkoordinierte

Myokardkontraktionen, ventrikulare Arrhythmien und Mitralklappen-Regurgitationen.

Lange Zeit nahm man an, dass das Remodeling unidirektional und irreversibel sei und
die Veranderungen durch keine Therapie riickgangig zu machen seien.

Durch die mechanische Kreislaufunterstiitzung kommt es aber zu einer profunden
Druck- und Volumenentlastung der Ventrikel, was bei einem Teil der Patienten zu einer
deutlichen Abnahme der Herzhypertrophie und -dilatation, einem normalisierten
enddiastolischen Druck-Volumen-Verhaltnis sowie zu einer verbesserten kardialen
Pumpfunktion fuhrt [7, 35-40].

Dieser Prozess wird als Reverse Cardiac Remodeling bezeichnet und ist durch die
Abnahme von Grol3e, Lange und Weite der Kardiomyozyten, einer Zunahme der
Kontraktilitat des Myokards sowie der reversiblen Regulation zahlreicher molekularer

Systeme des Myokards gekennzeichnet [7, 41].

Dabei korreliert die Hohe der Abnahme der ZellgroRe der Myozyten direkt mit der Dauer
der LAVD-Therapie [42].

Ferner kommt es durch die LVAD-Therapie bei einem Teil der Patienten zu einer
radiologisch signifikanten Grol3enabnahme des Herzens, einer Abnahme der
Cardiothoracic-Ratio, zu einer Abnahme des Ventrikeldurchmessers und der
Ventrikelwanddicke, zu einer Normalisierung des enddiastolischen Druck-Volumen-
Verhéltnisses und zu einer erhdhten Ejektionsfraktion mit einer verbesserten

hamodynamischen Funktion [43-45].
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Wie schon beschrieben ist die Herzinsuffizienz ein komplexes Syndrom, und zahlreiche
Systeme des Myokards (subzellulére, zellulare und makroskopische Strukturen) werden

durch den Krankheitsprozess gestort.

Die meisten dieser multifaktoriellen Prozesse zeigen dann aber unter mechanischer
ventrikularer Entlastung sowie begleitender medikamenttser Therapie Veranderungen,

die in Ihrer Gesamtheit als Reverse Cardiac Remodeling bezeichnet werden [46-50].

Das wesentliche Funktionsprinzip aller LVAD ist, dass Blut aus dem linken Ventrikel
oder (sehr selten) dem Atrium entzogen wird und parallel in das arterielle System
gepumpt wird. Neben der oben beschriebenen profunden Druck- und
Volumenentlastung des linken Ventrikels wird auf3erdem der pulmonale arterielle und
venose Druck reduziert, und ein erhbhtes Gesamtschlagvolumen, das sich aus dem
Schlagvolumen des LVAD und dem nativen Herz zusammensetzt, fihrt zu einer
verbesserten Perfusion aller Endorgane, die verbunden ist mit einer Normalisierung des

neurohormonalen und Zytomilieus [51].

So kommt es neben lokalen Verbesserungen von Herzmorphologie und -funktion zu

einer systemischen Normalisierung des Milieus und der Organperfusion [48, 52].

Es hat sich gezeigt, dass nicht alle myokardialen oder ventrikularen Systeme von einer
VAD-Unterstitzung profitieren, z. B. ein abnormaler extrazellularer Matrix-
Metabolismus, ein verminderter Gewebsangiotensinlevel und die myokardiale Steifigkeit
[51].

Noch nicht verstanden ist die molekulare Verbindung zwischen dem mechanischen
Stress, wie er bei der Herzinsuffizienz auftritt, und der Regulation der Zellgrél3e der
Kardiomyozyten, was ein interessanter Ansatz fir eine pharmakologische Therapie sein

konnte.

Das Reverse Remodeling ist vor allem in der Volumen- und Druckentlastung des
Ventrikels begrindet und wird weniger durch ein normalisiertes neurohormonales Milieu
verursacht (z. B: Aldosteron, Norepinephrin, Endothelin, Vasopressin, Cytokine, beta-
adrenerge Rezeptordichte, Calcium Uptake und Calcium-Bindungsrate, atriales und
brain-type BNP) [45, 51, 53, 54].
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Das neurohormonale und das Zytokin-Milieu werden vor allem tber die Perfusion des

Myokards reguliert, dies betrifft den rechten wie linken Ventrikel des Herzens.

Die Tatsache, dass sich die hAmodynamischen Verbesserungen unter LVAD-Therapie
vor allem auf den linken Ventrikel beziehen und in geringeren Maf3en auf den rechten
Ventrikel, erlaubt es Untersuchungen und Vergleiche zwischen Myokard des linken und
rechten Ventrikels im Hinblick auf eine myokardiale Erholung anzustellen und

univentrikulare Effekte der mechanischen Kreislaufunterstitzung abzugrenzen.

2.3.2 Weaning

Die Volumen- und Druckentlastung des linken Ventrikels durch die LVAD-Therapie kann
zu einem strukturellen, morphologischen und funktionellen Reverse Remodeling des
Herzmuskelgewebes mit einer nachhaltigen Wiederherstellung der Herzfunktionen

fuhren.

Je nach Studie kénnen ca. 4-24 % der Patienten, die wegen terminaler Herzinsuffizienz
bei idiopathischer dilatativen Kardiomyopathie eine dauerhafte mechanische
Kreislaufunterstiitzung erhalten, nach einer funktionellen Erholung des Myokards und
einer Verbesserung der kardialen Pumpfunktion durch die Druck- und
Volumenentlastung vom System entwdhnt werden, so dass das VAD explantiert werden
kann [49, 50, 55]. Am Deutschen Herzzentrum Berlin (DHZB) konnten mit dem
Weaning-Protokoll von Knierim und Kollegen 7,8 % der LVAD-Patienten fir ein
elektives Weaning vom LVAD eingeschlossen werden, was den Ergebnissen anderer
retrospektiver Arbeiten entspricht [56-59]. Andere prospektive Studien wie die
RESTAGE-HF-Studie zeigten wiederum ein deutlich hdheres Weaning-Potential unter
den eingeschlossenen Patienten bei einem insgesamt jingeren Patientenklientel [16,
18].

Diese Patienten kdnnen mittel- oder langfristig ohne Kreislaufunterstiitzung und ohne
Herztransplantation leben. Diese Therapieform wird als Bridge to Recovery und die
geplante und schrittweise Entwohnung von dauerhafter LVAD-Unterstitzung als
Weaning bezeichnet [60, 61].

Wichtige klinische Variablen, die sich auf den Weaning-Erfolg auswirken, sind Atiologie

(v.a. dilatative Kardiomyopathie nicht ischamischer Genese, akute Myokarditis), Dauer
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der Erkrankung, Dauer und optimales Timing der mechanischen Kreislaufunterstitzung,
begleitende pharmakologische Therapie, verschiedenartige Weaning-Protokolle,
Patientenselektion und Alter des Patienten [31, 62]. Junge Patienten mit einem akuten
Krankheitsbild und kurzer Erkrankungsdauer wie bei einer akuten Myokarditis oder
einem Postkardiotomie-Syndrom haben die besten Chancen auf eine VAD-Explantation
[63], sind allerdings in der Minderheit. Die Mehrheit der Patienten, die eine LVAD-
Therapie erhalten, leiden unter einer ischamischen oder idiopathischen dilatativen
Kardiomoyopathie.

Patienten, die am wahrscheinlichsten von einer mechanischen Entladung des Ventrikels
profitieren kdnnten, sind vor allem Patienten mit einer hypertensiven Kardiomyopathie,
einer Aortenklappenstenose, mit Klappenregurgitationen, einer post-partum-
Kardiomyopathie, einer Myokarditis, einer idiopathischen DCMP oder sind Uberlebende
eines Myokardinfarkts, dessen nicht vom Infarkt betroffenes Myokard markant von

Remodeling-Prozessen veréandert ist [56, 63].

Infarktnarben oder ein der Erkrankung zu Grunde liegender Gendefekt lassen sich
durch ein VAD nicht therapieren.

Bezuglich der Anzahl der Patienten mit idiopathischer dilatativer Kardiomyopathie
(IDCMP), die erfolgreich vom Assist entwéhnt werden kdonnen, liegen Studien mit
grofl3en Unterschieden in den Ergebnissen vor. Beispielsweise beschreibt die
INTERMACS-Studie mit nur 1,2 % erfolgreich entwéhnten Patienten von 6 500
Patienten und die Heart Mate Il BTT- und DT-Studie mit nur 1,8 % bei 1 108 Patienten

im Vergleich mit anderen Studien nur geringe Erfolge [10] .

Drakos und Kollegen sehen die Grunde fir den niedrigen Weaning-Anteil vor allem
darin, dass nicht aktiv nach Hinweisen fur ein mogliches und erfolgreiches Weaning
gesucht wirde [64]. Nur wenn man sich Uber die Therapieoption LVAD-Explantation
nach Myokarderholung bewusst sei und mogliche Weaning-Patienten prospektiv mit
dem Ziel Bridge to Recovery evaluiert wirden, wirden mehr LVAD-Explantationen

durchgefuhrt werden, so die Hypothese [64].

Die Atrophie des Myokards unter LVAD-Therapie wird als einer der Hauptgrtinde fiir die

niedrige Erholungsrate unter alleiniger MCS-Therapie diskutiert [48].
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Die Ergebnisse, die an ein strenges Studienprotokoll geknipft waren (Harefield
Protokoll: beta-Blocker, ACE-Hemmer, Aldosteron-Inhibitor, Clenbuterol), waren von
anderen Gruppen nicht reproduzierbar, aber man kann festhalten, dass die Weaning-
Rate durch eine intensive medikamentdse Therapie gesteigert werden kdnnte [65].
Daher erhalten Patienten, die in ein Weaning-Protokoll eingeschlossen werden, in der
Regel eine optimale medikamenttse Therapie, die sich an den Leitlinien der

Européaischen Gesellschaft fir Kardiologie orientiert [17].

Weiterhin gibt es Studien und Untersuchungen, die versuchen, das Reverse Cardiac
Remodeling neben einem strengen adjuvanten pharmakologischen Regime durch

Zelltherapie oder neurohormonale Blockaden positiv zu beeinflussen [65, 66].

Umestritten ist in der Forschung nach wie vor die Frage, ob pulsatile oder kontinuierliche
Blutfluss-Geréte eine Erholung der Herzfunktion mehr oder weniger beglnstigen.

Einen positiven Einfluss auf den Weaning-Erfolg hat die engmaschige Uberwachung
von Herzgeometrie und -funktion in der Echokardiographie, wie am DHZB untersucht
wurde. Dabei sind Veranderungen unter der Herzkreislaufunterstiitzungstherapie
besser erkennbar, mdgliche Recovery-Patienten lassen sich einfacher identifizieren und

der Weaning-Erfolg mit explantierten Unterstitzungssystem ist deutlich héher [31].

Am DHZB konnten von 1987 bis 2010 8,8 % der Patienten mit idiopathischer dilatativer
Kardiomyopathie langfristig und erfolgreich von einer mechanischen
Kreislaufunterstiitzung entw6hnt werden [67].

Ziel muss es daher sein, potentielle Weaning-Patienten a priori auszuwéhlen, wahrend
der LVAD-Therapie Recovery-Erfolge engmaschig zu tiberwachen und zu erkennen,
eine adjuvante pharmakologischen Therapie einzuleiten und durch standardisierte
Weaning-Protokolle die Anzahl an erfolgreichen Assist-Explantationen zu erhéhen.

Bis heute gibt es keine einheitlichen Weaning-Richtlinien, und die Strategien variieren
zwischen den Herzzentren, wie z. B. kardiopulmonale Stresstests oder

echokardiographische Kontrollen [68].

Als Erganzung zu den chirurgischen Eingriffen, die ein Funktionieren des Herzens nach
Pumpenentfernung Uberhaupt erst moglich machen (z. B. Aortenklappenersatz nach

sekundarer Fusion der Klappensegel nach LVAD-Therapie), besteht daher Bedarf an
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Ubereinstimmenden Parametern zur eindeutigen Definition eines Weaning-Erfolgs

sowie an standardisierten Follow-Ups, um Weaning-Erfolge langfristig zu tlberwachen.

Drakos und Kollegen untersuchten in der Harefield-Recovery-Protokoll-Studie
(HARPS), die 2003 gegrundet wurde, ob bei Patienten mit fortgeschrittener
Herzinsuffizienz, bei deren Behandlung eine VAD-Unterstitzung erforderlich ist, eine
ausreichende myokardiale Funktion wiederhergestellt und so das VAD entfernt werden
kann. Ferner wurde die optimale Dauer der LVAD-Therapie in Bezug auf die
Verbesserung der linksventrikularen Funktion untersucht [62]. Durch
echokardiographische und hamodynamische Untersuchungen zeigte sich schon frih
nach LVAD-Implantation eine funktionelle und morphologische Verbesserung des linken
Ventrikels mit einem Peak nach 4 Wochen [48]. Seitdem haben viele Zentren Ihre
Erfahrungen und Protokolle fiir eine erfolgreiche LVAD-Explantation verdffentlicht [36,
50, 53, 69, 70].

Am DHZB konnte eine Optimierung von GrofRe und Funktion des linken Ventrikels nach
90 Tagen LVAD-Unterstutzung ausgemacht werden [60]. Knierim und Kollegen
prasentierten 2018 ein auf Echokardiographie und Herzkatheteruntersuchung basiertes,
standardisiertes und aus drei Stufen bestehendes Protokoll, bei dem von 424
eingeschlossenen Patienten 14 erfolgreich und sicher bei einer nachhaltige
Myokarderholung fur eine LVAD-Explantation ausgewéahlt werden konnten [56]. Das
Protokoll sieht ein Screening vor, bei dem unter anderem die
Herzkreislaufunterstitzung durch LAVD mindestens 6 Monate bestehen muss und der
linksventrikulare enddiastolische Durchmesser (LVEDD) < 55 mm und die
linksventrikulare Ejektionsfraktion (LVEF) = 45 % betragen muss. Erst dann wird eine
Echokardiographie unter verschiedenen LVAD-Einstellungen wie optimaler
Pumpengeschwindigkeit, reduzierter Pumpengeschwindigkeit und Pumpenstopp
durchgefuhrt, die eine einfache und sichere Untersuchungsmethode ist und Teil der
meisten Weaning-Protokolle ist [50, 58, 71]. Im dritten Schritt des Protokolls erfolgt die
Evaluation zur LVAD-Explantation mittels Rechtsherzkatheteruntersuchung bei
Ballonokklusion des Grafts und Pumpenstopp. Mittlerweile ist die invasive

hamodynamische Messuntersuchung Teil vieler Weaning-Protokolle [16, 58, 72].

Durch die Verwendung der modernen LVAD mit kontinuierlichem Fluss kommt es beim

Pumpenstopp zu einem retrograden Blutfluss vom LVAD in die Aorta und den linken
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Ventrikel [73-76]. Dieser kann mit 2 L/min nicht unerheblich sein und einen zusatzlichen
unphysiologischen, myokardialen Stress bedeuten [73]. Daher gestaltet sich die
Simulation eines Post-Explantationsszenarios schwierig und die Evaluation unter

Pumpenstopp-Bedingungen kdnnte mogliche Weaning-Patienten ausschliel3en.

Um bessere physiologische Untersuchungsbedingungen zu ermdglichen, evaluieren
daher viele Zentren unter Reduzierung der Pumpengeschwindigkeit (,Null-Netto-Fluss®)
[74, 76, 77]. Um das Problem des Ruckflusses zu beheben wurde von Potapov und
Kollegen eine perkutane Ballonokklusion durch einen Titanium-Verschluss beschrieben
[78].

Das Protokoll von Knierim und Kollegen aus dem DHZB beinhaltet neben einem
Screening und einer Echokardiographie unter Pumpenstopp und reduziertem
Pumpenfluss eine Kathetertechnik mit temporarer Ballonokklusion zur Verhinderung der
Blutrickflusses unter Pumpenstopp aus dem LVAD [56]. So konnte bei 14 Patienten
das LVAD sicher explantiert und 13 Patienten tber 9,7 Monate Follow-up nachhaltig

von der mechanischen Kreislaufunterstitzung entwdhnt werden [56].

Wichtig ist es zu unterscheiden zwischen einer funktionellen Erholung des Myokards mit
einer nachfolgenden Explantation des LVAD (Recovery) und den Veranderungen, die
auf zellularer und molekularer Ebene durch LVAD-Unterstitzung stattfinden, aber keine

funktionellen Verbesserungen mit sich bringen (Reverse Remodeling) [50].

So ist in einigen Fallen eine Entfernung des LVAD mdglich, ohne dass eine vollstandige
Erholung des Myokards und eine Remission der Herzinsuffizienz stattgefunden haben.
Dabei besteht allerdings die Gefahr, die Anzahl der Patienten, die potentiell ohne LVAD

Uberleben kdnnten, zu unterschatzen [61].

Auf der anderen Seite gibt es auch Patienten, bei denen sich unter
Kreislaufunterstiitzung zwar die molekularen, zellularen und geometrischen
Veranderungen des linken Ventrikels zurtickgebildet haben, bei denen aber nach VAD-
Explantation keine hamodynamisch stabile Kreislaufsituation besteht und das Assist in
der Folge nicht explantiert werden kann. In diesen Fallen kann das native Herz nach
Entfernung des LVAD und Reexposition der hAmodynamischen Last einen stabilen

Kreislauf nicht aufrechterhalten [61].
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Die pathophysiologischen Mechanismen, die hinter dem Reverse Cardiac Remodeling
stehen, sind noch nicht vollstandig verstanden und derzeit Gegenstand der Forschung,
aber die terminale Herzinsuffizienz und vor allem die dilatative Kardiomyopathie nicht

ischdmischer Genese ist durch die VAD-induzierten Reverse-Remodeling-Prozesse zu

einem potentiell behandelbaren Krankheitsbild geworden [31].

Bedarf besteht aul3erdem an Parametern fur eine klare Abgrenzung zu einer

kurzfristigen, aber nicht substantiellen Myokarderholung.

In einer grol3en Bridge-to-Recovery-Studie am DHZB wurden ein off-pump LVEDD
> 55 mm und eine off-pump LVEF < 45 % vor VAD-Entfernung sowie ein langer als
5 Jahre andauernder Krankheitsverlauf der Herzinsuffizienz als mégliche Risikofaktoren

fur einen nicht langfristig anhaltenden Weaning-Erfolg ausgemacht [79].

Dabei betrug die 5-Jahres-Uberlebensrate nach Assist-Entfernung 78,3 % und das
Wiederauftreten der Herzinsuffizienz nach Pumpenentfernung nach 2 Jahren 32 %, und
die off-pump-gewonnenen echokardiographischen Werte erwiesen sich als zuverlassige
Indikatoren fur eine linksventrikulare Erholung sowie als Pradiktoren fiir eine nachhaltig
stabile kardiale Funktion nach Assist-Entfernung [50].

Eine weitere interessante und aktuell diskutierte Frage ist, ob eine verbesserte
linksventrikulare Funktion zu einem besseren Outcome der DT oder der BTT-Therapie
fuhren wirde, selbst wenn nach einer myokardialen Erholung das

Kreislaufunterstiitzungssystem nicht explantiert werden kdnnte [79].

Unklar bleibt auch weiterhin, ob die Geschwindigkeitseinstellungen der LVAD und ein
langsames graduelles Weaning vom LVAD positive Einfliisse auf den

Behandlungserfolg haben.

AulRRerdem besteht Klarungsbedarf dartiber, warum es so viele positive Falle des
Reverse Remodeling unter LAVD-Therapie gibt, die klinischen Realitat aber eine nur

geringe Rate an erfolgreichem Weaning und LVAD-Explantationen aufweist.

Zusammengefasst sind die Kernfragen beziglich der myokardialen Erholung unter

LVAD-Therapie bei Patienten mit terminaler Herzinsuffizienz folgende:

1. Ist eine langfristige und nachhaltige kardiale Erholung moglich?
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2. Welche ist die ideale Behandlungsdauer, das optimale Timing und der geeignete
VAD-Typ?

3. Welche sind die Kriterien, die eine vollstandige myokardiale Erholung wéhrend der
Behandlung anzeigen?

4. Gibt es prospektive prognostische Faktoren, die einen potentiellen Weaning-

Kandidaten vor der LVAD-Implantation identifizieren kénnten?

5. Kann man eine zuverlassige Aussage uber einen langfristigen Weaning-Erfolg
treffen bei einer myokardialen Erholung eines BTT-Patienten?

6. Welche adjuvanten Therapien unterstiitzen eine myokardiale Erholung?

Zusammenfassend kann aber gesagt werden, dass flr ausgewahlte Patienten mit
IDCMP aufgrund eines potentiellen Weaning-Erfolgs > 9 Jahren, einer sehr geringen
Mortalitéat und des seltenen Falles einer erforderlichen Device-Reimplantation eine
Entwdhnung vom Assist ein sicheres Verfahren ist, das auch bei einer unvollstandigen

kardialen Erholung bertcksichtigt werden sollte [50].

2.3.3 Einsparpotential an Spenderorganen
Allein in Deutschland wurden im Jahr 2019 924 R/LVADs implantiert [4].

Wirden durch intensives Monitoring, medikamentdse Begleittherapie und
standardisierte Protokolle rund 10 % der Patienten langfristig von
Kreislaufunterstiitzungssystemen entwohnt werden, kénnten diese 10 % der Patienten
von der Warteliste gestrichen und damit deutschlandweit rund 90 Organe pro Jahr mehr

zur Verfigung stehen.

In Anbetracht der Knappheit an Spenderorganen und dem hohen Bedarf an

Spenderherzen handelt es sich hier um ein nicht zu unterschéatzendes Einsparpotential.

Ein weiteres Argument fur ein intensiveres Auseinandersetzen mit den Mdglichkeiten
der Entwohnung vom LVAD sind die hohen Behandlungskosten, die durch die VAD-
Therapien entstehen und die beispielsweise in den USA mit rund 86 000 Dollar pro
Patient, pro Behandlungsjahr eingeschatzt werden [80].
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Unter Ausschépfung der Entwéhnungsmaglichkeiten vom LVAD kdnnten
Behandlungskosten gesenkt werden. Denn jeder erfolgreich entwdhnte Patient benétigt
weder ein Spenderorgan, noch ist fur ihn eine Langzeitunterstiitzung mit VAD im Sinne
einer Destination Therapy erforderlich.

2.4 Markersuche: Makrophagensubpopulationen, Fibrosegrad und Kollagen

Typ lund lll als mdgliche pathologische Marker fiir Weaning-Patienten

2.4.1 Klinische Biomarker fir eine nachhaltige Myokarderholung

Problematisch fur den Kliniker ist, dass es keine geeigneten Biomarker fiir das klinische
Monitoring des Reverse Cardiac Remodeling gibt, an denen man abschatzen kann, ob

ein Patient fur ein Weaning geeignet ist.

Linksventrikulare Grof3e, Volumen, Geometrie und Ejektionsfraktion in der
Echokardiographie bei reduziertem Pumpenfluss oder Pumpenstopp und Stresstests
sowie ein stabiler Sinusrhythmus und der Ausschluss einer pulmonalen Hypertonie
scheinen die besten Pradiktoren fir das Reverse Remodeling zu sein, aber
zuverlassige prognostische Biomarker fir die Erholung des Myokards und das Weaning
fehlen nach wie vor [79, 81].

Daher gibt es einen besonderen Bedarf, einen biochemischen Marker fir eine
nachhaltige, langfristige Myokarderholung (Patientenselektion) zu finden, der es auch
wahrend der VAD-Therapie erlaubt, eine Aussage daruber zu treffen, ob ein Weaning
moglich ist (LVAD-Explantation).

Mit solchen Markern kénnte sich das Weaning als sicheres und standardisiertes
Verfahren etablieren und die Anzahl an entwdhnten Patienten und infolgedessen an

eingesparten Spenderorganen erhoht werden.

Dabei wére zu evaluieren, wie nachhaltig die Verbesserungen unter LVAD-Therapie
sind und ob ein langfristiges Leben ohne erforderliche LVAD-Reimplantation mdglich ist.

In ersten Studienansatzen wurde versucht, Marker fir eine substantielle Erholung unter
LVAD-Therapie im Plasma auszumachen (z. B. ANP und BNP (Atriales und Brain-type

Natriuretisches Peptid)), was aber bisher nicht gelungen ist [82].
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Dafiur konnten immunhistologisch markierte Makrophagen im Zusammenhang mit dem
interstitiellen Fibrosegrad sowie dem Kollagengehalt des Subtyp | und Il und deren
Veranderungen unter mechanischer Kreislaufunterstiitzung bei Patienten mit terminaler
Herzinsuffizienz interessante und potentielle funktionelle Biomarker fir eine nachhaltige

Myokarderholung sein und sind Gegenstand der Untersuchung dieser Arbeit [82-84].

2.4.2 Makrophagensubpopulationen

Monozyten stellen die grofdte Population an zirkulierenden weil3en Blutzellen dar.
Morphologisch sind Monozyten grof3er als Lymphozyten und besitzen im Gegensatz zu

Granulozyten einen nierenformigen Zellkern.

Ihre Funktion ist u. a. die Phagozytose, und sie kénnen sich in vivo und in vitro zu

Makrophagen oder dendritische Zellen entwickeln.

Makrophagen und Monozyten sind die zentralen Bestandteile des innaten (nicht

spezifischen) Immunsystems.

Makrophagen sind im Gewebe beheimatet, von wo aus sie schnell mobilisiert werden
kénnen. Sie sind plastische Zellen, eine heterogene Zellgruppe mit unterschiedlichen
Subpopulationen, die unterschiedliche Funktionen tibernehmen [85].

So kdénnen Makrophagen uber den klassischen oder alternativen Weg aktiviert werden.
Die klassisch aktivierten Makrophagen, die so genannten M1-Makrophagen, sind
verantwortlich fir das Initiieren der akuten inflammatorischen Reaktion. Die alternativ
aktivierten Makrophagen (M2) hingegen steuern den Entziindungsprozess, dessen
Auflésung und die Heilungsprozesse, die mit einer Fibrosebildung und damit dem

Reverse Remodeling des Gewebes verbunden sind.

Die Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe lassen die Annahme zu, dass vor allem
aktivierte M2-Makrophagen in die chronischen Entziindungsprozesse involviert und
mitverantwortlich fur die Bildung der interstitiellen Fibrose sind [86].

Neben den oben beschriebenen Eigenschaften der Steuerung und der Initiierung der
akuten inflammatorischen Entziindungsantwort besitzen die M2-Makrophagen auch die

Fahigkeit, vom Zustand der Entziindungsreaktion auf den Zustand der Heilungsphase
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des Gewebes umzuschalten, der mit der Ausschittung anti-inflammatorischer Zytokine

wie IL-10 sowie Angiogenese und Fibrose verbunden ist [84].

Unsere Arbeitsgruppe konnte in einer Studie mit Patienten mit dilatativer
Kardiomyopathie (DKMP) und VAD-Therapie, bei der immunhistochemisch markierte
Makrophagen in Myokardschnitten quantitativ ausgezahlt wurden, zeigen, dass
alternativ aktivierte M2-Makrophagen wesentlich in den Remodeling-Prozess des
Myokards involviert sind und Areale mit einer hohen Expression von Stabilin-1/CD68 mit
einer verstarkten aktiven chronischen Entztindungsreaktion sowie einer vermehrten
Fibrose- und Narbenbildung assoziert sind [87]. CD68 stellt hierbei einen

immunbhistologischen Panmakrophagen-Marker dar.

Daher sind fur diese Arbeit vor allem die aktivierten M2-Makrophagen von Interesse, da
diese fur den Heilungsprozess verantwortlich sind, der mit Narben- und Fibrosebildung

und damit dem Remodeling des Myokardiums einhergeht [88].

Das Herz besteht aus verschiedenen Zelltypen, unter anderem aus Kardiomyozyten,
Kardiofibroblasten, Immunzellen und vaskularen Zellen (Endothel, glatte Muskelzellen),
die eine enge Zellkommunikation untereinander haben und die in ihrer Gesamtheit ein
immunomodulatorisches Netzwerk bilden. Verschiedene Studien belegen eine
Expression von beta-adrenergen Rezeptoren und Angiotensin-Rezeptoren von
myokardialen Fibroblasten unter kardialem Stress und vermuten, dass myokardiale
Fibroblasten eine entscheidende Rolle beim Cardiac Remodeling spielen [89].

Auch die vaskularen Endothelzellen, die fir die Expression von
Zelladhasionsmolekulen, Selektinen und Integrinen und damit fir die
Myozytenmigration aus dem Blutgefal3 verantwortlich sind, haben einen wesentlichen

Stellenwert bei der Pathogenese [90].

Insgesamt gibt es nur ein begrenztes Wissen Uber die immunpathologischen
Mechanismen, die bei den Umbauprozessen des Ventrikels und des Myokards bei der

dilatativen Kardiomyopathie ablaufen.

Sicher ist, dass die Entziindungsreaktion eine zentrale Rolle bei der Pathogenese von
kardiovaskuléaren Erkrankungen spielt, bei der Monozyten und von Monozyten

abstammende Makrophagen eine Schlisselrolle einnehmen [91]. Die chronische,
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mechanische Druck- und Volumenbelastung der Ventrikel sowie Hypoxie und Ischamie
fuhren im Herzmuskelgewebe zu einer inflammatorischen Reaktion mit einer
systemischen Entziindungsreaktion mit erhdhter Serumkonzentration zahlreicher

inflammatorischer Zytokine.

So sind die der Herzinsuffizienz zugrundeliegenden pathophysiologischen
Mechanismen vor allem die Fibrosebildung und eine reduzierte ventrikulare

Compliance, ausgeldst durch eine chronische arterielle Hypertension [92].

Die Entzindungsreaktion ist dabei eine der frihesten Reaktionen auf die Druck- und
Volumenuberbelastung der Ventrikel und primarer Ausloser fur das ventrikuléare
Remodeling [93, 94].

Verschiedene Studien belegen, dass der anfangliche Nachweis einer geringgradigen
vaskularen Entzindung sowie der Nachweis proinflammatorischer Mediatoren mit einer

spateren ventrikularen Dysfunktion in Verbindung stehen [93].

Durch einen systemischen Anstieg der inflammatorischen Mediatoren wie Zytokine und
Chemokine (v. a. MCP1, TNFalpha, TGFbeta, IL6, IL8, Selektine, Transmigrine) werden
Monozyten aktiviert, binden sich aktivierte inflammatorische Zellen an das Endothel und

transmigrieren in das kardiovaskulare Gewebe [94].

Die Rekrutierung von zirkulierenden Entzindungszellen und die Transmigration durch
das Endothel, vermittelt durch Adhasine, Transmigrine und den Chemokin-Gradienten

und die Monozytenakkumulation, stellt den Beginn der vaskularen Entzindung dar [94].

Einmal in das kardiovaskulare Gewebe infiltriert differenzieren sich Monozyten in
Makrophagen und steuern Prozesse wie Entztindung, Gewebsverletzung, Wundheilung

sowie Fibrosebildung, Neoangiogenese und Synthese der extrazellularen Matrix.

Die Aktivierung von Makrophagen und deren Funktionen wird durch komplexe Zell-Zell-
Interaktionen sowie durch das Milieu von ausgeschiitteten pro- und anti-
inflammatorischen Zytokinen, profibrotischen Mediatoren, Chemokinen und

Wachstumsfaktoren gesteuert [95].

Diese komplexen Wechselwirkungen im erkrankten Gewebe steuern die Spezifitat der

Makrophagenaktivierung und den Phanotyp der Makrophagen: auf der einen Seite den
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pro-inflammatorischen Typ 1 (M1) oder auf der anderen den antiinflammatorischen, pro-
Remodelling Typ 2 (M2) [83].

So kdnnen vom Knochenmark abstammende mesenchymale Stromazellen nach einem
Herzinfarkt in das Herzgewebe infiltrieren und durch die Ausschuttung von IL-10 die
Umschaltung von inflammatorischen Makrophagen in eine antiinflammatorische

Zellfunktion initiileren [96].

Durch die Plastizitat der Makrophagen, bei der eine Reprogrammierung stattfindet, ist
es im chronisch erkrankten Gewebe mdglich, ortsansassige myokardiale Makrophagen
zu M2-Makrophagen zu aktivieren [95, 97, 98].
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Graphik 5. Darstellung der Transmigration von Blut im Gewebe und Stimulation der
Makrophagensubpopulationen M1 und M2. Auszug aus Quelle: Glezeva N, Baugh JA. Role of
inflammation in the pathogenesis of heart failure with preserved ejection fraction and its potential as a
therapeutic target. Heart Fail Rev. 2014 Sep;19(5):681-94.

In einer physiologischen Wundheilungssituation wandern die Makrophagen in das
betroffene Gewebe ein, prozessieren die Verletzung, leiten die Heilung des Gewebes
ein und verlassen anschlie3end das betroffene Gewebe wieder oder gehen durch

Apoptose selbst zugrunde.

Hier haben die Immunzellen eine protektive Funktion, indem sie den kardialen Stress

kompensieren und bewaéltigen.

Im Krankheitsfall, zum Beispiel bei einer anhaltenden Hypertension, kommt es zu einer
UberméaRigen Verletzung des Gewebes und einem dauerhaften Vorhandensein von

aktivierten Makrophagen, die mit einer unkontrollierten, exzessiven
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Entzindungsreaktion, einer Gewebsschadigung sowie einem fehlgesteuerten Gewebe-

Remodeling einhergehen [95, 99].

Daher kdonnten spezifische Monozyten- und Makrophagensubklassen hochinteressante
diagnostische Marker fur kardiovaskulare Erkrankungen sein [83].

Eine chronische Volumen- und Druckiberbelastung des Ventrikels fuhrt zu
persistierenden Mikrotraumen mit einem anhaltend hohem Level an
proinflammatorischen Mediatoren (z. B. MCP1, TNF-alpha) und aktivierten
Makrophagen, was wiederum in einer unkontrollierten Entziindungsreaktion und einem

ventrikularem Remodeling mindet [33].

Der Anfang von Entziindungsreaktion und Fibrosebildung im hypertensiven Herzen
kann aber neben der Druckiiberbelastung auch durch oxidativen Stress, durch die
Aktivierung des Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS), der
Uberstimulation des beta-adrenergenen Systems oder von Immunzellen ausgeschittete

inflammatorische Zytokine ausgeldst werden [85, 100].

Diese Prozesse fuhren zu einer linksventrikularen Hypertrophie, zu myokardialer
Fibrose, Ischamie, Myozytenschéadigung, endothelialer Dysfunktion und erhohter

myokardialer Steifigkeit [7].

Verschiedene Studien belegen eine klare Verbindung zwischen Entziindungsprozess
und Fibroseentstehung, wobei die Entziindungsreaktion das anféangliche Ereignis
darstellt, das den Beginn der Fibroseentstehung im perivaskularen Bindegewebe

auslost, die sich dann nach und nach in das Interstitium ausbreitet [100-102].

Vor allem TGF-beta induziert die Kollagenproduktion und stimuliert die Differenzierung
von Fibroblasten in Myofibroblasten, was zu einer ver&nderten ECM-Homd@ostase fuhrt
[82, 102].

AulRerdem gibt es analog einen Zusammenhang zwischen dem Nachlassen der

linksventrikularen Funktion und einem erhéhten Level an interstitieller Fibrose [103].

So werden verschiedene kardiovaskuléare Erkrankungen meistens von einer versteckten
geringgradigen Entziindung (Low Grade Inflammation) begleitet und die heterogene

Gruppe von Monozyten mit ihren Subtypen reagiert schnell und direkt auf pathologische
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Veranderungen im Organismus [99]. Daher kénnten Makrophagen ein idealer

Biomarker fur kardiovaskulare Erkrankungen sein.

Interessant ist, dass auch typische Nebenerkrankungen der terminalen Herzinsuffizienz
wie die Hypercholesterindmie, arterielle Hypertonie, Koronararteriensklerose,
Ubergewicht und Diabetes mit einer niedriggradigen systemischen Entziindung
einhergehen (erhdhter Level an IL6 und TNFalpha) [82] und es einen klaren
Zusammenhang zwischen Ubergewicht, Inflammation und kardiovaskularer Erkrankung
gibt. Daher werden in dieser Arbeit die Nebenerkrankungen in Hinblick auf Anzahl
aktivierter Makrophagen, Fibroseentstehung und Outcome gesondert untersucht und

ausgewertet.

Bis in die spaten 1980er Jahre nahm man an, dass die Monozyten eine homogene
Zellgruppe darstellen, bis die Existenz von verschiedenen Untergruppen nachgewiesen
wurde [104].

Bei der weiteren Suche nach geeigneten klinischen Biomarkern fir kardiovaskulare
Erkrankungen stiel3 man auf verschiedene Subtypen von Makrophagen und es zeigte
sich eine grol3e Heterogenitat der Monozytenpopulation [95].

Der bekannteste, dafir aber wenig spezifische Marker, dessen Expression sich auf den

Monozyten wahrend einer Entziindung veréandert, ist CD16.

Generell werden beim Menschen die Makrophagensubtypen nach dem Level an CD14-
oder CD16-Zelloberflachenexpression subklassifiziert und man unterscheidet in
classical CD14++CD16, intermediate CD14++CD16+ und non classical CD14+CD16++
[105].

Es gibt verschiedene Ansétze zur Detektion der zirkulierenden aktivierten Monozyten,
die mit kardiovaskularen Erkrankungen assoziiert sind, so zum Beispiel die quantitative
Analyse durch Auszahlung der Makrophagen im histologischen Schnitt. Durch
immunhistochemische Untersuchungen lassen sich die verschiedenen
Makrophagensubpopulationen unterscheiden und durch Zuhilfenahme von

Immunofluoreszenz-Untersuchung kdnnen diese wiederum subklassifiziert werden.

Bei der Durchflusszytometrie basiert die Monozytensubklassifizierung auf der

guantitativen Auswertung der Oberflachenexpression von CD16 und CD14, wobei fur
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die korrekte ldentifikation der Monozyten und dessen Auswertung ein dritter Pan-

Monozyten-Marker bendtigt wird.

Die Gruppe um Kzyhshkowska aus Heidelberg/ Mannheim konnte Stabilin-1 als einen
neuen monozytenexprimierten Biomarker fur eine niedriggradige Typ-2-Inflammation in

Patienten mit Hypercholesterindmie sowie Atherosklerose ausmachen [84].

Stabilin-1 ist dabei ein spezifischer Marker fur alternativ aktivierte Makrophagen, die die
chronisch anhaltende Entztindung unterstutzen und die Fibrosebildung im Rahmen des
Heilungsprozesses induzieren [86].

Die in dieser Arbeit verwendeten Marker CD68, CD163, CD14 und Stabilin-1 stammen
alle aus der Gruppe der phagozytaren Typ-2-Makrophagen.

So lassen sich anhand von CD-Markierungen verschiedene Makrophagensubtypen
nach ihrer Funktion und Lokalisation klassifizieren. Im Allgemeinen unterscheidet man
je nach Lokalisation der Makrophagen oder Monozyten ortsstandige und frisch
infiltrierende Zellen sowie Pan-Makrophagen-Marker, die alle aktivierten Zellen
anzeigen. Andere Studienansétze teilen die Makrophagenpopulation je nach Funktion in

Jresident”, ,patrolling®, ,inflammatory” oder ,reparative” ein [95, 98].

Die CD14-markierten Zellen stehen fiir die Gruppe der frisch infiltrierten Monozyten, der
also gerade aus dem Blut eingewanderten. CD163 ist ein Haptoglobin-Rezeptor, der
starker an Monozyten als an Makrophagen bindet. CD68 ist ein Pan-Makrophagen-
Marker, der alle aktivierten Zellen abbildet und Stabilin-1 ist ein spezifischer

profibrotischer Marker.

Es ist bekannt, dass die Konzentrationen der proinflammatorischen Zytokine wie
Interleukin-6 und Interleukin-8 sowie die myokardiale Expression des
Tumornekrosefaktors alpha, eines proinflammatorischen Zytokins, das
charakteristischerweise bei der terminalen Herzinsuffizienz vermehrt gebildet wird, unter
VAD-Therapie signifikant abnehmen [94, 106, 107].

Daher ist der proinflammatorische Zustand des Myokards bei der terminalen
Herzinsuffizienz durch Entlastung des Ventrikels unter VAD-Therapie reversibel und
Subklassen von aktivierten Makrophagen kdnnten interessante Marker fur das

Monitoring des Entziindungsstatus sein [83].
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Wie die Gruppe um Wassilew aus Berlin zeigen konnte, spielt bei der Auspragung des
Cardiac Remodeling und damit verbunden die Mdglichkeit der myokardialen Erholung
unter VAD-Therapie, vor allem der Phanotyp der infiltrierten Makrophagen und hier im
Besonderen das Vorhandensein von M2 —Makrophagen, eine entscheidende Rolle [87].
So kommt es im Gewebe mit einer hohen Expression an Stabilin-1-positiven
Makrophagen zu gréf3eren chronischen Entziindungsinfiltraten und in der Konsequenz
zu groRReren fibrotischen Arealen und Narbengewebeanteilen. In dieser Arbeit wurde
Stabilin-1 als ein spezifischer Marker fur alternativ aktivierte Makrophagen identifiziert
[86].

Stabilin-1 konnte so ein potentieller funktioneller Biomarker fur die profibrotische
alternative Makrophagenaktivierung sein und vor allem bei DKMP-Patienten, die eine
VAD-Therapie erhalten, als Marker fir einen Weaning-Erfolg dienen, der vom Stadium
der Erkrankung und damit von der GroR3e der Fibrose- und Narbenareale im

Herzmuskelgewebe abhangig ist [84].

2.4.3 Extrazellulare Matrix, Kollagen Typ I und Il und Fibrosegrad

Die extrazellulare Matrix besteht aus dem extrazellularen Volumen, auch das
Interstitium genannt, das sich aus den Gefal3en, Nerven, Lymphgefal3en und

kollagenen Fasern zusammensetzt.

Die extrazellulare Matrix des Herzens ist fiir die Ubertragung der kontraktilen Aktivitat
der Kardiomyozyten verantwortlich und gewahrleistet die korrekte Anordnung der

Myozyten im Myokard und der Myofibrillen innerhalb der Myozyten [108].

Das Remodeling der extrazellularen Matrix und im Besonderen die Verdnderungen des
Kollagengehalts der Subtypen | und Ill sowie dessen Quervernetzung sind zentraler
Bestandteil der Umbauprozesse bei der chronischen Herzinsuffizienz, die zu einer
Ventrikeldysfunktion fihren [109].

Durch die Herzinsuffizienz ist der Turnover-Prozess der extrazellularen Matrix, der

durch die Metalloproteinasen gesteuert wird, massiv gestort.

Im Krankheitsverlauf kommt es zur Hochregulierung der Matrix-Metalloproteinasen

durch Dehnung der Kardiomyozyten, wahrend ihre Antagonisten, die tissue inhibitors of
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matrix metalloproteinases, herunterreguliert werden. Dadurch kommt es zu verstarktem
Abbau des bindegewebigen Gerusts des Herzens mit progredienter Ventrikeldilatation
[110].

Durch die weitere Hochregulierung der proinflammatorischen Mediatoren (MCP1 und
ICAML1) im chronischen Stadium werden vermehrt fibrillares Kollagen abgelagert und
aus kardialen Fibroblasten Myofibroblasten gebildet und es findet ein gesteigertes
Kollagen-Crosslinking mit Fibrosebildung statt, was in der Konsequenz zu einer
Erweiterung des normalen kardialen Interstitiums zu Lasten des Myokards fuhrt mit den
bekannten Folgen wie Steifheit der Ventrikel, verringerte Kontraktilitat der

Kardiomyozyten, verzégerte Ventrikelfillung sowie Ventrikeldilatation [109].

Nach LVAD-Therapie beobachtet man eine Umkehr dieses Prozesses mit einem
verminderten Turnover, wofir die Abnahme der Wandspannung durch MCS

verantwortlich gemacht wird [111].

Ein besonders hoher Kollagengehalt des Herzmuskelgewebes ist verbunden mit einer
abnormalen Steifheit des Ventrikels, wohingegen die Abnahme des Kollagengehalts mit
einer verbesserten myokardialen Funktion verbunden ist [42].

Kollagen | ist der Hauptkollagenanteil, der fur die Myozyten-Kollagen-Matrix-Verbindung
verantwortlich ist, und Veranderungen seines Anteils und seiner vermehrten Ablagerung
fuhrt vor allem zu Veranderungen der linksventrikularen Grof3e sowie zu Steifigkeit

[108]. Kollagen Il hingegen ist vor allem fiir die Elastizitat des Myokards verantwortlich.

Bei der dilatativen Kardiomyopathie kommt es zu einer Abnahme des Kollagen Typ |,
einer Abnahme der Typ-I-/Typ-lllI-Ratio und des Crosslinking sowie zu einer Zunahme
der Fibrose, die zu Steifigkeit der Ventrikel und einem krankhaft veranderten
Kontraktions-Relaxations-Ablauf des Ventrikels fuhrt [112]. Frisch gebildetes

Kollagen Ill dagegen wird fur die Dilatation der Ventrikel verantwortlich gemacht.

Durch LVAD kommt es zu einer Abnahme der Gesamtmenge an Kollagen Typ | und
sowie zu einer Abnahme des Kollagen-Crosslinking, das mit einer reduzierten

myokardialen Steifigkeit einhergeht [40].

Allerdings besteht nach wie vor eine kontroverse Diskussion dariber, wie die LVAD-

Therapie den Kollagengehalt des Herzmuskels beeinflusst. Wahrend die meisten
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Studien einen Abfall des Kollagengehalts unter mechanischer Kreislaufunterstiitzung
ausmachen konnten, zeigten andere Studien eine Zunahme des
Gesamtkollagengehalts im Herzen [103, 113]. Grunde fur diese widerspruchlichen
Ergebnisse konnten in der unterschiedlichen begleitenden pharmakologischen
Therapie, der verschiedenartigen Analyse des Kollagengehalts zum einen
histochemisch mit Siriusrot und zum anderen mit biochemischen Assays und zuletzt,
wie Bruggink und Kollegen vorschlugen, in den méglichen biphasischen Veranderungen
des extrazellularen Matrixumbaus liegen [113]. In dieser Studie nahm das extrazellulare
Matrixvolumen in den ersten 200 Tagen nach LVAD-Therapie zu und zwischen 200 und
400 Tagen nach MCS wieder ab [113].

Fraglich ist auch, ob allein die Menge des Gesamtkollagengehalts ein Pradiktor fur
einen Weaning-Erfolg ist oder ob nicht die Infrastruktur der extrazellularen Matrix und

dessen Umbau mit zu bertcksichtigen sind.

Zwei Studien konnten zeigen, dass Patienten, die erfolgreich vom Assist Device
entwohnt wurden, eine signifikante Veranderung des Kollagengehalts in Korrelation
zum klinischen Ergebnis aufwiesen [42, 81].

In der ersten Studie nahm der Fibrosegrad, verglichen pra- und post- Assist, bei allen
Patienten unter MCS-Therapie ab und bei den erfolgreich entwdéhnten Patienten war der
Fibrosegrad geringer als bei den Patienten, bei denen das Device nicht entfernt werden
konnte [58].

In der zweiten Studie konnten Muller und Kollegen bei Patienten mit dilatativer
Kardiomyopathie nicht ischdmischer Genese eine massive Abnahme des
Fibrosegrades hin zu fast normalen Werten unter LVAD zeigen, die zu einer
funktionellen Myokarderholung fiihrte [53].

Auch Burkhoff und Kollegen beschreiben unter VAD-Therapie eine normalisierte MMP-
1/TIMP-1-Ratio, einen gesteigerten Angiotensin-I- und Ill-Level (Regulatoren der
Kollagensynthese), einen Shift der Kollagen I- und Kollagen-lll-Ratio in Richtung

steiferes Typ-I-Kollagen sowie einen gesteigerten Gesamtkollagengehalt [34, 39].
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In einer weiteren Untersuchung konnte bei ACE-Hemmer-Gabe unter VAD-Therapie ein
verminderter Spiegel an Angiotensin Il, sowie eine Verminderung von myokardialer

Steifigkeit und Gesamtkollagengehalt nachgewiesen werden [66].

Der Serumspiegel von pro-BNP wird im klinischen Alltag als diagnostischer Marker fur
die Volumenuberlastung des Herzens und zum Monitoring der Behandlung der
Herzinsuffizienz verwendet [114]. Tierexperimentelle Studien mit Gene-Knock-Out-
Méausen fur BNP-Rezeptoren legen nahe, dass pro-BNP protektive Effekte auf die
kardiale Fibrosebildung hat, daher wird in dieser Arbeit der Laborparameter pro-BNP in

Bezug auf das Ausmal} an interstitieller Fibrose ausgewertet.

Es wird angenommen, dass eine Verschlechterung der linksventrikularen Funktion
haufig mit einem erhdhten Fibroselevel einhergeht. Die Bildung der interstitiellen
Fibrose wiederum wird vor allem durch das angeborene Immunsystem und im
Besonderen durch die alternativ aktivierten Makrophagen mediiert. Die
immunpathologischen Mechanismen, die hinter dem Cardiac Remodeling bei Patienten
mit IDCMP stehen, sind bisher wenig verstanden. Der Grad an interstitieller Fibrose
sowie der Gesamtkollagenanteil vom Subtyp | und Il in Verbindung mit aktivierten
Makrophagensubpopulationen bei Patienten, die wegen terminaler Herzinsuffizienz eine
LVAD-Therapie erhalten, kdnnten interessante Rickschlisse auf das Reverse Cardiac

Remodeling erlauben und als mogliche Weaning-Marker dienen.

2.5 Fragestellung

Das Nachlassen der linksventrikularen Funktion korreliert mit einem erhdhten Level an
interstitieller Fibrose. FUr die Bildung der interstitiellen Fibrose sind vor allem alternativ

aktivierte Makrophagen (M2) verantwortlich.

In der vorliegenden Arbeit wurden Exzisate vom linken Ventrikel, die zum Zeitpunkt der
LVAD-Implantation gewonnen wurden, mit Herzmuskelexzisaten, die zum Zeitpunkt der
Transplantation, wahrend des Weanings oder Autopsie gewonnen wurden, miteinander

verglichen.

Die quantitative Analyse des Levels an Makrophagen, die fir eine chronisch anhaltende
Entziindung stehen (Stabilin-1) sowie das Niveau an frisch infiltrierenden Makrophagen

(CD14 und CD163), des Levels an interstitieller Fibrose und dem Gehalt an Kollagen |
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und 11l und diese im Vergleich im Herzmuskelgewebe vor und nach LVAD-Therapie
kénnten wichtige Erkenntnisse dariber liefern, welchen Einfluss die mechanische

Kreislaufunterstitzung auf das Reverse Remodeling hat (Grafik 6).

Untersuchung des Einflusses von VAD auf das Cardiac Remodeling:

Makrophagen (Stabilin-1) Makrophagen
chronische Inflammation akute Inflammation (CD14,CD 163)
Interstitielle Fibrose

Grafik 6. Einfluss von mechanischen Kreislaufunterstiitzungssystemen auf Makrophagen und fibroses

kardiales Remodeling

Bei dieser Arbeit stellen sich folgende Fragen:

1. Welchen Einfluss haben Kreislaufunterstiitzungssysteme auf das
Herzmuskelgewebe und im Besonderen auf den Level an verschiedenen Subtypen
von aktivierten Makrophagen (CD163, CD68, CD14, Stabilin-1), auf den Level an

interstitieller Fibrose sowie auf den Kollagen-I- und -IlI-Gehalt?

2. Haben Kreislaufunterstlitzungssysteme einen positiven Einfluss auf das Reverse
Cardiac Remodeling und gibt es einen Zusammenhang zwischen dem Level an
verschiedenen Subtypen von positiv markierten Makrophagen, dem interstitiellen
Fibroselevel, dem Kollagen-I- und Ill-Gehalt sowie deren Einfluss auf das Outcome

(Weaning vs. Non-weaning)?

3. Konnten Subtypen von positiv markierten Makrophagen mogliche Biomarker fur ein
erfolgreiches Weaning vor Therapiebeginn sein oder wéhrend der Behandlung zum

Monitoring eines Weaning-Erfolgs dienen?

4. Haben demographische und klinische Faktoren wie Patientenalter, Geschlecht,
Dauer der Erkrankung, Dauer der LVAD-Therapie, links-, bi- oder rechtsventrikulare
Systeme, Nebenerkrankungen, Serumlevel von pro-BNP und begleitende
medikamentdse Therapie einen Einfluss auf die oben beschriebenen

Fragestellungen?
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Dabei ist die Hypothese, dass, verglichen mit dem Level vor Therapiebeginn, unter
LVAD-Therapie durch Druck- und Volumenentlastung des linken Ventrikels die
Entziindungsprozesse im Myokard rucklaufig sind und nach der Kreislaufunterstutzung
ein geringerer Level an aktivierten Makrophagen vorliegt.

Bezuglich des Levels an interstitieller Fibrose und des Gehalts an Kollagen | und Il
erwarten wir abhangig von der Dauer der LVAD-Therapie und dem Zeitpunkt der

Probenentnahme erhéhte Niveaus.

3. Patienten und Methodik

3.1 Patientengruppen, Therapieparameter, mechanische

Kreislaufunterstitzungssysteme, Vergleichsgruppe

3.1.1 Patienten

Untersucht wurden 12 Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie, die von 2010 bis 2013
am DHZB mit einem VAD behandelt wurden.

In der untersuchten Gruppe waren 7 Manner im Alter von 2 bis 60 Jahren und 5 Frauen
im Alter von 1 bis 60 Jahren.

Die Patienten waren zwischen 6 und 544 Tagen an Assist-Systemen angeschlossen.
Implantiert wurden RVAD-, BVAD- und LVAD-Systeme, die in Tabelle 1 aufgeschlisselt

werden.

Bei keinem der Patienten gab es den angiographischen Nachweis einer
Koronarstenose, keine Exzisate zum Zeitpunkt der VAD-Implantation zeigten einen
histologischen Hinweis einer akuten Myokarditis, bei allen Patienten war der PCR-
Nachweis flr Zytomegalievirus, Enterovirus und Adenoviren negativ, ebenso die in-situ-
Hybridisation fur diese Viren wie auch fur Coxsackie-Viren, Epstein-Barr-Viren und
Herpes-Viren. Bei einem Patienten konnte die kardiale Manifestation einer Sarkoidose

histologisch nachgewiesen werden.
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Alle untersuchten Patienten waren zum Zeitpunkt der VAD-Implantation an einer
terminalen Herzinsuffizienz erkrankt und erhielten eine positiv inotrope Medikation ohne
die Moglichkeit einer Entwdhnung von den Katecholaminen.

Gemald den Standards am DHZB wurden wahrend der LVAD-Therapie alle Patienten
mit beta-Blockern, Angiotensin-Converting-Enzyme-Inhibitoren, niedrig dosierten
Schleifendiuretika und Digitalis behandelt.

Die medikamenttse Therapie wurde individuell auf jeden Patienten angepasst, um die
kardiale Arbeit moglichst weit zu optimieren mit einer HF von 55/min und einem
niedrigen arteriellen Blutdruck bei guter renaler Funktion und Ausscheidung sowie

ausgeglichenem Elektrolythaushalt.

Die LVAD-Implantations- und Explantationsverfahren sind am DHZB standardisierte
Prozeduren, um bei einem potentiell erholten Herzen das Unterstitzungssystem

maoglichst schonend zu entfernen [23].

3.1.2 Therapieparameter und Assist-Systeme

Alter in Tage am _
: : : Assist-
Patient Geschlecht Jahren bei Assist- Outcome
System

Implantation System

1 f 1 411 1 HTx Herz-
Domino

2 m 58 21 2 HTx Herz-
Domino

3 m 2 28 3 HTx Herz-
Domino

4 m 8 34 2 HTx Herz-
Domino

5 m 43 106 2 HTx Herz-
Domino
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7 f 60
8 m 61
9 f 17
10 m 45
11 f 1
12 f 32

1= Berlin Heart BVAD

2 = Heart Ware LVAD

3 =Berlin Heart LVAD

4 = Levitronix RVAD

5 = Berlin Heart RVAD

Tabelle 1. Ubersicht der Therapieparameter bei dem untersuchten Kollektiv

19 + 544

113

215

76 +1

227 + 28

90 + 90

2+4

2+5

HTx Herz-

Domino

HTx Herz-

Domino

HTx Herz-

Domino

HTx Herz-

Domino

HTx Herz-

Domino

Erfolgreich
Entwohnt

Verstorben

Die oben abgebildete Tabelle gibt einen Uberblick uiber Alter, Tage am Assist-System,

Geschlecht, verwendete Assist-Systeme und das Ergebnis nach der Assist-

Explantation. Diese Daten wurden neben den klinischen Parametern gegentber den

histologischen Auszahlungen und Messungen statistisch ausgewertet.

3.1.3 Patientenauswahl
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Fir diese Arbeit wurden bis auf einen Patienten ausschlie3lich Patienten mit einer
idiopathischen dilatativen Kardiomyopathie ausgewahlt, da in dieser Gruppe die
Moglichkeit fur eine myokardiale Erholung und damit die Moglichkeit einer VAD-
Entfernung in rund 8 % der Falle besteht [56].

Diese Arbeit stitzt sich auf die Definition und Klassifikation der Kardiomyopathien nach
AHA (2006) und Mestroni und Kollegen, nach der die Kardiomyopathien eine
heterogene Gruppe von Erkrankungen des Myokards mit mechanischer und/oder
elektrophysiologischer Dysfunktion sind, die Ihren Ausgang in der Regel in einer
Ventrikelhypertrophie oder -dilatation findet und eine Reihe unterschiedlicher meist

genetischer Atiopathogenesen hat [115].

3.1.4 Vergleichsgruppe

Die Vergleichsgruppe bestand aus den Empfangern von 10 Spenderherzen
(Homograftherzen), die am DHZB im Zeitraum von 2011 bis 2013 transplantiert wurden
und bei denen vorab eine Biopsie aus dem Apex des linken Ventrikels entnommen

wurde.
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3.2 Methodik

3.2.1 Vergleich der Parameter von Herzmuskelexzisaten wahrend Implantation
und nach Explantation von mechanischen Kreislaufunterstutzungs-

systemen

Bei allen Patienten wurden Exzisate vom linken ventrikularen Apex zum Zeitpunkt der
Implantation des Kreislaufunterstiitzungssystems gewonnen (pra-Assist). Die Exzisate
reprasentieren das Gewebe der ausgestanzten Implantationsstelle. Zum Zeitpunkt der
Explantation (post-Assist) wurden Exzisate aus der linken Ventrikelwand in der
unmittelbaren Umgebung der Implantationsstelle des LVAD enthommen, welche jedoch
einen geringen Abstand zum an das Assist-Sytem angrenzende Narbengewebe
aufweisen. Als post-Assist-Gewebeproben dienten die explantierten nativen Herzen von
10 Patienten, das post mortem untersuchte Herz einer im Therapieverlauf verstorbenen
Patientin sowie ein Exzisat des linksventrikularen Apex, welches wahrend des

erfolgreichen Weanings vom Assist-System einer Patientin gewonnen werden konnte.

Die gewonnenen Exzisate wurden in Formalin fixiert. Die Paraffinschnitte wurden
konventionell histologisch und mittels Spezialfarbungen (Kongorot, PAS, PAS-Diastase,
Berliner Blau) zum Ausschluss einer Amyloidose, einer Stoffwechselerkrankung,
insbesondere einer Hamosiderose sowie Veranderungen, welche auf ischamische
Veranderungen hinweisen wirden, untersucht. Ferner wurde der Fibrosegehalt
histochemisch mit Siriusrot hervorgehoben. Die Makrophagenpopulationen wurden
immunhistochemisch mit C 68, CD163, CD14 und Stabilin-1 aufgearbeitet.
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12 Patienten mit DCM
5 f, 1 - 60 Jahre
7 m, 2 - 60 Jahre

Vergleich
Tage am Assistsystem (6-544 Tage)
- =
Quantitative Analyse
Implantation Immunhisto- Explantation
Exzisate vom linken chemie Exzisate von linker
ventrikularen Apex CD68 Ventrikelwand
CD163
Stctl))'I]'4 : Outcome nach VAD
abilin-
Histochemie l ¢ l
Sirius rot 10 1 1
IF transplantiert  verstorben weaned

Grafik 7. Studiendesign und Methodik der Untersuchung

Mit Hilfe des Mikroskops und einer speziellen fur die Auswertung entworfenen Software
(néhere Erlauterungen hierzu siehe 3.2.2) wurden positiv markierte Makrophagen
ausgezahlt und Fibrose- und Kollagenareale im Verhaltnis zum Gesamtvolumen

ausgemessen.

Zwolf randomisiert ausgewahlte Messfelder im Mikroskop entsprechen der quantitativen

Auswertung von 1 mm2,

Bei der Analyse der Auszéhlung der positiv markierten Makrophagen wurden aus den

Ergebnissen der 12 Felder Mittelwerte gebildet und statistisch ausgewertet.

Fir die Flachenauswertung der interstitiellen Fibrose und des Kollagengehalts wurden

Flachenanteile in Prozentwerten nach 12 Messungen ermittelt.

Die Messergebnisse aus Herzmuskelpraparaten, die von der Implantation des VAD
gewonnen wurden, wurden mit denen verglichen, die bei der Explantation des VAD

gewonnen wurden.
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3.2.2 Spezialfarbung der Exzisate: histochemische Anfarbung der
Kollagenfasern: Siriusrot, Kollagen Typ | und Il und
immunhistochemische Analyse der Makrophagenmarker CD163, CD14,
CD168 und Stabilin-1

Im Rahmen der Implantation und der Explantation der VAD wurden Exzisate aus dem

linken ventrikularen Apex und der linken Ventrikelwand gewonnen.

Das so gewonnene Untersuchungsmaterial wurde sofort in 4%-ig gepuffertem Formalin
nach Lillie fixiert, um so ablaufende autolytische Prozesse so gering wie moéglich zu
halten. Bei der Einbettung des Gewebes wurde den Proben Wasser entzogen und der
dabei auftretende Schrumpfungsprozess fuhrte zu einer Verdichtung und Hartung des
Gewebes. Zur Entwasserung wurden Alkohole in aufsteigenden Konzentrationen
verwendet, als Einbettungsmedium wurde Paraffin verwendet, das sich nicht in Alkohol
l6st. Als Intermedium wurde Xylol verwendet, das den Alkohol aus dem Gewebe

verdrangt und sich dem Einbettungsmedium Paraffin vermischt.

Im Anschluss wurde das Gewebe mit Hilfe einer Paraffin-Ausgiel3station aufgeblockt
und durch eine Kuhlplatte abgekunhlt.

Die gekuhlten Blocke wurden in 3 um dicke Schnitte aufbereitet. Anschlie3end wurden

diese in einem Wasserbad gestreckt, auf einen Objekttrager gezogen und getrocknet.

Aus den getrockneten Schnitten wurde das Intermedium Xylol aus dem Paraffin
herausgeldst. Um in den Schnitten die Aufnahme von wéssrigen Farbstofflésungen zu
ermdglichen wurden sie zur Rehydrierung in absteigenden Alkoholreihen Gberfiihrt und

in destilliertem Wasser gespililt.

Im Anschluss wurde die jeweilige Farbung mit Siriusrot beziehungsweise die

immunhistochemische Behandlung mit CD163,14,168 durchgefiuhrt.

In der Siriusrot-Bindegewebsfarbung grenzt sich das sonnengelbe Zytoplasma der
Herzmuskelzellen deutlich von der rot dargestellten Fibrose und den rot dargestellten
Narben ab. Die Kernstrukturen stellen sich durch das Eisenhdmatoxylin blau-schwarz

dar.
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In den immunhistochemisch bearbeiteten Préparaten stellen sich die Zellkerne von

aktivierten Makrophagen mit einer deutlichen Rotfarbung dar.

Die immunhistochemische Analyse und Auswertung der Stabilin-1-markierten
Makrophagen mit Doppel-Immunofluroszenz- und Konfokalmikroskopie wurde von
unseren Kollegen der Forschungsgruppe Kzhyshkowska in Heidelberg-Mannheim

durchgefuhrt.

3.2.3 Mikroskop und digitale Bildanalyse

Mit Hilfe des Mikroskops (Nikon Eclipse Ni einem Kameraufsatz DS-Fi2) und einer
speziell fur die Auswertung von aktivierten Makrophagen, interstitieller Fibrose,
Kollagen Typ | und Il entworfenen Software (Nikon NIS Elements 4.10) wurden die

histologischen Praparate ausgewertet.

Bei der Arbeit mit dem Mikroskop wurde das Préparat zunachst ohne Zuhilfenahme des
Mikroskops betrachtet und auf Defekte des Objekttragers, Luftblaseneinschliisse und

GroRRe des Exzisats geachtet.

Gearbeitet wurde mit einer VergroéRerung von 1:400. Beim Scharfstellen des
Mikroskops wurden im Makrophagenmessprogramm die Zellkerne primar fokussiert und
im Fibrose- sowie Kollagenmessprogramm die Fibrose bzw. die Narben primar
fokussiert. Zu Beginn der Messung wurde die erste Einstellung zufallig und in der Mitte

des Myokards gewahlt unter Ausschluss des Fettgewebes.

Im Anschluss wurde die Messung fortgesetzt, in dem das Praparat, im Myokardgewebe
unter Vernachlassigung von Granulationsgewebe, Gefal3en, Nerven, und
subendokardialem Myokardgewebe abgefahren wurde. Um nicht an gleichen Stellen
noch einmal zu messen wurden markante Strukturen als ,Wegweiser” festgehalten. Bei
12 Feldern und bei einer Vergroél3erung von 1:400 wurden fir jedes Praparat 1 mmz?

randomisiert ausgewertet.

Die immunhistochemisch aufgearbeiteten und angefarbten Schnittpraparate der
Exzisate wurden mit Hilfe einer speziell fir die Bildanalyse entworfenen Software
quantitativ analysiert (Nikon NIS Elements 4.10). Aufgrund der sehr diinnen Schnitte

lassen sich die quantitativen Ergebnisse mit den semiquantitativen Ergebnissen der
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Elektronenmikroskopie vergleichen, da die dritte Dimension von unterschiedlichen

Zelltypen nahezu vernachlassigt werden kann.

Prinzipiell gibt es zwei verschiedene Methoden der Bildanalyse. Zum einen ein
Zahlprogramm fur die Auswertung der aktivierten Makrophagen und zum anderen ein

Flachenmessprogramm flr die Bestimmung des Fibrose- und Kollagengehalts.

Bei der Makrophagenauszahlung wird dabei zunachst das von der Kamera Ubertragene
Bild abgespeichert und ein Schwellenwert geladen. Die CD- und Stabilin-1-markierten
Makrophagenzellkerne setzen sich durch lhre intensive Rotfarbung deutlich von den

Kardiomyozytenzellkernen und anderen intra- und extrazellularen Strukturen ab.

Die Schwellenwertfunktion unterteilt das Bild in die Farbténe Rot, Grin und Blau (RGB-
Bild), und fur alle Pixel des Bildes werden diese entsprechend markiert. Der
Schwellenwert setzt nun Grenzen fur jeden Farbton bezlglich des Intensitats- oder
Helligkeitswerts jedes Pixels und im Ergebnis entstehen geometrische Formen, die

aufgrund lhrer Farbmarkierung aktivierte Makrophagen darstellen kénnten.

Das Laden des Schwellenwerts ist eine automatisierte Anwendung, die
Schwellenwertgrenzen missen manuell nachkorrigiert werden und so knapp gewahlt

werden, dass ausschlief3lich die Objekte von Interesse markiert werden.

Bei dieser Bildanalyse entsteht ein Binarbild nach dem On-Off-Prinzip, bei dem Pixel
innerhalb der angegebenen Schwellenwertgrenze markiert werden und diejenigen, die
herausfallen, unmarkiert bleiben. So werden neben Artefakten vor allem aktivierte

Makrophagen, die CD oder Stabilin-1-markiert sind, dargestellt.

Die so entstandenen geometrischen Formen werden im Anschluss einer zweiten

Selektion unterworfen.

Uber ein Ausmessen der maximalen und der minimalen Langsausdehnung der
markierten Zellkerne (max und min Feret) und das Setzen einer Grenze von 5 bis 20
Mikrometer kann das Ergebnis noch einmal spezifisch nach der Grof3e von

Makrophagenzellkernen gefiltert werden.

Durch diese zweifache Selektion nach Farbintensitat und Gré3e der abgebildeten

Strukturen lassen sich treffsicher aktivierte Makrophagenzellkerne darstellen und
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automatisiert auszahlen. Jeder dieser Schritte bedarf aber der manuellen

Nachbearbeitung, um Artefakte auszuschliel3en.

Die Ausmessung des interstitiellen Fibrose-, Narben- und Kollagenanteils beruht auf

einer Flachenmessung mit dem Bildanalyseprogramm.

Zunachst wird auch hier ein Schwellenwert geladen und das zu analysierende Bild in
ein RGB-Bild umgesetzt. Die rot angefarbten Fibrose-, Narben- und Kollagenanteile
setzten sich deutlich im Binarbild ab. Im Anschluss werden mit den entsprechenden
Tools die Narbenflachen herausgeschnitten, entsprechend andersartig farbig markiert
und damit aus der Flachenberechnung ausgeschlossen. Die Software gibt nun den
Flachenanteil der unterschiedlichen Binarbilder am Gesamtbild fir die reine interstitielle
Fibrose, den puren Narbenanteil und die gesamte Fibroseflache an. So lassen sich tber
die Flachenanteile die Prozentzahlen der zu bestimmenden Grof3en ermitteln. Um
festlegen zu kdnnen, welche Anteile zum Narbengewebe gehéren, wurden markierte
Flachen, die besonders kompakt und intensiv in ihrer Farbgebung waren sowie eine
Dicke von drei Ubereinander gelagerten Kardiomyozytenzellkernen tberschritten, als
Narbengewebe identifiziert. Ferner wurden zur Beurteilung die umgebenden Strukturen
wie Blutgefal3e und Interstitium sowie die Textur der Farbflache (aufgelockert-/faserartig
vs. kompakt) hinzugezogen. Auch wenn diese Bildanalyse automatisiert erfolgt ist eine
manuelle Anpassung in jedem Arbeitsschritt notwendig, um korrekte Ergebnisse zu

ermitteln.
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Abbildung 1. Darstellung histologischer Schnittbilder und Messfelder fur Stabilin-1, CD14, CD16, CD68

aktivierte Makrophagen und interstitielle Fibrose

Legende: die Analyse der Stabilin-1-markierten Makrophagen wurde mit Hilfe der Triple
Immunofluoreszenz und konfokalen Mikroskopie durchgefihrt.

CD68-positive Makrophagen werden griin dargestellt, Stabilin-1-positive Makrophagen in rot und
Zellkerne in blau. IF stellt die histochemisch mittels Siriusrot angefarbten kollagenen Fasern im
Interstitium dar.
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3.2.4 Fehleranalyse

Mit der Software Nikon NIS ist ein automatisiertes Arbeiten und Auswerten der Schnitte
in vielen Fallen nicht moglich und jedes auszuwertende Feld bedarf der manuellen

Nachbearbeitung unter Sichtkontrolle.

Im Folgenden werden kurz die Situationen beschrieben, bei denen eine automatisierte
Auswertung zu falsch positiven oder negativen Ergebnissen gefuhrt hatte und so

manuell nachkorrigiert werden musste.

So werden beispielsweise bei der Ausmessung der positiv markierten Makrophagen bei
der Programmfunktion ,Schwellwert laden® die roten Farbmarkierungen in einigen
Fallen fehlerhaft angezeigt. So werden eng aneinander liegende Zellen mit einer
gemeinsamen Farbflache angezeigt. Eng zusammenliegende positiv markierte
Makrophagen zeigt die Software im Ergebnis nur mit einer roten Farbflache an und wird

daher fehlerhaft als nur ein aktivierter Makrophage gezahlt.

Hier ist mit der Korrekturfunktion die gesamte Farbflache wegzunehmen und manuell
unter Beurteilung der Zellkerne die Farbmarkierung so aufzuteilen, dass es der Anzahl
der positiv markierten Zellkerne entspricht. Nur so kann eine korrekte Anzahl der positiv

markierten Makrophagen ermittelt werden.

Ebenfalls fehlerhaft wird die Makrophagenanzahl registriert, wenn der Schwellenwert
geladen wird und Lipofuszin oder rote Artefakte markiert werden und so falsch positive
Ergebnisse entstehen. In diesen Fallen wurde auf das automatisierte Vorgehen
verzichtet und unter visueller Kontrolle wurden die entsprechenden Farbfelder manuell

markiert, die sich um die Zellkerne befinden.

Weiterhin haben im Zahlprogramm fur Makrophagen in einigen Feldern die roten
Markierungen eine so starke Farbintensitat, dass man nicht erkennen kann, ob sich
unter der roten Farbung ein Zellkern befindet. In den meisten Féllen schimmert der
Zellkern des Makrophagen durch die rote Markierung hindurch, dann kann die Zelle klar
zur Zahlung hinzufugefigt werden. In einigen wenigen Fallen ist aber eine Zuordnung
nicht ganz sicher. Hier wurde anhand von Gréf3e und Form der roten Flache jeweils

individuell entschieden, ob es sich um einen aktivierten Makrophagen, einen
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Farbeartefakt oder um ein Blutgefal3 handelt und durch Ausradieren der Markierung

kontrolliert, ob es sich um einen aktivierten Makrophagen handelt.

Eine Besonderheit des NIS-Programms ist, dass es Uber eine sogenannte
,Randfunktion® verfugt. Dabei werden farblich markierte Objekte, die sich zum Teil
aulRerhalb des Bildfeldes befinden, gelb umrandet und nicht mitgezahlt. Gerade bei
grol3en Farbflachen, hinter denen sich mehrere Zellkerne befinden, wirde dies zu
falsch negativen Ergebnissen fiihren. Auch hier sind wieder unter Sichtkontrolle die

ausgeschlossenen Farbflachen zu entfernen und manuell zu markieren.

In den mit CD163 markierten Praparaten sind die Farbungen oft sehr blass und nach
einem WeilRabgleich, der den Kontrast zwischen Zytoplasma und markierten Zellkernen

verstarkt, blassen die Bilder oft noch weiter nach.

Als Losung wird dann ein weiterer Weil3abgleich an einer weiteren und dunkleren Stelle
vorgenommen, so dass sich die Kontraste wieder verstarken und die rote
Farbmarkierung deutlicher wird. In diesen Fallen ist die manuelle Markierung von
aktivierten Makrophagen genauer, da viele markierte Makrophagen unter den
Schwellwert fallen und nicht erfasst werden. Alternativ hatte man die Farbschwelle
heruntersetzen kénnen, was wiederum zu falsch positiven Ergebnissen fihren wirde,

die manuell herausgeschnitten werden missten.

Eine weitere Tucke des Programms verbirgt sich hinter der automatischen Schwelle fur
die Farbmarkierung. Wenn diese zu niedrig eingestellt ist, werden oft kleinste
Farbsprenkel und Artefakte als Zellkern erkannt und markiert. Ferner werden durch die
Schwellenwertangaben die Zellkerne haufig zusammengefasst und als ein Zellkern

gezahlt und infolgedessen zu wenige aktivierte Makrophagen erfasst.

Daher muss bei jeder einzelnen blau umrandeten Farbmarkierung handisch kontrolliert
werden, ob sich dahinter nicht eventuell ein Makrophag oder mehrere positive markierte

Makrophagenzellkerne befinden.

Bei der Einstellung des korrekten Schwellenwertes fur die Kollagenmessung wird mit
dem Cursor der entsprechende Schwellwert fur den roten Binarlayer gewéhlt. Hier
macht nur ein Punkt im Zahlenwert der Schwelle die Grenze zwischen Mitanfarbung

von Zytoplasma oder einer ausschliel3lichen Anfarbung von Kollagen aus. Manuell

60



wurde diese Schwelle flr jede Messung korrekt angepasst, so dass sich kein

Zytoplasma mitangeféarbt hat und so zu falsch positiven Ergebnissen gefuhrt hatte.

Bei der Grenzeinstellung fur alle Messungen, Fibrose- wie auch Kollagenmessung, ist
der farbige Binarlayer so zu wahlen, dass die auszuwertenden Strukturen deutlich
markiert sind und gerade nicht das Zytoplasma miterfasst wird. Diese Anpassungen

erfolgen manuell unter Sichtkontrolle.

Das Praparat 9(2)-12-2309 zeigt im Gegensatz zu den anderen CD163-Farbungen, die
sich rot anfarben, eine deutliche Braunfarbung.

Hier ist fraglich, ob es sich um Hamosiderin oder eine Anfarbung von markierten
Makrophagen handelt. Der Schnitt wurde erneut angefarbt und nach dieser Mal3hahme
zeigte sich neben der Braunfarbung eine deutliche Rotfarbung von markierten
Makrophagen.

Hier ist es besonders aufwendig, diese von aktivierten Makrophagen zu unterscheiden,

daher wird die Methode der Messung fir diese Falle verandert.

Eine randomisierte Auswahl der Messfelder ist hier nicht mehr moglich, daher werden
bewusst Einstellungen des Interstitiums, von perivaskularen Strukturen und von
interstitiellem Endokard gewahlt, in denen sich vermehrt aktivierte Makrophagen
auffinden. Fur die statistische Auswertung und den Vergleich von pra- und post-Assist-
bestimmten aktivierten Makrophagen wurde fur diese Arbeit auf die in Heidelberg-
Mannheim gemessenen Werte fur Stabilin-1 der Konfokalmikroskopie zurtickgegriffen,
da diese sich im Vergleich zu den lichtmikroskopischen Werten als sensitiver

herausgestellt hat.

Bei der Fibrosemessung wurde besonders darauf geachtet, perivaskulare R&ume sowie
das Endokard auszusparen, da diese zu falsch positiven Ergebnissen fiihren wiirde.

Felder mit einem Anteil von weniger als 30 % Myokard wurden ausgelassen.

Bei sehr kleinen Schnitten von 1-2 mmz ist es aber nicht ausgeschlossen, dass
perivaskulare Areale mitgemessen wurden. Dieser Fehler wirde zu falsch hohen

positiven Werten flr die interstitielle Fibrose fuhren.
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4. Ergebnisse

4.1 Klinische Ergebnisse

Untersucht wurden 12 Patienten, die an einer nicht ischdmischen dilatativen
Kardiomyopathie erkrankt waren und eine Kontrollgruppe, die aus 10 Spenderherzen
bestand. In der untersuchten Gruppe waren 7 Manner im Alter von 2 bis 60 Jahren und

5 Frauen im Alter von 1 bis 60 Jahren.

Die Patienten waren zwischen 6 und 544 Tagen am Assist-System angeschlossen. Als
Systeme wurden temporarer RVAD (Levitronix, Abbot, USA), BVAD (BerlinHeart,
BerlinHeart, Deutschland) und LVAD (Heartware HVAD, Medtronic, USA) verwendet.

Acht Patienten wurden priméar mit einem LVAD (Heartware HVAD) sowie 1 Patient mit
einem LVAD (Berlin Heart) versorgt, ein Patient primar mit einem BVAD (BerlinHeart),
bei 1 Patienten wurde im Verlauf von einem RVAD (Levitronix) auf ein LVAD und bei
weiteren 3 Patienten aufgrund eines Rechtsherzversagens von einem LVAD auf ein

BVAD-Therapiekonzept umgestellt bzw. ein zusatzliches temporares RVAD implantiert.

Bei 2 Patienten war vor der Assist-Implantation ein ICD implantiert und bei 1 Patienten
war eine Resynchronisationstherapie durchgefihrt worden.

Nach Explantation des VAD wurden 10 Patienten transplantiert, 1 Patientin verstarb im
weiteren Verlauf und 1 Patientin konnte erfolgreich vom Assist-System entwdhnt

werden.

4.2 Statistische Ergebnisse

In der statistischen Auswertung wurden in einer univariaten Analyse, den Pearson-
Korrelationen (ab < 0,6), dem Wilcoxon Signed Ranks Test, und dem Mann-Whitney U,
Asymp.Sig und Exact Sign (signifikant bei < 0,07) folgende Untersuchungsparameter
ausgewertet: Patientenalter in Tagen, Tage am Assist-System, Geschlecht,
verwendetes Assist-System, aus den Messungen am Mikroskop die Mittelwerte jeweils
vor und nach VAD-Therapie von CD14, CD68, CD163, Kollagen 1, Kollagen 3, Fibrose
gesamt (interstitielle Fibrose + Narbe), Fibrose pur (nur interstitielle Fibrose), Narbe

(ausschlie3lich Narbengewebe ohne die interstitielle Fibrose), Stabilin-1 sowie die
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gleichen Werte fir die Kontrollgruppe bestehend aus 10 Spenderherzen, die am DHZB
transplantiert wurden. Ferner wurden die Ergebnisse in Korrelation mit den klinischen
Parametern wie Gewicht, peripheren arteriellen Verschlusskrankheit (pAVK),
Niereninsuffizienz, Diabetes Mellitus, Arterielle Hypertonie, Arteriosklerose sowie
Laborparameter: proBNP, TAG, LDL, HDL, Cholesterin, Kreatinin, Harnstoff, Harnsaure
sowie den echokardiographischen Parametern LVEF, LIVDd, LIVIDs, RVEDD und die

medikamentdse Therapie gesetzt.

Die Tabelle mit den klinischen Daten, die erhoben wurden, befindet sich aufgrund des

Umfangs auf einer externen Festplatte.

In dieser Arbeit bestand keine statistische Signifikanz zwischen dem Alter und den pra-
oder post-Assist-gemessenen Mittelwerten sowie flr die Differenz aus pra- und post-
Assist-Werten gegeniiber dem Alter fir die oben beschriebenen gemessenen

Parameter flr aktivierte Makrophagen, Fibrose und Kollagen.

Auch gegenuber dem Geschlecht der Patienten sowie den analysierten Makrophagen-

und Fibrosewerten konnte kein signifikanter Zusammenhang gefunden werden.

Da bei den untersuchten Patienten zum Teil mehrere Therapiekonzepte mit
unterschiedlichen Unterstitzungssystemen verwendet wurden (Berlin Heart, Levitronix,
HeartWare) lassen sich hier keine einheitlichen Gruppen fir eine statistische

Auswertung bilden.

Bezuglich der einen Patientin, die erfolgreich vom Kreislaufunterstiitzungssystem
entwohnt werden konnte, ist festzuhalten, dass es sich um eine junge weibliche
Patientin mit 510 Lebenstagen handelt, die tber insgesamt 180 Tage (90 Tage LVAD
Berlin Heart und 90 Tage RVAD Berlin Heart) eine Assist-Therapie erhielt. Bei dieser
Patientin war der Fibrosegrad vor Beginn der Therapie mit 5 % interstitieller Fibrose
gering, dabei war auffallig, dass keine Stabilin-1-markierten Makrophagen und nur eine
sehr geringe Anzahl von aktivierten CD163 undCD68 Makrophagen zu Beginn der

Therapie detektiert werden konnten.

Interessant ist, dass die Differenz der pra-Assist und post-Assist gemessenen Werte fur

die interstitielle Fibrose (Fibrose pur ohne Narbengewebe) statistisch signifikant ist
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(Asymp. Sig. 2-tailed = 0,007) und damit die interstitielle Fibrose unter VAD-Therapie

zunahm.

Ferner nahm die Anzahl an aktivierten Makrophagen, und zwar sowohl die frisch
infiltrierenden CD163- und CD14- als auch die Stabilin-1-markierten Makrophagen, die
fur eine chronisch anhaltende Inflammation stehen, unter Assist-Therapie ab, wobei die

statistische Signifikanz nur knapp verpasst wurde.
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Grafik 8. Box-Whisker-Plots: Differenz der Anzahl an markierten Makrophagen und interstitieller Fibrose

vor und nach Implantation von mechanischen Kreislaufunterstiitzungssystemen

Fur die Fibrosewerte préa- und post-Assist in Korrelation mit den Werten flr aktivierte
Makrophagen ebenfalls vor- und nach Assist-Therapie konnte kein signifikanter

Zusammenhang gefunden werden.

Der Unterschied zwischen den Werten fur die interstitielle Fibrose vor- und nach Assist-
Therapie in Zusammenhang mit der Dauer der mechanischen Kreislaufunterstitzung
zeigt, je langer die Therapie andauert desto mehr wird interstitielle Fibrose gebildet,

wobei eine statistische Signifikanz fur diese Aussage nicht ermittelt werden konnte.
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Grafik 9. Statistik dot-plot: Differenz der interstitiellen Fibrose in Korrelation zu Tagen an mechanischen
Kreislaufunterstitzungssystemen

Wie zu erwarten war hatte die Kontrollgruppe, die aus 10 Spenderherzen bestand,
gegenuber den 12 untersuchten Patienten statistisch signifikant weniger Narben,
weniger Kollagen Ill, weniger interstitielle Fibrose und weniger aktivierte Makrophagen

im untersuchten Herzmuskelgewebe.

Die statistische Auswertung der klinischen Parameter wie Gewicht, pAVK,
Niereninsuffizienz, Diabetes Mellitus, Arterielle Hypertonie, Arteriosklerose sowie der
Laborparameter proBNP, TAG, LDL, HDL, Cholesterin, Kreatinin, Harnstoff, Harnsaure
sowie der echokardiographischen Parameter LVEF, LIVDd, LIVIDs, RVEDD und die
medikamentose Therapie ergaben gegenuber den histologischen Messungen keine

statistischen Signifikanzen.
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5. Diskussion

Das Ergebnis dieser Arbeit ist, dass die Anzahl aller Makrophagen der verschiedenen
Subpopulationen im Myokard unter VAD-Therapie abnahm, wobei die statistische
Signifikanz knapp verfehlt wurde. Der Level an interstitieller Fibrose nahm hingegen
unter der mechanischen Kreislaufunterstiitzung zu. Die Limitationen der Arbeit liegen

vor allem darin begriindet, dass die Patientenanzahl gering ist.

Dennoch lasst sich daraus schlussfolgern, dass eine Druck- und Volumenentlastung
des linken Ventrikels durch ein VAD zu einer Verringerung der Anzahl an aktivierten

Entziindungszellen fuhrt und somit zu einem riicklaufigen Entziindungsprozess.

Dieses Ergebnis ist durchaus nachvollziehbar, denn wird durch ein Assist-System der
Ventrikel entlastet, fallt die stdndige Volumen- und Druckbelastung auf das Myokard
weg. Damit entfallen die Trigger, die fur eine chronische Entziindungsreaktion
verantwortlich sind und die mit einer kontinuierlichen Infiltration von Immunzellen,
anhaltend hohen Leveln an proinflammatorischen Zytokinen und inflammatorischen M1-

Makrophagen verbunden sind.

Es besteht die Moglichkeit, dass eine mechanische Kreislaufunterstiitzung eine
antiinflammatorische Therapie darstellen konnte, bei der die Ausléser fir die chronische
Entztindungsreaktion wie Druck und Volumen eliminiert werden und damit die Ursachen
fur die Entstehung und das Fortschreiten der terminalen Herzinsuffizienz beseitigt

wirden.

AulRerdem kommt es durch die Assist-Therapie zu einem normalisierten
neurohormonalen und Zytokinen-Niveau, was wiederum die Erholung des Myokards

und damit ein mogliches erfolgreiches Weaning begtinstigt.

Fir die erhohte interstitielle Fibrose nach Assist-Therapie kénnten die Stabilin-1-
markierten Makrophagen (M2) verantwortlich sein, die bei nachlassender Entziindung
vom Modus der chronischen Entziindung auf den Modus der Heilung und das Gewebe-
Remodeling umschalten. Dabei wird die urspriingliche inflammatorische Reaktion
herunterreguliert und profibrotische Heilungsprozesse initiiert, die mit Fibrose- und

Narbenbildung einhergehen. Bei diesen Prozessen sind vor allem M2-Makrophagen
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beteiligt, die das Abklingen der Entziindungsreaktion und die Reparaturvorgange, die

mit Narbenbildung einhergehen, steuern.

Die erhdhten Werte fur die interstitielle Fibrose nach Assist-Therapie sprechen fir die
beginnende Heilungsphase des Myokards nach VAD-Therapie, die vor allem durch M2-
Makrophagen reguliert wird und moglicherweise durch die mechanische
Kreislaufunterstiitzung ausgelodst wurde. Grol3ere Studien mit hdheren Patientenzahlen
waren notwendig und kdnnten zeigen, dass eine VAD-Therapie weit mehr ist als eine
akut lebensrettende MaRnahme oder ein Uberbriicken der Wartezeit auf ein
Spenderherz. So kénnte sie auch eine antiinflammatorische Therapie sein, die die
initialen Entziindungsprozesse im Myokard beseitigt und somit die Moglichkeit fur eine
substantielle Myokarderholung mit nachfolgendem erfolgreichem Weaning vom VAD
schafft.

Unterschiede in erhéhten oder erniedrigten Werten fur die interstitielle Fibrose unter
VAD-Therapie konnten sich anhand der biphasischen Veranderungen des
extrazellularen Matrixumbaus nach Bruggink und Kollegen erklaren lassen, bei denen in
den ersten 200 Tagen nach VAD-Therapie das extrazellulare Matrixvolumen zunahm

und nach 400 Tagen das Gesamtvolumen wieder abnahm [113].

In dieser Arbeit, bei der die Patienten zwischen 6 und 544 Tagen am Assist-System
angeschlossen waren, lasst sich keine statistische Aussage Uber eine optimierte Dauer
der Assist-Therapie und den damit in Verbindung stehenden interstitiellen
Fibrosewerten machen. Auffallend ist jedoch, je langer die Behandlung anhielt, desto
hdher waren die Werte fur die interstitielle Fibrose. Dies wiederum stitzt die Hypothese,
dass die Assist-Therapie eine antiinflammatorische und die Heilungsphase einleitende
Behandlung darstellt.

Muller und Kollegen haben schon vor rund 20 Jahren beschrieben, wie die myokardiale
Fibrose bei Patienten unter Assist-Therapie zunahm [116]. Viele weitere Arbeiten zu
dem Thema lieferten zum Teil widersprichliche Ergebnisse und eine klare Abgrenzung
ist schwierig [70, 103, 117]. Aktivierte Makrophagen kdénnten ein weiterer Baustein sein,
um die Remodeling-Prozesse und die Mdglichkeit einer myokardialen Erholung unter

Assist-Therapie zu verstehen.
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Leider ist es in dieser Arbeit nicht gelungen, einen Biomarker fiir ein erfolgreiches
Weaning zu identifizieren. Die Materialgewinnung von Exzisaten bei Patienten mit VAD-
Therapie ist schwierig und stellt fur den Patienten eine Gefahr dar, da das erkrankte
und bereits geschwéachte Herz durch eine Biopsie weiter geschadigt werden kdnnte.

Studien mit Herzmuskelexzisaten von erfolgreich entwdohnten Assist-Patienten mit
hohen Fallzahlen sind schwer zu erstellen und nur in geringer Anzahl vorhanden, zumal
viele Kliniken das Therapieziel Bridge to Recovery nicht vor Augen haben, sondern eher
auf eine Uberbriickung zur Transplantation oder auf eine Destination Therapy hin

behandeln.

Fur die eine entwdhnte Patientin (unter 4.2. beschrieben) trifft die Hypothese zu, dass
junge Patienten mit kurzer Krankheitsdauer und DKMP gréf3ere Chancen auf ein
erfolgreiches Weaning vom Assist haben, eine statistische Untermauerung fur diese

Aussage gelang aber in dieser Arbeit nicht.

Da alle untersuchten Patienten wahrend der VAD-Therapie eine vergleichbare
Medikation erhielten, kann keine Aussage uber den Einfluss von Medikamenten auf das
Outcome der Therapie beziehungsweise auf das Reverse Remodeling gemacht

werden, z. B., ob ACE-Hemmer den Fibrosegrad beeinflussen.

Zusammenfassend kann man sagen, dass interstitielle Makrophagen (M2) das kardiale
Remodeling zu unterstitzen scheinen und die interstitielle Fibrose unter Assist-Therapie
zunahm. Die Anzahl aktivierter Makrophagen wurde aber durch eine VAD-Therapie
reduziert. Ein spezifischer Makrophagensubtyp, anhand dessen man das Outcome und
ein mogliches erfolgreiches Weaning beurteilen kénnte, konnte u. a. wegen der

geringen Anzahl an untersuchten Patienten nicht gefunden werden.

Mit Blick in die Zukunft ist aus immunologischer Sicht eine weitere Subtypen-Analyse
von Monozyten und Makrophagen notwendig, um die Balance zwischen
proinflammatorischen Makrophagen gegeniber alternativ aktivierten Makrophagen (M2)
zu jedem Zeitpunkt einer kardialen Stresssituation zu verstehen, die komplexe Effekte

auf die Modulation und Aktivierung von Kardiomyozyten und Kardiofibroblasten hat.

Um zu verstehen, welche Bedeutung die verschiedenen Subtypen von Makrophagen zu

Beginn der Inflammation, im chronischen Zustand und bei der Auflosung des
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Entziindungsprozesses unter VAD-Therapie haben, ist weitere Forschungsarbeit

notwendig.

Wichtig wéare es vor allem, die Entziindungsreaktion in der Weise kontrollieren zu
konnen, dass das pathologische Remodeling unterdrtickt wird, aber protektive

Bestandteile der Inflammation geférdert wirden.

Dies betrifft vor allem die Regulation der Homdostase der verschiedenen Makrophagen-
und Monozytensubgruppen (pro- und antiinflammatorisch) im biphasischen
Entziindungsprozess wahrend des Ubergangs von der Phase der Inflammation zur

Reparaturphase bzw. Heilungsphase.

Ebenfalls interessant ware es herauszuarbeiten, ob positiv markierte
Makrophagensubtypen gemeinsam mit echokardiographischen Parametern mogliche
Marker fur die Verlaufskontrolle wahrend VAD-Therapie sein kénnten.

Fur zukinftige Untersuchungen wird es von entscheidender Bedeutung sein,
prognostische Biomarker fur die Myokarderholung zu finden, die eine funktionelle
Myokarderholung mit nachfolgender Assist-Device-Explantation anzeigen. Abzugrenzen
davon sind die Veranderungen unter VAD-Unterstutzung, die zu zellularen und
molekularen Veranderungen des Herzmuskelgewebes, aber nicht zu einer

Verbesserung der kardialen Pumpfunktion fuhren.

So liel3en sich Therapieregime entwickeln, die auf ein Bridge to Recovery abzielen und
durch Anderungen der Therapieparameter und durch Anpassungen der VAD-Therapie-
Dauer, der begleitenden pharmakologischen Therapie und der optimalen Auswahl des

Devices (pulsatil/nonpulsatil) eine Explantation des VAD zum Ziel haben.
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