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1 Einleitung

1.1 Extrakorporale Membranoxygenierung

Die extrakorporale Membranoxygenierung stellt seit Uber 50 Jahren ein wichtiges
intensivmedizinisches Therapieverfahren dar (1). ECMO (extracorporeal membrane
oxygenation) bzw. ECLS (extracorporeal life support) ist ein Organersatzsystem fur
Lunge und/oder Herz und wird somit vorwiegend bei schweren respiratorischen oder
kardiovaskularen Erkrankungen eingesetzt. Die ECMO soll nicht als alleinige
Beatmungsform verwendet werden, sondern als erganzende Entlastung zur
Ermoglichung der lungenprotektiven Beatmung mit moderaten Beatmungsdrucken.
Das System besteht aus Kanulen, dem Schlauchsystem, einer Pumpe, einem
Oxygenator und einem Warmetauscher (s. Abb. 1). Dabei wird das Blut aus der
kanulierten Vene in das ECMO-System geleitet und von einer Pumpe in Richtung des
Oxygenators beschleunigt. Im Membranoxygenator wird das Blut mit Sauerstoff
angereichert sowie Kohlenstoffdioxid aus dem Blut entfernt. Dies geschieht mittels
Gasaustauschmembranen und der Zufuhr eines Gasgemischs, es werden
ublicherweise Bundel von hohlen, aus Polymethylpenten gefertigten Fasern
verwendet. (2) Im Warmetauscher kann die Temperatur des Blutes reguliert werden.
Im Anschluss wird das Blut dem Korper wieder zugefuhrt. Bei ausschlieRlichem Ersatz
der Lunge wird das Blut in eine Vene zuruckgefuhrt (s. Abb. 1), man spricht von VV-
ECMO (veno-vends). Wenn die Pumpleistung des Herzens nicht ausreicht, wird das
Blut in eine Arterie zurlckgefuhrt, man spricht von VA-ECMO (veno-arteriell) bzw.
ECLS. Die intensivmedizinische Therapie mit einer ECMO kann Tage bis Monate
fortgefuhrt werden, um Herz bzw. Lunge zu entlasten und die Regeneration zu
ermoglichen oder die Wartezeit auf ein Transplantat zu Uberbricken. (3)
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Abbildung 1: Schematische Darstellung eines VV-ECMO Kreislaufs (4).

1.1.1 Klinische Bedeutung

Im Jahr 2014 wurden in Deutschland bei Uber 2500 Patientinnen und Patienten jahrlich
ECMO- oder ECLS-Systeme implantiert (5).

Klare Indikationen oder Kontraindikationen fur die Implantation von ECLS/ECMO gibt
es laut der S3-Leitlinie von 2021 aufgrund mangelnder Datenlage noch nicht. Es
empfiehlt sich daher die klinische Beurteilung der Patientinnen und Patienten und
individueller Einsatz der extrakorporalen Systeme. Auf3erdem spielt die Erfahrung des

behandelnden Teams eine grol3e Rolle bei der Indikationsstellung. (5,6)

Seit der Covid-19 Pandemie (SARS-CoV-2, severe acute respiratory syndrome
coronavirus type 2) hat der Stellenwert der ECMO-Therapie im klinischen Alltag
deutlich an Bedeutung gewonnen. Anfang August 2023 berichtete die Extracorporeal
Life Support Organization (ELSO) von 17013 Fallen von Covid-19 erkrankten
Patientinnen und Patienten mit ECMO-Therapie seit Beginn der Pandemie (7).



Die aktuelle Empfehlung der WHO fur Patientinnen und Patienten mit ARDS (acute
respiratory distress syndrome) im Rahmen einer Covid-19-Infektion beinhaltet die
Therapie mit ECMO in einem qualifizierten Zentrum, falls Kapazitaten bestehen. Es
konnte jedoch im Gegensatz zur MERS-Epidemie (Middle East respiratory syndrome-
related coronavirus) noch keine signifikante Verbesserung der Mortalitat durch ECMO-
Therapie nachgewiesen werden. (8,9) Auffalligkeiten im Gerinnungssystem und
daraus resultierende Wechsel des Systems bei Covid-19-Infizierten an venovendser
ECMO fiihrten nicht zu einem kirzeren Uberleben, jedoch kamen signifikant langere
Liegezeiten auf der Intensivstation vor (10).

Um gesundheitlichen und wirtschaftlichen Komplikationen vorzubeugen ist es daher
wichtig, die zugrunde liegenden Mechanismen der Gerinnungskomplikationen zu

verstehen.

1.1.2 Aufbau des Systems

Das ECMO-System wird gebildet aus dem Schlauchsystem, der Pumpe, dem
Oxygenator und einem Warmetauscher, welcher haufig im Oxygenator integriert ist.
Es konnen nach Belieben andere Bestandteile erganzt werden, wie z.B. die
Hamofiltration.

Es werden sowohl Rollerpumpen als auch Zentrifugalpumpen verwendet (s. Abb. 2
und 3), wobei die Letzteren Uberwiegen. Insbesondere im Bereich der neonatalen
ECMO-Therapie werden Rollerpumpen verwendet (11). In dieser Arbeit werden
ausschlielich Zentrifugalpumpen von adulten Patientinnen und Patienten analysiert.
Bei der Zentrifugalpumpe stromt das Blut durch eine mittig im Gehause gelegene
Offnung in die Pumpe und wird durch einen magnetisch angetriebenen Rotor bewegt.
So wird es Uber einen randstandigen Auslass aus dem Gehause in das darauffolgende
Schlauchsystem oder direkt in den Oxygenator ausgeworfen (s. Abb. 3). Die
Auswurfleistung ist unter anderem abhangig von der Drehzahl des Rotors und der

Fallung der Pumpe. (12)
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Abbildung 2: Rollerpumpe (12). Das Blut im Schlauch wird durch Kompression der

Schlauchabschnitte bewegt.

& 4

Abbildung 3: Zentrifugalpumpe (12). Das Blut wird durch die Bewegung des Rotors in das

weiterfiihrende Schlauchsystem ausgeworfen.

1.1.3 ECMO und Gerinnung

Bei der ECMO-Therapie muss sowohl der aktivierten Gerinnung als auch der erhdhten
Blutungsneigung entgegengewirkt werden.

Die ELSO beschreibt in ihren allgemeinen Richtlinien zu Patientenmanagement bei
ECMO-Therapie das Gerinnungsmanagement: Thrombusbildung ist in einem ECMO-
System zu erwarten und zu tolerieren, solange die Thromben eine Gro3e von 5mm
nicht tberschreiten und nicht im Kreislauf hinter dem Oxygenator gebildet werden und
wachsen. Man unterscheidet bereits makroskopisch zwischen weilen und roten
Thromben. WeilRe Thromben bestehen Uberwiegend aus Fibrin und Thrombozyten
und werden in Regionen mit hohen Flussraten gebildet, rote Thromben enthalten
Erythrozyten und entstehen bei niedrigem Fluss. Auch grof3ere rote Thromben kdnnen
toleriert werden, solange die weillen Thromben die 5Smm-Marke nicht Uberschreiten.
Wenn zu grof3e Thromben im System sind, sollte der entsprechende Abschnitt oder,



11

wenn erforderlich, das ganze System ausgetauscht werden. Thrombosen auf den
Membranen des Oxygenators konnen zu vermindertem und eventuell nicht

ausreichendem Gasaustausch fuhren. (13)

Um Thrombosen im System zu vermeiden, gibt es verschiedene Beschichtungen fur
die Innenseite der ECMO-Systeme. Man kann Albumin-Beschichtungen sowie
Heparin-basierte und nicht Heparin-basierte Beschichtungen verwenden. Ein guter
Uberwachungsparameter fir Thrombenbildung im System ist der Druckgradient
zwischen Anfang und Ende des Systems, insbesondere in Zusammenschau mit der
Flussrate. Bei gleichbleibender Pumpenrotation, sinkendem Fluss und wachsendem
Druckgradienten kann eine Thrombose oder Embolie im System verantwortlich sein.
Wenn keine andere Ursache gefunden werden kann, sind schnell steigende D-Dimer-
Werte ebenfalls ein Hinweis auf Thrombenbildung. (12)

Die Studie von Sun et al. |asst vermuten, dass die groRe Oberflache des Oxygenators
eine zu vernachlassigende Rolle bei hamorrhagischen und thrombotischen
Komplikationen und der Beschadigung verschiedener Blutbestandteile darstellt,
wohingegen die Stromungsverhaltnisse in Pumpe und Schlauchsystem hierfur

ursachlich zu sein scheinen (14).

Eine weitere, ebenso in den ELSO-Guidelines thematisierte Komplikation ist die
Hamolyse. Die Werte des freien Hamoglobins sollten 10 mg/dl nicht Uberschreiten.
Neben patientenbezogenen Ursachen mussen verschiedene Bestandteile des ECMO-
Systems als Ursache ausgeschlossen werden. Wenn der Druck beim Einstrom des
Blutes in die Pumpe zu sehr fallt oder der Druck in der Pumpe zu sehr steigt, kann das
eine Ursache fur Hamolyse in der Pumpe sein. Dies kann von einer Thrombosierung
der Pumpe und den daraus resultierenden veranderten Druck- und
Stromungsverhaltnissen kommen. Man spricht in diesem Fall von einer
Pumpenkopfthrombose. Eine weitere mogliche Ursache fur Hamolyse sind Engstellen
im Schlauchsystem. (13)

Um Hamolyse im Schlauchsystem zu verhindern, gibt es einen optionalen Bestandteil
des ECMO-Systems, den sogenannten ,Bladder‘. Durch ein vor die Pumpe
geschaltetes Reservoir konnen Fullungsengpasse und Druckunterschiede

ausgeglichen werden. (12)
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Patientinnen und Patienten mit ECMO-Therapie erhalten in den meisten Zentren eine
medikamentose Antikoagulation. Hierbei handelt es sich meistens um Heparine. Die
Ubersichtsarbeit von Olson et al. konnte jedoch zeigen, dass bei Therapieregimen
ohne Antikoagulation kein signifikanter Unterschied bezuglich des Endpunktes der
Thrombose bestand (15).

1.2 Physiologie der Hamostase

Verschiedene Initiatoren konnen den Vorgang der Hamostase in Gang bringen. In vivo
dient dieser Vorgang dem Verschluss eines verletzten Gefalles und somit zum Erhalt
eines intakten Gefallsystems. Durch freiliegendes subendotheliales Kollagen bei der
Verletzung einer Gefallwand werden Thrombozyten aktiviert und zum Ort der
Gefalverletzung rekrutiert, der Prozess der primaren Hamostase beginnt. Die primare
Hamostase stellt den schnellen Erstverschluss des Defekts dar, wobei Thrombozyten
und von Willebrand Faktor an das freiliegende Kollagen binden. Im Gegensatz dazu
stellt die sekundare Hamostase mit Netzen aus Fibrin als Endprodukt der
Gerinnungskaskade einen deutlich stabileren und langfristigeren Verschluss des
Defektes dar, dauert jedoch langer als die primare Hamostase. Diese Kaskade der
Fibrinbildung im Rahmen der sekundaren Hamostase kann unter anderem durch den
in der Gefallwand exprimierten Tissue Factor ausgelost werden. (16) Tissue Factor
kann uber die Bildung von Thrombin nicht nur die Bildung von Fibrin initileren, sondern
auch eine Aktivierung der Thrombozyten auslosen. (17) Im Rahmen der
Thrombozytenaktivierung werden ADP, Thromboxan A2 und Serotonin ausgeschuttet,
welche wiederum neue Thrombozyten aktivieren und somit die Reaktion verstarken.
(16) Die Vernetzung der Thrombozyten erfolgt durch Fibrin oder vVWF, wobei letzterer
insbesondere bei hohen Scherkraften eine Rolle spielt. (18)

1.3 Bestandteile eines Thrombus

Im Folgenden werden einzelne Thrombusbestandteile und deren Antigene genauer
besprochen, welche im Rahmen der Immunhistochemie dieser Arbeit angefarbt

wurden.
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1.3.1 Fibrinogen/ Fibrin

Fibrinogen (Gerinnungsfaktor |) wird in der Leber synthetisiert und gelangt von dort ins
Blutplasma. Es wird im Rahmen der Gerinnungskaskade von der Serinprotease
Thrombin kalziumabhangig gespalten und in Fibrin umgewandelt. Die Fibrillen lagern
sich zusammen und bilden Netze aus. Fibrin kann an der Thrombozytenoberflache
binden und bewirkt sowohl eine Aktivierung der Blutplatichen als auch deren
Quervernetzung. Neben zellularen Bestandteilen ist das Fibrinnetz Hauptbestandteil
eines Thrombus. (19,20) Die Eigenschaften des Fibrins sind abhangig von den
jeweiligen Bindungspartnern und der Struktur, in welcher sich das Fibrin anlagert. So
kann es zum Beispiel in Faserblndeln oder Netzen mit unterschiedlich starker
Verzweigung vorliegen. Unter den Bindungspartnern des Fibrins sind beispielsweise
Endothelzellen, Leukozyten sowie andere Proteine, welche Uber unterschiedliche
Rezeptoren an Fibrin binden konnen. (21)

Obwohl die Struktur der beiden Proteine zu 98% ubereinstimmt, konnte zusatzlich zu
einem schon zuvor etablierten Antikorper, der sowohl an Fibrinogen als auch an Fibrin

bindet, ein fur Fibrin spezifischer Antikorper gefunden werden. (22)

1.3.2 Von Willebrand Faktor

Der von Willebrand Faktor (VWF) ist ein grolmolekulares Glykoprotein, welches zwei
Funktionen bei der Blutgerinnung ubernimmt. Einerseits ist er beteiligt an der primaren
Hamostase durch die Briuckenbildung zwischen extrazellularer Matrix und
Thrombozyten. Andererseits dient er als Tragerprotein fur den Gerinnungsfaktor VIII,
welcher dadurch vor dem proteolytischen Abbau geschutzt ist. (23,24)

Der vVWF bindet an Kollagen I, Ill und VI, GP (Glykoprotein) llb/llla, sowie den
Rezeptorkomplex GP 1b/IX/V auf der Thrombozytenoberflache. (25-27) Durch die
anschlieBende Thrombozytenaktivierung kann Fibrinogen an GP lIb/llla binden und
somit zusammen mit dem vWF ein Thrombozytenaggregat bilden. (28,29)

Die Spaltung des von Willebrand Faktors unterliegt dem Einfluss von Scherstress
(28,30). Durch die Entfaltung der Multimere erfolgt die Spaltung durch die
Metalloprotease ADAMTS13 (a disintegrin and metalloprotease with thrombospondin-
1-like domains 13). (31,32) Physiologischerweise besteht ein Gleichgewicht dieser
Prozesse. Durch zu hohe Scherkrafte, z.B. bei kunstlichen Herzklappen oder bei
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ECMO-Therapie kann es durch ubermafige Spaltung zur hamorrhagischen Diathese
kommen (33). Das sogenannte acquired von-Willebrand-Syndrom mit einem Verlust
von hochmolekularem von Willebrand Faktor ist eine mogliche Komplikation der
ECMO-Therapie. Der Mangel an vVWF kann zusatzlich durch mechanische Zerstérung
des Molekuls sowie durch Verbrauch bei aktivierter Gerinnung bzw. Scherstress-

induzierte Freilegung der Thrombozytenbindungsstellen zustande kommen. (34)

1.3.3 Thrombozyten

Zahlreiche Glykoproteine werden auf der Oberflache der Blutplattchen prasentiert,
insbesondere in deren aktivierter Form.

CD 42b (Cluster of Differentiation 42b), auch unter dem Namen GP IbA bekannt, stellt
als alpha-Untereinheit des Glykoproteins GP Ib einen Bestandteil des von-Willebrand-
Rezeptorkomplexes auf der Thrombozytenoberflache dar. Weitere Bestandteile sind
die beta-Untereinheit sowie GP IX und GP V. (35) Unter ECMO-Therapie konnte ein
signifikanter Verlust von GP IbA sowie anderer Thrombozyten-Oberflachenantigene
nachgewiesen werden (36).

CD 62p, auch P-Selektin (platelet-Selektin) ist ein Oberflachenantigen auf aktivierten
Thrombozyten und Endothelzellen. Vor Aktivierung wird es in den alpha-Granulae der
Thrombozyten bzw. in den Weibel-Palade-Korperchen der Endothelzellen
gespeichert. Es dient als Adhasionsmolekul primar fur den Liganden PSGL-1 (p-
selectin glycoprotein ligand-1). PSGL-1 wird auf Leukozyten exprimiert und bindet
nicht spezifisch an P-Selektin. (37,38)

1.3.4 Leukozyten

Leukozyten konnen eine grol3e Rolle bei der Thrombenbildung spielen. Sie fordern die
Plattchenaktivierung und -aggregation sowie den extrinsischen und den intrinsischen
Weg der Gerinnungskaskade. Aulerdem werden bei einer Thrombose Leukozyten
aktiv durch Thrombozyten und Endothelzellen rekrutiert. Im Prozess der Organisation
des Thrombus spielen vor allem die phagozytierenden Zellen eine Rolle. (39)

Das Oberflachenantigen CD 31 (PECAM-1, Platelet/endothelial cell adhesion
molecule-1) wird auf Granulozyten, Monozyten und Thrombozyten exprimiert. Man
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findet es aullerdem in endothelialen Zell-Zell-Kontakten, zum Beispiel bei
Neovaskularisierung. (40,41)

CD 45 wird als transmembranes Glykoprotein auf der Membran aller Leukozyten
exprimiert. (42)

1.3.5 Kollagen /1l

Als mogliche Bindungspartner fur den von-Willebrand-Faktor spielen Kollagen | und I
eine herausragende Rolle bei der Initiation des Gerinnungsvorgangs (43). Au3erdem
ist das subendotheliale Kollagen, welches bei Verletzung der GefalRwand freiliegt, ein
wichtiger Aktivator und Bindungspartner der Thrombozyten im Vorgang der primaren
Hamostase. (44) Obwohl in der freien Blutbahn und somit im ECMO-System kein
Kollagen zu erwarten ist, fanden sich im Rahmen der Vorversuche bei einigen
Thromben in histochemischen Farbungen Hinweise auf das Vorhandensein von
Kollagen in den Thromben. Das Kollagen kann als Embolie seinen Weg in die Pumpe
gefunden haben oder im Rahmen der Organisation des Thrombus vor Ort neu gebildet

worden sein.

1.4 Hinfuhrung zum Thema

Das Ziel dieser Arbeit ist die Charakterisierung von aus ECMO-Pumpenkopfen
entnommenen Thromben. Dies soll Ruckschlisse auf die Ursachen der
Thrombenbildung in den Pumpen erlauben. Es erfolgte die Farbung der entnommenen
Thromben mit den histochemischen Ubersichtsfarbungen HE (Hamatoxylin Eosin),
Carstairs (Carstairs Method for Fibrin and Platelets), Sirius-Resorcin-Fuchsin und
MSB (Martius Scarlet Blue) sowie die immunhistologische Anfarbung einzelner
Komponenten der Thromben. AnschlieRend wurden die Flachen der Thromben und
Flachenanteile der einzelnen Bestandteile gemessen. Im Anschluss erfolgte die
Analyse ausgewahlter klinischer Daten in Zusammenschau mit den histologischen
Ergebnissen. Bis dato gibt es wenige Arbeiten zu einem ahnlichen Thema.
Hervorzuheben sind die Arbeiten von Hastings et al. (2016 und 2017), Baumann
Kreuziger et al. (2018), Staessens et al. (2022) und Figueroa Villalba et al. (2022).
(45-49)
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2 Methoden

2.1 Vorbereitung

Es erfolgte die Anonymisierung und Eingrenzung der zu untersuchenden Pumpen
nach Modell und Betriebsart, um eine bessere Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu
erreichen.

Die VV-ECMO und zwei verschiedene Modelle der Firma Maquet wurden aufgrund der
Haufigkeit ausgesucht. In beiden Modellen werden nahezu baugleiche
Zentrifugalpumpen verwendet. Im System HLS/Cardiohelp befindet sich die Pumpe
direkt neben dem Oxygenator, im System PLS befindet sich zwischen Pumpe und
Oxygenator ein Schlauch (s. Abb. 4). Es wurden insgesamt 13 Pumpen untersucht,
wobei aus den Pumpen 22 Thromben gewonnen werden konnten, von denen ein

Thrombus aufgrund seiner GroRRe auf 5 Paraffinblocke verteilt werden musste.

Abbildung 4: Linkes Bild: HLS Set Advanced (Cardiohelp) (50), rechtes Bild PLS-System (51)
von Maquet/Getinge, beide mit Rotaflow-Zentrifugalpumpe. Im linken Bild sieht man das
durchsichtige Gehause der Pumpe direkt auf dem roten Oxygenator und den zufiihrenden Schenkel mit
einer blauen Kappe. Das rechte Bild zeigt ein blutgefilites System mit Schlauchsystem, Pumpe und

Oxygenator in blauer Hiille.

Es folgte unmittelbar nach Ausbau des Systems bei Therapieende oder
Systemwechsel die Spulung mit 10l Natriumchlorid-Losung und anschlieend mit 1l
4% Formaldehyd in PBS (phosphate-buffered saline, Phosphatgepufferte Salzlosung)
mit 10% Methanol (pH 7,3), sodass ein Gemisch beider Losungen im luftleer
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verschlossenen System verblieb. So konnten die Pumpen bei 4°C im Kuhlraum

gelagert werden bis zur weiteren Analyse.

Nach der Auswahl der Pumpen erfolgte die Eroffnung, fotografische Dokumentation
(s. Abb. 5) und Entnahme der Thromben sowie Lagerung in Formaldehyd-Ldsung bis
zur Einbettung in Paraffin durch das Institut fur Pathologie der Universitat Regensburg.

Die Pumpen wurden in 3 Orte eingeteilt, an denen sich haufig Thromben befanden (s.

Abb. 6) und die enthommenen Thromben entsprechend beschriftet.

Abbildung 5: Nicht eréffnete Rotaflow Pumpe des PLS-Systems. Der Knick im Schlauch wurde

durch das Abklemmen nach dem Ausbau erzeugt.
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Abbildung 6: Eréffnete Pumpe mit Einteilung der Orte A, B und C, hier mit sichtbaren Thromben
an den Orten A und C.

2.2 Histologie

Allen Farbungen voran wurden die Paraffinblocke mit einem Rotationsmikrotom in 14
5um dicke Serienschnitte geschnitten und auf Objekttrager aufgezogen. Diese wurden
uber Nacht bei 50°C getrocknet und anschlieRend gefarbt. Zu jeder Farbung wurde
eine Positivkontrolle hinzugefugt, um den Farbeerfolg und die Funktionsfahigkeit des
Antikorpers im Falle eines negativen Ergebnisses in den Thromben sicherzustellen.
Hierbei wurden zwei verschiedene Kombinationen von Geweben verwendet: Tonsille
mit Gehirn und Colon fur die Antikorper gegen Kollagen | und Il sowie Tonsille mit
Plazenta und Niere fur die restlichen Antikorper.

Die Farbeprotokolle und Materialienlisten befinden sich im Anhang (6.1 und 6.2).
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2.2.1 Reihenfolge

Die hier aufgelisteten Farbungen wurden in der folgenden Reihenfolge an den
Serienschnitten gefarbt:

Martius Scarlet Blue (MSB)
Fibrinogen

Fibrin

Von Willebrand Faktor
Kollagen Il

Kollagen |
Sirius-Resorcin-Fuchsin

© N o a bk~ wDdh =

Carstairs Method for Fibrin and Platelets
9. CD42b

10.Von Willebrand Faktor

11.CD62p

12.CD31

13.CD45

14.Hamatoxylin Eosin (HE)

2.2.2 Immunhistochemie

Bei der Immunhistochemie wurde nach der (Strept-)Avidin-Biotin-(ABC-)Methode
gearbeitet. Nach dem Blocken unspezifischer Bindungen wurde der Schnitt mit einem
Primarantikorper gegen das anzufarbende Antigen Uber Nacht inkubiert. Ein
biotinylierter Sekundarantikdrper gegen den ersten Antikdrper wurde dazugegeben.
Dieser richtet sich gegen Strukturen am Primarantikorper, welche fur das Tier, in dem
der Primarantikdrper gezogen wurde, spezifisch sind. Es kamen sowohl in Mausen als
auch in Kaninchen gezogene Antikorper zum Einsatz. Es folgte ein Avidin-Biotin-
Enzymkonjugat, welches zur Verstarkung des Signals dient. Avidin weist jeweils vier
Bindungsstellen fur Biotin auf. Aus sterischen Grinden konnen jedoch nur drei
Molekule gebunden werden. Als Enzym kam Peroxidase zum Einsatz. Als Farbstoff
wurde 3‘3‘Diaminobenzidin (DAB) verwendet, welches durch die enzymatische
Oxidation sichtbar wird. (52,53)
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Abbildung 7: ABC-Methode (52)

2.2.3 Sirius-Resorcin-Fuchsin Kombifarbung

Zur herkdmmlichen Siriusrot Farbung wurde die Resorcin-Fuchsin Farbung
hinzugefugt, um elastische Fasern darzustellen. Zellkerne werden mit Hamatoxylin
blau gefarbt, Muskulatur und Zytoplasma erscheinen gelb, Kollagen ist rot und
elastische Fasern schwarz-violett. Unter dem Polarisationsmikroskop kann man
Kollagen | von Kollagen lll unterscheiden, die breiten Fasern des Kollagen | haben
eine gelb-orange Doppelbrechung, die dinneren Fasern eine grune. Die absteigende
Alkoholreihe wird verkurzt, da der Farbstoff alkoholl6slich ist. (52,54)

2.2.4 Martius-Scarlet-Blue

Die Martius-Scarlet-Blue Farbung stellt Fibrin rot, frisches Fibrin sowie Erythrozyten
gelb und Bindegewebe bzw. altes Fibrin blau dar. Es werden die Farbelésungen Bouin
(enthalt Pikrinsaure), Martius (Martius Yellow), Scarlet (Ponceau 6R) und Blue (Methyl
Blau) verwendet sowie Phosphorwolframsaure und Essigsaure zum Differenzieren.
(565-57)
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2.2.5 Carstairs Method for Fibrin and Platelets

Bei der Farbemethode nach Carstairs werden Fibrin, Thrombozyten, Erythrozyten,
Kollagen und Muskelgewebe dargestellt. Es kommen dabei Eisenammoniumsulfat,
Pikrinsaure-Orange G, Ponceau-Fuchsin-Losung sowie Anilinblau zum Einsatz. Fibrin
erscheint leuchtend rot, Thrombozyten blau-grau, Kollagen leuchtend blau,
Muskelgewebe rot und Erythrozyten gelb. Die Farbung ist eine Modifikation der Picro-
Mallory-Farbung und wurde entwickelt, um Thrombozyten von Fibrin unterscheiden zu
konnen. (58)

2.2.6 Hamatoxylin-Eosin Farbung

Bei dieser Farbung werden das positiv geladene Mayer's Hamalaun und das negativ
geladene Eosin verwendet. Zellkerne stellen sich als basophile Gewebebestandteile
blau dar, Zellplasma sowie Kollagen und Erythrozyten als eosinophile Bestandteile in
rotlich bis rosa. Hamalaun stellt hierbei den basophilen Farbebestandteil dar und
bindet an saure, negativ geladene Bestandteile, Eosin bindet an eosinophile bzw.
azidophile, positiv geladene Bestandteile des Gewebes. Die Farbung arbeitet somit
mit der sogenannten elektrostatischen Adsorption, also der Bindung positiv oder
negativ geladener Farbstoffe an jeweils gegensatzlich geladene Gewebebestandteile.
Die Eiweil3e in den histologischen Schnitten liegen meist als Ampholyte vor, sind also
je nach dem pH-Wert der Umgebung entweder positiv oder negativ geladen. Mayer’s
Hamalaun ist eine Weiterentwicklung des Hamatoxylin-Farbstoffes, ein sogenannter
Hamateinlack, und wird aufgrund seiner Selektivitat sehr gerne als Kernfarbstoff

verwendet. (52)

2.3 Auswertung der Bilder

Es erfolgte die Digitalisierung aller Objekttrager mit Hilfe eines Slide Scanners der

Firma 3D Histech (Budapest, Ungarn).
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2.3.1 Bildformate

Die Bilder waren nach dem Scannen als Mirax Dateien gespeichert. Dies beinhaltet
mehrere Teilbilder im dat-Format und eine mrx-Datei, um die Teilbilder
zusammenzusetzen. Da Imaged und ahnliche Bildanalyse-Softwares dieses Format
nicht lesen konnen und die Auswertung mit dem Programm CaseViewer der Firma 3D
Histech nicht moglich war, mussten die Dateien zunachst in das Format TIFF (Tagged
Image File Format) umgewandelt werden. Dies war mit dem CaseViewer und der
dazugehorigen Export Software CNV maoglich. Beim Export wurde die Auflésung um
den Faktor 4 verringert, somit war das grof3te auszuwertende Bild knapp uUber 1
Gigabyte grofld und konnte mit dem Importer des Bio-Formats Plugin von ImageJ/Fiji
geoffnet und anschliefend mit anderen Plugins dieser Software weiter analysiert
werden. Der ,Faktor 4“ (bzw. 1:4) wurde vom Programm so angegeben und konnte
nur anhand der Ergebnisse des Exports naher untersucht werden. Es ergab sich beim
Export mit der Angabe 1:1 und dem Export mit der Angabe 4:1 das folgende
beispielhafte Ergebnis: 3920,62x2053,66 microns (16128x8448 Pixel) sowie
3982,85x2240,35 microns (4096x2304 Pixel). Es erfolgte also durch das
Exportprogramm eine ungefahre Verringerung der Pixelzahl um den Faktor 4 entlang
beider Seiten, was zu einer Speicherplatzverminderung von ursprunglich 390MB auf
27MB fuhrte. (59)

2.3.2 Quantitative Analyse mit Case Viewer: Messung der Ringdicke

Durch ihre Lage an der Lagerung des Rotors bzw. der Rotorachse selbst, hatten alle
Thromben an Ort A die gleiche, reifenformige Struktur (s. Abb. 8, 18 und 19). Im
Querschnitt prasentiert sich diese reifenformige Struktur nun als Ring. Je nachdem wie
viel Thrombus sich auf der Achse angelagert hatte, war der Ring breiter oder schmaler
oder unregelmafig breit und schmal zugleich. Daher bot sich zum GroéRenvergleich
nicht nur die Flache der Thromben an, in welcher auch die Flache eventuell
angelagerter Strukturen gemessen wurde, sondern auch die Messung der Dicke der
Ringe an Ort A.

Fur die Messung der Ringdicke wurde in zwei verschiedenen Bildern an jeweils sechs
Orten die Dicke des Rings gemessen. Jeder Anschnitt ist eine zweidimensionale
Reprasentation einer dreidimensionalen Struktur. Je weiter mittig im Ring der
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Anschnitt lag, desto breiter war meist der Ring. Somit wurden jeweils zwei Bilder des
Ringes vermessen, welche in der Reihenfolge der Serienschnitte moglichst weit
auseinanderlagen, um einen moglichst breiten Bereich im Thrombus abzudecken. Es
wurden also der jeweils erste und letzte Schnitt der Serie (MSB und HE) gewanhilt.
Zunachst wurde mit der Ellipsenannotation im Auswertungsprogramm CNV die
Kreisform des Thrombus markiert. Diese Markierung diente lediglich der Hilfestellung,
um besser zu erkennen, wo im Kreis die Orte ,oben®, ,rechts®, ,unten“und ,links" lagen
(s. Abb. 8). Die Messung an diesen vier Orten war also standardisiert auf allen Bildern
gleich. Anschliefend wurden noch die dunnste und die dickste Stelle des Ringes nach
Augenmal} bzw. nach mehrmaligen Messungen gewahlt und aus allen sechs Werten
der Mittelwert bestimmt. Dies wurde auf jeweils zwei Schnitten (MSB und HE)
durchgefuhrt und wiederum der Mittelwert bestimmt.
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Annotation 2
Penmeter 22 8 mm
Area 32 6 mm*

5

Abbildung 8: P18A, Bilder vom Ausbau und Farbung mit MSB, Orte der Messung der Ringdicke.
Die Orte der Messungen ,oben”, ,rechts, ,unten“ und ,links“ sind griin markiert. Das Ergebnis der
Messung ,links“ wird im tlrkisenen Kastchen dargestellt und betragt 574um. Die gelben Striche
markieren die Orte der Messungen der diinnsten und dicksten Stelle des Rings.



26

2.3.3 Quantitative Analyse mit ImageJ: Colour Deconvolution Plugin

Das Plugin ,Color Deconvolution von Ruifrok und Johnston wurde entwickelt, um
histologische Bilder in ihre Farbbestandteile zu zerlegen und somit diese
Farbbestandteile quantifizieren zu kdnnen (60). Es gibt einige bereits eingespeicherte
Farbungen und die Optionen, die 3 Farben Uber ,Regions of interest® auszuwahlen
oder benutzerdefinierte Werte einzugeben. HE und die Immunhistochemie mit DAB
und Hamatoxylin sind der Software bekannt, fur Carstairs und MSB mussten neue
Werte festgelegt werden. Bei den Farbungen HE und der Immunhistologie werden
zwei verschiedene Farben verwendet. Mit dem Plugin Color Deconvolution konnen
drei Farben unterschieden werden. Man rechnet also am Beispiel der HE-Farbung aus,
wieviel Flachenanteil rot, wieviel blau und wieviel der Komplementarfarbe grin
zuzuordnen ist, um den Hintergrund herauszufiltern und weder der roten noch der
blauen Farbe zuzuordnen. Die rote Farbe ist der Farbstoff Eosin, die blaue Farbe ist
der Farbstoff Hamalaun. Am Ende werden also aus einem Bild drei Bilder, in welchen
die Bestandteile (z.B. Eosin, Hamalaun und Hintergrund) aufgeteilt sind. Wenn also an
einer Stelle ein blauer Zellkern sichtbar war, erscheint die Stelle auf dem Teilbild ,rot*
leer bzw. weil}, auf dem blauen Teilbild erscheint jedoch der Zellkern. Am Ende kann
also der Flachenanteil der roten und blauen Farbung an den gesamten auf dem Bild
gefarbten Anteilen ausgerechnet werden.

2.3.3.1 Definition der Farbwerte

Im Plugin ,Color Deconvolution® gibt es die Moglichkeit, die drei Farbwerte aus einer
sogenannten ,Region of Interest® zu definieren. Man verwendet also statt vorher
gespeicherter Farbwerte drei benutzerdefinierte Farben aus Bereichen des
Objekttragers, in welchen ausschliel3lich die gewunschte Farbe zu sehen ist, und der
Rest des Schnittes wird einer dieser drei selbst gewahlten Farben zugeordnet. So
entstehen erneut drei Bilder mit je einer Farbe.

Da bei Farbungen mit mehreren Farbstoffen diese Farbstoffe miteinander interagieren
konnen, erfolgten zunachst Vorversuche zur Definition der Farbwerte. Es wurden
Kontrollschnitte angefarbt und das regulare Farbeprotokoll verwendet, jedoch auf
jedem der Schnitte immer nur einer der Farbstoffe aufgetragen. So entstanden die in
Abb. 9 abgebildeten Schnitte. Es wurde jeweils ein Ausschnitt des Bildes fotografiert
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und die drei Bilder (jeweils eins in gelb, eins in rot und eins in blau) in einem Einzelbild
zusammengefugt (linkes Bild in Abb. 9). AnschlieRend wurden Uber das Color
Deconvolution-Plugin die drei Farben als ,Regions of Interest® ausgewahlt, also
automatische Farbwerte erstellt. Die Farbwerte sind oben in Abb. 9 sichtbar: Es ist bei
jeder der drei Farben jeweils ein Wert fur rot (R), ein Wert fur grin (G) und ein Wert
fur blau (B) aufgefihrt. Nach Aufteilung in die drei so definierten Farben erhalt man die
drei rechts in Abb. 9 aufgefiihrten Bilder. Man erkennt, welche Ausschnitte des linken
Bildes in welchem der drei rechten Bilder wiederzufinden sind, und dass die Bilder sehr
gut den einzelnen Farben entsprechen. (61,62)

Colour deconvolution: User values

.Colour_l R:0.04002803, G:0.87060964, B:0.49034336
Colour_2 R:8.0878242755, G:0.098312116, B:08.9934333

.Colour_3 R:0.7117817, G:08.7017566, B:0.038875282
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Abbildung 9: MSB, einzeln gefarbte Praparate aufgeteilt in Einzelfarben durch

N ¢ 4 hi
das Colour
Deconvolution-Plugin, dariiber sind die hier verwendeten, benutzerdefinierten Farbwerte zu
sehen. Oben im Bild sind die sogenannten ,user values® aufgefiihrt, also die Farbwerte, welche zuvor
Uber ,Regions of Interest” definiert wurden und anschlieRend im Rahmen dieser Vorversuche verwendet
wurden. Die drei rechten Teilbilder sind die Aufspaltung des linken Bildes in die drei Farben, welche bei

der MSB-Farbung zum Einsatz kommen. Diese sind Martius (gelb), Scarlet (rot) und Blue (blau).

Die in Abbildung 9 verwendeten Farbwerte stimmen flr diese mit einzelnen
Farbstoffen gefarbten Bilder, die einzelnen Farben werden genau aufgespalten und
kaum Bereiche einer falschen Farbe zugeordnet. Bei der Quantifizierung kommt man

auf plausible Werte, das Ergebnis der Quantifizierung der Gesamtflache Uberschreitet
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das Ergebnis der addierten Teilflachen minimal (s. Tab. 1). Auch die Verteilung der

Flache ist plausibel: rot hat den groften Flachenanteil, blau etwas weniger, gelb am

wenigsten.
Flache in Pixel
rot 48617
gelb 17437
blau 43787
rot, gelb, blau addiert 109842
Bild alle Farben 110177

Tabelle 1: Messung der gesamten Bildfliche aus Abbildung 9, Messung der einzelnen Farben
mit jeweiliger erkannter Flache und Addition der Flachen der Einzelfarben, jeweils in Pixel. Die
addierten Teilflachen der Farben ,rot“, ,gelb” und ,blau” ergeben ein ahnliches Ergebnis wie die

Messung der Gesamtflache im Originalbild.

AnschlieRend erfolgte die Quantifizierung der tatsachlich zu untersuchenden Schnitte
mit Hilfe der zuvor definierten Farbwerte. Es fiel auf, dass die neuen Farbwerte bei der
Analyse der wirklichen Farbungen keine optimalen Ergebnisse erzielten, es wurde zu
viel Gewebe erkannt (s. Abb. 10 und Tab. 2).
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Abbildung 10: P44A, MSB, Aufspaltung in Einzelfarben mit zuvor definierten Farbwerten aus

separaten Farbungen (wie in Abb. 9).

Bei der Quantifizierung der Flachen aus Abbildung 10 ergaben sich die in Tabelle 2
aufgefuhrte Ergebnisse. Es ist klar zu erkennen, dass nach der Zusammensetzung der
Teilflachen ein zu grolRes Ergebnis entsteht. In jeder der 3 Einzelfarben wird fast die

gesamte Thrombusflache erkannt.
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Flache in Pixel

rot 27961830
gelb 27302015
blau 28815723
rot, gelb, blau addiert 84079568

Bild alle Farben (Gesamter Thrombus) | 28962925

Tabelle 2: Messung der einzelnen Farben mit jeweiliger erkannter Flache und Addition der
Flachen der Einzelfarben in Pixel sowie Messung der Gesamtflache im urspriinglichen Bild. Hier
ist ein deutlicher Unterschied zwischen der Thrombusflache und der Gesamtflache nach Addition der
Teilflachen zu erkennen. Die addierten Teilflachen ergeben fast die dreifache Flache im Vergleich zur

gemessenen Gesamtflache im Originalbild.

Wenn die Farbauswahl und Definition der Farbwerte auf dem kombiniert gefarbten Bild
vorgenommen wird, erreicht man deutlich bessere Ergebnisse (s. Abb. 11 sowie Tab.
3). Die Addition der Teilflachen erreicht ein ahnliches Ergebnis wie die Messung der
Gesamtflache im urspringlichen Bild. Auch die Plausibilitat der Messung stimmt, man
kann bereits vor der Aufspaltung in die Farben vermuten, dass die blaue Flache den

geringsten Anteil ausmacht.
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Abbildung 11: Aufspaltung in Einzelfarben mit neu definierten Farbwerten aus der kombinierten
Farbung. Die Farben hier wirken etwas anders als die Farben der aufgespaltenen Teilbilder in den
Abbildungen 9 und 10. Das liegt daran, dass hier neue Farbwerte verwendet wurden, welche Uber
,Regions of Interest” in Bildern mit kombiniertem Farbeprotokoll (also die eigentliche MSB-Farbung mit
eventueller Interaktion der Farbstoffe untereinander) ausgewahlt wurden. Man erkennt bei Betrachtung
einzelner markanter Stellen des Thrombus eine deutlich gréRere Selektivitat in der Erkennung und

Zuordnung der Farben bei der Aufteilung in Teilbilder.
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Flache in Pixel

rot 18565084
gelb 11101505
blau 1500224

rot, gelb, blau addiert 31166813

Bild alle Farben (Gesamter Thrombus) | 28962925

Tabelle 3: Messung der gesamten Thrombusflache, einzelne Farben mit jeweiliger erkannter
Fliche und Addition der Flichen der Einzelfarben in Pixel, hier mit dhnlichen Werten der

Gesamtflache und der addierten Teilflichen.

Das minimal zu grofl3e Ergebnis der Summe aller 3 Teilbilder 1asst sich u.a. durch die
Falten des Schnitts erklaren, welche aufgrund ihrer Farbintensitat jedes Mal gemessen

werden.

Sowohl bei MSB als auch bei Carstairs kommen nicht nur zwei Farben zur
Anwendung, weshalb die bei HE und der Immunhistologie gewahlte Taktik aus zwei
Farben plus Hintergrund nicht mehr anwendbar ist. In dieser Arbeit wurden also die fur
die Auswertung geplanten Bestandteile und ihre zugehoérigen Farbstoffe als die eine
oder die zwei wichtigsten Farben sehr genau definiert und die Ubrigen Farbkanale so
gewahlt, dass sie mdglichst die anderen Bestandteile und eventuellen Hintergrund
herausfiltern.

Die Uber ,Regions of Interest® in einem Bild definierten Farbwerte wurden nun bei
anderen Bildern angewendet und bei Unstimmigkeiten eventuell angepasst. So
wurden die endgultigen Farbwerte fur die Auswertung festgelegt. Bei der Auswertung
wurden fur jedes Bild die gleichen, so ermittelten Farbwerte verwendet.

2.3.3.2 Messung von Flachen und Flachenanteilen

Nach dem Import der Bilder in ImagedJ (bzw. der erweiterten Version Fiji) mit Hilfe des
Bioformats-Importer-Plugins und der Aufspaltung des urspringlichen Bildes (s. Abb.

12) in drei Farben mit Hilfe des Colour Deconvolution-Plugins (s. Abb. 11) erfolgte die
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Umwandlung der farbigen RGB-Bilder' in 8-bit-Bilder? (Graustufen, s. Abb. 13). Nur
auf den Graustufen-Bildern kann man die Helligkeitsschwellen setzen. Es erfolgte die
Setzung der Helligkeitsschwellen (Set Threshold, s. Abb. 14) und Festlegung der
entsprechend dunklen Bereiche als Auswahl (Create Selection, s. Abb. 15). Die
Setzung der Helligkeitsschwellen kann automatisch erfolgen und muss bei manchen
Bildern angepasst werden, wenn zu viel oder zu wenig Gewebe erkannt wird. Vor allem
auf Bildern mit sehr wenig zu messendem Inhalt wird tendenziell vom Programm zu
viel Gewebe erkannt, z.B. bei der Immunhistochemie mit vielen negativen Bereichen.
AuRerdem kommt es auf die Helligkeit und Kontraste der angefarbten Bereiche an,
wie gut die Farben unterschieden werden konnen. Die Auswahl kann dann entweder
in Pixeln oder bei vorher im System gespeichertem Mal3stab als metrische Flache
gemessen werden. Bei der Quantifizierung der Gesamtflache wird das Bild nicht in die

einzelnen Farben aufgespalten.

€
3

5000 pm
l T T T T ]

Abbildung 12: Thrombus 44A, MSB.

! RGB: Rot, Griin, Blau
,RGB ist ein additives Farbsystem, in dem sich alle Farben aus einem Mischungsverhaltnis der drei genannten Grundfarben

Rot, Griin und Blau ergeben, die der Grundfarbe Schwarz beigemischt werden. [...] Das RGB-Verfahren wird fiir Farbmonitore
verwendet.” (63)

2 8-bit: Farbtiefe

Mal fur die Anzahl der Abstufungen eines einzelnen Farbkanals. 8-bit entspricht einer Anzahl von 256 Stufen, in diesem Fall
256 verschiedenen Grautdnen. (64)



Abbildung 13: Thrombus 44A nach der Aufspaltung in die verschiedenen Farben durch das

Colour Deconvolution-Plugin, links nur rote Anteile der MSB-Farbung, rechts Umwandlung in
Graustufen (8-bit).
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Abbildung 14: Setzen der Helligkeitsschwelle im 8-bit Bild (erkannte, also ausreichend dunkle
Bereiche in rot). Werte in den Graustufen 0 bis 180 werden erkannt, alle Graustufen tber 180 wurden

herausgefiltert, also die Werte zwischen 181 und 255 (bei einem 8-bit Bild kdnnen 256 verschiedene
Abstufungen unterschieden werden).
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Abbildung 15: Selektion der roten Bereiche (gelb umrandet) und Ergebnisse der Quantifikation

der Flache in Pixel.

So lasst sich die Gesamtflache des Thrombus in mm? und die Flachenanteile in
Prozent der Gesamtflache messen.

2.3.4 Quantifizierung der Thrombusbestandteile

Es erfolgte die immunhistologische Bestatigung der Farbeergebnisse der
Ubersichtsfarbungen. Zur  Quantifizierung der Farbeergebnisse sind
Ubersichtsfarbungen nur bedingt geeignet, da die Intensitat der angefarbten
Strukturen nicht immer der Menge an erkanntem Material entspricht. (65) Der von
Willebrand Faktor wird in keiner der Ubersichtsfarbungen separat angefarbt.

Der Nachteil der Quantifikation der Immunhistologie ist die doppelte Erkennung vieler
Areale, da die Strukturen in engem raumlichem Zusammenhang zueinander stehen
und auf separaten Schnitten gemessen werden. Aul3erdem korreliert die Intensitat des
Farbeergebnisses nicht genau mit der Menge an Antigen, man kann aber trotzdem

Aussagen Uber positive und negative Bereiche treffen (s. Diskussion).
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Die Messung der Flachenanteile soll also nicht als absolute Mal3zahl, sondern als
grobe Orientierung der Mengenverhaltnisse und dem Vergleich der Thromben

untereinander dienen.

2.3.4.1 Carstairs Method for Fibrin and Platelets

Bei der Carstairs-Farbung fiel auf, dass sich die Unterscheidung verschiedener Blau-
und Rottone schwierig gestaltete. Im Vergleich mit der Immunhistologie fanden sich
deutliche Unterschiede im erkannten Gewebe, v.a. hinsichtlich der Thrombozyten und
des Fibrins.

Im folgenden Thrombus (s. Abb.16) wird eindeutig zu wenig Fibrin erkannt, welches
sich eigentlich leuchtend rot darstellen sollte.

Carstairs Fibrin

1000 pm 1000 pm

Abbildung 16: Vergleich der Carstairs-Farbung (links) mit der Immunhistologie fiir Fibrin, im
rechten Bild in der Inmunhistologie stellt sich Fibrin braun dar. In der Carstairs-Farbung des linken
Bildes wurden einige Bereiche in der Mitte des Ringes unten links rot angefarbt. Diese Bereiche sind in
der Immunhistochemie zwar leicht positiv, allerdings nicht so intensiv angefarbt wie andere Bereiche
des Rings, welche in der herkdmmlichen Histochemie blau dargestellt werden. Es liegt also ein Hinweis
auf eine Darstellung des Fibrins in verschiedenen Farben vor, wahrscheinlich je nach dem Alter der
Strukturen (s. Diskussion).
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2.3.4.2 Martius Scarlet Blue

Bei der MSB-Farbung gibt es drei verschiedene Farben, in welchen sich
Fibrinogen/Fibrin prasentieren kann, je nach Alter der Strukturen. Da auch andere
Thrombusbestandteile teilweise in diesen Farben erscheinen, war es unmaoglich, bei
einer automatisierten Auswertung genaue Aussagen Uber die Flachenanteile aller
Bestandteile zu treffen.

Fibrin

Abbildung 17: P45A (oben) und P22A (unten), Vergleich der MSB-Farbung (jeweils links) mit der
Immunhistologie fiir Fibrin (jeweils rechts).

Das rétliche Erscheinungsbild der MSB-Farbung tauscht hier, in der Immunhistologie
wird ein deutlich kleinerer Anteil des Thrombus als Fibrin erkannt (s. Abb.17). Das
Fibrin stellt sich hier tatsachlich eher blau dar, was einen Hinweis auf ein héheres Alter

bestimmter Fibrin-Strukturen sein kann.
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2.3.4.3 Erythrozyten

Die Erkennung der Erythrozyten konnte gut durch deren charakteristische Morphologie
Uberpruft werden und erfolgte zudem im Vergleich in den beiden Farbungen MSB und
Carstairs.

2.3.4.4 Schlussfolgerung

Es ergab sich folgende Strategie fur die Quantifizierung: Erythrozyten werden in
Carstairs und MSB quantifiziert und daraus der Mittelwert gebildet. Thrombozyten
(CD42b), Fibrinogen, Fibrin und der von Willebrand Faktor werden in der

Immunhistologie quantifiziert.

2.3.5 Einteilung der Thromben in zwei Gruppen

Zum Vergleich der Thromben untereinander erfolgte die Einteilung der Thromben in
die zwei farblichen Gruppen ,Rot" und ,Weil}*“. Die makroskopische Einteilung erfolgte
anhand der Bilder vom Pumpenausbau als Blickdiagnose, je nachdem ob der
Thrombus eher hell erschien (Gruppe ,Weil}*) oder dunkel bis rotlich (Gruppe ,Rot").
Die makroskopische Klassifizierung erfolgte ausschlie3lich bei den Thromben an Ort
A, da hier fur alle Thromben Bilder vom Pumpenausbau in ausreichend guter Qualitat
verfugbar waren. Die Thromben an den Orten B und C waren u.a. durch ihre Lage in
der Pumpe oft nicht ausreichend gut zu sehen und wurden somit makroskopisch nicht
in Gruppen eingeteilt. Wenn ein Thrombus makroskopisch nicht eindeutig einer
Gruppe zuzuordnen war, wurde er als ,Mix“ bezeichnet.

In der Histologie wurden die Ubersichtsfarbungen Carstairs und MSB herangezogen.
Wenn ein Uberwiegend blaues Bild in der Carstairs-Farbung sich durch wenige gelbe
Erythrozyten in der MSB-Farbung bestatigen lie, wurde der Thrombus als ,Weil}*
klassifiziert, bei eher erythrozytenreichen, in der MSB-Farbung Uberwiegend gelben
Thromben erfolgte die Zuordnung zur Gruppe ,Rot‘. In der histologischen
Klassifizierung erfolgte die Einteilung aller Thromben von den Orten A, B und C in die
beiden Gruppen. Diese Einteilung wurde auch fur weitere, gruppenabhangige

Analysen verwendet.
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Die histologische Blickdiagnose wiederum konnte durch die
Quantifizierungsergebnisse, also insbesondere die Messung der Flachenanteile der
Erythrozyten und der Thrombozyten bestatigt werden (s. 3.4.2).

2.3.6 Statistische Analyse

Die statistische Analyse der Daten erfolgte mit Microsoft Excel. Neben der deskriptiven
Statistik mit Erstellung verschiedener Diagramme wurden zur Berechnung des P-
Werts der einseitige und der beidseitige heteroskedastische Student’'s T-Test
verwendet und die Korrelationskoeffizienten berechnet. P-Werte unter 0,05 wurden als
signifikant gewertet. Korrelationskoeffizienten galten ab +/- 0,5 als Indikator fur zwei

hoch miteinander korrelierte Variablen.
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3 Ergebnisse

Insgesamt wurden aus 13 Pumpen 22 Thromben gewonnen: 12 Thromben an Ort A,
6 Thromben an Ort B und 4 Thromben an Ort C (s. Tab. 4 und Abb. 6).

Lokalisation (n=22) n (%)

A: Lagerung, Achse des Rotors 12 (54,5%)
B: AuRerer Rotor und Gehause 6 (27,3%)
C: Auslass, im Ausflussrohr 4 (18,2%)

Tabelle 4: Lokalisationen (A, B und C) der Thromben und dort gefundene Anzahl. Die genaue

Lokalisation der Orte ist in Abbildung 6 dargestellt.

Der Thrombus P42A wurde von der Beurteilung ausgeschlossen, da sich hier nicht die
typische Ringstruktur zeigte und damit sowohl Groe als auch fehlende raumliche
Einordnung die Vergleichbarkeit einschrankten (s. Abb. 18 und 19).

Alle Pumpen aul3er eine (P24) wiesen einen Thrombus an Ort A auf (s. Tab. 5). Die
Anzahl der Thromben pro Pumpe variierte zwischen einem und drei. In allen

untersuchten Pumpen wurden Thromben gefunden.

3.1 Makroskopischer und mikroskopischer Uberblick

Bereits in der makroskopischen Betrachtung lassen sich Aussagen Uber die Thromben
treffen. Die Thromben an Ort A besitzen nach der Entfernung aus dem System eine
charakteristische ringformige Struktur, in deren Mitte vor dem Ausbau aus der Pumpe
eine Kugel sal3, welche das Verbindungsglied zwischen Rotor und Gehause der
Pumpe bildete (s. Abb. 18 und 19). Die Thromben P17A, P23A und P44A wiesen
fadenartige Auslaufer um den eigentlichen Ring herum auf. Diese von der Ringstruktur
ausgehenden Strukturen wickelten sich teilweise um die Rotorstreben oder lagen
locker auf (z.B. P23 und P44 in Abb. 18). Bei anderen Thromben kann man bereits mit
bloRem Auge eine Schichtung des Ringes erkennen (z.B. P13 in Abb. 18). Aulerdem
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kann man die ThrombusgroRe und Farbe makroskopisch gut einordnen. P11A und

P22A konnen als kleinste Thromben identifiziert werden.

Pumpennummer Anzahl der Thromben Orte der Thromben
P11 1 A

P13 2 A C
P17 2 AC
P18 1 A

P21 2 AC
P22 1 A

P23 1 A

P24 1 C

P25 2 AB
P29 1 A

P42 2 AB
P44 3 A BB
P45 3 A BB

Tabelle 5: Ubersicht iiber die Anzahl und Fundorte der Thromben in den analysierten Pumpen.

In allen Pumpen auer P24 zeigte sich ein Thrombus an Ort A, fiinf Pumpen zeigten ausschlief3lich

einen Thrombus an Ort A und sieben der dreizehn untersuchten Pumpen zeigten Thromben an

mehreren Orten gleichzeitig.
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Abbildung 18: Makroskopische Betrachtung der Thromben an Ort A vor dem Ausbau. Jeweils

unterschiedliche Vergréf3erungen, ein Kastchen auf der Unterlage entspricht 5mm.



43

P11A

P13A
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Abbildung 19: Ubersicht iiber alle Thromben an Ort A, Carstairs.



45

P18C P17C
- ) RSN N
?.\ K o o
\§\ .s; v B v
: > s

o,
2.9
.
2

r |2000u'n , 1000 pm ‘w:'”
P21C

-4 >

\# ke ‘f't

5000 pm 4 .

2000 pm

Abbildung 20: Ubersicht iiber Thromben an den Orten B und C, Carstairs. P24C ist der Ubersicht

halber separat aufgefiihrt.
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Abbildung 21: Ubersicht iiber alle 5 Teile des Thrombus P24C, Carstairs. Der Thrombus P24C
musste aufgrund seiner Grofte auf 5 Paraffinblocke verteilt werden, es handelte sich hierbei um einen
langen Thrombus, welcher an Ort C stromabwarts in das Schlauchsystem ragte. P24C1 ist dabei der

erste, anheftende Abschnitt und P24C4 der letzte. P24C3m befand sich medial des Abschnittes P24C3.



47

3.2 Beobachtungen bei der Mikroskopie

Im Folgenden wird auf die histologischen Farbungen und die allgemeinen
Beobachtungen in der Mikroskopie eingegangen, welche sich unabhangig vom
Fundort der Thromben in der Pumpe zeigten.

3.2.1 Beurteilung der Farbeergebnisse

Die Beurteilung der Ubersichtsfarbungen beinhaltete insbesondere die Fragestellung,
ob die einzelnen Thrombusbestandteile gut dargestellt und einfach voneinander zu

unterscheiden waren.

3.2.1.1 Sirius-Resorcin-Fuchsin-Farbung

In der Sirius-Resorcin-Fuchsin-Farbung zeigte sich ein sehr diffuses Farbgemisch und
keine eindeutige Reaktion sowohl fir Kollagen als auch fir elastische Fasern (s. Abb.
22). Die Farbung wurde aufgrund der unspezifischen Ergebnisse von der Beurteilung
ausgeschlossen.

Abbildung 22: P44B-1, links Immunhistologie fiir Kollagen |, rechts Sirius-Resorcin-Fuchsin-
Farbung. In der Histochemie (rechts) zeigen sich flachige, rétliche, diffuse Ergebnisse im Gegensatz
zu den punktuellen Reaktionen in der Immunhistologie (links).
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3.2.1.2 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Die HE-Farbung lieferte eindeutige Ergebnisse bezlglich der Kernfarbung (s. Abb. 24),
in den stark faserhaltigen Bereichen der Thromben entstand ein diffuses, blasslila
gefarbtes Gemisch beider Farbbestandteile. Aulierdem fanden sich vereinzelt stark
eosinophil gefarbte Bereiche, welche in der Immunhistologie keiner anderen Farbung
eindeutig zugeordnet werden konnten (s. Abb. 23).
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Abbildung 23: P22A; Stark eosinophile, verwaschene Bereiche in der HE-Farbung, mit diffusen

Ergebnissen in der Inmunhistologie an der gleichen Stelle.



Abbildung 24: P24 (D3), Darstellung von Erythrozyten und kernhaltigen Zellen neben

faserhaltigen Bereichen in blassem Lilaton. Die Zellkerne sind deutlich untereinander und gegenuber
ihrer Umgebung abzugrenzen.

3.2.1.3 Carstairs und Martius-Scarlet-Blue

Carstairs und MSB boten beide ein gutes Farbeergebnis, welches durch die
Immunhistologie verifiziert werden konnte. In der Carstairs-Farbung kann man gut die
thrombozytenreichen Bereiche erkennen, wohingegen in der MSB-Farbung das Fibrin
oft in leuchtendem Rot gut zu erkennen ist. Feine Netze bzw. Fasern und kleine
Strukturen wie kleine Thrombozytenansammlungen oder feine Fibrinnetze sind in der
Immunhistologie deutlich einfacher zu identifizieren als in den histochemischen
Farbungen (s. Abb. 25).
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Abbildung 25: P13C, Gleiche Stelle in vier unterschiedlichen Farbungen. In den oberen zwei
Bildern kann man erkennen, dass die Bereiche, welche in Carstairs hellblau angefarbt sind, in der
Immunhistologie fiir CD42b positiv sind. Bei kleineren Thrombozytenansammlungen jedoch zeigt sich
ein deutlich spezifischeres Ergebnis in der Immunhistologie und die entsprechenden Bereiche in der
Carstairs-Farbung sind negativ. Fibrin erschien in der Carstairs-Farbung bei den dargestellten lockeren
Netzen falsch negativ, wobei fiir die gleichen Bereiche in der MSB-Farbung leuchtend rote Netze

dargestellt wurden, welche sich durch die Immunhistologie bestatigen lief3en.

3.2.2 Kollagen

In der Carstairs-Farbung werden Thrombozyten hellblau und Kollagen leuchtend blau
dargestellt. Da diese beiden Blautdéne nicht immer einfach zu unterscheiden sind,
erfolgte die immunhistologische Farbung mit Antikdrpern gegen Kollagen | und Ill. In
der Sirius-Resorcin-Fuchsin-Farbung zeigten sich diffuse Ergebnisse (s. Abb. 22), ein

zusatzlicher Grund fur die immunhistologische Kollagen-Farbung.
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Kollagen | zeigte leichte, punktformige Ergebnisse in Kolokalisation mit CD42b, CD31
und CDA45 (s. Abb. 26).

500 ym 500 pm

Abbildung 26: P18A, Kolokalisation von Kollagen | mit CD31, CD42b und CD45.

In zwei Pumpen (P44 und P45) zeigt sich ein anderes Verteilungsmuster der
Antikorper gegen Kollagen | und lll. Kollagen | ist in den anderen Thromben
punktférmig verteilt und kolokalisiert mit CD31, CD42b und CD45, diese Kolokalisation
lasst sich in den Pumpen 44 und 45 nicht darstellen. Kollagen Il war in den anderen
Pumpen nie zu sehen. In den Pumpen 44 und 45 findet sich Kollagen | und Kollagen
lll in mehrkernigen Riesenzellen im ganzen Thrombus verteilt (s. Abb. 27). Andere
Farbungen, hier exemplarisch Fibrin, sparen diese Bereiche eindeutig aus. Nach der
Entblindung stellte sich heraus, dass beide Pumpen von der gleichen Patientin

stammten.
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Abbildung 27: P44A, Riesenzellen in der Immunhistologie.

3.2.3 Kolokalisationen

Bei der Betrachtung der Thromben zeigten sich wiederholt die gleichen
Kolokalisationen der Thrombusbestandteile in der Immunhistochemie (s. Abb. 28 und
29). Zum einen fanden sich CD31, CD42b und CD45 nebeneinander und zum anderen
fanden sich Fibrinogen, Fibrin und von Willebrand Faktor zusammen. Der von
Willebrand Faktor zeigte zudem haufig Kolokalisationen mit den anderen Farbungen,

in vielen Schnitten war er ubiquitar zu finden.
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Abbildung 28: Kolokalisationen in P18A. Links erkennt man die gleiche Verteilung der Antikérper
gegen CD31, CD42b und CD45. Rechts sind Fibrinogen und Fibrin ahnlich verteilt und darunter ist der

von Willebrand Faktor in diesem Ausschnitt ubiquitar zu finden.



minimale lokale Unterschiede in der Farbeintensitat bestehen. Fibrinogen und Fibrin belegen andere
Bereiche als die Farbungen gegen CD31, CD42b und CD45. Der von Willebrand Faktor ist kolokalisiert
mit Fibrin und Fibrinogen und ist zusatzlich in einigen weiteren Gebieten positiv. Er ist hier jedoch nicht

ubiquitar vorhanden.

3.2.4 Besondere morphologische Strukturen

Unabhangig vom Ort fanden sich in den Thromben zwei haufig vorkommende
morphologische Kriterien, welche im Folgenden beschrieben werden. Hierbei handelt
es sich um verwirbelte Strukturen und die Bildung von Rissen und Lakunen innerhalb

der Thromben.
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3.2.4.1 Wirbel

Verwirbelte Strukturen stellten einen auffalligen Bestandteil der Thromben dar.
Insbesondere bei den Thromben mit vielen flottierenden Bestandteilen an Ort A, den
Randgebieten der dichten Thromben an Ort A und den Thromben an den Orten B und
C war dieses morphologische Kriterium haufig zu finden. Die verwirbelten Bereiche
befanden sich sowohl mittig als auch randstandig und in unterschiedlicher Dichte (s.
Abb. 30). Die Wirbel selbst sind erythrozytenarm, dazwischen kénnen jedoch
Erythrozyten verstreut sein.

5000 um
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Abbildung 30: Beispielhaft mit Pfeil markierte verwirbelte Strukturen in P44A, P25B und P22A
(Thromben an Ort A MSB-Farbung, P25B Carstairs). Die mit gelbem Pfeil markierten Bereiche in den
Ubersichtsaufnahmen sind jeweils vergréBert und dort die Wirbel mit einem gelben Kreis markiert. In
den Thromben an Ort A findet man hier die verwirbelten Strukturen vornehmlich in den randsténdigen
Bereichen und Anhangseln der Ringe. In P25B kann man verschieden dichte verwirbelte Strukturen
erkennen, sowohl mittig als auch auen auf dem Thrombus.

3.2.4.2 Risse und Lakunenbildung

Viele Thromben wiesen Risse und Lakunenbildung auf (s. Abb. 31). Viele Risse waren
ausgekleidet mit deutlich dichteren Strukturen als das umliegende Thrombusgewebe
und enthielten Erythrozyten, welche teilweise beim Schneiden und Auftragen auf den
Objekttrager verloren gegangen sein koénnen. Diese Risse oder Loécher kdénnen
Sollbruchstellen der Schnitte darstellen und haben so eventuell im Rahmen des

Schneidens und Farbens ihre urspriingliche Form verloren.
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Abbildung 31: Beispiel fiir Risse und Lakunen in Thromben (P45A oben Fibrin-immunhistologie,
mittig P44B-2 und unten P23A, beide in MSB-Farbung). P45A zeigt einen mittig im Ring gelegenen
Riss mit immunhistologisch bestatigter Auskleidung der Risskanten mit Fibrin. P44B-2 zeigt zwei runde,
teils glatt berandete, mit Erythrozyten gefiillte Lakunen nebeneinander, P23A zeigt eine runde, glatt
berandete, ungefiillte Lakune.
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3.2.4.3 Schnittartefakte

Im Gegensatz zu den in 3.2.4.2 dargestellten Rissen (s. Abb. 31) zeigt sich bei
Schnittartefakten ein deutlich abweichendes Bild (s. Abb. 32). Hier handelt es sich um
gerade Linien, eventuell mit zusatzlichen, parallelen Linien an weiteren Stellen im Bild.
Diese entstehen durch Scharten im Messer des Mikrotoms, welche durch das
Auftreffen auf harten Strukturen im Gewebe in vorangegangenen Schnitten derselben
Serie oder innerhalb des betroffenen Schnittes selbst entstanden sind und das
nachfolgende Gewebe der Serie bzw. des Schnittes beschadigen. Die
Wahrscheinlichkeit flur Schnittartefakte steigt also vom ersten zum letzten Schnitt in
einer Serie von Schnitten an. Bei Einzelschnitten ist in solch einem Fall die

Wiederholung des Schnittes ratsam.




60

3.2.5 Verteilungsmuster der Thrombusbestandteile

Fibrin, Fibrinogen, VWF und Thrombozyten zeigten neben Kolokalisationen (s. 3.2.3)
keine sich wiederholenden Muster in der Verteilung innerhalb des Thrombus.
Erythrozyten und kernhaltige Zellen dagegen folgten mitunter bestimmten

Verteilungsmustern, welche im Folgenden beschriebenen werden.

3.2.5.1 Verteilungsmuster kernhaltiger Zellen

Bei genauerer Betrachtung der Verteilungsmuster der kernhaltigen Zellen fiel auf, dass
die Granulozyten nicht gleichmaflig im Gewebe verteilt waren, sondern an bestimmten
Stellen vermehrt auftraten. Dabei handelte es sich zum einen um die Randbereiche in
verdichteten Arealen innerhalb eines Thrombus bzw. Grenzregionen zwischen
unterschiedlich dichten Geweben und zum anderen um aufgelockerte Bereiche, z.B.
in lockeren Netzen an den AuRenseiten der Thromben oder in Licken innerhalb des
Thrombus (s. Abb. 33).

. e I : . =4 3 !
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Abbildung 33: Links P24 (C4) mit zahlreichen kernhaltigen Zellen an den AuBenrandern und in
den Liicken der dichteren Strukturen, rechts P17A mit auBen am Ring aufgelagerten lockeren

Netzen mit darin gefangenen kernhaltigen Zellen (beide Bilder HE-Farbung).



61

3.2.5.2 Verteilungsmuster der Erythrozyten

Erythrozyten zeigten sich in dichteren Thromben haufig auRen auf dem Thrombus
aufgelagert in lockeren Netzen gefangen (s. Abb. 34) oder in den im Ring liegenden
Rissen oder Lakunen, ahnlich wie bei den kernhaltigen Zellen beschrieben. Es gab
aullerdem Bereiche, z.B. in den flottierenden Anteilen, in denen sich eine sehr
gleichmaRige Verteilung vieler Erythrozyten zwischen lockeren Netzen aus Fibrin und
von Willebrand Faktor zeigte (s. Abb. 35).

e TS . Ty e g ; X
Abbildung 34: Links P22A, rechts P45A, beide MSB; an der oberen bzw. linken Seite der Struktur
sind jeweils die AuBenrinder der Thromben zu sehen, bei beiden lassen sich locker aufgelagerte

Netze mit dazwischen gelagerten Erythrozyten erkennen.

5y Th . Y o g4

Abbildung 35: P17A, MSB: unterschiedlich dicht mit Erythrozyten (gelb) besetzte, lockere Netze

aus Fibrin und vWF.

R G B YA
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3.3 Einteilung der Thromben in zwei Gruppen

In der Literatur lassen sich Thromben in zwei Gruppen einteilen. Die eine Gruppe sind
die weillen Thromben, welche bei hohen Scherkraften vornehmlich in arteriellen
GefalRen entstehen und viele Thrombozyten enthalten. Die zweite Gruppe sind die
roten Thromben, welche eher in vendsen Gefallen bzw. bei Blutstase entstehen und
viele Erythrozyten enthalten. Bei den hier untersuchten Thromben konnten diese zwei

Gruppen ebenfalls identifiziert werden (s. Abb. 36).

Korrelation von Thrombozyten (CD42b) und
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Abbildung 36: Negative Korrelation von Erythrozyten und Thrombozyten in allen Thromben
unabhidngig von Fundort und Gruppe. Diese Grafik unterstiitzt die Hypothese, dass in
thrombozytenreichen Thromben weniger Erythrozyten enthalten sind und in erythrozytenreichen
Thromben weniger Thrombozyten. Erstere Gruppe entspricht der Gruppe ,Weilk®, zweitere der Gruppe

,Rot". Der Korrelationskoeffizient betragt -0.767.
3.3.1 Makroskopische Gruppeneinteilung an Ort A

Makroskopisch lassen sich die Thromben ebenfalls in zwei farblich unterschiedliche
Gruppen einteilen. Die Thromben 11A, 13A, 21A, 22A und 29A wurden der Gruppe
~Weill* zugeteilt, die Thromben 17A, 23A und 44A wurden der gruppe ,Rot” zugeteilt,
wobei in den Auslaufern um den Ring herum auch weile Anteile erkennbar waren (s.
3.1: Abb. 18). Die Thromben 18A, 25A und 45A =zeigten ein uneindeutiges

makroskopisches Bild und wurden makroskopisch als ,Mix“ klassifiziert (s. Tab. 6).
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AnschlieRend erfolgte die mikroskopische Einteilung in die Gruppen ,Rot* und ,Weil}*
anhand der histologischen Ubersichtsfarbungen (s. Abb. 19, 20 und 21 und Tab. 6).

3.3.2 Ortsunabhangige Einteilung in die Gruppen ,,Wei}* und ,,Rot*

Nach Ausschluss des Thrombus P42A wurden 21 Thromben auf die beiden Gruppen
~Weill* und ,Rot* verteilt. Es fanden sich unabhangig vom Ort 9 weil3e und 12 rote
Thromben (s. Abb. 37 und Tab. 6).

Rot
57%

Abbildung 37: Bildung zweier Gruppen. 43% aller Thromben, unabhangig vom Fundort in der Pumpe
wurden histologisch der Gruppe ,Weill® zugeteilt, 57% der Thromben wurden der Gruppe ,Rot" zugeteilt.
Dies entspricht 9 weiflten und 12 roten Thromben.
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Pumpennummer Farbe makroskopisch Farbe histologisch
P11A Weil} Weily
P13A Weil} Weily
P13C Rot
P17A Rot Rot
P17C Weily
P18A Mix Weil}
P21A Weil} Weily
P21C Rot
P22A Weil} Weily
P23A Rot Rot
P24C Rot
P25A Mix Weil}
P25B Rot
P29A Weil} Weily
P42B Rot
P44A Rot Rot
P44B-1 Rot
P44B-2 Rot
P45A Mix Weil}
P45B-1 Rot
P45B-2 Rot

Tabelle 6: Gruppeneinteilung der einzelnen Thromben. Die makroskopische Einteilung ergab 5
weilRe Thromben, drei rote Thromben und drei uneindeutige Ergebnisse. Die histologische Einteilung
konnte an Ort A die Gruppen der makroskopisch wei3en und roten Thromben bestatigen, sowie die
Thromben der makroskopischen Gruppe ,Mix“ der Gruppe ,Weil3* zuteilen. An den Orten B und C
wurden insgesamt ein weiller Thrombus und 8 rote Thromben ausschlieRlich histologisch eingeteilt.



65

In den roten Thromben fanden sich zahlreiche Erythrozyten als Leitbestandteil, in den
weillen Thromben eine Mischung aus Thrombozyten, Fibrin und vVWF, jedoch kaum
Erythrozyten. Die Abbildungen 38 und 39 zeigen jeweils ein Beispiel der beiden

Gruppen in der Ubersichtsfarbung Carstairs.

o A

2000 pm

Abbildung 38: P23A, Carstairs, klassifiziert als "Rot", da viele Erythrozyten (gelb) erkennbar

sind.

2000 pm

Abbildung 39: P25A, Carstairs, klassifiziert als "WeiR", da vorwiegend blaues Erscheinungsbild,

ein Hinweis auf zahlreiche Thrombozyten.
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3.4 Quantifizierung

Es erfolgte die Quantifizierung der Gesamtflache sowie der Flachenanteile der
Erythrozyten, Fibrinogen, Fibrin, von Willebrand Faktor und Thrombozyten (CD42b).
Bei den Thromben an Ort A erfolgte aullerdem die Messung der Ringdicke.

Bei den Werten handelt es sich nicht um den Maximaldurchmesser bzw. die maximale
Ausdehnung der Thrombusflache. Die genaue Beschreibung der Methodik findet sich
unter 2.3.

3.4.1 Messung der Ringdicke

Der Median der Ringdicken am Ort A betrug 1053,492um. Der grof3te Wert hierbei
betrug 1735,417um, der kleinste Wert lag bei 249,333um (s. Abb. 40).
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Abbildung 40: Ringdicke in yum. Jeweils links (grau) die Werte der weiRen Thromben, rechts (rot) die
Werte der roten Thromben. (P-Wert=0,18)

Bei der Messung der Ringdicken liel sich kein Unterschied zwischen den beiden
Gruppen (Rot und Weil) erkennen. Ein Unterschied zwischen den Gruppen bei der
Gesamitflache Iasst sich durch die flachenhaften Anhangsgebilde der Ringe der roten
Gruppe erklaren, welche bei der Ringdickenmessung nicht miterfasst wurden (s.
Methodenteil 2.3.2).
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3.4.2 Quantifizierung der Flachenanteile

Durch die Messung der Flachenanteile der Immunhistologie in jeweils separaten
Bildern ergibt sich in der Addition aller Flachenanteile ein Wert von weit uber 100%.
Das liegt daran, dass die gemessenen Strukturen teils dicht nebeneinander
vorkommen und so grol3e Anteile mehrfach gemessen werden.

Bei der Analyse der Flachenanteile fallt auf, dass die Werte fur Fibrinogen, Fibrin und
den von Willebrand Faktor an allen Orten relativ hoch sind (s. Abb. 43 und 44). GroRRere
Unterschiede zwischen den Orten und innerhalb der Messungen am gleichen Ort
finden sich bei den Erythrozyten und Thrombozyten (s. Abb. 41 und 42).

Die einzelnen Werte der Flachenanteile sind in den Tabellen 7 und 8 aufgefuhrt.
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Abbildung 41: Flachenanteile der Erythrozyten nach Gruppen sortiert an allen Orten. Jeweils links
(grau) die erythrozytenarmen wei3en Thromben, rechts (rot) die erythrozytenreichen roten Thromben
und die entsprechenden Flachenanteile in % der Gesamtflache. Der P-Wert liegt bei 1,733 x10°°

(einseitiger heteroskedastischer Student’s T-Test).
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Abbildung 42: Flachenanteile der Thrombozyten (CD42b) nach Gruppen sortiert an allen Orten.
Jeweils links (grau) die thrombozytenreichen weilen Thromben, rechts (rot) die roten Thromben mit
den entsprechenden Flachenanteilen von CD42b in % der Gesamtflache. Der P-Wert liegt bei 0.002

(einseitiger heteroskedastischer Student’'s T-Test).
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Abbildung 43: Flachenanteile von Fibrin nach Gruppen sortiert an allen Orten. Bei den Thromben
der Gruppe ,Rot* konnten hohere Werte fiir die Flachenanteile von Fibrin an der Gesamtflache der
Thromben gefunden werden. Der P-Wert liegt bei 0.018 (einseitiger heteroskedastischer Student’s T-
Test).
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Abbildung 44: Flachenanteile von vWF nach Gruppen sortiert an allen Orten. Hier lasst sich kein
signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen darstellen. Der P-Wert liegt bei 0.416

(einseitiger heteroskedastischer Student’'s T-Test).
3.4.3 Quantifizierung der Gesamtflache
Die Quantifikation der Flachenanteile erfolgte wie in 2.3 beschrieben. Der Vergleich

der Ergebnisse der manuellen und automatischen Schwellensetzung wies nur

minimale Unterschiede der erkannten Flachen auf (s. Abb. 45).
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Abbildung 45: Minimale Unterschiede der manuellen und der automatischen Erkennung der
Gesamtflache. In der linken Grafik handelt es sich um die Messungen des ersten Schnittes der Serie
(MSB) mit einem Korrelationskoeffizienten von 0.992 von automatischer und manueller Quantifizierung.
Rechts wurde der letzte Schnitt der Serie (HE) gemessen, mit einem Korrelationskoeffizienten der zwei
Messmethoden von 0.993. Carstairs wurde bei beiden Messungen als Alternative bei nicht messbaren

Schnitten in der jeweils anderen untersuchten Farbung verwendet.

Die einzelnen Werte der Quantifizierung der Gesamtflache sind in Abb. 46 dargestellt
und finden sich in den Tabellen 7 und 8. Die Gesamtflache des kleinsten Thrombus
betrug 2,223 mm?, die des grof3ten Thrombus betrug 159,383 mm?. Der Median lag
bei 12,391 mm3.
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Abbildung 46: Quantifizierung der Gesamtflache. Die Ergebnisse sind nach den Gruppen ,Weil}*
(links) und ,Rot” (rechts) aufgeteilt.
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3.4.4 Quantitative Analyse an Ort A

Von insgesamt 11 Thromben am Ort A konnten 8 als weil3e und 3 als rote Thromben

identifiziert werden.

Pumpen- | Farbe Anteil Anteil Anteil Anteil Gesamtflache
nummer | histologisch | Erythrozyten | CD42b Fibrin vWF (mm?)
P11A Weil} 4,09% 52,85% |62,32% | 70,93% | 3,30
P13A Weil} 4,24% 39,55% | 38,89% |91,14% | 23,94
P17A Rot 35,34% 76,52% | 77,37% | 93,47% | 66,82
P18A Weil} 14,98% 36,51% |67,56% |97,71% | 12,37
P21A Weil} 12,05% 68,36% | 85,63% | 94,39% | 2,22
P22A Weil} 4,30% 71,26% |69,21% | 87,70% | 6,32
P23A Rot 29,75% 32,44% |69,69% |6951% | 33,49
P25A Weil} 3,63% 87,09% | 58,48% |81,85% | 27,99
P29A Weil} 9,88% 43,39% |6524% |38,67% | 13,34
P44A Rot 26,84% 31,97% | 72,72% | 88,33% | 33,06
P45A Weil} 2,39% 83,81% |44,93% |49,06% | 11,88

Tabelle 7: Unterscheidung von roten und weiBen Thromben mit jeweiligen
Quantifizierungsergebnissen in % der Gesamtflache und die Gesamtflache in mm2

Im Gegensatz zu den Thromben an den Orten B und C zeigte sich bei den Thromben
an Ort A ein deutlicher Unterschied der Gesamtflache zwischen den roten und den
weilden Thromben (s. Abb. 47 und 48).
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Abbildung 47: Vergleich der gemessenen Gesamtflachen in mm? an Ort A zwischen roten und
weiBen Thromben. Die Thromben der Gruppe ,Weill* wiesen in der Quantifikation der Gesamtflache
niedrigere Ergebnisse auf als die der Thromben der Gruppe ,Rot* (P-Wert =0,047 im einseitigen
heteroskedastischen Student’s T-Test).
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Abbildung 48: Korrelation des Erythrozyten-Flachenanteils und der Gesamtflache an Ort A. Der
Korrelationskoeffizient betragt 0.764. An den anderen Orten besteht diese Korrelation nicht
(Korrelationskoeffizient fir die Orte B und C = 0.035).

3.4.5 Quantitative Analyse an den Orten B und C

Die Thromben an den Orten B und C waren nicht immer auf den Bildern des

Pumpenausbaus darstellbar. Dementsprechend erfolgte hier keine makroskopische
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Einteilung in die beiden Gruppen ,Rot” und ,Weil}“. In nachfolgender Tabelle (Tab. 8)

sind die Gruppenzuordnungen sowie die dazugehorigen Flachenanteile und

Gesamtflachenangaben dargestellt.

Pumpen- | Farbe Anteil Anteil Anteil Anteil Gesamt- Dazu-

nummer histo- Erythro- | CD42b | Fibrin vWF flache gehoriger
logisch | zyten (mm?) Thrombus

an Ort A

P13C Rot 58,42% | 29% 80,45% | 87,03% | 4,786 Weil}

P17C Weil} 1,10% 74,80% | 70,27% | 67,21% | 4,080 Rot

P21C Rot 32,17% | 27,78% | 91,75% | 47,38% | 9,021 Weil}

P24C Rot 32,85% | 53,65% | 75,03% | 75,12% | 159,383

P25B Rot 51,78% | 27,02% | 63,62% | 70,23% | 6,331 Weil}

P42B Rot 23,71% | 44,62% | 78,97% | 75,29% | 19,784

P44B-1 Rot 32,76% | 47,21% | 83,88% | 70,73% | 12,391 Rot

P44B-2 Rot 41,85% | 31,54% | 73,92% | 83,04% | 3,653 Rot

P45B-1 Rot 90,98% | 1,60% | 60,52% | 53,88% | 45,125 Weil}

P45B-2 Rot 67,63% |6,62% | 70,48% | 70,35% | 23,429 Weil}

Tabelle 8: Einteilung der Thromben an den Orten B und C in die Gruppen "WeiR*“ und "Rot" mit
histologischen Daten der Quantifikation und Vergleich zu den jeweils zugeh6rigen Thromben an
Ort A. Es wurden insgesamt 9 Thromben der Gruppe ,Rot"* zugeordnet und ein Thrombus (P17C) der
Gruppe ,Weil3".
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3.4.6 Unterschiede der zwei Gruppen in der Quantifizierung

In den Tabellen 7 und 8 kann man gut erkennen, dass an den Orten B und C die roten
Thromben uberwiegen, wobei an Ort A die weillen Thromben Uberwiegen. Auch die
Erythrozyten-Flachenanteile Ubersteigen an den Orten B und C die der Thromben an
Ort A (Ort A bis max. 35,34%, Orte B und C bis max. 90,98%). AuRerdem sind nicht
alle aus einer Pumpe stammenden Thromben gleich aufgebaut, es finden sich bei
weilRen Thromben an Ort A ausschliel3lich rote Thromben an den Orten B und C, sowie
der einzige weile Thrombus der Orte B und C bei einem roten Thrombus an Ort A. In
zwei Pumpen finden sich an mehreren Orten ausschliel3lich rote Thromben.

Die Erythrozytenanteile aller Thromben der Gruppe ,Rot Uberschreiten die der
Gruppe ,Weil“ (s. Abb. 41). Bei der Betrachtung der Gesamtflachen zeigt sich bei den
Thromben der Gruppe B und C ein eher heterogenes Bild, es lasst sich an den Orten
B und C im Gegensatz zu Ort A keine Korrelation erkennen zwischen
Erythrozytengehalt und Flache der Thromben.

3.5 Ortsabhangige allgemeine Beobachtungen

Abgesehen von der Einteilung der Thromben in die beiden oben genannten Gruppen
kann man nach wie vor die Einteilung in die verschiedenen Orte in der Pumpe
vornehmen. Es zeigten sich bei der ortsabhangigen Analyse einige morphologische
Besonderheiten.

3.5.1 Zusammensetzung der Thromben an den Orten B und C

Die Morphologie an den Orten B und C ist ahnlich. Sie ist meist von aufgelockerter,
verwirbelter Qualitat mit vielen kleinen und manchmal fadenartigen, aneinander

angehefteten Bestandteilen.

Im Folgenden (s. Abb. 49 und 50) sind zwei auf den ersten Blick morphologisch
ahnliche Thromben dargestellt. Es zeigt sich aber in der histologischen Analyse ein
stark abweichendes Bild. Der erste Thrombus ist thrombozytenreich, fibrinreich und
erythrozytenarm. Der zweite Thrombus ist erythrozytenreich und thrombozytenarm.
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Dies ist ein gutes Beispiel, um zu demonstrieren, dass man nicht sicher vom
makroskopischen Erscheinungsbild der Thromben auf die mikroskopische
Zusammensetzung schlielen kann. In der Quantifizierung dieser beiden Thromben
kamen die Erythrozyten beim ersten Thrombus auf 1,1%, beim zweiten Thrombus auf
67,63%. Der Thrombozytenanteil lag bei 74,80% bzw. bei 6,62%. Im Gegensatz dazu
kann man an Ort A eher von der Morphologie der Thromben auf die
Zusammensetzung schliel3en (s. Abb. 52).

Der Thrombus P17C (s. Abb. 49) kann der Gruppe ,Weil3* zugeordnet werden, als
einziger Thrombus an den Orten B und C. Der Thrombus P45B-2 (s. Abb. 50) kann
der Gruppe ,Rot* zugeordnet werden. Die aus der gleichen Pumpe gewonnenen
Thromben am Ort A gehoren der jeweils anderen Gruppe an.
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Abbildung 49: P17C, links MSB, rechts CD42b-Immunhistologie; kaum Erythrozyten (gelb),
dagegen viele Thrombozyten (CD42b, braun). Der Thrombus wurde der Gruppe ,Weil* zugeordnet.
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Abbildung 50: P45B-2, links MSB, rechts CD42b-Immunhistologie; hoher Anteil an Erythrozyten
(gelb), kaum Thrombozyten (CD42b, braun). Der Thrombus wurde der Gruppe ,Rot"“ zugeordnet.
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3.5.2 Spezifische Beobachtungen bei der Mikroskopie an Ort A

Die nachfolgenden Beobachtungen beziehen sich aufgrund der besonderen
ringformigen Struktur mit bekannter Orientierung in der Pumpe auf die Thromben an
Ort A.

3.5.2.1 Schichtung

Eine Schichtung ist auf unterschiedliche Art und Weise bei allen Thromben an Ort A
zu erkennen. Nicht alle Thromben sind gleich aufgebaut aber ein zirkularer Verlauf der
Strukturen und minimaler  bis sehr  ausgepragter  Wechsel der
Schichtzusammensetzung ist erkennbar. Die Zusammensetzung und Reihenfolge der
Schichten sind von Ring zu Ring unterschiedlich, mit Ausnahme der aufgelagerten
Netze mit eingelagerten Erythrozyten (s. 3.2.5.3: Abb. 34). In Abb. 51 wird die
Heterogenitat der Schichtzusammensetzungen deutlich.
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Abbildung 51: Schichtung in Ausschnitten der ringférmigen Thromben P45A, P18A und P17A

(von links nach rechts, alle Bilder MSB-Farbung). Der linke Thrombus (P45A) weist innen und aulRen

eine ahnliche Zusammensetzung auf, welche jedoch durch eine Schicht mit dichtem Fibrin und
dazwischen gelagerten Erythrozyten durchbrochen werden. Bei P18A handelt es sich um eine sehr
dichte, dreigeschichtete Ringstruktur, dessen innere und dufRere Schicht aus einem Gemisch von Fibrin,
vWF und Thrombozyten bestehen, wobei die dulRere Schicht eine lockerere Struktur aufweist als die
innere Schicht und auch einige Erythrozytenansammlungen. Dazwischen befindet sich eine dicht mit
Thrombozyten besetzte Schicht. Der Thrombus rechts in der Abbildung (P17A) zeigt eine etwas
lockerere Struktur als die anderen beiden, die Schichten setzen sich aus Fibrin- und vWF-Fasern in

zirkularer Anordnung mit dazwischen gelagerten Erythrozyten in unterschiedlicher Dichte zusammen.

3.5.2.2 Fetzen

Drei der 11 untersuchten Thromben an Ort A wiesen ausgepragte, an der Ringstruktur
hangenden Strukturen auf, hier bezeichnet als ,Fetzen®. Diese Strukturen waren mit
dem Ring verbunden und flottierten frei in der durch die Pumpe strémenden Flussigkeit
oder wickelten sich wie in Abb.18 erkennbar um die Rotorstreben in der Pumpe.
Insgesamt zeigten sich diese Thromben, insbesondere in den flottierenden Strukturen,
erythrozytenreich und von einer aufgelockerten Struktur. Die drei Thromben mit Fetzen
sind identisch mit den drei Thromben, welche der Gruppe ,Rot* zugeteilt wurden (s.
3.3.2). Hier sind exemplarisch ein roter Thrombus mit Fetzen und ein weif3er Thrombus
ohne Fetzen dargestellt (Abb. 52 und 53).
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Abbildung 52: Links P44A als Beispiel fiir Thromben mit Fetzen, rechts P22A als Beispiel fiir

Thromben ohne Fetzen (beide Bilder Carstairs). Der linke Thrombus weist neben dem Ring weitere

Strukturen auf, welche mit der Ringstruktur verbunden sind (Verbindung in diesem Schnitt nicht
angeschnitten). Der rechte Thrombus weist keine flottierenden Fetzen auf, sondern lediglich knotig
wirkende Bestandteile, welche am ehesten die duRere Schicht des Ringes darstellen, welche noch nicht

oder nicht mehr in Ganze angeschnitten wurde.

Abbildung 53: Makroskopisches Pendant zu den Thromben P44A (links, rot) und P22A (rechts,
weiB). Die Fetzen des linken Thrombus wickeln sich um die Streben des Rotors und flottieren teilweise
frei in der Pumpe. Der rechte Thrombus dagegen weist eine glatt begrenzte Ringstruktur ohne

bewegliche Komponenten auf.
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3.6 Analyse der Patientendaten

Nach der Entblindung der Proben erfolgte die Zuordnung der Pumpennummern zu
Informationen uber die jeweiligen Patientinnen und Patienten. Bei der Entblindung
zeigte sich, dass die Pumpe 29 nicht als VV-ECMO sondern als VA-ECMO betrieben
wurde. Es erfolgte nach kardiochirurgischem Eingriff die zentrale Kanulierung in
rechtem Atrium und Aorta ascendens und im Verlauf die Umkanulierung des
Ausflussschenkels in die A. subclavia. Des Weiteren zeigte sich, dass die Pumpen 44
und 45 von der gleichen Patientin stammten, wobei die Pumpe 44 das zweite von drei
verwendeten Systemen war und die Pumpe 45 das letzte bei dieser Patientin
verwendete System. Die haufigsten Indikationen stellten virale (n=5) und bakterielle
(n=5) Pneumonien dar. Des Weiteren fanden sich eine respiratorische Krise bei
Asthma bronchiale, ein postoperatives ARDS sowie bei P29 (VA-ECMO) der Zustand
nach Koronararterienbypass als Indikationen.

Die Antikoagulation erfolgte in 6 Fallen ausschlieBlich mit Heparin, in 4 Fallen
ausschlieRlich mit Argatroban, in zwei Fallen wurde von Heparin auf Argatroban
umgestellt und in einem Fall von Argatroban auf niedermolekulare Heparine.

Weitere patientenbezogene Daten finden sich nach Gruppen geordnet in Tabelle 9,
die einzelnen Werte finden sich in den Tabellen 10 und 11 im Anhang.

3.6.1 Gruppenunabhangige Analyse

Im Vergleich der Parameter Thrombozytenzahl, Leukozytenzahl, D-Dimere,
Fibrinogen, freiem Hamoglobin und der Laufzeit der Pumpe in Tagen mit der gesamten
Thrombuslast der Pumpe (Gesamtflache aller Thromben einer Pumpe) oder den
einzelnen Quantifikationsergebnissen an Ort A bzw. B und C ergaben sich keine
Korrelationen Uber 0,5 bzw. unter -0,5. In den Abbildungen 54 und 55 sind
exemplarisch die Werte fur Leukozyten und Laufzeit aufgefuhrt.
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Abbildung 54: Keine Korrelation von Leukozyten (x 10%1) und Gesamtflache aller Thromben des
jeweiligen Systems. Der Korrelationskoeffizient betragt -0,309 (n=13). Der Korrelationskoeffizient bei
Vergleich mit der Thrombusflache an Ort A ergab -0,324 (n=11).
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Abbildung 55: Keine Korrelation von Laufzeit (Tage) der Pumpe und gesamter Thrombuslast pro
Pumpe. Der Korrelationskoeffizient betragt 0,086. Bei ausschliellichem Vergleich von Laufzeit und

Thrombuslast an Ort A ergab sich ebenfalls keine Korrelation (Korrelationskoeffizient 0,026).
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3.6.2 Gruppenabhangige Analyse

Tabelle 9 vergleicht spezielle Parameter anhand der Gruppenzugehdrigkeit zu ,Weild*
oder ,Rot* (Thrombus-Typ an Position A). Die Werte der Laborparameter und
technischen Parameter stammen jeweils vom letzten Tag des Systems also bei
Weaning vom letzten Therapietag und bei Wechsel vom Wechseltag. Sollte dieser
Wert nicht dokumentiert worden sein, wurde der letzte zuvor aufgezeichnete Wert

verwendet.
WeilRe Thromben Rote Thromben P-Werte

N 8 3
Geschlecht (m/w) 4/ 4 (50%/50%) 2/1(67%/33%)
Alter (Jahre) 55+ 19 60 £ 1 0,433
BMI (kg/m?) 27449 26,4 +3,0 0,680
Weaning/ Wechsel, n (%) 513 (63%/37%) 172 (33%/66%)
PTT (s) 59+ 12 48 + 18 0,413
LDH (U/L) 443 £ 108 421 + 156 0,832
Freies Hamoglobin (mg/L) 48 + 23 38+13 0,414
Thrombozytenzahl (x1000/pl) 126 + 55 168 + 61 0,369
D-Dimere (mg/L) 28+ 11 25+15 0,791
Fibrinogen (mg/dl) 334 + 216 175172 0,099
CRP (mg/L) 116 £ 132 30+ 14 0,055
Leukozytenzahl (x10%/L) 18 +12 8+04 0,029
Interleukin-6 (pg/ml) 305 £ 452 26 £ 17 0,062
Blutfluss (L/min) 1,6+0,6 25+1.2 0,343
Pumpengeschwindigkeit (RPM) 1704 £ 522 2257 £ 710 0,310
Gasfluss (L/min) 29+18 725 0,072
Laufzeit der Pumpe (Tage) 12,9+8,8 19,0£13,2 0,517
Zeit an ECMO gesamt (Tage) 19,0 £ 13,2 34,0+ 34,2 0,547
Verstorben am System, n (%) 1(12,5%) 1(33%)
Verstorben nach Weaning, n (%) 1(12,5%) 0

Tabelle 9: Vergleich von patientenbezogenen Daten nach Thromben an Position A. Die Daten
entsprechen dem Mittelwert mit Standardabweichung oder der Anzahl bzw. den Prozentwerten und
stellen die Situation vor dem Ausbau des Systems dar. Wenn vom Tag des Ausbaus keine Werte
vorhanden waren, wurde der letzte verfiigbare Messwert verwendet. Die Gruppenzuordnung erfolgte
anhand der Thrombusfarbe an Ort A (ohne P24 und P42). Statistik: heteroskedastischer zweiseitiger
Student’s T-Test (auler: Leukozytenzahl, CRP, IL-6: einseitiger heteroskedastischer Student’s T-Test).
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Bei der Entnahme der Pumpen zeichnete sich ein Unterschied der inflammatorischen
Parameter ab. Dagegen waren Hamolyse- und Gerinnungsparameter vergleichbar.
Pumpengeschwindigkeit, Blutfluss und Gasfluss zeigten in der weillen Gruppe
niedrigere Werte, jedoch ohne statistische Signifikanz. Zu bertcksichtigen ist hierbei
der hohere Anteil an Weaning-Systemen in der weilen Gruppe (weil® 63%, rot 33%).

Im Prozess des Weanings werden diese Parameter situationsbedingt verringert.

3.6.3 Gruppenabhangige Verlaufsanalyse

Im Folgenden (Abb. 56-60) ist der Verlauf spezifischer Laborwerte Uber die letzten 6
Tage vor Entnahme der Pumpen dargestellt. Bei Pumpen mit Endpunkt Weaning
handelt es sich um die letzten 6 Tage mit ECMO-Therapie und bei den Pumpen mit
Endpunkt Wechsel um die jeweils letzten 6 Tage der entsprechenden Pumpe, welche
nicht mit den letzten 6 Therapietagen Ubereinstimmen.

Bei den D-Dimeren (Abb. 56) ist bei den weillen Thromben eine leicht steigende
Tendenz zu erkennen, welche sich bei den Pumpen mit roten Thromben an Ort A nicht
zeigt. Fibrinogen (Abb. 57) zeigt in beiden Gruppen eine fallende Tendenz. Die
Thrombozytenzahl (Abb. 58) zeigt sich konstant, ebenso wie das freie Hamoglobin
(Abb. 59) und die Leukozytenzahl (Abb. 60). Vergleicht man die Hohe der Parameter
der letzten 6 Tage zwischen den beiden Gruppen, zeigen sich bei den drei Parametern
Fibrinogen, Thrombozytenzahl und Leukozytenzahl signifikante Unterschiede
zwischen den beiden Gruppen (P-Werte siehe Legenden). Die Gruppe ,Weil}* zeigte
hohere Leukozytenzahlen und Fibrinogenwerte sowie niedrigere Thrombozytenzahlen
als die Gruppe ,Rot“. Bei freiem Hamoglobin und den D-Dimeren lasst sich kein

Unterschied zwischen den beiden Gruppen bezuglich der Hohe feststellen.
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Abbildung 56: Verlauf der D-Dimere (mg/l) liber die letzten 6 Tage der Systeme vor Entnahme.
Wahrend die D-Dimere in der weillen Gruppe (links) ansteigen, zeigten sich die Werte der roten Gruppe
(rechts) unverandert.
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Abbildung 57: Verlauf von Fibrinogen (mg/dl) iiber die letzten 6 Tage der Systeme vor Entnahme.
Es lasst sich in beiden Abbildungen (links Gruppe ,Weilk®, rechts Gruppe ,Rot“) eine fallende Tendenz
erkennen. Es ist aullerdem ein signifikanter Unterschied der Hohe der Parameter zwischen den beiden
Gruppen erkennbar (P-Wert =0,001).
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Abbildung 58: Verlauf der Thrombozytenzahl (x1000/ul) Giber die letzten 6 Tage der Systeme vor
Entnahme. Es lasst sich weder bei der Gruppe ,Weill® (links) noch bei der Gruppe ,Rot* (rechts) eine
Anderung im Verlauf der Thrombozytenzahl Uber die letzten 6 Betriebstage der Systeme erkennen.
Zwischen den beiden Gruppen lasst sich ein signifikanter Unterschied der Hohe der Parameter
beobachten (P-Wert =0,006).
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Abbildung 59: Verlauf von freiem Hamoglobin liber die letzten 6 Tage der Systeme vor Entnahme.
Es zeigen sich bei beiden Gruppen (,Weil3“ links, ,Rot" rechts) Schwankungen, es ist jedoch keine klare
Tendenz ersichtlich.
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Abbildung 60: Verlauf der Leukozytenzahl (x10%1) iiber die letzten 6 Tage der Systeme vor

Entnahme. Bei der Leukozytenzahl sind bei beiden Gruppen (,Weill* links, ,Rot* rechts) keine

Anderungen ersichtlich. Es besteht zwischen beiden Gruppen ein signifikanter Unterschied bei der Hohe
der Parameter (P-Wert =1,6 x10°).

3.6.4 Vergleich mit den Quantifizierungsdaten

Im Vergleich der Patientendaten mit den Ergebnissen der Quantifizierung der

Thrombusbestandteile schien insbesondere der Vergleich von Fibrinogen mit den

Flachenanteilen von Fibrin und der Vergleich der Thrombozytenzahl mit den

Flachenanteilen von CD42b sinnvoll. Die Korrelationen sind in den Abbildungen 61

und 62 dargestellt. In beiden Fallen war keine signifikante Korrelation erkennbar.
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Abbildung 61: Keine Korrelation Fibrinogen am Therapieende und Flachenanteil Fibrin

(Korrelationskoeffizient =0,118). Der Korrelationskoeffizient von Fibrinogen zu Beginn der Therapie

und dem Flachenanteil des Fibrins liegt bei 0,198.
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Abbildung 62: Keine Korrelation von Thrombozytenzahl am Therapieende und Flachenanteil der

Thrombozyten (Korrelationskoeffizient =-0,054). Der Korrelationskoeffizient von Thrombozytenzahl

zu Beginn der Therapie und dem Flachenanteil der Thrombozyten liegt bei -0,241.
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3.6.5 Sonderfall der Pumpen 44 und 45

Die Pumpen 44 mit rotem Thrombus an Ort A und 45 mit weiRem Thrombus an Ort A
stammten von derselben Patientin. Bei der Pumpe 44 handelte es sich um das zweite
von 3 verwendeten Systemen und bei der Pumpe 45 um das dritte und letzte
verwendete System. Die Wechselgrinde der insgesamt zwei Systemwechsel wurden
als Thromben im Pumpenkopf sowie Thromben an der Anstromseite des Oxygenators
mit eingeschranktem Gastransfer dokumentiert. Mit 34 und 32 Tagen war die Laufzeit
der beiden untersuchten Systeme vergleichbar.

Es zeigten sich insbesondere bei den D-Dimeren und CRP gréRere Schwankungen
im Verlauf (s. Abb. 65 und 67), bei den technischen Parametern zeigte sich
erwartungsgemal ein Ruckgang von Flow, Gasflow und Pumpengeschwindigkeit zum
Ende der Therapie (s. Abb. 63 und 64). Die Fibrinogenwerte zeigen sich bei beiden
Pumpen im Verlauf fallend (s. Abb. 69). Die Leukozyten wiesen mit einem P-Wert von
1,168 x10-'2 die deutlichsten Unterschiede zwischen den beiden Pumpen auf (s. Abb.
68). Die D-Dimere zeigten ebenfalls signifikante Unterschiede mit einem P-Wert von
0,027, CRP zeigte sich bei einem P-Wert von 0,050 grenzwertig. Bei den Verlaufen
der Thrombozytenzahlen (s. Abb. 66) konnte kein Unterschied zwischen den beiden
Pumpen festgestellt werden. Es kam jeweils der zweiseitige heteroskedastische
Student’s T-Test zum Einsatz. Die P-Werte fur Flow und Pumpengeschwindigkeit
belegten ebenfalls einen signifikanten Unterschied, welcher allerdings bei den
verschiedenen Endpunkten (Wechsel und Weaning) zu erwarten war.

Zum Zeitpunkt des ersten Wechsels (Tag 7) zeigten sich grof3ere Schwankungen
einiger Laborwerte, insbesondere ein Anstieg des freien Hamoglobins. Da das erste

System jedoch nicht untersucht wurde, wird diese Schwankung hier vernachlassigt.

In den folgenden Graphen 63-69 sind jeweils die letzten 30 Tage der Systeme P44
und P45 dargestellt. In rot ist jeweils das zweite System (P44), in welchem sich ein
roter Thrombus an Ort A gebildet hat, dargestellt, in Weil3 das letzte System (P45) mit
weillem Thrombus an Ort A.
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Abbildung 63: Blutfluss durch die Pumpe in I/min, Verlauf von P44 und P45 der letzten 30 Tage
vor Entnahme. Wie zu erwarten ist der Blutfluss bei P45 geringer als bei P44, da es sich hier um das
letzte System der Patientin handelt. P44 dagegen hat den Systemwechsel als Endpunkt und weist daher
insbesondere gegen Ende héhere Flussraten auf als P45.
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Abbildung 64: Pumpengeschwindigkeit in Umdrehungen pro Minute, Verlauf von P44 und P45
der letzten 30 Tage vor Entnahme. Hier gilt das gleiche Prinzip wie bei Abb. 59, erwartungsgemaf
weist P45 gegen Ende niedrigere Werte auf.
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Abbildung 65: D-Dimere in mg/l, Verlauf von P44 und P45 der letzten 30 Tage vor Entnahme. Hier
lassen sich viele Schwankungen bei beiden Systemen im Laufe der Therapie erkennen. Dennoch liegen
insgesamt die Werte bei P44 hoher als bei P45 (P-Wert =0,027).
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Abbildung 66: Thrombozytenzahl in x1000/ul, Verlauf von P44 und P45 der letzten 30 Tage vor
Entnahme. Hier zeigt sich kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Systemen (P-Wert
=0,849).
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Abbildung 67: CRP in mg/l, Verlauf von P44 und P45 der letzten 30 Tage vor Entnahme. Hier zeigt
sich ein eindeutig unterschiedliches Bild bei beiden Systemen, P45 weist weitaus héhere Werte und

deutlichere Schwankungen auf. Der P-Wert betragt hier 0,050.
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Abbildung 68: Leukozytenzahl (x 10%1), Verlauf von P44 und P45 der letzten 30 Tage vor
Entnahme. Hier zeigt sich der deutlichste Unterschied zwischen den Werten der beiden Pumpen mit
einem P-Wert von 1,168 x107'2
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Abbildung 69: Fibrinogen (mg/dl), Verlauf von P44 und P45 der letzten 30 Tage vor Entnahme.

Hier zeigt sich eine fallende Tendenz mit &hnlich hohen Werten (P =0,7).
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit konnten in jedem der 13 gebrauchten Rotaflow-
Pumpenkopfe Thromben mit heterogener Zusammensetzung nachgewiesen werden.
Wahrend an der Lagerung der Achse (Position A) in 92% der Pumpen immer
ringformige und geschichtete Thromben (73% weil3e Thromben) gefunden wurden,
wurden zusatzliche Thromben am Rotor/Gehause (Position B, 100% rote Thromben)
und am Ausflussstutzen der Pumpe bzw. im proximalen stromabwarts gelegenen
Schlauchsystem (Position C, 75% rote Thromben) identifiziert. In 46% der Pumpen
lagen ausschliel3lich Gerinnsel am Ort A vor, in weiteren 46% lagen Thromben an
mehreren Orten vor und in 8% (eine Pumpe) ein Thrombus an Ort C ohne Thrombus
an Ort A. Die Thromben zeigten ein sehr heterogenes Bild. Mittels
immunhistochemischer Farbungen konnte eine Kolokalisierung von Fibrinogen, Fibrin
und vVWF-Strukturen sowie von CD31-, CD42b- und CD45-positiven Strukturen gezeigt
werden. Fibrin und vVWF konnten nahezu ubiquitar dargestellt werden. Es zeigten sich
mehrere, sich haufig wiederholende morphologische Auffalligkeiten, wie Netze und
fadenartige, teils verwirbelte Strukturen. Leukozyten und Erythrozyten waren gehauft
in lockeren Netzen eingelagert an den Randern der Thromben nachweisbar. Rote
Thromben zeichneten sich Uberwiegend durch eine groRere Gesamtflache an Position
A und einen signifikant hoheren Flachenanteilen an Erythrozyten aus. Nach
Entblindung der Proben fiel fur die Gruppe der weilden, starker thrombozytenhaltigen

Thromben an Ort A ein signifikant hoheres inflammatorisches Milieu auf.

4.1 Methodendiskussion

Bei der Erstellung der Studie ergaben sich einige methodische Einschrankungen. So
waren fur die Analyse nur fest anhaftende Thromben in den Pumpenkdpfen
zuganglich. Kleine, lose flottierende Thromben gingen wahrscheinlich beim Spulen
des Systems verloren. Vor dem Spulvorgang, beim blutgefullten System, war es nicht
moglich alle Thromben zu sehen und zu dokumentieren. Es konnen sich in den
Systemen auch zwischen Ausbau und Spulvorgang zusatzliche Thromben bilden, vor
allem durch die Stase des Blutes durch eine Reduzierung der Flussrate vor der
Entnahme des Pumpenkopfes. Darauf wiesen z.B. die netzartigen, sehr feinen
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Thrombuswaben auf den Rotoren hin. Es ist nicht auszuschlielen, dass beim Ausbau
Luftblasen entstanden sind und an den entsprechenden Stellen Netze auf den
Rotorblattern hinterlassen haben. Fur zukunftige Untersuchungen ware es hilfreich,
das explantierte System zugig und luftblasenfrei zu spulen. Weiterhin darf nicht aul3er
Acht gelassen werden, dass die fest anhaftenden Thromben auch nach dem Fixieren
nur schwer ablosbar waren, sodass unter Umstanden nur unvollstandige Proben in

Paraffin eingebettet werden konnten.

Ein groRes Problem bei histologischen Arbeiten war und ist die Quantifizierung der
Strukturen. In der Literatur gelten histologische Analysen fast immer als
semiquantitativ. (65,66) Es gibt Ansatze, um die Quantifizierung von
immunhistochemischen Farbungen reproduzierbarer zu machen (67,68).

In der nachfolgenden Aufzahlung werden Einschrankungen der histochemischen und

immunhistochemischen Methodik aufgefuhrt.

1. Die Schwellensetzung der Helligkeitsschwelle erfolgte manuell. Dadurch ergibt
sich die Menge des erkannten Gewebes. Dies war aufgrund der
unterschiedlichen Helligkeiten der vom Slidescanner eingescannten
Objekttrager nicht durch automatische oder standardisierte Schwellensetzung
moglich.

2. Insbesondere bei den histochemischen Farbungen ist nicht immer das starkere
Farbeergebnis mit einem hoheren Vorliegen des Antigens verknupft. Die
Farbeintensitat ist aber die einzige Moglichkeit der Quantifizierung, da die
Auswahl des zu messenden Gewebes Uber Helligkeitsschwellen erfolgt.

3. Bei der Aufspaltung der Ubersichtsfarbungen ergaben sich teilweise
abweichende Resultate im Vergleich zur Immunhistologie. Dies konnte vor
allem durch das Vorliegen von Serienschnitten Uberpriuft werden. Es sollten
eigentlich in der Immunhistologie und in der Ubersichtsfarbung (MSB, Carstairs)
die gleichen Bestandteile identifiziert werden. In der Carstairs-Farbung werden
allerdings verschiedene Blautone verwendet, welche vom Colour
Deconvolution Programm nicht immer akkurat getrennt werden konnten. In der
MSB-Farbung scheiterte die Verifizierung unter anderem daran, dass das

Colour Deconvolution Programm nicht drei verschiedene Farben einem
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Material (Fibrin) zuordnen und zusatzlich andere Bestandteile mit ahnlichen
Farben davon separieren kann.

4. Die Farbwerte mussten manuell definiert und fur jedes Bild erneut Uberpruft
werden. Wahrscheinlich kdonnen die Menge des Materials auf den
Objekttragern, die Zusammensetzung der jeweiligen Thromben, die Helligkeit
der Slides sowie die Zeit seit dem Ausbau eine Rolle spielen. Zudem fuhrt
Faltenbildung in den Schnitten zur Mehrfacherkennung von Gewebe, wodurch
Artefakte entstehen.

5. Es existiert bis dato keine Farbung, welche alle Bestandteile eines Thrombus in
unterschiedlichen Farben nebeneinander darstellt. Es ist also schwierig,
absolute Aussagen Uber die genauen Verhaltnisse der Bestandteile zueinander
zu treffen. Serienschnitte und standardisierte Farbemethodik in gemeinsamen
Farbe-Chargen tragen zur besseren Vergleichbarkeit der Schnitte innerhalb
einer Arbeitsgruppe bei.

6. Ein weiteres methodisches Problem war die lange Lagerung der Thromben in
Formalin-Losung, die einen Einfluss auf das Farbeergebnis haben kann. Eine
zeitnahe Einbettung der fixierten Proben in Paraffin sowie die unmittelbare
Farbung und Digitalisierung der Proben waren eine Option. Insbesondere
Trichromfarbungen scheinen sich durch Fixierung des Gewebes in Formalin
beeinflussen zu lassen. (69) Wie ausgepragt dieser Effekt wirklich ist, lasst sich
ohne direkten Vergleich der Methoden und Materialen dieser Arbeit mit und
ohne Fixation und Lagerung jedoch nur mutmalen.

7. Die in der vorliegenden Arbeit verwendete Analytik ermdglichte eine
Berechnung von Grof3enverhaltnissen (Ringdicke, Gesamtflache). Durch einen
einzelnen Anschnitt des Thrombus konnen jedoch nur beschrankt
Ruckschlusse uber die jeweilige Grofde, also den groten moglichen Anschnitt
des Thrombus gezogen werden. Aulderdem ist ein histologischer Schnitt ein
zweidimensionales Bild eines dreidimensionalen  Gebildes. Diese
Einschrankung gilt auch fur die Messung der Ringdicke. Hier kann aul3erdem
verlorenes Gewebe durch Ausbau und Verarbeitung des Materials einen

Unterschied machen.

Trotz der Einschrankungen der klassischen histologischen Farbungen konnen

qualitative Aussagen getroffen werden. Aufgrund ihrer Spezifitat gilt jedoch die
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Immunhistologie bei der Identifizierung der Strukturen, aus welchen der Thrombus
zusammengesetzt ist, als das Mittel der Wahl. Hier kann man zwischen den einzelnen
Faserbestandteilen unterscheiden und auch feine Netze und einzelne Thrombozyten
identifizieren, welche in den Ubersichtsfarbungen leicht beim Differenzierungsschritt
herausgewaschen werden oder aufgrund der geringen Grof3e nicht sichtbar und nicht

messbar sind.

Carstairs und MSB sind gute histochemische Optionen, um einen allgemeinen
Uberblick ber den Thrombus zu bekommen (s. Abb. 19, 20 und 21). Auch die
Erythrozyten lassen sich in diesen beiden Farbungen gut darstellen (s. Abb. 34 und
35). Es gilt allerdings bei der Quantifizierung zu beachten, dass bei beiden Farbungen
die Erythrozyten und das Fibrin manchmal nicht streng voneinander getrennt werden
konnen, da die Farben teilweise sehr ahnlich erscheinen.

Zudem erscheint Fibrin in der Carstairs-Farbung rot, lila oder blau, was einen Hinweis
auf das Alter der Thromben gibt. Dies ware ein interessanter Ansatzpunkt, auch fur die
Thromben im Pumpenkopf. Diese sogenannte Metachromasie wurde von Khismatullin
et al. an der Picro-Mallory Trichromfarbung untersucht, aus welcher die Carstairs
Farbung entstanden ist. (70) Bisher war das Alter der Thromben z.B. fur die
Einschatzung des Lysezeitfensters bei venoser Thrombose im Fokus
wissenschaftlicher Studien. (71) Bei Thromben in ECMO-Systemen ware vor allem
von Interesse, zu sehen, uber welchen Zeitraum hinweg die Thromben entstehen und
wachsen, um die Dynamik des Prozesses einschatzen zu kdnnen und Ruckschlisse
auf die Ursachen zu ziehen. Es war zu erwarten, dass in diesen Thromben ein
Nebeneinander von verschiedenen Altersstufen gefunden werden kann, dieser
Verdacht konnte durch das Nebeneinander der verschiedenen Farben des Fibrins in

dieser Arbeit bestarkt werden. Jedoch waren quantitative Aussagen nicht moglich.

Auch die HE-Farbung lieferte keine vollstandige Klassifizierung aller
Thrombusbestandteile. Allerdings ist sie sehr einfach durchzufuhren, preisgunstig in
der Anwendung und liefert gute Kontraste bei der Identifizierung kernhaltiger Zellen.
Sie ist somit auch in Zukunft eine gute Erganzung des Farberegimes bei der Analyse

von Thromben.
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Vergleichbare Arbeiten, die sich mit der Analyse der Thromben in extrakorporalen
Systemen beschaftigten, verwendeten eine ahnliche Methodik, gaben jedoch keine
genauen Zahlen bei der Quantifizierung der Thrombusbestandteile an (45,46,49).
Andere Arbeiten publizierten genaue Zahlen zu den Flachenanteilen der
Thrombusbestandteile. Hastings et al. verwendete 2017 die Carstairs-Farbung und
Adobe Photoshop zur Quantifizierung, es wurden fibrin- und erythrozytenreiche sowie
thrombozytenarme Thromben beschrieben (47). Staessens et al. arbeitete mit HE,
MSB und Immunhistochemie mit Antikbrpern gegen Thrombozyten (GPIba), vVWF und
citrulliniertes Histon H3, die Auswertung erfolgte wie in dieser Arbeit mit ImageJ (48).
Die Quantifizierung wird hier ebenfalls sowohl in histochemischen als auch

immunhistologischen Farbungen vorgenommen.

4.2 Charakterisierung der Thromben

Bei der raumlichen Anordnung im Pumpenkopf stand zunachst die markante Position
A im Vordergrund, an welcher bei 92% der Pumpen ringformige und geschichtete
Thromben (73% weilde Thromben) gefunden wurden. Ansonsten wurden zusatzliche
Thromben am aulieren Rotor/Gehause (Position B, 100% rote Thromben) bzw. am
Auslass in das folgende Schlauchsystem (Position C, 75% rote Thromben) identifiziert.
Die ringformigen Thromben (Ort A) wurden bereits von Staessens et al. (2022) in
Pumpenkopfen von VA-ECMO Systemen beschrieben, jedoch mit einer niedrigeren
Haufigkeit (9 von 23, 39%) (48).

Bei der histologischen Untersuchung der Thromben zeigte sich eine groRe
Heterogenitat, sowohl der Zusammensetzung als auch der GréRe und Morphologie,
es konnten jedoch einige sich wiederholende Kriterien ausfindig gemacht werden.

In der immunhistologischen Untersuchung zeigten alle untersuchten Thromben einen
hohen Anteil an Fibrin/Fibrinogen (39-92%) und VWF (39-98%). Rote Thromben
wiesen mehr Fibrin auf (74,8 £+ 9%) als weille Thromben (62,5 £+ 14%, p=0.018),
wahrend der Anteil an vVWF unverandert blieb. Beim Vergleich der unterschiedlichen
Positionen (A gegen B und C) war kein Unterschied erkennbar. Der hohe Anteil an
VWF und Fibrin in den untersuchten Thromben konnte ein Abbild hoher Scherkrafte in
den Rotaflow-Pumpen sein, wozu es allerdings keine entsprechenden Daten gibt. Im

Gegensatz dazu war der Anteil an Fibrin bzw. VWF in den Thromben aus den
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Pumpenkopfen von Staessens et al. deutlich niedriger (36.6% bzw. 30%), stellten
jedoch ebenso die beiden am haufigsten nachgewiesenen Bestandteile dar. Die
Unterschiede konnten auf den verwendeten ECMO-Modus zurlckzuflihren sein
(Staessens et al.: VA-ECMO; hier: uberwiegend VV-ECMO). (48) Bei vielen
Praparaten konnten faden- und netzartige Fibrin- bzw. vWF-Strukturen mit
eingelagerten Thrombozyten, kernhaltigen Zellen und Erythrozyten beobachtet

werden.

Auffallend war weiterhin die Kolokalisation von CD31, CD42b und CD45. Es handelte
sich dabei grofdtenteils um grof3flachige positive Gebiete mit allen Markern, teilweise
mit punktformig anmutendem Verteilungsmuster. Bei weniger dichten Strukturen
wurde diese Kolokalisation auch auf kleineren Arealen und auf zellularer Ebene
beobachtet. Die Kolokalisation von CD42b (Thrombozytenmarker, Rezeptor fur vWF)
und CD45 (Leukozytenmarker) kdnnte auf die Anwesenheit von thrombogenen PLAs
(platelet-leukocyte-aggregates) hinweisen (72). Diese entstehen in Situationen des
erhohten Scherstresses, in Thrombosen, Immunreaktionen, Gefallverletzungen oder
durch anderweitige Aktivierung von Thrombozyten oder Leukozyten (72). In diesem
Zusammenhang stellte beispielsweise Hu et al. die Verbindung von Scherstress und
der Bildung von PLAs her. Er zeigte eine erhohte Expression von P-Selektin auf den
Thrombozyten, eine erhdohte Expression von CD11b auf den Leukozyten und eine
vermehrte Bildung von PLAs. Bei den Leukozyten handelte es sich um Granulozyten
und Monozyten, Lymphozyten waren nicht beteiligt. (73) In der vorliegenden Arbeit
konnte die Expression von P-Selektin jedoch nicht beobachtet werden. Eine weitere
Spezifizierung der Leukozyten (z. B. Uber CD11b) wurde nicht durchgefuhrt. Allerdings
gibt es Hinweise auf PLAs bei ECMO-Betrieb (74,75). So wurden im Blut von
Patientinnen und Patienten unter ECMO-Therapie PLAs nachgewiesen, jedoch lagen
die Spiegel etwa auf gleichem Niveau wie bei der gesunden Kontrollgruppe (76). Des
Weiteren wurden auf den Gasfasern von Oxygenatoren in vorangegangenen Arbeiten
ebenfalls PLAs nachgewiesen (77). Der Endothelzellmarker CD31 sollte eine mogliche
Neovaskularisierung der Thromben aufzeigen, die jedoch in keinem Fall detektiert
wurde. Die Kolokalisation mit CD42b spricht dafur, dass hier die Expression von CD31
auf Thrombozyten sichtbar gemacht wurde.
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Der hohe Anteil an CD45-positiven Bereichen bzw. Zellen in den Thromben kdnnte fur
die Beteiligung inflammatorischer Reaktionen in der Thrombenbildung sprechen
(78,79). Die in der HE-Farbung identifizierten Zellkerne stimmten nicht immer mit den
CD45-positiven Bereichen in der Immunhistologie Uberein. Kernhaltige Zellen wurden
haufig randstandig gefunden, was bedeuten konnte, dass Inflammation und
Thrombozyten-Leukozyten-Interaktion eine Rolle beim Wachstum der Thromben
spielen (80). Es wurden jedoch nicht nur randstandig kernhaltige Zellen gefunden,
sondern immer wieder Infiltrate und verstreut im gesamten Thrombus. In der
Immunhistologie konnte eindeutig ein raumlicher Zusammenhang zwischen

Leukozyten und Thrombozyten hergestellt werden.

Auch die sogenannten NETs (neutrophil extracellular traps) konnten eine Rolle bei der
Thrombenbildung spielen (81). NETs sind ein Abwehrmechanismus der neutrophilen
Granulozyten, welcher z.B. durch Pathogene oder Cytokine ausgelost werden kann.
Es handelt sich um eine Sonderform der Apoptose mit der Freisetzung von
modifiziertem Chromatin und bakteriziden Proteinen. (82) Diese Strukturen sind
thrombogen und konnen sowohl in arteriellen als auch vendsen Thromben
nachgewiesen werden (83). In der vorliegenden Arbeit war der einzige Hinweis auf
NETs die hin und wieder darstellbaren kaputten Zellstrukturen, welche allerdings auch
durch mechanische Zerstorung der Zellen oder durch den Alterungsprozess der
Thromben entstanden sein konnten. (39) Inwieweit NETs bei der Thrombenbildung
unter ECMO-Therapie eine Rolle spielen, ist unklar. Zhang et al. konnte nach ECMO-
Therapie angestiegene NET-Marker im Blut nachweisen (citrulliniertes Histon H3 und
dsDNA), im Tiermodell zeigten hier die Systeme mit VA-Modus signifikant hohere
Anstiege (84). Der Anteil des citrullinierten Histon H3 lag bei Staessens et al. (2022)
in Thromben aus Pumpenkopfen bei 4,2% und war damit hoher, als bei Thromben aus
dem Schlauchsystem (1,8%) (48). Auch die Beteiligung von Thrombozyten wird in
diesem Zusammenhang diskutiert. So konnte in einer ECMO-Simulation bei fehlenden
Thrombozyten zwar eine verminderte Bildung von NETs nachgewiesen werden,
allerdings hatte dies keine Auswirkung auf die Thrombuslast, sondern fuhrte lediglich
zu einer geringeren Stabilitdt der Thromben (85).

Die GerUste der NETs konnen als Ausgangspunkt fur Thrombozytenaktivierung und
-aggregation dienen (86). Dieser Prozess der Histon-Thrombozyten-Interaktion wird
jedoch durch Heparin unterdruckt (87,88), was eine Erklarung dafur sein kann, warum
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NETs im Fall der ECMO-Thromben bis jetzt nicht als haufige Strukturen identifiziert
wurden. Heparin kann NETs durch die Entfernung von Histonen aus dem Gerust
destabilisieren (81,89).

Erythrozyten tauchten in den Thromben der vorliegenden Arbeit in unterschiedlichen
GroRenordnungen auf. In 57% aller untersuchten Thromben dominierten Erythrozyten,
was zur Klassifizierung als ,rote Thromben® fuhrte. Der Erythrozytengehalt bei den
roten im Vergleich zu den weil3en Thromben lag bei 44 + 20% vs. 6 £ 5% (p<0.001).
Von den ringformigen Thromben waren 27% rot mit einem Erythrozytengehalt von 31
+ 4% (gegenuber 7 £ 5%, p<0.001).

Die genaue Rolle der Erythrozyten in der Thrombenentstehung ist noch nicht
vollstandig untersucht. Die Theorie, dass Erythrozyten keine aktive Rolle in den
Vorgangen der Hamostase spielen, gilt mittlerweile immer mehr als obsolet. Neben
dem Einfluss auf die Blutviskositat spielen auch Interaktionen mit Thrombozyten und
Endothelzellen, sowie die Aggregatbildung und Anheftung an die GefalRwand in vivo
eine Rolle. (90,91) Zudem wird die Beteiligung von Ham, welches bei der Hamolyse
von Erythrozyten freigesetzt wird, an der Thrombenbildung diskutiert (92). Dazu passt
auch die Beobachtung, dass ein massiver Anstieg von freiem Hamoglobin bei einer
ECMO-Therapie fast immer mit einer Pumpenkopfthrombose verbunden ist (93,94).
Bei der histologischen Untersuchung verschiedener Thromben spielten auch in
anderen Publikationen die Erythrozyten eine grof3e Rolle. Nicht nur die Menge an
Erythrozyten ist relevant, auch aus der Morphologie kdnnen Ruckschlisse gezogen
werden. Bei allen Arten von Thromben (vends, arteriell, Emboli) kbnnen sogenannte
Polyhedrozyten oder anderweitig verformte Erythrozyten nachgewiesen werden,
welche im Prozess der Kontraktion des Thrombus ihre charakteristische bikonkave
Form verloren haben. (95) Die genaue Morphologie der Erythrozyten konnte im
Gegensatz zur elektronenmikroskopischen Analyse in der herkdmmlichen
Lichtmikroskopie nicht analysiert werden. Der direkte Einfluss der Expression von
Phosphatidylserin auf der Erythrozytenoberflache auf die Bildung von Thrombin ist ein

weiterer Mechanismus des Mitwirkens der Erythrozyten bei der Thrombenbildung (96).

Kollagen spielt bei den arteriellen Thromben eine wichtige Rolle (97). Freiliegendes
Kollagen (vom verletzten Gefald) dient als Ansatzpunkt fur Thrombozyten und einer

sich daraus entwickelnden Thrombenbildung (44). Im Grol3teil der Thromben aus den
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Pumpenkopfen wurde Kollagen | meist in punktformigen Arealen in Kolokalisation mit
CD42b, CD31 und CD45 nachgewiesen. Kollagen Ill war lediglich in zwei Pumpen
nachweisbar in Form von Kollagen |- und lll-positiven Riesenzellen. Da im ECMO-
System kein subendotheliales Gewebe vorhanden ist, muss das Kollagen anderweitig
in die Pumpe gelangt sein. Einerseits durch Embolisation z.B. aus der Gefallwand bei
der Kanulierung oder als Neubildung vor Ort durch die Einschwemmung von
Fibroblasten mit dem Blut. Fur bzw. gegen diese Theorien sprechen drei verschiedene
Argumente.

Der erste Faktor ist das Verteilungsmuster des Kollagens. Die punktuelle Verteilung
an unterschiedlichen Stellen im Thrombus kann nicht jeweils eine kleine Embolie
gewesen sein, sondern muss wahrscheinlich mit dem Wachstum des Thrombus
entstanden sein. Dagegen spricht die Kolokalisation mit CD42b. Dies legt den
Verdacht nahe, dass zuerst das Kollagen existierte und die Thrombozyten dieses als
Bindungspartner nutzten. Der zweite Hinweis auf die Entstehung vor Ort ist der
allgemeine Lebenszyklus eines Thrombus. Es handelt sich hierbei um den
physiologischen Prozess der Organisation des Thrombus, wobei Fibroblasten
einwandern und Neovaskularisierungen gebildet werden (98). Gegen diese Theorie
spricht das Fehlen von Neovaskularisierungen (siehe oben) und der ortsstandige
Charakter der Fibroblasten. Bei den grof3en, kollagenhaltigen Zellen kdnnte es sich
um Fibroblasten oder phagozytierende Zellen handeln. Die Phagozytose musste
allerdings an einem anderen Ort erfolgt sein, da in diesen zwei Thromben sonst kein
Kollagen zu sehen war. Diese Zellen konnen dann nach der Phagozytose des
Kollagens im Korper mit dem Blut in die ECMO-Pumpe gespult worden sein. Dafur
spricht auch das runde Erscheinungsbild der Zellen und dass einige Zellen mehrere
Zellkerne besitzen.

Im Allgemeinen lasst sich allerdings vorbringen, dass es sich auch um ein Artefakt
handeln konnte. Es ist eher unwahrscheinlich, dass in allen Thromben nur isoliert
Kollagen | vorliegt und dass das Kollagen Il aul3er bei den Riesenzellen in den
Pumpen 44 und 45 fehlt. AulRerdem ist das Erscheinungsbild eher untypisch, bei
Kollagen wirde man eher Fibrillen oder organisierte Strukturen vermuten und nicht
viele kleine Punkte im ganzen Thrombus verteilt. Fibroblasten treten sehr selten im
peripheren Blut auf.
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Die Zusammensetzung der oben beschriebenen Thromben, insbesondere in der
weilden Gruppe, ahnelt der von arteriellen Thromben, welche im Gegensatz zu den
venosen Thromben eher in einer Umgebung mit hdherem Scherstress entstehen (95).
Es lie3en sich arterielle Thromben aus Thrombektomien bei Apoplex jedoch ebenfalls
in erythrozytenreiche und thrombozytenreiche Areale unterteilen. Auch die
Morphologie wird ahnlich beschrieben mit lockeren Fibrinnetzen um die Erythrozyten
herum und komplexeren, dichteren Bereichen in den thrombozytenreichen Thromben.
(99) Des Weiteren konnten in arteriellen Thromben ebenfalls hohe Mengen an Fibrin
in unterschiedlichen Formen nachgewiesen werden. Es fanden sich wie in den ECMO-
Thromben neben den lockeren Netzen mit dazwischen gelagerten Erythrozyten auch
festere Bundel von aneinandergelagerten Fibrinfasern. (95) Im Gegensatz zu
arteriellen Thromben in menschlichen Gefalden z.B. Carotiden, Koronargefalden oder
im Gehirn war in extrakorporalen Systemen keine Plaque-Ruptur als Ursache der
Thromben zu erwarten und daher wurden dafur relevante Bestandteile der Thromben
wie Lipide und Monozyten hier nicht explizit untersucht. (100)

4.3 Aus der Charakterisierung abgeleitete Mechanismen

Die Bildung von Thromben ist seit langer Zeit Gegenstand der medizinischen
Forschung. Rudolf Virchow formulierte 1856 eine Trias der Ursachen der
Thrombusformation. (101) Virchows drei Faktoren sind Blutzusammensetzung,
Veranderungen der GefalRe und verminderte Stromungsgeschwindigkeit. Heute
werden die drei Faktoren konkretisiert und erweitert, z.B. um erhohte Scherkrafte und
Inflammation (79,102). Fur Myokardinfarkte und Schlaganfalle ist der Zusammenhang
zwischen Inflammation und Thrombose seit langerem Gegenstand der Forschung
(103). In letzter Zeit kamen dabei immer mehr Details, wie der Einfluss des von
Willebrand-Faktors in diesem Zusammenhang zu Tage. Die genauen Ablaufe der
Thrombuschronologie sind jedoch weiterhin Gegenstand der aktuellen Forschung,

insbesondere in extrakorporalen Systemen. (79,104,105)

Beim Kontakt von Blut mit Fremdoberflachen wahrend einer ECMO-Therapie spielen
sich verschiedene Reaktionen ab, die sich von den Ablaufen im Gefaldsystem

unterscheiden (106). Der Vorgang beinhaltet Protein-Adsorption auf den
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Fremdoberflachen, Adhasion von Thrombozyten, Leukozyten und Erythrozyten,
Thrombinbildung und Komplementaktivierung. Bei diesem Prozess spricht man auch
vom sogenannten ,Biofouling®. Fur die Adhasion von Thrombozyten ist Fibrinogen der
haufigste Bindungspartner. An zweiter Stelle der Thrombozytenbindungspartner
stehen Fibronectin und von Willebrand Faktor. (107,108) Die histologische
Untersuchung lasst keinen Ruckschluss auf diese Vorgange zu. Aufgrund der starken
Adharenz der Thromben im Pumpenkopf fehlt haufig die innerste Schicht des
Thrombus, wodurch man nicht endgultig rekonstruieren kann, welche Zellen oder
Proteine sich als Erste an der Oberflache der ECMO-Pumpe angeheftet haben. Im
Gegensatz dazu konnte Figueroa Villalba et al. fir Thromben im Schlauchsystem
einen moglichen chronologischen Ablauf rekonstruieren: die Initiation der
Thrombusbildung durch Anheftung von Fibrin auf Fremdoberflachen, woraufhin sich
Thrombozyten, von Willebrand Faktor sowie Erythrozyten und Leukozyten ablagerten
(49). Auch bei Hastings et al. wird die Ablagerung von Proteinen auf
Systemoberflachen und dortige Bindung von Fibrin als wahrscheinliche Initialsituation
diskutiert. (46)

Weitere mogliche Mechanismen der Thrombusbildung in den Pumpenkdpfen kdnnten
die Thrombozytenaktivierung durch den von hohen Scherkraften entfalteten von
Willebrand Faktor (104) und die Thrombusbildung durch Blutstase, welche zur Bildung
sogenannter roter bzw. vendser Thromben fuhrt (109) sein. Die beschriebene
Thrombenzusammensetzung mit einem ubiquitéar hohen Anteil an vWF im Thrombus
mit einer zum Teil faden- bzw. netzartigen Struktur konnte ein Beleg fur diesen
Mechanismus darstellen. Die durch die Elongation des VvWFs freiwerdenden
Bindungsstellen fur Thrombozyten und Leukozyten spiegelt sich in der Kolokalisation
der Netzstrukturen mit CD42b und kernhaltigen Zellen (HE-Farbung) wider.

Die Thromben sind haufig innen von dichterer Struktur als aulRen. An der Oberflache
finden sich haufig lockere Netze mit Zellen in den Zwischenraumen. Dies legt nahe,
dass das Wachstum der Thromben Uber diese lockeren Strukturen erfolgt und lasst
vermuten, dass sich die lockeren Strukturen mit der Zeit verdichten. Dafur sprechen
auch die Bereiche in den Thromben, welche kaputte Zellen aufweisen. Solche
Zellreste, v.a. bei den Erythrozyten konnten auch in Staessens et al. identifiziert
werden (48). Kaputte Erythrozyten kénnen auch durch Hamolyse entstanden sein,
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kaputte Granulozyten kdnnen ein Hinweis auf NETose sein. Ein weiterer Hinweis auf
zerstorte Erythrozyten sind die stark eosinophilen Bereiche in der HE-Farbung, welche
keinem der Antikorper der Immunhistologie eindeutig zugeordnet werden konnten (s.
Abschnitt 3.2.1.2 Abb. 23). Die Schichtung der Thromben an Ort A deutet darauf hin,
dass die Thromben Uber einen langeren Zeitraum entstanden sein mussen. Es liel3
sich in der MSB-Farbung blaues, altes Fibrin nachweisen, aulerdem fand sich in
manchen Schichten der Thromben zerstortes und verdichtetes Material eher innen und
aullen lockere Netze wund zellulare Komponenten. Die Thromben mit
erythrozytenreichen Fetzen, welche insgesamt eine groRere Grundflache aufwiesen,
konnen eine Vorstufe eines ausgedehnteren Thrombosierungsprozesses darstellen,
hier zeigt sich mehr Flache mit wahrscheinlich neuerem Thrombusgewebe mit
lockeren, roten Fibrinnetzen und somit auch eine insgesamt schnellere
GroRenzunahme, welche nicht mehr nur auf die Achse des Rotors begrenzt ist,
sondern sich frei flottierend auf andere Orte in der Pumpe ausbreitet. Es ist aullerdem
denkbar, dass sich diese flottierenden Anteile I6sen und in den Oxygenator und das
Schlauchsystem embolisieren und hier zur weiteren Thrombusbildung oder
Ablagerungen mit gestortem Gasaustausch fuhren.

Abgegrenzte Bestandteile mancher Thromben an Ort A, welche sich nicht in die
restliche Ringstruktur einfugen, kdnnen ein Hinweis auf embolische Prozesse in der
Pumpe sein. Sie kdnnen zu Beginn der Pumpenlaufzeit an einem anderen Ort im
System entstanden sein und sich an der Achse abgelagert haben, um wiederum dort
die Formation weiteren thrombotischen Materials auszulosen. AuRerdem kann sich
embolisches Material auf wachsenden Thromben angelagert haben. Dies kann nur
vermutet und durch histologische Analyse nicht nachgewiesen werden.

Ein weiteres sich wiederholendes Spezifikum stellen die Lakunen dar. Die Fullung mit
Erythrozyten legt den Prozess der Neovaskularisierung im Prozess der Organisation
der Thromben nahe. Dies konnte jedoch u.a. in den Vorversuchen durch das Fehlen
von Tissue Factor und das Fehlen von Kollagen an den potenziellen Gefallwanden
ausgeschlossen werden. Eine weitere Moglichkeit sind durch Thrombusgewebe
umschlossene Lufteinschlisse von zuvor im System vorhandenen Luftblasen.

Aulerdem kann es sich um die in 4.4 diskutierten ,Microchannels” handeln.
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4.4 Gruppeneinteilung in weie und rote Thromben

Die Gruppenbildung in rote und wei3e Thromben erfolgte nach dem Vorbild arterieller
und venoser Thromben. Trotz unphysiologischer Flussverhaltnisse in ECMO-
Systemen konnen auch hier diese zwei Gruppen beobachtet werden. Weille
Thromben entstehen in vivo meist nach Plaqueruptur und es sammeln sich an der
entsprechenden Stelle viele Thrombozyten, was dem Thrombus ein helles Aussehen
verleiht. Rote Thromben finden sich eher in der Gruppe der vendsen
Thromboembolien, welche Endotheldysfunktionen und Stase des Blutes zur Ursache
haben konnen und durch ihren hohen Anteil an Erythrozyten rot imponieren. (91)

In einer Arbeit von Kim und Ku wurden in einem kunstlichen Gefall mit
kollagenbeschichteten Wanden und hohem Scherstress die dort gebildeten Thromben
untersucht. Darin fanden sich wiederkehrende morphologische Auffalligkeiten. Es
zeigten sich, ahnlich der in den Pumpen dieser Arbeit gefundenen Thromben, dinne,
thrombozytenreiche, vWF-reiche Faden, welche in das Lumen hereinreichten und zur
Anhaftung weiterer Thrombusbestandteile fuhrten. Des Weiteren fanden sich dichtere
Bestandteile des Thrombus, mit sog. ,Microchannels®. (110) Diese sind
moglicherweise ahnlich den in dieser Arbeit gefundenen Rissen und Lakunen. Unter
dem Begriff Microchannels versteht man die Poren oder auch ,Taler® in nicht
vollkommen dichten Thromben. Diese Begriffe werden nicht immer einheitlich in der
Literatur verwendet, aullerdem werden immer wieder verschiedene Begriffe gewahlt.
Neben der Porositat spielt die Dichte der Faseraggregate bei der Durchlassigkeit der
Thromben eine Rolle. Die Porositat bzw. Durchlassigkeit der Thromben ist unter
anderem Untersuchungsgegenstand im Hinblick auf Lysetherapien, da je nach der
Durchlassigkeit der Thromben lokal wirkende Medikamente mehr oder weniger
Effektivitat zeigen. (111,112) In weiteren Untersuchungen weil3er Thromben ergab
sich auch eine pordsere Struktur als bei roten Thromben, die Stabilitat der weilten
Thromben jedoch Uberschritt die der weniger porosen roten Thromben. Dies

gewabhrleistet in vivo einen zumindest teilweise erhaltenen weiteren Blutstrom. (113)

Es fanden sich Uberwiegend gemischte Bilder in den Systemen, aus welchen mehrere
Thromben gewonnen wurden. So kann man vermuten, dass nicht ausschliel3lich

patienteneigene Faktoren fur die Bildung roter oder weilder Thromben verantwortlich
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sind, sondern hochstwahrscheinlich zusatzlich die unterschiedlichen Scherkrafte an
verschiedenen Orten im System. Des Weiteren stimmten Fundort und farbliche
Gruppenzuordnung nicht immer uberein. Es konnten jedoch an den Orten B und C
mehr rote als weille Thromben und an Ort A mehr weil3e als rote Thromben gefunden
werden. Um die Theorie der Scherkrafte als Ursache dieses Unterschiedes zu
unterstutzen, sollte erganzend zu dieser Arbeit eine Berechnung der Scherkrafte an
diesen Orten in der Pumpe erfolgen.

Ein weiterer interessanter Fund ist die unterschiedliche Zusammensetzung des
Thrombus an Ort A der beiden Pumpen 44 und 45. Hier fand sich ein weiler und ein
roter Thrombus an der gleichen Stelle im System bei der gleichen Patientin in zwei
aufeinanderfolgenden Systemen. In beiden Pumpen fanden sich weitere Thromben im
System, die Reihenfolge der Entstehung dieser Thromben ist unbekannt. Es kann sein,
dass die Thromben an Ort B die Stromungs- und Druckverhaltnisse an Ort A bei einer
Pumpe verandert haben oder dass die zunehmende Aktivierung der Gerinnung zu
einer eher Thrombozyten-basierten Hamostase an Ort A in der dritten Pumpe der
Patientin gefuhrt hat (s. 4.5).

4.5 Einfluss von Patientencharakteristika auf die Zusammensetzung der
Thromben

Man unterscheidet bei der Gerinnungsdiathese einen prothrombotischen und einen
antithrombotischen Zustand. Patientinnen und Patienten in einem prothrombotischen
Zustand konnen diverse Ursachen hierfur aufweisen z.B. Endothelschaden,
zuruckliegende Ischamien, Inflammation, Atherosklerose, Diabetes mellitus und
arterielle Hypertonie. (114) Diese Grunderkrankungen konnen unter Umstanden die
Thrombusbildung in ECMO-Systemen begunstigen. Zusatzlich zu den erworbenen
prothrombotischen Zustanden spielen die primaren, angeborenen Thrombophilien
eine Rolle. (115) So zeigte sich bei Figueroa Villalba et al. ein erhdhtes Auftreten von
Thromben auf Oxygenatormembranen bei Patientinnen und Patienten mit
thromboembolischer Vorgeschichte oder bakterieller Infektion (49). In der
vorliegenden Arbeit traten keine Auffalligkeiten hinsichtlich primarer Indikation und der
Schwere der Erkrankung (z.B. SOFA-Score) auf. Zudem war das Ausmald der
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Thrombuslast in den Pumpenkdpfen nicht von der Laufzeit des Systems abhangig. Es
konnte keine Korrelation zwischen den untersuchten Laborparametern und der

Thrombuslast der Pumpen hergestellt werden.

Auffallend war jedoch, dass beim Vergleich der Gruppen ,Rot* und ,Weil}* signifikante
Unterschiede im Bereich der Inflammationsparameter gefunden wurden.
Insbesondere im Vergleich der Pumpen 44 und 45 miteinander zeigten sich deutliche
Unterschiede. In der Pumpe 45 bzw. der Gruppe der weillen Thromben wurden
insgesamt hohere inflammatorische Marker gemessen. Dies legt den Verdacht nahe,
dass die weilRen Thromben an Ort A bevorzugt bei inflammatorischen Umgebungen
gebildet wurden. Die Bildung der sogenannten Immunthrombose weist unter anderem
im Bereich der kardiovaskularen Erkrankungen zukunftstrachtige therapeutische
Strategien auf, welche fur die Verhinderung der Thrombenbildung in ECMO-Systemen
ebenso relevant zu sein scheinen (79). Auch Staessens et al. konnte erhdhte
Leukozytenzahlen und erhohte Werte der Lactatdehydrogenase im Blut an den ersten
6 Therapietagen mit den Thromben mit niedrigem Erythrozytengehalt und hohen
Fibrin-Flachenanteilen assoziieren (48). Bei padiatrischer ECMO-Therapie konnten
eine erhohte Mortalitat sowie schlechtere Ergebnisse in neurologischer Bildgebung bei
erhohten inflammatorischen Parametern nachgewiesen werden (116). Im Rahmen der
Covid-19-Pandemie konnte die Immunthrombose als einer der zentralen
Pathogenitatsmechanismen beschrieben werden (117). Da respiratorische Infekte
auch vor und wahrscheinlich ebenfalls nach der Pandemie eine der haufigsten
Indikationen fur venovenose ECMO-Therapie darstellen (118), empfiehlt es sich,

diesen Mechanismus der Thrombusbildung weiter zu ergrunden.

4.6 Limitationen der Studie

Die vorliegende Arbeit unterliegt einigen Limitationen, u.a. durch die Datenerhebung
aus lediglich einer Klinik und eines Pumpenmodells, sowie dem Ausschluss der VA-
ECMO-Systeme. Bei Figueroa Villalba et al. zeigte sich, dass VA-ECMO Systeme eine
5,4-fach hohere Wahrscheinlichkeit der Thrombosierung zeigten (49). AulRerdem
wurden hier nur die Pumpenkopfe untersucht und nicht der Oxygenator oder das

Schlauchsystem. Es sollte erganzend zu dieser Arbeit die Untersuchung von
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vollstandigen ECMO-Systemen in grof3erer Anzahl sowie die Analyse der VA-Systeme
erfolgen. Hohere analysierte Stuckzahlen wurden auch einen besseren Vergleich der
Patientendaten  zulassen.  Aullerdem  ware es  wichtig, tatsachliche
Pumpenkopfthrombosen zu analysieren und sie mit der hier erarbeiteten Methodik
einem Ort und einer farblichen Gruppe zuzuordnen. Durch die fehlende Analyse der
Stromungsdynamik und der Scherkrafte in den analysierten Pumpenkdpfen konnten
keine Aussagen Uber eine derartige Kausalitat getroffen werden.

4.7 Ausblick

Das bessere Verstandnis der Thrombenbildung in ECMO-Systemen ist ein wichtiger
Ansatzpunkt, um dem Ziel einer komplikationsarmen Lungenersatztherapie naher zu
kommen. Anpassungsmaoglichkeiten bestehen in den Pumpenkopfen, um Areale mit
Blutstase und zu hohen Scherkraften zu vermindern und bei der Verbesserung der
Oberflachenbeschichtung und Biokompatibilitdit der Fremdoberflachen. Die
Zusammensetzung der Thromben kann Hinweise fur eine Anpassung des
antikoagulatorischen Therapieregimes geben, auch kann man Ruckschlusse ziehen
auf medikamentose Ansatzpunkte wie Thrombozytenaggregationshemmer und
medikamentose Fibrinolyse, wie es schon bei Thromben in Myokardinfarkten und
Schlaganfallen untersucht wurde (119,120). So kdnnte man perspektivisch auch bei
Thrombosen in ECMO-Systemen mit medikamentoser Lysetherapie oder
Thrombozytenaggregationshemmern  arbeiten, statt einen  Systemwechsel
anzustreben. Aulderdem ware ein erganzendes antiinflammatorisches Therapieregime
denkbar (79,121). Hierbei ist allerdings zu bedenken, dass den Komplikationen des
Systemwechsels die jeweiligen Risiken einer Lysetherapie bzw. anderer
therapeutischer Interventionen gegenuberstehen.
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5 Zusammenfassung

Die Bildung von Thromben in ECMO-Pumpenkopfen bleibt ein nicht vollkommen
verstandenes Phanomen. Die histologische Analyse der Thromben bietet einige
wichtige Hinweise in Bezug auf die Ergrindung der Ursachen und Ablaufe.

Durch die histologischen  Ubersichtsfarbungen und  immunhistologische
Charakterisierung der Thromben konnte ein besserer Uberblick liber die Bestandteile
der Thromben gewonnen werden. Es wurde eine Methodik etabliert, mit welcher
halbautomatisch eine grofdere Anzahl an Thromben untersucht werden kann, sowie
die Vorteile und Nachteile der einzelnen Farbungen und Relevanz verschiedener
Antikorper festgestellt. Bei der Untersuchung der Thromben zeigte sich eine grol3e
Heterogenitat sowohl der Zusammensetzung als auch der Grolde und Morphologie, es
konnten jedoch einige sich wiederholende Kriterien ausfindig gemacht werden.

Makroskopisch waren die Thromben gut in rote, weille und gemischte Thromben
einzuteilen, diese Einteilung konnte mikroskopisch bestatigt werden und die
makroskopisch uneindeutigen Thromben einer Gruppe zugeordnet werden. Somit
erwies sich die mikroskopische Einteilung anhand der Erythrozyten in den
Ubersichtsfarbungen als die beste Methode fiir die Zuordnung zur roten oder weien
Gruppe. Morphologisch fanden sich an Ort A eine Schichtung unterschiedlicher
Bestandteile und ortsunabhangig Verwirbelungen, Risse, Lakunen, bestimmte
Verteilungsmuster der kernhaltigen Zellen in Aggregaten z.B. an den Randern
dichterer Bereiche innerhalb der Thromben sowie Erythrozyten in lockeren Netzen am
Thrombusrand aufgelagert. Die Kolokalisation von CD45 und CD42b kann ein Hinweis
auf immunologische Einflusse bei der Thrombenbildung in ECMO-Pumpenkopfen
sein. In der Quantifikation der Thrombusbestandteile zeigte sich bei den Thromben an
Ort A eine signifikant hOhere Thrombusflache der roten Thromben im Vergleich zu den
weilRen Thromben, an den Orten B und C bestand dieser Zusammenhang nicht. In den
erythrozytenreichen Thromben der Gruppe ,Rot* fanden sich weniger Thrombozyten
und umgekehrt viele Thrombozyten in der erythrozytenarmen Gruppe ,Weil}“. Fibrin
und von Willebrand Faktor stellten den groften Flachenanteil in den Thromben beider
Gruppen dar.
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Die Patientendaten zeigten sich sehr heterogen, es konnten jedoch in der Gruppe
,Weil}* signifikant hohere Leukozytenzahlen und Fibrinogenwerte sowie niedrigere
Thrombozytenzahlen als in der Gruppe ,Rot“ bei der Analyse der letzten 6 Tage vor
Explantation der Systeme gemessen werden.
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6.1 Farbeprotokolle

6.1.1 Immunhistochemie

Arbeitsschritt Zeitablauf Materialien

Absteigende 3x5-10min Xylol

Alkoholreihe zum

Entparaffinieren
2x2-3min 100% Ethanol
2x2-3min 96% Ethanol
2x2-3min 70% Ethanol

Waschen VE

Endogene 10min 3% H20: in VE-Wasser

Peroxidase blocken

Waschen

VE

Optional je nach
Antikorper:
Gewebeaufschluss

20min bei 97°C im
Wasserbad kochen

Citratpuffer (pH6) oder EDTA-Puffer
(PH9)

Optional: Abkudhlen | 20min bei
Raumtemperatur
Optional: Waschen VE
In Coverplates und PBST
Shandon-Wannen
einklemmen
Waschen 2X PBST
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Blocken 30min bei 10% NGS (Normal Goat Serum) in
unspezifischer Raumtemperatur PBS

Bindungen

Waschen PBST

1. Antikorper

Uber Nacht bei 4°C

Mouse/Rabbit anti Human in
verschiedenen Konzentrationen
(s.u.)in PBS

Waschen 3x PBST
2. Antikorper 1h bei z.B. biotinylierter Goat anti
Raumtemperatur Rabbit/Mouse 1:300 in PBS

Waschen 1x PBST

Waschen 2X PBS

3. Antikorper 1h Avidin-Biotin-Comlex (ABC):
10ul A'in 1000ul PBS schiitteln, 10pl
B dazu, vortexen, 30min ruhen
lassen

Waschen 1x PBST

Waschen 2X PBS

Farben 5min im Dunkeln DAB: 1 Tropfen DAB pro ml
Substratpuffer

Waschen PBS

Aus Wannen PBS

nehmen

Waschen VE

Gegenfarbung Ca. 1 min Mayer’'s Hamalaun

Waschen

Differenzieren Kurz dippen HCI Alkohol

Waschen VE
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Blauen 5 min Leitungswasser
Aufsteigende 1-2min 70%
Alkoholreihe
3x1-2min 96%
2x1-2min 100%
Xylol
Eindeckeln Entellan
6.1.2 Sirius-Resorcin-Fuchsin-Farbung
Arbeitsschritt Zeitablauf Materialien
Absteigende 3x5-10min Xylol
Alkoholreihe zum
Entparaffinieren
2x2-3min 100% Ethanol
2x2-3min 96% Ethanol
2x2-3min 70% Ethanol
Waschen VE
Farben der 15min bei 60°C im | Resorcin-Fuchsin-Losung
elastischen Fasern | Wasserbad
Abkuhlen 5min bei
Raumtemperatur

Differenzieren

mindestens 3x
eintauchen bis
elastische Fasern
hervortreten und
Hintergrund
entfarbt ist

96% Ethanol
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Kernfarbung 15 min bei Weigert’'s Hamatoxylin: A und B 1:1
Raumtemperatur
Kurz eintauchen VE
Blauen 10 min Leitungswasser
Waschen VE
Farben 45 min Picro-Sirius:
0,5g Direct Red
500ml gesattigte wassrige Pikrinsaure
Waschen 2X Gesauertes H,0:
5ml Eisessig
1000ml destilliertes Wasser
Schnelle 3x dippen 100%
aufsteigende
Alkoholreihe
2X Xylol
Eindeckeln Entellan
6.1.3 Martius Scarlet Blue
Arbeitsschritt Zeitablauf Materialien
Absteigende 3x5-10min Xylol
Alkoholreihe zum
Entparaffinieren
2x2-3min 100% Ethanol
2x2-3min 96% Ethanol
2x2-3min 70% Ethanol

Waschen

VE
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Fixierung Uber Nacht bei Bouin:
Raumtemperatur 150ml gesattigte wassrige Pikrinsaure
oder 1h bei 60°C 50ml 40% Formol
im Wasserbad 10ml Eisessig
70% Ethanol
96% Ethanol
70%Ethanol
Kernfarbung 15 min Weigert’'s Hamatoxylin: A und B 1:1
Kurz eintauchen VE
Blauen 10 min Leitungswasser
70% Ethanol
96% Ethanol
Farben 2 min Martius:
0,5g Martius Yellow
2g Phosphorwolframsaure
100ml Ethanol 95%
Waschen 3x VE
Farben 5 min Scarlet:
1g Ponceau 6R
2,5 ml Eisessig
97,5 ml destilliertes Wasser
Differenzieren, bis Ca. 5 bis 10 min 1% Phoshorwolframsaure, mehrmals
Fibrin rot und wechseln bis Saure klar
Kollagen klar
erscheint
Farben 10 min Blue:
0,5g Methylblau
1ml Eisessig

98ml destilliertes Wasser
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Waschen 1% Essigsaure, bis Essig klar ist
wechseln
Schnelle Kurz dippen 70%
aufsteigende
Alkoholreihe
Mehrmals kurz 96%
dippen
Ca. 1 bis 2 min 100%
Xylol
Eindeckeln Entellan

6.1.4 Carstairs Method for Fibrin and Platelets

Arbeitsschritt Zeitablauf Materialien
Absteigende 3x5-10min Xylol
Alkoholreihe zum
Entparaffinieren
2x2-3min 100% Ethanol
2x2-3min 96% Ethanol
2x2-3min 70% Ethanol
Waschen VE
Atzen 5 min 5% Eisenammoniumsulfat
Waschen VE
Kernfarbung 5 min Mayer’'s Hamatoxylin
Waschen VE
Farben 1h Pikrinsdure-Orange G:
20ml gesattigte wassrige Pikrinsaure
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80ml gesattigte Pikrinsaure in
Isopropanol
0,2g Orange G

Waschen VE
Farben 5 min Ponceau-Fuchsin:
0,5g Saurefuchsin
0,5g Ponceau 2R
1ml Essigsaure
99ml destilliertes Wasser
Differenzieren 1% Phosphorwolframsaure
Waschen VE
Farben 10 min Anilinblau:
1g Anilinblau
100ml 1% Essigsaure
Waschen VE
Aufsteigende 1-2min 70%
Alkoholreihe
3x1-2min 96%
2x1-2min 100%
Xylol
Eindeckeln Entellan
6.1.5 Hamatoxylin Eosin
Arbeitsschritt Zeitablauf Materialien
Absteigende 3x5-10min Xylol

Alkoholreihe zum

Entparaffinieren




117

2x2-3min 100% Ethanol
2x2-3min 96% Ethanol
2x2-3min 70% Ethanol
Waschen VE
Kernfarbung 5 min Mayer's Hamalaun
Waschen VE
Differenzieren 0,1% HCI-Alkohol:
3ml konzentriertes HCI
11 Ethanol 70%
Waschen 3-5x VE
Blauen 2-3min Leitungswasser
Waschen VE
Aufsteigende 2min 70% Ethanol
Alkoholreihe
2min 96% Ethanol
Farben 10min Eosin:

1% in Ethanol 96%

Differenzieren

Mehrmals bis

96% Ethanol

Ethanol klar
Aufsteigende 2x3min 100%
Alkoholreihe

2x10min Xylol
Eindeckeln Entellan
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6.2 Materialien

6.2.1 Gerate

Paraffin-Mikrotom Mikrom
HM340E

Thermo Scientific

Walldorf, D

Wasserbad des Mikrotoms

Kunz Instruments

Stockholm, SWE

Trockenschrank Memmert Schwabach, D
Vortex-Gerat Heidolph Schwabach, D
Alkoholbader Medite Burgdorf, D
Kudhlschrank, Liebherr Comfort Liebherr Ochsenhausen, D
Multipette Plus (Stepper) Eppendorf Wesseling-Berzdorf, D
Eppendorf Reference 0,5-10pl Eppendorf Wesseling-Berzdorf, D
Eppendorf Research (2-20-100- Eppendorf Wesseling-Berzdorf, D
1000pl)

Abzug Waldner Wangen, D
Magnetruhrer, lka Vibramax-VXR | Ika Staufen, D

Pipetboy Integra Bioscience | Fernwald, D

Milli Q-Anlage (Dest)

Millipore

Schwalbach, D

Autoklav, Varioklav

H+P Labortechnik

Oberschleiftheim, D

Computer Dell Frankfurt a.M., D
Pinsel Rotmarder f. Paraffin Elco Bechhofen, D
Halterung fur Objekttrager Medite Burgdorf, D

Slide Scanner

3DHISTECH Kit.

Budapest, HUN
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Objekktrager Superfrost (Menzel
Glaser)

Thermo Scientific

Waltham, USA

Shandon OT-System Racks

Thermo Fisher

Hennigsdorf, D

Shandon OT-System Coverplates

Thermo Fisher

Hennigsdorf, D

1,5+2ml-Reagenzgefalle Eppendorf Wesseling-Berzdorf, D
Combitips (2,5-5-10 pl) Eppendorf Wesseling-Berzdorf, D
Spitzen (20-100-1000ul) Eppendorf Wesseling-Berzdorf, D
Deckglaser VWR Ismaning, D
Mikrotomklingen Feather Osaka, Japan
Rasierklingen Astra St. Petersburg, RUS
Skalpelle Feather No 11 + No 22 | PFM Koéln, D
6.2.3 Chemikalien
Xylol VWR Radnor, USA
Ethanol (rein) Roth Karlsruhe, D

Ethanol (vergallt, fir

Chemikalienausgabe

Regensburg, D

Alkoholreihe) Universitat
Regensburg
HIER Citrate Buffer pH 6,0 (10 Zytomed Systems Berlin, D
X)
HIER T-EDTA Buffer pH 9,0 (10 | Zytomed Systems Berlin, D

X)

Tween 20

Sigma-Aldrich

Saint-Louis, USA

H202

Merck

Darmstadt, D
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PBST 0,005% Im Labor hergestellt Regensburg, D
PBS Im Labor hergestellt Regensburg, D
NaCl Roth Karlsruhe, D
NazHPO4 Roth Karlsruhe, D
KCI Roth Karlsruhe, D
KH2PO4 Roth Karlsruhe, D
Triton Roth Karlsruhe, D
Aqua bidest Roth Karlsruhe, D

NGS (Normal Goat Serum)

Sigma-Aldrich Inc.

Saint-Louis, USA

Methanol Roth Karlsruhe, D
Biotinylierter goat anti Vector Burlingame, USA
rabbit/mouse Antikdrper

Vectastain Elite Standard Kit Vector Burlingame, USA
(PK6100)

Liquid DAB+ Substrate Dako Glostrup, DEN
Chromogen System

Mayers Hamalaunldsung Merck Darmstadt, D
HCI-Losung Merck Darmstadt, D
Entellan Merck Darmstadt, D
Pikrinsaure Sigma Munchen, D
Ponceau 6R Santa Cruz Dallas, USA

Biotechnology Inc.

Ponceausaurefuchsin EMS Domat/Ems, CH

Phosphorwolframsaure Honeywell Fluka Schwerte, D
(Fisher Scientific)

Direct Red 80 Sigma Munchen, D

Resorcin-Fuchsin-Losung Roth Karlsruhe, D
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Weigerts Hamatoxylin A und B Roth Karlsruhe, D
Eisessig/Essigsaure Merck Darmstadt, D
Martius Yellow Roth Karlsruhe, D
Paraformaldehyd Sigma Munchen, D
Methylblau Merck Darmstadt, D
Eisenammoniumsulfat EMS Domat/Ems, CH
Isopropanol Riedel-de Haen Seelze, D
Orange G Sigma Munchen, D
Anilinblau Roth Karlsruhe, D
Eosin Merck Darmstadt, D
Direct Red Sigma Munchen, D
Resorcin-Fuchsin-Losung Roth Karlsruhe, D

6.2.4 Software

Fiji (Fiji is just ImageJ)

Open source

Microsoft Excel

Microsoft Corporation

Redmond, USA

Case Viewer

3DHISTECH Kit.

Budapest, HUN

6.2.5 Antikorper

Name

Hersteller

Ort

Verdinnung

Monoklonal Mouse Dako
Anti-Human CD31,

Clone JC70A

Glostrup, DEN

1:30
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CD42b/GPIlb alpha
Antibody (MM2/174)
NBP1-28457

Novus Biologicals

Abingdon, GBR

1:300

Anti-CD45RA-
Antikorper, Klon
MEM 56

Merck

Darmstadt, D

1:100

Monoklonal P-
Selectin (CTB201):
sc-84

Santa Cruz

Biotechnology Inc.

Dallas, USA

1:150

Collagen | alpha 1
Antibody (COL-1)
NB600-450

Novus Biologicals

Abingdon, GBR

1:300

Collagen lll alpha
1/COL3A1 Antibody
(1E7-D7/Col3) - BSA
Free

NBP1-05119

Novus Biologicals

Abingdon, GBR

1:100

Mouse Monoclonal
Antibody Anti-Fibrin
Antibody, clone
59D8

Biotrend

Koln, D

1:300

Mouse Monoclonal
Antibody Fibrinogen
B (D-4): sc-271035

Santa Cruz

Biotechnology Inc.

Dallas, USA

1:300

Polyclonal Rabbit
Anti-Human Von

Willebrand Factor
Code-Nr. A 0082

Dako

Glostrup, DEN

1:300
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Pumpen- | Thrombus- | Geschlecht | Alter BMI Indikation Laufzeit | Zeit an Anzahl Art/ Outcome Antikoagulation
nummer | farbe an Ort | (m/w) (Jahre) | (kg/m?) des ECMO verwendeter Endpunkt
A Systems | insgesamt | Systeme des
(Tage) (Tage) Systems
P11 Weil} w 29 23,9 Post- 7 7 1 Weaning OK Heparin
operatives
ARDS
P13 Weil} m 54 27,7 Bakterielle 8 14 2 Weaning OK Argatroban
Pneumonie
P17 Rot m 61 26,3 Virale 9 9 1 Weaning OK Argatroban,
Pneumonie Wechsel auf
niedermolekulare
Heparine
P18 Weil} w 61 27,7 Bakterielle 19 19 1 Weaning OK Argatroban
Pneumonie
P21 Weil} m 68 34,6 Bakterielle 6 6 1 Weaning OK Heparin
Pneumonie
P22 Weil} m 71 32,9 Virale 13 16 3 Wechsel Verstorben | Heparin
Pneumonie (1.System) | am System
(cerebrale
Blutung)
P23 Rot m 61 23,4 Bakterielle 14 20 2 Wechsel Verstorben | Heparin
Pneumonie (1.System) | am System
(resp. In-

suffizienz)
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P24 m 68 27,7 Bakterielle 9 9 Weaning OK Argatroban
Pneumonie
P25 Weil} w 23 20,7 Respiratori- 7 7 Weaning OK Heparin
sche Krise
bei Asthma
bronchiale
P29 Weil} m 73 22,5 Zustand 11 13 Weaning Verstorben | Heparin
nach (2.System) | 1 Tag nach
Koronar- Explanta-
arterien- tion (Multi-
bypass organ-
versagen)
P42 m 57 34 Virale 28 49 Wechsel Verstorben | Argatroban
Pneumonie (1.System) | 7 Tage
nach
Explanta-
tion
(cerebrale
Blutung)
P44 Rot w 59 29,4 Virale 34 73 Wechsel OK Heparin, Wechsel
Pneumonie (2.System) auf Argatroban
P45 Weil} w 59 29,4 Virale 32 73 Weaning OK Heparin, Wechsel
Pneumonie (3. auf Argatroban
System)
Tabelle 10: Allgemeine Daten.
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Pumpen- | PTT LDH (U/l) | Freies D-Dimere Fibrinogen Thrombozyten | CRP | Leukozyten | IL-6 Flow Gasflow | Pumpen-
nummer | (s) Hamoglobin | (mg/l) (mg/dl) (x1000/ul) (mg/l) | (x 10°1) (pg/ml) | (Vmin) | (I/min) geschwindig-
(mgll) keit (RPM)

P11 71 245 84 10 173 64 11 10,6 310 1,5 1 1465

P13 78 393 52 36 389 116 68 7.4 86 1,5 5 1565

P17 65 485 42 35 164 221 36 7,9 33 1,4 5 1600

P18 42 490 13 20 434 246 80 40,2 172 1,1 1 1345

P21 50 563 52 35 584 147 137 29,4 130 1,8 2 1730

P22 61 673 29 35 94 115 308 52 331 3,5 6 3035

P23 25 515 49 32 109 101 6 8,6 4 3,8 5 6000

P24 55 481 50 35 227 146 126 9,2 57 1,5 4 1850

P25 59 590 35 36 113 109 26 16,9 24 1,4 3 1400

P29 57 422 71 35 661 83 206 15,8 1384 1,3 3 1865

P42 49 304 32 12 269 126 77 19,3 98 1,5 1 1730

P44 51 243 23 7 251 183 14 7,8 39 23 10 2160

P45 50 421 46 13 227 131 3 14,4 4 1,5 2 1350

Tabelle 11: Gerinnung, Entziindung, Hamolyse und technische Parameter. Die jeweils letzten aufgezeichneten Werte der Systeme bei Wechsel oder
Ausbau. Die Pumpen 22, 23, 42 und 44 waren jeweils Wechsel-Systeme, alle anderen Systeme waren entweder das einzige oder das letzte System vor dem
Weaning. Referenzbereiche: PTT: 20-38 s; LDH: Frauen: 135 bis 215 U/l. Manner: 135 bis 225 U/l; Freies Hamoglobin: 20 mg/l; Thrombozyten: 150-400
x1000/ul; D-Dimere <0,5 mg/l; Fibrinogen: 200-400 mg/dl; CRP: <5 mg/l; Leukozyten: 4—10 x 10%1; IL-6: <150 pg/ml (Werte <5 pg/ml: keine akute Inflammation,

Werte zwischen 5 und 150 pg/ml: lokalisierte Inflammation, >150 pg/ml: systemische Inflammation/Sepsis).
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