N

N

Caractérisation de I’hémocompatibilité acquise du coeur
artificiel total Aeson (Carmat, A-TAH)

Christophe Peronino

» To cite this version:

Christophe Peronino. Caractérisation de I’hémocompatibilité acquise du coeur artificiel total Aeson
(Carmat, A-TAH). Hématologie. Université Paris Cité, 2023. Frangais. NNT: 2023UNIP5110 .
tel-04774346

HAL Id: tel-04774346
https://theses.hal.science/tel-04774346v1

Submitted on 8 Nov 2024

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-04774346v1
https://hal.archives-ouvertes.fr

@ Universite
Paris Cite

Ecole Doctorale 563

Médicament, Toxicologie, Chimie, Imageries

UNIVERSITE PARIS CITE
MTCI ED 563

CARACTERISATION DE 'HEMOCOMPATIBILITE ACQUISE
DU CCEUR ARTIFICIEL TOTAL AESON (Carmat, A-TAH)

THESE DE DOCTORAT
DISCIPLINE : HEMATOLOGIE

Présentée et soutenue publiquement le 31 octobre 2023
a
Université Paris Cité

UMR_S 1140 IThEM, Innovations Thérapeutiques en Hémostase
(Innovative Therapies in Haemostasis)
par
Christophe PERONINO

Dirigée par
Le Professeur David SMADJA

Jury de thése :

Dr Isabelle GOUIN-THIBAUT, MCU-PH, Université de Rennes Rapporteur
Pr Jean Christian ROUSSEL, PU-PH, Université de Nantes Rapporteur
Pr Christian LATREMOUILLE, Professeur, Université Paris Cité Examinateur

Pr David SMADIJA, PU-PH, Université Paris Cité Directeur de thése



Remerciements

Je tiens a remercier :

Madame le Docteur Isabelle GOUIN, pour avoir accepté d’étre rapporteur de mon mémoire
de these d’université.

Monsieur le Professeur Jean-Christian ROUSSEL, pour avoir également accepté d’étre
rapporteur de mon mémoire de these d’université.

Madame le Professeur Pascale GAUSSEM, pour m’avoir si bien accueilli dans votre unité de
recherche.

Monsieur le Professeur Christian LATREMOUILLE, pour avoir accepté d’étre membre de mon
jury de thése d’université.

Madame le Docteur Anne-Céline MARTIN, pour votre aide au cours de cette derniére.

Monsieur le Professeur David SMADIJA, pour l'opportunité qui m’a été offerte de travailler
dans votre équipe, pour m’avoir offert I'opportunité de faire une theése CIFRE et votre
soutien méme dans les moments les plus difficiles pour moi. Vous m’avez apporté beaucoup,
votre esprit critique, votre esprit scientifique et votre rigueur, que je me suis efforcé de
suivre tout au long de mon travail. Merci pour votre encadrement et votre patience, je
m’efforcerai de suivre durant ma carriére votre exemple qui m’a marqué.

L'équipe scientifique de CARMAT avec a sa téte madame Marie GABILLET, merci pour votre
soutien et pour m’avoir encadré chez CARMAT ainsi que pour l'aide et la bienveillance que
vous m’avez apporté.



Liste des abréviations

ACC/AHA : American College of Cardiology/American Heart Association
ACE : Angiotensin conversion enzyme
ACM : Assistance circulatoire mécanique

ADAMTS13 : A disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motif type 1
member 13

AIT : Accident ischémique transitoire

ARAII : Antagoniste au récepteur a I'angiotensine
A-TAH : Aeson total artificial heart

AVC : Accident cérébrovasculaire

AVK : Anti vitamine K

AVM : Arteriovenous malformation / Malformation artéro-veineuse
AVWS : Acquired von Willebrand syndrome / syndrome de Willebrand acquis
Bpm : Battement par minute

BTB : Bridge to bridge

BTR : Bridge to recovery

BTT : Bridge to transplant

BiVAD : Biventricular assist device

CEC : Circulation extracorporelle

CF-LVAD : Continuous flow left ventricular assist device
Cl : Confidence interval

CRP : Creactive protein

DT : Destination Therapy

EPPY : Event per patient year

ePTFE : expanded Polytetrafluoroethylene

FDA : Food and Drugs Administration

FVIII : Facteur VIII

HF : Heart Failure

HM : HeartMate

HMWAM : High molecular weight multimers/Multiméres de haut poids moléculaire
IC : Insuffisance cardiaque

IL : Interleukine



IMWM : Intermediate molecular weight multimers / Multimére de poids moléculaire intermédiaire
INTERMACS : Interagency Registry for Mechanically Assisted Circulatory Support
INR : Index normalized ratio

ISTLH : International society for heart & lung transplantation

LDH : Lactate déshydrogénase

LVAD : left ventricular assist device

LMWM : Low molecular weight multimers / Multimeres de bas poids moléculaire
MCS : Mechanical circulatory support

mmHg : millimetres of mercury

NO : Oxyde nitrique

NOS : Nitric oxide synthase

NYHA : New-York Heart association

PEEK : Polyetherréthercétone

PF-VAD : Pulsatile flow ventricular assist device

PU : Polyuréthane

PVAD : Paracorporeal ventricular assist device

RAAS : Renin-aldosterone-angiotensine system

RVAD : Right ventricular assist device

TAH : Total artificial heart

VAD : Ventricular assist device

VWD : Von Willebrand disease / Maladie de Willebrand

VWE : Von Willebrand factor



Résumé

Caractérisation de I'hémoncompatibilité acquise du Coeur artificiel total Aeson
(Carmat, A-TAH)

Le coeur Artificiel Total Aeson de CARMAT est une assistance circulatoire mécanique
permettant d'apporter une solution thérapeutique aux patients atteints d'insuffisance
cardiaque en phase terminale. Aprés le retrait des ventricules du patient, Aeson remplace
ces ventricules pour mimer la fonction cardiaque. L'un des principaux aspects de ces
dispositifs médicaux est I'hémocompatibilité c'est-a-dire I'absence de réactivité forte
lorsque le sang entre en contact ce dispositif. L'hémocompatibilité se caractérise par
plusieurs éléments : la formation de thrombus, I'apparition d'hémorragie, I'activation de
I'inflammation et la consommation des acteurs du systeme du complément. Le but de ce
travail de these est d'approfondir nos connaissances sur I'hémocompatibilité acquise par le
coeur artificiel total Aeson. Au cours de cette thése, nous nous sommes intéressés a deux
parametres pouvant caractériser cette hémocompatibilité : I'atteinte du facteur Willebrand
ainsi que la potentiel réaction inflammatoire aprées l'implantation. Pour se faire, nous avons
mis au point une analyse semi-automatisé de la multimérisation du facteur von Willebrand.
Ensuite, nous avons analysé les multiméres du facteur von Willebrand aprés implantation
d'un coeur Aeson en le comparant avec des assistances circulatoires du ventricule gauche
HeartMate Il et HeartMate 3. Ce travail présente également une étude sur les parameétres
cellulaires et cytokiniques de l'inflammation chez les patients implantés avec les dispositifs
cités précédemment, afin d'observer si ces assistances circulatoires cardiaques entrainent
un contexte pro-inflammatoire chronique chez les patients. Nos résultats démontrent que
I'implantation d'un coeur Aeson n'induit pas de désordres significatifs dans les paramétres
d'hémocompatibilité sur le facteur Willebrand et les parameétres inflammatoires ce qui
permet d'envisager l'implantation d'un coeur Aeson comme une alternative fiable a la greffe
cardiaque ou a d'autres types d'assistances circulatoires.

Mots-clés

Coeur artificiel total, Assistance circulatoire mécanique, Bioprotheése, Inflammation,
Implantation cardiaque, Hémocompatibilité, Facteur von Willebrand, Hémostase, Péricarde
bovin, Endothélialisation



Summary

Characterization of the acquired hemocompatibility of the Aeson total artificial
heart (Carmat, TAH)

The CARMAT Aeson Total Artificial Heart is a mechanical circulatory support system that
provides a therapeutic solution for patients with end-stage heart failure. After the removal
of the patient's ventricles, Aeson replaces these ventricles to mimic cardiac function. One of
the main aspects of these medical devices is hemocompatibility, which refers to the absence
of a strong reactivity when blood comes into contact with the device. Hemocompatibility is
characterized by several elements: thrombus formation, occurrence of bleeding, activation
of inflammation, and consumption of complement system components. The aim of this
thesis work is to deepen our knowledge of the hemocompatibility acquired by the Aeson
total artificial heart. During this thesis, we focused on two parameters that can characterize
this hemocompatibility: the impact on von Willebrand factor and the potential inflammatory
reaction after implantation. To achieve this, we developed a semi-automated analysis of von
Willebrand factor multimerization. Subsequently, we analyzed the von Willebrand factor
multimers after the implantation of an Aeson heart, comparing it with left ventricular
circulatory support devices such as the HeartMate Il and HeartMate 3. This work also
presents a study on cellular and cytokine parameters of inflammation in patients implanted
with the aforementioned devices, to observe if these cardiac circulatory support systems
lead to a chronic pro-inflammatory environment in patients. Our results demonstrate that
the implantation of an Aeson heart does not induce significant disturbances in
hemocompatibility parameters related to von Willebrand factor and inflammatory
parameters, which suggests that the implantation of an Aeson heart can be considered a
reliable alternative to heart transplantation or other types of circulatory support.

Keywords

Total artificial heart, Hémocompatibility, Circulatory assist device, bioprothesis,
Inflammation, Cardiac implantation, Von Willebrand factor, Hemostasis, Bovin pericardium,
Endothelialization
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Annexes: participations techniques a des travaux de I’équipe en rapport avec mon sujet de these.180

Introduction :

Le cceur bioprothétique artificiel total Aeson™ de Carmat est un dispositif d’assistance
circulatoire mécanique, comme tous les cceurs artificiels. Dans la suite de cette these,
Aeson™ sera abrégé A-TAH. A-TAH est utilisé comme traitement des patients atteints

d’insuffisance cardiaque biventriculaire en stade terminal.

1.1. L’insuffisance cardiaque et ses traitements

Linsuffisance cardiaque

Linsuffisance cardiaque (IC) est une maladie se caractérisant par l'incapacité du coeur a
remplir ses fonctions systémiques, systole et diastole, empéchant ainsi I'oxygénation des
organes. Elle est diagnostiquée chez les patients présentant des symptomes tels que la
dyspnée et des signes caractéristiques comme la tachycardie, des rales crépitants
pulmonaires, un épanchement pleural, etc. Ces derniers ne sont toutefois pas suffisants
pour poser un diagnostic précis, qui nécessite une preuve d’une anomalie structurelle ou
fonctionnelle. Cette maladie est hétérogene, car elle peut étre la conséquence de
I'apparition de différentes pathologies cardio-vasculaires, telles que les cardiomyopathies,
les cardiopathies valvulaires, I'arythmie et d’autres causes plus rares. L'IC est une maladie
dont on estime aujourd’hui la prévalence a 26 millions d’individus dans le monde?. Dans les
pays développés, c’est I'une des principales causes d’admission a |’hopital (67 000
admissions par an au Royaume-Uni2, et en France, la prévalence est de 2,3 %, soit 1 130 000
individus d’apres la Haute Autorité Sanitaire en 2014) et elle augmente drastiquement,
jusqu’a 15 %, pour les personnes de plus de 85 ans en France. Il est a noter que la prévalence
augmente du fait du vieillissement de la population et de I'apparition de traitements plus

efficaces améliorant ainsi la survie des patients sur le long terme. L'IC reste néanmoins de



mauvais pronostique, car 5 ans apres le diagnostic le taux de mortalité est tres élevé, 52.6 en

totalité : 24.4% pour les personnes agées de 60 ans et 54.4% pour celles de plus de 80 ans?.

L'apparition de I'IC se remarque par rapport au diagnostic des symptomes, qui peuvent étre

plus ou moins séveres. Des classifications ont été créées selon la gravité des symptomes

observés chez les personnes atteintes, telles que celles du New York Heart Association

(NYHA) établies en 1994. Les patients y sont catégorisés en 4 classes distinctes, permettant

d’en appréhender la sévérité.Les caractéristiques définissant chaque classe dépendent de

I'effort physique fournit par le patient pour observer les symptomes et de sa limitation dans

les activités physiques3.

Classes Description et symptomes du patient

| L'activité physique normale n’induit pas de symptomes*. Activité physique
normale

I Symptomes* légers pendant une activité physique normale. Aucune géne au
repos et légére limitation des activités physiques

" Apparition de symptdmes* pour une légere activité physique. Ne ressent pas
de géne qu’au repos. Limitation marquée de I'activité physique

W Symptomes* séveres apparaissant avec une activité physique légére voir méme

au repos. Incapable de pratiquer une activité physique

*Symptomes : Fatigue excessive, palpitations, dyspnée, syncope, douleurs thoraciques

Tableau 1 : Classification des classes NYHA pour I'insuffisance cardiaque

Ne se basant que sur les observations des patients a l'instant de leur diagnostic, une autre

classification établit par I'American College of Cardiology et I'American Heart Association

(ACC/AHA) en 2001 propose, elle, de classer les patients en ajoutant leurs antécédents et

leurs risques de développer une IC* et est régulierement mis a jour.




Stade Descriptions

Patients risquant de développer une IC, présentant différents
caracteres aggravants tels qu'hypertension, diabete de type 2,
exposition a des agents cardiotoxiques, des maladies
A cardiovasculaires ou de proches parents avec des cardiomyopathies.
Ces patients ne présentent généralement aucune anomalie
structurelle ou fonctionnelle des tissus cardiaques et ne montrent
pas de symptdémes d'IC

Patients catalogué pré-HF, aprés des analyses préventives. Un des
éléments marquants est le volume d'éjection du ventricule gauche,
si £ 40%. Ces patients sont encore asymptomatiques, mais
B présentent des anomalies fonctionnelles et structurelles, différents
traitements et changements dans la qualité de vie sont initiés. Les
patients anciennement C retournent dans cette catégorie en cas de
rémission

Ces patients présentent ou ont présenté des symptomes de I'IC. Ils
ont une maladie structurelle du cceur et ont un volume d'éjection du
C ventricule gauche < 40% de maniére chronique. Les patients sont
relativement stables s'ils répondent aux traitements. Sinon la
maladie progresse

Patients C présentant des symptomes marqués d'IC qui interférent
avec la vie quotidienne malgré les traitements médicaux. Ces
patients sont dits IC avancés, ils développent au moins 2 de ces
criteres : dyspnée, syncopes etc. lls présentent des anomalies
D séveres valvulaire ou des maladies cardiaques congénitales. lls
présentent également une congestion vasculaire, interstitielle,
pulmonaire ou périphérique. Les traitements les plus invasifs sont
recommandés, implantation cardiaques ou d'assistance circulatoire
mécanique

Tableau 2 : Classification ACC/AHA des stades de I'insuffisance cardiaque

Le score Interagency Registry for Mechanically Assisted Circulatory Support (INTERMACS) est
une méthode de classification dans le cas des patients en état d’IC avancée. Celui-ci permet
de caractériser les patients avec un NYHA de classe 3 et 4 (et donc catalogué stade D avec le
classement ACC/AHA). Parmi ces cas d’IC avancée, 7 profils sont ainsi créés pour catégoriser
les états les plus graves de I'insuffisance cardiaque®.
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Profils Description
1: Choc H.ypote‘ntsion' menagant. le prongstic Yital du patientl malgré
cardiogénique I'intensification de traitements inotropique, accompagné d'une
" hypoperfusion critique des organes souvent confirmé par des niveaux
critique ..
alarmants d'acidose et de lactate.
"Dépendant"” des supports inotropes mais le patient montre un déclin
5 - Déclin prog.ressif e.:n nutrition, fonction rénale, de I'éz,qui!ibre volémiqu.e. Peu\t
progressif aussi s'appliquer aux patients montrant des altérations de perfusions, ou
la perfusion de support inotrope ne peut étre maintenue en raison de
tachyarythmies, d'ischémie clinique ou autres intolérances.
Cliniguement stable avec des doses légéres a modérées d'inotropes
3 : Stable intraveineux (ou avec un dispositif d'assistance circulatoire temporaire)
mais inotrope | aprés une répétition documentée des échecs du sevrage sans
dépendant hypotension symptomatique, d'aggravation des symptémes ou de
dysfonctionnement progressif d'un organe (généralement rénal).
4: Patient retourné a domicile sous traitement par voie orale, mais
Symptoémes présentant de maniere récurrente des symptomes de congestion au
au repos avec | repos ou lors des activités de la vie quotidienne. Il peut présenter une
traitement orthopnée, un essoufflement, des symptomes gastro-intestinaux, une

par voie orale

ascite invalidante ou un cedéme sévere des membres inférieurs.

5 : Intolérant

Patient confortable au repos mais incapable de s'engager dans une
activité physique, le limitant a la sédentarité et aux activités dans le

a l'effort .
voisinage.
Patient confortable au repos sans charge volémique apparente. Il est
capable d'activités physiques légéres. Les activités de la vie quotidienne
6 : Effort sont aisées et des activités mineures en dehors du domicile, telles que
limité rendre visite a des amis ou aller au restaurant, peuvent étre réalisées,
mais la fatigue apparait en quelques minutes ou lors de tout effort
physique significatif.
7 - NYHA de Pa_tient cIiniquement, stable ét,ar?t confort?ble en c,as d'activité Rhys.i.que
classe Il ralslon.nable., malgré des .eplsodes _reclelj\ts/recurrents. Q'eq_umbre
Jvancée volémique instable. Tous traitements diurétiques et hospitalisation au

cours du mois fait de cette personne un profil 6 voir inférieur.

Tableau 3 : Classification INTERMACS des profils d’insuffisance cardiaque
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Les traitements de I'insuffisance cardiaque

Pour les patients dont les cas sont aux stades les plus bas, les traitements pharmacologiques
sont réduits au strict minimum, et ceux qui s'avérent particulierement a risques sont soumis
a des analyses complémentaires, comme notamment le suivi de la pression artérielle, un
séquencage génétique pour les patients avec des antécédents familiaux a la recherche de
variants responsables de cardiomyopathies ou encore des recommandations de changement
de qualité de vie. Les patients en stade B recevront eux des traitements déterminés en

fonction des premiers symptémes diagnostiqués.

Fraction d’éjection du ventricule gauche réduit

Ceux ayant un volume d’éjection du ventricule gauche (Left Ventricular Ejection Fraction
LVEF) < 40%. Ces cas apparaissent chez les patients avec un remodelage cardiaque, qui se

traduit par :

- Une déformation du ventricule gauche qui devient hypertrophié, étant la
conséquence d’'une perte en nombre et de fonction des cardiomyocytes
remplacés par des fibrocytes au cours d'un phénomene de fibrose

interstitielle, créant des arythmies potentiellement fatales.

- Une vasoconstriction artérielle périphérique qui provoque une augmentation
de la pression artérielle, qui conduisent a des congestions pulmonaires et

périphériques (formation d’cedémes)>.

Le trouble de la régulation du systeme neuro-hormonal rénine-angiotensine-aldostérone est
délétere pour les patients et est considéré comme |'une des causes de I'IC (parmi les
troubles du systeme nerveux sympathique, I'apparition d'inflammation, etc.), car il influe sur
la régulation de la pression artérielle. Des études ont montré que les patients traités avec

des inhibiteurs des enzymes liées a la transformation et a la conversion de I|'angiotensine

12



amélioraient leur pronostic vital. Ainsi, l'inhibiteur du récepteur a l'angiotensine de la
Néprilysine est utilisé dans la majorité des cas, de méme que l'inhibiteur de I'enzyme de
conversion de l'angiotensine (ACEi) et les antagonistes des récepteurs a l'angiotensine
(ARB)>®. Un autre traitement du systéme rénine-angiotensine-aldostérone est l'utilisation
d'antagonistes des récepteurs minéralo-corticoides, des antagonistes de |'aldostérone, ce

traitement montre également une amélioration du pronostic vital des patients traités.

L'utilisation de B-bloquants est aussi recommandée pour améliorer la survie des patients
atteints d'IC, réduisant les causes d’hospitalisation pour IC, améliorant les symptémes de
LVEF et diminuant les cas de mort subite. Cependant, ils sont contre-indiqués pour les
patients souffrant d’asthme.

De nouvelles recommandations sont apparues avec 'inhibition du cotransporteur 2 Sodium
Glucose (SGLT2) utilisée pour les patients atteints de diabéte de type 2. Il a été montré que
I'efficacité du traitement n’était pas liée a la diminution de la glycémie. Le mécanisme lié
aux bénéfices de ce traitement reste non identifié ; néanmoins, il est aujourd’hui utilisé pour
tous les patients atteints d’IC, bien qu'utilisé de maniere parcimonieuse dans les essais
cliniques. Il est important de noter qu'il peut provoquer une forte perte de poids et des

infections des tissus mous et des organes génitaux.

Insuffisance Cardiaque Congestive (ICC) et Edeme

Les patients en IC présentent dans la plupart des cas des symptomes tels qu'une
insuffisance cardiaque congestive et/ou la formation d’cedéme dans les membres inférieurs.
Les patients présentant ces symptomes sont traités avec des diurétiques. Les diurétiques
bumétanide, furosémide et la torsémide inhibent la réabsorption des électrolytes sodium et
chlore, améliorant ainsi les symptomes et empéchant I’aggravation de I'IC.

Dans le cas des patients atteints d'ICC qui ne répondent pas a ces traitements, des
diurétiques thiazidiques sont ajoutés au traitement de base. lls agissent dans le tubule
contourné distal de la hanse de Henlé. Les doses ne sont pas normalisées et doivent étre
établies pour chaque patient. Elles sont souvent sous-dosées, ce qui n"améliore pas la
congestion. En revanche, si le dosage est trop fort, cela peut conduire a une détérioration

de la fonction rénale, une hypovolémie et une hypokaliémie.
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Insuffisance cardiaque avec fraction d’éjection préservée

Ce cas d'IC représente un peu plus de la moitié des IC diagnostiqués. lls sont
néanmoins difficile a diagnostiquer, avec une mortalité de 15%*®. La pathophysiologie de ce
cas d’IC est multi-systémique, elle entraine des conséquences sur le systeme cardiaque,
pulmonaires, le c6té droit du cceur, vasculaires, le systeme métabolique et les muscles
squelettiques, la fonction rénale et hépatique tout en conservant une fraction d’éjection
supérieure 50%. Pour diagnostiquer une IC avec préservation de la fraction d’éjection, il est
nécessaire d’observer une augmentation de la pression de remplissage cardiaques au repos
et a I'effort. Cela peut étre mesurer par cathétérisme cardiaque droit ou alors observé par
radiographie du torse, échocardiographie. Des patients peuvent néanmoins se présenter
avec une dyspnée inexpliquée, sans aucun des signes listés ci-dessus et sans congestion, ils
peuvent étre confondus avec des cas d’obésités ou de perte de condition physique s’ils ne

sont pas soumis a un test a I'effort.

Cette forme d’'IC présente des troubles hétérogenes, auxquels ont contribué des
comorbidités telles que I'hypertension, le diabéte, I'obésité, la maladie coronarienne,
I'insuffisance rénale chronique, et des causes spécifiques telles que I'amylose cardiaque.
Une tentative de déterminer un biomarqueur a été établie avec le peptide natriurétique de
type B (BNP - Brain natriuretic peptide). Cette protéine est active sous cette forme et a un
effet diurétique. Elle est sécrétée par les cardiomyocytes (en proBNP en intracellulaire qui
est la forme précurseur inactive) pendant une augmentation des pressions intracardiaques
systoliques ou diastoliques.Une fois sécrété, elle passe de précurseur pro-BNP a BNP, active,
puis est clivé en NT-proBNP qui redevient inactive. Néanmoins, ces biomarqueurs ne sont
pas concluant pour diagnostiquer de maniére fiable I'IC avec fraction d’éjection préservée,
car d’autres facteurs cardiaques et non cardiaques expliquent leur présence dans le sang
comme la fibrillation auriculaire, I'obésité, I'infarctus du myocarde, I'embolie pulmonaire,

I’age avancé, les maladies pulmonaires et le dysfonctionnement rénal*®.

Il n'y a pas de traitements particuliers pour la forme préservée de la fraction

d’éjection, les causes des symptomes sont traités, recevant des traitements diurétiques
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autant que nécessaires, du SGLT2i pour les patients supportant ce médicament, sinon les

inhibiteurs du systéme rénine-angiotensine-aldostérone (ARNi, ARB et MRA)%.

Insuffisance cardiaque en décompensation aigué

L'insuffisance cardiaque aiglie (ADHF) est une maladie dont la pathophysiologie reste
incompléte et dont les solutions thérapeutiques sont limitées. Elle reste encore aujourd’hui
une des causes de diagnostics d’admissions dans le monde*’. Cette forme d’IC aiglie améne
le patient a étre hospitalisé de maniere répétée a chaque occurrence de la maladie,
engageant le pronostic vitale a court et a long terme ainsi qu’a une défaillance progressive
multi-organe. Il n’y a pas de traitement particulier pour I’ADHF, aucune étude n’a pu
déterminer un traitement améliorant le pronostic vital des patients ou encore réduisant la
morbidité. Les traitements consistent donc a soulager les symptomes, les congestions, les
ocedemes et arythmies afin de ralentir la propagation de la défaillance multi-organe. Des
traitements diurétiques sont principalement utilisés pour la congestion, de vasodilatateurs

et d’'inotropes.

Traitement par Assistance circulatoire mécanique

Les assistances circulatoires mécaniques sont des dispositifs médicaux remplagant
partiellement ou totalement la fonction cardiaque et/ou respiratoire. Elles peuvent étre de
courte durée, comme les ECMO (extra corporeal membrane oxygenation), avec une
implantation de moins d’'un mois (< 30 jours), ou de plus longue durée (implantation > 30
jours).

Les assistances circulatoires mécaniques font partie des solutions thérapeutiques pour les
cas avancés d’insuffisances cardiagues ne répondant plus aux traitements
pharmacologiques et ne pouvant obtenir une transplantation cardiaque. Cette derniére est
la meilleure solution pour le patient en phase terminale d’IC, mais en raison de la demande
grandissante d’organes et du faible nombre de donneurs, peu de patients arrivent au bout

de I'attente pour ce traitement.
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Pour répondre a ce probleme, les assistances mécaniques cardiaques sont utilisées. Elles

permettent de maintenir des conditions hémodynamiques stables pour le patient, lui

permettant de récupérer la fonction des organes défaillants, comme le ou les ventricules, de

maintenir le patient en attente d’une transplantation cardiaque ou, dans les cas les plus

extrémes et plus rares, devenir une solution thérapeutique définitive.

Les patients ayant ces crtieres seront potentiellement éligible a I'utilisation d’une assistance

mécanique cardiaque

Cependant, plusieurs contre-indications absolues sont a respecter® dont :

Hospitalisations fréquentes pour I'IC

Limitations fonctionnelles similaires aux classes Ill a IV de la NYHA malgré un

traitement maximal

Intolérance aux antagonistes neuro-hormonaux
Besoin croissant de diurétiques

Symptomatique malgré la CRT

Dépendance aux inotropes

Faible pic de VO2 (<14-16) (consommation d’oxygene)

Dysfonctionnement des organes lié a un faible débit cardiaque

Maladie hépatique irréversible
Maladie rénale irréversible
Maladie neurologique irréversible
Non-observance médicale

Limitations psychosociales graves

Mais aussi des contre-indications Relatives :

Age >80 ans pour la destination therapy
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- Obésité ou malnutrition

- Maladie musculosquelettique qui entrave la rééducation
- Infection systémique active ou intubation prolongée

- Tumeur maligne non traitée

- Maladie périphériques vasculaires sévere

- Toxicomanie active

- Fonction cognitive altérée

- Trouble psychiatrique non géré

- Absence de soutien social

Les ACM de longues de durées sont nommées en fonction de I'assistance gu’elles

procurent :

- LVAD: Left Ventricular Assist Device, un dispositif d’assistance implanté sur le

ventricule gauche

- RVAD: Right Ventricular Assist Device, un dispositif d’assistance implanté sur le

ventricule droit

- BiVAD : Biventricular Assist Device, un/des dispositifs d’assistance implantés sur les

deux ventricules

- TAH : Total Artificial Heart, un dispositif remplagant totalement le cceur

La durée de I'implantation de ces dispositifs dépend de 'option thérapeutique choisie

pour les patients implantés :

- BTR: Bridge to recovery, c’est une option choisie pour les cas de défaillance

circulatoire aigué, qui permet de réduire la pression et le volume sanguin dans les
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ventricules, leur permettant de récupérer leur fonction aprés un certain temps

d’implantation dans certaines conditions favorables.

- BTB: Bridge to bridge, cette option est utilisée dans le cas ol le patient est dans un
état trop défavorable pour une opération lourde, comme un choc cardiogénique.
Cette thérapie permet de stabiliser hémodynamiquement le patient pour le préparer

pour une ACM de plus longue durée.

- BTT: Bridge to transplantation, cette option est utilisée pour permettre a des
patients sur liste d’attente pour une transplantation d’un coeur de les stabiliser

hémodynamiquement.

- DT : Destination therapy, cette option est une alternative a la greffe, comme indiqué,
la transplantation de ’ACM est pour une durée indéterminée. Elle est utilisée pour
les patients ne pouvant étre éligible pour une greffe cardiague. Etant dans un
contexte ou la liste des demandeurs de greffes s’allonge au fur et a mesure de
I'augmentation de la survie des patients en IC, cette solution gagne de plus en plus
de terrain par rapport a I'option BTT8, bien qu’il n’y ait pas de position claire sur le

meilleur choix entre DT ou BTT®.

D’aprés plusieurs études® 0, il n’y a pas de différence de survivabilité aprés une
année d’'implantation entre les DT et les BTT pour les implantations avec un ACM de type
LVAD, de méme en comparaison a court et moyen termes (entre 2 et 5 ans) avec une
transplantation cardiaque, mais pour le plus long terme, la transplantation cardiaque reste

la solution privilégiée pour une survivabilité a long terme?®.

Néanmoins, la trop forte demande de transplantation rend cette solution
inenvisageable par rapport au nombre de donneur, rendant la nécessité de développer de

nouveaux dispositifs plus performants nécessaires pour le futur.
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1.2. Les assistances ventriculaires

Les assistances ventriculaires (VAD) s’implantent, elles, en dérivation par rapport au
ceceur (voir figure 1). Le sang afflue dans le dispositif par un canal connecté a la base du
ventricule gauche, pour ensuite entrer dans la chambre de pompage prothétique. Le sang
est par la suite propulsé par un autre canal vers |'artére aorte, pour finalement retourner
dans le systeme circulatoire. Reporté en 1963 par les docteurs Liotta et Crawford, la
premiere utilisation clinique de VAD a été réalisée via une thoracotomie. L’assistance
intracorporelle avec une pompe pneumatique a été implantée en utilisant l'entrée de
I'oreillette gauche et la sortie de l'aorte thoracique descendante. Malgré la réussite de
I'opération, le patient décédera malheureusement le jour d’aprés!!. Les VADs ont ensuite
été utilisées en BTR ou en BTT, mais la plus grande avancée dans ce domaine est arrivé avec
le VAD de Thoratec®, une assistance a pompe pneumatique dont, malgré les années et les
évolutions du dispositif, la structure basique de la machine est encore utilisée a ce jour en

clinique®?.

Outflow . \
vave ~ e ) valve

Prosthetic

pumping chamber
<__Percutaneous
drive line

External
battery pack

Controller =

Figure 1 : schéma représentatif d’un dispositif LVAD en place dans un patient®3.

La premiére VAD de Thoratec® a été implantée dans une série de patients en BTT et

BTR, les principaux événements indésirables étant des complications hémorragiques (31-

19



45%), des événements thromboemboliques (8%) et des infections liées au dispositif (18%).
12 des 44 patients en BTR étaient en rémission, et 39 des 67 patients en BTT ont eu une
transplantation cardiaque!®. Le thoratec paracorporel VAD (PVAD) est le successeur direct

de ce dispositif et a été également approuvé en BTT et BTR.

Ces premiers dispositifs étaient a flux pulsatiles, car a I'époque, cet élément semblait
nécessaire a la rémission et au fonctionnement du cceur implanté. Toutefois, des études sur
la continuité du flux par rapport a la pulsatilité ont depuis démontré que la pulsatilité n’était
pas nécessaire pour la rémission des organes'>!®. Les innovations du dispositif 'ont donc
fait passer d’'une pompe a énergie pneumatique vers une pompe électrique, offrant aux

patients avec une assistance a flux continu une nette amélioration de leur qualité de vie!”8,

En 2019, 3198 nouveaux patients ont été implantés avec un LVAD'® ce qui est un
record d’implantation annuelle de LVAD, les derniers chiffres transmis datent de 2021, de
2012 a 2021, le nombre de patient implanté avec un LVAD est de 27 314, avec 2464 LVAD
implanté pour cette année-ci?’. En 2020 la société des chirurgiens thoraciques affiliée a
I'Intermacs a déclaré 25 551 patients implantés avec un LVAD a flux continu entre 2010 et
2019. Les patients recoivent actuellement (Figure 2) les derniéres générations de LVAD a
flux continu équipée d’'une pompe électro-magnétique, remplagant ainsi les LVAD a flux

continu axiales.

Primary CF LVAD Implants by Year (n=27.314)
Intermacs: January 1, 2012 - December 31, 2021

e
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Implant Year

Mcuvmm @ CF-LVAD hybrid @ CF-LVAD maglev |
LVAD patuents ervolied from Clrecal trals for imcestQatonal denvicers are not inChuded

Figure 2 : Récapitulatif des implantation LVAD des 10 derniéres années dans la base de
donnée intermacs?®
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HeartMate Il

Commercialisé par Thoratec, une société spécialisée dans les assistances
circulatoires, son premier produit était le Thoratec VAD system, qui avait recu I'autorisation

de la Found & Drung Administration (FDA) en 1995.

Elle avait commercialisé, apres la fusion avec Thermo Cardiosystems, le dispositif
HeartMate VE, qui a regu en 2002 l'approbation de la FDA pour les implantations de

patients en BTT et DT. Ces dispositifs, de premiére génération, possédaient un flux pulsatile.

HeartMate Il est le LVAD le plus implanté dans le monde et fait partie de la deuxiéme
génération des LVAD avec un flux continu et une pompe axiale (figure 3) de 40x60mm de

diametre et pesant 375g.

Le dispositif est actionné par un moteur brushless (sans frottement) alimenté par
électricité et d’une durée de vie de 5 ans. Sa vitesse de rotation est comprise entre 6000 et

15000 tour/min, avec un débit basal approprié pour ’hémodynamique de 9000 tour/min??,

40mm —
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Figure 3 : Schéma de fonctionnement d’un Heartmate 112

21



HeartMate Il a obtenu I'approbation de la FDA en BTT en 2008, les premiers résultats
apreés 18 mois de suivis de patients implanté dans I'étude pivot montraient déja des
résultats probants, une amélioration de la survivabilité des patients, moins d’événements
indésirables et une plus grande fiabilité par rapport aux anciens modeles a flux pulsatile?3.
Ces résultats, en plus d’autres essais** ont alors permis de servir de base pour la FDA qui
donne encore son approbation pour proposer les dispositifs HeartMate Il en DT et non
seulement en BTT. En Europe, HeartMate Il acquiert le marquage CE en 2005 aussi bien
pour les implantations BTT que DT. Les patients implantés avec HeartMate Il montraient des
améliorations des symptomes d’IC, leur faisant réduire leur classe NYHA en passant de
classe IlI/IV aux classes I/Il en 6 mois d’implantation et conservaient cette amélioration de
leur état de santé pendant 2 ans. Malheureusement, cette technologie apporte aussi de
nouveaux probléemes liés a ’"hémostase, dus a la faible hémocompatibilité du dispositif, qui
seront développés plus tard en 1.3. Pour combler ces défauts, les patients sont soumis a des
traitements antithrombotique comme I'aspirine et la warfarine jusqu’a atteindre un INR
thérapeutique. Afin de tenter de réduire ces problemes d’hémocompatibilité, un nouveau

type de dispositif est alors produit et proposé aux patients.

HeartMate 3

Cette assistance est la troisieme génération des dispositifs LVAD, développé dans les
années 2000. La pompe se fait par force centrifuge en flux continue, son design magnéto-
lévitation (MagLev) (figure 4) minimise le contact entre les composants mobiles, ce qui peut
réduire l'usure et le potentiel de formation de caillots sanguins, un probleme fréquent avec
les versions antérieures impactant I'hémocompatibilité de la machine. Ce dispositif est
également capable de produire artificiellement un pseudo-flux pulsatile en variant sa vitesse
de rotation 30 fois par minutes?®. Ses dimensions sont @50 x 50 mm pour un poids de 200g,
elle a une vitesse de rotation allant de 3000 a 9000 tr/min, la pulsation artificielle qu’elle
peut générer se fait par des sauts de 2000 tr/min dans un cycle de 2 secondes:
augmentation de la vitesse durant 0,2 seconde, puis diminution de 2000 tr/min durant 0,15

seconde?®.
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La paroi interne du dispositif est texturée par des microsphéeres de titane pour
permettre I'adhésion de cellules de patients, le titane étant un métal choisi pour sa haute
résistance a la corrosion. Trés répandu dans les prothéses, il se veut un matériau fiable avec
de bonne propriétés mécaniques. La fixation des cellules au titane n’est pas liée aux
propriétés chimiques du métal, mais bien a la forme du revétement texturé, les
microsphéres semblant optimiser I'adhésion de cellules endothéliales?® a celui-ci. Des études
plus récentes sur ce point précis montrent que des revétements avec une précision au
nanometres améliorent cette adhésion, mais qu’elle n’est pas encore suffisante. Dans
I'optique d’obtenir une meilleure adhésion, lI'association notamment du titane avec un
composant comme du carbone amorphe hydrogéné donne a ce jour des résultats
prometteurs dans ce domaine?’. HeartMate 3 obtient le marquage CE en 2015 en BTT et DT
puis en 2017, il obtient I"approbation de la FDA pour une implantation en BTT. L’année
suivante, en 2018, il 'acquiert aussi pour les implantations en DT. L’essai clinique positif
MOMENTUM 3 a conduit a cette décision et a permis de remplacer HeartMate Il par cette
troisieme génération plus performante. C'est en 2016 que débute une étude multicentrique
(69 centres participants), évaluant le nouvel appareil en le comparant avec son
prédécesseur sur 366 patients randomisés en implantation BTT et DT sur une durée de 2
ans®®. Le tableau 4 résume les principaux effets indésirables qui ont été observés sur ce

nouveau modeéle.
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Figure 4 : Schéma de fonctionnement d’un HeartMate 3?2
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Effets indésirables Fnialr;g/;ate 3 Fnialr;I;/;ate : Valeur p
Thrombose de pompe suspectée/confirmée 2 27 <0,001
e o 21 <0,001
Q::rhegmique/hémor\r/aagsi:l:lzlre cerebra 19 33 0,02
Hémorragie conduisant a une opération 23 30 0,18
Hémorragie gastrointestinal 51 47 1,00
Infection du cordon d'alimentation 45 34 0,37
Sepsis 26 28 1,00
Insuffisance cardiaque droite 60 48 0,49

Tableau 4 : Comparaison des effets indésirables entre HeartMate 3 et HeartMate Il
observés dans I’étude MOMENTUM3%8

L’étude clinique a démontré qu’il y avait des améliorations en termes de thrombose
de pompe ainsi qu’une diminution des accidents vasculaires chez les patients implantés avec
un HeartMate 3. Néanmoins, les autres défauts déja présents sur le précédent modele
(infection du cable d’alimentation, sepsis, insuffisance cardiaque et les hémorragies) restent
des événements récurrents chez les patients implantés avec les deux dispositifs étudiés.
Parmi les 366 patients, le taux des patients sans AVC ou sans nécessité de réopération est
de 77.9% pour les patients implantés avec HeartMate 3, contre 56.4% pour ceux ayant regu
HeartMate Il pendant les deux années de I’étude?®.Plusieurs études ont constaté une
augmentation de la survie aprés 1 an d’implantation des patients en BTT (86.6%) et DT
(80.9%) entre 2015-2019 a augmenté dans cette période comparé a la survie aprés 1 an
dans la période 2010-2014. De plus cette tendance est aussi observée pour les patients
implantés pendant 2 ans avec les nouveaux dispositifs LVAD. En effet, les taux de survie des
patients implantés 1 ou 2 ans durant I’'ére 2015-2019 (HeartMate3), comparé a I'ere 2010-
2014 (HeartMate 1l) ont augmenté, 82.3% et 73.1% contre 80.5% et 69.1%

respectivement®®%°,
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Ceeur artificiel total

Les coeurs artificiels totaux sont un autre type de MCS qui remplacent les ventricules
de I'hote. Pendant l'opération, le patient est mis sous Circulation Extracorporelle (CEC) en
dérivant depuis l'artéere aorte ascendante vers les veines caves inférieures et supérieures.
Une fois la CEC mise en route, le chirurgien procéde a I'exérése des ventricules. Les valvules
mitrales et tricuspides sont conservées, et les excés de muscles et de tissus sont coupés
pour préparer I'anastomose. Cette derniere se fait avec la suture de la collerette auriculaire
placée a la future jonction auriculo-ventriculaire prothétique. L'anastomose des arteres est
réalisée en suturant les artéres avec les conduites d’éjection. Enfin, le coeur artificiel est
installé sur les collerettes et les anastomoses. Aujourd'hui, peu de cceurs artificiels sont
représentés sur le marché. Seuls Syncardia et Aeson sont proposés comme traitement a I'lC
en BTT pour Aeson et BTT et DT pour Syncardia. D'autres dispositifs sont encore en phase
d'essai, tels que le ReinHeart® TAH, développé par Reinheart TAH GmbH, a l'université
d'Aachen en Allemagne, ou encore le RealHeart® V11C TAH développé en Suede par
Scandinavian Real Heart. Le ReinHeart TAH est un dispositif remplagant les ventricules de
I’'h6te et fonctionnant avec une pompe a piston électromagnétique. Le piston est enclenché
passivement par la pression sanguine de I'hote, puis le piston alimenté électriquement
permet d'enclencher la pompe électromagnétique, créant ainsi le flux sanguin®. Cette
pompe permet d’améliorer la durabilité du dispositif car cette combinaison de bobine
mobile et de piston linéaire est un concept simple réduisant la nécessité d’autres matériaux
et donc augmentant la durabilité. Auparavant le dispositif avait une taille de 87x90 mm pour
un poids de 923g. Le débit maximal était de 7 L/min chez le veau avec une fréquence de 120
bpm et une pression aortique de 120/80 mmHg. Depuis 2022, une version réduite du
ReinHeart a été développé, réduisant la taille du dispositif : 79x83mm avec un volume réduit
de 20 ce qui a conduit a augmenter la fréquence cardiaque, en passant a 145 bpm pour avoir
un débit moyen de 5 L/min. La raison de cette réduction de taille est d’avoir la possibilité
d’étre implantable sur une plus large proportion de patients®. Ce dispositif est toujours en

phase pré-clinique.
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Un autre dispositif est développé en Suéde, le RealHeart®, un TAH a 4 compartiments
remplagant les oreillettes et les ventricules de I’'héte. La coque extérieure est en
polyetherréthercétone (PEEK). Les valves sont des valves bicuspides synthétiques en
carbone pyrolytique On-X® (Artivion, Kennesaw, United States). Les premiers tests montrent
un débit maximal de 30 L/min avec une fréquence maximale de 120 bpm. Sa pression

aortique peut aller de 25 8 50 mmHg32.
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Figure 5 : Schéma d’un RealHeart3? de ScandinavianReal Heart.

La pompe se fait par un systéme de pression/dépression des différentes chambres. Pendant
la diastole ventriculaire, le sang s'écoule de I'oreillette artificielle a travers le cylindre du plan
auriculo-ventriculaire (AV). La valve mitrale/tricuspide est ouverte, tandis que le plan AV se
déplace vers le haut en direction de I'oreillette. A la fin de la systole ventriculaire, le cylindre
AV est en position basse et la valve mitrale/tricuspide est fermée en raison de
I'augmentation de la pression dans le ventricule artificiel. L'augmentation de la pression
pendant la systole a également ouvert la valve aortique/de I'artére pulmonaire et le sang
s'écoule par le flux de sortie. L'oreillette artificielle reste ouverte et se remplit pendant la

systole ventriculaire.

Les premiéres études in silico et In vitro avec du sang de porc33 sont publiées en 2023 avec

des résultats prometteurs mais reste encore en développement*
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Syncardia

Les cceurs artificiels sont trés peu représentés sur le marché. Seuls Syncardia et

Aeson sont aujourd’hui proposé en tant que cceurs artificiel totaux.

Ces protheses ont une pompe pulsatile pour mimer la fonction cardiaque. Syncardia
est une prothése qui est passée par plusieurs évolutions depuis les années 80, mais I’histoire
des cceurs artificiels totaux remonte jusqu’a avant la seconde guerre mondiale. En 1937, le
docteur Vladimir P. Demikhov a développé un cceur artificiel total qu’il a ensuite implanté
dans un chien en exécutant la premiére implantation intrathoracique au monde®. La
machine, qui était trop grosse pour étre installée dans corps du chien, pouvait rester en
fonction pendant 5 heures et représente le premier cas de circulation cardiague maintenu
aprés l'excision du coeur®3%, D’autres appareils ont été ensuite développées, la machine
coeur-poumon par le docteur Gibbon en 1939, testé sur des rats®” puis plus tard sur des
jeunes enfants. Le succés ne sera néanmoins pas au rendez-vous car les premiers
bénéficiaires en 1952 et en 1953 n’ont pas survécus a l'opération. Cela a néanmoins permis
de mieux comprendre la génération de thrombus, ce qui a conduit a I'oxygénateur type
Mayo-Gibbon et a pavé le chemin vers le développement des appareils CECs3”38, De méme
pour un étudiant en these a l'université de Yale, le futur docteur en médecine William Sewell
en 1948. Ce dernier a eu I'idée de développé un cceur artificiel a pompe pneumatique pour

sa thése de médecine’ (figure 6).

Figure 6 : photgraphie d ispositif de Sewell, une pompe cardiaque by-passant le
ventricule droit du coeur d’un chien.
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En 1963, sous I'impulsion du Congrés Américain, la recherche sur les coeur artificiels
totaux a connu un gain d’intérét significatif. Néanmoins, les premiers retours des études
montrent les premiers obstacles a franchir (et qui sont toujours d’actualité) : probléme
d’hémocompatibilité, ajustement des traitements aux besoins physiologique des patients,
des problemes de miniaturisation, d’alimentation transportable et de produire des
assistances fiables sur le long terme?®°. Le premier coeur artificiel total, nommé Liotta-Heart,
a été implanté en 1969 par le docteur Denton Cooley a Houston, aux Etats-Unis. Le patient,
un homme agé de 47 ans, a été implanté en bridge to transplantation pendant 65h en
attendant une implantation cardiaque (figure 7). Cette prothése, a été inventé par le
chirurgien argentin Domingo Liotta, recruté au Baylor College of Medecin a Houston par le
docteur Michael DeBarkey, qui a été le premier médecin a implanter une pompe cardiaque
externe comme pontage aorto-coronarien du ventricule gauche en 1966 sur un patient. Le
patient de 47 ans a donc été transplanté avec le coeur d’'un donneur aprés 3 jours de support
avec le TAH Liotta-heart. Cette opération a été un succés car elle démontrait la faisabilité

d’une opération bridge to transplantation avec une circulation mécanique®'.

Cooley et al.
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Figure 7 : Liotta TAH, A, photographie de la prothése cardiaque ; B diagramme montrant la
technique d'implantation et la méthode d'activation des unités de pompage alternatif du
systéeme pneumatique extracorporel. Art. = artériel ; L.A. = atrium gauche ; P.A. = artére
pulmonaire ; R.A. = atrium droit ; R.V. = ventricule gauche

28



Jarvik-7 est le principal cceur artificiel des années 1980, c’est avec ce dispositif que les
premieres implantations en destination therapy ont été effectuées. Le patient implanté le
plus durablement est monsieur Schroeder, en 1985, avec un support de 620 jours. Le patient
était capable de se déplacer, mais il a souffert de nombreuses complications dont des AVC et
des infections, puis finira par décéder d’une infection pulmonaire®?. Les patients implantés
étaient hémodynamiquement stables mais beaucoup souffraient d’hémorragies, d’AVC et/ou
de septicémie. Un des problémes majeurs de la prothése était sa source d’énergie, car la
plupart devaient rester attachés a un générateur pour alimenter I'assistance, ce qui obligeait
les patients a rester a I’hdpital. Ses valves mécaniques obligent également la prise de fortes
doses d’anticoagulants oraux pour contrer les effets coagulants des valves mécaniques. Le
dispositif pouvait aussi provoquer des soubresauts auprés des patients a chaque
battement*!. Suite a des conflits avec la FDA, 'agence fit fermer Symbion inc opération en
1990, qui a alors transféré ses droits et ses brevets vers Cardiowest Technologies Inc.,
rebaptisant le Jarvik-7 en Cardiowest. Cardiowest technologies recoit I'autorisation de
conduire des tests cliniques en 1993 sur 5 centres aux Etats-Unis en bridge to
transplantation. La technologie n’a pas évolué entre le Jarbik-7 miniaturisé, développé pour
les femmes et personnes de petites taille, et le Cardiowest Heart. Les résultats du
Cardiowest Heart étaient concluants, aprés une étude de 10 ans, le dispositif a été implanté
dans 95 patients et 79% des bridges to transplant sont réussies (en incluant les
transplantations avec un coeur de donneur) avec des taux de survies pour 1 an de support de
70%, 50% pour 5 ans de support et 45% pour 8 ans de support. En 1997, Cardiowest Heart
recoit le marquage CE pour son utilisation en Europe, puis en 2003, la compagnie
Cardiowest, inc. est rachetée pour devenir Syncardia, inc. Le cceur artificiel change alors

également de nom pour devenir SynCardia CardioWest™ Total Artificial Heart.
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Figure 8 : A, Diagramme de Syncardia Cardiowest Total Artficial Heart en condition de
fonctionnement. La connection entre les pompes pneumatiques et les oreillettes et la

circulation sanguine se fait par un conduit en dacron. B, Photo d’un cceur artificiel total

Syncardia
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1.3. Aeson

Historique de I’entreprise et de la Bioprothése

Le coeur artificiel bioprothétique total Aeson est le dispositif mis au point par Carmat
depuis sa création en 2008. Il a été baptisé ainsi depuis 2020 aprés avoir obtenue son
marquage CE pour sa mise en vente en Europe. La prothése obtient également I'approbation
de la FDA pour une utilisation sur le territoire des Etats-Unis*3. Cette bioprothése est le fruit
de plusieurs années d’études pré-clinique et de différentes études qui auront permis

d’améliorer le dispositif. Voici un historique et les dates clés :

- 2008 : Fondation de la société Carmat. Elle est née de l'association de deux
personnes en 1990 : le professeur Alain Carpentier, éminent chirurgien cardiaque
ayant contribué au développement de valves bioprothétiques, et Jean-Luc Lagardere,
président de la société Matra Défense, société développant du matériel électronique

pour 'armée de l'air et la marine.

- 2009 : Carmat obtient une subvention de 33 millions d’euros pour aide au
développement par la banque BPI France et la Commission Européenne jusqu’a

I'obtention du marquage CE

- 2010: Carmat devient une société anonyme SA, ce statut permettant d’entrer en
bourse dans le marché Alternext. L'entrée en bourse permettra de générer des fonds
pour les essais cliniques. Depuis plusieurs lever de fonds ont été fait. En 2010,

I'introduction en bourse de Carmat SA génére 16 millions d’euros.

- 2011: Carmat génere un capital de 29,3 Millions d’euros. Création d’un dossier

aupres de 'ANSM pour a terme lancer des essais cliniques.

- 2012 : Essais précliniques sur des veaux. Les résultats sont concluants pour la

bioprothése et des implantations chez ’homme pourront étre effectuée.*4>
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2013 : Premiére implantation d’un coeur artificiel total chez ’homme?. Le patient
était un homme agé de 76 ans avec une défaillance bi-ventriculaire. La condition du
patient empirait malgré les traitements médicamenteux, ce qui avait conduit a de
multiples ré-hospitalisation. Le patient a été implanté pendant 76 jours et est

subitement décédé a cause d’une défaillance d’une piéce électronique du dispositif.

2014-2016 : La premiere étude du dispositif, I'étude de faisabilité est lancée durant
cette période. Quatre patients sont implantés durant cette période avec succes. Ces
derniers étaient tous des hommes agés de 76, 68, 74 and 58 ans, pendant une durée
de 74, 270, 254 et 20 jours respectivement. Les dispositifs étaient réglés

manuellement en fonction de 'activité cardiaque des patients*’.

2016 : Carmat léve 50 millions d’euros via une opération de placement privé, avec le
soutien de nouveaux investisseurs et d’investisseurs historiques. Les procédures pour
I'obtention du marquage CE sont initiées. Une nouvelle étude débute : I'étude PIVOT.

Un premier patient est inclus dans I'étude.

2017 : Carmat génere 53 millions d’euros grace a une levée de fond ouverte au
public. De nouveaux centres s’ouvrent a linternationale pour [|'‘étude PIVOT
(République tcheque et Kazakhstan), 3 nouveaux patients sont inclus dans I'étude

PIVOT, montant a 4 patients.

2018 : Carmat recoit 30 millions d’euros sous conditions de la banque européenne
d’investissement. Ces conditions sont de finaliser ses essais cliniques, d’assurer la
transition de I'entreprise Carmat vers une entreprise industrielle et commerciale et
d’augmenter ses capacités de productions. 7 nouveaux patients sont inclus dans
I’étude PIVOT, montant a 11 patients. En fin d’année 2018, la production des

assistance circulatoires est interrompue pendant 6 mois.

2019 : Carmat léve 60 millions d’euros via des voies de placement privé et de certains
actionnaires historiques. 1 nouveau patient ajouté a l'essai clinique PIVOT, 12

patients au total. Reprise de production des cceurs artificiels en mai 2019.
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2020 : Un financement est attribué a Carmat en octobre 2020 a hauteur de 13
millions d’euros par Les Fonds National de I'Innovation pour mener une étude
exclusivement en France. Un Prét Garantie par I'Etat de 10 millions d’euros est
également octroyé. Carmat obtient I'approbation de la FDA pour débuter des essais
cliniques de faisabilité aux Etats-Unis 05 février 2020. 3 nouveaux patients sont
ajoutés a l'étude de faisabilité portant le nombre de patients inclus dans I'étude

PIVOT a 15.

2021 : Dans le cadre d’'une augmentation de capital pour le lancement commercial
du cceur artificiel Aeson, Carmat génére 55.7 millions d’euros. Le premier patient
implanté a titre commercial se fera en juillet 2021, a I’'hdpital de Naples, en Italie.
Une autre implantation est prévue en Allemagne, dans le centre médical universitaire
du Schleswig-Holstein a Kiel en ao(t. 2 nouveaux patients sont inclus dans I'étude de
faisabilité PIVOT, élevant le nombre de patients inclus a 17. Pour I'étude de faisabilité

des USA, les trois premiers patients sont inclus dans I'essai clinique.

2022 : Une premiere levée de fond est réalisée en avril 2022, atteignant la somme de
31.1 millions d’euros. Un financement mixte est octroyé a Carmat en décembre 2022
a hauteur de 17 millions d’euros en tant que lauréat du Conseil Européen afin
d’intégrer son programme d’accélération: Accélérateur du conseil européen de
I'innovation. Lessai clinique frangaise EFICAS débute, le premier patient inclus dans

I’étude est implanté en décembre 2022.

Courant année 2023 : Carmat se voit octroyer un financement non dilutif en avril
2023 a hauteur de 13.2 millions d’euros dans le cadre du programme « France 2030 »
pour augmenter la capacité de production de la société. 2 nouveaux patients sont
inclus dans I'’étude EFICAS, montant a 3 le nombre de patients inclus dans I'étude

francaise.
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Les essais cliniques

Plusieurs études cliniques ont été réalisées dont la plupart sont en cours

actuellement pour le cceur artificiel bioprothétique de Carmat. La phase de faisabilité est

une étude menée en France entre 2014 et 2016. A la fin de cette derniére, I'étude PIVOT est

initiée, elle est encore en cours en 2023.

Létude de faisabilité aux Etats-Unis est la troisieme étude de Carmat, elle n’inclut que des

patients dans les centres des Etats-Unis. Une quatrieme étude est en cours depuis 2022,

I’étude EFICAS, également en cours actuellement :

Patients inclus

/

total prévu

Objectifs

Statut

Vérifier la sécurité

Exploration des principales

pendant le support
Amélioration du statut

fonctionnel par le test de 6

4/4 Complétée
performances
Survie a 30 jours
Valider la sécurité
Valider les performances
systemes

17/20 En cours
Survie a 180 jours ou
transplantation dans les 180
jours post-transplantation.
Survie des patients apres 180
jours de support
Patient sans accident

3/10 vasculaire cérébral invalidant | En cours
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minutes de marche
Transplantation dans les 180

jours suivant I'implantation

3/52

Survie des patients aprés 180
jours de support

Patient sans accident
vasculaire cérébral invalidant
pendant le support
Transplantation dans les 180

jours suivant I'implantation

En cours

Tableau 5 : Tableau de synthése des essais cliniques de Carmat

Critéres d’éligibilités :

Les criteres d'éligibilité sont nombreux. Dans un premier temps, il est nécessaire

d'étre majeur. Comme base, la majorité en France, c’est-a-dire 18 ans, a été choisie, méme

pour des études a I'étranger avec un age de majorité différent, comme aux Etats-Unis, par

exemple. Un patient de n'importe quel sexe est autorisé a participer a I'étude. Les patients

inclus devront se situer dans les catégories INTERMACS 2 et 3, relativement stables, pour

étre inclus. Voici la liste des autres criteres inclusifs et exclusifs qu'il est nécessaire de remplir

pour participer a I'étude.

Criteres d’inclusion :

Une compatibilité anatomique avec le dispositif doit avoir été confirmé par des scans

de tomodensitométrie

Inotrope dépendant ou avec un index cardiaque < 2.2L/min/m? si les traitements

inotropes sont contrindiqués pour le patient
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Le patient a obtenu un management médical optimal basé sur les recommandations

de I'ESC/AHA pour le traitement des insuffisances cardiaques

Etre éligible pour un traitement pour un assistance mécanique circulatoire
biventriculaire en accord avec les recommandations de I'ISHLT (the International

Society of Heart and Lung Transplantation) a savoir :

o Insuffisance biventriculaire avec au minimum deux des mesures
echocardiographique/hémodynamique impliquant une insuffisance du
ventricule droit: Fraction d’éjection du ventricule droit <30%; Right
Ventricular Stroke Work Index (RVSWI) €0.25mmHg x L/m? ; Tricuspid Annular
Plane Systolic Excursion (TAPSE) <14mm; RV-to-LV end-diastolic diameter ratio
>0.72 ; Central Veinous Pressure (CVP) >15 mmHg ; CVP-to-Pulmonary
capillary wedge pressure (PCWP) ratio >0.63 ; Tricuspid insufficiency grade 4 ;

Pulmonary artery pulsatility index (PAPi) <2

o Tachycardie ventriculaire récurrente et soutenue réfractaire au traitement ou
fibrillation ventriculaire en présence d’une cardiomyopathie arythmogene
non traitable.

o Insuffisance cardiaque due a une physiologie restrictive ou constrictive

Le patient a signé le consentement éclairé, ayant compris toute la procédure et

s’engage a respecter les exigences de I'étude.

Le patient est éligible pour une transplantation cardiaque
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Critéres d’exclusion :

Est connue pour une intolérance aux thérapies anticoagulant ou antiplaquettaire ou

pour développer une thrombocytopénie induite par I’'Héparine

Est déja implanté avec une assistance circulatoire mécanique non-temporaire

Est implanté avec une assistance circulatoire mécanique Impella (de tout type) ou

d’un ballon de contre-pulsion intra-aortique pendant plus de 21 jours

Présence d’'un ECMO pendant plus de 7 jours

Le patient est intubé et inconscient, ou alors intubé et non réveillé

Coagulopathie avec un taux plaquettaire < 100k/uL ou bien avec un INR > 1.5 et non

inuit par une thérapie anticoagulante

AVC depuis moins de 3 mois, ou bien sténose carotidienne symptomatique ou

connue avec plus de 80% de rétrécissement

Anévrisme abdominal ou thoracique connue de plus de 5cm non traité

Dysfonctionnement sévére d’organe avec les critéres suivants

o Bilirubine totale > 2.5 mg/dL ou cirrhose mis en évidence par ultrason,

tomodensitométrie et biopsie positive

o Un débit de filtration glomérulaire (DFG) < 30mL/min/1.73m? ou bien la

nécessité d’'une thérapie de de remplacement rénal continu
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- Le patient a un passé médical de bronchopneumopathie obstructive chronique avec
un ratio volume expiratoire maximal par seconde (VEMS) / capacité vitale forcée

(CVF) <0.7, ou un VEMS prédits <50% ou encore une pneumopathie restrictive sévere

- Le patient a souffert récemment d’une septicémie (moins de 7 jours)

- Amylose AL ou amylose primitive observée

- Le patient présente une maladie vasculaire périphérique avec un indice bras-cheville

<0.3

- Présence d’une maladie, autre qu'une maladie cardiaque, qui limiterait la survie a

moins de 2 ans.

- Trouble cognitif irréversible, problemes psychosociaux ou maladie psychiatrique
susceptibles d'entraver le respect du protocole de I'étude et la gestion du coeur
artificiel total qui, de l'avis de l'investigateur, pourraient interférer avec la capacité a
gérer le traitement (par exemple, non-respect du traitement de l'insuffisance

cardiaque, diabéte non controlé, problemes de santé mentale, etc.)

- Une grossesse en cours ou planifié ou allaitement (les femmes en dge de procréer

devront présenter un test de grossesse négatif).
- Le patient est actuellement inscrit ou a participé au cours des 30 derniers jours a une
autre étude thérapeutique ou clinique interventionnelle susceptible de fausser les

résultats de |I'étude ou de |'affecter.

Un patient remplissant ces conditions pourra rejoindre les études cliniques de Carmat.
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Etude de faisabilité (2014)

Une étude multicentrique portant sur 4 patients implantés avec un cceur artificiel
total bioprothétique Carmat a été réalisée. Plusieurs objectifs étaient visés : évaluer la
sécurité et les performances de la bioprothése. Les patients souffraient d'insuffisance
cardiaque bi-ventriculaire irréversible sans possibilité d'implantation cardiaque. Le taux de
survie des patients implantés était de 50% durant les 6 mois de support, dont 75% de survie
durant les 30 premiers jours de support. Le dispositif était en mode manuel, et tous les
réglages hémodynamiques étaient préréglés en fonction des moyennes des patients
implantés. L'étude a cumulé une durée d'implantation de 21 mois. Cette étude a permis de
montrer que le dispositif avait une bonne compatibilité anatomique. De plus, c’est la
premiere fois que le dispositif a permis le retour des patients 2 et 3 a leur domicile grace au
systeme portable. Les patients n'ont développé aucune hémorragie gastro-intestinale ou
accident vasculaire cérébral. Ces résultats ont permis de lancer la troisieme phase de I'étude

clinique, I'étude PIVOT, 4842

Etude PIVOT

Cette étude a pour objectif de soutenir le rapport d’évaluation clinique pour le
marquage CE. Cette étude a pour objectif primaire la survie des patients a 6 mois (soit 180
jours) apres implantation du cceur artificiel de Carmat, ou une greffe réalisée avec succés
dans les 6 mois post implantation. Ce protocole vise a démontrer la sécurité et les
performances de la bioprothése chez les patients en insuffisance cardiaque biventriculaire
non réversible. Les patients sélectionnés étaient classés dans les INTERMACS 3, donc
dépendant aux inotropes. Plusieurs centres internationaux ont participé a I'étude, la France
en 2016, le Kazakhstan et la République Tcheque en 2017, le Danemark en 2018, et les Pays-
Bas en 2021. Le tableau 6 résume les résultats de performance du cceur artificiel Carmat en
comparaison de ses concurrents Syncardia et HeartMate 3 en configuration BIVAD (BI-

Ventriculaire Assist Device)*%>3
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Taux de Accident Saignement | Infection liée

Dispositif . ; Saignement / n
. survie a 6 vasculaire - : gastro- au cable
(patients) ) . réintervention . . ,
mois cérébrale intestinal percutanné

Carmat Etude
de Faisabilité 50% 0% 75% 0% 0%
(4 patients)

Carmat Etude
PIVOT 73% 0% 20% 0% 0%
(15 patients)

Syncardia 54% - 63% 21%-23% 15% - 41% 20% 22%

BIVAD

. 46% - 68% 7% NA 7% 7%
(14 patients)

Tableau 6 : Donnée intermédiaires Etude PIVOT, comparatif avec les implantations

Syncardia et HeartMate 3

Cet essai clinigue cumul 3100 jours de durée de support a ce jour. La plus longue
durée d’implantation avec la bioprothese est de 772 jours, un patient en destination

therapy. Il reste encore 3 patients a inclure dans cette étude pour la cléturer.

Early Feasibility Study (EFS aux US)

C’est une étude multicentrique sur le territoire des Etats-Unis sur 10 patients. Cette
étude est majeure car elle permettrait de procéder aux implantations commerciales sur le
territoire des Etats-Unis. Une premiére cohorte de 3 patients a été recrutée, il reste encore 7
patients a inclure pour compléter I'étude. L'objectif primaire de cette étude est également la
survie du patient a 6 mois post-implantation ou alors une transplantation est organisée et
réalisée avec succes pour le patient au cours des 6 mois d’implantation. En cas de succes de
I'étude, elle déboucherait sur une nouvelle étude PIVOT exclusive au territoire des Etats-Unis

qui permettrait d’aboutir a une commercialisation du cceur artificiel total Aeson.
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Etude EFICAS

Etude multicentrique sur le territoire francais sur 52 patients. C’est un essai clinique
exclusif a la France, le premier patient a été implanté a Lille par le professeur Vincentelli. Le
CHRU de Lilles est un des six centres participant avec deux centres a Paris : APHP GHU Pitié-
Salpétriere et Hopital Européen Georges Pompidou, les hospices Civils de Lyon, et les CHU
de Rennes et de Strasbourg. Comme pour les autres essais cliniques, 'objectif primaire est la
survie du patient post-implantation a 6 mois, ou alors une transplantation réalisée dans ces

délais et ce sans AVC.

Implantation commerciale

Les premieres implantations commerciales ont débuté en 2021 a Naples, en ltalie,
avec des centres d’'implantation en Allemagne. Lobjectif est d’obtenir un suivi sur des
patients implantés en bridge to transplantation, en décembre 2022, 5 patients étaient

implantés en commerciale.

Durant tous ces essais cliniques jusqu’au modeles utilisés pour les implantations
commerciales, les caractéristiques du TAH Aeson, c’est-a-dire son mode de fonctionnement
et ses matériaux n‘ont pas évolué, seul le design a évolué pour permettre une meilleure

implantation dans le buste des patients.

Caractéristique du dispositif

Le cceur artificiel total Carmat est un dispositif d’assistance circulatoire, a pompe
électrohydraulique et pulsatile biventriculaire. Tous les éléments sont incorporés dans le
dispositif a I'exception de la batterie d’alimentation. Aeson imite la physiologie cardiaque
naturel et est implanté dans le sac péricardique. L'hémocompatibilité est assurée par deux
facteurs : pulsatilité du dispositif qui est capable de s’autoréguler®*> , et d’autre part par le
choix des matériaux au contact du sang. Le cceur artificiel total consiste en deux ventricules
artificiels qui remplacent les ventricules natifs, chaque ventricule comprend une partie
supérieure rigide et une membrane mobile, la membrane hybride, permettant la création du
flux sanguin grace aux mouvements de I'huile siliconée. Deux pompes volumétriques
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électrohydrauliques générent ce mouvement en provoquant les mouvements de |'huile
susmentionnée, le mouvement se fait entre les ventricules droit et gauche, tirant et
poussant les membranes hybrides. Ce mouvement de flux génere un rythme cardiaque avec
une diastole et une systole, ce cycle cardiaque est de 2/3e diastole et 1/3e systole en
condition standard de 5,4 L/min de volume d’éjection. Les pompes assurent toujours la
vidange compléte des cavités sanguines avec le flux sanguin, le but étant d’éviter la stase du
sang et prévenir la formation de thrombus, tandis que les valves bioprothétiques en
péricarde de bceuf d'entrée et de sortie assurent un flux sanguin unidirectionnel. Des
capteurs de pression sont placés au centre de la membrane hybride de chaque ventricule permettent

de mesurer durant le cycle la pression sanguine, les transducteurs ultrasoniques servent a mesurer la

position des membranes hybrides (voir figure 9).
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Figure 9 : Schéma du cceur artificiel total Aeson de Carmat, RV : ventricule droit, LV :

ventricule gauche

La membrane hybride et les valves sont constitués d’'un matériau bioprothétique, le
péricarde bovin, afin de réduire potentiellement le besoin d'anticoagulation®’°8. La
membrane hybride, ayant le réle de séparateur des deux compartiments composant la
cavité ventriculaire : le compartiment avec I'huile siliconé servant de fluide actionneur,
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permettant le mouvement de pompe est en contact avec la face polyuréthane de la
membrane hybride ; la cavité ou le sang circule est en contact avec la face en péricarde
bovin. Ce péricarde est prétraité avec du glutaraldéhyde, permettant de prémunir le
collagéne de la dénaturation mais aussi de masquer les antigénes bovins et ainsi réduire la
réponse immunitaire de la part de I’h6te. La partie immobile de la cavité en contact avec le
sang est recouverte de polytétrafluoroéthylene expansé (ePTFE), couramment utilisée en
chirurgie vasculaire. Au moment de |'exérése des ventricules du patient, les valves sont
également retirées. Des valves bioprothétiques sont installées dans les entrées et les sorties
des ventricules sont des valves Carpentier-Edwards (Edwards Lifesciences; Irvine, CA, USA).
Les collerettes de suture faisant contact entre les oreillettes et le coeur artificiel Aeson sont
également en péricarde bovin avec le méme prétraitement en glutaraldéhyde. Les conduites
d’éjection artérielles sont en Dacron. Les matériaux au contact avec le sang seront présentés
plus en détails dans la partie suivante. L'énergie est fournie par des batteries lithium-ion
pouvant étre transportable (un jeu total de 8 batteries, dont 4 sont branchées directement
au ceeur artificiel total Aeson par un cable transcutané hautement flexible de 8 mm de
diametre. Un algorithme de controle prenant en compte les retours des capteurs de
pressions et des transducteurs ultrasoniques et détermine la pression d’entrée et de sortie
du flux sanguin dans le dispositif. Ces mesures permettent d’ajuster la fréquence cardiaque
de la bioprothése pour répondre aux besoins du patient (allant de 35 a 150 battements par
minutes) et le volume systolique (30 a 65mL). Le débit sanguin pulsatile est réglé en
revanche pour ne jamais dépasser 9L/min pour protéger les poumons des pressions trop
élevées dans l'oreillette gauche?®. L'algorithme de régulation automatique du débit sanguin
peut étre initié dés la fin de l'opération, en stoppant la circulation extracorporelle, cela
nécessite un redémarrage de la prothese, stoppant le flux sanguin moins d’une seconde,
ensuite le mode de régulation automatique prend le relai qui finit par récupérer les
parametres par défaut au bout de 60 secondes de fonctionnement. Cette étape ne
comporte aucun danger pour le patient grace aux premiéres observations faites sur les
expérimentations animales sur les veaux, de plus les données hémodynamiques sont
directement visibles avec la surveillance clinique. Lactivation du mode automatique est
directement avantageuse pour le patient car directement adaptée aux conditions post-

opératoires du patient. Lavantage de la régulation automatique est I'adaptation du débit
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cardiaque. Ce débit est préréglé en fonction des besoins physiologique du patient, en

assurant un équilibre gauche/droit optimal pour limiter les risques d’'cedéme pulmonaire.

Les matériaux synthétiques

J’ai donné les éléments composants le TAH Aeson auparavant, le dacron, I'ePTFE et le
polyuréthane. Ces éléments sont connus pour leur biocompatibilité, c’est-a-dire leur
capacité a maintenir leur état ou d’assurer leur fonction au cours du temps sans interférer ou
dégrader le milieu biologique dans lequel ils sont utilisés, ici 'organisme de I’h6te. Dans le
cadre de ma thése nous voulions voir si I'immunité de I'h6te interagissait avec la
bioprothese Aeson, car les interactions de ces biomatériaux avec les molécules de
I’'hémostase est relativement bien documenté, il n‘en est pas de méme pour leurs
interactions avec I'immunité. Je vais vous présenter ce qui est connu dans les matériaux

utilisés par le TAH Aeson.

L'ePTFE

Ce matériaux, expanded polytetrafluoroethyléne ou polytétrafluoroéthyléne expansé
est un fluoropolymeére synthétique. Il a été découvert accidentellement en 1938 par Roy J.
Plunkett. Ce nouveau plastique fluoré sera breveté plusieurs années plus tard en 1941>° et

enregistré sous le nom de téflon en 1945. Voici sa structure chimique.

Por
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Les propriétés remarquables de I'’ePTFE sont un coefficient de friction trés faible, une
résistance chimique et thermiques excellentes et sa capacité a étre chimiquement inerte,
font de ce thermoplastique un matériaux excellent pour un grand nombre d’applications. Il
sert notamment d’isolant électrique dans l'industrie électronique, de matériaux couvrant
des tuyaux ou de contenant pour la manipulation d’acides dans l'industrie chimique et son

utilisation la plus connue pour le public est le revétement d’ustensile de cuisine.
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Le PTFE est expansé a la suite de traitements de chauffage, d’étirements et
d’extrusion. Son utilisation dans le domaine médical débute en en 1960 pour ['utiliser
comme matériau dans les conduites vasculaires synthétiques sous le nom de Gore-tex®. Le
PTFE est un matériau qui est également électronégatif ce qui réduit son interaction avec les
protéines et molécules sanguines, donnant une propriété bio-stable au matériau®. En effet,
les greffes faites en ePTFE ne subissent quasiment de dégradation biologique aprées
implantation. Le PTFE expansé se caractérise par sa structure en nceuds-fibrille, ol chaque
nceud sont interconnectés par de fines fibrilles, avec une distance internodal moyenne de
30um pour un greffon standard®. En cours d’implantation au contact avec le flux sanguin, il
a été observé sur I'ePTFE un dép6t amorphe fibrino-plaquettaire sur une durée de 6-18
mois. Il n’y a en revanche pas de dépots cellulaires sur 'ePTFE méme aprés plusieurs années
d’'implantations. Ce biomatériau est souvent mis en concurrence avec le dacron et
contrairement a ce dernier, I'ePTFE n’a pas de migration ni d’hyperplasie des cellules
endothéliales pouvant venir des berges anastomosées, |'endothélialisation reste donc
cantonnée, je reviendrai sur ce point plus tard pour le dacron. Pour tenter d’améliorer ce
trait trouvé dans le dacron, la distance internodale joue un role majeur dans l'interaction du
greffon et les cellules de I'hGte, ce qui a été constaté dans une étude sur des greffes de
conduites vasculaires en ePTFE dans l'artére aortique des babouins, ou une distance
internodale optimale a été calculé (@ 60um au lieu de 30um) et les résultats sur
I’endothélialisation des greffes. D’autres modeéles animaux ont montré des résultats
similaires®?3, mais ces résultats ne sont pas retrouvés chez I’lhumain. Cette différence serait
due aux animaux utilisés pour ces études, leur age et leur taille, ou les petits animaux auront
une forte hyperplasie, avec un recouvrement complet de leur greffe avec une forte
migration cellulaire de la part des cellules sur les bords anastomosés, ce qui n’est pas le cas
pour les patients humains®. Cependant de nouvelles études proposant des traitements
angiogéniques chez le patients, ou encore des revétements de la surface de I'ePTFE avec de
la fibrine et de I'héparine et des hormones de croissance FGF et VEGF montrent des

résultats prometteurs®%>,
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Dacron

Dacron est le nom d’usage courant utilisé pour désigner le polyethylene terephtalate
(PET, terme anglais), ou polytéréphtalate d’éthylene (terme francais) inventé par Wallace
Carothers aux laboratoires DuPont en 1939. Sa structure chimique se compose comme suit :
il s'agit d'un polymere de type polyester saturé, obtenu par polycondensation de l'acide
téréphtalique avec |'éthylene glycol, le plus commun dans la famille des résines de
polymeéres thermoplastiques. Le Dacron est un matériau tres résistant et durable,
imperméable, résistant aux UV et a la chaleur. Ces propriétés en font un choix idéal pour le

thermoformage lui donnant une grande variété d'applications, notamment :

Textiles : le Dacron est utilisé pour fabriquer des vétements, des draps, des
rideaux et d'autres articles textiles sous sa forme en fibres synthétiques (plus

communément nommé « polyester »).

- Emballages : le Dacron est utilisé pour fabriquer des sacs, des boites et

d'autres emballages.

- Industrie manufacturiére : le Dacron est utilisé pour fabriquer des pieces

automobiles, des pieces d'avion et d'autres produits manufacturés.

- Chirurgie : le Dacron est utilisé pour fabriquer des greffes vasculaires, des

prothéses cardiaques et d'autres implants chirurgicaux.

Le Dacron est un matériau s(ir et non toxique, recyclable et biodégradable et peut
également étre utilisé associé a d’autres composants pour produire différents types de
résines. Lutilisation du matériau vu son brevet déposé pour la premiére fois en 19416, et §
partir de 1957 par Julian et 1958 par DeBakey®’, eurent lieu les premiéres implantations
utilisant du Dacron dans le cadre de greffes vasculaires. Utilisé dans la confection de

conduites vasculaires synthétiques, le Dacron peut exister sous 2 formes : la forme tissée ou
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la forme tricotée®!. Sous sa forme tissée, il présente une porosité faible et une perméabilité
limitée du fait du motif superposé des filaments au sein du tissu. Toutefois, ce motif
entraine, lui, une compliance moindre, qui correspond a la capacité de déformation en
fonction de la pression imposée sur le matériau. Ceci peut s’avérer fatal puisqu’elle peut
altérer les caractéristiques de transmissions des ondes de pressions pulsatiles imposées par

le fluide lors des contractions cardiaques®®.
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Figure 10 : Patterns de tissage des tissus synthétiques en Dacron dans les conduites

vasculaires®’

Une autre forme, la forme tricotée, est quant a elle congue d’aprés un procédé textile en
forme de boucles, lui conférant une porosité plus importante mais également une plus
grande compliance radiale et de meilleures capacités de déformation que le Dacron tissé.
Introduites pour la premiére fois en pratique clinique en 1955, les greffes de conduits en
Dacron tricoté ont été proposées dans le but de supprimer le probléme de couture posé par
les greffes en Dacron tissé, ces derniéres ne permettant pas la confection d’une conduite
sans couture®. Devenu par la suite un matériau de greffe standard, le Dacron s’est

démarqué en raison de sa meilleure bio stabilité a long terme comparé aux autres matériaux
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disponibles a I'époque (a savoir le Nylon et Orlon). Ayant cependant une porosité élevée, ce
type de fabrication nécessite néanmoins un traitement afin de prévenir I'extravasation du
sang a travers la paroi du conduit. Pour pallier le probleme de perméabilité au fluide
sanguin, plusieurs méthodes de recouvrement de la surface du matériau sont proposées,
telles que le recouvrement ou I'imprégnation par de la gélatine, du collagene ou bien encore
d’albumine ce qui permets de réduire la taille des pores de la paroi. Afin de diminuer encore
la porosité sans empécher la dégradation progressive des recouvrements ou des
imprégnations post-implantation®!, il peut également étre réticulé par de faibles
concentrations de formaldéhyde. La bonne bio-stabilité du Dacron post-implantation lui
permet de persister pendant plus de 10 ans dans l'organisme sans détérioration significative.
Il n’y a pas de différence notable dans les résultats cliniques en termes de complications et
de perméabilité murale entre les conduites en Dacron tissé et tricoté en utilisation de greffe
pour pontage aorto-iliaque’®. Dés I'implantation et le recouvrement du flux sanguin, une
premiére étape d’adsorption protéique a la surface du matériau prend place, suivi par une
phase d’adhésion plaquettaire, puis la migration et l'infiltration de cellules inflammatoires
(mécanisme déja traité dans la partie concernant le PTFE). Ce dépot fibrino-plaquettaire se
fait durant les premiéres heures voire jours, et se stabilise sur une période de 6 a 18 mois
formant une couche compacte comme pour I'ePTFE. Une migration de cellules endothéliales
et de cellules musculaires lisses est observée au niveau des anastomoses’?, mais aussi de

cellules endothéliales’?.

Polyuréthane

Les greffes en ePTFE et en dacron ont démontré étre relativement peu compliantes. Cette
différence de compliance entre le vaisseau natif et le matériau dans les greffes vasculaires
semblerait pouvoir potentiellement contribuer au développement d’une hyperplasie dans
les régions anastomotiques, bien que ce fait soit aujourd’hui controversé. Des polymeres
élastiques ont été introduits pour permettre de mettre au point des greffes vasculaires plus
élastiques. Les polyuréthanes (PU) sont une grande famille de polyméres élastiques
contenant un groupe uréthane [-NH-(CO)-O-]. Initialement développés en Allemagne dans
les années 1930, les polyuréthanes ont été commercialisés par DuPont en 1962 et sont
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utilisés dans des applications biomédicales depuis les années 1960. Ceux-ci sont composés
généralement de copolymeéres constitués de trois monomeres différents : les segments
cristallins (durs) et amorphes (mous), le premier amenant la rigidité et le second la
flexibilité, qui peuvent étre variable selon le fabricant, ainsi qu’un troisieme monomere
servant d'agent d'allongement de chaine permettant d’obtenir une structure semblable a

celle-ci :

Des matériaux possédant différentes caractéristiques mécaniques peuvent étre
produits par une combinaison des 3 monomeres, faisant du PU un polymeére intéressant

comme biomatériau.

Pour son usage en tant que biomatériau, le PU a d'abord été utilisé dans la
fabrication de pompes implantables et de dispositifs d'assistances ventriculaires gauches,

ainsi que comme revétement pour les premiers coeurs artificiels’3.

Ce matériau attrayant pour les greffes vasculaires posseéde des propriétés
mécaniques élastiques et de compliance supérieure ainsi qu’une biocompatibilité
acceptable, ce qui explique le vif intérét de la part de I'industrie pour le développement de

greffes vasculaires de petit diamétre a base de PU.

Des PU en polyester furent utilisés pour la premiere génération de greffes
vasculaires mais malgré une bonne biocompatibilité, les greffons subirent des modifications

chimiques de surface et une détérioration in vivo fut mise en évidence®:.

Les PU contenant des polyester-polyols étant également instables car sujets a une
dégradation par hydrolyse, des PU a base de polyéthers furent ensuite utilisés. Mais il
s'avéra que polyétheruréthane est relativement insensible a I'hydrolyse, entrainant sa

dégradation’4.

Toutefois, il a été noté que la greffe en PU s'allongeait avec le temps aprées
I'implantation et que l'incidence de la formation de pseudointima au niveau des
anastomoses était plus élevée que dans les greffes en ePTFE. Une nouvelle génération de

greffes vasculaires utilise des PU a base de polycarbonate qui éliminent la plupart des
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liaisons éther et sont donc stables vis-a-vis des réactions d'hydrolyse et d'oxydation et donc

plus résistants a la biodégradation’®.

Les greffes en poly(carbonate-urée) uréthane (Chronoflex, CardioTech International,
Woburn, Mass) ont une meilleure stabilité, car le polymére ne comporte pas de liaisons

éther ni ester.

C'est cette formule de polymere qui est utilisée actuellement dans la membrane

hybride du cceur artificiel Carmat.

Les réactions tissulaires aux greffes en PU sont discordantes dans la littérature car
des facteurs tels que les différents monomeres utilisés pour la fabrication du polymére, la
technique de fabrication de la conduite, la porosité et les modifications de surface affectent

potentiellement tous les résultats.

Le péricarde, matériau xénogénique

Le péricarde xénogénique a été mis au point par le professeur Alain Carpentier en 1960
pour étre l'élément principal de la confection de valve bioprothétique. Le péricarde
xénogénique peut étre d’origine bovine ou porcine, mais le plus couramment utilisé est le
péricarde bovin. Le péricarde bovin est plus facile a manipuler et induit moins de
saignement de suture. Le péricarde bovin est constitué de 3 couches:
- Une couche séreuse mince, interne constituée de cellules mésothéliales,
- une couche fibreuse, plus épaisse et formée de faisceaux ondulé de collagene et d’élastine
- une couche externe de tissus conjonctif épipéricardique en partie continue avec des
ligaments pécardosternaux’®. Le péricarde est fixé a la glutaraldéhyde (CsHgO2) qui a
plusieurs effets sur le péricarde, elle induit la réticulation des fibres de collagéne ce qui
augmente la stabilité in vivo de la matrice et une réduction de la réponse immunitaire
antigénique en « masquant » les déterminants antigéniques de I’héte®’. Les groupements
aldéhydes terminaux avec la chaine de cing carbones vont se lier de maniére covalente et

des interactions avec les groupements NH, des acides aminés lysines, de I'hydroxylysine
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et/ou des extrémité N-terminale des acides aminés. Cela permet la formation de liaisons
amine, interagissant également avec le collagene pour former des liaisons tropocollagenes.
Les liaisons amines créées par l'action du glutaraldéhyde formeront de méme des liaisons
covalentes avec les protéines adjacentes qui seront stables a pH et température corporelle,
donnant une résistance mécanique et a la biodégradation. De plus le traitement au
glutaraldéhyde apporte une stérilisation du péricarde, car bactéricide, fongicide et virucide.
Lutilisation de ce biomatériau a montré des avantages pour sa capacité a
s’endothélialiser®®’778, En effet, le péricarde est un tissu composé d’une matrice de
collagéne qui est idéale pour la migration des cellules de I'hote. Or il a été observé une
migration de cellules souches Lin"CD34*CD45%™ depuis le sang périphérique aprés 1 mois

d’implantation avec le TAH Aeson.

1.4. Hémocompatibilité des LVAD et des TAH

L’'hémocompatibilité est par définition la propriété de ce qui peut étre mis au contact
avec le sang sans induire de thrombose ni absorber I'un de ses constituants. Nous avons vu
en parti les problemes rencontrés par les LVAD notamment des problemes
d’hémocompatibilités?®’98 3 savoir hémorragies, hémorragies gastro-intestinaux et
thromboses. Comme discuté précédemment pour le coeur artificiel bioprothétique total
Aeson de Carmat, ’hémocompatibilité est un élément majeur du dispositif, ou les matériaux
ont été sélectionnés pour maximiser cette propriété, allant jusqu’a I'améliorer durant

I'implantation grace a une acquisition d’hémocompatibilité**>8,

Une triade des interactions entre la surface artificielle en contact avec le sang, les forces
de cisaillements et les altérations du sang (figure15) a été conceptualisée®’. Les éléments du
flux sanguins qui seront particulierement affectés par le VAD sont des facteurs de la

coagulation (comme le VWF), les plaquettes et les érythrocytes.
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Figure 15 : Triade des assistances ventriculaires (VAD)3!

Thrombose de la pompe

La thrombose de la pompe est un évenement indésirable apparaissant
potentiellement chez les patients implantés avec une VAD. Elle ne peut se détecter qu’a
travers divers manifestations cliniques et biochimiques. INTERMACS a standardisé ces

critéres permettant de définir une thrombose de la pompe, qui sont les suivantes

Taux de Lactate DésHydrogénase (LDH) > 2.0 fois la valeur normale supérieure

- Taux d’hémoglobine plasmatique > 40 mg/dL

- Hémoglobinurie

- Altérations des paramétres de la pompe (modification de la puissance avec
génération de pseudo-flux ou perte de flux et de puissance)

- Son anormal du dispositif détecté durant I'auscultation

- Observation d’'un dépo6t organisé de fibrine dans la conduit d’injection du

sang dans la pompe aprés retrait du dispositive®?

Depuis |'étude pivot initiale et cela s’est confirmé dans d’autres études post
approbation commerciale du VAD®38>, des thromboses de pompe ont été rapporté. Son
incidence dans ces études pour des patients implantés avec HMII est évaluée entre 2 et 4%,
avec 0.03 événement par patient par an (EPPY)(qui serait a multiplier par 100 pour obtenir le
nombre de patient parmi la centaine subissant un événement indésirable en moyenne par

an, ce qui équivaudrait a 3% par an) a un an de suivi pendant I'essai clinique BTT®°. A 2 ans
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de suivi durant l'essai clinique en DT, il la thrombose de pompe est a 0.024 EPPY® et elle
passe a 0.038 EPPY chez les 281 patients ajoutés en cours de I'étude®® Cependant, des
données obtenues en conditions réelles montrent une augmentation significative des cas de
thrombose de la pompe avec HMII aprés 2011, avec une occurrence a 8.4% a 3 mois de
support®” et une occurrence a 6% a 6 mois de support®. Une fois que plus de données ont
pu étre générées, il a été rapporté que l'occurrence de thrombose de la pompe serait estimé
a 18.6% et 17.9%, respectivement pendant les 2 premieres années et durant les 5 années
suivantes de support avec le dispositif®®. La troisiéme génération de VAD, notamment le
HM3, a permis de grandement réduire l'occurrence de thrombose de pompe, comme
montré dans l'essai clinique Momentum 3%, elle est actuellement estimé entre 1.2% et 2.8%
respectivement pendant la troisiéme et la cinquiéme année de suivi post-implantation®,
Cette tendance a été confirmée sur un suivi aprés 5 ans d’implantation (avec une occurrence
de 0.010 évenements par patients par an pour HM3 contre 0.12 EPPY pour HMII). Les
patients enrdlés pour Momentum 3 ont regu un traitement antithrombotique a base
d’aspirine, a une dose quotidienne allant de 81 a 325mg, et de warfarine, en ciblant une
valeur d’international-normalized ratio (INR, déterminant le temps de coagulation du sang)
comprise entre 2 et 3. Dans |"éventualité du diagnostic d’'une thrombose de la pompe, le seul
traitement possible est de changer la pompe pour une autrel. Les connaissances actuelles
sur l'efficacité de la gestion médicale des thromboses de LVAD est néanmoins limité car la
plupart des études ne sont pas randomisées®’. Dans une étude plus récente, sur 341
patients étudiés implantés avec le LVAD HM3, 37 ont développé une thrombose de la
pompe, 5 patients ont eu un remplacement de la pompe, 6 ont seulement regu de
I’héparine en intraveineuse et 26 patients ont regu un traitement thrombolytique. Sur ces 26
patients, pour 11.5% des patients, ce traitement a été efficace (n=3) et 69.2% ont di
remplacer leur dispositif malgré une nette amélioration du taux de LDH et de I'"hémoglobine
plasmatique®. Les premiéres séries d’études avec les implantations d’HMIl montraient déja
I'efficacité limité des traitements thrombolytiques. Sur les 40 thromboses des 40 patients qui
n‘ont pas eu un remplacement de leur dispositif, leur mortalité actuarielle était de 48.5%
(95% Cl, 31.6 — 65.2) dans les 6 mois suivant le diagnostic®’. Peu de rapports d’analyses
histologiques ont été effectués sur les dépots de caillots récupérés dans les LVAD apreés leur

explantation. Les clots sont couches hétérogenes de fibrines, de VWF, de leucocytes et de
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plaquettes®. Ces observations pourraient expliquer I'inefficacité des traitements avec un
activateur tissulaire du plasminogéne (tPA) dans un contexte clinique. Si le traitement est
néanmoins efficace (normalisation des pics de tensions avec normalisation de la LDH et de
I’hémoglobine plasmatique) le patient devrait étre traité avec de plus fortes doses
d’anticoagulants (Aspirine 325mg/jour, et cibler une INR a 2.5-3.0 avec si possible, un
deuxieme agent antiplaquettaire comme clopidogrel. Mais la thrombose n’est pas di
simplement au potentiel défaut du dispositif, car il existe en effet des facteurs liés aux
patients pouvant augmenter les risques de son apparition, notamment : la jeunesse du
patient, le groupe ethnique (caucasien), un IMC élevé, LVEF < 20% et une hémolyse quantifié

par un taux LDH supérieur a 500U1/dL pendant plus d’un mois®’:28

Les hypothéses pathophysiologiques de la thrombose

Thrombose/hémolyse

LU'hémolyse est une complication grave impliquant la destruction des hématies
contribuant a l'augmentation du taux d’hémoglobine plasmatique. L'hémoglobine peut
réagir avec des oxydes nitriques (NO) sécrétées par les cellules endothéliales, provoquant
ainsi une diminution des NO qui peuvent par ailleurs agir en tant qu’inhibiteur de I'activation
plaquettaire et comme vasodilatateur. |l y a également eu des observations d’interactions
entre 'lhémoglobine et le VWF en se liant au domaine A2, augmentant l'affinité du domaine
de liaison A1 de VWF au domaine GPlba des plaquettes®®®> augmentant alors 'adhésion des
VWEF aux plaquettes et ainsi leur agrégation. Lhémolyse est observée dans environ 2% des
patients implantés avec un LVAD®® et est généralement considéré comme une conséquence
des érythrocytes subissant des tensions physiques trop fortes, provoquant ainsi leur
desctruction®’°. Cet événement indésirable apparait dans moins de 1.4% des patients
implantés avec le TAH Aeson et cela ne semble pas lier au dispositive en lui-méme*®1%, Dans
le cadre d’une implantation avec une MCS, I'hémolyse est la conséquence de
I’'hémodynamique induite par le dispositif. Dans le cas d’une implantation avec une VAD

comme HeartMate Il et HeartWare avec des dommages aux érythrocytes ont été
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observés'®l, Ces dommages peuvent étre mesurés avec l'analyse du taux de Lactate
DéHydrogénase (LDH) ou encore par I'analyse du taux d’hémoglobine plasmatique. Il est
possible d’estimer numériquement les dommages des MCS via une équation, l'indice
hémolytique IH= A x ™ x t¥: A est une constante, t est la force de cisaillement et t est le
temps d’exposition (du sang). Il est admis que le seuil de dégradation des hématies se fait a

150Pal®2,

Thrombose/dysfonction endothéliale

La dysfonction endothéliale est un des éléments clef de la thrombose a travers
plusieurs voies. La dysfonction endothéliale peut mener a la perte de la barriere
antithrombotique endothéliale et ainsi contribuer a la thrombose. En temps normal, le
signal mécanique des forces de cisaillement du flux sanguin unidirectionnel laminaire est
important car ce flux permet l'alignement des cellules endothéliales et leur regroupement,
empéchant ainsi le sang d’étre en contact avec la matrice extracellulaire. De plus, ces cellules
endothéliales peuvent sécréter des agents antiplaquettaires comme les NO (CF partie 1.3.1.)
et la prostacycline. Dans le cas d’implantation d’'un LVAD, cela modifie les forces de
cisaillements sur la paroi endothéliale avec le flux continus généré, ce qui peut amener a
une altération de la mécanotransduction des cellules endothéliales et ainsi induire un
endothélium désorganisé. Ce phénomene limite la fonction endothéliale, ce qui améne a un

déséquilibre dans le tonus vasculaire, I'inflammation, le stress oxydatif et la thrombose.

D’autres facteurs contribuent a la perte de la fonction endothéliale dans un contexte

d’implantation avec un LVAD, a savoir :

- Linflammation systémique/chronique

- La thrombose, liée a la présence de matériau étranger et aux forces de
cisaillement altérées. Ces derniers contribuent a augmenter les risques
d’apparition de thrombose mais aussi d’hémolyse, qui peuvent endommager

les cellules endothéliales
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- Le stress oxydant (oxydatif). Pendant le support avec un LVAD, il est possible
que le patient développe un stress oxydant qui va également contribuer a la
perte de fonction endothéliale et donc au dysfonctionnement de
I'endothélium

- Lésions mécaniques. La procédure chirurgicale, au moment de I'implantation,
en elle-méme avec ensuite le flux généré par le LVAD et le contact du sang
avec les matériaux synthétiques peuvent provoquer des Iésions mécaniques

aux cellules endothéliales et ainsi exacerber leur dysfonctionnement

Dans le cas d’implantation avec LVAD, la dysfonction endothéliale a été décrite
pendant leur support avec le dispositif. cependant, des différences sont observées dans les
groupes contrdles, ce qui améne a des résultats et interprétations contradictoires'%3-1%7, Ces
divergences existent également pour les biomarqueurs. En effet, le taux de vésicules
extracellulaires des cellules endothéliales (utilisé comme biomarqueurs de la dysfonction
endothéliale) a été analysé durant le support avec le LVAD par les différentes
étudesi®®108109  Néanmoins, les différentes techniques utilisées et les différents groupes
contréles ne donnent pas de réponse claire sur I'état de la dysfonction endothéliale quand il

s’agit d’étude sur les biomarqueurs.

De plus, il a été montré qu’un flux pulsatile trop bas induisait une augmentation de micro
ARN (miARN) circulants, contribuant a la dysfonction endothéliale et a au remodelage
vasculaire dans un contexte d’implantation avec un LVAD!. Les miARN circulant sont des
ARN de petites tailles non-codant , régulant l'expression de génes et de par leur
fonctionnement, il a été proposé a ce qu’ils soient considéré comme agissant comme des
hormones car ils sont sécrétés et absorbés entre des cellules donneuses et receveuses!!'.
Les cellules endothéliales constituant la surface interne du systéme vasculaire, ont été
proposées a de multiples reprises comme étant des cellules receveuses des miARN
circulantes et ces derniers ont été également proposés comme modulateurs des cellules
endothéliales car ils agissent sur le dysfonctionnement endothélial par plusieurs

mécanismes :
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- Les miARNs circulants tels que miR-155 ont été observés comme régulateurs
de la synthése d’oxyde nitrique en ciblant directement FARNm de endothelial
Nitric Oxid Synthase (eNOS) dans les HUVECs et bloquent la relaxation
vasculaire endothélium-dépendante dans les artéres humaines!*?.

- Les miARNs circulants peuvent moduler I'expression de molécules d’adhésion
comme intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1) et vascular cell adhesion
molecule-1 (VCAM-1) dans les cellules endothéliales. Des miARNs tels que
miR-126 participent a la régulation de ces molécules d’adhésion, dans I'étude,
ce miARN circulant avait impacté la capacité des leucocytes a adhérer a
I'endothélium, contribuant ainsi a I'inflammation associée a la dysfonction
endothéliale!314,

- Stress oxydant et la sénescence endothéliale : les miARNs circulants comme
miR-126 peuvent moduler les voies d’activation du stress oxydant et
d’apoptose des cellules endothéliales'>11,

- Angiogeneése et prolifération des cellules endothéliales : les miARN circulants
jouent un réle dans l'angiogenése, le processus de formation de nouveaux
vaisseaux sanguins a partir de vaisseaux préexistants. En effet, miR-126, miR-
146 et miR-663 jouent un réle essentiel dans la régulation de VEGF-A, la
prolifération endothéliale ou dans I'angiogenése!!” 118 La perte de ces miARN
circulants peut perturber le fragile équilibre de I'angiogenese et du
remodelage vasculaire, contribuant ainsi a la dysfonction endothéliale. Les
facteurs hémodynamiques, connus pour leur influence dans la fonction
endothéliale sur plusieurs voies de signalisation!'®, doivent aujourd’hui étre
pris en compte dans la dysfonction endothéliale, car les MCS altérant le flux
physiologique et les forces de cisaillement sur la paroi endothéliale peuvent
envoyer un signal mécanotranducteur pouvant dérégler les cellules

endothéliales.

Les patients implantés avec le TAH Aeson en mode manuel ont également développé une
dysfonction endothéliale. Cela peut étre une conséquence de la perméabilité vasculaire

associée avec une absence d’un retour veineux, mais ce probleme n’est plus observable chez
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les patients implantés avec le TAH-Aeson en mode autorégulé'?’. Le « mode manuel » du
dispositif était la premiere version de la prothése, celui qui a été utilisé pour I'étude de
faisabilité avec un débit cardiaque prédéfini par le médecin sans prendre en compte le
retour veineux. Le « mode autorégulé » du TAH Aeson fait référence a la prothese utilisée
pendant I'étude Pivot et dans les études post marquage CE. Dans ce mode, le retour veineux
est pris en compte (car est un critére de modulation du débit cardiague) comme dans un
cceur naturel. Ces études montrent que le fait de maintenir une pulsatilité physiologique est
important pour I’homéostasie endothéliale. En effet, la pulsatilité joue un réle essentiel dans
la préservation de la fonction endothéliale et du maintien de l'intégralité vasculaire pour

plusieurs raisons :

- Sur la génération des forces de cisaillement

- Lasynthese et la sécrétion de NO

- Les agents vasoactifs, jouant un role dans le tonus vasculaire et dans le
maintien de son intégrité

- Un effet anti-inflammatoire en réduisant l'activation des cellules endothéliales
et de I'expression de molécules pro-inflammatoire.

- En empéchant la stagnation du sang!?!

. Dans le contexte d’une implantation avec un MCS, il a déja été établi que la
pulsatilité était I'élément déclencheur de la sécrétion de nouveaux VWF, permettant de
contrebalancer la dégradation des VWF par les fortes forces de cisaillement'??. Donc, en
inversant le phénotype endothélial avec la sécrétion de VWF, la pulsatilité peut corriger les

conséquences d’une implantation avec un dispositif avec un flux continus.

De plus, les LVADs ont une grande surface non endothélialisée (matériaux
synthétiques en contact avec le sang). Des protéines plasmatiques sont vites absorbées par
les matériaux du LVAD en contact avec le sang, incluant le fibrinogéne, le VWF, I'albumine et
des protéines de la voie de coagulation intrinséque en majorité. Le fibrinogene immobilisée
et les VWF vont ancrer les plaquettes sur ces surfaces'?3. La liaison de pro-enzymes (facteur
XIl, prékallikréine et facteur Xl) et du cofacteur kininogene, charge négativement les surfaces

artificielles, ce qui va initier la voie de coagulation intrinséque. Cela va déclencher une
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coagulation localisée avec la génération de FXlla, clivant la prékallikréine en kallikréine active
au niveau des surfaces du LVAD en contact avec le sang®?*'?>, Cela peut provoquer une
réaction en chaine, activant plus de FXII, les FXlla vont ensuite activer les FXI et ainsi activer
encore plus la voie intrinseque de la coagulation, générant ainsi de la thrombine et donc de

la fibrine.

La voie extrinseque de la coagulation peut aussi intervenir avec les facteurs
tissulaires qui sont également exposés aux plaquettes venant adhérer a la surface et d’autres
cellules, comme par exemple, les cellules endothéliales dysfonctionnelles. Par ailleurs,
I'absorption de protéines et Il'adhésion des plaquettes peuvent étre aussi bien
prothrombotique dans un premier temps, avec l'agrégation des plaquettes et la coagulation,
puis antithrombotique. Cette derniére s’explique par la diminution de plaguette et de
protéines dans la circulation, réduisant ainsi la concentration sanguine et ainsi créer un

déséquilibre de I’hémostase.

Dans la cas d’implantation avec le TAH Aeson, aucun évenement liée a la thrombose
n’a été signalé, aussi bien dans les essais pré-clinique!?® que dans les essais cliniques?*®4%:1%0,
Dans les modeles animaux, malgré I'absence d’anticoagulant, les dispositifs récupérés n‘ont
montré aucun signe de thrombose, les reins et le cerveau n‘ont montré aucun signe

d’ischémiel?’.

Les ventricules du TAH ont ainsi pu montrer des propriétés antithrombotiques car
aucune thrombose n’a été observée dans les cavités a I'explantation, ce qui peut étre le
résultat de l'apparition de cellules endothéliales sur la face péricarde de la membrane
hybride'?®. Cette endothélialisation peut étre le résultats d’une colonisation de cellules
souches ou progénitrices circulantes sur le péricarde xénogénique'?>3°, ce qui serait
cohérent avec les résultats de Guyonnet et al. qui a démontré 'augmentation de cellules

souches circulantes Lin"CD34*CD45%™ au cours du support avec le TAH Aeson'*,

Thrombose/Inflammation
Linflammation est I'ensemble des éveénements a l'activation du systeme immunitaire
par I’hGte en réponse a une infection ou des tissues endommagés. Les patients en IC
développent un état d’inflammation chronique au cours de la progression de la maladie et
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pourraient étre la cause des multiples comorbidités observés chez ces patients3! dont la
thrombose. En effet, les patients en IC ont des taux plus élevés de cytokines pro-
inflammatoires tels que IL-1B, IL-6, IL-8, TNF-a, NF-kb etc, mais leur role dans cette maladie
n'a été révélé que récemment en traitant des patients en IC avec un inhibiteur d’IL-1B, la
canakinumab, un anticorps monoclonal dirigé contre IL-1B32, améliorant ainsi leur pronostic
vital. D’autres cytokines liés a la formation de fibrocytes (lié a la fibrose des tissus
cardiaques) soluble suppression tumorigenesis (sST-2) et galectin-3 sont devenus des
biomarqueurs permettant de prédire le pronostic des patients IC*33134, De plus, les patients
en IC ont des troubles neuro-hormonaux avec un déséquilibre du systeme rénine-
angiotensine-aldostérone (RAAS) et une surstimulation du systéeme nerveux sympathique
(SNS). . Le LVAD du fait de son flux continu ne stimule plus les barorécepteurs du systeme
circulatoire, entrainant une suractivation du SNS, ce qui conduira a la hausse du taux
d’angiotensine | et I, ce qui contribuera a maintenir la suractivation du SNS, entrant alors
dans un cercle vicieux. Dans le cas des RAAS, les patients implantés avec un LVAD a flux
continus vont voir leur taux de RAAS diminuer apres |'opération, car le flux sanguin se
normalise avec le dispositif, ce qui conduit a une diminution du taux de rénine et de
I’aldostérone, ce qui a pour conséquence une réduction de la déplétion de I'angiotensine, ce
qui induit donc une augmentation du taux d’angiotensine, cela va ainsi contribuer a la
sécrétion des cytokines pro-inflammatioires TNF-alpha, I'IL-6, I'IL-8 et la CRP*3°, De plus le
flux continus induit la proliférations de cellules musculaire lisses vasculaires (vSMC) ce qui
réduira I'étirement mécaniques des mécanorécepteurs vasculaires et ainsi provoquera a
nouveau l'activation de RAAS!®, [’hyperactivation des RAAS en cas d’inflammation
chronique a également été démontré sur modéle animal'®’. Cette activation du systéme
RAAS dans les LVAD a flux continue est plus forte que chez les patients implantés avec la
premiére génération de LVAD a flux pulsatile'3®. Comme vu dans les points précédents, les
patients implantés avec un MCS de type VAD (LVAD, RVAD, BiVAD) développent des
probléemes d’hémolyses, des troubles de I’'hémostase, de I'inflammation et des infections.
En ce qui concerne I'inflammation, cet éveénement peut apparaitre en post-opératoire, apres
I'implantation du LVAD. De plus, lI'augmentation de l'inflammation semble corrélée a une

139-142

mortalité plus élevée en plus de développer une dysfonction immunitaire#3144, Des

niveaux accrus de cytokines inflammatoires semblent également associés au développement
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d'une défaillance multi-organes postopératoire?®14>146 ou 3 la thrombose!¥’. Dés les
premieres générations de LVAD a flux pulsatile, les patients bénéficiant de cette thérapies
avaient des taux de cytokines pro-inflammatoire plus élevés comparé aux patients sains et
des patients IC en thérapie médicamenteusel*®.Mais il n’a jamais été montré si le fait de ce
taux élevé de cytokines pro-inflammatoires était di a I'implantation de LVAD a flux pulsatile
(le contact du sang avec des matériaux synthétiques) ou a I’état avancé des patients dans
leur IC. En revanche une étude avait montré en 1997 que des patients apres leur
implantation avec le LVAD pulsatile avaient une diminution du taux d’IL-6 et d’IL-8 en
comparaison avec leur taux préopératoire, ce qui suggere que l'altération hémodynamique
est jouerait un réle prédominant sur l'inflammation en comparaison du contact du sang
avec le VAD'*.Dans la continuité, les VAD a flux continus (CF-LVAD) remplacant les VAD (PF-
LVAD) pulsatile, on observait a I'’époque une amélioration de la qualité de vie des
patients!”*8 Des études sur les cytokines inflammatoires comparant des patients implantés
avec les deux types de LVAD (flux pulsatile et flux continus) ont montré des résultats
intéressants, et ce bien que les deux types de dispositifs montraient des taux élevés de ces
cytokines. Les taux de TNF- a sont similaires apres 3 mois d’implantation, mais les patients
implantés avec le CF-LVAD ont des taux d’IL-6 plus élevés que chez les patients PF-LVAD**.
La méme constatation avait été faite pour le taux des protéine C-réactive circulantes
corrélée avec le taux élevé de leukocytes'>!. Dans d’autres études comparant les patients CF-
LVAD avec les patients IC et les volontaires sains, les taux de CRP, d’Interferon a induced
protein 10(IP-10), de Monocyt Chemotactic Protein-1 (MCP-1) et d’IL-8 sont plus élevés chez
les patients IC et CF-LVAD. Pour certaines cytokines comme granulocyte macrophage-colony
stimulating factor (GM-CSF); de macrophage inflammatory proteins-18 (MIP-1B) et de
macrophage-derived chemokine (MDC), ces taux sont plus élevés chez les patients implantés
avec un CF-LVAD comparé aux patients IC et aux volontaires sains'®2. Une autre étude avait
aussi observée l'augmentation du taux de TNF-a chez les patients LVAD. De par les
précédentes observations faites sur le réle de TNF-a, a savoir sur I'angiogenéese par deux

mécanismes, I'apoptose des péricytes'>3

et la suppression de I'expression de I'Angiopoiétine-
1 par le biais d’Angiopoietine-2>4. Elle joue aussi un réle dans I'hémostase avec l'induction
de I'expression du facteur tissulaire circulante et endothéliale®™>.

Méme si les mécanismes impliqués dans l'inflammation apres I'implantation de LVAD sont
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largement spéculatifs et peu explorés, |'activation des voies inflammatoires sur la surface du
biomatériau a été proposée’®®>’, L'un de ces mécanismes pourrait étre la transition du flux
sanguin de pulsatile a continu. Un autre mécanisme pourrait étre le réle de I|'activation des
plaguettes par les biomatériaux et l'augmentation du stress de cisaillement. En effet,
I'activation des plaquettes induit la formation de conjugués plaquettes-neutrophiles qui ont
été prouvés pour agir comme agents inflammatoires'®®. En accord avec cette observation,
l'implantation de LVAD a été associée a l'activation des cellules neutrophiles'™..
L'inflammation chronique et la dysfonction immunitaire menant a ['activation des
neutrophiles peuvent contribuer a la dysfonction endothéliale a travers une série de
mécanismes complexes et interconnectés. En effet, dans les conditions inflammatoires
chroniques, les neutrophiles activés subissent un processus appelé "amorcage", qui les rend
plus réactifs et adhérents en particulier aux cellules endothéliales activées, initiant leur
recrutement sur le site de l'inflammation. En parallele, les médiateurs de I'inflammation
peuvent directement endommager les cellules endothéliales, promouvoir I'inflammation
dans les tissus environnants et induire un passage a un état pro-thrombotique dans
I'endothélium, augmentant le risque de thrombose. La libération de ROS par les neutrophiles
activées peut également endommager directement les cellules endothéliales, altérant leur
fonction et favorisant la dysfonction endothéliale. L'un des marqueurs de la sécrétion des
neutrophiles, la neutrophil gelatinase-associated lipocalin (NGAL), semble impliquée dans
les complications post-implantation, puisque son taux plasmatique est plus élevé chez les
patients ayant développé une insuffisance cardiaque du ventricule droit apres |'implantation
d’'un LVAD. En effet, un niveau de NGAL supérieur a 100 ng/mL était associé a une
insuffisance du ventricule droit (VD) dans 93,3% des cas, tandis qu'un NGAL inférieur a 100
ng/mL était associé a seulement 40,0% de probabilité de développer une insuffisance du
VD!, De plus, il a été récemment décrit que le NGAL augmentait aprés I'implantation de

LVAD en relation avec une dysfonction rénale?6?,

Ces études montrent que les patients en insuffisance cardiaques avancée ont un milieu pro-
inflammatoire chronique. Ces derniers, pour permettre la régénération des tissus

cardiaques, sont implantés avec un LVAD a flux continus, améliorant leur pronostic vital.
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Mais en cas d’une implantation de longue durée comme une DT ou un BTT supérieure a 3

mois, I'état inflammatoire de ces patients s’aggrave.

Jusgu’a cette these, il N’y a pas eu d’études sur de lI'inflammation des patients implantés

avec un TAH Aeson de Carmat, ou méme avec d’autres coeurs artificiels totaux.

Hémorragies

L'hémorragie précoce est souvent une conséquence de l'intervention chirurgicale, mais la
dysfonction plaquettaire spécifique aux LVAD*® et les altérations du site d’adhésion du

VWEF162 peuvent étre visibles dés les premiéres 24h de support avec le LVAD3,

Acteurs du saignement dans les MCS : rappels physiologiques

Le facteur von Willebrand (VWF)

Le facteur von Willebrand est une protéine jouant un double role dans I’'hémostase
primaire, en provoquant l'agrégation des plaquettes sur le site de lésion et dans ’hémostase
secondaire avec son rble de transporteur de facteur VIII du foie (ou le facteur VI est

synthétisé) vers les sites de lésions.

Cette protéine est synthétisée en forme monomérique dans les cellules endothéliales

et dans les mégacaryocytes, avec une longueur de 2813 acides aminés.

La premiére séquence de cette protéine a été identifiée en 1986 et plusieurs
domaines répétables ont été identifié, le premier modele était le suivant : D1-D2-D’-D3-A1-
A2-A3-D4-B1-B2-B3-C1-C2-CK'®* ; ce modeéle est trés largement répandue dans la littérature,
mais au fur et a mesure des études, ce modele est amené a disparaitre pour évoluer vers
des modeles plus précis, avec la disparition du domaine B-C en domaine C pour devenir

comme suit : D1-D2-D’-D3-A1-A2-A3-D4-C1-C2-C3-C4-C5-C6-CK®> (figure 11)
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Figure 11 : Domaine VWF annoté : Les cystéines sont représentés par des traits verticaux
pour montrer les potentiels formations de ponts disulfures au moment de la
multimérisation®6:167 entre 2 3 60 sous-unité. A : Représentation la plus répandue dans la
littérature. B: Représentation des domaines protéiques en fonctions des régions
d’homologies de séquence. C: Nouvelles représentation selon Zhou et al (2012)%. D :
Représentation du dimére de VWF en milieu acide similaire a celui présent dans I'appareil

de Golgi.

Elle se multimérise dans le réticulum endoplasmique®. Elle posséde plusieurs
domaines qui joueront différents roles, le domaine Al de la protéine se lie au domaine
GPlIba des plaquettes. Le domaine D’D3 se lie au facteur VIII, qui permettra au VWF de jouer
son role de transporteur du facteur antihémophilique A. Elle se dimérise dans un premier
temps dans l'appareil de Golgi ou elle pourra ensuite se multimériser au fur et a mesure de

sa maturation, jusqu’a atteindre une taille de 20kDa'®° (figure 12).
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dans le plasma en passant par les étapes de dimérisation dans le réticulum endoplasmique
et de multimérisation dans I'appareil de Golgi et le stockage des multiméres dans les corps
de Weibel-Palade.

Tandis que les a-granules libérent principalement les VWF au moment de l'activation
plaguettaire, les cellules endothéliales liberent les VWF de maniéres basale et régulée, mais
il n‘est pas encore déterminé par quel mécanisme la majorité des VWF sont sécrétés.
Actuellement I'hypothése la plus admise est que le VWF est majoritairement sécrété de
maniére constitutive des corps de Weibel-Palade!’®'’1, ’'exocytose de la majorité des VWF
se fait de maniere aléatoire, un pattern est néanmoins visible, l'ancrage, I'amarrage,
I'amorcage et la fusion et une série de protéines intracellulaires ont été identifiées (RalA,
Rab3, Rab27a, Rab15, Rab33a, Rab37, Muncl13-4, Muncl8c, Slp4a, Annexin A2-S100A10,
syntaxin-binding protein 1, syntaxin-4, VAMP-3, protéine G) par le biais d’expérience ou leur

déplétion/mutation modulent 'exocytose constitutive et/ou réguléel’?-174,
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Une fois libérés le plasma, les multimeres de VWF auront une demi-vie allant de 4.2 a
26 heures selon les individus, observé chez des individus traité a la desmopressine, une
molécule synthétigue mimant la vasopressine, induisant la libération de FVIIl et de
VWEF.168175 Cette différence de temps de clairance est potentiellement due a la différence de
glycosylation selon les individus, mais la raison majeure de cette différence est aussi due au
groupe sanguin. En effet, les groupes non O ont une demi-vie de VWF plus élevée que celles
des individus O, de plus, le taux de VWF est généralement plus élevé pour les individus non-
078, De plus au niveau cellulaire, des études montrent que la clairance du VWF est aussi lié

177

a l'activité de macrophages’’’, si ces derniers ne sont plus actifs, le temps de demi-vie des

VWF augmente'’2,

Le VWF est capable de se lier a plusieurs protéines avec ses différents domaines,
certaines sont bien connus car lier a son role de protéine transporteuse, voici un tableau

récapitulatif de ses différentes interactions (tableau 7)7°.

Domaine de | Site e,
Nom Référence

liaison d'interaction
Cellules
VWF propeptide | D'-D3 endothéliales, | &
plaguette
FVII D'-D3 Flux sanguin 181
P-selectine D'-D3 CeIIuIesl . 182
endothéliales
. D-D3, AL, 183
B>-Integrine A2, A3 Leucocytes
Glycoprotéine Iba | Al Plaquettes 184

Flux  sanguin,
cellules
endothéliales

Osteoprotégérine | Al 185

186

B,-Glycoprotéine | Al Flux sanguin

PSGL-1 Al Leucocytes 183
. Matrice 187
Collagene VI Al subendothéliale
ADAMTS-13 A1,A2,A3,D4 | Flux sanguin 188
. Matrice 189
Collagene | A3 subendothéliale
Collagéne Il] A3 Matrice 189

subendothéliale

Thrombospondine

A3

Flux sanguin

190

66



Flux  sanguin,
IGFBP7 D4-CK cellules 191
endothéliales

QipP3 C4 Plaquettes 192
Cellules

avPs ca endothéliales 192
et tumorale

Fibrin C1-6 Thrombus 193

CTGF/CCN2 cK Cellules 194

endothéliales

Flux  sanguin,
Galectine-1 Glycane cellules
endothéliales

195

Flux  sanguin,
Galectine-3 Glycane cellules
endothéliales

195

Siglec-5 Glycane Macrophages 196

Flux  sanguin,
Angiopoietine -2 inconnu cellules
endothéliales

197

. . Cellules
Interleukine-8 inconnu . 198
endothéliales
LRP1 inconnu Macrophages 178,199

Tableau 7 : Les protéines humaines ligands du facteur von Willebrand : CK, cysteine knot;
CTGF/CCN2, connective tissue growth factor; IGFBP7, insulin-like growth factor binding
protein-7; LRP1, LDL receptor-related protein 1; PSGL-1, P-selectin glycoprotein ligand-1.

Ce tableau dépeint les interactions du VWF avec plusieurs protéines cellulaires,
pouvant déterminer ses différentes interactions avec des protéines sanguines et cellules.
ADAMTS13 qui est une métalloprotéase va donc protéolyser VWF en des multimeres de plus
petites tailles. Avec les plaquettes, VWF peut les lier et les amener a adhérer aux sites de
Iésions du subendothélium en se liant aux collagenes de type | et Ill, et ainsi induire leur

agrégation.

Dans mon laboratoire d’accueil, il a été montré un lien entre l'activité du VWF a se
lier au collagene (VWF :CB) et la sévérité des patients COVID-19 et étre une cible
thérapeutique potentielle a cause du réle de VWF dans la formation de microthrombose

observées chez ces patients.
67



Cette protéine est au cceur des maladies de Willebrand (VWD), il en existe de

différents type, liées au type d’altération du VWF. Un défaut de synthése, de sécrétion ou

une clairance augmenté amene un déficit du taux de VWF, ces altérations sont dites

« Maladie de Willebrand de type |». Pour une mutation du VWF qui affecte une des

fonctions de la protéine, que ce soit sa capacité a lier le collagene, les plaquettes, ou le

facteur VIII, elle est dite « Maladie de Willebrand de type Il ». Dans le cas ou la protéine VWF

n‘est pas synthétisé (avec un taux de VWF plasmatique indétectable), elle est dite « maladie

de Willebrand de type Il ». Il existe un dernier cas de VWD mais elle n’apparait que dans un

cas particulier, le syndrome de Willebrand acquis (AVWS en anglais), ou le patient est

implanté avec un MCS, notamment les HeartMate |l et 32%°,

Plaquette

By

Les plaquettes sont des cellules liées a I’'hémostase primaire. Ce phénomene

regroupe les étapes permettant l'arrét d’'une hémorragie par la formation d’agrégat

plaquettaire sur le site de lésion (figure 13), I'activation plaquettaire, la sécrétion, 'adhésion

et 'agrégation.

plaguette au repos
@ plaquelle aclivée
@& |
o € .
— & = o w’
& changement
] .

de forme

[
granule %

=5 dense

&5 f

&2

globule rouge @ -
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ORI I e secrétion de TXA2

&« % ithromboxane A2}
sécrétion d'ADP
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récepteur
membranaire

&)
&
plaguette {thrombocyte)
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2+ Sécrétion
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4+ Agrégation e calcium

w “ GP |b-I1X-V
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Figure 13 : représentation de ’lhémostase primaire?°!
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En plus de cette fonction, ces cellules sont capables de s’activer sur des surfaces
synthétiques ou des tissus étrangers, mais aussi par des forces de cisaillements élevées,
suffisantes pour dégrader les plaquettes. Dans le cas d’'une implantation avec une MCS, les
forces de cisaillements ne sont généralement plus les mémes qu’a I'état physiologique car
plus élevées. Comme pour I’hémolyse, des forces de cisaillements trop élevées peuvent

dégrader les plaquettes, mais si elles ne sont pas détruites, elles peuvent étre activées.

Lactivation plaquettaire dans ce cas entraine la formation d'un thrombus
plaguettaire qui va provoquer une diminution des plaquettes dans le sang, ce qui a terme va
provoquer l'effet inverse, une thrombopénie et des risques hémorragiques?°2. De plus, leur
activation induit aussi la formation de complexes plaquettes-neutrophiles, liés a I'apparition
de défaillance d’organe?°3. Différents traitements sont possibles pour contrebalancer ces
effets déléteres. En effet, les patients implantés sont sous traitement antithrombotique et
anti-agrégant plaquettaire. LU'héparine (HNF ou HBPM), en relai des antagonistes a la
vitamine K (AVK) sont utilisés pour stopper la réaction thrombotique. En traitement anti
agrégant plaquettaire, le patient sous VAD est mis sous aspirine?®?. Pour les patients
implanté avec le TAH Aeson de Carmat, les patients sont aussi mis en traitement
antiagrégant avec de l'aspirine et antithrombotique avec de I’héparine de bas poids
moléculaire (HBPM), puis les traitements sont réduits, avec le retrait du traitement a

I'aspirine aprés les six premiers mois d’implantation?%4,

De réels défis surgissent dans un sous-ensemble significatif d'individus qui
développent des saignements muqueux récurrents, ce qui est immédiatement apparu
comme une cause pertinente de morbidité pour les LVAD a flux continu (CF) pendant la
période de transition clinique a partir des dispositifs pulsatoires. Les saignements gastro-
intestinaux ont augmenté de facon significative, passant de 0,068 EPPY dans les LVAD

pulsatiles a 0,63 EPPY dans les CF-LVAD?%,

Des saignements microscopiques ont été trouvés chez 19-40% des patients implantés avec
un CF-LVAD HMII8320¢ et environ 30% des patients dans I'étude initiale pour les LVAD
Heartware®LVADs??’ . Une comparaison directe entre les LVAD HMII et Heartware® montre

des taux similaires de complications hémorragiques précoces et tardives?°8,
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Les saignements gastro-intestinaux chez les patients implantés avec un LVAD HM3 sont
réduits par rapport a ceux avec un LVAD HMIl a 2 ans (0,61 EPPY vs. 0,95 EPPY, taux relatif =
0.64)° et a 5 ans (0,25 EPPY vs. 0,42 EPPY, taux relatif 0,60)%%°, mais ils restent néanmoins un
case téte Clinique, soulignant les faibles améliorations obtenues dans ce domaine jusqu’a
maintenant. A ce jour, les stratégies pour prédire de tels événements indésirables restent

210 ot |g gestion des patients ne repose uniquement que sur l'ajustement

inefficaces
empirique de l'anticoagulation et le traitement local?!!. Les saignements peuvent survenir
n'importe ou le long du tractus gastro-intestinal, mais ils sont le plus souvent localisés dans
le haut du tractus gastro-intestinal dans 35% a 50% des cas, dans la partie inférieure du
tractus gastro-intestinal dans 22% des cas, et dans l'intestin gréle dans environ 15% des
cas?!?. Les saignements occultes sans source identifiable sont fréquents et surviennent dans
20% a 44% des cas. Les malformations artério-veineuses (AVM) sont responsables de plus de
la moitié des lésions, suivies de gastrite et de maladie ulcéreuse gastroduodénal. D'autres
zones de saignements muco-cutanés comprennent les saignements naso-pharyngés,
buccaux et vaginaux. Les patients du groupe sanguin O ont des niveaux de VWF et de FVIII
environ 25% plus faibles que les patients du groupe non-O (A, B ou AB) comme I'ont
précédemment rapporté Gill JC et al.?3, et sans surprise, le groupe sanguin O a été trouvé
étre significativement associé a un risque plus élevé de saignement (risque 2.42 [95% ClI
1.03-5.70], p = 0.044)%**. A ce jour, la warfarine reste le traitement de référence pour
I'anticoagulation des LVAD tout en maintenant I'INR entre 2 et 3. Peu de données sont
disponibles pour montrer sa capacité a abaisser I'INR des patients HM3 (INR entre 1.5 et
1.92%> tandis que des essais sont en cours sur l'administration d’aspirine a 100mg

quotidiennement comparé a un traitement placebo (Essai clinique ARIES, NCT04069156)'6.

Les produits sanguins (DDAVP, cryoprécipités, concentrés de VWf) sont rarement utilisés et
sont limités dans les situations mettant la vie du patient en danger car il est possible
d’obtenir un phénomeéne de rebond pro-coagulant alors que le patient est encore implanté
avec le LVAD. Généralement, le patient subit une endoscopie supérieure et inférieure avec
administration d’une thérapie locale si une source de saignement est identifiée avec une
suspension temporaire de la warfarine jusqu’a obtenir un maintien de [|'équilibre

hémostatique. L'aspirine est généralement interrompue pendant 30 a 90 jours. L'Octreotide
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et les inhibiteurs ACE/Antagoniste des récepteurs de I'angiotensine (ARAII, ARB en anglais)
ont été largement adoptés comme thérapies d’appoint. Loctreotide et les inhibiteurs de
I’'ECA/les ARB ont été largement adoptés comme thérapies d’appoint. En cas de saignement
gastro-intestinaux récurrents avec de nouvelles manifestation d’AVM, la thérapie locale joue
toujours un role, les agents de deuxieme ligne (digoxine orale, thalidomide) peuvent étre
introduits en plus de la diminution de la cible INR. De nombreux autres médicaments ont été
utilisés sur la base de preuves limitées et ne sont actuellement pas recommandés par les
meilleures directives de pratique, par exemple la Desmopressine (utilisée chez les patients
atteints d'hémophilie A/maladie acquise du VWF, pour augmenter les niveaux de facteur VI
et la sécrétion de VWF), la doxycycline (destinée & inhiber I'activité ADAMTS-13)%Y |a
supplémentation en Oméga-3 (en raison des propriétés anti-inflammatoires/anti-
angiogéniques générales)?'® et le Bevacizumab (anticorps monoclonal spécifique du
VEGF)?'°. En raison des forces de cisaillement drastiquement élevé dans le sang propulsé par
LVAD, les efforts pour identifier les causes sous-jacentes des saignements muqueux induits
par LVAD se sont rapidement concentrés sur le VWF et son interaction avec les plaquettes.
Les altérations du VWF associés a l'implantation de LVAD sont collectivement appelés AVWS
(pour acquired von willebrand syndrome)??°, une condition qui est initialement trouvée chez
les patients atteints de sténose valvulaire aortique (syndrome de Heyde)??!. LAVWS associé
au LVAD est défini par un manque de multimeres de VWF de haut poids moléculaire et une
baisse de son activité adhésive dans les prélevements de sang périphérique des patients
implantés avec un LVAD. Il se développe peu aprés l'implantation de LVAD??2, |l se développe
peu aprés l'implantation de LVAD??! et ce syndrome n'est pas observé chez les receveurs de

220 syggérant qu'il est causé par des changements hydrodynamiques induits

greffe de coeur,
par le dispositif mécanique. En effet, la perte de multimeres HMW dans le sang humain
apres l'implantation de LVAD a été observée apres la mise en route de la pompe aprés 5
minutes par le groupe du Pr Susen???. Cette perte instantanée/rapide de multiméres HMW
apres induction d'un stress de cisaillement élevé chez les patients implanté avec un HMII a
été confirmée in vitro avec le ce dispositif. La perte de multimeres HMW a également été

222 et leur récupération rapide dans un modeéle

significativement diminuée aprés 5 minutes
de lapin de sténose artérielle réversible??2.’ AVWS pourrait étre causé par des forces de

cisaillement élevées, un écoulement longational (gradients de débit dans le sens de
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I'écoulement), une réduction de la pulsabilité, ou une turbulence de I'écoulement!??, Une
croyance largement répandue est que les forces de cisaillement élevées du flux sanguin
propulsé par LVAD provoque une AVWS en augmentant le clivage de VWF par la
métalloprotéase ADAMTS-13. Cependant, ce mécanisme hypothétique n'est pas
entierement soutenu, et plusieurs lacunes significatives demeurent. Premiérement, une
AVWS est observée chez presque tous les patients, mais seulement 10 a 20 % des patients
saignent?%®, Deuxiémement, on sait que les forces de cisaillement élevées induisent le
clivage du VWF par I'ADAMTS-13%23224 diminuant ainsi I'activité adhésive du VWF, mais il a
également été montré qu'il active le VWF pour lier les plaquettes bien avant que I'ADAMTS-
13 ne soit découvert?>>2?7, Le clivage et |'activation des multiméres de VWF peuvent étre
induits in vitro entre environ 100 a 800 dynes/cm? de forces de cisaillement,228-231
soulevant des questions quant a la fagon dont les deux processus opposés atteignent un état
d'équilibre chez les sujets sains et si cette homéostasie du VWF est perturbée par le flux
sanguin dérivé de LVAD. Enfin, un clivage excessif du VWF n'a jamais été directement
détecté dans les échantillons de sang périphérique des patients implantés avec un LVAD en
utilisant des tests de laboratoire conventionnels. C'est parce que ces tests conventionnels
mesurent le clivage du VWF par western-blot non ou semi-quantitatif?>?> avec des marqueurs
de substitution, tels que la liaison du VWF au collagéne?3? et du taux antigénique d’ADAMTS-
13, ou par le clivage d'un recombinant de 73mers du domaine A2 du VWF?33234, |e test de
clivage de peptides est quantitatif, mais il ne mesure pas le clivage du VWF chez les patients
implantés avec LVAD. Plusieurs éléments suggerent que le VWF chez les patients LVAD est

plus susceptible d'étre activé que d'étre excessivement clivé :

- (1) des forces de cisaillement élevés déplient le VWF pour oxydation?3> dans
un contexte d’un environnement avec un stress oxydant actif chez les patients
LVAD?41.236237 | 'oxydation de la méthionine rend le VWF résistant au clivage
235,238 ot |'ADAMTS-13 est moins active dans son activité de clivage du VWF?3?,

- Les LVAD induisent souvent une hémolyse, libérant de I'hémoglobine qui se lie
au VWF et bloque son clivage par I'ADAMTS-13229.240,

- Les domaines Al et A2 du VWF plasmatique forment un complexe pendant

I'homéostasie pour empécher le VWF d'activer les plaquettes ou d'étre clivé
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par I'ADAMTS-13%41, Ce complexe se forme lorsque les deux cystéines
voisines, C16%° et C1670, dans le domaine A2 sont sous une forme réduite mais
se dissocie lorsque les cystéines voisines?*2243 ou les résidus méthionine prés
de I'hélice C-terminale sont oxydés?**. La dissociation du complexe A1-A2

243 'mais elle peut ne pas faciliter le clivage

expose Al pour lier les plaquettes
du domaine A2 car l'oxydation de Met'®%® rend le VWF résistant au
clivage?*>238 ce qui entraine I'accumulation de VWF hyperadhésif dans la
circulation sanguine.

- Il'y a une hausse significative du taux de VWF liés aux vésicules extracellulaire
plaquettaires (PEV) dans le sang périphériques des patients implantés avec un
LVAD?*, suggérant que les VWF sont activés pour se lier et activer les
plaguettes. Une note intéressante est que ces vésicules extracellulaires
dérivées des plaquettes et liées au VWF favorisent une angiogenese

245 qui est la base structurelle de l'angiodysplasie qui se

surexprimée
développe dans le tractus gastro-intestinal et d'autres tissus muqueux des
patients LVAD et est un site commun de saignement aprés retrait du LVAD?%,
Ces observations démontrent l'importance de quantifier I'activité et le clivage
du VWF chez les patients LVAD. Nous avons développé une méthode de
spectrométrie de masse pour quantifier le clivage du VWF en détectant les
peptides tryptiques clivés par I'ADAMTS-13 EQAPNLVY ou MVTGNPASDEIK du
domaine A2. En utilisant cette méthode, nous avons montré que les
multimeres de VWF sont excessivement clivés chez certains patients mais
activés pour se lier aux plaquettes chez la plupart des patients implantés
LVAD?34245247 Ce test peut étre utilisé pour affiner la contribution du clivage

du VWF au développement de I'AVWS et des saignements cliniques chez les

patients LVAD dans de grandes études cliniques.

Les saignements dans le Syncardia sont également un des événements indésirables
clinique courant qui sont rapportés dans 43% des patients 28, Sénage et al. ont rapporté que
22% des patients sous Syncardia ont nécessité une chirurgie pour arréter les saignements

tandis que Copeland et al. ont rapporté que 25% des patients ont eu une médiastinoscopie
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pour détecter des hémorragies?*®?%°.La plupart des épisodes hémorragiques surviennent
dans les 24 heures suivant I'opération d'implantation, avec une mortalité de 44% chez ceux
qui ont d@ avoir une ré-opération. Cependant, les saignements observés chez les patients
avec le TAH Aeson ne semblent pas étre un résultat significatif'® et les essais cliniques en
cours pourraient fournir une conclusion plus définitive. En contraste avec les études
approfondies sur les patients LVAD, il y a des peu de données sur la facon dont I'implantation
de TAH affecte le clivage et l'activité du VWF et elles sont contradictoires. En effet, Une
étude de Zieger et al a noté I'absence d'AVWS aprés I'implantation de Syncardia®>® mais deux
autres études montrent la perte de grands multimeres de VWF chez les patients avec
Syncardia?®*2>2, Le rdle de la dysfonction plaquettaire et du VWF dans les événements
indésirables hémorragiques durant le support avec un LVAD est plus associatif qu’une claire
corrélation entre ces 2 dysfonctions. Plusieurs propositions pour individualiser les soins

pourraient étre faites dans les futurs essais cliniques :

- Evaluation du risque de saignement : Il est essentiel d'évaluer le risque de
saignement pour chaque patient LVAD en fonction des facteurs individuels, y
compris les caractéristiques démographiques du patient, les comorbidités, les
troubles hémorragiques préexistants, et les profils de base des plaquettes et
de la coagulation. Cette évaluation peut guider la sélection de traitements
appropriés anticoagulant et antiplaquettaires.

- Surveillance de la fonction des plaquettaire et du VWF : Une surveillance
réguliere de la fonction des plaquettes et du VWF peut fournir des
informations précieuses sur |'état de I'hémostase du patient. Des ajustements
a l'anticoagulation et a la thérapie antiplaquettaire peuvent étre faits en
fonction de ces résultats de surveillance. Le retrait de traitement
antiplaquettaire pourrait étre proposé et est actuellement testé dans |'étude
ARIES?e,

- Nouvelles thérapies : Un anticorps anti-VWF bloquant partiellement les
interactions VWF-ADAMTS13 et pouvant prévenir la dégradation excessive
des multimeres HMW-VWF a été proposé. Cette stratégie peut étre utilisée

pour le développement d'options thérapeutiques pour traiter les épisodes de
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cisaillement pendant I'implantation avec le LVAD?>3

saignement dus a la dégradation du VWF dépendante des forces de

Finalement, la responsabilité de l'anticoagulation dans les complications hémorragiques

apres l'implantation de LVAD ou de TAH est cruciale pour la gestion de ces complications

potentielles (Tableau 8).

Traitement
antithrombotique

Initiation

Durée/surveillance

Hépraine non fractionée

Dés que le drain permet

Arrét des INR >2

(UFH) I'anticoagulation
LVAD . R
. R . . 2<INR<3 traitement a
Warfarine Apres retrait du drain
long terme
Aspirine Apres ) 2 de support | Traitement a long terme
UFH Apres IaAchlrurgle, le plus Arrét des INR 52
tot possible
Syncardia .5<INR<3. i
y Warfarine Apres retrait du drain 2:5 ”\\IR 3.5 Traitement
along terme
Aspirine Apres ) 2 de support | Traitement a long terme
Dés que le drain permet Avec anti-Xa aux
UFH 9 ) p alentours de 0.2,
I'anticoagulation . , . .
jusqu’au retrait du drain
Aeson Héparine de bas poids Pas de suivi biologique,

moléculaire (LMWH)

Aprés retrait du drain

Traitement a long terme

Aspirine

Au moins 4 jours apres le
retrait du drain

Traitement a long terme

Tableau 8: Recommandation des traitements antithrombotiques chez les LVAD et TAH

L'utilisation de traitement antithrombotique est un pilier dans le la gestion des

patients sous MCS pour diminuer le risque de complications thromboemboliques associées a

la mauvaise hémocompatibilité de ces dispositifs. Pour la plupart des MCS a long terme, un
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agent antiplaquettaire, comme l'acide acétylsalicylique, et un antagoniste de la vitamine K
(AVK) sont utilisés a des doses thérapeutiques. Récemment, HM3 a démontré une
hémocompatibilité accrue avec une réduction significative de la thrombose de la pompe
mais avec un risque persistant de complications hémorragiques. Une anticoagulation de
faible intensité ciblant une INR entre 1,5 et 1,9 a été testée dans I'étude MAGENTUM 1
(Minimal AnticoaGulation EvaluatioN To aUgment heMocompatibility) sans aucune
augmentation des événements?!>2>4, Les saignements dans un LVAD sont probablement un
mélange entre l'anticoagulation, mais aussi I'AVWS, qui commence directement apres
I'implantation du LVAD. Les taux de thrombose rapportés, y compris les accidents vasculaires
cérébraux et les embolies périphériques sont d'environ 16 % pour un cceur artificiel total
temporaire a pompe pneumatique (SynCardia), méme avec de fortes doses
d'anticoagulation orale?>®. Aucune thrombose, y compris les accidents vasculaires cérébraux
et les embolies périphériques, n'a été signalée dans les essais cliniques d'Aeson. Les patients
implantés avec Aeson ne saignent pas autant que ceux avec Syncardia, mais c'est
probablement un mix de la faible utilisation d’anticoagulation®®® résultant de
I'hnémocompatibilité totale du dispositif, des différences entre les valves mécaniques dans
Syncardia et les valves bioprothétiques d’Aeson, de sa pulsatilité et aussi de I'absence de
forces de cisaillement significativement trop fortes a l'intérieur des ventricules. Ainsi, en
raison de ces grandes différences, il est impossible de dire si I'anticoagulation peut faire

partie du processus de saignement.

Les accidents vasculaire cérébraux liés aux MCS

Les accidents vasculaires cérébraux (AVCs) sont des évenements indésirables majeures
observés chez les patients implantés avec un LVAD, ils sont catégorisés comme accident
ischémique transitoire (AIT), AVC ou AVC invalidant en fonction des séquelles et de la
clinique du patient. En 2022, INTERMACS rapporte au totale un taux d’AVC a 7% durant la
premiére année d’implantation avec des différences significatives sur les différents

dispositifs?®’. La thérapie anticoagulante et antiplaquettaire devrait étre suspendue le temps
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de déterminer si les lésions cérébrovasculaires n’ont provoquées aucune hémorragie, tandis
que la décision si la coagulation doit étre inverser doit étre prise avec la neurologie et par
une évaluation neurochirurgicale au cas par cas en raison des données limitées a
disposition?®®. L'anticoagulation est généralement rétablie a des cibles INR plus faibles tandis

259 |’apparition des LVAD de troisitme génération

gue l'anticoagulation est interrompue
(dans notre cas, les HM3) a permis d’observer des réduction significatives de I'incidences des
AVC, méme s'ils restent une part importante des causes de déces des patients LVAD (jusqu’a
19%)2%0, Les taux d’AVC a 2 ans étaient de 0,04 EPPY et 0,07 EPPY respectivement pour HM3
et HMII (p= 0,008), et a 5 ans, ils étaient de 0,05 EPPY et 0,136 EPPY respectivement pour
HM3 et HMII (p<0,001), en ce pendant les mémes traitements antithrombotiques (en

somme avec aspirine dosée entre 81mg-325mg par jour et warfarine avec une INR cible

entre 2.0 et 3.0), comme décrit dans le tableau 9.

Heartmate Il Heartmate 3 Valeur p
AVC durant 2 ans 0.07 0.04 P=0.008
AVC durant 5 years 0.136 0.05 P<0.001
Autres événements 0.073 0.065 P=0.49
neurologiques
Thrombose de la 0.108 0.010 P<0.001
pompe durant 5 an
Hémorragies durant
les 5 ans
N’importe quel 0.765 0.430 P<0.001
saignement
Saignement gastro- 0.423 0.252 P<0.001
intestinal

Tableau 9: Evénements indésirables lié a I’hémocompatibilité (HRAE) chez les patients
implantés avec un LVAD a flux centrifuge (HM3) versus LVAD a flux axial (HMII) basée sur
I'essai clinique MOMENTUM 3 avec les données de 2 et 5 années de support. L'incidence

est exprimée par EPPY (événements par patient/an). Les données résumées ici sont issues
de I'essai clinique MOMENTUM 3. °020°

La physiopathologie des AVCs reste néanmoins peu comprise et peut étre le résultats
de facteurs concomitants, par exemple, la thrombogénicité intrinseque des LVADs a cause du
contact du sang avec les matériaux, I'anticoagulation chronique chez les populations a risque

et la rhéologie liée aux modification des forces de cisaillement : hématie, plaquettes et VWF.
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. La technique d’implantation chirurgicale et la variante anatomique de la position de la
conduite d’éjection du greffon peuvent jouer un rble dans la hausse des forces de
cisaillement?®!, Les facteurs de risques accrues d’AVC chez les patients LVAD sont le sexe
féminin, la fibrillation auriculaire, des antécédents d’AVC, I'hypertension, la bactériémie, la
thrombose de la pompe, les saighements gastro-intestinaux et le type du LVAD implanté?62,
La gestion de lI'anticoagulation chronique chez les patients LVAD est difficile a cause des
saignements intrinséques a la dysfonction plaquettaire et a 'AVWS. C’est particulierement
significatif chez les patients avec des saignements gastro-intestinaux qui nécessiteraient une
diminution de leur INR et un arrét temporaire voir permanent de leur traitement
antiplaquettaire. De plus, les patients dans un état avancé d’insuffisance cardiaque
(condition sous-jacente a I'implantation d’un LVAD) ont un risque accru d’AVC, estimé entre
0.013 et 0.035 EPPY2%3, Un lien entre infection et AVC a été confirmé par Aggarwal®®,
suggérant que les état d’hypercoagulabilité peuvent évoluer vers des évenements
thromboembolique en présence d’éléments déclencheurs spécifique (par exemple les
infections). La tendance a administrer des doses faibles d’anticoagulants en ciblant de faibles
niveaux d’INR?®® chez les patients implanté avec des LVAD de deuxiéme génération a été
abandonnée apres une soudaine augmentation de l'incidence de thrombose de la pompe
comme rapporté par Starling®’, Kirklin® mais aussi chez Najjar?®®. Comme les AVC dans les
LVADs pouvant étre ischémique ou hémorragique, la prise en charge est similaire a celle des
patients sans LVAD, une IRM est effectuée pour déterminer la nature sous-jacente de

I’'hémorragie.

Infection

L'infection du cable dans un LVAD peut entrainer de graves conséquences pour la santé du
patient. Il est essentiel de traiter rapidement toute infection associée a un LVAD pour
minimiser ces risques. Les infections chez les patients implantés avec des VAD sont des
évenements indésirables relativement communs qui peuvent repousser voir empécher la
transplantation d’un coeur?®’. Les infections liées au LVAD sont fréquentes et peuvent
apparaitre apres 1 mois d’implantation et le temps médian est quant a lui estimé a 225 jours

post-implantation, mais elles ne sont pas nécessairement |étales?%8,
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Voici quelques-unes des conséquences possibles :

1.

5.

Infection locale : L'infection peut commencer au niveau du site d'implantation du
cable du LVAD, généralement situé dans la région abdominale ou thoracique. Cela
peut entrainer une inflammation, une rougeur, une douleur et une suppuration au

niveau du site d'incision.

Infection systémique : Si l'infection locale n'est pas controlée, elle peut se propager a
d'autres parties du corps, entrainant une infection systémique grave. Cela peut
entrainer des fievres, des frissons, une augmentation du rythme cardiaque et des

symptomes généraux de septicémie.

Mauvais fonctionnement du LVAD : L'infection peut endommager le cable du LVAD
ou d'autres composants du dispositif, entrainant un mauvais fonctionnement de
I'appareil. Cela peut entrainer une diminution de la circulation sanguine assistée par
le LVAD, aggravant l'insuffisance cardiaque sous-jacente et mettant la vie du patient

en danger.

Formation d'abceés : L'infection peut entrainer la formation d'abces autour du cable

du LVAD, ce qui peut causer des complications supplémentaires.

Thrombose ou embolie : L'infection peut augmenter le risque de formation de
caillots (thrombose) autour du cable du LVAD, ce qui peut bloquer le flux sanguin ou

entrainer une embolie si les caillots se détachent.

La bactérie la plus commune responsable de ces infections est Staphylococcus aureus, plus

communément appelé staphylocoque. Cette bactérie peut provoquer toutes sortes

d’infections, allant des infections cutanées mineures, telles que les furoncles, jusqu'a des

infections plus graves, comme la pneumonie, I'endocardite, ou la septicémie. La deuxieme

bactérie la plus commune, Pseudomonas aeruginosa?®®, peut causer une variété d'infections,

notamment les infections des voies urinaires, les pneumonies (notamment chez les

personnes sous ventilateurs), les infections des plaies (notamment chez les personnes

brilées) et les infections du sang. Dans le cas de patients implantés avec un VAD, dés que

I'infection du cable d’alimentation est déclarée, ces derniers sont traités avec des
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antibiotiques a large spectre, a cause du peu de données a ce sujet?®. Un traitement par
voie oral est alors entamé, par exemple avec de la doxycycline ou de la ciprofloxacine tout en
traitant la plaie et en immobilisant le cable d’alimentation pendant 4 jours. Mais avant
d’entamer ce traitement empirique, il est nécessaire d’effectuer des cultures avec des

prélevements des tissus proches du cable et du sang.

En cas d’'une infection prolongée et commencant a se propager, il est nécessaire de
réhospitaliser le patient et d’initier un traitement par intraveineuse avec d’autres
antibiotiques a large spectre comme ceux déja cités, ou encore la vancomycine, le tazobac
ou encore la rifampicine mais il est également difficile de choisir un traitement en particulier
a cause encore une fois d’'un manque de données sur les infections de LVAD et se fait par
intermittence en faisant varier les antibiotiques. La Rifampicine pourrait étre efficace de par
sa capacité a pénétrer et détruire les biofilms bactériens et peut étre utilisé en complément

270 comme la ciprofloxacine déja mentionnée pendant 14 jours.

avec d’autres antibiotique
Néanmoins rifampicine est également connue pour interagir avec la warfarine et altérer la
stabilité de I'INR. Le clinicien doit donc faire un choix entre le traitement antibiotique
pouvant altérer la coagulation du patient, ou bien ne pas utiliser ce traitement, en sachant
que les infections sont des facteurs de risque de saignements gastro-intestinaux. Dans le cas
d’une complication prolongée de l'infection, le patient peut avoir a subir une intervention
chirurgicale pour drainer les abcés durant la chirurgie, la plaie laissant passer le cable
d’alimentation est débridée et nettoyé pour retirer les tissus infecté et une relocalisation du
passage du cable d’alimentation peut étre également faites pour laisser permettre le soin sur
les tissus infecté et la cicatrisation de la plaie. A la suite de ce traitement, si le cable
d’alimentation est relocalisé, un centre ajoute un autre traitement pour retirer I'infection sur
la plaie ouverte laissant auparavant passer le cable d’alimentation, le traitement des plaies
par pression négatives (NPWT), qui consiste a aspirer a travers la plaie, I'élément infectieux
(biofilms). Cette méthode est appliquée dans les infection récurrentes qui n‘ont pas encore
atteinte le dispositif’!. Le temps médian de la procédure est de 9 jours (entre 5 et 16
jours)?’t. Ce traitement dans la série de case report de Cikirikcioglu et al. montre une
efficacité de 100% car 5 des patients traités par cette méthode ont pu étre transplanté sans

récurrence d’infection. Mais cette méthode reste a étre mise a I'épreuve car le groupe de
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patient traité est trop petit et il n’y avait aucune comparaison avec un groupe controle, donc

ces résultats sont a relativiser.

Dans un case report plus récent de fin 2022 de I'équipe de Pischel et al?’?, un patient de
57 ans implanté avec le LVAD HM3 s’est présenté avec une infection du cable d’alimentation.
Ce n’était pas la premiére infection que le patient subissait. Malgré les traitements
antibiotiques, l'infection de Proteus Mirabilis et Staphylococcus Aureus persistaient. Le
patient a recu un traitement chirurgical pour retirer les tissus infectés et I'équipe de Pischel
et al. décide d’utiliser une proche moins conventionnelle en utilisant des batériophages pour
traiter I'infection du cdble. En effet, aprés avoir fait des tests in vitro, le bactériophage avait
un effet sur Proteus Mirabilis mais pas sur Staphylococcus. 20mL de bactériophages SniPha
360 (un cocktail de bactériphage lytique, SniPha 360, Sanubiom GmbH, Fritzens, Austria,
Phage 24.com), efficace contre Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Streptococcus pyogenes, Proteus vulgaris et Proteus mirabilis. Cette solution a
été appliqué sous forme de gel le long du cable d’alimentation apres le débridement des
tissus infectés. Le traitement bactériophage a été renouvelé et les traitements antibiotiques
ont repris par voie orale avec le cotrimoxazole (aussi bien efficace contre Proteus Mirabilis et
Staphylococcus Aureus. Le patient est resté hospitalisé 20 jours avant de retourner chez lui.
Le patient est réadmis 2 mois plus tard, les cultures ne montrent la présence que de
Staphylococcus Aureus, sans trace de Proteus. Bien que ces résultats soient concluants, ils ne
montrent malheureusement pas l'efficacité du co-traitement bactériophage et antibiotique,
mais cela reste une possible voie d’exploration pour de futurs traitements, nécessitant plus

d’essais et plus une comparaison avec un groupe contréle.
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Objectifs de travail de la these

Lobjectif de cette Thése de Doctorat est d’approfondir notre compréhension des
mécanismes permettant d’atteindre une hémocompatibilité du cceur artificiel total Aeson de
Carmat et de la caractériser. 'hémocompatibilité est une des priorités les plus importantes a
développer sur les dispositifs médicaux car elle permet de maintenir un équilibre
hémostatique au contact du dispositif et une préservation des cellules circulantes.
Néanmoins la conception de tels dispositifs médicaux assurant des fonctions biologiques
primordiales comme la pompe cardiaque n’est pas chose aisée et nécessite une approche
pluridisciplinaire car les caractéristiques biochimique et physique des matériaux utilisés,
I'approche médicale de la procédure chirurgicale pour implanter le dispositif, couplé a
I’'hémodynamisme de la pompe de la prothése doivent tous étre pris en compte au moment

de la conception d’une telle prothese.

Dans le cadre de cette theése, je me suis tout d’abord intéressé particulierement a une
protéine de I'"hémostase : le facteur von Willebrand. Elle joue un role prépondérant dans
I’'hémostase pour sa capacité a lier et a activer les plaquettes. Une des premieres étapes de
cette thése a été de mettre au point une méthode permettant d’analyser la répartition des
multiméres du facteur Willebrand circulant a partir d’un échantillon plasmatique. Grace a
cette technique, il était est possible d’analyser les multiméres du Willebrand ce qui nous
renseigne sur 'état de cette protéine. Dans un second temps, nous avons évaluer le degré de
multimérisation du facteur Willerbrand aprés implantation d’A-TAH dans I'étude de phase

pivot.

Je me suis ensuite intéressé sur I'aspect inflammatoire et son potentiel développement au
décours de I'implantation avec le coeur artificiel total Aeson toujours durant I'étude de phase
pivot. En effet ce point traitera I'évolution des protéines inflammatoires et des populations

immunitaires apres implantation des patients avec le dispositif Aeson.
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Résultats
3.1. Evaluation d’un test semi-automatisé de quantification des

multimeres du facteur von Willebrand. Evaluation of a semi-

automated test for quantification of von Willebrand

multimers.
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Evaluation d’un test semi-automatisé de quantification des multiméres du facteur von

Willebrand.

Evaluation of a semi-automated test for quantification of von Willebrand multimers.
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Résumé (max 250 mots):

Contexte : L'évaluation de la structure des multimeres du facteur de von Willebrand (VWF) par une
analyse de ses multiméres offre des informations précieuses pour le typage de la maladie de
Willebrand (VWD), en particulier les formes acquises aprés implantation d’une assistance
circulatoire. Notre étude a pour objectif d’évaluer le dosage semi-automatique des multiméres du
VWEF avec 'analyseur Sebia Hydrasys.

Méthodes : Nous avons réalisé une analyse rétrospective sur une collection d'échantillons de plasma
de patients diagnostiqués a 1'aide des panels de routine de référence. Notre analyse s'est concentrée
sur I'évaluation de la quantification des multimeéres de VWF de haut poids moléculaire, de poids
intermédiaire, et de faible poids. La migration électrophorétique a été réalisée avec le Hydrasys 2
scan et I’interprétation par analyse densitométrique a l'aide du logiciel Phoresis a I’Hopital européen
Georges Pompidou.

Résultats : L’Hydrasis scan 2 reproduit avec succes tous les profils de multimeres attendus en
fonction du type de VWD. L'analyse a clairement démontré que chez les patients avec assistance
circulatoire, les niveaux élevés de VWF plasmatique rendent la migration non discriminante avec la
méthodologie proposée par le fabricant. Ainsi, la dilution des échantillons de plasma, en tenant
compte de la concentration plasmatique de VWF, ajustée a un taux antigénique de 100 %, permet
d'améliorer la précision du gel. Nous proposons également d’utiliser un témoin standardisé le plasma
Cryocheck™ et avons établi des valeurs de référence.

Conclusion : Dans l'ensemble, ce systeme d'analyse des multiméres de VWF semi-automatise,

standardisé et optimisé permet de révéler efficacement le profil multimérique du VWF.

Mots clefs : facteur von Willebrand, multimeéres de facteur von Willebrand, électrophorese,
assistance circulatoire mécanique, syndrome de Willebrand acquis



Abstract:

Background: Assessing the structure of von Willebrand factor (VWF) multimers through multimer
analysis offers valuable insights for subtyping VWF disease (VWD), in particular in acquired von
Willebrand syndrome due to mechanical circulatory support. This study aims to evaluate the Sebia
Hydrasys Hydragel semi-automated VWF multimer assay.

Methods: We retrospectively analyzed a collection of patient samples diagnosed using a reference
assay test panel. Our analysis focused on evaluating von Willebrand factor (VWF) multimers of high
molecular weight multimers, intermediate molecular weight multimers (IMWM) and low molecular
weight multimers (LMWM). Electrophoretic migration was performed with Hydrasys 2 scan and
assessment was carried out through densitometric scanning using Phoresis software.

Results: Our study successfully reproduced all expected multimer patterns based on the VWD type
previously determined. Analysis clearly demonstrated that heart failure patients with mechanical
circulatory support had high plasma VWF levels making the migration not discriminant with the
methodology proposed by fabricant. Thus, diluting the plasma samples to a level of 100%, taking into
account the plasmatic concentration of the VWF, allowed improving the accuracy of the test. We also
propose as a standardized healthy control the Cryocheck™ plasma along with reference values.

Conclusion: All in all, this standardized semi-automated multimer analysis system effectively reveals
VWF multimer profile. Adaptation and reproducibility analysis of this test realized in the present
study will allow its use as an additional valuable laboratory tool for improving the diagnosis of VWD.

Keywords: Von Willebrand Factor, von Willebrand factor multimers, electrophoresis, Mechanical
Circulatory Device, Acquired Von Willebrand Syndrome.



Introduction

La maladie de Willebrand (VWD) est la pathologie hémorragique héréditaire la plus fréquente, avec
une incidence rapportée de 0,001% a 0,01% dans la population mondiale [1]. Cette pathologie est liée
a un déficit en facteur von Willebrand (VWF), glycoprotéine possédant un role majeur dans
I’hémostase primaire et dans la coagulation. Le VWF est synthétisé sous forme multimérique par les
cellules endothéliales et les mégacaryocytes dans la moelle. Le VWF est ensuite stocké dans les corps
de Weibel-Palade des cellules endothéliales et dans les granules o des mégacaryocytes et des
plaquettes en attente d’étre sécrété, respectivement, dans la matrice sous-endothéliale et dans le
plasma [1]. Ces multiméres peuvent atteindre 20000 Kilo-Dalton (kDA) et leur taille influence leur
capacité de liaison aux plaquettes activées via leur domaine C1 et le domaine A1 dans le cas de VWF
li¢ au sous-endothélium. Un autre role du VWF circulant est sont interaction avec le facteur VIII

(FVIII) qui est indispensable pour assurer la stabilité¢ de ce dernier.

Il existe des formes acquises de VWD [2, 3] dites syndrome de Willebrand acquis (AVWS). Ces
AVWS sont des troubles hémorragiques rares. Les manifestations cliniques et biologiques peuvent
étre similaire a certaines forme de VWD type 2 qualitatives [3]. Ce syndrome peut apparaitre dans le
cas d’une maladie auto-immune, dans le cas d’hémopathies ou de cancers solides. Il apparait aussi au
cours de certains traitements médicamenteux. Les AVWS sont des maladies rares mais de prévalence
probablement sous-estimée actuellement. Au cours des dernieres années, de nombreux AVWS ont
été décrits dans les maladies cardiovasculaires lors de 1’altération des forces de cisaillements du sang,
notamment lors de sténose aortique ou chez des patients implantés avec une assistance mécanique du
ventricule gauche a flux continue [3] ou une ECMO (extracorporeal membrane oxygenation). Ces
pathologies cardiovasculaires ou ces systeémes d’assistances circulatoires associés a des forces de
cisaillement élevées entrainent des modifications du profil multimérique du VWF qui ont été proposés
comme des outils biologiques pour évaluer les anomalies du flux sanguin et surtout le risque

hémorragique. En effet, ces AVWS entrainent une diminution des multimeéres les plus actifs du VWF,



ceux de haut et trés haut poids moléculaire, qui peuvent €tre a 1’origine de saignements. Devant le
nombre croissant d’implantation de dispositifs d’assistance circulatoire, la quantification des
multimeres de VWF, notamment ceux de haut poids moléculaire, pourrait se révéler extrémement
utile dans les centres suivant ces patients cardiovasculaires. Une technique semi-automatisée a été
récemment commercialisée par la sociét¢ Sébia (HYDRAGEL 5/11 VON WILLEBRAND
MULTIMERS) et pourrait permettre d’analyser et rendre en routine clinique les profils de multiméres

du VWF dans un temps acceptable pour son utilisation clinique.

Ainsi, I’objectif de ce travail est d’évaluer les performances de cette nouvelle technique et son intérét

pratique pour I’analyse des multimeres de VWF dans les situations cardiovasculaires.



Matériels et méthodes
Etude des multiméres de VWF

Les multiméres de VWF ont été analysé avec 1’Hydrasys 2 scan (PN1200, Sébia, Lisses, France)
selon la méthode préconisée par le fournisseur et précédemment publiée. Il s’agit d’un instrument
programmable d’analyse de gel d’agarose. Il permet une migration par électrophorése semi-
automatisée, une immunofixation, une révélation directement sur le gel et une densitométrie.
L’analyse a été réalisée a 1’aide de Hydragel 11 von Willebrand Multimers kit (PN4360, Sébia) : il
s’agit d’un kit contenant dix gels d’agarose 2% préts a I’emploi contant chacun 11 puits, ces derniers
sont des gels de faible résolution et ne permettent pas de différencier plusieurs éléments : (1) ils ne
permettent pas de différencier les multiméres de trés haut poids moléculaire de ceux de haut poids
moléculaire ; (2) ils ne permettent pas d’observer les bandes satellites des multimeres du VWF, qui
proviennent de la protéolyse de VWF, générant des bandes satellites de quelques dalton de différences
avec la bande centrale. Les échantillons de plasmas de VWD constitutionnelles testés ont été dilués
tout d’abord selon les recommandations du fournisseur, a savoir 1/6°™ pour les plasmas ayant un
taux de VWF antigéne (VWF:Ag) inférieur a 150%, 1/20°™ pour les plasmas a taux de VWF
supérieur ou égal a 150%. Une dilution permettant de ramener le taux antigénique de VWF (VWF:Ag)
a 100% a été ensuite évaluée. Les plasmas dilués ont été placés au bain marie pendant 20 minutes a
45°C, puis ramenés a température ambiante pendant que le gel est fixé sur le plateau de migration de
I’Hydrasis 2 scan pendant 5 minutes avec les méches de tampons salins accrochées au chariot. SuLL
de plasma dilué sont ensuite déposés sur les puits du gel et mis a migrer pendant 100 minutes environ.
La révélation s’effectue avec le 11 von Willebrand Multimers Visualisation kit. Il contient une
solution de dilution antisérum, une solution d’anticorps anti-VWF, une solution d’anticorps anti-IgG-
péroxydase, un solvant TTF1/TTF2, et deux flacons de TTF1 et 2 flacons de TTF2. Une incubation
d’une heure avec I’antisérum anticorps anti-VWF est réalisée puis le gel est lavé avant incubation

avec I’anticorps secondaire anti-IgG couplé a la péroxydase pendant 30 minutes. Enfin la solution de



révélation avec du TTF est déposée sur le gel pendant 10 minutes. Le gel est ensuite mis a sécher puis
a laver avant d’étre lu et interprété par densitométrie avec le logiciel. Notre analyse s'est concentrée
sur I'évaluation de la quantification des multiméres de VWF de haut poids moléculaire (HMWM), de

poids intermédiaire (IMWM), et de faible poids (LMWM) et les comparant avec le contrdle en faisant

Multimeres VWF patient

le rapport

Mutimeéres VWF control

Plasmas testés

Les échantillons de plasma utilisés dans cette étude ont été obtenus par double centrifugation de
prélevements sanguins prélevés sur tubes citratés, de patients atteints de VWD bien caractérisé et
provenant du laboratoire d’hématologie de I’hdpital Lariboisiere (AP-HP, Paris, France) et de
donneurs sains (pool de plasmas, HEGP, EFS convention CPSL UNT N 12/EFS/064, Paris, France).
Le pool de plasmas a été obtenu a partir de 30 volontaires sains, 4gés entre 25 et 45 ans composé de
66% de femmes en 200X ?. Les critéres d’exclusion étaient : ’absence de syndrome grippal, de
maladie infectieuse ou inflammatoire chronique, la prise d’un traitement hormonal (contraceptif
oestroprogestatif) ou d’anti inflammatoire non stéroidiens. Le groupe sanguin du patient n’était pas
un critére d’exclusion. Etaient exclus les plasmas de volontaires sains pour lesquels un dosage de
VWF:Ag (STA-LIATEST VWF:Ag, ref 00518 et automate STAR évolution, Stago, Asniéres-sur-
Seine, France) était supérieur a 140% dans le but d’obtenir un pool de plasma avec un taux de
VWF:Ag aux alentours de 100%. Les plasmas retenus ont ensuite été poolés et le VWF: Ag a été
dosé, obtenant le taux de 111% d’VWEF:Ag. Le plasma obtenu a été aliquoté en fractions de 100uL

et conservé dans un congélateur a < -70°C, et a servi de contrdle interne pour cette étude.

Les plasmas lyophilisés sont des plasmas de contrdle de qualité normal (CQN) et pathologique (CQP)

commercialisés par HYPHEN Biomed (Neuville sur Oise, France).

Les plasmas congelés standards sont des plasmas Cryocheck™ commercialisés par Cryopep (CCN-

10, Montpellier, France). Les patients implantés avec une assistance ventriculaire gauche ont été



explorés dans le cadre d’un bilan d’hémostase pour exploration d’un syndrome hémorragique ou

d’une anémie survenant pendant implantation.

Analyses des performances.

Afin de standardiser la technique, plusieurs analyses de répétabilité et de reproductibilité de
multimeéres VWF avec le pool de plasma et les plasmas tests congelés ont été réalisées. Pour le pool
de plasma des tests de répétabilité et de reproductibilité ont été réalisés en faisant varier les lots de
gels, de réactifs et les opérateurs. De méme pour les plasmas testés, ces tests de performances ont
aussi été réalisés afin d’établir des écart types (ET), coefficients de variation (CV) et seuil
d’acceptabilité. Nous avons ensuite effectué¢ des analyses statistiques Mann et Whitney ou nous

considérions la valeur P comme statistiquement significative pour p<0,05.



Résultats

Validation de la méthode dans la maladie de Willebrand constitutionnelle

L’efficacité du gel a discriminer les différents types et sous type de VWD constitutionnelle a été
¢valuée (Tableau 1 et Figure 1). La migration a tout d’abord été faite selon la dilution recommandée
par le fournisseur, ¢’est-a-dire une dilution au 1/6. Nous avons fait migrer sur les différentes pistes
respectivement un patient atteint de VWD de type 1, un patient VWD de type 1 dit Clairance de
Vincenza, un patient VWD de type 2A, un patient VWD de type 2A (IIE), un patient VWD de type
2B, un patient de VWD type 2M, un patient de type VWD 2M/2A like, un patient de VWD type 2N,
un patient atteint VWD de type 3 et enfin un patient avec AVWS. Pour les VWD de type 1 lies a un
défaut de syntheése/sécrétion de VWF, nous retrouvons bien une diminution de la concentration de
VWEF dans le plasma. Son profil de migration observé en densitométrie reste similaire a notre controle
sain (HMWM : 37,4%, ratio HMWM patient/contrdle 1,22). L’analyse du profil de migration des
VWEF de type 1 clairance de Vincenza sur la piste 2 n’est pas interprétable en 1’état, sa faible densité
optique rend 1’analyse impossible du fait de la faible concentration de VWF plasmatique (< 15%).
Sur la piste 3, le plasma correspond a un patient VWD de type 2A, on observe chez ce patient une
perte des VWF de IMWM et de HMWM de VWF (Tableau 1, ratio IMWM : 0,26 ; ratio HMWM :
0,23) comme attendu, ce sous-type ayant une perte de multimeres a cause d’un défaut d’assemblage.
La piste 4 correspond a un patient VWD de type 2A (IIE), qui se caractérise par la perte de bandes
satellites des multiméres de VWF. Le profil densitométrique ne révele pas de perte des multimeres
par rapport a notre contréle (LMWM ratio : 1,23 ; IMWM ratio : 0,92 ; HMWM ratio : 0,82). Ainsi
le gel d’agarose ne permet pas d’observer les bandes microsatellites des multiméres de VWF. Sur la
piste 5, le plasma correspond a un patient VWD de type 2B caractérisé par une perte prononcée des

HMWM qui est observable sur le profil densitométrique (ratio HMWM : 0,12) mais aussi des



multiméres VWF IMWM (IMWM ratio : 0,60). Sur la piste 6, le plasma correspond a un patient
VWD de type 2M, il peut avoir une perte des VWF de HMWM comme dans le cas présent¢ (HMWM
ratio : 0,66), en revanche, ce sous-type se caractérise par son incapacité a lier le domaine GPIb des
plaquettes. Sur la piste 7, le plasma correspond a un patient VWD de type 2M-2A like, avec une perte
de fonction du VWF, ici les VWF HMWM sont faiblement diminués (ratio HMWM 0,71). Sur la
piste 8, le plasma correspond a un patient VWD de type 2N qui se caractérise par la perte de liaison
au facteur FVIII tout en conservant sa capacité a lier les plaquettes, son profil densitométrique est
similaire au pool controle. Sur la piste 9, le plasma correspond a un patient VWD de type 3 et comme
attendu son profil densitométrique ne permet pas d’interpréter son profil en raison du taux trés bas de
VWEF:Ag. Sur la piste 10, le plasma correspond a un patient VWD avec un AVWS qui présente une

perte totale de VWF et de leur fonction.

Validation de la méthode avec des taux de VWF élevés.

Les patients sous assistance circulatoire mécanique HeartMate (HM-II ou -1II) présentent souvent des
taux élevés de VWF:Ag associés a une perte de HMWM. Nous avons donc choisi ces patients pour
mettre au point la technologie en cas de recherche de AVWS malgré des taux de VWF:Ag élevés. En
cas de prélevement avec un taux de VWF:Ag élevé (>150%), le fournisseur propose une dilution au
1/20%™¢, Toutefois, la réalisation du test suivant ces recommandations entraine des profils
difficilement interprétables et reproductibles (Figure 2A). Ainsi nous avons choisi de réaliser un
dépot ajusté a un taux de VWF:Ag a 100% comme précédemment décrit dans la littérature [4]. La
figure 2A montre un gel avec les 3 dilutions différentes pour un plasma de patient avec un taux élevé
de VWF (VWF:Ag = 555%), [5, 6] . Dans les pistes 1-3 le plasma est dilué au 1/6°™, au 1/20%™°
pour les pistes 4-6 ont leur plasma dilué¢ et ramené a 100% pour les pistes 7-10. Pour des plasmas

avec un taux de VWF:Ag ¢élevé au-dessus de 150%, nous choisirons donc de rester sur des dépots de
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plasma avec un ajustement du taux de VWF:Ag ajusté a 100%. Sur la figure 2B, les plasmas utilisés
sont issus de patients implantés avec une assistance circulatoire de type HM-II qui ont été dilués de
sorte a ajuster le taux de VWF : Ag a 100%. Comme cité dans la littérature [2, 3], nous retrouvons
bien une diminution significative des HMWM chez les patients implantés avec un HMII par rapport
a un pool de plasma normal (Figure 2C) mais ¢galement une augmentation significative des LMWM
chez ces patients implantés avec un HM-II. Les résultats présentés sur la figure 2C correspondent a
33 échantillons de plasma de patients implantés avec HM-II et 206 échantillons du pool de plasma

normal.

Test de répétabilité, reproductibilit¢é du pool de plasma et recherche d’un controle sain

standardisé pour exploration des patients sous assistances circulatoires

La répétabilité et I’évaluation de la variabilité intra-gel et inter-gel pour le pool de plasma « maison »
sont présentées dans le Tableau 2. Les répétabilités ont été réalisées sur deux lots de gels différents.
Les CV obtenus, inférieurs a 10 % pour les différents poids moléculaires de multimeres de VWEF,
(LMWM lot 1: 7,88 %, lot 2 : 9,10 % ; IMWM lot 1 : 6,48 %, lot 2 : 6,87 % ; HMWM lot 1 : 9,23
%, lot 2 : 9,31 %), correspondant a une homogénéité de la distribution des valeurs obtenues par cette
analyse. Nous avons ensuite testé la reproductibilité des gels en passant sur différents lots de gel, une
a plusieurs fois notre pool de plasma (n=206). Nous obtenons des valeurs normalisées suivantes pour
le pool: LMWM : 37,94+3,64%, IMWM : 34,76£2,45%, HMWM : 27,42+3,03%. Nous avons
également calculé le pourcentage de biais des différents opérateurs par rapport au référent (Tableau
3). Nous pouvons observer que I’opérateur 1 a en moyenne un biais de 11,1% pour les VWF LMWM
par rapport a la moyenne du référent. Pour les autres catégories de taille de VWF, tous les opérateurs
ont un biais par rapport au référent inférieur a 10%. Ces résultats ont permis d’établir le pool de

plasma comme un controle fiable pour la mise au point de la technique, néanmoins pour atteindre le
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niveau requis pour 1’accréditation d’un test, nous avons besoin d’un plasma standardisé. Ainsi, dans
1’objectif d’accréditation de la technique (délivrée par le Comité francais d’accréditation (COFRAC)
et reposant sur des normes européennes harmonisées NF EN ISO 15189 pour les laboratoires de
biologie médicale, des plasmas lyophilisés et des plasmas congelés standards ont été¢ comparés a notre
pool de plasma maison. Nous avons compar¢ différents contrdles standardisés utilisés en laboratoire
(Figure 3). Nous observons des valeurs plus faibles pour les plasmas lyophilisés reconstitués (CQN :
HMWM 19,2+0,85 ; CQP : HMWM 23,3+0,42) avec les VWF HMWM du plasma CQN inférieur au
plasma au VWF HMWM du plasma CQP (Tableau 4). Nous avons également réalis¢ des tests de
répétabilité et de reproductibilité avec le plasma congelé Cryocheck™ (Tableau 5). Ces tests ont a
¢té fait sur plusieurs lots de gel Sébia. Les CV des pistes correspondant aux différents poids
moléculaires de VWF et sont inférieurs a 15%, et ce quel que soit I’opérateur ou le lot utilisé. Le test
de reproductibilité montre des CV inférieurs a 15% : LMWM 8.4 % ; IMWM 5,9 % ; HMWM 12,0
%. Ces résultats sont comparables a ceux obtenus pour le pool de plasma maison (Tableau 2). Les
valeurs normalisées pour le pool de plasma Cryocheck™ sont obtenues par la moyenne + 3 ET, a
savoir LMWM 40,0£10,1 ; IMWM 35,246,2 ; HMWM 24,848,9. Le Tableau 6 montre le
pourcentage de biais entre trois opérateurs : le référent de la technique ainsi que 2 opérateurs. Pour
les LMWM, par rapport au référent, on observe une différence de 11,1 % pour 'opérateur 2 et de 3,1
% pour l'opérateur 1. Pour IMWM, les pourcentages de différence par rapport au référent sont de 9,4
% pour l'opérateur 1 et de 4,5 % pour l'opérateur 2. En ce qui concerne HMWM, les pourcentages de

différence par rapport au référent sont de 1,6 % pour l'opérateur 1 et de 1,6 % pour 'opérateur 2.
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Discussion

L’évaluation des multimeres de VWF peut étre utile dans les VWD constitutionnelles principalement
pour différencier la VWD de type 2A et 2B de la VWD de type 2M (ou de type 1), car la classification
correcte entraine des prises en charge thérapeutiques différentes. Malheureusement, jusqu'a présent,
l'analyse des multimeres de VWF n’est été réalisé que par un nombre limité de laboratoires experts
ou de référence en raison de la complexité et la durée de la technique d’analyse, de sa nature
laborieuse, ainsi que de l'absence de normalisation. Les principales méthodes utilisées en clinique
pour la visualisation des multimeres de VWF restent des méthodes d'électrophorese généralement sur
des gels d'agarose avec différentes options pour la visualisation immunologique des multiméres
(méthodes radioactives notamment). Les techniques radioactives sont de moins en moins utilisées car
nécessitent un équipement complexe, mais les méthodes non radioactives conventionnelles manquent
de sensibilité et de résolution optimale, ce qui peut conduire a des erreurs diagnostiques. De plus, un
autre inconvénient des méthodes d'électrophoreése développées en interne est la difficulté a réaliser
une analyse réellement quantitative des multimeres de VWF. Ainsi, la classification actuelle de la
VWD ne tient pas compte de la quantité de perte des multimeres de poids moléculaire élevé (HMWM)
[7]. La méthode Sebia fournit des résultats quantitatifs des multimeres de VWF et permet, si
nécessaire, de diviser les courbes en sous-ensembles de multimeres. Les laboratoires peuvent €tre en
mesure d'établir des intervalles de référence normaux pour différentes tailles de multimeres (LMWM,
IMWM et HMWM) et de quantifier le pourcentage de perte. Les performances quantitatives du test
des multimeres de VWF de Sebia (intervalles de référence, limites de décision clinique) n’ont fait
I’objet que de trés peu d’études et aucune valeur normale utilisable en clinique n’est a ce jour mise

en place.

Ainsi, nous avons voulu valider cette méthode dans notre laboratoire d’hémostase afin de pouvoir le

proposer en analyse de routine notamment dans le cadre des AVWS apres implantation d’assistances
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circulatoires ventriculaire gauche. La dilution recommandée par le fournisseur est suffisante pour les
cas de patients atteints de VWD constitutionnelle avec des taux de VWF :Ag inférieurs a 150%, mais
lorsque ces derniers ont des taux de VWF:Ag supérieurs, il devient nécessaire de diluer leur plasma
en ramenant le taux de VWF:Ag a 100% plut6t que de diluer au 1/20 comme indiqué par le fournisseur
pour obtenir des résultats précis sans risque de générer des pistes avec des bandes trop épaisses qui
pourraient se superposer et lisser leur courbe d’intégration, ce qui nuit a I’analyse et a I’interprétation
des résultats. Ainsi, pour les taux inférieurs a 100%, nous avons choisi de garder la dilution au 1/6*™
et avons standardisé le dépot a une normalisation a 100% de VWF:Ag pour les taux de VWF

supérieurs a 100%.

Au niveau des controles internes utilisés, nous avons testés un pool de plasma de volontaires sains dit
« maison » ainsi que des plasmas du commerce : un pool de plasma congelé¢ Cryocheck™ fourni par
la société Cryopep ainsi que des plasmas lyophilisés utilisés (CQN et CQP) en routine clinique. Nous
avons rapidement abandonné I’utilisation des plasmas lyophilisés car les taux de multimeres quel que
soit leurs poids moléculaires sont significativement diminués par rapports aux pools de plasma dit «
maison » ou au plasma congelé Cryocheck™. La répétabilité de ces deux types de plasma a montré
des CV tres faibles, inférieurs a 15%, en particulier pour les CV des LMWM et des HMWM, qui
présentent une forte dispersion de leur pourcentage avec des ET plus élevés que les IMWM,

conduisant a des CV plus bas.

Enfin, en combinant toutes les analyses faites dans le test inter gel, en changeant les opérateurs, ceux
qui se forment a la technique en étant supervisés et d’autres capables de la réaliser sans supervision,
nous obtenons des CV également inférieurs a 15%, en se comparant avec 1’équipe de Pikta et al [5,
8] nous observons les mémes tendances que ces derniers, un CV plus fort pour les LMWM et les
HMWM : 16,6% pour les LMWM, 6,2% pour les IMWM, et 8,1% pour les HMWM dans 1’équipe

de Pikta, et notre équipe : 9,61 % pour les LMWM ; 7,05 % pour les IMWM et 11,05 % pour les
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HMWM. Les CV pour le plasma congelé Cryocheck™ dans le test de reproductibilité intergel ont la
méme tendance de ceux du pool de plasma maison a savoir : 8,4% pour les LMWM ; 5,2% pour les
IMWM ; 12,0 % pour les HMWM. Cela nous conforte pour le futur remplacement de ce pool de
plasma par le plasma Cryocheck™ en tant que plasma contrdle sain, dans 1’optique de 1’accréditation

de la méthode.

La rapidité d’analyse, les gels et les profils obtenus avec les gels Sébia permettent d’obtenir des
résultats conformes a ceux obtenus par la méthode historique [6]. Cependant il y a des limites a la
généralisation de cette technique dans les laboratoires d’hémostase. La premiére est technique : cette
technologie semi-automatisée ne permet malheureusement pas la visualisation des multimeres de trés
haut poids moléculaire de VWF : au-dessus de 10 mers tous les multiméres sont considérés de haut
poids moléculaire sans distinction. En effet, la résolution ne permet pas de différencier les multiméres
de trés hauts poids moléculaires des haut poids moléculaires, ce qui nous force a regrouper ces deux
groupes en une seule catégorie, les HMWM. De plus cette résolution empéche également
I’observation des bandes satellites des bandes des multimeres de VWF, obtenus par 1’action de la
métalloprotéinase ADAMTS13 (a disintegrin and metalloprotease with thrombospondin type 1
repeats, member 13), empéchant alors d’observer ’activité de la protéinase, empéchant cde ce fait de
diagnostiquer d’une part les Willebrand de type 2A (IIE), mais aussi une autre maladie li¢ au déficit
fonctionnel de cette métalloprotéinase, le purpura thrombotique thrombocytopénique (PTT). La
détection des multimeres de VWF est aussi compliquée pour les patients ayant un taux inférieur a
15% de VWEF: Ag quel que soit la dilution utilisée. La seconde limite est de savoir si I’évaluation et
la quantification des multiméres de VWF est nécessaire dans le panel de tests de VWD. En effet, les
ratio d’activité cofacteur de la ristocétine (VWF:RCo) ou activité collagene binding (VWF:CB) sur
le VWF:Ag peuvent étre utilisés comme marqueurs substituts pour la perte des HMWM [9]. Nous
avons récemment montré que VWEF:CB ¢était tres fortement liée aux niveaux des HMWM chez des

patients atteints de la COVID-19 [10]. Le VWF:CB ¢étant tres simple d’utilisation notamment sur
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certains automates récents (AcuStar instrument; Werfen/Instrumentation Laboratory,
Barcelone)[11], nous devrons définir quel test est le plus pratique et utilisable pour I’évaluation des
multimeres de VWF en routine clinique. Cette activité du VWF de liaison au collagéne est régulée
par plusieurs facteurs, notamment la concentration plasmatique du VWF lui-méme, ainsi que celle

d’ADAMTSI13, qui clive les multiméres de VWF de haut poids moléculaire.

En conclusion, le test commercial d'analyse des multiméres du VWF (Hydragel von Willebrand
Multimers ; Sébia,) est une excellente alternative aux tests traditionnels réalisés, en particulier pour
la détection des syndromes de Willebrand acquis des patients cardiovasculaires ayant des taux trés
¢levés d’antigéne Willebrand. La méthode Sébia, bien que fastidieuse, permet d’obtenir des résultats
en une journée par un opérateur. La technique est plus facile a réaliser que la méthode historique et
pourrait &tre mise en ceuvre dans n'importe quel laboratoire de biologie clinique pour 1'évaluation des

maladies de Willebrand. Notre étude permet d’envisager I’accréditation d’un tel paramétre.
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Tableau 1 : Résultats des gels d’analvses de différents patients diagnostiqués avec une maladie

de von Willebrand

VWD : Maladie de Willebrand (Von Willebrand Disease) ; VWF:Ag : Von Willebrand antigéne

LMWM : multiméres de bas poids moléculaires ; IMWM : multiméres de Poids moléculaires

intermédiaires ; HMWM : multimeéres de Haut poids moléculaire ; AVWS : Syndrome von

Willebrand acquis
Type de VWD VWE: Ag LMWM LMWM IMWM IMWM HMWM HMWM
(%) (%) RATIO (%) RATIO (%) RATIO
Type 1 sécrétion/synthése 36 28,6 0,84 34,0 0,97 37,4 1,22
Type 1 clairance de 11 0,0 0,00 0,0 0,00 0,0 0,00
Vincenza
Type 2A (I1A) 34 83,5 2,45 93 0,26 72 0,23
Type 2A (IIE) 42 41,9 1,23 32,3 0,92 25,8 0,84
Type 2B 58 75,2 2,21 21,1 0,60 3,7 0,12
Type 2M 64 58,0 1,70 21,7 0,62 20,3 0,66
Type 2M/2A like 22 46,1 1,35 32,1 0,91 21,8 0,71
Type 2N/3 49 32,1 0,94 30,7 0,87 37,2 1,21
Type 3 <5 0,0 0,00 0,0 0,00 0,0 0,00
AVWS 11 0,0 0,00 0,0 0,00 0,0 0,00
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Tableau 2 : Tableau de répétabilité et de reproductibilité intra- et inter-gel et inter-opérateur du pool de plasma :

VWEF : facteur von Willebrand ; LMWM : multiméres de bas poids moléculaires ; IMWM : multiméres de Poids moléculaires intermédiaires ; HMWM :

multimeéres de Haut poids moléculaire ; ET : Ecart type ; Min : Minimum ; Max : Maximum ; CV : Coefficient de variation

Répétabilité lot 1, 11-VWF

Répétabilité lot 2, 11-VWF

Reproductibilité intergel

_ _ Pool n =206 Volontaires sains n=20
n=30 n=15
Pool
LMWM| IMWM | HMWM | LMWM | IMWM HMWM | LMWM | IMWM | HMWM | LMWM | IMWM | HMWM

(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

Moyenne 36,1 34,9 29,0 36,8 33,7 29,6 37,9 34,8 27,42 39,7 31,1 29,2

Médiane 35,8 35,0 29,0 35,9 33,7 30,1 37,5 34,8 27,40 39,6 31,1 28,9

ET 2,8 2,3 2,7 3,3 2,3 2,8 3,6 2,5 3,03 5,6 2,7 4.8

Limite acceptable basse 3x ET 27,5 28,1 21,0 26,7 26,7 21,3 27,0 27,4 18,3 22.9 23,1 15,0
Limite acceptable haute 3x ET 44,6 41,7 37,1 46,8 40,6 37,8 48,9 42,1 36,5 56,5 39,1 43,5
Limite acceptable basse 2x ET 30,4 30,4 23,7 30,1 29,0 24,1 30,6 29.9 21,4 28,5 25,8 19,7
Limite acceptable haute 2x ET 41,8 394 344 43,5 38,3 35,1 45,2 39,7 33,5 50,9 36,4 38,7
Min 31,2 27,4 24,1 31,2 27,4 24,1 29,5 27,4 20,5 30,1 25,9 19,4

Max 43,2 38,7 33,7 43,2 38,0 33,7 48,1 41,6 37,3 52,8 35,6 38,9
CV 7,88 6,48 9,23 9,10 6,87 9,31 9,61 7,0 11,1 14,10 8,55 16,27
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Tableau 3 : Tableau de répétabilité et de reproductibilité intra- et inter-gel et inter-opérateur

du pool de plasma : Tableau de reproductibilité inter-opérateur

LMWM : multiméres de bas poids moléculaires ; IMWM : multiméres de Poids moléculaires

intermédiaires ; HMWM : multiméres de Haut poids moléculaire ;

Piste 1 Piste 2 Piste 3 Piste 4
Référence 35,8 31,2 34,5 35,1
Opérateur 1 36,2 36,9 35,4 432
Opérateur 2 36,8 35,4 35,9 32,8
Biais LMWM
Référence - Opérateur 1 ol AR e 72
Biais LMWM
Référence - Opérateur 2 2.8 Al -1 6,6
Référence 33,1 38,0 35,0 34,8
Opérateur 1 34,4 35,0 30,9 27,4
Opérateur 2 32,8 33,2 35,1 33,5
Biais IMWM
Référence - Opérateur 1 = 15 1,7 2L
Biais IMWM
Référence - Opérateur 2 0.9 12,6 0.3 37
Référence 31,1 30,8 30,5 30,1
Opérateur 1 29,4 28,1 33,7 29.4
Opérateur 2 30,4 31,4 29,0 33,7
Biais HMWM
Référence - Opérateur 1 >3 8.8 105 23
Biais HMWM
Référence - Opérateur 2 2 -1.9 4.9 A2
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Tableau 4 : Evaluation des Multiméres de facteur von Willebrand : Comparaison des
différentes sources de plasma

Pool volontaires sains maison, Pool volontaires sains avec des plasmas commerciaux congelés
(Cryocheck™) et des plasmas lyophilisés (Controle Qualité Normal, CQN et Controle Qualité
Pathologique, CQP). ET : Ecart type ; LMWM : multimeres de bas poids moléculaires ; IMWM :

multimeres de Poids moléculaires intermédiaires ; HMWM : multimeéres de Haut poids moléculaire ;

Plasmas LMWM (%), IMWM (%), HMWM (%),
Moyenne =ET Moyenne £ET Moyenne £ET
Pool maison 38,6+2,98 32,8+2.11 28,6+0,87
Cryocheck™ 41,0+1,87 33,8+2,62 25,242.16
CQN 48,3+0,49 32,2+0,35 19,2+0,85
CQP 40,1£2,76 36,7+2,33 23,3+0,42
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Tableau 5 : Tableau de répétabilité et de reproductibilité du plasma controle strandardisé Cryocheck™

LMWM : multiméres de bas poids moléculaires ; IMWM : multimeres de Poids moléculaires intermédiaires ; HMWM : multiméres de Haut poids

moléculaire ; ET : Ecart type ; Min : Minimum ; Max : Maximum ; CV : Coefficient de variation

Répétabilité opérateur 1, N=9

Répétabilité opérateur 1, N=10

Répétabilité opérateur 2, N=10

Reproductibilité intergel, N = 41

Plasmas Lot 1 Lot 2 Lot 2
Cryocheck™ | LMWM | IMWM | HMWM | LMWM | IMWM | HMWM | LMWM | IMWM | HMWM | LMWM | IMWM | HMWM

(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

Moyenne 43,7 36,2 20.5 39,4 34.8 25.8 39.4 37.0 23.6 40,0 352 24.8

Médiane 44.8 35,7 19,2 39,7 34.4 26,0 38.7 373 23.4 41,1 353 24.4

ET 2.5 1.3 3.0 2.2 0.9 1.5 3.8 2.1 2.8 3.4 2.1 3.0

limite acceptable | -, 3.1 11,4 32.9 32,0 215 27.9 30.8 15,1 29.9 29,0 15.9
basse 3x ET

limite acceptable | 5, , 40,2 20.6 45.8 37.6 30.2 50.9 432 32,0 50.1 414 33.7
haute 3x ET

limite acceptable 38.8 33.5 14,4 35,0 32,9 22,9 31,7 32.8 17,9 33,3 31,0 18,9
basse 2x ET

limite acceptable | -, 38,9 26,5 43,7 36,7 28,7 47,1 41,1 29,2 46,8 39,3 30,7
haute 2x ET

Min 382 34,9 17.6 36,2 33,9 232 33,6 32.6 20,0 33.6 30,9 17,6

Max 46,1 39,0 26.4 42,9 36.6 28,0 474 39.6 30,6 47.4 39,6 30,6

CcvV 57 37 14,8 55 2.7 5,7 9,7 5.6 12,0 8,4 5.9 12,0
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Tableau 6 : Pourcentage de biais entre le référent et deux opérateurs formés a la technique

LMWM : Multiméres de Bas poids moléculaires ; IMWM : Multimeéres de Moyen poids
moléculaire ; HMWM : Multimeres de Haut poids moléculaire ;

LMWM IMWM HMWM
(%) (%) (%)
Référence 34,2 35,2 30,6
Opérateur 1 37,9 31,9 30,2
Biais
Référence - Opérateur
1 -11,1 9,4 1,6
Opérateur 2 35,2 33,7 31,1
Biais
Référence - Opérateur
2 -3,1 4,5 -1,6
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Figures

Figure 1 : Gel de multiméres du facteur von Willebrand en fonction des différents types de

déficits

Figure 1A : Gel hydrasis aprés révélation. Plasmas dilués selon recommandation du fournisseur. Les
pistes sont 1 — 2 sont des maladies de Willebrand (VWD) de type 1 : 1, forme commune ; 2, Type 1
clairance de Vincenza. Les 3 — 8 sont des formes de maladies de Willebrand de type 2 : 3, Type 2A ;
4, Type 2A (IIE) ; 5, Type 2B ; 6, Type 2M ; 7, Type 2M-2A like ; 8, Type 2N. La piste 9 est une
maladie de Willebrand de type 3 ; la piste 10 est une forme grave d’un syndrome de Willebrand acquis
(AVWS). La piste 11 est notre pool de plasma.

Figure 1B : Profils densitométriques des pistes obtenus en A.

LMWM : Multiméres de Bas poids moléculaires ; IMWM : Multiméres de Moyen poids
moléculaire ; HMWM : Multimeéres de Haut poids moléculaire
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Figsure 2 : Evaluation des Multiméres de facteur von Willebrand chez des patients implantés
avec un Heartmate 11.

A : Le plasma utilis€ a un taux de VWF : Ag a 555%. Les pistes 1-3 le plasma a été dilué au 1/6, les
pistes 4-6 correspond a une dilution 1/20 du plasma. Pour les pistes 7-10, le plasma a été dilué en

fonction de son taux de VWF : Ag pour le ramené a 100%, dans ce cas, la dilution est au 1/33.

B : patients implantés sous assistance circulatoire HeartMate I

C : Analyse quantitative des VWF LMWM, IMWM et HMWM des patients HMII (en bleu) comparés

a notre pool de plasma

VWF : facteur von Willebrand ; LMWM : Multimeres de Bas poids moléculaires ; IMWM :
Multimeres de Moyen poids moléculaire ; HMWM : Multimeres de Haut poids moléculaire

HMWM

A 1/6 1/20 « VWF100% »  Pool C
- p LMWM
R ] s
Sens de
migration = POOI
60
p=0,79
_ 8 e :\?
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 AMwM :; 40- p<0,001
HM-II dilution VWF ajusté a 100% Pool B * I I
LMWM E
- - - - - +
20
Sens de
migration
0 1 1 | 1 1 1
. : LMWM IMWM HMWM
1 2 3 4 5
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Figure 3 : Evaluation des Multiméres de facteur von Willebrand : comparaison Pool

volontaires sains avec des plasmas commerciaux congelés (Cryocheck™) et des plasmas
lyophilisés

Figure 3A : Gel Hydrasis, pistes 1-3 plasma de pool, pistes 4-7 plasma Cryocheck™, pistes 8-9
plasma lyophilis¢ normal (Contréle Qualit¢é Normal, CQN) et piste 10-11 plasma lyophilisé

pathologique (Contrdle Qualité Pathologique, CQP).

Figure 3B : 4 profils de migration des pistes du gel 3A (1-4-8-10), obtenus par densitométrie

LMWM : multimeres de bas poids moléculaires ; IMWM : multimeres de Poids moléculaires

intermédiaires ; HMWM : multiméres de Haut poids moléculaire ;

A Pool Cryocheck CcanN cap

il

... - - ------w

Sens de
migration

HMWM
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3.2. Bioprosthetic Total Artificial Heart in Autoregulated

Mode Is Biologically Hemocompatible: Insights for Multimers

of von Willebrand Factor

Le dispositif de coeur artificiel bioprothétique total Aeson (A-TAH) de Carmat
fonctionne selon un flux pulsatile. L'objectif de cette étude est d'évaluer le potentiel
hémolytique ainsi que son aptitude a modifier ou pas le profil multimérique du facteur von

Willebrand suite a I'implantation d'un A-TAH.

Nous avons examiné I'hémolyse et la présence du syndrome von Willebrand acquis
chez des patients adultes porteurs d'un A-TAH (n=10) pendant leur suivi clinique, en les
comparant a un groupe témoin et a des adultes ayant recu une implantation de dispositifs
HeartMate Il ou HeartMate Ill. Dans le cadre de cette étude, nous avons développé un
modele d'interaction des fluides couplé a une simulation informatique de la dynamique des
fluides dans I'A-TAH, afin d'évaluer les forces de cisaillement présentes dans la cavité du

dispositif et leur répartition dans le volume sanguin.

La durée cumulative d'implantation de I'A-TAH a atteint 2087 jours. L'implantation
de I'A-TAH n'a pas eu d'impact sur I'némoglobine plasmatique pendant toute la période de
soutien, et aucune corrélation n'a été observée entre I'hémoglobine plasmatique, le débit
cardiaque ou le rythme cardiaque. En ce qui concerne lI'évaluation du facteur von
Willebrand, I'implantation de I'A-TAH n'a pas altéré le profil multimérique du facteur von
Willebrand, contrairement a ce qui a été observé chez les patients ayant recu des implants
HeartMate |l et HeartMate lll. Alors méme que les multiméres notamment de haut poids
moléculaire restent dans des valeurs normales, une corrélation a été trouvée entre les
multimeres de haut poids moléculaire et le débit cardiaque. Des analyses du modele
d'interaction des fluides et de la simulation informatique de la dynamique des fluides ont
révélé une augmentation progressive des dommages aux protéines et aux cellules sanguines
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en fonction de l'augmentation du débit cardiaque (p<0.01). Cependant, la fraction du
volume sanguin exposée a ces fortes forces de cisaillement était toujours inférieure a 0.03%

du volume dans les deux ventricules, quelle que soit la variation du débit cardiaque.

Au cours de cette étude, nous avons démontré que I'A-TAH ne provoquait ni
hémolyse ni syndrome de Willebrand acquis. Néanmoins, la relation entre les facteurs von
Willebrand de haut poids moléculaire et le débit cardiaque dépendant du flux confirme
I'importance du facteur von Willebrand en tant que reflet biologique de I'action du flux

sanguin.

Résumé graphique:

Low CO ~

Low shear
stress

High CO ~

High shear
stress

Size of VWF Multimers
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Bioprosthetic Total Artificial Heart in
Autoregulated Mode Is Biologically

Hemocompatible: Insights for Multimers of von
Willebrand Factor

Bastien Poitier, Richard Chocron‘®, Christophe Peronino, Aurélien Philippe, Yuri Pya, Nadia Rivet, Ulysse Richez,
Mahabbat Bekbossynova®, Nicolas Gendron, Marc Grimmé(2, Marie Cécile Bories, Julie Brichet, Antoine Capel,
Jeanne Rancic, Benoit Vedie®, Jean Christian Roussel®, Anne-Sophie Jannot, Piet Jansen, Alain Carpentier,
Peter Ivak, Christian Latremouille, Ivan Netuka, David M. Smadja

BACKGROUND: Carmat bioprosthetic total artificial heart (Aeson; A-TAH) is a pulsatile and autoregulated device. The aim of this
study is to evaluate level of hemolysis potential acquired von Willebrand syndrome after A-TAH implantation.

METHODS: We examined the presence of hemolysis and acquired von Willebrand syndrome in adult patients receiving
A-TAH support (n=10) during their whole clinical follow-up in comparison with control subjects and adult patients receiving
Heartmate Il or Heartmate Il support. We also performed a fluid structure interaction model coupled with computational fluid
dynamics simulation to evaluate the A-TAH resulting shear stress and its distribution in the blood volume.

RESULTS: The cumulative duration of A-TAH support was 2087 days. A-TAH implantation did not affect plasma free
hemoglobin over time, and there was no association between plasma free hemoglobin and cardiac output or beat rate. For
VWEF (von Willebrand factor) evaluation, A-TAH implantation did not modify multimers profile of VWF in contrast to Heartmate
[l and Heartmate Ill. Furthermore, fluid structure interaction coupled with computational fluid dynamics showed a gradually
increase of blood damage according to increase of cardiac output (F<0.01), however, the blood volume fraction that endured
significant shear stresses was always inferior to 0.03% of the volume for both ventricles in all regimens tested. An inverse
association between cardiac output, beat rate, and high-molecular weight multimers ratio was found.

CONCLUSIONS: We demonstrated that A-TAH does not cause hemolysis or AWVS. However, relationship between HMWM and
cardiac output depending flow confirms relevance of VWF as a biological sensor of blood flow, even in normal range.

GRAPHIC ABSTRACT: A graphic abstract is available for this article.

Key Words: blood volume ® heart failure ® heart transplantation ® hemodynamics ® plasma

hearts (TAH) provide an alternative therapy to heart See accompanying editorial on page 481

ransplantation for selected patients with end-stage  drastically reduced in patients implanted with centrifugal
heart failure due to lack of donors and other transplant third generation LVADs (HM-III), but bleeding remains
contraindications. Among them, the Heartmate Il (HM-  common at least in part related to hemodynamic pertur-
I), Heartware HVAD and most recently the Heartmate  bations and the contact of blood components with limited
Il (HM-IIT) are widely used. The rate of thrombosis is  hemocompatibility biomaterials." Acquired von Willebrand

L:eft ventricular assist devices (LVAD) and total artificial
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Nonstandard Abbreviations and Acronyms

Highlights

A-TAH Carmat bioprosthetic total artificial
heart (Aeson)

AVWS acquired von Willebrand syndrome

CFD computational fluid dynamics

co cardiac output

FSI fluid structure interaction

HM-II Heartmate Il

HM-IlI Heartmate Il

HMWM high molecular-weight multimers

IMWM intermediate molecular-weight multimers

INTERMACS Interagency Registry for Mechanically
Assisted Circulatory Support class

LMWM low molecular-weight multimers
LVAD left ventricular assist devices
PFHb plasma free hemoglobin

Pl pulsatility index

TAH total artificial heart

VWF von Willebrand factor

VWF:Ag VWEF antigen

VWF:Rco VWF activity

VWFpp VWEF propeptide

syndrome (AVWS) and hemolysis are the primary trigger
of thrombotic and bleeding complications. Hemolysis is
defined as red blood cell destruction/breakdown, lead-
ing to hemoglobin release in blood plasma. AVWS is the
result of a functional VWF (von Willebrand factor) impair-
ment. VWF is a large multimeric glycoprotein secreted in
blood flow from megakaryocytes, platelets, and vascular
endothelial cells.? In response to vascular injury, vasocon-
striction leads to a higher endothelial shear stress lead-
ing to VWF elongation. This high shear stress induced a
conformation of circulating VWF able to bind efficiently to
the exposed subendothelium, which then promotes plate-
let adhesion. Two major blood-flow related mechanisms
of the AVWS can be observed in patients with an LVAD:
first, an increased shear stress inducing VWF multimers
breakdown and, second, a reduced pulsatile stretch caus-
ing a decreased VWF release from endothelial cells.°
The Carmat bioprosthetic TAH (Aeson; A-TAH) is
designed to be implanted in patients with biventricular
end-stage heart failure and has 2 potentially desirable
features: first, it is an autoregulated pulsatile device that
accurately mimics cardiac physiology; second, its biopros-
thetic surfaces in contact with blood exhibit a high degree
of hemocompatibility. Indeed, the first version of the device
has been used in a feasibility study®® in which the pump
was managed in a manual mode with a cardiac output
(CO) that could only be changed manually. In contrast, in
the current European pivotal study, the A-TAH is endowed
with an autoregulation feature (autoregulated mode)

Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2022;42:470-480. DOIl: 10.1161/ATVBAHA.121.316833

+ Carmat bioprosthetic total artificial heart in autoreg-
ulated cardiac mode do not induce any hemolysis
or acquired von willebrand syndrome in contrast to
HM-II and HM-III.

* Aninverse association between cardiac output, beat
rate, cardiac index and high-molecular weight mul-
timers ratio was found. This association has been
confirmed in fluid structure interaction coupled
with computational fluid dynamics demonstrating
a gradually increase of blood damage according to
increase of cardiac output.

* We explained absence of acquired von willebrand
syndrome with modelisation models since blood vol-
ume fraction that endured significant shear stresses
was always inferior to 0.03% of the volume for both
ventricles in all regimens tested.

+ Von willebrand factor WF is a good biological sensor
of blood flow in cardiac assistance.

wherein the CO is modulated in real time depending on
the venous return, mimicking normal cardiac function.®'

The study aims to evaluate hemocompatibility in the
first 10 patients implanted with the last generation auto-
regulated A-TAH in the pivotal study trough the mea-
surement and correlation with hemodynamic parameters
of biomarkers of hemolysis (plasma free hemoglobin
[PFHb]) and VWF multimeric pattern.

MATERIALS AND METHODS

The data that support the findings of this study are available
from the corresponding author upon reasonable request.

Patients

Samples from the first 10 patients in the A-TAH CE Mark
clinical trial (URL: https://www.clinicaltrials.gov; Unique iden-
tifier: NCT02962973) and patients implanted in the Georges
Pompidou European Hospital with the HM-Il and HM-III LVADs
(from January 01, 2014 to December 31, 2020, authoriza-
tion protocol number: 1922081) were included in this study
(Table 1 and Table S1 for patient characteristics). The A-TAH is
a biventricular prosthesis that provides pulsatile flow using an
electrohydraulic pump. Its hemocompatibility is ensured on one
hand by the pulsatility of the heart with physiological values of
pressure and flow, and on the contrary by choice of materials
in contact with blood. Each ventricle consists of two compart-
ments (a blood compartment and a hydraulic fluid compart-
ment) separated by a hybrid membrane. The membrane surface
is made of processed bovine pericardial tissue on the blood-
contacting side and a polyurethane layer at the hydraulic liquid
contacting side. Two electrohydraulic rotary pumps generate
systolic and diastolic phases by rapidly reversing the directional
flow of silicon that, alternately, pushes and pulls the mem-
branes. In the manual mode, physicians can set beat rate and
stroke volume, determining the desired flow, which will remain
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Table 1. Clinical Characteristics of Patients Included

Characteristics A-TAH HM-II HM-III
Men, n (%) 10 (100.0) | 11(91.7) 16 (94.1)
Age at implant, y (£SD) 59.6+10.2 58+10.3 50.8+16.5
Body mass index, kg/m? 26.5+2.5 26.2+2.8 25.4+5.8
(+SD)

Comorbidities, n (%)

Arterial hypertension 5 (50.0) 5 (41.7) 4 (23.5)

Diabetes 1(10.0) 2(16.7) 4 (23.5)

Dyslipidemia 5 (50.0) 6 (50.0) 5 (29.4)
Heart failure cause, n (%)

Dilated 6 (60.0) 5 (41.7) 8 (47.1)

Ischemic 4 (40.0) 7 (58.3) 7 (41.2)

Other 0 (0.0 0 (0.0) 2(11.8)
INTERMACS patient profile, n (%)

1 0 (0.0) 1(8.3) 5 (29.4)

2 1(10.0) 1(8.3) 2(11.8)

3 8 (80.0) 7 (58.3) 5(29.4)

4 1(10.0) 2(16.7) 3(176)

5 0 (0.0) 1(8.3) 2(11.8)
Preoperative serum creati- 112.8+50.1 143.3153 102.5+£50.7
nine, umol/L
Prior temporary mechanical circulatory support

ECLS 0 (0.0) 0(0.0) 4 (23.5)

IABP 0 (0.0) 0 (0.0) 1(5.9)

Impella 0 (0.0) 1(8.3) 0 (0.0)
Support duration, d (£SD) 165103 7851613 3971269
Patients suffering from hemostatic complications, n (%)

Thrombotic 0 (0.0) 3(25) 1(5.9)

Bleeding 1(10) 8 (66.7) 8 (47.1)

A-TAH indicates carmat bioprosthetic total artificial heart (Aeson); ECLS, extra-
corporeal life support; HM, Heartmate; IABP, intra aortic balloon pump; and INTER-
MACS, Interagency Registry for Mechanically Assisted Circulatory Support class.

constant. In the automatic mode, an algorithm adapts its out-
flow automatically in response to changes in preload and after-
load by adjusting beat rate (35—150 beats per minute) while
stroke volume remains constant® The resulting pulsatile blood
flow ranges from 2 to 9 L/min® with automated adjustment on
the left side to outbalance the bronchial circulation. Inputs to
the autoregulated mode algorithm include left and right purge
pressures, which represent the average of left and right ejec-
tion pressures over the systolic phase, and the right and left
input pressures taken from the average over the diastolic pres-
sures (RIP and LIP). CO is obtained by calculating the mean
left ventricular flow. All these measurements are calculated
from a rolling 10-minute mean. Patients of the feasibility study
had been continuously supported by manual mode, whereas
all patients of this study were promptly switched in automatic
mode in the operating room. Regarding correlation with bio-
logical parameters, these hemodynamics measurements were
daily average. Concerning potential hemostatic complications
(thrombosis or bleeding) among the 10 patients on A-TAHSs, no
thrombotic complication has occurred while bleeding complica-
tion occurred only in one patient as presented in Tables S2 and
S3 in contrast to HM-II and HM-III.
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Samples and Analysis

The French blood bank institute provided venous blood from
informed, healthy donors (agreement with Paris Descartes
University, CCPSL UNT N 12/EFS/064). For A-TAH patients,
blood samples were collected once a week during ICU, once
a month during the first 6 months after implantation and every
three months after 6 months. Blood samples were collected on
sodium heparin for PFHb and 0.129 mol/L trisodium citrate
tubes (ONC BD Vacutainer, Plymouth, United Kingdom) for
VWF assay. PFHb (mg/L) was measured using spectropho-
tometry at specific wavelengths as previously described.® For
VWEF analysis, laboratory assessments were done on platelet
poor plasma isolated from citrate tubes. Platelet poor plasma
were obtained after centrifugation twice at 2600g for 15 min-
utes. Platelet poor plasma was frozen and stored at —80°C
until analysis. VWF antigen (VWF:Ag) and activity (VWF:Rco)
used (STA Liatest, Diagnostica Stago) and a latex immunoturbi-
dimetric assay (VWF:Rco; Diagnostica Stago), respectively, on a
STA-R Max coagulometer (Diagnostica Stago). The number of
samples analyzed for VWF in A-TAH group is unbalanced over
time and for each patient. We provide the number in a Table S4.
VWFpp (VWF propeptide) was measured with a commercially
available ELISA kit (Senova; Cryopep Montpellier France).

VWF Multimers Analysis

The VWF multimers pattern was evaluated by a semi-auto-
mated assay: the Hydragel 5 von Willebrand multimers kit,
used with the Hydrasis 2 Scan instrumentation (Sebia, Lisses,
France).''"'* All samples defrozen in a water bath at 37°C
for 5 minutes were treated with the appropriate sample dilu-
ent and incubated for 20 minutes at 45°C. The dilution ratio
was adapted to adjust all patients’ samples to 100% VWF:Ag.
The treated plasma samples were loaded onto Hydragel 5
Von Willebrand multimers gels (5 uL/well) for migration by
agarose gel electrophoresis. Direct immunofixation by anti-
VWEF antibody and visualization by peroxidase-labeled anti-
body revealed the multimeric profile. According to standard
VWF multimers evaluation, the relative proportion of low-
(<B-mers, LMWM), intermediate- (6- to 10-mers, IMWM),
and high-molecular-weight (>10-mers, HMWM) multim-
ers of VWF was determined using densitometry analysis on
Hydrasis 2 Scan. Multimers pattern curves were displayed
with Sébia Phoresis software. For each patient, LMWM,
IMWM, and HMWM were either expressed as a proportion of
each patient's total multimers or as a ratio between patient’s
and healthy volunteers’ pooled plasma.

Shear stress-induced AVWS is commonly defined by a path-
ological VWF:RCo/VWF:Ag ratio <0.6,'® or by loss of HMWM
by comparison with plasma of a healthy subject analyzed in
the same gel, resulting in a decreased HMWM ratio. Egger et
al'” showed that there was a close correlation between the
VWF:RCo/VWF:Ag ratio and HMWM loss.

Hemodynamic Simulation

To explore relationships between shear stress and potential
AVWS and to simulate the interactions between shear stress
and VWF, an fluid structure interaction (FSI) model coupled
with computational fluid dynamics (CFD) simulations was
developed'®2° as previously described. The FSI simulation well
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describes the displacement and the stress of the solid parts.
Coupling the FSI and the CFD simulations yielded the dis-
placement of the solid parts (FSI) and an accurate blood flow
description (CFD). Briefly, the geometric model was built from
the computer conception aided design model of the A-TAH,
except for the valves, which are were simplified with only 3
leaflets by discarding the stent frame.

Statistical Analysis Method

For descriptive analysis, data were expressed as mean+SD and
as frequencies and percent for continuous and categorical data,
respectively. To evaluate changes over time, we performed lin-
ear mixed effect model separately for each biomarkers (PFHb,
VWF:RCo/VWF:Ag ratio, LMWM, IMWM, HMWM) including the
value of biomarkers as dependant variable, the period of time
as explanatory variables and the patient as random effect. We
tested the association between the levels of biomarkers and the
level of hemodynamic parameters (CO and beat rate) using also
linear mixed effect model separately for each biomarkers (PFHb,
VWF:RCo/VWF:Ag ratio, HMWM ratio) including the value of
hemodynamic parameters as dependant variable, the level of bio-
markers as explanatory variables and the patient as random effect.
The FSI simulations implemented in the CFD enabled us to extract
graphs, showing for both ventricles the mean cumulative curves
of shear stress distribution (Figure 2) presenting the mean blood
volume concerned for each shear value (n=10000 for each shear
value). We used the Simpson rules for the calculation of the area
under the 3 mean cumulative curves (low, normal, and high CO). We
compared the 3 mean cumulative curves using the Kolmogorov-
Smirnov test. We analyzed the level of mean blood volume accord-
ing to the 3 group of CO using repeated measures 1-way ANOVA.
We performed the same analysis for the subgroups of patients that
endured shear stresses above and below 175 Pa.

To assess how the type of assistance affect biomarkers
over time, we used linear mixed effect model. In the model, time
have been considered as categorical measure (<3 months, 3—6
months, and >6 months), the group variable (HM-Il, HM-III, and
A-TAH) as an independent variable, and we added a random
effect for the patient and an interaction term between the type of
assistance and the period of time. Finally, to check for assump-
tions, we used residual plots for each linear mixed-effects model.

All analyses were 2-sided, and a P value was considered
statistically significant for A<0.05. Statistical analysis was
performed using R studio software including R version 3.6.3
(Rstudio, Inc, Boston, MA).

RESULTS

Carmat Bioprosthetic TAH Implantation Does
Not Induce Hemolysis

Between August 2016 and January 2019, 222 samples
from patients implanted with A-TAH were collected.
Cumulative duration of support was 1695 days. Ninety-
eight point six percent (98.6%) of samples were under
the INTERMACS (Interagency Registry for Mechanically
Assisted Circulatory Support class) PFHb cut-off of 20
mg/dL throughout the follow-up. The 1.4% presenting
PFHb increased were all isolated and spontaneously
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corrected in 24 hours. The 2 remaining were isolated and
spontaneously corrected, possibly reflecting a preanalyti-
cal problem more than actual hemolysis. Before implanta-
tion, PFHb was 4.64 mg/dL£1.96 and remained steady
after implantation (Table 2: 4.04 mg/dL£4.67, 4.24 mg/
dL+3.78, and 4.03 mg/dL+2.21, respectively, at <3
months, 3—6 months and >6 months; nonsignificant dif-
ference along time-period). Furthermore, there was no
significant association between PFHb and CO, beat rate
or cardiac index, using linear mixed regression model
(Table 3, respectively, P=0.343, P=0.293, and P=0.109).

A-TAH Implantation Is Not Associated to AVWS

Two hundred and forty-three samples were collected from
patients implanted with the A-TAH. We also included 29
patients implanted with a LVAD (n=12 for HM-II, and n=17
for HM-III) all with a biological follow-up after implantation.
Moreover, 20 samples from healthy donors were compared
with these patients with A-TAH and HM-Il and HM-III. First,
pooled normal plasma was included in all gels as a normal
control for multimers profile. The interassay coefficient of
variation, calculated using the normal quality control data
from 169 gels, was 9.6% for LMWM, 7.6% for IMMW, and
11.2% for HMWM. Intra-assay variability was assessed
with the normal quality control tested in 30 wells on 6
gels. Coefficient of variation was 10.9% for LMWM (mean
40.06%4.38), 70% for IMWM (mean 33.56%+2.34), and
13.4% for HMWM (mean 26.15%=+3.50).

Concerning routine hemostasis evaluation during the
follow-up after A-TAH implantation, we did not observed any
significant differences for prothrombin time ratio and kaolin
activated partial thromboplastine time (Table Sb) while
decreased over time was observed for fibrinogen in accor-
dance to decrease of postoperative inflammation. In the
same line, regarding VWF:Ag, we did observe an increase
after implantation and a normalization after 3 months (Fig-
ure ST and Table 2: 312.1%x166.3 before implantation
and 4685%x2472, 289.0+£101.4 and 281.7 %+104.6,
respectively, at <3 months, 3—6 months and >6 months
after implantation; A<0.001, 0.174, and 0.405, respectively,
at <8 months, 3—6 months, and >6 months). We did not
observe any significant difference of VWF:RCo/VWF:Ag
ratio and all subtypes of VWF multimers expressed in per-
centage orin ratio for A-TAH patients afterimplantation com-
pared with healthy volunteers (respectively for VWF:RCo/
VWF:Ag LMWM, IMWM and HMWM ratio; data not shown).
In patients implanted with A-TAH, the HMWM ratio was
0.98x0.15 before implantation and remained steady over
time after implantation (Table 2, 1.03£0.23, 1.01+0.14,
and 0.96%0.13, respectively, at <3 months, 3—6 months,
and >6 months; A=0.261, 0.139, and 0.373, respectively,
at <8 months, 3-6 months, and >6 months). For patients
with the longer follow-up, an individual variability according
to the 3 periods of time post implantation demonstrate a
stable level of HMWM during the follow-up (Figure S2).
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Table 2. Plasma Free Hemoglobin and Von Willebrand Parameters Levels in the 10 Patients With A-TAH During the Follow-Up

Before implantation <3 mo Month 3-month 6 >6 mo
Number of sam-
ples, n [min-max] | 1 [1-11 20.6 [10-33] 2.7 [0-7] 1 [0-4]
PFHb, mg/dL 4.64 (1.96) | Reference | 4.04 (4.67) | —5.38 (—35.95 to 4.24 (3.78) | —5.05 (—39.70 to 4.08 (2.21) | —6.07 (—48.57 to
25.20, P=0.365) 29.59, ~=0.387) 36.42, A=0.390)
VWF:Ag, % 312.1 Reference | 468.5 147.34 (75.62 to 289.0 —39.74 (—43.34 to 281.7 —12.37 (—88.19 to
(166.3) (247.2) 219.05, A<0.001) (101.4) 122.88, P=0.174) (104.6) 112.92, A=0.405)
VWF:Rco/VWF:Ag | 0.89 (0.13) | Reference | 0.87 (0.11) | —0.02 (—0.08 to 0.83 (0.13) | —0.04 (—=0.12 to 0.82 (0.16) | —0.04 (—=0.13 to
ratio 0.04, A~=0.278) 0.03, ~=0.126) 0.04, P=0.163)
LMWM-ratio 1.11 (0.17) | Reference | 1.11 (0.17) | 0.01 (—0.08 to 0.09, | 1.12 (0.15) | —0.03 (—0.13 to 1.15(0.14) | —0.01 (—0.12 to
P=0.420) 0.06, P=0.245) 0.11, A=0.454)
IMWM-ratio 0.92 (0.12) | Reference | 0.88 (0.08) | —0.04 (—0.09 to 0.88 (0.09) | —0.04 (—0.09 to 0.88 (0.07) | —0.03 (—0.09 to
0.01, A=0.051) 0.02, ~=0.104) 0.04, P=0.212)
HMWM-ratio 0.98 (0.15) | Reference | 1.038 (0.23) | 0.08 (—0.07 to 0.13, | 1.01 (0.14) | 0.06 (—0.05t0 0.18, | 0.96 (0.13) | 0.02 (—0.12 to
P=0.261) F=0.139) 0.16, ~=0.373)

A-TAH indicates Carmat bioprosthetic total artificial heart (Aeson); HMWM, high-molecular weight multimers; IMWM, intermediate molecular weight multimers; LMWM,
low-molecular weight multimers; PFHb, plasma free hemoglobin; VWF:Ag, VWF antigen; and VWF:Rco, VWF activity.
Values as mean (SD). The results of the linear regression model are expressed as estimate (95% Cl; Pvalue). Values before A-TAH implantation were used as refer-

ence in the model.

Likewise, the VWF:RCo/VWF:Ag ratio was 0.89%+0.13
before implantation and remained steady over time after
implantation (0.87£0.11, 0.83+0.13, and 0.82+0.16,
respectively, at <3 months, 3-6 months, and >6 months).

Levels of LMWM, IMWM, and HMWM ratio are shown in
Figure 1. Thus, no AVYWS was observed after A-TAH implan-
tation in autoregulated mode in contrast to HM-Il and HM-
Il regardless of the period following implantation. We finally
explored and compared the postimplantation levels of VWF
propeptide in patients transplanted with A-TAH (9 patients;
66 time points), HM-II (13 patients; 66 time points) and HM-
I11 (17 patients; 67 time points). We observed that in patients
implanted with the A-TAH that both VWFAg levels and
propeptide levels are higher when compared with normal
adults, leading to a normal VWF propeptide/VWF:Ag ratio
(Figure 1F; between 0.6 and 1.6 as previously described?").
Regarding implanted-patients with HM-II or HM-II, we also
observed a normal VWF propeptide/VWF:Ag ratio as previ-
ously described after LVAD implantation.??

Residual Pulse Pressure and VWF in HM-Il and
HM-11I

We explored potential relation between residual pulse
pressure (pulsatility index [PI]) and VWF degradation in

patients with HM-Il and Ill, as demonstrated in Figure S3.
We were able to obtain Pl in 52 time points. We used the
most common definition of high (Pl >5.2) and low PI (P!
<4.6) defined by Wever-Pinzon.?®> We found that higher
Pl was significantly associated with lower HMWM ratio
(P=0.018). Therefore, higher residual pulsatility of native
heart do not protect from VWF degradation.

Hemodynamic Simulation and Relation With
VWF in A-TAH

To explore more deeply relationships between shear
stress and and potential AVWS, in particular with VWF,
a FSI model coupled with CFD simulation was devel-
oped as previously described'® 2 at different CO (low
CO at 3 L/min [beat rate=50 bpm], to a normal CO of
5.4 L/min [beat rate=90 bpm], and to a high CO at of
72 L/min [beat rate=120 bpm]). The FSI simulations
implemented in the CFD enabled us to extract graphs,
showing for both ventricles the mean cumulative curves
of shear stress distribution (Figure 2) displaying the
mean blood volume concerned for each shear value
(n=10000 for each CO regimen). In the left ventricle,
curves showed a gradual increase of blood damage
according to the increase of CO (area under curves for

Table 3. Association Between PFHb, VWF, and Hemodynamic Data in the 10 Patients Implanted With the A-TAH (Pulsatile Bio-

prosthetic Total Artificial Heart)

CO,L/ Beat rate, Cardiac

min 95% ClI; P value bpm 95% CI; P value index 95% CI; P value
HMWM ratio —0.06 —0.10 to —0.01, P~=0.005 —0.01 —0.01 to —0.00, P~=0.005 —0.21 (—0.39 to —0.03, P=0.011)
VWF:RCo/VWF:Ag —0.04 —0.06 to —0.01, A=0.003 —0.01 —0.02 to —0.01, P=0.022 —0.31 (—0.59 to —0.02, ~=0.018)
ratio, %
PFHb, mg/dL —2.23 —12.99 to 8.54, ~=0.343 —0.16 —0.75 to 0.40, P=0.293 —0.01 (—0.02 to 0.01, ~=0.109)

A-TAH indicates Carmat bioprosthetic total artificial heart (Aeson); CO, cardiac output; HMWM, high-molecular weight multimers; PFHb, plasma free hemoglobin;

VWF:Ag, VWF antigen; and VWF:Rco, VWF activity.
Pvalue of the linear mixed model.
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Figure 1. Absence of decrease in HMWM of VWF (von Willebrand factor) after Carmat bioprosthetic total artificial heart (Aeson;
A-TAH) implantation in 10 patients.

A, Separation of the VWF multimers contained in plasma is performed according to their size using a semi-automated assay: the Hydragel 5 von
Willebrand multimers kit, used with the Hydrasis 2 Scan instrumentation, developed by Sébia. A representative time course of multimers after

initiating the Carmat total artificial heart (A-TAH) shown on this electrophoresis gel: A-TAH (tracks 1-9: preop to month 8), plasma samples from one
patients with Heartmate Il (HM-II; track 10) and a reference standard (pool of normal plasma, track 11). B, Multimers densitometry from left low-
molecular weight multimers (LMWM) to right high-molecular weight multimers (HMWM) with peaks 1-5 LMWM, 6—10 intermediate molecular weight
multimers (IMWM), and above 10 HMWM. A healthy volunteer is indicated by a solid black line and A-TAH samples in blue, while HM-II patients is

in red. C-E, Quantitative analysis of different pattern of LMWM (C), IMWM (D), and HMWM (E) of VWF in 10 patients implanted with A-TAH, 12
patients implanted with HM-Il and 17 patients implanted with Heartmate Il (HM-Ill) after densitometry integration of the gel. The multimers ratio of

the reference standard (pool of normal plasma) is 1. No significant difference is observed between A-TAH and healthy volunteers. F, Distribution of
VWFpp/VWF:Ag values after A-TAH, HM-Il, and HM-Il implantation. We observed a normal VWF propeptide/VWF antigen ratio in all studied groups.

the blood volume endured shear stresses is 0.23 for low ~ damage according to increase of CO (area under curves
CO, 0.44 for normal CO, 0.48 for high CO). In the right ~ were 0.28 for low CO, 0.41 for normal CO, 0.49 for high
ventricle, curves also showed gradually increase of blood CO). Kolmogorov-Smirnov analysis demonstrated that a
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Figure 2. Mean cumulated shear stress distribution during one cycle of contraction in the left and right ventricle.

Simulation results. The y axis is the mean percentage of blood volume subject to a shear stress superior to the x axis corresponding value.
Histogram repartition of the shear stress (Pa) inside left ventricle from O to 30 Pa in A and zoom between 10 and 20 Pa (B). Histogram repartition
of the shear stress (Pa) inside right ventricle from 0 to 30 Pa in C and zoom between 10 and 20 Pa (D). CA indicates cardiac output.

significant difference was observed with a A<0.001 in
both ventricles between each curves for low CO com-
pared with normal CO and normal CO compared with
high CO. In this simulation and according to literature,
175 Pa is the cut-off for the HMWM of VWF break-
down."®2° The simulation assessed that <0.004% of the
blood volume endured shear stresses above 17.5 Pa for
low CO, 0.02 for normal CO, 0.03 for high CO in left ven-
tricle. Less than 0.002% of the blood volume endured
shear stresses above 175 Pa for low CO, 0.01 for nor-
mal, 0.02 for high CO in right ventricle. In total, the values
over 175 Pa were all inferior to 0.03% of the volume
for both ventricles in all regimens tested. This percent-
age can be considered as negligible, and thus simulation
predicted no significant VWF impairment. Mean compari-
son in the whole population, or in shear stress inferior
or superior to 175 Pa confirmed a significant difference
between the 3 regimens tested (Table 4).

We also explored shear stress localization. Indeed,
areas with a shear stress above 175 Pa were high-
lighted with red dots during the cycle on the hemody-
namic simulation (Videos S1 through S3 for left ventricle
respectively for low, normal, and high CO and Videos S4
through S6 for right ventricle respectively for low, normal,
and high CO). The graph below the simulation shows
the blood volume percentage enduring this shear stress.
The videos show that shear stress is not induced by the
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device. Indeed, the shear stress localization is mainly
near the valves. The flow rate passing through the valve
is like physiological flow rate. Therefore, the shear stress
induced is not significantly higher than the shear stress
generated by a classical surgical valve implantation.
Given results of hemodynamic simulation, we explored
the potential association between VWF profile and hemo-
dynamic data. The Table 3 shows a significant inverse
association between beat rate, CO and cardiac index on
both HMWM and VWF:RCo/VWF:Ag ratio. To illustrate
these associations, we confirmed on 2 samples from
same patients with different regimen of CO. Figure 3
demonstrates in 4 different patients with different CO
a decrease in HMWM ratio when the CO is increasing.

DISCUSSION

In the present study, we investigated the potential rela-
tionship between hemolysis, VWF multimers and A-TAH
implantation during pivotal study. Hemostasis perturba-
tions have always been major adverse events occurring
in VAD, due to high shear stress conditions. Two major
blood-flow related mechanisms of the AVWS can be
observed in patients with an LVAD: first, an increased
shear stress inducing VWF multimers breakdown and,
second, a reduced pulsatile stretch causing a decreased
VWF release/exocytosis from endothelial cells.>-®

Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2022;42:470-480. DOI: 10.1161/ATVBAHA.121.316833
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Table 4. Mean Comparison in the Whole Population, or in Shear Stress < or >17.5 Pa Confirmed a Significant Difference
Between the 3 Regimen of Cardiac Output Tested in Patients Implanted With the -TAH

—
=
=
=
o
=

Whole population, n=10000 shear stress <17.5, n=3500 shear stress >17.5, n=6500 g

=

Group Mean SD P value* Mean SD P value* Mean SD P value* ':3

Left ventricle Low CO 0.005 0.044 F<0.001 0.0137 0.0741 FP<0.001 7x10°¢ 1x10°° F<0.001 g
Normal CO 0.009 0.059 0.0257 0.0982 8x10°° 7x107° E

(=]

High CO 0.01 0.063 0.0275 0.1044 1x10~ 8x107° cl'g

Right ventricle Low CO 0.006 0.046 F<0.001 0.0161 0.0767 F<0.001 5x107° 6x10°° F<0.001 '<
==}

Normal CO 0.008 0.058 0.023 0.0956 4x107° 4x107°
High CO 0.01 0.063 0.0283 0.1048 5x10-° 5x10°°

A-TAH indicates Carmat bioprosthetic total artificial heart (Aeson); and CO, cardiac output.

*Pvalue of the repeated measures 1-way ANOVA model.

Early on, LVADs have been developed for short-term
use in patients with end-stage heart failure. In the 1990's,
the Food and Drug Administration approved their use for
bridge to transplantation. These first-generation LVADs
were pulsatile devices, and the first destination therapy
study?* demonstrated that their support was associated
with a better survival at one year compared with medical
treatment, thus suggesting their use for patients ineligible
for cardiac transplantation.?* In contrast, the second gen-
eration VADs provides continuous flow while partly resolv-
ing said issues. These devices are smaller, more durable,
and significantly improve the probability of survival free of
stroke and reoperation for device repair or replacement at
2 years, compared with the first-generation devices.® It has
been proposed that this superiority was not related to their
nonpulsatile nature but only to a better design. Continuous-
flow devices, such as HM-Il, were corroborated to inflict
the AVWS*26 while contributing to increased bleeding risk
through decrease in VWF HMWM associated with angio-
dysplasia and consequently gastrointestinal bleedings."?
In the present study, VWF degradation was confirmed dur-
ing HM-II and HM-III support. HM-IIl is a continuous-flow
device mitigating the excessive shear stress while operat-
ing with pulsatility, generated by rapid rotor speed modu-
lation. This technology, associated with a lower generated
shear stress, allows a decreased HMWM loss in HM-III in
contrast to HM-II, as we confirmed in this paper, as well
as better preservation against bleeding?*=%® Concerning
LVAD-related shear stress, VWF cleavage by ADAMTS-13
is mainly induced by shear stress and lead to reduced VWF
size and adhesive activity in a pattern similar to patients
with type 2A VWD. Moreover, LVAD-related shear stress
also induces unfolding of VWF leading to increased bind-
ing and activation of platelets®” that give rise to a consump-
tive deficiency in large VWF multimers. This shear-induced
platelet aggregation depends on the attachment of large
VWF multimers to GP Iba and the activation of integrin
allbp3.38 Aspirin is widely used to inhibit platelet activa-
tion in patients on LVAD support but has been found to
be ineffective in vitro to prevent shear-induced and VWF-
mediated aggregation of platelets.®® This impossibility for
aspirin to abolish VWF-mediated aggregation of platelets

Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2022;42:470-480. DOIl: 10.1161/ATVBAHA.121.316833

could explain why deleting aspirin from LVAD patients do
not modify thrombotic risk294° AVWS in LVAD probably
have minimal clinical consequences on its own but requires
additional event to propagate bleeding and thrombosis.*!
We demonstrated here that patients with HM-II or HM-III
with higher PI had a significant decrease level of HMWM
ratio. This result is in line with data from Yang et al*? who
have studied effect of an additional pulsatile flow over axial
flow VAD. They have showed that at a specified flow rate,
a laminar flow under steady-state condition may become
disturbed under pulsatile condition. Thus, they suggested
that the contribution of pulsatility by the native heart might
induce a periodic disturbance to an otherwise stable flow
field within an axial flow VAD. However, this assay has not
been performed with whole blood and it constitutes a real
limitation for our hypothesis. Moreover, higher Pl associa-
tion with decreased level of HMWM ratio in HM-II and
HM-III are not in the line with Wever-Pinzon et al?® results
demonstrating that patients implanted with HM2 with high
Pl had better clinical outcomes (lower risk of nonsurgi-
cal bleeding). Our results on Pl and HMWM are in line
with recent data proposing that the artificial pulsatility of
the HM-III does not avert the progression of endothelial
dysfunction*® and confirm relevance of link between VWF
degradation and shear stress.

A-TAH, which is a fully pulsatile device, offered a bet-
ter preservation of HMWM during follow-up than HM-Il and
HM-II. Indeed, the patients implanted with the A-TAH pre-
sented a VWF multimeric profile similar to HV, without any
relevant variation along time. In addition, among the patients
implanted with the A-TAH, only 1.4% of the samples pre-
sented an increased PFHb (>20 mg/dL) fulfiling hemo-
lysis definition based on the INTERMACS classification.®*
One of them was found increased due to a surgical re-
intervention, and normalized the next day. The other 2 were
isolated and normalized on the next sample without any
treatment. These results confirm the absence of relevant
clinical hemolysis events already reported during the A-TAH
support. Furthermore, the shear stress operated by the
A-TAH seems to remain in the physiological range without
hemolysis, even in case of an increased flow. These data
are consistent with findings from previous in vivo studies
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Figure 3. High-molecular weight multimers (HMWM) in 4
different patients at 2 different time point with low and high
cardiac output (CO).

A, We can observe a decrease in VWF (von Willebrand factor) HMWM
ratio when the CO s increasing in PAOO1, PA0O03, PA005, and PA010.
We tested determinate high and low values with samples above and
beyond the median (median=6.06 L/min). For PAOO1, low CO=4.1 L/
min and high CO=6.3 L/min; for PA003, low CO=5.8 L/min and high
CO=7.6 L/min; for PAOO5, low CO=5.5 L/min and high CO=6.9 L/
min; and for PAO10 low CO=4.0 L/min and high CO=6.2 L/min. B and
C, VWF multimers densitometry for PAOO1 and PAOOS at 2 different
time points with a low and a high CO in contrast to, respectively, a
patient with HeartMate Il (HM-ll) and HeartMate Ill (HM-III).

with manual mode A-TAH setting. No AVWS, no bleeding,
and no thrombotic complications were observed in calves
implanted with the A-TAH, despite the absence of antico-
agulation.® Feasibility studies in patients implanted with
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the A-TAH in manual mode showed that neither hemolysis
nor thrombotic complications were reported and explant
analysis of all devices combined with autopsy examinations
revealed no apparent evidence of thrombosis.®® Herein,
we described that the autoregulated mode also preserves
patients from hemolysis and AVWS while allowing them to
perform physical activities, during which CO is increased by
beat rate acceleration in response to a preload increase. We
showed that modification of shear stress conditions, through
CO and beat rate variations, is associated with changes in
VWF multimeric pattern while remaining in physiological
range. The left minimal ejection pressure threshold is a
parameter integrated into the A-TAH algorithm that ensures
such pulsatility. Indeed, it corresponds to the target for a
minimum average of the left outlet pressure, designed to
avoid cases of low arterial pressure. It constitutes an adjust-
able parameter with a default value defined at 90 mmHg.
Using computer simulated model, we aimed to define alter-
ation of blood function linked to mechanical stresses. For
this, the literature indicates that it relates to shear stress
and the time of exposure to this shear stress. Three dam-
ages are feared: hemolysis, platelet activation and alteration
of VWF. The latter is the most sensitive to shear stress and
deteriorates from 175 Pa. The volume of blood subjected to
a shear stress >175 Pa during a cardiac cycle is therefore
an indicator making it possible to assess VWF degradation.
It is imperfect because it does not take into account the
distribution of shear stress, and it does not directly quan-
tify the effects on the patient. Concerning hemolysis index,
we previously described it was inferior to 1.51x107% in
A-TAH (% is percentage of blood exposed is for one cardiac
cycle) lower than an estimated physiological value since
the estimated hemolysis index after one passage through
the blood system was is 5.8x107%%.3¢ Although the blood
damage will be accumulated on each cardiac cycle, there is
a renewal of the blood, which compensates for its damage.
We can give an order of magnitude. If the blood makes one
cycle in 1 minute (assumption of 6 L/min for 6 L of blood),
we have <6% of the blood which is exposed to a shear
stress >175 Pa per day.

Moreover, it has been previously demonstrated that the
VWEF defect reflects the balance between degradation
induced by the shear stress and the endothelial release
of new VWF triggered by the pulsatility and preservation
of pulsatility has been proposed as a target to improve
clinical outcomes of patients.® VWF release is operated
by endothelial cells. However, it has been shown that
endothelial function was profoundly altered in patients
implanted with continuous-flow LVAD* and similarly with
the A-TAH in manual mode.*® In manual mode A-TAH, this
is probably due to venous stasis secondary to the absence
of physiological variation of flow in these devices. In con-
trast, endothelial integrity is preserved in autoregulated
mode, which offers a good cellular function, contributing
to hemocompatibility.* Absence of AVWS after A-TAH
implantation might be explain mainly by very low shear
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stress inside the prosthesis. Our findings of propeptide
evaluation also strongly suggests that VWF clearance
is well preserved with pulsatile A-TAH in autoregulated
mode. Therefore, the higher VWF:Ag levels observed in
patients with A-TAH, compared with HM-II and HM-Il|, is
indicative of an increased release of VWF by the vascular
endothelium, likely because of the endothelium stimula-
tion by the pulsatile flow like previously described.® Thus,
VWF propeptide combined with HMWM evaluation after
A-TAH allow us to confirm relevance of VWF as a sensor
of both pulsatility and shear stress.

Our study present some limitations. First, according to
INTERMACS, patients implanted with HM2 or HM3 are
in much worse clinical condition than patients implanted
with A-TAH. Moreover, another limitation of our study is
the poor number of patients with a very long-term follow-
up over 6 months. Finally, loss of VWF HMWM is in gen-
eral selectively restricted to the highest multimers, which
are poorly visualized using SEBIA Hydragel 5 VWF mul-
timers. The normal postimplantation of A-TAH ratio of
VWF HMWM observed could not allow detecting a mild
HMWM defect or a mild residual abnormal shear induc-
ing a degradation of these highest multimers because of
sensitivity of SEBIA Hydragel 5 VWF multimers. How-
ever, we previously described a normal distribution of
HMWM in feasibility study with A-TAH in manual mode’
as well as a normal distribution after A-TAH implantation
in calve® with the classic reference method by Western
blot that make confident results proposed here.

All in all, the autoregulated A-TAH seems to provide
physiological blood flow with no hemolysis and no AVWS,
thereby potentially reducing the risk of clinically relevant
hemocompatibility-related adverse events. Moreover, we
confirm that VWF is a good biological sensor of blood flow
and pulsatility in cardiac assistance. Influence of shear stress
and pulsatile flow on vascular function but also VWF involve-
ment in hemocompatibility-related side effect need further
exploration to make in the future the most relevant mechani-
cal circulatory support to improve outcomes of patients.
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Table S1: Clinical characteristics of patients implanted with A-TAH

BSA : body surface area ; DT : Destination therapy , BTT: bridge-to-transplant.

Patients 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Age (year) 68 60 58 68 66 35 57 60 54 70
Gender Male Male Male Male Male Male Male Male Male Male
BSA (m2) 2 1.96 2.06 1.93 213 2.2 1.89 1.96 2 2.06
g_‘m‘;‘/‘r’nz) I B 2.15 1.55 1.76 1.24 1.34 1.66 2.66 1.74 1.6
Intermacs Class 3 3 3 3 4 3 3 3 2 3
Indication DT BTT BTT DT DT BTT BTT BTT BTT DT
Z:;g':;’“ DA P 243 75 270 599 155 304 14 109 271




Table S2: Bleeding events in patients implanted with A-TAH or HM-II/lll

Bleeding event characteristics A-TAH | HM-II HM-III

Patients suffering from bleeding | 1(10.0) | 7 (58.3) 8 (47.1)

complications, n (%)

Event day (POD), £ SD 7/43/64 | 294.9+334.3 | 118.61£141.3

Bleeding event type, n

Gastrointestinal 0 5 7

Epistaxis 2 4 2

Genitourinary 0 0 1

Intracranial 0 1 1

Other 1 1 0

BARC type of bleeding events, n (%)
1 0 (0) 0 (0.0) 0 (0.0)
2 2(66.7) | 8 (72.7) 7 (63.6)
3a 1(33.3) [2(18.2) 1(9.1)
3b 0 (0) 1(9.1) 3(27.3)
3c 0 (0) 0 (0.0) 0 (0.0)
4 0 (0) 0 (0.0) 0 (0.0)
5a 0 (0) 0 (0.0) 0 (0.0)
5b 0 (0) 0 (0.0) 0 (0.0)




Table S3: Thrombotic events in patients implanted with HM-II/lll

Device | | Thrombotic event Event day | Treatment Death
Patient (POD)
HM3 - | Non-occlusive outflow graft | 180 Medical follow-up 0
Patient 1 thrombosis
HM2 — | Intra stent thrombosis (superficial | 216 Femoro popliteal | 0
Patient 1 femoral artery) without pump bypass

thrombosis
HM2 — | Pump thrombosis complicated | 257 - Cardiac | 0
Patient 1 with superficial femoral artery intra transplantation

stent emboli - Arterial  thrombo-

aspiration

HM2 — | Hemorrhagic infarctive stroke 148 Anticoagulant treatment | O
Patient 2 suspension
HM2 — | Pump thrombosis complicated | 200 None 1
Patient 2 with massive sylvian stroke
HM2 — | Outflow graft thrombosis 935 Surgical outflow graft |0
Patient 3 thrombectomy




Table S4: Number of samples available for each patient’s group in the 3 periods

of time post implantation

<3 months Month 3 — Month 6 >Month 6
A-TAH 206 27 10
HM-II 26 20 19
HM-11I 18 18 31

Table S5: PT, K-aPTT and fibrinogen levels in the 10 patients implanted with the

A-TAH (pulsatile bioprosthetic total artificial heart)

PT: prothrombin time; K-aPTT: Kaolin-activated partial thromboplastin time; SD:

standard deviation.

(1.04)

(1.01)

:r(::)?;?\tation FLLERD S mgm g '|> Month 6
PT (%), mean (SD) 74.64 (1.96) (Zj'_gg) (;_7?;?)()) 75.40 (14.50)
K-aPTT — sec, mean (SD)  |31.2 (16.62) (?g'g) 32.8(2.5) | 33.9 (7.6)
Fibrinogen- g/L, mean (SD) [5.97 (1.06) 5.95 5.28 4.61 (0.86)




Figure S1: Quantification of VWF antigen in 10 patients implanted with A-TAH,
12 patients implanted with HM-Il and 17 patients implanted with HM-IlI

A-TAH: CARMAT total artificial heart; HM-II: Heartmate II; HM-III: Heartmate Ill; VWF:
von Willebrand factor; <3: <3 months; 3-6: between 3 and 6 months; >6: > 6 months.
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Figure S2: HMIWM individual variability according to the 3 periods of time post

implantation with individual samples from patients with the longer follow-up
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Figure S3: HMWM ratio according to pulsatility index (Pl) in HM-ll and HM-II

patients.

We referred to the pulsatility index (PI) estimated by the heart mate devices. Pl is a
calculation corresponding to heart pulsatility depending on LVAD speed and preload.
We compared high and low pulsatility index as defined by Wever-Pinzon et al (23).
We compared HMWM ratio for Pl >5.2 vs PI<4.6. We found that higher Pl was
significantly associated with lower HMWM ratio (p=0.018).
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3.3. Bioprosthetic Total Artificial Heart Implantation Does

Not Induce Chronic Inflammation

Dans cette étude, notre but était de déterminer le statut inflammatoire de 9 patients
implantés avec I’A-TAH grace a une cinétique de prélévements sur un suivi d’'un an. Nous
avons ainsi suivi les taux de leucocytes et des sous populations inflammatoires par
cytométrie de flux ainsi que le profil des cytokines inflammatoires par technique

multiplex/luminex.

Les résultats ont montré que le taux de leucocytes n’est pas modifié de maniére significative
apres implantation avec I’A-TAH (coefficient du modéle linaire mixte avec Cl 95%, -0.05 (-
0.71 a-0.61) ; p = 0.44). Nous avons comparé la distribution des sous-populations de cellules
immunitaires circulantes par cytométrie en flux : Aucune des populations explorées n’a eu
subit de modification significative durant les 12 mois de suivi clinique (toutes les p-values >
0.05).Nous avons également analysé les cytokines inflammatoire durant le support avec I'A-
TAH et nous n’avons pas observé de modification significative du profil inflammatoire en

comparaison avec les prélévements pré-implantation (toutes les p-values > 0.05).
En conclusion, nous avons démontré dans ce travail I'absence de signal inflammatoire dans

le sang périphérique sur une période de 12 mois de suivi durant I'implantation avec le coeur

artificiel total Aeson de Carmat.
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The Aeson total artificial heart (A-TAH) has been developed for
patients at risk of death from biventricular failure. We aimed
to assess the inflammatory status in nine subjects implanted
with the A-TAH in kinetics over one year. Laboratory assess-
ment of leukocyte counts, inflammatory cytokines assay, and
peripheral blood mononuclear cell collection before and after
A-TAH implantation. Leukocyte counts were not significantly
modulated according to time after A-TAH implantation (coef-
ficient of the linear mixed effect model with 95% CI, -0.05
(-0.71 to —-0.61); p = 0.44). We explored inflammatory cyto-
kine after A-TAH and did not observe, at any time, a modi-
fied profile compared to pre-implantation values (all p-values
> 0.05). Finally, we compared the distribution of circulating
immune cell subpopulations identified based on sequential
expression patterns for multiple clusters of differentiation.
None of the population explored had significant modula-
tion during the 12-month follow-up (all p-values > 0.05). In
conclusion, using a cytokine multiplex assay combined with
a flow cytometry approach, we demonstrated the absence of
inflammatory signals in peripheral blood over a period of 12
months following A-TAH implantation. ASAIO Journal 2022;
68;e173-e178
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Mechanical circulatory support such as the left ventricular
assistance device (LVAD) demonstrates a number of important
drawbacks including thrombosis, bleeding, and infection. One
of the main trigger of these events is chronic inflammation. In
patients supported by a durable LVAD, a chronic inflamma-
tion and immune dysfunction' associated with granulocyte
activation® have been described. From a more general perspec-
tive, accumulating evidence suggests that immune response
and inflammation are central to the onset of long-term car-
diac complications and heart remodeling following acute heart
infarction, for example.®” In fact, inflammation triggers the
recruitment and proliferation of immune-inflammatory cells,
contributing to either fibrosis or the production and degrada-
tion of extracellular matrix proteins. It has been pinpointed that
several immune cell types were mobilized after myocardial
ischemia-reperfusion.

The Aeson total artificial heart (A-TAH, Carmat, Vélizy
Villacoublay, France) has been used as bridge-to-transplant and
destination therapy for patients at risk of death from biventricular
failure®. The A-TAH is an autoregulated and pulsatile mechanical
circulatory support with improved biocompatibility in contrast
to classic ventricular assistance devices, which reduces throm-
botic, bleeding, and infectious complication rates”'°. Surfaces of
A-TAH in contact with the patient’s blood are made of a hybrid
membrane in bovine pericardial tissue processed with glutaral-
dehyde'. Indeed, we recently demonstrated a recellularization
with fibrin deposit, inflammatory cells, and endothelialization of
this hybrid membrane'?. This complete recellularization process
re-creates a humanized antithrombotic tissue on top of pericar-
dial tissue in the same circumstances of bioprosthetic valve'.
Because A-TAH implantation induces a reperfusion state after a
period of cardiac failure and tissue ischemia, modified immune/
inflammatory cells could be mobilized after implantation.
Modification of local infiltration on top of fibrin deposit could
increase the risk of the hybrid membrane after human implanta-
tion. Since this phenomenon is difficult to test in large animals
after A-TAH implantation, the aim of the study was to identify the
distribution and phenotype of inflammatory cells and inflamma-
tory cytokines in nine patients after A-TAH implantation.

Material and Methods
Aeson Bioprosthetic Total Artificial Heart
Study Design, Population and Sampling

Samples from nine patients in the A-TAH CE Mark clinical
trial (Identifier: NCT02962973) and patients implanted in the

el73
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Georges Pompidou European Hospital with the Heartmate
3 (HM3) LVADs (authorization protocol number: 1922081)
were included in this study. For A-TAH patients, all patients
were classified in the Interagency Registry for Mechanically
Assisted Circulatory Support 3 or 4 (Table 1). Blood samples
were collected on EDTA for peripheral blood mononuclear
cells (PB-MNCs) and 0.129 M trisodium citrate tubes (9NC BD
Vacutainer, Plymouth, UK) for platelet-poor plasma (PPP). PPP
was obtained after centrifugation twice at 2500g for 15 min-
utes. PPP was frozen and stored at —80°C until analysis. Blood
samples for PPP were collected once a week during Intensive
care unit, once a month during the first 6 months after implan-
tation, and every 3 months after 6 months. Peripheral blood
mononuclear cells of four patients with A-TAH were iso-
lated and were collected once a month during the follow-up.
Peripheral blood mononuclear cells of five patients with HM3
(median age: 62 years) were isolated and collected once dur-
ing the follow-up with a median of 10 (4-43) months after
implantation. Support duration goes from 1.5 months to 20
months in this study.

Inflammatory Cytokine Analysis

Cytokines in PPP were measured using a Human Magnetic
Luminex Assay (R&D Systems, Minneapolis, MN). Data were
assessed with the Bio-Plex 200 using the Bio-Plex Manager
5.0 software (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France). In terms
of sample number, we have in this cytokine study 55 samples
after implantation.

Spectral Flow Cytometry

Briefly, PB-MNCs samples from patients were slowly thawed
and resuspended in PBS-10% FBS-2mM EDTA buffer for
counting in the first step and resuspended at a concentration
of 10 million cells per mL. Staining was performed for 30 min-
utes with an antihuman antibodies cocktail of aCD45, aCD19,
aCD3, aCD5, aCD4, aCD8, aCD56, aCD11b, aCD11c,
aCD14, aCD16, aCD34, aKDR, aCD144, and Zombie NIR
(Biolegend) for viability for 30 minutes in the dark. Cells
were washed twice to remove the antibodies excess. Before
the acquisition, cells were fixed for 45 minutes in the dark at
4°C. Acquisitions were performed on an Aurora spectral flow
cytometer (Cytek). Unmixing was then calculated and applied
to samples based on reference single stained PB-MNCs. Data
were analyzed in a supervised way (i.e., manual gating) with
FlowJo (Flowjo, LLC) and led to the identification of nine major
immune sub-populations. Those supervised clusters of cells
are displayed using Uniform Manifold Approximation and
Projection (UMAP) consisting in the concatenation of 10,000

PERONINO ET AL.

downsampled live CD45+ cells per time point'*. Data visual-
ization was performed using the cloud-based platform OMIQ
(https://www.omiq.ai/). Based on their respective expression
of CD3 and CD56, four populations were identified as pre-
viously described', that is, CD3* CD56* (Natural killer (NK)
T cells), CD3+*CD56" (T cells), CD3-CD56-, and CD3-CD56*
(NK cells)’>. Then, CD3*CD56" were divided into two popu-
lations according to the expression of CD4 (CD4+ T cells)
and CD8 (CD8+ T cells). Based on the expression of CD16
and the CD56 level, NK cells were subdivided in three sub-
populations according to their maturation stages represented
by CD16+ expression. The double negative subpopulation
CD3-CD56~ was divided into four subpopulations according
to the expression of CD14 and CD16, which allowed us to
define the different types of monocytes (classical, intermediate,
and nonclassical monocytes). Finally, the double negative sub-
population of this gate that is, CD3-CD56-CD14-CD16~ was
divided in two subpopulations according to CD19 expression.
The CD19- subpopulation was divided between CD11b and
CD11c expression and finally defined as circulating dendritic
cells. CD19* were defined as B cells.

Statistical Analysis

Continuous data were expressed as the mean of cells + stan-
dard error (SD). To evaluate changes over time we performed
a linear mixed effect model separately for each biological
test including the value of biomarkers as a dependent vari-
able, the period of time as continuous explanatory variables,
and the patient as random effect. To check for assumptions,
we used residual plots for each linear mixed-effects model.
We compared the mean value of each biomarker before and
after A-TAH implantation using the Mann-Whitney U test or
Kruskal-Wallis test and also by using two one side t-test (TOST)
Welch’s t-test to determine whether the means are equivalent.
All analyses were two-sided, and a p-value was considered
statistically significant for p < 0.05. Statistical analysis was
performed using R studio software including R version 3.6.3
(RStudio. Inc. Boston, MA) and GraphPad Prism 9 software
(GraphPad Software Inc., San Diego, USA).

Results

Aeson Bioprosthetic Total Artificial Heart do not
Modlify Inflammation Cytokines After Implantation

We explored inflammatory cytokine/markers after A-TAH
implantation. First, using a non-parametric statistical method,
we demonstrated an absence of significant change in the levels

Table 1. Clinical Characteristics of Patients Included in Pivotal Study for Aeson Total Artificial Heart implantation

Patients 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Age (year) 68 60 68 66 35 57 54 70 43
Gender Male Male Male Male Male Male Male Male Male
BSA (m?) 2 1.96 1.93 2.13 2.2 1.89 2 2.06 2.36
Cardiac index (L/min/m?) 2 2.15 1.76 1.24 1.34 1.66 1.74 1.6 1.65
Intermacs class 3 3 3 4 3 3 2 3 3
Indication DT BTT DT DT BTT BTT BTT DT BTT
Support duration (months) 1.5 8.1 9 20 5.1 10 3.6 9 10.2

BSA, body surface area; BTT, bridge to transplantation; DT, destination therapy.

Copyright © ASAIO 2022
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of immune/inflammatory cytokines before and after A-TAH
implantation (all p > 0.05; seeTable 1, Supplemental Digital
content 1, http:/links.lww.com/ASAIO/A867). Moreover, we
demonstrated the absence of statistical significance during
follow-up with a linear mixed model separately for each bio-
logical test including the value of biomarkers as a dependent
variable, the period of time as a continuous explanatory vari-
able, and the patient as random effect (all p > 0.05; Table
1, Supplemental Digital content 1, http:/links.lww.com/
ASAIO/A867). Thus, both analyses suggested the same con-
clusion and were consistent with the absence of inflamma-
tory signals. Finally, to provide support for the absence of a
meaningful difference of inflammatory signals before and after
A-TAH implantation, we performed a TOST equivalence test
(Welch’s t-test) using the standard deviation of the mean from
the healthy volunteers’ cohort. We observed similar results
for most of the biomarkers (see Table 1, Supplemental Digital
content 1,http:/links.lww.com/ASAIO/A867).

A-TAH does not modify circulating Immune/hematopoietic
cell populations after implantation.

First, leukocyte counts were not found to be significantly
modulated according to time after A-TAH implantation (data
not shown, p = 0.44). Subsequently, using spectral cytometry
on PB-MNCs, and with a supervised analysis, we identified
nine major immune populations based on their different pheno-
type considering their level of CD3, CD56, CD4, CD8, CD19,
CD14, CD16, and CD11c. The resulting clusters are visualized
on a UMAP plot in Figure 1 showing all single cells of 10,000
live CD45* selected from down-sampled files concatenated at
TO, T1, and T2. Regardless of the population explored, we did
not find any significant modification during the follow-up as
illustrated in Table 2, Supplemental Digital content 1, http:/
links.lww.com/ASAIO/A867. To confirm the relevance of our
results we added a control group of three healthy volunteers
(median age 35 years) and did not found any significant differ-
ence in the level of studied populations with the patient before
and after A-TAH implantation (see Table 2, Supplemental
Digital content 1, http:/links.lww.com/ASAIO/A867). Finally,
to increase the reliability of the data, we added a control LVAD
group for spectral flow cytometry analysis. Indeed, PB-MNCs
of five patients with HM3 (median age: 62 years) were isolated
and collected once during the follow-up with a median of 10
(4-43) months after implantation. None of them had right ven-
tricular failure. One of the patient had a driveline infection 1
month before exploration treated with antibiotics without any
signs of systemic infection. We found that HM3 have increased
levels of monocytes (classical and intermediate monocytes) in
contrast to A-TAH in line with persistent inflammation after
LVAD implantation in contrast to post-implantation levels in
A-TAH (Figure 1).

Discussion

In the present study, we investigated whether the use of
A-TAH could modulate inflammation during a pivotal study.
Elevation in inflammation markers after LVAD has been cor-
related to mortality*. To investigate inflammation after A-TAH
implantation, we analyzed inflammatory cell populations and
cytokines for a period of 12 months after A-TAH implantation.
Our analysis showed no significant differences in inflamma-
tory circulating parameters among subjects after A-TAH.

el75

We previously described an absence of evidence of relevant
human leukocyte antigen antibodies development in a longi-
tudinal follow-up after A-TAH implantation'®. The absence of
T-cell modulation combined with the absence of B-cell reac-
tivity could explain the absence of the production of antibod-
ies against human leucocyte antigen (HLA) molecules after
A-TAH. In the pathways tested here, we observed absence of
increase in Granzyme B and CD8" T cells. CD8* T cells have
been described as involved in sterile chronic low-grade inflam-
mation or recently in pathogenic response to acute Myocardial
infarction injury’. Granzyme B has been previously identified
as a major toxic protein in autoimmune and cardiovascu-
lar disorders but also has been associated with acute rejec-
tion after transplantation'”. Absence of cytotoxic parameters
increase confirms the relevance of hemocompatible tissues
in contact with blood—that is, e-polytetrafluoroethylene and
hybrid membrane in bovine pericardial tissue—and the safety
of pericardial tissue used for hybrid membrane as previously
demonstrated'’. The A-TAH has been developed to minimize
drawbacks of current mechanical assist devices and in par-
ticular LVAD. Inflammation is part of all hemocompatibil-
ity-associated complications, such as thrombosis, bleeding
complications, and major infection. Thus, controlling inflam-
mation after the A-TAH implantation process could limit
thrombosis, bleeding risk, and infections.

First, regarding infection risk and inflammation-related disor-
ders; our results demonstrate an absence of progressive defects
in cellular immunity in contrast to what has been described
after LVAD implantation’. Indeed, these defects predispose
LVAD recipients to systemic infections'. Driveline infections
in LVAD remain one of the most common adverse events at
the origin of complications?*?'. Absence of immunity pertur-
bation after A-TAH implantation could explain at least in part
the absence of driveline infection in A-TAH. Moreover, shear
stress has been described to be involved in the development
of bacterial infections at the sites of cardiovascular device
implantation?. Shear stress induces apoptosis of neutrophils
and or monocytes?*?*. We previously demonstrated that A-TAH
does not induce any hemolysis or acquired von Willebrand
syndrome, both related disorders attributed to increased shear
stress'>242¢. The absence of significant shear stress in A-TAH
implantation could also explain at least in part the absence
of myeloid cells increase with markers of activation and so
absence of driveline infection in A-TAH in contrast to LVAD.

Second, regarding thrombosis risk and inflammation-related
disorders, the interplay between blood coagulation and inflam-
mation is a well-known mechanism. Indeed, arterial but also
venous thrombosis are both related to thrombo-inflammation.
In fact, endothelial activation associated with inflammation
turned out to be a major determinant mediating cerebral isch-
emia/reperfusion injury?” or COVID-19 microthrombosis?.
Chronic inflammatory with high levels of cytokines in subjects
with LVAD has been correlated to the worsening of endothelial
function”. These observations have been recently confirmed
in subjects with LVADs, comparing them with subjects with
chronic heart failure with reduced ejection fraction on the list
for a heart transplant (HT) and with HT patients with normal sys-
tolic cardiac function®. In this cohort, inflammation evaluated
with C-reactive protein was the only factor able to influence
endothelial function in patients with LVAD, reinforcing links
between inflammation and endothelial function®*. According

Copyright © ASAIO 2022
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Figure 1. Immune/hematopoietic populations quantified by spectral flow cytometry after A-TAH and Heartmate 3 implantation. A: Immune/
hematopoietic populations visualized with UMAP per time point, i.e. Concatenated before A-TAH implantation (T0), before 3 months following
A-TAH implantation (T1) and after 3 months following A-TAH implantation (T2). Results are compared with data from five patients implanted
with Heartmate 3 (median age: 62 y; median time [range] from implantation: 10 [4-43] months). B: Quantification of immune populations

visualized in (A).

A-TAH, Aeson total artificial heart; TO, peripheral blood mononuclear cells collection before A-TAH implantation; T1, peripheral blood mono-
nuclear cells collection before three months; T2, peripheral blood mononuclear cells collection after three months of implantation; UMAP,

Uniform Manifold Approximation and Projection.

to these hypotheses, the absence of a pro-inflammatory signal
after A-TAH implantation is in line with our previous results
describing the absence of endothelial activation after A-TAH
in automatic mode?®'. Other prothrombotic consequences of
inflammation are related to neutrophils activation and neutro-
phils extracellular traps* and tissue factor expressing extracel-
lular vesicles®. Following A-TAH, we previously described the
absence of increase of the most prothrombotic extracellular
vesicles (platelet extracellular vesicles)'. One of the limita-
tions of our study in terms of thromboinflammation control
is the absence of Neutrophil extracellular traps (NETs) quan-
tification after A-TAH implantation. However, in feasibility as
well as pivotal study, we never observed any thrombotic event
confirming the safety of the device in line with the absence of
thromboinflammatory process after implantation.

Finally, regarding bleeding risk and inflammation-related
disorders, A-TAH seems to prevent all classic origin of hem-
orrhage. Anemia is present in the most common etiology of
bleeding after LVAD implantation®*. Chronic anemia is one of
the markers associated with worse outcomes after LVAD com-
pared to nonanemic patients**. Chronic inflammation induced
anemia by several mechanisms: first, modification of iron

trafficking by interfering with dependent and independent hep-
cidin mechanism; second decreased erythropoiesis mainly by
reduced production and/or reduced biological activity of eryth-
ropoietin; and third a decreased erythrocyte survival*. Anemia
regardless of etiology is associated with adverse outcomes
after LVAD implantation®*. Whatever mechanism is involved
in inflammation-related anemia, all are secondary to multiple
cytokines (e.g., interleukin-1p, IL-6, IL-10, and interferon-y).
All these cytokines are not modulated by A-TAH implanta-
tion. The absence of anemia related to inflammation added to
the absence of hemolysis and acquired von Willebrand syn-
drome'>?° are all a mark of safety against the bleeding process
in contrast to LVAD.

Finally, the major cause of bleeding during LVAD support
is gastrointestinal bleeding associated with angiodysplasia,
an angiogenesis-related signal cascade. It has been recently
described that increased tumor necrosis factor (TNF)-a levels
in LVAD patients are a central regulator of altered angiogen-
esis with facilitation of pericytes apoptosis, reduction of the
expression of angiopoietin-1, increase in tissue factor expres-
sion, and destabilization of endothelial cells*”. Relevance of
plasma TNF-a levels and bleeding rates have been confirmed

Copyright © ASAIO 2022
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a subanalysis of the PREVENT biobank study®*. Thus, the

absence of TNF-a increase after A-TAH implantation is prob-
ably a protective factor against angiodysplasia. Our study
have major limitations, and one of the most important is the
small sample size and the risk of type Il error, we used vari-
ous nonparametric statistical methods. All analyses pointed to
the same observation and were consistent with the absence of
inflammatory signals after A-TAH implantation.

All in all, we have demonstrated that A-TAH implantation

seems to be safe according to proinflammatory signal. The
absence of regulation of inflammatory cytokines is helpful to
avoid increased risks of cardiovascular events independently

of

A-TAH implantation.
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Supplementary Table 1: Proinflammatory markers were measured in patient blood samples before (baseline), and after 1 to 12 months

after A-TAH implantation. Coefficient and p-value of the linear mixed effect model. 95% Cl= 95% confident intervals. TOST = Two One Side

Test; A-TAH: Aeson® rotal artificial heart

Mann-
Whitney U
Before A-TAH After A-TAH test: before | Linear mixed model | TOST Welch's t-
implantation implantation vs after according to period test (p-value)
implantation
(p-value)
Coefficient
mean SD mean SD Value [95% P
value
Cl]
-350.63 [-
CDA40 ligand | 2973,77 | 1675,17 | 3196,79 2924,58 0,825 1036.90- 0,158 | 0,311 -
335.64]
EGF 105,86 74,73 105,86 146,86 1 -19.93[- 0,092 | 0,032 | Equivalent
’ ’ ’ ’ 49.33-9.47] | ’
Eotaxin 217,64 67,39 205,59 70,52 0,634 26.-3_’;(-)?6[.-65] 0,333 | 0,023 | Equivalent
FLT3 ligand 126,77 36,27 146,93 53,93 0,284 3.0716[._7150].62- 0,33 | 0,013 | Equivalent
-4.74 [-
Fractalkine | 886,35 304,25 1033,08 939,22 0,646 299.65- 0,487 | 0,205 -
290.17]
G-CSF 54,34 30,59 39,65 45,28 0,353 0261 0,207 | 0,102 -
’ ’ ’ ’ ’ 21.32-8.79] ! ’
1.26 [-9.19- .
GM-CSF 24,36 18,96 29,94 32,48 0,619 11.71] 0,407 | 0,028 | Equivalent




5.53[-7.31-

GranzymeB | 13,69 5,68 19,81 39,53 0,646 18.36) 0,199 | 0,521 -
GRO-a 128,24 | 166,75 | 112,56 127 0,743 -14.72 |- 0,236 | 0,161 -
’ ’ ’ ’ 54.90-25.46] | ’
-1.67 [-
GRO-B 839,73 | 391,18 | 927,18 609,16 0,679 174.73- 0,492 |0,122 -
171.40]
IFN-a 12,26 7,81 10,32 7,67 0,486 ’0'33 {72]78 0,404 | 0,039 | Equivalent
IFN-B 0,96 2,7 0,41 1,55 0,377 ’0'185'50]'67' 0,265 | 0,006 | Equivalent
IFN-y 6,83 3,12 7,28 4,16 0,757 '0'38 gg'ol]‘m' 0,298 | 0,044 | Equivalent
IL-1a 20,04 8,76 19,53 7,38 0,85 '0'7124[‘232]'93' 0,259 | 0,015 | Equivalent
IL-18 3,24 2,8 4,62 3,29 0,239 0'151[1'gj86' 0,389 | 0,008 | Equivalent
-159.77 [-
ILIRA 845,15 | 485,47 | 852,78 837,8 0,979 438.65- 0,131 | 0,033 | Equivalent
119.10]
IL-2 3,87 1,18 3,69 0,93 0,597 '0'15 {'8(;‘41' 0,226 | 0,015 | Equivalent
IL-3 8,17 8,05 7,6 7,97 0,843 '1'98 5'2‘;'30' 0,066 |0,013 | Equivalent
IL-4 2,58 2,32 2,4 2,94 0,861 0'03[8’8]'68' 0,438 | 0,019 | Equivalent
IL-5 7,64 4,12 6,88 2,79 0,479 '0‘63 £'11]‘46' 0,072 | 0,013 | Equivalent
IL-6 46,12 38,9 60,02 70,17 0,565 6‘239['61;]'23' 0,302 | 0,686 -
IL-7 7,57 3,67 8,32 6,44 0,735 '0'55%]'79' 0,215 | 0,421 -
IL-8 10,6 9,56 13,04 14,93 0,638 1'716[5’;]'”’ 0,244 |0,611 -
129.09 [-
IL-10 146,37 76,21 268,83 853,53 0,671 148.73- 0,181 | 0,629 -
406.91]
IL-12p70 5,74 6,24 5,2 8,05 0,85 -1.60 [-3.62- | 0,061 | 0,001 | Equivalent




0.42]

IL-13 61,74 14,46 63,58 16,24 0,75 '0'02 4["5‘;'51' 0,495 | 0,044 | Equivalent
IL-15 2,3 1,16 1,97 1,42 0,51 '0'28 1['7(;'69' 0,116 | 0,249 -
IL-17E 25,98 70,48 11,19 33,2 0,304 8'724[;;28?'31' 0,104 |0,823 -
IL-33 8,31 8,38 13,22 15 0,343 0'02[7';]'71' 0,499 | 0,481 -
172.67 [-
IP-10 181,4 99,13 445,08 | 1171,67 0,505 209.52- 0,188 |0,671 -
554.87]
63.92 [-
MCP-1 263,16 63,61 340,22 413,92 0,582 69.38- 0,174 | 0,579 -
197.22]
MIP-1a 42 8,54 49,26 17,71 0,234 4'23[9’31]'50’ 0,074 {0,103 -
MIP-1B 273,29 55,15 316,4 201,99 0,529 3176 [- 0,168 | 0,481 -
’ ’ ’ ’ ’ 32.92-96.44] | ’
MIP-3a 45,43 22,44 74,99 85,98 0,312 6'8‘;{?50]'90' 0,315 |0,778 -
3273 [-
MIP-3B 425,12 550,1 495,99 447,15 0,67 82.87- 0,289 | 0,263 -
148.33]
PDL1-B7H1 | 114,49 30,36 132,86 64,19 0,404 6'9927['518]'53' 0,252 | 0,022 | Equivalent
-6548.94 [-
RANTES | 89264,53 | 44749,27 | 87930,03 | 44727,42 0,934 21268.12- | 0,192 |0,019 | Equivalent
8170.24]
TNF-a 17,81 5,53 19,94 6,66 0,365 0'13[1'31]'89' 0,454 | 0,049 | Equivalent
TRAIL 37,29 26,55 36,57 19,29 0,921 393 [- 0,104 | 0,026 | Equivalent

10.05-2.18]




A-TAH: Aeson® total artificial heart

period (before A-TAH implantation, after A-TAH implantation and before 3 month of follow-up and over 3 month of follow-up.

Supplementary Table 2: Immune/hematopoietic cells populations count per million of live CD45+; the results are shown by mean of cells x10° according to

i After A-TAH After A-TAH
':Zgr:itigg Healthy |.39f°fe A'TAH implantation implantation Kruskal Wallis test: | Mann-Whitney U test: before | Mann-Whitney U test:
er million controls implantation <Month 3 > Month 3 before vs after A-TAH A-TAH implantation vs after A-TAH implantation
P of live implantation healthy controls vs healthy controls
+ -value -value -value
CD45") mean | SD mean SD mean SD mean SD (p ) (p ) (p )
T4
'{g‘;ﬁ'g";g? 335 |142] 370 50 404 30 448 56 0.76 0.71 0.33
CD4%)
T8
lymphocytes
(CD3+ CD56 190 27 200 80 212 36 232 70 0.90 0.91 0.77
cD8")
B
lymphocytes
(CD3'CD56 79 32 87 37 47 9 21 5 0.051 0.86 0.07
CD14CD16
CD19")
(“é';;‘ég’stgs‘) 494 |229| 1955 | 763 | 1503 | 454 | 1253 | 401 0.59 0.17 0.24
Classical 216 192 82 33 62 18 41 17 0.45 0.92 0.77




monocytes
(CD3'CD56
CD147CD16)

Non-classical
monocytes
(CD3°CD56

CD14°CD16")

200

73

366

182

199

54

363

167

0.54

0.17

0.43

Intermediate
monocytes
(CD3CD56°

CD14°CD16")

12

11

10

0.62

0.92

0.31

Dendritic
cells (CD3"
CD56CD14
CD16
CD11c")

12

2.3

23

15

25

12

0.7

0.65

0.55

0.75

NK cells
(CD3 CD56")

74

9.8

121

34

176

30

133

35

0.67

0.29

0.21

NK cells
56" cD16*
(cD3
CD56+dim
CD16%)

61

11

91

23

153

27

113

32

0.56

0.33

0.23

NK cells
56°™ cD16"
(CD3-
CD56+dim
CD16)

2.2

1.5

7.9

3.6

6.9

7.3

2.9

0.70

0.23

0.34

NK cells 56
heh cp16”
(cD3
CD56'high
CD16)

4.8

0.7

3.8

0.92

3.6

0.68

3.7

0.6

0.69

0.41

0.43




Discussion

Le cceur artificiel total Aeson de Carmat est un dispositif d’assistance circulatoire a flux
pulsatile composé de matériaux hémocompatibles et bioprothétique avec une membrane
hybride composée de péricarde bovin prétraité au glutaraldéhyde collé a du polyuréthane.
Ce travail de these s’est intéressé a 3 points importants participants a I’'hémocompatibilité
des biomatériaux ou assistances circulatoires: I'hémolyse, les anomalies du facteur

Willebrand ou encore le potentiel syndrome inflammatoire chronique.

4.1. Les multimeéres de facteur von Willebrand

Lanalyse du multimeres de VWF est une analyse permettant de quantifier les potentielles
altérations dues au shear stress. Un des principaux problémes avec cette technique
d’analyse des multiméres par électrophorese est le manque de standardisation. Les
différents types de multimeres dans le plasma que I'on peut retrouver sont les multiméres
de bas poids moléculaire (LMWM), multiméres de poids moléculaire intermédiaire (IMWM)
et multimeres de haut poids moléculaire (HMWM) voir de trés haut poids moléculaire. Pour
répondre a ces problématiques, nous avons d’abord choisi de standardiser la technique
commercialisée par la société Sébia, ce qui nous a permis notamment d’ajuster les dépots
pour les analyses de multiméres a un VWF :Ag de 100% comme ce qui a déja été fait dans la

273

littérature?’> pour les taux supérieurs a 100%. Nous avons commencé a établir nos premiers

seuils de normalité avec un pool de plasma dit « maison » et nous avons observé les mémes

274 3 savoir que les

tendances des coefficients de variations (CV) que I'équipe de Pikta
LMWM et les HMWM ont des CV plus élevés que celui des IMWM : Pikta et son équipe dans
leur test intergel ont des CV a 16,6% pour les LMWM, 6,2% pour les IMWM, et 8,1% pour les
HMWM et nous avons obtenu par nos tests intergel : 9,61 % pour les LMWM ; 7,05 % pour
les IMWM et 11,05 % pour les HMWM avec le plasma « maison ». Néanmoins, pour pouvoir
atteindre le niveau requis pour accréditer la méthode, il était nécessaire d’utiliser un

contréle standardisé et le plasma Cryocheck™ semble pouvoir répondre a cela. Ces CV sont

proches de ce que nous avons observé pour le plasma « maison » : 8,4% pour les LMWM ;
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5,2% pour les IMWM ; 12,0 % pour les HMWM, mais il est nécessaire d’obtenir plus de
valeurs pour renforcer les premieres analyses et ainsi confirmer le remplacement du pool de

plasma « maison » par ce plasma standardisé.

4.2. Le facteur von Willebrand en tant que biomarqueur

d’hémocompatibilité

Au cours de cette étude nous avons pu corroborer ce qui avait déja été observé,
c’est-a-dire une dégradation des VWF pour les patients implantés avec un LVAD HMII et
HM3222:276277 Dans le cas des HM3, les patients développent néanmoins une perte moins
forte des VWF en comparaison des HMII?”7 et cela peut s’expliquer par le flux pseudo-
pulsatile générer par le moteur centrifuge par la modulation de la vitesse du flux continu. De
plus les forces de cisaillements moins fortes générées par le moteur centrifuge de HM3
permettent de réduire la perte des multimeres de VWF de haut poids moléculaire, ce qu’on
a pu observer dans |'étude. De plus, nous avons pu observer qu’il y avait un lien entre
I'indice de pulsatilié et la perte des VWF HMWM comme il a été proposé dans I'étude de

Yang et al.?”®

aprés implantation du coeur Aeson, nous savons pu montrer que seulement 1.4% des
prélevements ont montré une augmentation de I'hémoglobine plasmatique (>20mg/dL)
correspondant a la définition d’une hémolyse selon 'INTERMAC?2%, un des prélévements
avait les hémoglobines plasmatiques plus élevées suite a une réopération qui se sont
normalisée le jour suivant. Les 2 autres prélevements se sont également normalisé le
prélevement suivant. Ces résultats confirment l'absence d’hémolyse significative durant le
support avec A-TAH. Nous n’avons également observé aucune hémolyse malgré
I'augmentation des forces de cisaillements aprés I'augmentation du débit cardiaque, ce qui
est corrélé aux résultats déja observés par les précédentes études in vivo**. De méme pour
les résultats obtenus pour les patients de I'étude de faisabilité en mode manuel*®*’ ne

montrant aucun évenement d’hémolyse ou de thrombose.

Apres implantation du cceur Aeson, nous avons également pu observer une bonne
préservation des HMWM de VWF durant le support. Ainsi le profil multimérique semble
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similaire a ceux des donneurs sains et cela durant toute la durée de l'implantation,
contrairement aux patients implantés avec HMII et HM3. Ce papier nous a montré que I'A-
TAH en mode automatique n’induisait pas d’hémolyse ni de syndrome de Willebrand acquis.
Cet article a également montré que le facteur Willebrand pouvait étre modulé en fonction
des forces de cisaillement généré par le débit cardiaque et le rythme cardiaque tout en
restant dans les seuils physiologiques. En utilisant un modeéle de simulation des forces dans
la cavité ventriculaire du coeur Aeson, nous avons pu déterminer que le VWF était modifié
dans le modele si les forces de cisaillements dépassent les 17.5 Pa, mais malgré les différents
débits cardiaques utilisés pour les mesures, le pourcentage de volume sanguin affecté par

les forces élevées de cisaillements est toujours inférieur a 0.03% dans les deux ventricules.

4.3. Présence de marqueurs inflammatoires chez les patients

implantés avec un coeur artificiel total Aeson

Au cours de cette étude, l'objectif était de vérifier si le TAH Aeson modulait
I'inflammation aprés son implantation, comme il a été observé pour les patients implantés
avec des LVADs'%®, Dans une étude préalablement réalisée par Netuka et al.?®?, 'absence
d’hyperimmunisation anti-HLA (Human Leukocyte Antigen/CMH). Notre étude ici nous montre
I'absence d’inflammation chronique post implantation Aeson avec notamment une absence
de modulation des taux de lymphocytes T et de lymphocytes B. Dans notre étude, nous
n‘avons pas observé qu’une absence d’augmentation de lymphocytes T (LT) cytotoxiques
(CD8+) corroborés par l'absence d’augmentation de granzyme B. Granzyme B est une
protéine toxique majeure dans les troubles auto-immuns et cardiovasculaires, mais
également dans le rejet d’organe aprés transplantation?®®. Nos autres résultats suggérent le
maintien des cellules immunitaires, sans modulation des cellules immunes et ce durant
toute la durée de I'implantation (de 0 a plus de 6 mois), contrairement a ce qui a été observé
dans d’autres études'3®?8¢ pour les patients implantés avec le dispositif LVAD ol une
inflammation chronique a été observée. Cet état d’inflammation chronique est connue pour

provoquer plusieurs réactions, I’hyperactivation des RAAS'37138 |3 défaillance multi-organes
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postopératoire?14>146 oy encore la thrombose'*” ou la survenue d’angiodysplasie. En effet, il

a été montré que la hausse de TNF-a chez les patients LVAD est un régulateur central de
I'angiogeneése et pourrait favoriser la survenue d’angiodysplasie et donc de saighements >°.
Linfection chronique rend également I’"h6te plus sensible a I'infection systémique a cause du

déficit immunitaire engendré 287

pouvant se caractériser notamment par I'infection du cable
d’alimentation des LVAD?%8-270_ Aprés implantation de Aeson, aucune infection de cible n’a

été observée.

4.4. Discussion globale hémocompatibilité du TAH-Aeson

Les dispositifs d’assistance circulatoire mécaniques et en particulier les LVAD constituent un
outil essentiel pour traiter l'insuffisance cardiague avancée. La thrombose et les
complications liées aux saignements ont été les deux principaux obstacles pour les patients
nécessitant un MCS. L'amélioration de I'hémocompatibilité des nouvelles générations de
VAD et surtout des cceurs artificiels contribuent a améliorer la qualité de vie des patients en
réduisant les saignements et la thrombose. En effet, le coeur artificiel Aeson A-TAH est un
dispositif entierement bioprothétique offrant un bon degré d'hémocompatibilité,
permettant un soutien cardiaque complet avec un faible régime antithrombotique et un
faible risque thrombotique. Une meilleure compréhension de l'interaction entre la
contrainte de cisaillement, les biomatériaux et les composants cellulaires et plasmatiques
doit étre prise en compte pour le développement de la prochaine génération d’assistance
circulatoire  mécanique. Un "passeport d'hémocompatibilité", comprenant une
simulation/modélisation de la contrainte de cisaillement et des composants sanguins, peut
étre utilisé pour évaluer les parametres d'hémostase dans les études de faisabilité, ainsi que

dans les essais précliniques et cliniques de dispositifs.

En intégrant ces parameétres d'hémocompatibilité, un cceur artificiel ou un dispositif
d'assistance circulatoire cardiaque peut offrir une solution sure et efficace pour traiter
I'insuffisance cardiaque avancée, améliorant la qualité de vie des patients et réduisant les

risques associés a la circulation sanguine mécanique.
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Perspectives

5.1. Perspectives cliniques Carmat

Une des perspectives de cette these est de continuer les analyses cliniques des différentes
études en cours, il reste encore 3 patientes pour compléter I'étude Pivot, 7 patients a
implanter pour I'étude de faisabilité des Etats-Unis et 49 patients pour finaliser I'étude
EFICAS. Une des limitations de nos études est la faible taille du groupe de patients implantés
avec le TAH Aeson. Une des possibilités est de confirmer les résultats préalablement obtenus

et de les confirmer avec un groupe de patients plus conséquents.

5.2. Vers un dispositif hémocompatible

Un ceeur artificiel ou un dispositif d'assistance circulatoire cardiaque se doit de présenter
une gamme compléte de parametres d'hémocompatibilité pour assurer un fonctionnement
optimal et sécurisé. Voici les éléments clés qui garantissent une hémocompatibilité optimale

qui pourraient définir ce « passeport d’hémocompatibilité » :

1. Eviter la Stase Sanguine : Le dispositif doit &tre congu de maniére 3 minimiser la
stase sanguine, c'est-a-dire la stagnation du flux sanguin, afin d'éviter la formation de

caillots potentiellement dangereux.

2. Matériaux/Surfaces Hémocompatibles : Les matériaux et les surfaces en contact
avec le sang doivent étre soigneusement choisis pour minimiser les interactions

négatives avec les composants sanguins et réduire les risques de thrombose.
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10.

Absence d'Hémolyse : Le dispositif ne doit pas provoquer de destruction excessive
des globules rouges, évitant ainsi les problemes d'anémie et de toxicité associés a

I'hémolyse.

Pas d'Activation Plaquettaire : Le dispositif ne doit pas déclencher d'activation

plaquettaire.

Eviter I'Etat Hypercoagulable : Le dispositif doit maintenir un état physiologique de

coagulation.

Prévention des Infections : Le dispositif doit étre concu pour minimiser le risque

d'infection, en évitant la formation de biofilms et la prolifération de bactéries.

Réduire I'Inflammation Chronique : Le dispositif ne doit pas déclencher de réponse

inflammatoire chronique, ce qui pourrait endommager les tissus environnants.

Maintenir la Fonction Microvasculaire : Le dispositif ne doit pas interférer avec la
fonction des petits vaisseaux sanguins, garantissant une perfusion adéquate des

tissus.

Eviter le Syndrome Acquis de von Willebrand : Le dispositif ne doit pas induire un

syndrome de von Willebrand acquis.

Faible Régime Antithrombotique Requis : Idéalement, le dispositif doit nécessiter un
faible régime antithrombotique pour maintenir la coagulation adéquate, minimisant

ainsi les risques de saignement excessif.
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Dear Editor,

Calcific aortic valve (AV) disease (CAVD) is a major public
health concern affecting 2% to 7% of adults over the age of
65 [1]. No pharmacological approach is available and sole
effective therapies are surgical AV replacement (SAVR) or
transcatheter AV replacement (TAVR). Non-invasive ultra-
sound therapy (NIUT) has been recently described as a
potential new treatment of CAVD ex vivo in animal models
and in a first in human study [2, 3]. Von Willebrand factor
(VWF) is produced by endothelial cells, stored in the form
of ultralarge VWF multimers in Weibel-Palade bodies, and
then secreted by exocytosis. VWF is a key initiator of the
clotting cascade and has the unique feature to mirror the
hemodynamic changes applied on the blood flow during
cardiac assistance [4—6] and in most of stenotic heart valve
diseases and particularly in CAVD [7]. Moreover, VWF
has been described to regulate angiogenesis [8]. Thus, lack
or dysfunction of VWF has been correlated with systemic
malformations of vasculature. The most significant evidence
of the link between von Willebrand disease (VWD) and
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vascular malformations is angiodysplasia of the gastrointes-
tinal tract in VWD and acquired von Willebrand syndrome
[8]. Since aortic valve stenosis is associated to gastrointesti-
nal angiodysplasia, bleeding, and anemia [9], NIUT effect on
acquired von Willebrand syndrome potentially at the origin
of these effects is a challenging clinical objective.

To better evaluate mechanism and efficacy of NIUT, we
characterized VWF multimers in CAVD patients before
and 24 h after NIUT. The study was conducted at Euro-
pean George Pompidou Hospital, Paris, France and included
four consecutive hospitalized patients. Echocardiographic
analysis was performed by an independent core lab (Cardi-
alysis BV, Rotterdam, The Netherlands). Data monitoring
and processing of clinical outcomes were performed by an
independent clinical research organization (MD Clinicals,
Switzerland). A clinical event committee was responsi-
ble for adjudicating serious adverse events. All data were
recorded in an electronic database. The study was registered
in clinicaltrials.gov, number NCT03779620. Blood samples
were drawn pre-operatively and 24 h after procedure. All
samples were collected on 0.129 M trisodium citrate tubes
(9NC Greiner VACUETTE 3.2%). VWF analysis were done
on platelet poor plasma (PPP) isolated from citrated tubes.
PPP were obtained after centrifugation twice at 2500 g for
15 min. PPP was frozen and stored at —80 °C until analysis.
VWEF antigen (VWF:Ag; STA Liatest, Diagnostica Stago,
Asnieres-sur-Seine, France) and a latex immunoturbidimet-
ric assay (von Willebrand factor ristocetin cofactor activity,
VWF:Rco; Diagnostica Stago) were respectively used on a
STA-R® Max coagulometer (Diagnostica Stago). The VWF
multimers pattern was evaluated by a semi-automated assay:
the Hydragel 5 von Willebrand multimers kit, used with the
Hydrasis 2 Scan instrumentation (Sebia, Lisses, France)
as previously described [10]. According to the standard
VWF multimers evaluation, the relative proportion of low-
(<5-mers, LMWM), intermediate- (6- to 10-mers, IMWM),
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Fig.1 Time course of high-molecular-weight multimers recovery in
patients with CAVD undergoing valvosoft non-invasive ultrasound
therapy (NIUT). A Platelet function analyzer-closure time adenine
DI-phosphate (PFA-CADP) in patients before and 24 h after NIUT.
We observed a decrease in PFA-CADP after NIUT in three patients

and high-molecular-weight (> 10-mers, HMWM) multim-
ers of VWF was determined using densitometry analysis on
Hydrasis 2 Scan. Multimers pattern curves were displayed
with Sébia Phoresis software. For each patient, LMWM,
IMWM, and HMWM were expressed either as a propor-
tion of each patient’s total multimers or as a ratio between
patient’s and healthy volunteers’ pooled plasma. Platelet
function analyzer-closure time adenine DI-phosphate (PFA-
CADP) was assessed by platelet function analyzer PFA-100,
(Siemens Healthcare Diagnostics, Marburg, Germany) using
ADP cartridges (PFA-CADP, normal range, 68—121 s).

@ Springer

explored. B Quantitative analysis of HMWM in patients undergoing
correction of aortic stenosis by NIUT. HMWM increase in the four
CAVD patients explored 24 h after NIUT. C Representative time
course of von Willebrand factor (VWF) multimeric pattern (with den-
sitometric analysis) in a patient before and after NIUT

We evaluated VWF multimers pattern in four patients
before and 24 h after NIUT. Patients (mean age, 91 + 3 years;
25% women) had severe CAVD (mean AV area, 0.67 +0.1
cm?; mean pressure gradient, 40.1 +6.8 mmHg) and pre-
sented severe comorbidities. NIUT was delivered on the
AV transthoracically in all patients using the real-time
echo guiding of the device. Mean ultrasound delivery time
was 57 +5 min and mean calculated acoustic focal energy
delivered on the AV was 252+ 73 J/mm?. As planned in
the protocol, echocardiography was performed one month
after the procedure. Assessment of the AV was performed by
transthoracic ultrasound with measurement of the transaortic
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pressure gradient by continuous Doppler echocardiography
in the apical five-chamber view and by calculation of the
AV opening area. At one month, the mean aortic pressure
gradient was 28.9 mm Hg vs. 40.1 mm Hg initially, i.e., a
decrease of 26% post procedure. Similarly, the mean AV
opening area increased from 0.67 +0.13 cm? initially to 0.79
cm? post procedure, i.e., an increase of 15%. A decrease
in PFA-CADP associated with an increase of HMWM was
observed the day after the procedure when compared with
baseline values (mean PFA-ADP time 220 s vs. 171 s after
procedure and mean ratio of HMWM 0.92 vs. 1.16 after
procedure). These results are in favor of a restored flow after
NIUT procedure confirmed by Doppler echocardiography
(Fig. 1).

These results highlight the potential for NIUT to improve
AV hemodynamics. Indeed, HMWM of VWF has been
largely described as a sensitive sensor of valvular wall shear
stress induced by the AV stenosis and associated with para-
valvular leak post TAVR [7]. Thus, HMWM of VWF but
also PFA-CADP can evaluate in real-time results of NIUT
and could be a biomarker of AV recovery and efficacy. Our
results need to be confirmed in a larger population and after
a long-term follow-up. Moreover, HMWM of VWF but also
PFA-CADP during follow-up may help identifying patient’s
durability of response to this new non-invasive technique to
treat CAVD.
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Abstract

Background Coronavirus disease 2019 (COVID-19) is a respiratory disease associated with endotheliitis and
microthrombosis.

Objectives To correlate endothelial dysfunction to in-hospital mortality in a bi-centric cohort of COVID-19 adult patients.
Methods Consecutive ambulatory and hospitalized patients with laboratory-confirmed COVID-19 were enrolled. A panel
of endothelial biomarkers and von Willebrand factor (VWF) multimers were measured in each patient <48 h following
admission.

Results Study enrolled 208 COVID-19 patients of whom 23 were mild outpatients and 189 patients hospitalized after admis-
sion. Most of endothelial biomarkers tested were found increased in the 89 critical patients transferred to intensive care unit.
However, only von Willebrand factor antigen (VWF:Ag) scaled according to clinical severity, with levels significantly higher
in critical patients (median 507%, IQR 428-596) compared to non-critical patients (288%, 230-350, p < 0.0001) or COVID-
19 outpatients (144%, 133-198, p=0.007). Moreover, VWF high molecular weight multimers (HMWM) were significantly
higher in critical patients (median ratio 1.18, IQR 0.86—1.09) compared to non-critical patients (0.96, 1.04—1.39, p <0.001).
Among all endothelial biomarkers measured, ROC curve analysis identified a VWF:Ag cut-off of 423% as the best predictor
for in-hospital mortality. The accuracy of VWF:Ag was further confirmed in a Kaplan—Meier estimator analysis and a Cox
proportional Hazard model adjusted on age, BMI, C-reactive protein and p-dimer levels.

Conclusion VWF:Ag is a relevant predictive factor for in-hospital mortality in COVID-19 patients. More than a biomarker,
we hypothesize that VWF, including excess of HMWM forms, drives microthrombosis in COVID-19.

Keywords Endothelial activation - COVID-19 - Von Willebrand factor - Multimers - Mortality - Microthrombosis

Introduction

Coronavirus disease 2019 (COVID-19) is a respiratory
disease caused by the severe acute respiratory syndrome
coronavirus 2 (SARS-CoV-2) characterized by an intense
inflammatory syndrome associated with a coagulopathy
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and has been described as an endothelial disease [1, 2].
Increased p-dimer has been proved to be the most relevant
biomarker of the COVID-19-associated coagulopathy [3].
Indeed, a high p-dimer level at the time of patients admis-
sion has been reported to be associated with the COVID-19
diagnostic likelihood [4], disease severity, risk of intensive
care unit (ICU) referral and mortality [5, 6]. Moreover,
we recently proposed that in COVID-19, p-dimer levels
reflect pulmonary microvascular thrombosis at the origin
of right ventricle dysfunction [7]. Autopsy case series con-
firmed the hypothesis that both endothelial inflammation
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and microvascular thrombosis are prominent in the pulmo-
nary, renal and intestinal vasculature. This microthrombotic
process has been described as closely related to endothe-
lial lesions characterized by endotheliitis [8], abnormal
angiogenesis in lungs [9] and also an increase in circulating
endothelial cells (CECs) in COVID-19 patients [4, 10]. This
endothelial injury is probably the result of a combination of
SARS-CoV-2 direct entry in endothelial cells (ECs) [8], the
subsequent prothrombotic phenotype of ECs and the sur-
rounding tissue collateral damage secondary to cytokine
release and complement-system activation [11, 12]. In
line, we recently described an association between plasma
angiopoietin-2 (Ang2) levels at admission and COVID-
19 patients referral to the ICU [13]. However, the precise
pathogenesis of endothelial injury and its deleterious con-
sequences in COVID-19 are still elusive and a better under-
standing of these processes could help physicians, especially
in the ICU, to determine the appropriate therapeutic strat-
egies for preventing and treating coagulopathy associated
with endothelial damage.

The objective of the present study was to assess to what
extent endothelial activation biomarkers measured at admis-
sion were predictive of in-hospital mortality in a large cohort
of 208 adult COVID-19 patients.

Materials and methods
Study design and population

We performed a bi-centric cross-sectional study of adult
(= 18-years old) COVID-19 hospitalized and ambulatory
patients in two French hospitals (European Georges Pompi-
dou Hospital and Cochin-Hotel Dieu Hospital, Paris, France)
between March 13 and June 26, 2020. The study was per-
formed in accordance with the Declaration of Helsinki and
a written consent form was signed by all patients included or
their trusted relatives at the time of enrollment (SARCODO
2020-A01048-31A, NCT04624997). All included patients,
hospitalized or not, presented a confirmed diagnosis of
COVID-19, using a reverse transcriptase—polymerase chain
reaction (RT-PCR) assay on nasopharyngeal swab samples
(Allplex™ 2019-nCoV Assay, Seegene, Seoul, South Korea)
as previously described [14]. Data were automatically ana-
lyzed using Seegene viewer software.

Patients were classified according to World Health
Organization guidance (WHO) as non-critical (median oxy-
gen requirement 3 1/min; WHO score range 4-7) or critical
(requiring mechanical ventilation, WHO score range 8-9)
in the first 48 h following admission for clinically suspected
COVID-19. Outpatients were COVID-19 patients who met
no hospitalization criteria and returned home immediately
after RT-PCR testing for COVID-19 diagnosis. None of the
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outpatients required supplemental oxygen, were later hospi-
talized or died in the month following COVID-19 diagnosis.
Finally, we also included 29 non-COVID-19 non-hospital-
ized individuals who served as controls. These patients had
an initial clinical suspicion of COVID-19, but with mild
clinical presentation and a negative RT-PCR result.

Patient characteristics including age, sex, comorbidities,
medical history and treatment at admission were recorded.
The primary outcome was COVID-19 in-hospital mortality.

Laboratory procedures on admission

Routine laboratory tests and sampling for an extensive panel
of endothelial activation biomarkers were all performed at
hospital admission i.e. in the first 48 h following the admis-
sion for suspected COVID-19. Venous blood was collected
from patients and controls and processed according to
standard laboratory techniques. Routine laboratory tests
were plasma creatinine, C-reactive protein (CRP) and high-
sensitivity cardiac troponin I (Hs-cTnl) conducted on a DXI
analyzer (Beckman Coulter, Brea, CA). Regarding coagula-
tion assays and endothelial biomarker measurements, blood
was collected in 0.129 M trisodium citrate tubes (9INC BD
Vacutainer, Plymouth, UK). Platelet-poor plasma (PPP) was
obtained after centrifugation twice at 2500xg for 15 min and
stored at — 80 °C until analysis. Measurement of p-dimer
was performed using the Vidas p-dimers® assay (Biomé-
rieux, Marcy-Etoile, France) according to the manufacturer’s
instruction. The plasma concentrations of soluble E-selectin
(sE-sel), soluble endoglin (sEng), angiopoietin-1 (Angl),
Ang?2 and vascular cell adhesion protein 1 (VCAM-1) were
quantified in PPP using a Human Magnetic Luminex Assay
(R&D Systems, Minneapolis, MN). Data were assessed with
the Bio-Plex 200 using the Bio-Plex Manager 5.0 software
(Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France). Soluble throm-
bomodulin (sTM, DTHBDO, R&D Systems) and soluble
endothelial protein C receptor (sSEPCR, 00264, Diagnos-
tica Stago, Asnieres, France) were measured using ELI-
SAs on plasma samples according to the manufacturer’s
recommendations.

CECs were isolated and counted by immunomagnetic
separation using anti-CD146 monoclonal-antibody-coated
beads and marking reagent acridin orange as previously
described [4].

Von Willebrand factor antigen (VWF:Ag) and activity
(VWEF:Rco) used (STA Liatest, Diagnostica Stago) and a
latex immunoturbidimetric assay (vWF:Rco; Diagnos-
tica Stago), respectively, on a STA-R® Max coagulome-
ter (Diagnostica Stago). The VWF multimers pattern was
evaluated by a semi-automated assay: the Hydragel 5 von
Willebrand multimers kit, on the Hydrasis 2 Scan instru-
mentation (Sebia, Lisses, France) [15, 16]. All samples were
defrozen in a water bath at 37 °C for 5 min, were treated with
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the appropriate sample diluent and incubated for 20 min at
45 °C. The dilution ratio was adapted to adjust all patients’
samples to 100% VWF:Ag. The treated plasma samples were
loaded onto Hydragel 5 von Willebrand multimers gels (5 pl/
well) for migration by agarose gel electrophoresis. Direct
immunofixation by anti-VWF antibodies and visualization
by peroxidase-labeled antibodies revealed the multimeric
profile. According to a standard VWF multimers evaluation
[17], the relative proportions of low- (<5-mers, LMWM),
intermediate- (6- to 10-mers, IMWM), and high-molecu-
lar-weight multimers (> 10-mers, HMWM) of VWF were
determined using densitometry analysis on a Hydrasis 2
Scan. Multimers pattern curves were displayed on the Sebia
Phoresis software. For each patient, LMWM, IMWM and
HMWM were either expressed as a proportion (expressed
in percentage) of each patient’s total multimers or as a ratio
between patient’s and healthy volunteers’ pooled plasma.

Statistical analysis

Continuous data were expressed as median (interquar-
tile range (IQR)] and categorical data as proportions. In
the univariate analysis, patients were compared accord-
ing to COVID-19 status (non-COVID-19 vs COVID-19)
and COVID-19 severity (non-critical vs critical) using the
Mann—Whitney test and Fisher’s exact test for continuous
and categorical variables, respectively. The association
between levels of endothelial activation biomarkers and
COVID-19 severity was assessed using the Kruskal-Wal-
lis and Cochran—Armitage tests for trends for continuous
and categorical variables (multiple groups), respectively.
In order to estimate the ability of VWF:Ag to predict in-
hospital mortality, we used receiver operator characteris-
tics (ROC) analysis. We estimated the area under the curve
(AUC) and its 95% confidence interval (CI) and selected
the optimal cutoff that illustrated the prognostic ability of
VWF:Ag.

In the multivariate analysis, we assessed the associa-
tion between VWF:Ag and in-hospital mortality using the
logistic regression model adjusted for age, body mass index
(BMI), p-dimer and CRP levels.

For the survival analysis among patients hospitalized for
COVID19, the start of the study was triggered by the diag-
nosis of SARS-CoV-2 infection. The end of the study was
defined either by patient’s death during their hospitaliza-
tion or by discharge alive from the hospital. We used the
Kaplan—Meier curve to estimate the survival function from
diagnosis to in-hospital death according to the optimal cutoff
of VWF:Ag. Survival curves were compared using the log-
rank test. We used the Cox proportional hazard (PH) model
adjusted for age, BMI, p-dimer and CRP levels to investigate
the relationships between the increase in VWF:Ag (over the
calculated cut-off value) and in-hospital mortality.

All analyses were two-sided and a p-value of <0.05 was
considered to be statistically significant. Statistical analysis
was performed using R studio software including R version
3.6.3 (RStudio, PBC, Boston, MA).

Results
Study population

Between March 13 and June 26, 2020, a total of 208
COVID-19 adult patients comprising 23 outpatients and 185
hospitalized patients were included in this study. Among
hospitalized patients at admission, 89 (48.1%) suffering
from critical forms of COVID-19 were under mechanical
ventilation (MV) in the ICU, whereas 96 (51.9%) were hos-
pitalized in medical wards. Among the patients included,
129 (62.0%) were male. The non-COVID-19 control group
comprised 17 (58.6%) females and 12 (41.4%) males. The
median age was 39 (IQR 32.0-46.0) in the non-COVID-19
group and 62 (50.0-72.0) in COVID-19 patients. Patients
were significantly older (p <0.001) and included a higher
proportion of males (p <0.001) than non-COVID-19 patients
(Table 1). Compared with the non-COVID-19 group, car-
diovascular risk factors were more frequent in COVID-19
patients, especially in those who were hospitalized. Indeed,
105 (50.5%) COVID-19 patients suffered from hypertension,
while obesity, hyperlipidemia and diabetes were found in
approximately one third of them. Concerning hospitalized
COVID-19 patients, critical and non-critical patients did
not significantly differ for most clinical and biological char-
acteristics; however, critical patients had a higher median
BMI (28.1, IQR 26.0-33.7) than non-critical patients (24.4,
23.2-28.5, p<0.001). Furthermore, critical patients had sig-
nificantly higher p-dimer, Hs-cTnl and CRP levels (p <0.001
for each) than non-critical patients.

Endothelial activation biomarkers are associated
with COVID-19 severity

First, CECs were significantly increased in critical (median,
32.0, IQR 17.0-55.5) COVID-19 patients compared with
non-critical patients (15.0, 9.00-28.50, p <0.001) (Fig. 1a,
Table 2). In contrast, Angl, sEng and sEPCR levels were
not significantly different between COVID-19 and non-
COVID-19 patients (Fig. 1b—d). Compared to the non-
COVID-19 group, levels of sVCAM-1 were increased sig-
nificantly in non-critical and critical COVID-19 patients
without no significant difference between these two groups
(critical: median 2935 ng/ml IQR 1830-5646, non-criti-
cal: 2272 ng/ml, 1068—4239, p=0.77) (Fig. le). Levels of
sE-sel (critical: median 42879 pg/ml, IQR 32136-65398,
non-critical: 22453 pg/ml, 17873-28643, p <0.0001), sTM
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Table 1 Demographic, clinical and biological characteristics of COVID-19 and non COVID-19 patients at admission

Non-COVID-19 (n=29) COVID-19 patients p-value
Outpatients (n=23) Non-critical (n=96) Critical (n=289)
Male sex—n (%) 12 (41.4) 9(39.1) 55 (57.3) 65 (73.0) 0.002
Age—years median (IQR) 39.0 [32.0-46.0] 40.0 [34.0-46.5] 65.5 [55.0-76.0] 62.0 [51.0-71.0] <0.001
BMI—kg/m? median (IQR) 24.5[22.1-28.1] 23.3[21.6-24.6] 24.4 [23.2-28.5] 28.1 [26.0-33.7] <0.001
Delay between first symptoms and hospi- — - 7.0 [5.0-10.3] 7.0 [5.0-10.0] 0.77
talization—days median (IQR)
Comorbidities
Obesity—n (%) 5(17.2) 0(0.0) 18 (18.8) 33 (37.1) <0.001
Hypertension—n (%) 4 (13.8) 2 (8.7) 53 (55.2) 50 (56.2) <0.001
Hyperlipidaemia—n (%) 0(0.0) 2 (8.7) 21(21.9) 30 (33.7) <0.001
Diabetes—n (%) 1(3.4) 0(0.0) 23 (24.0) 31(34.8) <0.001
Chronic kidney disease—n (%) 1(3.4) 0(0.0) 99.4) 13 (14.6) 0.10
Active or history of malignancy—n (%) 0 (0.0) 2(8.7) 18 (18.8) 11 (12.4) 0.057
Coronary artery disease or myocardial 2(6.9) 14.3) 9(9.4) 8(9.0) 0.35
infarction—n (%)
Stroke or transient ischaemic attack—n 1 (3.4) 0(0.0) 3@3.D) 7(7.9) 0.28
(%)
Asthma—n (%) 1(3.4) 3(13.0) 8 (8.3) 3334 0.25
History of VTE—n (%) 0(0.0) 0(0.0) 3.1 8(9.0) 0.52
Biological parameters
D-dimer—ng/ml median [IQR] 214 [172-291] 295 [140-438] 1089 [798-1889] 4186 [2498-7292] <0.001
CRP—mg/l median [IQR] - 28.0 [14.8-33.4] 63.6 [32.0-117.9] 189.1 [121.5-259.9] <0.001
Plasma creatinine—umol/l median [IQR] — 64.00 [64.0-64.0]  68.0 [56.5-83.5] 102.0 [72.6-214.3]  <0.001
Hs-cTnl—ng/l median [IQR] 6.8 [5.6-9.1] 7.2 [5.6-8.8] 8.1 [5.0-15.1] 28.80 [15.3-51.7] <0.001
Outcomes
MV—n (%) 0(0.0) 0(0.0) 44.2) 89 (100.0) <0.001
In-hospital mortality—n (%) 0(0.0) 0(0.0) 2(2.1) 39 (43.8) <0.001
Length of hospitalization—days median — - 8.5 [5.0-16.0] 26.0 [15.0-39.0] <0.001

[IQR]

IQR interquartile range, BMI body mass index, CRP C-reactive protein, VTE venous thromboembolism, Hs-cTnl high-sensitivity cardiac tro-
ponin I, MV mechanical ventilation obesity was defined as BMI> 30 kg/m?

(critical: median 636 pg/ml, IQR 499-871, non-critical:
343 pg/ml, 298-412, p <0.0001), Ang2 (critical: median
5360 pg/ml, IQR 4244-9776, non-critical: 2022 pg/ml,
1363-2663, p <0.0001), were significantly increased only in
critical COVID-19 patients. In outpatients and non-critical
COVID-19 patients in medical wards, circulating levels of
these endothelial biomarkers circulating levels did not sig-
nificantly differ from non-COVID-19 patients. (Fig. 1f-h).
In contrast to the abovementioned biomarkers, VWF:Ag
levels scaled along with COVID-19 severity. Levels of
VWE:Ag levels were significantly higher in all COVID-19
patients (median 367%, IQR 250-487) compared with non-
COVID-19 patients (113%, 91-152, p <0.0001). Further-
more, VWF:Ag levels were significantly higher in critical
patients (median 507%, IQR 428-596) in contrast to non-
critical patients (288%, 230-350, p <0.0001) and were sig-
nificantly higher in non-critical patients (288%, 230-350)
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in contrast to COVID-19 outpatients (144%, 133-198,
p=0.007, Fig. 1i). In terms of the association of endothe-
lial markers and usual parameters of severity, VWF:Ag
levels were the parameter most significantly associated
with p-dimer levels (r=0.794 p <0.0001), CRP (»=0.585
p <0.001) and troponin I (r=0.550 p <0.0001). As
expected, levels of VWF:Ag were strongly correlated with
those of VWF:Rco (r=0.944, p <0.001, data not shown).
Following the observation that increased VWF:Ag in
COVID-19 patients mirrored clinical severity, we next
explored VWF involvement in COVID-19, performing VWF
multimer analysis in both randomly generated subgroups
of 40 critical and 37 non-critical included patients. No sig-
nificant difference was observed in IMWM, while a signifi-
cant decreased in LMWM was observed (Fig. 2a, b). Strik-
ingly, VWF HMWM (ratio) were significantly increased in
critical patients (median 1.18, IQR 1.04-1.39) compared to
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Fig. 1 Levels of endothelial activation biomarkers according to criti-
cal patients, non-critical patients, outpatients, and non-COVID-19
individuals. Datapoints indicate individual measurements, whereas
horizontal bars represent the means with standard deviations. Green
shaded areas indicate the normal ranges of values. p-value comes
from the Mann—Whitney for comparison between two groups and
the Kruskal Wallis test for comparison between the four groups. a
Measurement of circulating endothelial cells (CECs) in 37 critical

non-critical patients (0.96, 0.86—1.09, p <0.001, Fig. 2c, d),
in line with the decreased LMWM.

VWEF is the best endothelial biomarker to predict
in-hospital mortality in COVID-19

Subsequently, we further investigated the association
between the levels of endothelial biomarkers at admission
and in-hospital mortality. First, we performed a univari-
ate logistic regression model for all endothelial biomark-
ers measured. In decreasing order, variations in levels of
HMWM (ratio) (odds ratio, OR 116, 95% CI 10.2-1943,
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and 40 non-critical COVID-19 patients at admission. Plasma levels
of angiopoietin-1 (b), soluble endoglin (c), soluble endothelial pro-
tein C receptor (SEPCR) (d), soluble vascular cell adhesion molecule
(VCAM-1) (e), soluble E-selectin (f), sSTM (soluble thrombomodulin)
(g), angiopoietin-2 (h), von Willebrand factor antigen (VWF:Ag) (i)
in 89 critical and 96 non-critical COVID-19 patients, 23 COVID-19
outpatients and 29 non-COVID-19 individuals at admission

p<0.001), HMWM (%) (OR 1.11, 95% CI 1.00-1.24,
p=0.048), vWF:Ag (OR 1.01, 95% CI 1.01-1.02, p <0.001)
and sTM (OR 1.01, 95% CI 1.01-1.01, p<0.001) were the
most significantly associated with in-hospital mortality
(Table 2). In order to evaluate the respective discriminatory
ability between survivors and non survivors of those four
biomarkers, we generated ROC curves. Among generated
ROC curves in hospitalized patients, VWF:Ag (AUC 0.92,
95% CI 0.88-0.96) proved to be the best predictive param-
eter followed by sTM (0.91, 95% CI 0.87-0.95), HMWM
(as a ratio vs normal plasma: 0.77, 95% CI 0.64-0.90, as a
percentage 0.64, 95% CI 0.49-0.79) (Fig. 3). Therefore, we
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Table 2 Admission level and univariate outcome association of endothelial biomarkers and von Willebrand factor-related parameters of COVID-
19 and non-COVID-19 patients

Non-COVID-19
(n=29)

COVID-19 patients

p-value

Outpatients (n=23)

Non-critical (n=96) Critical (n=2_89)

Univariate association
with mortality OR
(95% CI, p-value)

Days between
admission and
laboratory meas-
urements-

median[IQR]

Endothelial bio-
markers

CECs/ml median
[IQR]

Angiopoietin-2—pg/
ml median [IQR]

Soluble E-selectin—
pg/ml

median [IQR]

sTM-pg/ml median
(IQR]

Soluble VCAM-1—
ng/ml (median
(IQR])

Angiopoietin-1—pg/
ml median [IQR]

Soluble endoglin—
pg/ml median

[IQR]
sEPCR—ng/ml
median [IQR]
VWF-related
parameters
VWF:Ag—%
median [IQR]
VWF:Rco—%
median [IQR]
VWE:Rco/
VWEF:Ag—Ratio
median [IQR]
LMWM—% median
[IQR]
LMWM-—ratio
median [IQR]
IMWM—% median
[IQR]
IMWM-—ratio
median [IQR]
HMWM—% median
[IQR]
HMWM-—ratio
median [IQR]

1489 [1155-1753]

23914 [17737-
26318]

296
[257-320]
518 [408-670]

3227 [2150-3689]

1921 [1489-2095]

71.7[68.5-89.2]

113 [91-152]

96 [73-119]

0.83 [0.80-0.86]

1329 [1091-1674]

20787 [13938—
25159]

312 [298-333]

918 [649-1097]

3800 [1634-5467]

1736 [1496 1946]

68.3 [60.2-81.9]

144 [132-198]

122 [95-161]

0.80[0.71-0.84]

1.0 [1.0-2.0]

15.0 [9.0-28.5]

2022 [1363-2663]

22453 [17873—
28643]

343 [298-412]

2272 [1068-4239]

3961 [2108-6064]

1301 [1088-1552]

54.1[38.1-82.2]

288 [230-350]

231 [174-276]

0.81 [0.72-0.90]

42.1[39.2-44.7]

1.09 [1.03-1.16]

31.9 [30.6-33.0]

0.92 [0.85-0.98]

26.5[25.1-28.3]

0.96 [0.86-1.09]

1.00 [1.00-2.00]

32.0 [17.0-55.5]

5360 [4244-9776]

429879 [32136-
65398]

636 [499-871]

2935 [1830-5646]

2947 [1341-3741]

1489 [1186-1857]

64.3 [45.1-93.7]

507 [428-596]

399 [333-537]

0.77 [0.66-0.91]

38.40 [36.7-42.2]

1.00 [0.85-1.12]

30.90 [29.3-32.3]

0.90[0.84, 0.94]

29.80 [25.6-34.1]

1.18 [1.04-1.39]

0.78 -

0.001 1.01 (1.00-1.03,
p=0.092)

<0.001 1.00 (1.00-1.00,
»<0.001)

<0.001 1.00 (1.00-1.00,
»<0.001)

<0.001 1.01 (1.01-1.01,
p<0.001)

<0.001 1.00 (1.00-1.00,
p<0.001)

0.009 1.00 (1.00-1.00,
p=0.012)
0.052 1.00 (1.00-1.00,
p=0.991)
0.31 1.00 (0.99-1.01,
p=091)

<0.001 1.01 (1.01-1.02,
»<0.001)

<0.001 1.01 (1.01-1.01,
p<0.001)

0.16 0.16 (0.02-1.51,
p=0.11)

0.004 0.94 (0.85-1.03,
p=0.21)

0.20 0.01 (0.00-0.22,
»=0.007)

0.26 0.92 (0.75-1.12,
p=043)

0.005 0.23 (0.00-46.60,
p=0.60)

<0.001 1.11 (1.00-1.24,

»=0.048)

0.004 116 (10.2-1943
»<0.001)

IQR interquartile range, OR odds ratio, CI confidence interval, CECs circulating endothelial cells, sTM soluble thrombomodulin, VCAM-1 vas-
cular cell adhesion molecule 1, sEPCR soluble endothelial protein C receptor, VWF:Ag von Willebrand factor antigen, vVWF:Rco von Willebrand
factor ristocetin cofactor activity, LMWM von Willebrand factor low-molecular weight multimers, /MWM von Willebrand factor intermediate-
molecular weight multimers, HMWM von Willebrand factor high-molecular weight multimers
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used the ROC curve of VWF:Ag to estimate a cut-off value
to predict in-hospital mortality. A VWF:Ag level at 423%
provided an optimal sensitivity—specificity balance with an
acceptable sensitivity of 95.1% (95% CI 88.0-99.1) associ-
ated with an excellent negative predictive value of 98.7%
(95% CI 95.1-99.8) to predict in-hospital mortality.

Indeed, in a univariable analysis model a VWF:Ag level
over 423% at admission was significantly associated with
higher in-hospital mortality (OR 89.7 95% CI 25.9-567.4,
p <0.001). This association remained significant in a multi-
variable analysis model adjusted on age, BMI, p-dimer and
CRP (OR 25.6,95% CI15.6-198.2, p<0.001) (Table 3).

This ability of the vWF:Ag cut-off to predict in-hospital
mortality was additionally validated in a Kaplan—Meier
estimator (p <0.001, Fig. 4) and a Cox proportional hazard
analysis adjusted for age, BMI, p-dimer and CRP (Hazard
ratio, HR 9.46, 95% CI 1.99-44.9, p=0.005, Fig. 5).

Discussion

In this study, we demonstrated that markers of endothelial
injury in COVID-19 patients were related to severity of
patients at admission and to in-hospital mortality. To our
knowledge, this study is the first one to examine an exten-
sive panel of endothelial circulating biomarkers, includ-
ing the assessment of circulating endothelial cells, soluble
markers and VWF multimers patterns in such a range of
COVID-19 severities, from mildly symptomatic outpatients
to critically ill patients, in a cohort of this scale and a non-
COVID-19 control group. The best predictive marker of in-
hospital mortality was found to be VWF:Ag, which makes
relevant its evaluation in daily practice during COVID-19
hospitalization.

First of all, we confirmed that an endothelial dysfunction
occurs in COVID-19, in particular in severe forms. Previ-
ously, our team demonstrated an association between Ang2
levels at admission and ICU referral [13]. Moreover, Goshua
et al. showed that STM levels measured in critical COVID-
19 patients were increased and were a good predictor of
in-hospital mortality [18]. Recently, Cugno et al. reported
increased levels of sTM and sE-sel in severe COVID-19
patients without establishing their relationship to in-hospital
mortality [19]. In the present study, we found an increase
in several specific biomarkers of EC injury in COVID-
19 patients compared with non-COVID-19 individuals,
the most striking differences being observed in VWF:Ag.
Notably, we identified two distinctive profiles of biomark-
ers according to clinical severity. Indeed, Ang2, sE-sel and
sTM were elevated only in critical patients, whereas only
VWF:Ag increased accordingly to disease severity. Von
Willebrand factor, which mediates platelet adhesion and
aggregation through its binding to platelet GPIX-Ib receptor,

is contained in endothelial Weibel-Palade bodies (WBPs),
mainly in the form of large multimers [20]. Inflammatory
cytokines, in particular interleukin 1 and tumor necrosis fac-
tor o, were shown to trigger endothelium activation which
results notably into the release of endothelial WBPs con-
tent and therefore VWF by exocytosis [21]. As expected,
in our cohort, VWF:Ag levels correlated with inflamma-
tory markers such as CRP. To date, the only therapy which
has demonstrated clinical proofs on in-hospital mortality in
COVID-19 is steroids, reducing deaths by approximately
one-third among critically-ill patients [22]. In addition to
well-known systemic anti-inflammatory effects, steroids
exert various direct effects on EC. Indeed, steroids inhibit
endothelial phenotype induced by inflammation [23-25]
and improve endothelial barrier integrity through upregula-
tion of junctional proteins such as occludin, claudin-5, and
VE-cadherin [26]. Thus, steroids could decrease excessive
endothelium activation and subsequent VWF release which
could explain, at least partly, their clinical beneficial in
COVID-19. Future studies need to appreciate endothelial
lesion markers, in particular VWF, as prognostic marker
during steroids treatment. However, in the present study,
VWF:Ag remained independently associated with in-hospi-
tal mortality after adjustment for inflammatory biomarkers,
which supports the hypothesis of additional causes of VWF
secretion by ECs. Indeed, endothelium is emerging as a key
target organ of SARS-CoV-2 infection. Dissociation between
markers of activation, such as sE-sel, and VWF:Ag in criti-
cal and non-critical patients could reflect the overwhelming
synthesis and release of VWF in pulmonary vasculature due
to a combination of inflammation, direct viral destruction of
ECs, and also lung tissue hypoxia [27].

In order to deepen the characterization of VWF involve-
ment in COVID-19, we reported increased HMWM in
critical compared with non-critical patients. Following an
initial endothelial lesion caused by multiple factors, an
increase in HMWM of VWF could promote local micro-
thrombosis which itself promotes additional ECs lesion in
a vicious cycle. Indeed, under physiological conditions,
newly secreted VWF multimers are rapidly cleaved into
smaller, less reactive multimers by the metalloprotein-
ase ADAMTS13 during VWF secretion from ECs [28].
ADAMTS13 acquired deficiency also known as thrombotic
thrombocytopenic purpura (TTP), is a life-threatening con-
dition well known to induce an accumulation of large VWF
multimers which binds spontaneously to platelets, result-
ing in diffuse microthrombosis [29]. In a small case series,
Escher et al. reported normal ADAMTS13 activity in severe
COVID-19 patients [30], whereas Rovas et al. found a minor
decrease in ADAMTS13 in critically-ill patients but in no
way comparable to the nearly total deficiency associated
with TTP [31]. Taken together, our results suggest a massive
release of unprocessed VWF from activated ECs that may
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«Fig.2 Comparisons of von Willebrand factor multimers pattern in 40
critical and 37 non-critical COVID-19 patients. Datapoints indicate
individual measurements, whereas horizontal bars show mean with
standard deviation. P-value comes from the Mann—Whitney test for
comparison between the two groups. a Low molecular weight mul-
timers (LMWM) expressed as a percentage of total multimer (left
panel) or a ratio compared to healthy individuals’ pool of plasma
(right panel). b Intermediate molecular weight multimers IMWM)
expressed as a percentage of total multimers (left panel) or a ratio
compared to healthy individuals’ pool of plasma (right panel). ¢ High
molecular weight multimers (HMWM) expressed as a percentage of
total multimers (left panel) or a ratio compared with healthy individu-
als’ pool of plasma (right panel). d Curves showing Von Willebrand
factor multimers pattern analysed in densitometric analysis of one
critical COVID-19 patient, one non-critical COVID-19 patient and
one non-COVID-19 individual. HMWM are located at the right part
of each curves. (Refer to materials and methods for detailed multim-
ers classification)

overwhelm the enzymatic capacity of ADAMTS13 rather
than a true ADAMTS13 deficiency. In COVID-19, this link
between VWF and pulmonary microthrombosis requires
further confirmation. A way to highlight this link could be
measuring VWF:Ag at multiple time points during the hos-
pitalization of severe COVID-19 patients and evaluate its
correlation with advanced respiratory monitoring parameters
established to mirror the pulmonary microcirculation dys-
function such as pulmonary physiological dead space and its
sub-components airway dead-space and alveolar dead-space
[32, 33].

Regarding clinical practice, in light of our finding that
VWEF:Ag levels at the time of COVID-19 patients’ aggrava-
tion (approximated in this study by hospitalization) might
predict in-hospital mortality, we recommend including sys-
tematic VWF:Ag measurement into the monitoring strategy
of all COVID-19 patients. In addition, it will be very impor-
tant to investigate VWF:Ag follow-up, which could provide
additional prognostic information both in the critical care
and in the non-critical care settings. This strategy should
be all the easier to set up, given that VWF:Ag is a common
analysis in hematology laboratory in most healthcare centers
worldwide [34].

Furthermore, establishing a well-validated VWF:Ag
cut-off could help in identifying patients who might benefit
the most from adjunction of antiplatelet therapies to stand-
ard of care. Indeed, VWF and, in particular, HMWM, is an
essential component in platelet aggregation. Manne et al.
and Hottz et al. both highlighted platelet hyperactivity in
COVID-19-associated pathophysiology [35, 36]. Aspirin
could present a way to hinder microthrombosis in COVID-
19 and therefore to stop the vicious cycle of endothelial
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Fig.3 Receiver operating curves evaluating unadjusted von Wille-
brand factor antigen’s ability to predict in-hospital-mortality. The
diagonal black dotted segment is the reference line. AUC area under
the curve, Se sensitivity, NPV negative predictive value, CI confi-
dence interval

lesion described above. In the pre-COVID-19 era, several
single-center retrospective observational cohort stud-
ies assessed a possible association between pre-hospital
anti-platelet agent (the vast majority of which is aspirin)
therapy and mortality in sepsis or acute respiratory dis-
tress syndrome (ARDS). Patients admitted with commu-
nity-acquired pneumonia on anti-platelet therapy have a
lower admission rate to the ICU and shorter hospital stay
[37]. In a general population of ICU admissions, patients
with pre-admission antiplatelet therapy had a decreased
risk of developing ARDS [38, 39] and multi-organ fail-
ure [40]. Furthermore, in ICU patients with septic shock
or ARDS being treated with antiplatelet drugs, several
studies reported a reduction in mortality rate [41-43]. In
COVID-19, Chow et al. recently showed in a retrospective
observational cohort study of adult patients admitted with
COVID-19 that patients who received aspirin within 24 h
of admission or seven days prior to admission displayed
a decreased risk of MV, ICU admission and in-hospital
mortality with no differences in major bleeding or overt
thrombosis between aspirin users and aspirin non-users
[44]. Aspirin therefore appears to be a promising treatment
in COVID-19, although it should be further evaluated in
prospective clinical trials. Another attractive approach to
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Table 3 Unadjusted and

Logistic regression model with in-hospital mortality as the outcome

adjusted logistic regression
analyses of von Willebrand
factor antigen levels as a

Univariate analysis
OR (95% CI, p-value)

Multivariate analysis
OR (95% CI, p-value)

predictive factor for COVID-19

in-hospital mortality VWEFE:Ag (%) <423
>423
Age (years)* <59
>59
BMI (kg/m?)* <25
>25
D-dimer (ng/ml)* <1377
> 1377
CRP (mg/l)* <110
>110

89.7 (25.9-567.4, p<0.001) 25.6 (5.6-198.2, p<0.001)

2.5(1.2-5.2,p=0.013) 1.6 (0.5-4.9,p=0.41)

3.4 (1.6-8.2, p=0.004) 0.6 (0.1-2.2, p=0.42)

28.6 (8.5-179.1, p<0.001) 3.6 (0.8-26.1, p=0.13)

5.5(2.1-17.2, p=0.001) 1.5 (0.4-5.8, p=0.53)

BMI body mass index, CRP C-reactive protein, VWF:Ag von Willebrand factor antigen

In the multivariate analysis the model was adjusted for age*, BMI (25 kg/m? as cut-off), p-dimer* and
CRP*. *Variables were dichotomized according to the median

W Ag <423%
/WF Ag >423%

Survival rate (%
o
o
o

0.251

. 20 Time (days) 40

Fig.4 Survival curves according to von Willebrand factor antigen
concentration using a Kaplan—Meier estimator. Data are shown for
patients with low von Willebrand factor antigen (<423%) and high
von Willebrand factor antigen (>423%). Survival curves are com-
pared using the log-rank test

aHR

95%CI

n p-value
VWF:Ag >423% 74 946  1.99-449 0.005
Age >59 years 111 1.30 0.55-3.10 0.549
BMI =25 kg/m* 124 052 0.20-1.40 0.163
D-dimer >1377 ng/mL 117 3.56 0.80-16.0 0.097
CRP >110 mg/L. 96 079  0.28-2.20 0.659

Fig.5 Forest plot showing the Cox proportional hazards model for
von Willebrand factor antigen adjusted for age, body mass index,
D-dimer and C-reactive protein. Values are hazard ratios with 95%

@ Springer

hamper excessive VWF large multimers binding to plate-
lets and the ensuing microthrombosis could be the use
of novel TTP treatments caplacizumab [45] or anfibatide
[46], both of which inhibit the binding of platelets to the
VWEF at the GPIX-Ib receptor.

Limitation of our study include the absence of iterative
biomarker measurement over time to provide a more accu-
rate picture of endothelial dysfunction during COVID-19
evolution.

In conclusion, our study provides new insights con-
firming that COVID-19 is a microvascular disease, in
particular for critical forms of COVID-19. Inflammation
and SARS-CoV-2 activates and/or directly injure ECs. In
our cohort, circulating VWF levels were highly correlated
with clinical severity and were the best endothelial marker
to predict in-hospital mortality. Beyond its involvement
as a biomarker, VWF and HMWM as thrombosis actors
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Adjusted Hazard Ratio 95% CI

confidence intervals. VWF:Ag von Willebrand factor antigen, BMI
body mass index, CRP C-reactive protein, aHR adjusted hazard ratio,
CI confidence interval
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emphasize the link between microvascular thrombosis
and endothelial injury during COVID-19. Measurement
of VWF:Ag could therefore represent a quick, easy, and
non-invasive way to point out the most severe form of
COVID-19 but also assess treatments efficiency during
follow-up.
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Abstract Pulsatile Carmat bioprosthetic total artificial heart (GTAH) is designed to be implanted
in patients with biventricular end-stage heart failure. Since flow variation might
contribute to endothelial dysfunction, we explored circulating endothelial biomarkers
after GTAH implantation in seven patients and compared the manual and autorequ-
lated mode. Markers of endothelial dysfunction and regeneration were compared
before and during a 6- to 9-month follow-up after implantation. The follow-up was

Keywords divided into three periods (< 3, 3-6, and > 6 months) and used to estimate the

= bioprosthetic total temporal trends during the study period. A linear mixed model was used to analyze

artificial heart repeated measures and association between tested parameters according to the mode
= biomarker of GTAH and the time. Relevance of soluble endoglin (sEndoglin) level increase has
= endothelial been tested on differentiation and migration potential of human vasculogenic
= SEPCR progenitor cells (endothelial colony forming cells [ECFCs]). Normal sEndoglin and

= sEndoglin soluble endothelial protein C receptor (sEPCR) levels were found in patients after

= endothelial implantation with autoregulated GTAH, whereas they significantly increased in the

progenitors manual mode, as compared with pretransplant values (p =0.005 and 0.001, respec

= ECFC tively). In the autoregulated mode, a significant increase in the mobilization of cytokine
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stromal cell-derived factor 1 was found (p = 0.03). After adjustment on the mode of G
TAH, creatinine or Greactive protein level, sEndoglin, and sEPCR, were found signifi-
cantly associated with plasma total protein levels. Moreover, a significant decrease in
pseudotubes formation and migration ability was observed in vitro in ECFCs receiving
sEndoglin activation. Our combined analysis of endothelial biomarkers confirms the
favorable impact of blood flow variation achieved with autoregulation in patients
implanted with the bioprosthetic total artificial heart.

Introduction

Heart transplantation offers the most effective therapy for
patients with end-stage heart failure, yet is severely limited
by organ shortage and, in some cases, precluded by comorbid-
ities. The Carmat total artificial heart (GTAH) is an implantable
electrohydraulically actuated biventricular pump that has been
developed to minimize these drawbacks and mimics the natu-
ral heart in size and function. We previously demonstrated the
biocompatibility of this device in vitro, in calves, and in a pilot
study evaluating safety and performance in four patients.'™ In
this first trial, some cutaneous bleeding episodes occurred in
patients 2 and 3 independently from any acquired von Wille-
brand syndrome (AVWS)' or anticoagulation. Moreover, wors-
ening of renal function after implantation occurred in both
patients associated with lower limb edema during a long-term
follow-up. In this feasibility study, the pump was managed in
the manual mode with a constant cardiac output. In the current
European pivotal study, the G-TAH has now an autoregulation
(autoregulated mode) where the output is modulated by
venous return, mimicking normal cardiac function.’ The device
has been successfully switched to autoregulated mode in the
operating room in all patients, providing a cardiac output
adapted to venous return similar to the Starling law.> Thus,
the G-TAH in autoregulated mode seems to come close to a
physiological interaction between heart bioprosthesis and
patient. Renal impairment and lower limb edema® observed
in patients with manual mode could be at the origin of
endothelial dysfunction. Moreover, since pressure regulation
associated to peripheral circadian clock have been described to
impact vascular endothelial dysfunction in disease and aging,®
we can speculate that automatic regulation of vascular tone
would improve vascular homeostasis.

Regeneration of endothelium after G-TAH implantation
could also be an important process. Indeed, we previously
described a newly formed endothelial layer on the G-TAH
hybrid membrane that is unlikely to result from patient’s
endothelial cell migration because there is no physical connec
tion to patient blood vessels.! Vasculogenic cell deposition on
fibrin adsorbed on xenopericardial tissue could result from
mobilized circulating stem or progenitor cells. Therefore, cyto-
kines, supposed to induce this mobilization, could be involved
in the hemocompatibility process.” Since hemodynamic factors
have been described to influence all steps of endothelial
formation and remodeling process,® the autoregulated mode
could also interfere with this neo-angiogenic process.

The aim of the present study was to analyze circulating
endothelial biomarkers involved in endothelium activation,
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damage, or regeneration after G-TAH implantation. Since
variations in flow can contribute to endothelial dysfunction,
our first objective was to compare the selected biomarkers
between G-TAH autoregulated mode and the manual mode.

Methods

Patients and Laboratory Assessment

The GTAH is a biventricular pulsatile, electrically powered,
hydraulically actuated flow pump with all components em-
bodied in a single device, mimicking the natural heart, and
implanted in the pericardial sac as previously described. Seven
patients (all men) were included in this study with a follow-up
of more than 6 months after GTAH implantation: two patients
were from the feasibility study with the device functioning in
manual mode and five patients from the pivotal study with the
device in autoregulation (~Supplementary Table S1, available
in the online version). All medication for the seven patients are
reported in = Supplementary Table S2 (available in the online
version). All patients had severe end-stage biventricular heart
failure, secondary to ischemic or nonischemic cardiomyopathy.
The feasibility study was registered in the European Databank
on Medical Devices (CIV-FR-13-09-011615). The pivotal study
was registered in clinicalTrials.gov (Identifier: NCT02962973).
All patients had signed the informed consent, and the
study was performed in accordance with the Declaration of
Helsinki. Clinical characteristics of patients are described in
~Supplementary Table S1 (available in the online version). In
our study, patients have been followed with a median of
8 months (range 6-9). Weekly sampling is done only during
the first month after implantation and we choose to avoid any
postimplantation direct effect to explore this period and
started at month 1. After 4 first weeks, patients had only a
monthly evaluation. Each month values were pooled in each
period, each patient has a monthly sample, with at least three
different samples per period and per patients. All samples were
collected on 0.129 M trisodium citrate tubes (9NC BD Vacu-
tainer, Plymouth, United Kingdom). Laboratory assessments
were done on platelet-poor plasma (PPP) isolated from citrate
tubes. PPP was obtained after centrifugation twice at 2,500 x g
for 15 minutes. PPP was frozen and stored at -80°C until
analysis. Soluble E-selectin (sE-selectin), soluble endoglin
(sEndoglin), vascular endothelial growth factor A (VEGF-A),
vascular endothelial growth factor receptor 2 (VEGFR-2),
angiopoietin-1 and -2, ¢-Kit, and stromal cell-derived factor 1
(SDF-1) were determined with a Human Magnetic Luminex
Assay from R&D Systems (Lille, France). Data were collected
with the Bio-Plex Manager 5.0 (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette,
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France). Soluble endothelial protein C receptor (SEPCR) and
soluble thrombomodulin were measured with enzyme-linked
immunosorbent assay kits, as recommended by the manufac
turer (Asserachrom sEPCR, Stago, Asniéres, France, and R&D
Systems, thrombomodulin reference: DTHBDO).

Endothelial Colony Forming Cells Isolation and Culture
Umbilical cord blood samples were collected from consenting
mothers in agreement with the Declaration of Helsinki. The
study was approved by the ethics committee of the Hopital des
Instructions et des Armées de Begin (Saint-Mandé, France) (ref.
201,008,043,234,797). Endothelial colony forming cells
(ECFCs) were isolated from the mononuclear cell fraction as
described elsewhere.”~!" ECFCs were then expanded on fibro-
nectin-coated plates (1 pg/cm?; Millipore, Billerica, Massachu-
setts, United States) using EGM-2 SingleQuots (Lonza,
Walkersville, Maryland, United States) and 10% fetal calf serum
(FCS) (without hydrocortisone; Lonza).

In Vitro Matrigel Tube Formation Assay

After 16 hours of serum and growth factor privation, ECFCs
obtained from human cord blood according to international
recommendations'? (50,000 cells/well in 500 puL EGM-2)
were seeded onto growth factor-reduced Matrigel (150
pL/well in 48-well plate) + sEndoglin at the concentration
of 40 and 100 ng/mL (Corning, New York, United States) in
EGM-2 medium and cultured for 24 hours at 37°C in 95% air/
5% CO, atmosphere. Capillary-like structures were observed
by phase-contrast microscopy and networks formed by
ECFCs were quantified using Videomet software version
5.4.0. (Microvision Instruments, Corbeil Essonne, France).

Boyden Chamber Migration Assay

ECFC migration was measured in 24-well modified Boyden
chambers (Costar, Avon, France) equipped with 8-um pore-
size filters. ECFCs were seeded at a density of 20,000 cells per
well in 100 uL of EBM2/1% FCS + sEndoglin at the concentra-
tion of 40 and 100 ng/mL, and were allowed to migrate for
5 hours at 37°C. A total of 600 pL of EBM2 containing 50 -
ng/mL VEGF-A were added in the lower chamber.

Wound Healing Assay

After 16 hours of serum and growth factor privation, a
reproducible circular “wound” was made with a tip in
confluent monolayers of ECFCs cultured in 12-well plates
and sEndoglin at the concentration of 0 (control), 40, and
100 ng/mL was added. The wound area was measured at x20
magnification under an inverted microscope, then the me-
dium was removed and the cells were further incubated for
24 hours. Wound repair activity was calculated by expressing
the area of the wound after 24 hours of incubation as a
percentage of the initial area.

Statistical Analysis

Univariate Analysis
Continuous data were expressed as mean + standard devia-
tion for normally distributed data and as median interquar-

tile range (25-75%) for nonnormally distributed data.
Categorical data were presented as number (n) and percent.
Comparisons used the chi-square test for categorical varia-
bles and Student’s t-test or Mann-Whitney-Wilcoxon test,
when appropriate, for continuous variables. The follow-up
duration, divided into three periods (less than 3 months,
between 3 and 6 months, and over 6 months), was used to
estimate the temporal trends during the study period, and
differences were tested by the Kruskal-Wallis test. We
evaluated the correlation between endothelial/angiogenic
markers using Kendall correlation test.

Multivariate Analysis

We analyzed repeated measures data'> and tested the associa-
tion between creatinine level or protein level with each
endothelial/angiogenic markers (sE-Selectin, sEndoglin, SEPCR,
angiopoietin-1, angiopoietin-2, VEGF-A, VEGFR2, SDF1-q, basic
fibroblast growth factor, ¢Kit, and soluble thrombomodulin).
For each endothelial/angiogenic, we set up a separated linear
mixed model taking into account the mode of G:TAH (manual or
autoregulated) and repeated measures over time.'* To assess
and evaluate protein involvement, we adjusted each linear
mixed model between creatinine level and each endothelial/
angiogenic biomarker on protein level, and inversely, linear
mixed model between protein level and each endothelial/
angiogenic biomarker adjusted on creatinine level. All analyses
were two-sided and a p-value was considered as statistically
significant for p <0.05. Statistical analysis was performed
using R studio software (RStudio Inc, Boston, Massachusetts,
United States).

In Vitro Data Analysis

In complementary analysis, to assess the influence of sEn-
doglin concentration on tube migration, wound healing
process, and migration in Boyden chamber, we compared
the mean of migrated cell in each group (40, 100 ng/mL) to
control group (without sEndoglin) using nonparametric
Mann-Whitney U test.

Results

Patient Description

Patients in manual mode (feasibility study) were 68- and 74-
year-old males with end-stage biventricular failure and not
eligible for cardiac transplantation as previously described.?
Both patients were discharged immediately after surgery to an
intensive care unit (ICU). They had intermittent hemofiltration
in the early postoperative phase, to support renal recovery.
Moreover, both patients had decreased renal function during
follow-up of respectively 9 and 8 months. Both also had some
episodes of peripheral edema, managed with diuretics. Sur-
prisingly, follow-up of patients in the manual mode demon-
strated hemoconcentration, as evaluated with total protein
levels (data not shown). As previously described, the 74-year-
old man also presented with cutaneous bleeding.>'> Patients
in autoregulated mode (pivotal study) were 60-, 68-, 66-, 35-,
and 43-year-old males with end-stage biventricular failure;
three were eligible for transplantation and two were not. All
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patients were discharged immediately after surgery to an ICU.
ICU course was uneventful. None of the patients had renal
failure after surgery or during the follow-up. No clinically
significant episodes of peripheral edema were observed in
these patients. Total protein levels, evaluated during follow-up,
did not show any significant modification according to the
periods studied (data not shown). To better appreciate renal
function during the follow-up in our two groups of patients,
we performed a linear regression with time as an outcome
(~Supplementary Table S$3, available in the online version).
This analysis allowed us to confirm that creatinine was signifi-
cantly increased along time only in patients receiving manual
mode (p = 0.04) in contrast to autoregulated mode (p = 0.51).

sEPCR and sEndoglin are Increased during Follow-Up in
Patient Receiving C-TAH in Manual Mode

The kinetics of endothelial and angiogenic cytokine levels were
analyzed during the first year post-C-TAH implantation. Three
groups were determined according to follow-up duration: less
than 3 months (hospitalization), between 3 and 6 months,
and above 6 months. At baseline, before GTAH implanta-
tion, plasma parameters exploring mobilization did not differ
between patients receiving manual and autoregulated mode
(=~Supplementary Table S4, available in the online version). In
markers of lesion or dysfunction, a trend is observed for sE-
selectin and sEndoglin, and a significant increase is observed in
patients’ receiving GTAH in manual mode for soluble throm-
bomodulin. After GTAH manual mode implantation, sEndoglin
and sEPCR significantly increased along time (p-value at 0.005
and 0.001, respectively), while other biomarkers were not
modified (~Table 1). We observed an increase in the level of
sE-selectin during follow-up of patient with GTAH in manual
mode but nonsignificant (p-value = 0.28) probably due to very
high levels before implantation. After autoregulated G-TAH
implantation, in contrast to manual mode, sEndoglin and sEPCR
were not modified after GTAH implantation (=~Table 2). To
confirm these results, we performed a linear regression with

time as an outcome (=Supplementary Table S$3, available in
the online version) for sE-selectin, sEndoglin, and sEPCR. This
analysis allowed us to confirm that only sEndoglin and sEPCR
was significantly increased along time only in patients receiv-
ing manual mode (p-value = 0.01 and 0.007, respectively, for
sEndoglin and sEPCR) in contrast to autoregulated mode (p-
value = 0.7 and 0.56, respectively, for sEndoglin and sEPCR). We
explored association between sEPCR and sEndoglin in manual
and autoregulated populations, and found a significant and
stronger association only in patients receiving G-TAH in manual
mode (p-value = 0.0006 with coefficient of correlation to 0.57
in manual mode in contrast with a p-value=0.28 with a
coefficient of correlation to 0.12 for autoregulated mode).
Moreover, soluble thrombomodulin is not associated to SEPCR
levels (p-value = 0.14 with coefficient of correlation to 0.24 in
manual mode and p = 0.08 with a coefficient of correlation to
0.19 for autoregulated mode). Finally, after autoregulated C-
TAH implantation, we observed a significant increase of SDF-1
after G-TAH implantation (p = 0.03, = Table 1).

Circulating Protein Level Modification is Linked to
sEndoglin and sEPCR

As shown in =Table 3, after adjustment on the mode of C-TAH
(manual or autoregulated mode), the levels of the three
endothelial biomarkers of endothelial dysfunction, sE-selec-
tin, sEndoglin, and sEPCR, were all significantly and positive-
ly associated with plasma total protein level (p-value < 0.05
for each). After adjustment on the mode of the G-TAH and
creatinine or Creactive protein (CRP) level, endothelial
biomarkers of endothelial dysfunction sEndoglin and
SEPCR were still significantly associated with protein levels
(p-value = 0.01 for both sEndoglin and sEPCR after adjust-
ment to creatinine; p-value = 0.04 and 0.01, respectively, for
sEndoglin and sEPCR after adjustment to CRP). After adjust-
ment on the mode of G-TAH, creatinine was found associated
only to soluble thrombomodulin levels (p-value < 0.001,
=Supplementary Table S5, available in the online version).

Table 1 Temporal trend of endothelial/angiogenic biomarkers in patients receiving manual mode GTAH

GTAH in manual mode ng/mL [mean (SD)]

Before GTAH < Month 3 Month 3-6 > Month 6 p-Value
sE-selectin 7638.75 (433.10) 4906.50 (1302.35) | 5812.58 (1888.52) | 5625.50 (1870.05) | 0.28
sEndoglin 52.50 (2.12) 59.33 (7.66) 77.33 (10.69) 68.80 (7.46) 0.005
SEPCR 111.85 (26.66) 176.57 (39.83) 250.60 (28.55) 214.57 (40.85) 0.001
Angiopoietin-1 74.75 (35.00) 56.33 (28.08) 58.67 (14.92) 58.40 (28.53) 0.84
Angiopoietin-2 367.00 (128.69) 1143.33 (732.69) 1018.42 (611.26) 937.00 (556.91) 0.51
VEGF-A 45.00 (8.49) 49.58 (5.41) 42.75 (4.14) 44.40 (1.82) 0.11
VEGFR2 795.75 (126.93) 800.00 (131.57) 778.17 (81.98) 790.60 (121.72) 0.99
SDF1-a 142.00 (94.75) 241.75 (177.75) 260.67 (189.91) 261.60 (246.23) 0.89
cKit 353.25 (41.37) 239.50 (87.69) 486.42 (368.06) 674.00 (358.15) 0.13
Soluble thrombomodulin | 7373.35(2672.51) | 7791.21 (3591.99) | 7847.99 (2247.98) | 6275.32 (2794.29) | 0.80

Abbreviations: GTAH, Carmat bioprosthetic total artificial heart; SD, standard deviation; SDF1-a, stromal cell-derived factor 1-a; sEndoglin, soluble
endoglin; sEPCR, soluble endothelial protein C receptor; sE-selectin, soluble E-selectin; VEGF-A, vascular endothelial growth factor A; VEGFR2,

vascular endothelial growth factor receptor 2.
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Table 2 Temporal trend of endothelial/angiogenic biomarkers in patients receiving autorequlated mode GTAH

GTAH in autoregulated mode ng/mL [mean (+SD)]

Before GTAH < Month 3 Month 3-6 > Month 6 p-Value
sE-selectin 5905.40 (1004.57) | 4789.82 (1668.56) | 4897.65 (1269.03) | 4799.70 (1502.64) | 0.49
sEndoglin 82.10 (15.78) 60.11 (17.53) 72.04 (11.12) 67.00 (21.07) 0.06
SEPCR 160.91 (84.60) 180.71 (74.08) 214.68 (146.61) 174.12 (116.95) 0.75
Angiopoietin-1 345.10 (372.85) 142.96 (75.77) 209.85 (263.12) 85.00 (62.45) 0.21
Angiopoietin-2 958.90 (468.57) 1180.21 (490.60) | 1160.50 (520.93) | 661.40 (332.16) 0.19
VEGF-A 40.00 (3.74) 43.07 (9.04) 45.77 (12.90) 40.20 (8.14) 0.62
Soluble VEGFR-2 760.00 (243.52) 563.36 (220.72) 574.69 (119.27) 494.10 (205.87) 0.16
SDF1-a 154.00 (59.46) 125.61 (43.01) 183.35 (49.20) 164.30 (55.26) 0.03
kit 673.00 (404.54) 369.29 (225.81) 454.81 (255.53) 299.90 (208.54) 0.11
Soluble thrombomodulin | 3078.35 (497.64) | 4587.73 (2073.32) | 4285.63 (1610.25) | 5654.62 (2087.06) | 0.16

Abbreviations: GTAH, Carmat bioprosthetic total artificial heart; SD, standard deviation; SDF1-a, stromal cell-derived factor 1-a; sEndoglin, soluble
endoglin; sEPCR, soluble endothelial protein C receptor; sE-selectin, soluble E-selectin; VEGF-A, vascular endothelial growth factor A; VEGFR2,

vascular endothelial growth factor receptor 2.

Table 3 Linear regression for the relationship between endothelial/angiogenic biomarkers levels and protein level

Model 1 Model 2 Model 3
Linear regression model with protein Linear regression model with protein Linear regression model with protein ad-
adjusted on creatinine justed on CRP

Regression B | Cl 95% p-Value | Regression B | Cl 95% p-Value | Regression B | Cl 95% p-Value

coefficients coefficients coefficients
sE-selectin 0.02 0.01 0.03 | 0.04 0.02 -0.04 | 0.07 | 0.11 0.02 -0.0002 | 0.002 | 0.09
sEndoglin 0.25 0.09 0.41 | 0.04 0.18 0.07 0.34 | 0.01 0.14 0.002 0.28 0.04
SsEPCR 0.05 0.01 0.09 | 0.005 0.05 0.01 0.10 | 0.01 0.05 0.015 0.08 0.01
Angiopoietin-1 0.01 -0.04 | 0.04 | 0.97 0.01 -0.12 | 0.20 | 0.71 0.0005 -0.0007 | 0.001 | 0.38
Angiopoietin-2 -0.01 -0.06 | 0.03 | 0.14 -0.01 -0.08 | 0.09 | 0.53 -0.007 -0.039 0.025 | 0.64
VEGF-A -0.05 -0.39 | 0.34 | 0.91 0.02 -0.11 | 0.14 | 0.88 -0.003 -0.009 0.001 | 0.17
Soluble VEGFR-2 0.01 -0.12 | 0.14 | 0.45 0.02 -0.08 | 0.08 | 0.57 0.03 -0.32 0.38 0.85
SDF1-a 0.02 -0.04 | 0.08 | 0.12 0.02 -0.03 | 0.09 | 0.09 -0.004 -0.021 0.013 | 0.64
cKit 0.01 -0.15 | 0.18 | 0.73 0.01 -0.12 | 0.17 | 0.69 0.009 -0.018 0.037 | 0.48
Soluble 0.01 -0.01 | 0.02 | 0.1 0.01 -0.01 | 0.03 | 0.14 -0.004 -0.018 0.009 | 0.48
thrombomodulin

Abbreviations: Cl, confidence interval; CRP, Greactive protein; GTAH, Carmat bioprosthetic total artificial heart; SD, standard deviation; SDF1-a,
stromal cell-derived factor 1-a; sEndoglin, soluble endoglin; sEPCR, soluble endothelial protein C receptor; sE-selectin, soluble E-selectin; VEGF-A,
vascular endothelial growth factor A; VEGFR2, vascular endothelial growth factor receptor 2.

Note: We set up three linear regression mixed models: Model 1: without adjustment; Model 2: adjusted on the mode of GTAH and plasma creatinine
level; Model 3: adjusted on the mode of GTAH and plasma Creactive protein (CRP).

After adding protein level adjustment, none of the endothe-
lial biomarkers of endothelial dysfunction were associated
with creatinine in our population.

sEndoglin Induces a Decrease in ECFC Angiogenic Ability
Since we observed a significant association between sEndoglin
and protein level after C-TAH, we hypothesized that, more than
being a marker of endothelial dysfunction, sEndoglin could also
accelerate microvascular disorders already observed in heart
failure patients. To test this hypothesis, we tested effect of
sEndoglin (40 and 100 ng/mL) on angiogenic properties of
ECFCs, well-recognized precursors of endothelial lineage. To
assess whether sEndoglin affects ability of ECFCs to differentiate
into cord-like structures in vitro, Matrigel assays were per-

formed. sEndoglin decreased pseudotubes network formation,
as observed in =Fig. 1A; however, without reaching statistical
significance. sEndoglin also significantly decreased ECFC mi-
gration toward control medium in a modified Boyden chamber
assay (p-value =0.005 for sEndoglin at 40 ng/mL, ~Fig. 1B).
This decrease of migration ability was further confirmed
(=Fig. 1C) in a wound healing model. ECFCs in presence of
sEndoglin presented a decreased potential to recolonize the
plastic culture surface, compared with nontreated ECFC. This
difference was significant 9 hours after practicing the wound.
Taken together, our results indicate that sEndoglin repressed
ECFC differentiation and migration capacities in vitro and
suggest that upregulation of sEndoglin, observed after G-TAH
implantation, could contribute to microvascular dysfunction.
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Fig. 1 Soluble endoglin (sEndoglin) decreases endothelial colony forming cell (ECFC) angiogenic function. (A) In vitro Matrigel tube formation
assay with sEndoglin-treated ECFCs. Tube length quantification with Videomet exhibited a decreased ability to form enclosed area with
sEndoglin-treated ECFCs, compared with control. Differentiation assay quantification: 3.10% ECFC in 500 uL EBM2, fetal calf serum (FCS) 5% were
seeded on a 48-well plate, containing 200 pL of Matrigel per well. After 4, 8, and 24 hours at 37°C/5% CO, the length of the tube-like structures
were measured using the Videomet software. sEndoglin-treated ECFC formed less enclosed area when compared with the control; however, the
difference did not reach statistical significance. (B) sEndoglin effect on ECFCs was assessed for migration using a modified Boyden chamber assay.
sEndoglin significantly decreased ECFC migratory ability compared with control (p = 0.005 for 40 ng/mL of sEndoglin). (C) Wound healing assay.
Confluent monolayers of cord blood ECFCs were cultured and photomicrographs were taken at T0, T3, T6, and T9 hour, after inflicting a circular
wound in the presence orin the absence of endoglin. Wound surface reduction at T9 hour was less pronounced in endoglin-treated ECFCs than in
controls (p =0.002 and < 0.001, respectively, for 40 and 100 ng/mL of sEndoglin). Wound areas were measured with Videomet software, and
compared with the initial area (TO) which represents the “0%” of cell migration.

Discussion

In this prospective study, we have demonstrated that implan-
tation of the G-TAH led to differential profiles of endothelial
biomarkers during follow-up, according to manual or autor-
egulated cardiac output regulation. These distinct expressions
of endothelial biomarkers point to endothelial activation
and/or vascular lesion. As compared with cardiac failure status
prior to transplantation, endothelial alterations substantially
worsened after GTAH implantation when manual mode was
used, as revealed by the higher levels of SEPCR and sEndoglin.
Furthermore, the two GTAH modes were not comparable in
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terms of endothelial regeneration and/or stem cell mobiliza-
tion capacities since SDF-1 increase was more pronounced in
patients treated with autoregulated mode compared with
manual mode.

The G-TAH was designed to mimic the natural heart in size
and function. It uses electrohydraulic actuation of ventricular
membranes to produce a physiologic flow profile. The feasibil-
ity study enrolled four patients® with a G-TAH in manual mode,
that is, with a constant cardiac output. In auto-mode function-
ing, the device aims to achieve patient-specific right and left
inlet pressures, adjusts stroke volume and beat rate according-
ly, resulting in a variable cardiac output, adapted according to
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venous return. In this way, the GG-TAH responds in a physiologic
manner to alterations in preload, to maintain normal pressure
in both atria and protecting the patient against venous conges-
tion in particular in lung, liver, and kidney. Most mechanical
circulatory devices currently used are left ventricular assist
devices (LVADs). These continuous flow devices are associated
with angiogenic disorders that give rise to angiodysplasia and
gastrointestinal bleeding.'® Angiodysplasia have been linked to
AVWS and an increase in angiopoetin-2.'”'® We previously
demonstrated that change of pulsatility allows releasing factors
stored in the Weibel-Palade bodies—that is, von Willebrand
factor or angiopoietin-2.'® Moreover, we have already demon-
strated the absence of AVWS in both calves and patients
implanted with the GTAH."? In this study, we have shown
absence of angiopoietin-2 modulation, independently of auto-
or manual mode regulation. Other biomarkers like tumor
necrosis factor-a° or transforming growth factor B (TGF—B)21
have been proposed to modulate angiogenesis or related
thrombotic disorders in LVAD long-term implantation and
need to be explored after GTAH implantation. Thus, hemo-
compatibility of the G-TAH, in terms of angiogenic disorders
and associated gastrointestinal bleeding, may provide highly
promising alternative to conventional LVADs limitations.

We hypothesized that the absence of physiological variation
in flow associated to edema and venous stasis in manual mode
contributed to a microvascular lesion. Endothelial dysfunction
and impaired angiogenesis may both contribute to microvas-
cular dysfunction in all organs, for example, the kidney. Indeed,
markers of endothelial dysfunction and angiogenesis are pre-
dictor of disease severity in heart failure,?? in renal failure, 2
and after cardiac surgery.?* Circulating biomarkers of endothe-
lial activation and/or lesion can be both cause and consequence
of microvascular dysfunction. Several human and animal stud-
ies have suggested involvement of endothelial and angiogenic
factors imbalance in kidney disease and in particular acute or
chronic renal dysfunction. Progressive renal dysfunction is
observed in patients implanted with the GTAH in manual
mode in contrast to patients implanted with the GTAH in
autoregulated mode. However, when we analyzed all biomark-
ers with a linear mixed model, no significant relation was
observed with creatinine levels, in contrast to protein levels.
Concerning renal dysfunction in patients with manual mode,
presence of early intermittent hemofiltration in these patients
might affect the endothelial integrity and, therefore, may
influence observed differences. Effect of early intermittent
hemofiltration and effect on long-term follow-up in patients
receiving G-TAH need to be confirmed in large cohort of
patients. Association between endothelial dysfunction and
protein levels are in line with endothelial dysfunction already
described in edema processes and sodium handling. Indeed,
sodium, accumulated with stasis, is able to bind to the endo-
thelial glycocalyx and to induce its disruption, resulting in
vascular dysfunction.?® Absence of cardiac output adaptation to
venous return is probably at the origin of endothelial dysfunc-
tion and increased permeability that gives rise to edema.
Because of these edemas, diuretics are used sometimes with
high doses and can induce hemoconcentration and hyper-
proteinemia. Since the manual mode does not allow compen-

sation of this edema and hemoconcentration, the endothelial
dysfunction observed and its correlation to protein levels could
be linked to this absence of venous returns adaptation. Another
adaptation mechanism of volemia and hemoconcentration
could be done by natriuretic peptides (NPs). Indeed, NPs are
major contributor of heart-kidney interaction including inhi-
bition of sodium reabsorption by inhibiting multiple plasma
vasoconstrictors and also the counteraction of renin-angioten-
sin-aldosterone system. However, we previously described
that G-TAH implantation abolished circulating concentration
of NPs.2® Thus, no regulation of hemoconcentration by NPs can
be achieved after C-TAH implantation.

In our prospective cohort, we found a significant increase of
sEndoglin and sEPCR after C-TAH in the manual mode. Both
molecules are largely expressed on endothelial cells and have
been described as a biomarker of endothelial dysfunction.
SEPCR results from the cleavage of the entire extracellular
domain mediated by TACE/ADAM17 or ADAM10.27-?® SEPCR
levels have been found as biomarkers of damage to endothelial
cells in plasma during sepsis, end-stage renal disease, pre-
eclampsia, or in type 1 and 2 diabetes mellitus independently
of inflammation.?*3% Binding of activated protein C (APC) to
SEPCR interferes with binding of APC to phospholipids and
hinders factor Va inactivation. Furthermore, binding of PC to
SEPCR enhances APC generation, suggesting a procoagulant
effect of sSEPCR. Thus, increase of SEPCR could be associated to a
procoagulant state and endothelial dysfunction in patients
with a G-TAH in manual mode. Thus, in addition to its hemo-
compatibility, autoregulating the G-TAH mode could normal-
ize the hemostatic balance and avoid an increased risk for
thrombosis in these patients with cardiac failure and cardiac
assistance, who already have a high risk factor for thrombosis.

Endoglin, alias CD105, is a transmembrane glycoprotein,
known as an auxiliary receptor for TGF-B and expressed in
vascular endothelium, with a key role in vascular physiology,
angiogenesis, and vascular remodeling.3' The importance of
endoglin in blood vessel biology is established in humans by
the link between heterozygous mutations in the ENDOGLIN
gene and the onset of hereditary hemorrhagic telangiectasia
(HHT) type 1 (HHT1). HHTT1 is a vascular disease resulting in
epistaxis, cutaneous and gastrointestinal telangiectasias, and
pulmonary, cerebral, or hepatic arteriovenous malformation.
Beyond the TGF-B-related effect, we previously described that
endoglin can act as an adhesion molecule allowing adhesion
between endothelial and perivascular cells®! and its soluble
form could induce vessel destabilization by a competing effect
with membrane endoglin.>' sEndoglin had the most signifi-
cant odds ratio in our linear regression model with proteins
adjusted on creatinine level. sEndoglin is shed from mem-
brane-bound endoglin by the proteolytic activity of the matrix
metalloprotease (MMP)-143? and MMP-1233; this shedding
can be triggered by inflammation or endothelial injury. High
levels of sEndoglin have been reported in several endothelium-
related pathological conditions, among which is preeclampsia.
Moreover, sEndoglin has been described to induce vascular
permeability.3* We recently confirmed endoglin involvement
in vascular permeability in endoglin heterozygous mice and
found a displayed higher number of permeabilization foci in
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the blood retinal barrier.> In line with this, vascular perme-
ability is a passive process that allows plasma to pass through
the endothelium. Thus, increased sEndoglin observed in the
manual mode of G-TAH could be at the origin of edema by this
mechanism. Moreover, we demonstrated here in vitro, on
ECFCs, that sEndoglin has antiangiogenic abilities with
decreased pseudotubes formation, and a decreased ability to
migrate. These antiangiogenic effects on vasculogenic cells,
associated with previous effects described on permeability, are
in line with an increase of endothelial dysfunction in GTAH
implanted patients, with the device being operated in manual
mode. sEndoglin increase after G-TAH could contribute to
microvascular dysfunction observed in one of the patients
after G-TAH implantation in manual mode with appearance of
cutaneous bleeding. Diseases such as HHT with mutation in
endoglin gene have a similar phenotype with mucosal bleed-
ing resulting mainly in epistaxis. Thus, taking into account that
the adaptation to altered venous return in autoregulated mode
allows preserving endothelial function, the absence of in-
creased sEndoglin could also contribute to endothelial preser-
vation and protection against edema. In the same manner that
microparticles have been described to be a consequence of
endothelial dysfunction and at the origin of endothelial dam-
age, sEndoglin could be both the cause and/or the consequence
of endothelial dysfunction. Finally, venous stasis is a conse-
quence of absence of adaptation of cardiac output to
alterations/variations in venous return. This venous stasis
has been described to upregulate some MMP.® Thus, increase
in sEndoglin and sEPCR, whose cleavage depends of metal-
loproteases, could be a consequence of venous stasis. Our
results on the relation between protein levels, SEPCR, and
sEndoglin are in line with this hypothesis.

In terms of angiogenic or mobilizing cytokines, we found
an increase in SDF-1. SDF-1 is one of the main cytokines
involved in stem cell mobilization, such as in hematopoietic
stem cells, endothelial progenitor cells, or very small embry-
onic-like stem cells.”3” We previously observed an endothe-
lial cell deposition on top of blood-contacting surfaces inside
the CG-TAH." The source of endothelial cells, grown on the C-
TAH membrane, is likely to result from the mobilization of
stem or progenitor cells, instead of migration from adjacent
vessels, since there is no physical connection of the CG-TAH to
the patient’s blood vessels. Thus, this increase of SDF-1,
mainly observed after autoregulated G-TAH implantation,
could improve endothelialization of xenopericardial tissue
with vasculogenic circulating stem or progenitor cells.® The
limitation of our study is the low number of patients in the
long-term follow-up in patients in the manual mode. In-
creasing the number of patients implanted with G-TAH will
allow us to further validate the potential confounding factors
of renal function and inflammation in long-term follow-up.

In conclusion, in this study we have demonstrated that
bioprosthetic artificial heart implantation with a key landmark
of fully pulsatile flow and autoregulated mode provides a better
conservation of endothelial homeostasis with the absence of
endothelial-related damage (as resumed in =Fig. 2) and an
increase of SDF-1 known to mobilize stem and/or progenitor
cells. These features are contrasting with endothelial damage
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Fig. 2 Role of autoregulation of pulsatile bioprosthetic total artificial
heart in regulation of venous congestion.
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observed with G-TAH in manual mode or disorders generically
associated with conventional LVADs therapy. Thus, autoregu-
lated mode function along with the enhanced biocompatibility
features of the G-TAH may usher in a new era of practically
physiological heart replacement therapy.

What is known about this topic?

e The use of mechanical circulatory support, and in
particular left ventricular assist devices (LVAD) is
associated with a poor hemocompatibility character-
ized with thrombosis and bleedings.

» Pulsatile Carmat bioprosthetic total artificial heart (C-
TAH) is designed to be implanted in patients with
biventricular end-stage heart failure.

* C-TAH was first managed in the manual mode with a
constant cardiac output but is now used with autor-
egulated mode where the output is modulated by
venous return.

* Flow variation might contribute to endothelial dysfunc-
tion; endothelial dysfunction after bioprosthetic total
artificial heart implantation remains largely unknown.

What does this paper add?

* We describe the beneficial effect of GTAH used in
autoregulated mode on endothelial biomarkers as com-
pared with GTAH implantation with manual mode.

» Implantation of GTAH in manual mode is associated with
increase of sSEPCR and sEndoglin after implantation.

 After adjustment on the mode of G-TAH, creatinine level
or inflammation, sEndoglin, and sEPCR, were found
significantly associated with plasma total protein levels.

» Soluble endoglin is involved in vitro to a significant
decrease in pseudotubes formation and migration
ability in endothelial colony forming cells (ECFCs).

* We propose the systematic use of autoregulated mode
of G-TAH since favorable impact of blood flow variation
allow decreased endothelial dysfunction.
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Abstract

Endothelial progenitor cells (EPCs) are involved in vasculogenesis and cardiovascular diseases. However, the phenotype
of circulating EPCs remains elusive but they are more often described as CD34*KDR™. The aim of the study was to
extensively characterize circulating potential vasculogenic stem cell candidates in two populations of patients with
cardiovascular disease by powerful multidimensional single cell complementary cytometric approaches (mass, imaging
and flow). We identified cellular candidates in one patient before and after bioprosthetic total artificial heart implantation
and results were confirmed in healthy peripheral and cord blood by mass cytometry. We also quantified cellular
candidates in 10 patients with different COVID-19 severity. Both C-TAH implantation and COVID-19 at critical stage
induce a redistribution of circulating CD34" and CD19* sub-populations in peripheral blood. After C-TAH implantation,
circulating CD34* progenitor cells expressed c-Kit stem marker while specific subsets CD34"CD133™+*CD45 /4™¢-
Kit"KDR™ were mobilized. KDR was only expressed by CD19" B-lymphocytes and CD14* monocytes subpopulations
in circulation. We confirmed by mass cytometry this KDR expression on CD19" in healthy peripheral and cord blood,
also with a VE-cadherin expression, confirming absence of endothelial lineage marker on CD34" subtypes. In COVID-
19, a significant mobilization of CD34%¢c-Kit"KDR™ cells was observed between moderate and critical COVID-19
patients regardless CD133 or CD45 expression. In order to better evaluate EPC phenotype, we performed imaging flow
cytometry measurements of immature CD34"KDR™* cells in cord blood and showed that, after elimination of non-circular
events, those cells were all CD19*. During COVID-19, a significant mobilization of CD19*KDR™* per million of CD45*
cells was observed between moderate and critical COVID-19 patients regardless of CD34 expression. CD34"¢c-Kit" cells
are mobilized in both cardiovascular disease described here. KDR cells in peripheral blood are CD19 positive cells and
are not classic vasculogenic stem and/or progenitor cells. A better evaluation of ¢-Kit and KDR expressing cells will lead
to the redefinition of circulating endothelial progenitors.

Keywords Stem cells - Endothelial progenitors - C-kit - VEGFR-2/KDR - Bioprosthetic total artificial heart - COVID-19
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SPADE Spanning-tree Progression Analysis of
Density-normalized Events
UMAP Uniform Manifold Approximation
and Projection
VSELs very small embryonic like stem cells
Introduction

Endothelial progenitor cells (EPCs) are described as a subpop-
ulation of circulating CD34" and/or CD133™ stem cells (SC)
expressing mainly VEGFR-2 receptor (KDR in human).
Conventional flow cytometric immunophenotyping has been
widely described and used in most cases 3 to 4 markers
(CD34, CD133, KDR, CD45) [1]. While EPCs origin remain
controversial, we recently described that human bone marrow
very small embryonic-like stem cells (VSELs) were able to
differentiate into endothelial cells and to promote post-
ischemic revascularization [2]. VSELs are major pluripotent
SC defined as cells of small size being Lineage-negative,
CD133-positive or CD34 positive, and CD45-negative [3].
Since EPCs and VSELs are extremely rare and their exact
phenotype is still a matter of debate, more information with
multiparametric proteomic is essential to decipher their ex-
haustive pattern. Mass cytometry (CyTOF) offers an interest-
ing approach to address this issue, as it allows the simulta-
neous analysis of millions of cells with up to 40 metal tagged
antibodies [4]. Since EPCs and/or VSELSs can be mobilized in
several ischemic or regenerative situations [2, 5], we ad-
dressed their characterization using a multidimensional prote-
omic single-cell approach in two different clinical settings.

First, stem and/or progenitor cells mobilization could be
observed after implantation of bioprosthetic materials to ac-
quire hemocompatibility. Indeed, Carmat bioprosthetic total
artificial heart (C-TAH) is a biventricular pump that has been
developed for end-stage heart failure patients [6]. We previ-
ously demonstrated an acquired hemocompatibility with a
progressive endothelialization of the device membrane [7].
We hypothesized that endothelial cells found in the C-TAH
come from the circulating blood since there is no physical
connection between the device and patient blood vessels.
Second, stem and/or progenitor cells mobilization can be ob-
served during infection. Coronavirus 2 of Severe Acute
Respiratory Syndrome (SARS-CoV-2) infection leading to
the coronavirus disease 2019 (COVID-19) is a respiratory
infection with a significant impact on the hematopoietic sys-
tem [8]. We and others have shown that SARS-CoV-2 virus
infect blood vessels and induce vascular damage [9-12]. The
level of stem and/or progenitor cell mobilization in this con-
text of viral infection associated to cytokine storm and endo-
thelial lesion is currently unknown.

The aim of the study was to identify the distribution and
phenotype of immune and potential circulating vasculogenic

@ Springer

SC after C-TAH implantation known to be endothelialized by
circulating cells [7]. We demonstrated existence of those mo-
bilized candidates in COVID-19 patients (moderate versus
critical ill patients) by reference to the most immature
compartment- i.e. cord blood. This approach is based on ro-
bust protocols of cytometry (mass, imaging and flow) and
provide exhaustive phenotype of vasculogenic stem and pro-
genitor cells for human clinical studies and models of vascular
disease.

Methods

Carmat Bioprosthetic Total Artificial Heart (C-TAH)
Study Design and Population

The patient presented here was included in a single-arm, pro-
spective, non-blinded, non-randomized study conducted in 4
French centers as previously described [6]. The study was
registered in the European Databank on Medical Devices
(CIV-FR-13-09-011615). Here we report stem/progenitor cell
mobilization in a 58-year-old man with dilated cardiomyopa-
thy. Peripheral blood samples were collected on EDTA before
(T1 at day 0), one week (T2 at day 6) and two weeks (T3 at
day 13) after C-TAH implantation. Ficoll isolated peripheral
blood mononuclear cells (PBMNCs) were isolated, aliquoted,
frozen and stored to assess deep immune phenotype by mass

cytometry.
COVID-19 Study Design and Population

Consecutive patients referred to emergency department of
Georges Pompidou European hospital in Paris (France) with
suspected SARS-CoV-2 infection were prospectively includ-
ed. Here we analyzed stem and progenitor cell signatures
7 days after first symptoms for all patients (n =5 per group).
Clinical and biological characteristics of patients included are
described in Supplementary Tables 1 and 2. SARCODO study
was performed in accordance with the Declaration of
Helsinki. All patients provided written informed consent be-
fore enrollment (CPP 2020-04-048 / 2020-A01048-31 /
20.04.21.49318).

Mass Cytometry

Defrost peripheral blood mononuclear cells (PBMNCs) or
cord blood mononuclear cells (CBMNCs) from density gradi-
ent centrifugation were re-suspended at a concentration of 10’
cells/ml and stained with Cisplatin 5 uM for 5 min (min) at
room temperature (RT) to assess viability. After incubation
with Fc Block, surface staining was performed by adding a
cocktail of pre-conjugated and homemade-conjugated anti-
bodies (Supplemental Table 3) for 30 min at RT as previously
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described [13] and detailed in supplementary methods. Mass
cytometry data were normalized using MatLab methods. For
data cleaning, live cell population was extracted as a new .fcs
file and uploaded on Cytobank platform to run unsupervised
analysis using Spanning-tree Progression Analysis of
Density-normalized Events (SPADE) algorithm. SPADE al-
gorithm [14] generates trees illustrating the hierarchical rela-
tionship between clusters of cells based on a density-
dependent down-sampling followed by agglomerative cluster-
ing to prevent rare cells from being overlooked among the
more abundant cellular population. Based on the same clus-
tering approach, CD34" population was analyzed with the
Hierarchical Stochastic Neighbor Embedding (HSNE) algo-
rithm designed to identify rare cell populations and to visual-
ize cellular distribution with a density-based mode. HSNE
dimension reduction-based algorithm generates a hierarchical
representation that keeps the non-linear high-dimensional re-
lationships between cells based on the similarity of all marker
expressions simultaneously. As not mandatory, we choose not
to perform down sampling step. The HSNE is implemented in
the integrated single-cell analysis framework Cytosplore+
HSNE.

Imaging Cytometry

CBMNCs samples were thawed slowly and resuspended in
FACS Buffer for counting. Fluorescent staining (complete,
monocolors and fluorescent minus one controls FMOs) were
performed at 4 °C with Fc Block and for 30 min with anti-
human antibodies cocktail of anti-lineage, CD45, CD14,
CD19, CD34, CD133, VEGFR2 and Zombie dye
(Supplemental Table 4). Cells were washed prior to acquisi-
tion with ImageStreamX at 60x magnification, low speed and
high sensitivity.

Imaging flow cytometry data were analysed with
IDEAS software. Cells were first selected by being well
focused (Gradient-RMS of Brightfield channel), then sin-
glets were selected using Brightfield Area and Aspect
Ratio. Dead cells were excluded by Zombie NIR positive
staining. CD34" and KDR™* cells were identified based on
respective patterns for CD14 and CD19 according to
FMOs controls.

Flow Cytometry

PBMNCs and CBMNCs samples were thawed slowly and
resuspended in FACS Buffer for counting. Fluorescent stain-
ing was performed at 4 °C with Fc Block and for 30 min with
anti-human antibodies cocktail of anti-lineage, CD45, c-Kit,
CD19, CD34, CD133, VEGFR2 and Zombie dye
(Supplemental Table 4). Cells were washed and fixed prior
to acquisition with BD Fortessa Cytometer.

Data were first analyzed in a supervised way with FlowJo
to perform live lineage negative cells down sampling and
concatenation of the subsequent files. Uniform Manifold
Approximation and Projection (UMAP) algorithm [15] was
performed to apply dimension reduction to the data while well
preserving their global structure.

Statistical Analysis

Continuous data were expressed as median [interquartile
range: (IQR)] and categorical data as proportion. Patients were
compared according to level of care (hospitalization in con-
ventional medical unit or hospitalization directly in ICU). In
univariate analysis, we determined the differences in median
using the unpaired t-test (Mann-Whitney U test) for continu-
ous variable and differences in proportions were assessed with
the Chi-square test or Fischer exact test if necessary. All anal-
yses were 2-sided and a p value of p <0.05 was considered
statistically significant. Statistical analysis was performed
using R studio software (R Development Core Team (2019).
R: A language and environment for statistical computing. R
Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria).

Results

Bioprosthetic C-TAH Implantation Induces
Redistribution of Circulating Immune Cells and
Mobilization of SC in Peripheral Blood

PBMNCs from C-TAH implanted patient were successively
collected before (T1) and after surgery (T2 and T3). Deep
immunophenotyping by mass cytometry was performed to
assess circulating immune populations and to focus on stem
and progenitor cell subsets which play a key role in neo-vas-
cularization. Using mass cytometry data, unsupervised
SPADE algorithm was applied to design trees in order to
identify major circulating populations. Figure 1a illustrates
the distribution of the immune circulating populations identi-
fied based on sequential expression patterns for multiple clus-
ters of differentiation. In Fig. 1b, a drastic reduction in circu-
lating CD4" T-lymphocytes was observed one week post-
engraftment with a return to basal values at two weeks while
the level of CD8" T-lymphocytes remained equal over time.
CD19" B-lymphocytes population showed a strong increase
one week after implantation before going back to pre-
implantation level at T2. Natural killer (NK) CD56" cells were
divided into two subpopulations according to CD57" expres-
sion related to their activation status. Both activated and non-
activated NK cell populations displayed the same percentages
and patterns of evolution over time points with a slight in-
crease at T3. Classical CD14*CD16  monocytes were mobi-
lized one week after C-TAH implantation while pro-
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inflammatory intermediate and non-classical monocytes
CD16" remained at very low levels. After 2 weeks at T3,
classical monocytes tended to pre-implantation levels while
CD14 CD16 tended to slightly increase. Figure 1c, the sub-
population of circulating CD34" increased by 1.35 fold two
weeks after transplantation. Thus, CD34", CD19" and CD14*
sub-populations were mobilized in peripheral blood after C-
TAH implantation.

Circulating CD34" Cells Are Negative for KDR

The three mobilized subpopulations CD34*, CD19" and
CD14" populations were extracted from the circulating cells
SPADE trees from C-TAH patient and concatenated per time-
point to design a stem cell and progenitor focused SPADE tree
(Fig. 2a). Eight subpopulations were subsequently identified
based on their differential phenotype considering the positiv-
ity for CD34, CD133, CD45,CD14, CD11¢, CD19 and CD20

markers. Among the CD34" populations, four sub-
populations were identified based on their respective expres-
sion of CD133 and CD45 — i.e. CD34"CD45 CD133",
CD34*CD45 CD133*, CD34*CD45%™CD133~ and
CD34"CD45%™CD133". Then, CD14 expressing monocytes
were divided in two sub-populations according to CD1l1c
levels — i.e. CD14*CD11c¢* and CD14*CD11¢" - while B-
lymphocytes were sorted on presence or absence of CD20
expression — i.e. CD19"CD20" and CD19"CD20™". For each
sub-population, expression level of markers of stem cells
(Oct-3/4, c-Kit, FceR1, CD13 and CD49F), mesenchymal
cells (CD90) and endothelial cells (KDR) were assessed at
T1 as well as those of CD31 (PECAM-1) expressed by endo-
thelial and leukocyte subsets and CD105 (endoglin) expressed
by mesenchymal lineage.

The same strategy was applied to selected CD34", CD19"
and CD14" subpopulations from healthy PBMNCs and
CBMNCs samples and identified by mass cytometry.

CD19
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Fig. 1 Redistribution of circulating immune cells in peripheral blood
after C-TAH implantation. a Identification of live peripheral blood
nuclear cell populations using SPADE unsupervised analysis and
displayed by major immune markers. b Evolution overtime of major
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Fig. 2 Expression of stem, mesenchymal and endothelial markers in
CD34*, CD19+ and CD14+ sub-populations. a Phenotypical signature
within stem cell and progenitor focused SPADE tree in CD34+, CD19+
and CD14+ sub-populations of C-TAH patient at T1. b Phenotypical

Cellular profiles observed with C-TAH were confirmed in
healthy samples in Fig. 2b and expression of ¢-Kit, KDR
and VE-Cadherin assessed endothelial pattern of CD19+ cells
by revealing VE-Cadherin expression in CD19" cells and its
absence in CD34" cells.

In C-TAH patient, kinetic of expression for selected
markers was then assessed per subpopulation as.illustrated at
T1 (basal expression levels) in Fig. 3 with black bars scaled on
the maximal expression per marker among populations from
the stem/progenitor cells focused SPADE tree. At T1, all
CD34" sub-populations expressed c¢-Kit, CD13 and CD49F
SC markers as well as CD31 but only the CD133" expressed
Oct-3/4 stem transcription factor. None of the CD34" stems
and progenitor populations expressed the KDR by contrast to
CD19" and CD14*CD11c" sub-populations that showed al-
s0 positive expressions for some stem, mesenchymal or endo-
thelial markers. Thus, prior to implantation of C-TAH, KDR

signature within stem cell and progenitor focused SPADE tree in
CD34+, CD19+ and CD14+ sub-populations of healthy CBMNCs and
PBMNCs

was only expressed by CD19* B-lymphocytes and CD14"
monocytes subpopulations but not by CD34* subpopulations
in circulation.

CD34%c-Kit" progenitor cells are mobilized after C-TAH
implantation.

Expression variations for discriminative marker to T1
over T2 and T3 time-points are illustrated for each sub-
population in the Fig. 3 heat-map with a color code (blue
decrease / white stability / red increase). Over the kinetic,
positive expressions of KDR remained identical in CD19*
cells and increased in both CD14" sub-populations while
keeping a negative expression in all the CD34"* sub-pop-
ulations. Independently of CD133 and CD45 levels of
expression, CD34" sub-populations showed the same var-
iation pattern of expression along time points with an
increase of CD13 and CD31 at T2 before a decrease at
T3. While the CD34*CD45 CD133™ never expressed
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Fig. 3 Evolution of stem, mesenchymal and endothelial markers over
time in mobilized CD34", CD19" and CD14" sub-populations. Pre-
implantation (T1) levels of maximal relative expression for clusters of
differentiation and transcription factors sorted by population subsets
(black bars) associated to post-implantation variation (heat-map with a
color code: blue decrease / white stability / red increase) expressed in
Median Metal Intensity relative variation to T1 (AT2, AT3)

Oct3/4 and CD10S5, other sub-populations displayed an
increase of both markers over time. CD105 mesenchymal
marker is increasing within the CD45%™ sub-populations
whereas c-Kit stem marker is increasing only within the
CDI133 stem/progenitor sub-populations whatever
CD45™ or CD45%™ expression.

We further explored the display of CD34, CD133 and
CD45 with the HSNE map in Fig. 4a of merged T1, T2 and
T3, CD34" populations allows, based on differential patterns
of intensities, the identification of four CD34" subsets with
expression profiles A, B, C and D confirming those previously
identified (respectively A: CD34*CD45 CD133", B:
CD34*CD45 CD133*, C: CD34*CD45%™CD133™ and D:
CD34*CD459™CD133™). To identify all of the populations
represented through the different kinetic times, it is necessary
to consider the data as a whole by pooling all the points mak-
ing it possible to highlight each of the populations indepen-
dently of their presence / absence at a given time. This ap-
proach that does not rely on kinetic attests the global absence
of expression of KDR in CD34" cells and confirms the ability
of the CD347CD45%™ cells to highly express c-Kit. Among
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CD34" population, the HSNE cellular density visualization
per time point in Fig. 4b underlines the redistribution of the
four CD34™ subsets as quantified in Fig. 4c and emphasizes a
mobilization of the CD34"CD45%Mc-Kit" whatever expres-
sion of CD133. None of stem/progenitor populations mobi-
lized after C-TAH implantation expressed KDR.

CD34"c-Kit" Progenitor Cells Are Mobilized in COVID-
19 Critical Patients

Since COVID-19 has been described as hypoxic condition
associated with strong vascular dysfunction, we decided to
explore cells phenotype characterized in mass cytometry pre-
viously in a 10 COVID-19 patients cohort with moderate and
critical severity.

Supervised analysis of flow cytometry data confirmed the
presence of the previously identified CD34" subpopulations
based on their CD45, CD133 and c-Kit expression in peripheral
blood of both groups of COVID-19 patients as well as in healthy
cord blood samples. The statistical analysis showed, in a first
approach, that among the four populations of CD34*CD45”
4mCD133 7, only the CD34*CD45%™CD133" was significantly
mobilized (p = 0.022) in COVID-19 critical patients compared to
moderate ones (Fig. 5a-d). The CD34*CD457™CD133* pop-
ulations could be sub-divided into two categories according to
the positivity of ¢-Kit. There was no difference between moder-
ate and critical COVID-19 in the CD34"CD45 CD133 "*c-
Kit"* (Fig. 5b-c). A highly significant increase of the
CD34*CD45%™CD133%c-Kit" (p=0.008) was observed (Fig.
5f) while no difference existed in the
CD34"CD45%™CD133*¢c-Kit population (Fig. 5¢). To identify
stem and progenitor cells expressing KDR in COVID-19 and
CB-MNCs samples among the selected live lineage negative
cells, four populations based on distinct patterns of both CD34
and KDR were assessed as illustrated in Fig. 5g and respective
profile for CD45 and CD133 were observed. We observed that,
regardless CD34 level, KDR+ cells are 100% CD45"eh express-
ing cells.

CD34" KDR* CD19™ Are all Non-circular Events

Consensual phenotypic definition of circulating EPCs relies
on expression of CD34 and KDR markers simultaneously.
First, we have shown in COVID-19 patient peripheral blood
that KDR was only expressed by CD45"€" cells, and second,
that in peripheral blood of C-TAH patient, KDR was only
expressed by B cells and monocytes, both CD45™&" express-
ing cells. Therefore, we analyzed the phenotype of from cord-
blood for CD14 and CD19 markers by imaging flow cytom-
etry that enable us to localize fluorescence and to have a clear
picture of the cells morphology on the top of conventional
flow cytometry data. As illustrated in the gating strategy of
the Fig. 6a, CD34"KDR™* focused live circular single cells are
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Fig. 4 Mobilization of stem cells in peripheral blood post C-TAH
implantation. a Cartography of CD34" sub-populations identified as a,
b, ¢ and D based on their CD133 and CD45 differential patterns and
correlated with KDR and c-Kit expression using unsupervised HSNE

positive only for CD19 marker. Some non-circular events
were expressing the double positivity for CD34 and KDR
but, based on their shape in Fig. 6b, were not intact biological
events of interest as cells in suspension from cord blood are
expected to be round. Figure 6¢ and d confirm that in circular
events, all cells positive for KDR were CD19™ cells whatever
expression of CD34™,

CD19"KDR* Cells Are Mobilized in COVID-19 Critical
Patients

Flow cytometry analysis performed on moderate and critical
COVID-19 MNCs from peripheral and healthy cord blood
samples showed a comparable level of CD19* whatever the
expression of CD34 in each group (Fig. 7a). A significant
mobilization of CD19"KDR* per million of CD45" cells
was observed between moderate and critical COVID-19 pa-
tients (p < 0.001) in Fig. 7b, regardless of CD34 level, nega-
tive (p < 0.0001) or positive (p =0.001). Data of the resulting
clusters are visualized on a UMAP plot in Fig. 7c showing all
single cells of the live lineage negative events selected from
down sampled files concatinated per group where CD19*
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34%45%M133* b Distribution profiles of HSNE mapped CD34" subsets
visualized in cell density at T1, T2 and T3. ¢ C Repartition of A, B, C and
D populations over time points

KDR™ population from respective group are overlapped in
blue on the UMAP.

Discussion

Using a multidimensional proteomic single-cell approach, we
analyzed two different clinical models of cardiovascular dis-
ease with CD34" mobilization and demonstrated (i) that a
subset of these cells was CD34*c-Kit"KDR ", and (ii) that all
cells positive for VEGFR-2/KDR cells in peripheral blood
were CD19-positive questioning the potential involvement
of CD19/B-lymphocytes in cardiovascular and infectious
diseases.

This study was motivated by data from the past
20 years aiming at identifying EPCs in blood by conven-
tional flow cytometry approaches. Authors generally de-
fined EPCs as cells positive for the KDR in the lympho-
cyte gate. However, this cell population can be challenged
since no correlation has been reported between the num-
ber of these circulating cells and the number of endothe-
lial colonies forming cells (ECFCs) obtained in cell cul-
ture [16, 17]. Of note, ECFCs are considered by
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Fig. 5 Mobilization of stem cells in peripheral blood in critical COVID-
19 patients. a Quantification of CD34"CD45 CD133" or CD133" cells
expressed per million of live CD45" cells in peripheral blood of COVID-
19 moderate and critical patients and in healthy cord blood samples. b
Quantification of ¢-Kit" or ¢-Kit ™ cells among the CD34"CD45 CD133~
population. ¢ Quantification of ¢-Kit" or ¢-Kit™ cells among the
CD34"CD45 CD133" population. d Quantification of
CD34*CD45%™CD133* or CD133™ cells expressed per million of live
CD45" cells. e Quantification of ¢c-Kit" or c-Kit cells among the

consensus as true endothelial progeny derived from circu-
lating progenitors [18]. In a recent meta-analysis reporting
pooled data on the association between levels of circulat-
ing progenitor cells, cardiovascular outcomes and death,
CD34" and CD34*CD133"* were the most frequent cell
population associated with cardiovascular outcomes and
death. CD34" were therefore proposed as the best candi-
date for a clinical-grade biomarker of cardiovascular risk
[19]. However, the pathophysiology link between CD34*
vasculogenic potential and outcomes remain largely
speculative.

Interestingly, we described a progressive endothelialization
of the bioprosthetic membrane of the C-TAH that could be at
the origin of its acquired hemocompatibility [7]. Since there is
no physical connection to between membrane bioprosthesis to
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CD34*CD45%"™CD133" population. f Quantification of ¢-Kit* or c-Kit~
cells among the CD34*CD45%™CD133* population. g Illustration of
CD45 and CD133 expressions according distinct patterns for CD34 and
KDR of live lineage negative cells in peripheral blood of COVID-19
patients - Among the live cells, each of the 4 populations based on
respective expressions of CD34 and KDR are phenotype on the CD45
and CD133 markers thus illustrating that all the KDR" events are
exclusively CD45"€" CD133™ #p < 0.05; **p <0.01.

patient blood vessels, the source of these neo-endocardial cells
in the C-TAH would come from the circulating blood. In the
present study, one patient receiving C-TAH could be explored
at different time-points; we evidenced a mobilization of
CD34" cells by mass cytometry analyzed with SPADE algo-
rithm. It provided a unique opportunity to comprehensively
characterize circulating vasculogenic stem and progenitor
cells at the single cell level in a complex environment. After
implantation of bioprosthetic total artificial heart, we show a
global increase of CD133 stem marker in all CD34" cells
associated to an increase over time of Oct3/4 and c-Kit in
CD34"CD133" cells subpopulations. Thus, newly formed en-
dothelial cells observed on top of bioprosthetic tissue inside
C-TAH could be issued from this CD34"c-Kit" subpopula-
tion. Indeed, CD34"c-Kit" populations have already been
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Fig. 6 CD34"KDR" phenotypic analysis in cord blood by imaging
cytometry. a Image flow cytometry gating strategy (focus/singlets/live
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described to have endothelial differentiation potential in vivo
[20] and CD133*¢c-Kit'lin" cells from human cord blood have
also already been described to have ability to differentiate in
ECFCs [21]. Potential mobilization of these cells in critical
COVID-19 could provide endothelial regeneration helpful
during hypoxia observed in COVID-19 patients [22, 23], but
on the other hand could participate to dissemination of throm-
botic profile observed in clinic [8]. Indeed, we recently de-
scribed that ECFCs can be potential actor of procoagulant
process [24].

Surprisingly, with our multiparametric analysis, we
were not able to identify circulating EPCs usually defined
as CD34"KDR™ in peripheral blood. Herein, mass and
imaging flow cytometry panels demonstrated that all
KDR positive cells are either B-lymphocytes CD19* or
monocytes CD14" in patient’s peripheral blood and
healthy peripheral and cord blood. KDR expression in
monocyte could correspond to so-called early-EPC (circu-
lating angiogenic cells) well described in early 2000 in

CD14 CD19"CD34*KDR" in 7. b Visualization of the brightfield of
the non-circular events by imaging flow cytometry. ¢ Visualization of
the non-circular and circular events from population 1 to 7 by imaging
flow cytometry and associated phenotype for CD14, CD19, CD34 and
KDR. d Quantification of populations 1 to 7 per millions of live cells in
CBMNCs

particular by Dimmeler’s group. This subpopulation is
able to modify angiogenic process by secreting growth
factors but has not the ability to form endothelial cells
in culture [5].

KDR has been described in hematopoietic stem cells
(HSCs) to play a crucial role in hematopoiesis [25].
HSCs have been described to be in CD34"KDR™ cell
fraction defining KDR as a positive functional marker
for HSCs, without definition of their CD19 status. Our
results demonstrate that KDR is expressed by CD19™ cells
(that are supposed to be B lymphocytes) and monocytes,
without any significant modulation after C-TAH implan-
tation in contrast to critical form of COVID-19. We con-
firmed our results in CB-MNCs with a flow cytometry
approach and studying circularity of single cells. As de-
scribed here, CD34"KDR™ are mostly debris [26] and/or
non-circular events whose size is compatible with flow
gating strategy including lymphocytes used in most of
previously performed clinical studies. Thus, we confirmed
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Fig. 7 CD19*KDR™ cells are mobilized in peripheral blood of COVID-
19 critical patients. a Quantification of CD34™ and CD34" cells of the
CD19"* population and expressed per million of live CD45" cells in
peripheral blood of COVID-19 moderate and critical patients and in
healthy cord blood samples.b Quantification of CD34 and CD34" cells
of the CD19"KDR* population and expressed per million of live CD45"

that KDR is never expressed on circular CD19 negative
cells, whatever expression of CD34" cells. In cord blood,
circular CD34*KDR" are all CD19*. CD34"CDI19" are
rare event in peripheral blood supposed to be pre-B cells
[27]. Thus, in conventional flow, cell circularity is not
assessed. This circularity feature is crucial parameter for
identification of circulating rare events. CD19™ cells are
involved in both innate and adaptive immune responses
through both antibody-dependent and antibody-
independent mechanisms. B lymphocytes have been pro-
posed leading to enhanced myocardial inflammation, tis-
sue injury and deterioration of myocardial function [28].
Our new data proposing that KDR cells are CD19 cells
reshuffle the cards of EPCs involvement in cardiovascular
field and also emphasize involvement of B cell in cardio-
vascular events and death [29].
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cells. ¢ UMAP visualization of the CD19"KDR" (in blue) of down
sampled live lineage negative population concatenated per condition, ie
COVID-19 moderate (light grey) COVID-19 critical (dark grey) and
healthy cord blood (black).*p <0.05; **p<0.01; ***p <0.001;
ik <0.0001

We confirmed all phenotype of CD34" and CD19" cells ob-
served in C-TAH patients in healthy peripheral and cord blood
with mass cytometry and demonstrated their existence in
COVID-19 patients. COVID-19 is a respiratory infection with
a significant impact on the hematopoietic system and hemostasis
[8]. Current hallmarks of COVID-19 are the cytokine storm,
coagulopathy and endothelial dysfunction [8]. This cytokine re-
lease syndrome in COVID-19 patients is associated to a de-
creased count of lymphocyte [30]. This lymphopenia has been
related to a significant decrease in T cells (in particular CD8* T
cells) and this significant decrease of T lymphocyte subset is
positively correlated with in-hospital death and severity of illness
[8]. Here we show that total CD19" cells are not modulated in
COVID-19 patients along the disease, while CD19"KDR" cells
are increased in critical form in contrast to moderate form of the
disease. B lymphocytes have also been proposed to be involved
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in COVID-19, since patients with a gammoglobulinemia lacking
B Iymphocytes had a mild clinical course in contrast to COVID-
19 patients with common variable immune deficiency [31].
Thus, phenotyping approach enabled us to identify a new circu-
lating actor positive for the CD19 antigen associated with an
endothelial KDR* and VE-cadh™ phenotype. Future work will
assess the role of the KDR™ and endothelial lineage marker along
the B progeny, in particular in human B cell memory, as actor or
as key mediator in lymphopoiesis and/or vasculogenic processes.

We found that mobilized CD34*CD133" cells after C-TAH
implantation are enriched in c-Kit expression. Human or mouse
c-Kit SC from different organs have been described to be able to
differentiate into endothelial cells [32]. Before C-TAH implanta-
tion, c-Kit is expressed in all CD34" cells. After implantation, c-
Kit decreases in the CD133" cells while it increases in
CD34"CDI133 CD45 4™ subpopulations. VSELs are major
pluripotent small size SC defined in humans as Lineage-negative,
CD133 positive or CD34 positive, and CD45 negative cells [3]
but their exhaustive simultaneous phenotype for CD34 and
CD133 is not yet well assessed. VSELs CD133" or CD34" have
been shown in several studies to have multilineage differentiation
ability into cells from different germ layers [3]. We and others
have previously shown their ability to differentiate in endothelial
cells [2]. CD34*"VSELs express c-Kit since KIT ligand have
been recently described to enhance their expansion [3]. Thus,
these CD34"CD133 CD45 c-Kit" cells could correspond to
VSEL and recolonize pericardial to form endothelial cells ob-
served [7]. We also found that mobilized
CD34"CD133"CD45™ cells after C-TAH implantations are sig-
nificantly enriched in oct3/4 expression. The only circulating
cells expressing markers of pluripotent SC Oct-4 are VSELs.
Indeed, Oct-4 positive VSEL have been described to express
CD34 or CD133, and are negative for lineage markers and the
pan-hematopoietic marker CD45 [3]. Thus, mobilization of c-Kit
and oct3/4 positive cells could be reflecting VSEL mobilization
after C-TAH implantation, and give rise to endothelialization of
C-TAH membrane.

We also found CD34*CD133*CD45%™cKit" cells mobi-
lization in COVID-19 patients. Since endothelial lesion have
been described in COVID-19 [9-12], mobilization of this
stem cell subpopulation from bone marrow and/or vessels
and/or white adipose tissue could be triggered by this vascular
dysfunction or cytokine storm. Beyond vascularization repair,
mobilization of multipotent SC ¢-Kit" and/or VSELs could
help organs recovery in C-TAH and COVID-19 patients.
Indeed, mesenchymal stem cells have been proposed to mod-
ulate inflammation around endothelial cells during COVID-
19 and also cure endothelial dysfunction to accelerate their
recovery after COVID-19 induced vascular lesion and are
currently tested in COVID-19 [8] (Stroma-Cov-2 project:
NCT04333368). Since c-Kit" and/or VSELs have the ability

to support vasculogenesis and give rise to hematopoietic cells
to counteract lymphopenia and inflammation, this
stem/progenitor cell mobilization in COVID-19 could be trig-
gered by infection to counteract side effect of virus infection.

Limitation of the Study

Very small amount of KDR™ cells induce lots of technical
problems with large variations and variability in different
groups and require large number of events scored by flow
cytometry which was as well a limitation in our C-TAH sam-
ples containing maximum | million cells dedicated to mass
cytometry acquisition. MNCs from COVID-19 and CB-MNC
flow cytometry quantification were normalized in cells per
million of CD45" cells to be compared but ficoll isolation of
MNC:s led to the loss of the neutrophils within samples. Our
newly described populations of CD34%c-Kit™ and
CDI19"KDR" need to be confirmed in larger cohort to explore
correlation with cardiovascular outcomes. On a clinical point
of view, C-TAH and COVID-19 patients explored here had
heparin/LMWH therapy: in preventive dose in COVID-19
patients and therapeutic dose in C-TAH patient. We recently
described anticoagulation as a preserving factor for endothe-
lial lesion induced by COVID-19 [12]. Indeed, in 66 COVID-
19 patients we found that patients with oral anticoagulation
had a significant decrease in CECs. Thus, we cannot exclude
an effect of heparin and/or LMWH on circulating endothelial
compartment or their stem/progenitor cells.

In conclusion, bioprosthetic total artificial heart implanta-
tion and COVID —19 patients allowed us to fully characterize
stem and progenitor cells in blood that could be at the origin of
the endothelial recovery. Large phenotyping allowed us to
demonstrate that non KDR cells with immaturity markers
can be mobilized and confirmed absence of KDR on circulat-
ing stem/progenitor cells. This result needs to be explored to
understand exact CD19" KDR™ cells involvement in cardio-
vascular disease and endothelial differentiation.
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Abstract

The Aeson® total artificial heart (A-TAH) has been developed as a total heart replacement for patients at risk of death from
biventricular failure. We previously described endothelialization of the hybrid membrane inside A-TAH probably at the
origin of acquired hemocompatibility. We aimed to quantify vasculogenic stem cells in peripheral blood of patients with
long-term A-TAH implantation. Four male adult patients were included in this study. Peripheral blood mononuclear cells
were collected before A-TAH implantation (TO) and after implantation at one month (T1), between two and five months
(T2), and then between six and twelve months (T3). Supervised analysis of flow cytometry data confirmed the presence of
the previously identified Lin"CD133*CD45™~ and Lin~CD34" with different CD45 level intensities. Lin"CD133*CD45",
Lin~CD347CD45~ and Lin~CD34"CD45" were not modulated after A-TAH implantation. However, we demonstrated a
significant mobilization of Lin"CD347CD45%™ (»=0.01) one month after A-TAH implantation regardless of the expression
of CD133 or c-Kit. We then visualized data for the resulting clusters on a uniform manifold approximation and projection
(UMAP) plot showing all single cells of the live Lin~ and CD34* events selected from down sampled files concatenated at
TO and T1. The three clusters upregulated at T1 are CD45%™ clusters, confirming our results. In conclusion, using a flow
cytometry approach, we demonstrated in A-TAH-transplanted patients a significant mobilization of Lin"CD34*CD45%™ in
peripheral blood one month after A-TAH implantation.

Keywords Stem cells - Endothelial progenitors - Aeson - Total artificial heart - Mobilization - Transplantation

Introduction

The Aeson® total artificial heart (A-TAH, Carmat, Velisy Vil-
lacoublay, France) has been developed as a total heart replace-
ment for patients at risk of death from biventricular failure
[1]. The A-TAH is a biventricular, autoregulated, pulsatile,
electro-hydraulically actuated heart replacement device with
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all components embodied in a single device, implanted in the
pericardial sac [2]. The surfaces in contact with the patient’s
blood are formed from expanded polytetrafluorethylene and
bovine pericardial tissue membrane processed in glutaralde-
hyde [3]. These types of material have demonstrated a high
level of biocompatibility in various applications such as bio-
prosthetic cardiac valve replacement [4]. A-TAH efficacy has
been proven in a feasibility study and then in a pivotal study,
mainly in the indication of bridge-to-transplantation, leading
to recent CE market approval [5, 6].

We previously described, in the first three implanted
patients, the histological characteristics of explanted devices
[7]. In electron microscopy, we found a homogeneous adher-
ent fibrin cellular network with endothelial cell deposition on
this fibrin cap [7]. The endothelial phenotype was confirmed
with vascular endothelial (VE)-cadherin expression and the
presence of tight junctional structures observed by electron
microscopy [7]. The origin of these endothelial cells remains
unknown. Indeed, these cells shall originate from the circulat-
ing blood, since there is no physical connection between the
endothelialized hybrid membrane and the patient’s blood ves-
sels. This could be linked to circulating endothelial progenitor
cells (EPCs) or very small embryonic-like stem cells (VSELSs)
[1]. EPCs and, in particular, endothelial colony-forming cells
(ECFCs) obtained in culture are vasculogenic cells in adult
humans [8, 9]. Howeyver, the phenotype of circulating EPCs is
classically described as a subpopulation of circulating CD34*
and/or CD133" stem cells expressing mainly VEGFR-2 recep-
tor (KDR in human) [10]. A multidimensional proteomic
approach of circulating cells allowed us to fully characterize
stem and progenitor cells in peripheral blood that could be at
the origin of the endothelial cells. This extensive phenotyping
enabled us to demonstrate that non-KDR cells with immaturity
markers can be mobilized and confirmed the absence of KDR
on circulating stem/progenitor cells [11]. These mobilized
progenitor cells could come from VSELSs. These latter’s are
defined in human as lineage-negative (Lin~), CD133" and/
or CD34* and CD45™ cells of small size [12—14]. VSELSs are
able to give rise to endothelial cells and promote post-ischemic
revascularization [15, 16].

The aim of the present study was to identify the dis-
tribution and phenotype of potential circulating vasculo-
genic stem cells in four patients after long-term A-TAH
implantation.

Materials and Methods

Aeson® Bioprosthetic Total Artificial Heart (A-TAH)
Study Design and Population

The four patients presented in this study were derived
from an ongoing single-arm prospective non-blinded and

@ Springer

non-randomized study (NCT02962973) [6]. The first patient
was a 66-year-old who had the device implanted for 599 days
and died. The second one was a 57-year-old who had the
device implanted for 304 days before receiving a heart trans-
plant. The third patient was 70 years old and had the device
implanted for 271 days and was heart transplanted. The last
patient was a 43-year-old who had the device implanted for
308 days before heart transplant. All patients were classified
in Interagency Registry for Mechanically Assisted Circula-
tory Support (INTERMACS) 3 or 4 and clinical character-
istics are presented in Table 1.

Sampling

Peripheral blood samples were collected on EDTA respec-
tively before (TO), after one month (T1), between two and
five months (T2), and between six and twelve months after
A-TAH implantation (T3). Ficoll-isolated peripheral blood
mononuclear cells (PB-MNCs) were isolated, aliquoted,
frozen, and stored to assess the distribution of stem cells by
spectral flow cytometry.

Flow Cytometry

PB-MNCs samples from patients were slowly thawed and
resuspended in PBS-FBS-EDTA buffer for counting in first
step and resuspended at a concentration of 10 millions of
cells per mL. Cells were incubated with an anti-human
antibodies cocktail of lineage (a-CD3, a-CD14, a-CD16,
a-CD11b, a-CD11c, a-CD19, a-CD56), CD45-BV650 (Bio-
Legend), CD34-PeCy7 (BioLegend), c-Kit (CD117)-PeDaz-
zle594 (BioLegend), CD133-VioBright667 (Miltenyi Bio-
tec) and Zombie NIR (Biolegend) for viability during 30 min
in the dark. Cells were washed by adding PBS-SVF-EDTA
buffer and centrifuged two times. Before acquisition, cells
were fixed during 45 min in the dark at 4 °C. Acquisitions
were performed with a three lasers Aurora spectral flow
cytometer (Cytek). Unmixing was calculated and applied

Table 1 Pre-Implantation characteristics of patients implanted with
A-TAH

Patients 1 2 3 4
Age (years) 66 57 70 43
Gender Male Male Male Male
BSA (m?) 2.13 1.89 2.06 2.36
Cardiac index (L/min/m?) 1.24 1.66 1.60 1.65
INTERMACS class 4 3 3 3
Indication DT BTT DT BTT
Support duration (days) 599 304 271 308

BSA: body surface area; INTERMACS: Interagency registry for
mechanically assisted circulatory support DT: Destination therapy,
BTT: bridge-to-transplantation
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to samples based on reference single stained PB-MNCs
controls. Data were first analyzed in a supervised way with
FlowJo (FlowJo, LLC) to identify immature cells. Down
sampling of CD34" population was done for every sample.
Featured on CD45, CD34, CD133 and c-Kit expressions,
consecutive dimension reduction was performed by Uniform
Manifold Approximation and Projection (UMAP) algorithm
[17] and meta-clustering was assessed by FlowSOM enabled
identification of 7 clusters among the CD34™ cells using the
cloud-based platform OMIQ (https://www.omiq.ai/).

Statistical Analysis

Continuous data were expressed as mean of cells + standard
error of the mean. In the univariate analysis, we determined
the differences within repeated measures by a non-para-
metric test. A p-value of 0.05 was considered statistically
significant. Statistical analysis was performed using with
GraphPad Prism 9 software (GraphPad Software Inc., San
Diego, USA).

Results and Discussion

PB-MNCs from four male patients were collected before
A-TAH implantation (TO) and after implantation at one
month (T1), between two and five months (T2), and then
between six and twelve months (T3). As the A-TAH hybrid
membrane has been described as being endothelialized after
several months of implantation [7], we decided to explore
the phenotype of circulating stem cells after implanta-
tion in order to hypothesize the cell origin of these newly
formed endothelial tissues. Supervised analysis of flow
cytometry data confirmed the presence of the previously
identified Lin"CD133*CD45~ and Lin"CD34* with dif-
ferent CD45 level intensities. Lin"CD133*CD45~ and
Lin~CD34*CD45~ were assumed to contain VSELs and
were not modulated during the period studied here. The sta-
tistical analysis showed that, among the three populations
of CD34% only the Lin"CD34+*CD45%™ was significantly
increased one month after A-TAH implantation in contrast to
pre-implantation level (p =0.01, Table 2), regardless of the
expression of CD133 or c-Kit. Indeed, Lin"CD34+tCD454m
population could be sub-divided into four categories accord-
ing to the positivity of CD133 and c-Kit. When CD133
or c-Kit were positive, we always observed a significant
increase in stem cells after implantation, whereas there
was no significant difference after A-TAH implantation
in the Lin"CD34*CD45%mCD133~¢c-Kit~ population. The
data for the resulting clusters are visualized on a UMAP
plot in Fig. 1 showing all single cells of the live Lin~and
CD34%events selected from down sampled files concate-
nated at TO and T1. The algorithm proposed seven clusters.

As demonstrated in Fig. 1A, three of the seven clusters evi-
denced were upregulated in T1, in contrast to TO: clusters 7,
4, and 2. In Fig. 1B, analysis demonstrated that the increase
concerned the three CD45%™ clusters, confirming our results
presented in Table 2. Thus, using a flow cytometry approach,
we showed a significant mobilization of Lin"CD34*CD45%m
in peripheral blood one month after A-TAH implantation.
We recently described a progressive endothelialization of the
bioprosthetic hybrid membrane of the A-TAH that could be
at the origin of its acquired hemocompatibility [7]. As there
is no physical connection between the internal membrane of
the device and the patient’s blood vessels, the source of these
neo-endocardial cells in the A-TAH shall come from the cir-
culating blood. Thus, the aim of this study was to identify by
conventional flow cytometry approaches stem cells in blood
that could be mobilized and could give rise to newly formed
endothelial cells on the hybrid membrane of the A-TAH.

In the past years, CD347 cells emerged as the most con-
vincing cell type among those that have been evaluated for
their use in cell-therapy trials and as biomarker of cardiac
disease [10]. CD34" hematopoietic stem cells with the
CD45%™ phenotype have been proposed as a source of
extra hematopoietic cells like cardiomyocytes for example
[18], although this has been controversial [19]. However,
in human adults, we don’t know with certitude the stem
cell at the origin of ECFCs. Indeed, it is now admitted
that ECFCs are the main human post-natal vasculogenic
cells [8]. ECFCs have been described to grow from cir-
culating CD34* cells present in adult peripheral blood,
but during in vitro expansion part of the cells lose CD34.
CD34" and CD34~ ECFCs have different angiogenic prop-
erties and CD34 expression in ECFCs could be related to
a specific state of endothelial phenotype [20]. Their origin
has been proposed in CD45 negative cells [21] but sub-
type of CD34 involved in ECFC differentiation is unclear
[22]. CD34™ cell sub-populations may be derived from
VSELs. VSELs were first identified as CD45 negative
cells and characterized by their very small size (3—-5 pm
in diameter) in murine and human bone marrow (5-6 pm
in diameter) [14]. VSELs are mobilized into peripheral
blood in response to injury following acute myocardial
infarction [23] or critical leg ischemia [15] and we previ-
ously demonstrated that these cells trigger post-ischemic
revascularization [15]. Others and we have also shown
VSELSs ability to differentiate into endothelial cells [15,
24-26]. Human VSELs have been described expressing
CD133, but some description of human CD34*VSELs
have been done and their vascular differentiation ability
confirmed [27]. CD34*VSELSs can regenerate damaged
organs and may solve the problems inherent in the use of
controversial embryonic stem cells or induced pluripotent
stem cells indeed. In our study, we did not include any size
beads. However, when back gating our populations, we

@ Springer



Stem Cell Reviews and Reports

97
I Cluster 1 2 I Cluster 1
I Cluster 2 i I Cluster 2
B Cluster 3 B Cluster 3
I Cluster 4 4ii 1 . B Cluster 4
I Cluster 5 NS I Cluster 5
I Cluster 6 S il sy I Cluster 6
~ B Cluster7 = Yo% B Cluster 7
1 | -1
& T 36
= £
=] = 1 .
10— * N 10 -
il Sy 4
] “d} ]
L
- \'»' -
_1?II[|II[]II[ T 1 e | L L I O IO ML LA DL L L
14 8.2 =27 28 83 -14 -8.2 -2.7 28 83
umap_1 umap_1
B D45 D133 c-Kit
concat_all_files - Cluster 3 CD34+CD45*
concat_all_files - Cluster 6 ,
concal_all_files - Cluster 7
concat_all_files - Cluster 4 CD34*CD45%m
concal_all_files - Cluster 2
l concal_all_files - Cluster 5
_ L CD34'CD45
_ concat_all_files - Cluster 1

Fig.1 A Patients concatenated CD34" cells meta-clustering with
UMAP visualization per condition, i.e.TO before A-TAH implantation
and T1 one month after implantation. B Heatmap of CD45, CD133

and c-Kit" relative expression levels per cluster of CD347 patients
and time points concatenated

Table 2 Stem cell counts per million live CD45* cells; the results are shown as mean of cells + standard error of the mean (in bold: significant

p-value with p<0.05)

Population (cells per million live CD45 +) TO T1 T2 T3 p-value
1- Lin"CD133*CD45~ 2364 + 2151 754 + 501 768 + 273 343 +90 0.87
2- Lin"CD34*CD45~ 244 +77 84 + 54 244 +98 250 + 53 0.20

Lin— CD45~ CD34* CD133~ c-Kit* 0 0 0 0

Lin— CD45~ CD34* CD133* c-Kit* 0 0 0 0

Lin— CD45~ CD34* CD133* c-Kit ~ 0 0 4+4 0 0.53

Lin— CD45~ CD34* CD133~ c-Kit ~ 244 + 77 84 + 54 240 + 98 250 + 53 0.17
3- Lin"CD34+CD45%™m 1015 + 341 3515+ 1772 940 + 359 321+ 125 0.01

Lin- CD45%™ CD34* CD133™ c-Kit* 219 +77 562 + 184 164 + 47 56 +21 0.02

Lin- CD45%™ CD34* CD133* c-Kit* 250 + 122 1783 + 1302 375 +210 41+26 0.01

Lin- CD45%™ CD34* CD133* c-Kit ~ 112 +38 430+ 177 81+22 20+ 12 0.006

Lin- CD45%™ CD34* CD133~ ¢-Kit ~ 433 + 154 741 + 143 320+ 92 203 + 104 0.08
4- Lin"CD34*CD45* 728 + 375 502 +213 724 + 303 1600 + 1108 0.98

Lin- CD45* CD34* CD133~ c-Kit * 39420 20+7 2249 20+6 0.71

Lin- CD45* CD34* CD133* c-Kit* 3+3 4+2 2+1 2+1 0.85

Lin- CD45* CD34* CD133* c-Kit ~ 20+13 15+9 32+16 28 + 11 0.84

Lin- CD45* CD34* CD133™ ¢c-Kit ~ 665 + 346 462 +209 667 + 283 1550 + 1098 0.98
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can assume that Lin"CD133*CD45™ cells are only small
sized cells compatible with VSELSs phenotype. In contrast,
Lin"CD34*CD45™ and Lin"CD34*CD45%™ are a mix of
small and large sized CD347 cells. Lin"CD34*CD45%™ of
small size has never been specifically studied in terms of
multipotent differentiation ability. Thus, we observed the
mobilization of a CD34™" population with CD45%™ expres-
sion while the CD45"°® population was not mobilized. This
CD45%™ population contained various-sized cells. Further
study needs to evaluate the ability of CD45%™MCD34" cells
of small and “normal size” to give rise to endothelial cells
in vitro and in vivo and validate the origin of newly formed
endothelial cells on top of A-TAH hybrid membrane.

All in all, bioprosthetic A-TAH implantation allowed
us to evidence the mobilization in peripheral blood of
Lin~CD347CD45%™ stem cells that could be at the ori-
gin of the endothelial recovery. In order to organize new
cell-therapy trials or determine the cells at the origin of
endothelial lineage in vivo further studies need to appre-
ciate the size of stem cells that are mobilized and able to
build vessels. This topic of adult stem cells at the top of the
hierarchy of endothelial lineage requires research on stem
cells in peripheral blood in other cardiovascular mobiliza-
tion situations, especially organ replacement requiring cell
recolonization. New multidimensional proteomic approach
by flow, imaging, or mass cytometry associated with bio-
informatic analysis may help to improve the screening of
stem cells involved in the vasculogenic process.
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