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Avant — propos

La réponse thérapeutique actuelle au choc cardiogénique réfractaire repose sur 1’assistance
circulatoire mécanique de courte durée.

Depuis I’échec de I’utilisation du ballon de contre-pulsion intra-aortique dans cette indication
dans I’étude randomisée contrOlée IABP Shock 11,22 la technique d’assistance circulatoire de
courte durée de référence pour la prise en charge du choc cardiogénique réfractaire est
I’« extracorporeal membrane oxygenation» (ECMO) ou «extracorporeal life support»
(ECLS) veino-artérielle (VA).*° L’objectif de cette technique est de permettre un support
hémodynamique en attendant une récupération éventuelle du ceeur défaillant, de permettre un
relais vers une assistance de longue durée ou vers une transplantation cardiaque en fonction
des critéres d’¢ligibilités. Le choc cardiogénique réfractaire assisté reste cependant associé a
un pronostic sombre. Le taux de mortalité a 30 jours des patients adultes sous support
circulatoire par ECMO est en effet de 1’ordre de 45 a 80 % en fonction de 1’étiologie de 1’état
de choc.® C’est le reflet d’une morbidité extrémement marquée, faite de défaillances
d’organes, de complications secondaires liées a la gravité initiale du patient et également de
complications spécifiques liées a '’ECMO-VA dont I’'impact sur la mortalit¢ est non
négligeable.

Parmi les complications spécifiques a 1’assistance circulatoire, les complications
hémorragiques et thrombotiques sont particulierement fréquentes et sont des déterminants
pronostiques majeurs. La caractérisation physiopathologique et clinique de ces complications
liées a I’hémostase reste encore tres parcellaire. 11 en résulte un vaste champ d’investigation
scientifique d’intérét croissant dans la littérature. Notre travail de recherche portera sur

certaines facettes de ces problématiques.
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La suite du manuscrit reviendra sur le contexte nosologique globale qu’est le choc
cardiogénique, les specificités de 1’assistance circulatoire de type ECMO-VA et son
interaction avec 1’hémostase. Enfin nous aborderons nos questions de recherche centrée sur
cette dualité de complications opposées, puis nous présenterons les avancées et leurs

valorisations scientifiques obtenues.
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Introduction générale

I.  Choc cardiogénique et assistances circulatoires mécaniques

de type extracorporeal membrane oxygenation

A. Aspects épidémiologiques

Si I’incidence du choc cardiogénique toutes gravités confondues reste stable depuis ces dix
derniéres années en France et dans le monde, le recours a I’assistance par ECMO-VA connait
lui un essor quasi exponentiel®’ durant la méme période.

L’incidence du choc cardiogénique est évaluée a 60 000 a 70 000 cas par an en Europe, avec
pour principale étiologie I’infarctus du myocarde, méme si celle-ci tend a reculer du fait des
progres de la revascularisation coronaire et des stratégies de prise en charge connexes.?

La prévalence du choc cardiogénique est de 2 a 5 % des admissions hospitaliéres en fonction
des définitions utilisées, et de 14 a 16 % des causes d’admissions dans les unités de
soins intensifs®. Dans le registre francais FAST-MI qui a inclus 10 000 patients consécutifs
victimes d’infarctus du myocarde (IDM) sur 10 ans, le pourcentage de patients qui évolue
vers un choc cardiogénique a la suite d’un IDM a baissé de 5,9 % en 2005 a 2,8 %, en 2015.19
La mortalité liée au choc cardiogénique est restée stable autour de 40-50 % durant cette
période. Ces evolutions sont proches de celles observées aux états unis et au Canada.

En réponse a cette stagnation de la mortalité, plusieurs approches sont évaluées. Le recours a
I’ECMO-VA qui connait une nette accelération au cours de la derniere décennie participe a
cette réponse.t 711,12

En considérant les patients adultes assistés par ECMO-VA sur les 5 derniéres années (analyse
datée du 02/10/2021) dans le registre international ELSO, 26 492 patients dans le monde et

3518 patients en Europe ont été assistés pour choc cardiogénique.'® Sur I’ensemble des 30
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années d’inclusion dans ce registre (fondé en septembre 1989), 35797 patients a 1’échelle
globale et 4953 patients europeens ont été inclus. L’observation est similaire lorsque 1’on
s’intéresse a la seconde cause de recours a L’ECMO-VA qu’est D'arrét cardiaque
extrahospitalier. En effet, 8 317 patients dans le monde et 1786 en Europe ont été assistés pour
un arrét cardiaque extrahospitalier ces 5 derniéres années alors que 11 224 et 2395 patients
I’avaient été sur toute la période d’inclusion depuis I’année 1990.%3 Ces chiffres traduisent une

nette augmentation par rapport aux années précédentes telle qu’exprimée par la Figure 1.
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Figure 1. Evolution du nombre de centres implanteurs participants et de sessions d’ECMO depuis 1990. D’apreés le
registre ELSO4

Ces évolutions sont liées a la fois a des améliorations techniques des systemes ECMO, aux
évolutions structurelles des unités de prise en charge de choc cardiogénique et aux
recommandations des sociétés savantes qui positionnent dorénavant ’ECMO comme
assistance de recours en remplacement du ballon de contre pulsion aortique (BCPIA ou IABP
pour intra-aortic balloon pumping pour les Anglo-saxons) dans le choc cardiogénique post

ischémique.*1>-17
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En effet les performances du BCPIA, dispositif qui délivre un debit supplémentaire de 1’ordre
de 0,5 a 1 L/min et une baisse de la postcharge ventriculaire gauche, se sont révélées
insuffisantes pour améliorer la mortalité a court terme®2 ou a long terme (6 ans)® au cours des
chocs cardiogéniques post-ischémiques dans les différentes analyses de 1’étude 1ABP-
SHOCK 1. Ces résultats ont été confirmés par une métanalyse récente qui colligeait 12 études
randomisées controlées et 15 registres.'8

Les alternatives a ’ECMO dont le premier chef de file et le plus mature est I’Impella® restent
sous-utilisées du fait de leurs colts élevés, de 1’absence de possibilité d’oxygénation, du
caractere monogauche de I’assistance et d’un niveau d’assistance limité a un support maximal

théorique de 5 L/min.1719.20

B. Description des difféerents composants de PECMO

Chaque systeme d’ECMO est constitué de plusieurs éléments dont chacun a une fonction
specifique, organises en série le long d’un circuit dont les deux extrémités sont branchées en
parallele sur le systeme circulatoire des patients assistés (Figure 2).

Un circuit complet dans sa version la plus simple comprend une canule d’admission sanguine
ou canule veineuse implantée dans le systeme cave, un circuit fermé qui conduit a une canule
d’¢jection ou canule artérielle positionnée dans un gros tronc artériel en général I’artére
fémorale ou axillaire pour "ECMO-VA périphérique droite-gauche. Le circuit ainsi formé est
interrompu de facon séquentielle par une pompe qui génere une dépression dans le systéeme
cave générant ainsi une aspiration du sang qu’elle propulse vers un oxygénateur avant de

cheminer vers la canule éjection.
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Figure 2. Description d’un circuit d’ECMO veino-artériel périphérique.

1=canule veineuse, 2=ligne veineuse, 3=téte de pompe, 4=ligne veineuse en pression
positive, 5=oxygénateur, 6=ligne artérielle, 7=Canule artérielle, 8=cathéter de reperfusion
fémorale, 9=régulateur de débit d’air et d’oxygene, 10= moteur, 1l1=moniteur. Figure
anatomique adaptée d ‘aprés Larusso et al.*

1. Canules

Dans la configuration la plus commune, les canules modernes sont généralement dessinées
pour étre implantées spécifiquement dans une veine ou dans une artere. Les sections et les
longueurs des canules veineuses sont de calibres bien supérieurs a celle des canules
artérielles.

De fagon spécifique, des canules a doubles lumiéeres destinées a ’ECMO OD/VD artére
pulmonaire ont récemment été mise sur le marché (PROTEKDuo Cannula).?

Les canules sont généralement armées par une armature métallique fine intégrée et nécessitent
une connectique pour étre liées au tube reliant les différents composants du circuit.

Le tube reliant les différents composants est généralement en chlorure de polyvinyle.
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2. Pompes

Les premicres expériences d’assistance circulatoire de type ECMO reposaient sur les pompes
péristaltiques du fait de la disponibilité de ce type de pompe, de leurs colts raisonnables et de
I’immaturité des technologies des pompes centrifuges destinées aux soins.

Ces pompes péristaltiques posent plusieurs problemes de sécurités dont le plus prégnant est le
risque de rupture du fait de leur totale indépendance des conditions de charge. Elles sont
également a risque d’hémolyse accrue en cas d’utilisation prolongée et plus généralement de
traumatisme des éléments figurés du sang. Pour ces raisons et du fait des améliorations
technologiques des pompes centrifuges, les pompes péristaltiques ont été progressivement
abandonnées dans les circuits modernes d’ECMO au profil des pompes centrifuges.

Les pompes centrifuges utilisées dans les circuits d’ECMO sont des pompes rotatives
composées d’un bofitier statique ou corps de pompe comprenant un tube connecteur (ou
« port ») d’entrée d’axe perpendiculaire a un tube connecteur de sortie, les deux étant sépares
par un boitier hermétique appelé volute (Figure 3). Cet ensemble contient un élément mobile
nommeé le rotor, lui-méme composé d’un impulseur ou roue (monté de plusieurs palles) et
d’une tige de rotation dans la plupart des cas. Cette tige de rotation est inexistante dans le cas
de certaines pompes utilisant une technologie de sustentation magnétique plus récente

utilisant un rotor flottant (Centrimag, Thratec).

Rotor
Tube connecteur
Tige de rotatiO\ d’entrée
y Tube connecteur
Impulseur i g de sortie
(Palles, aubes, axe) NS - :
\ e Volute

Figure 3. Description d’'une téte de pompe. Adapté d’une téte de pompe Revolution de la marque Livanova.
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Le sang issu du secteur veineux remplit la volute en entrant par le tube connecteur d’entrée
dans un trajet perpendiculaire a I’axe du tube connecteur de sortie. Il est alors accéléré
radialement par la rotation de I’impulseur qui lui délivre une énergie cinétique, puis est
refoulé radialement vers I’oxygénateur par le tube connecteur de sortie.

Par ailleurs cette architecture induit inévitablement un contact entre le sang et les différents
composants de I’impulseur (palles, tiges, roue) qui peuvent générer des frottements, des
anomalies de flux qui sont a I’origine de contraintes de flux supra physiologiques, phénomeéne
qui ont des conséquences directes sur I’homéostasie sanguine. L’intensité de ces contraintes
de flux générées dépend en partie du nombre de tours/min prescrit et par conséquent des
différents déterminants du débit de pompe.

Le débit continu issu de la téte de pompe est en effet modulé par les différents composants du
circuit ’ECMO et par le systéme cardiovasculaire du patient. La relation entre rotation et
débit sanguin est définie par la loi des similitudes. Ainsi le débit de pompe, les pressions
générées et leurs variations de part et d’autre du circuit (notion de pertes de charge) sont liés
par les relations mathématiques suivantes :

Q=WxD? ou
Q = débit volumique de la pompe (I/min), D= diamétre de I’impulseur (m), W=vitesse de
rotation imprimée (RPM) (tr/min)

De fagon simplifiée, les principales caractéristiques des pompes centrifuges utilisées en
routine sont : (1) un débit continu généré par la pompe, proportionnel a la révolution par
minute (RPM) de I’'impulseur. (2) un débit dépendant des conditions de charge existantes sur
le circuit, en amont et en aval de celui-ci i.e. dans le systéme circulatoire du patient. Cela se
traduit par une baisse du débit lorsque la précharge diminue ou lorsque la précharge augmente
et inversement. (3) Les autres particularités de ces pompes a prendre en considération sont

leurs incapacités a s’autoamorcer et (4) la possibilité de générer un flux inverse (backflow)
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lorsque la postcharge est supérieure a la pression générée dans le circuit ECMO en réponse au
RPM imprimé. Selon le théoréme de Bernoulli, la relation entre de débit (Q) et la puissance
hydraulique P peut s’écrire :
P=0gQh
Ou
0= masse volumique du fluide (kg/m?), g=accélération de la pesanteur (9,81 m/s?), Q= débit

volumique du fluide, h=hauteur manométrique.

Les pompes centrifuges disponibles sur le marché sont ainsi définies par leurs performances
hydrauliques grace a leurs courbes caractéristiques établies in vitro, mais également aux
techniques développées pour réduire leurs impacts sur les différents composants du sang
circulant. Plusieurs différences techniques existent entre les modeles actuellement disponibles
sur le marché sans que la démonstration de la supériorité de 1’une par rapport aux autres n’ait
¢été apportée pour des critéres d’évaluations en clinique humaine.

Un nombre croissant de travaux comparatifs portants sur les performances mécaniques de ces
pompes est publié depuis quelques années. Il en ressort que chacune des pompes revét des
caractéristiques mécaniques propres qui peuvent se traduire par des conséquences biologiques
spécifiques. Ainsi, dans un travail expérimental sur banc avec un amorcage du circuit par un
mélange de cristalloides et de culots globulaires érythrocytaires, la pompe Rotaflow (Maquet)
développait un débit maximal et une pression de coupure plus élevés que celle de la
pompe Centrimag (Abbott Cardiovascular).?® Malgré cette différence, le niveau d’hémolyse
observé était équivalent, observation corroborée par un autre travail similaire.?* Dans une
autre étude, les auteurs avaient rapportés des différences marquées en comparant en plus des
courbes caractéristiques, I’importance de la chaleur générée par trois pompes utilisées en

routine (la Biomedicus Bio-Pump BP80 (Medtronic), la Rotaflow (Maquet), et le
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DeltaStreamTM DP2 (MEDOS Medizintechnik AQ).% Des résultats similaires sont suggérés
par des travaux de mécanique des fluides numériques (computationnal fluids dynamics).26-30
Ces différences de performances mecaniques sont rarement disponibles en routine et peu
considérées par les cliniciens.

Une étude menée par Fraser K. et al. publiée en 2012 apportait un éclairage nouveau sur
I’importance des contraintes de flux, des profils de vitesses générées, des temps de transit et
de I’hémolyse associés aux pompes d’assistances circulatoires mécaniques. Trois pompes
axiales et deux pompes centrifuges différentes étaient étudiées a cet effet. Les résultats
montrent des profils de vitesses trés variables (Figure 4) et des niveaux de contraintes de flux
au-dela des observations physiologiques (Figure 5). Les contraintes de flux étaient plus
importantes dans les pompes axiales que dans les pompes centrifuges. Des différences
significatives étaient également observées entre les deux pompes centrifuges étudiées.3!

A I’aune des connaissances actuelles qui suggérent une participation importante des
contraintes de flux excessives sur 1’hémostase au cours de ces assistances circulatoires
mécaniques, une attention particuliere devrait étre portée aux performances mécaniques des

pompes utilisées.
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Figure 4. Profils de vitesses générées par différents types de pompes dont deux pompes centrifuges (CentVAD1 et

CentVAD?2). D’apreés Fraser K. et al.3!
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Tableau 1. Description des caractéristiques des principales tétes de pompe utilisées dans les systéemes ECMO en routine clinique.

BPX-80 Rotaflow Revolution DeltaStream Cardiohelp Centrimag ECMOLIFE
Bio Pump™ RF-32 DP3 HLS
Fabricants Medtronic ® Gentige Group LivaNova® Xenios AG Gentige Group Abbott® Euroset®
cardiovascular
Technologie Centrifuge Centrifuge Centrifuge Diagonale Centrifuge Centrifuge Centrifuge
Volume volute, mL 80 32 57 16 32 39
RPM maximal, 4500 5000 3500 10000 5000 5500 5000
tour/min
Débit maximal, 9,9 9,9 8,0 2,4 5 (HLS 5.0) 9,9 10
L/min 8,0 7 (HLS 7.0)
Particularités Sustentation Sustentation Sustentation Pompe Sustentation Sustentation Sustentation
magnétique magnétique magnétique intégrée magnétique magnétique magnétique
Tige de rotation 1 1 2 1 1 Aucune Aucune
Revétement de surface Cortiva bioactive Bioline®* P.H.1.S.1.0® Rheoparin Bioline®* Aucune AGILE ™
surface/Trillium® coating
Héparine- PEO Héparine- Phosphorylcholine Héparine Héparine- _ Phosphorylcholine
/sulphate/sulfonate albumine albumine
Durée du circuit, jour _ 14 5 _ 30 _ 14
Taille des ports,”’ 3/8-3/8” 3/8 -3/8” 3/8 -3/8” 3/8 -3/8* 3/8-3/8” 3/8-3/8” 3/8-3/8”

*Alternative sans héparine Softline (durée de circuit de 5 jours) ; Gentige Group anciennement Maquet® ; Abbott cardiovascular anciennement Thoratec®; 3/8>
(9,5 mm). ** Existe en 1/4°’-1/4°’(6,4 mm). POE=Oxyde de polyéthyléne
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3. Oxygénateurs

En plus de la production d’un débit sanguin, ’ECMO a une fonction d’échangeur de gaz.
Cette fonction d’échangeur consiste en une oxygénation et une décarboxylation continue du

sang grace a un échangeur appelé oxygénateur.

Q0.

B ¢

Figure 6. Oxygénateurs cylindriques et quadrangulaires, respectivement AL. ONE ECMO (Euroset) et Quadrox (Maquet)

Les oxygénateurs modernes sont faits de milliers de fibres capillaires creuses et
microporeuses, généralement fait en
polyméthylpenthene organisées soit sous formes cylindrique ou quadrangulaire. D’un point de
vue architectural, les capillaires sont tressés pour former des feuilles puis ces derniéres sont
ensuite entrecroisées sur plusieurs épaisseurs afin de démultiplier les surfaces d’échange et les
performances d’échanges. Cette organisation détermine deux secteurs d’écoulement des
fluides, une phase gazeuse et une phase sanguine qui sont séparés par les parois des capillaires
microporeuses. La phase gazeuse correspond a la lumiére des capillaires de
polyméthylpentene ou les gaz échangés circulent librement sans jamais étre directement en

contact le sang circulant. La phase sanguine correspond a I’environnement autour des
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capillaires microporeux. Cette organisation prend en comptes les différences de viscosités
entre les deux fluides et leurs conséquences en termes d’écoulement. L’écoulement d’un
fluide non newtonien & viscosité relativement élevée comme le sang, au sein d’un capillaire,
entrainerait des contraintes de flux supra physiologiques & haute vélocité (jusqu’a 9,9 L/min)
et serait associé a une perte de charge excessive. En conséquence 1’intensité du support
circulatoire délivré serait amoindrie. A 1’inverse lorsque ’on considére des fluides non
newtoniens, typiquement le debit de gaz circulant dans les lumiéres capillaires de
I’oxygénateur et diffusant au travers de sa paroi, I’impact sur la rhéologique sanguine et les
contraintes de flux est théoriquement plus limité. Cette observation est corroborée
expérimentalement puis modélisée par plusieurs auteurs, dont Wickramasinghe et al.*? Quant
aux capacités diffusives des gaz échangés de part et d’autre de la membrane des capillaires,
plusieurs variables sont a considérer. Parmi celles-ci notons le gradient de concentration, mais
également les interactions chimiques entres les gaz échangés et les molécules des parois
capillaires, le phénomene de mouillage de cette paroi, la perte de charge et enfin les variations
de flux au sein de ’oxygénateur.®® De fagon plus triviale, le risque associé a une réduction de
la lumiére capillaire de faible section par les dépots fibrineux ou de sa thrombose serait plus
important en cas d’écoulement de sang.

Par ailleurs, il est essentiel de comprendre que 1’0xygeénateur représente une zone de
résistance a 1’écoulement qui induit non seulement une perte de charge, mais également un
régime d’écoulement qui peut étre turbulent avec des conséquences en termes de
biotraumatisme du sang circulant. Peu d’études ont comparé les nouveaux oxygénateurs de
polymethylpenthénes a ce jour. Concernant les membranes en polypropylene utilisées lors des
circulations extracorporelles (CEC) pour chirurgie cardiaque, plusieurs comparaisons existent
dans la littérature sans qu’aucune différence flagrante en termes de pertes de charge,

d’hémolyse ou de transfert en oxygene et en dioxyde de carbone ne soit mise en
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évidence.3343> Ces résultats ne sont pour autant pas totalement transposables aux
oxygénateurs utilisés pour I’ECMO du fait de [’utilisation prédominante de
polymethylpenthéne, de différence dans [I’architecture des oxygénateurs et enfin des
différences de durée d’utilisation attendue.

Les performances des différents oxygénateurs disponibles sur le marché sont analysées en
prenant en compte leur capacité de transfert de I’oxygene, et d’épuration du COz2, d’échange
thermique et de la perte de charge qu’ils induisent en fonction du débit pompe. A titre
d’exemple, les performances détaillées des quelques oxygénateurs utilisés en routine clinique
sont présentées a I’Annexe l. Le Tableau?2 ci-dessous expose quelques exemples
d’oxygénateurs utilisés en routine en France, leurs fabricants, leurs caractéristiques et leurs

performances.
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Tableau 2. Description des caractéristiques des principaux oxygénateurs adultes et pédiatriques utilisés en routine clinique

Quadrox PLS HLS Module EOS ECMO Nautilus Hilite 7000 LT A.L. ONE ECMO
advanced 5.0/7.0
Fabriquant Maquet® Maquet® LivaNova® Medtronic Medos® Euroset®
Type Quadrangulaire Quadrangulaire Cylindrique Cylindrique Cylindrique Cylindrique
Matériaux PMP PMP PMP PMP PMP PMP
Surface Gaz, m? 1,8 1,3/1,8 1,2 1,8 1,9 1,81/1,35
Surface T°, m? 0,6 0,3/0,4 0,14 0,3 0,45 0,08/0,08
Volume statique, ml 250 240 /273 150 226 320 225/190 :
Durée de vie, jours 14 30(5%) 14 2% 14
Admission/sortie, Fr 3/8-3/8 3/8-3/8 3/8-3/8 3/8-3/8 3/8-3/8 3/8-3/8
Revétement de surface Bioline® Bioline®/Softline®* P.H.L.S.1.O® Balance™ Rheoparin/ AGILE™
Biosurface uncoated
Héparine Héparine/Albumine  Phosphorylcholine NA Héparine Phosporylcholine
Particularités SvOy, Hb, Ht, T°, SvOy, Hb, T°, SvOy, Hb, T°,
Pressions. Sa0,, pressions Sa0,, pressions,
VCO,, VCO,’.

Surface Gaz, surface d’échange gazeux ; Surface T°, surface d’échange thermique ; * version avec revétement de surface non hépariné (Softline) ; **
données autorisation aux états unis ; Hb, hémoglobine ; Ht, hématocrite ; T°, température.
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4, Revétements de surface

Le contact entre le sang et les surfaces inertes du circuit d’ECMO est a ’origine de
’activation de la coagulation via la voie du facteur XII ou voie contact. Cette activation de la
coagulation que nous détaillerons plus loin dans le manuscrit justifie 1’utilisation d’une
anticoagulation systématique sous ECMO-VA. Afin de limiter son intensité et donc de réduire
les besoins en anticoagulants tout en prévenant le risque de complications thrombotiques, des
revétements de surfaces ont été développés par les fabricants de circuits d’ECMO. Leur
principal objectif est I’amélioration de la biocompatibilité de surfaces en contact avec le sang
par la limitation de thrombinoformation et de I’inflammation dépendant de la voie du
facteur XII.

Plusieurs revétements de surface ont été développés dans cet objectif. lls utilisent des
composants primaires que sont les polysaccharides comme 1’héparine, I’albumine, le
polyéthyléne-glycol, la phosphorylcholine, ou encore le poly (2-methoxyethyl acrylate).® Les
revétements technologiquement matures actuellement en usage en clinique humaine sont
présentés dans les Tableaux 1 et 2. Les deux technologies les plus utilisées sont les
revétements & base polysaccharidique essentiellement des dérivés d’héparine, et ceux basés
sur lutilisation de phospholipides membranaires dont la plus rependue est la
phosphorylcholine.

Les revétements a base d’héparine sont actifs du fait de leur richesse en charge négative. lls
exposent cependant & un risque de thrombopénie induite a I’héparine. A I’inverse, 1’action de
la phosphorylcholine est biochimiquement passive.®’

Les techniques de fixation physicochimique des fragments polysaccharidiques et de
phosphorylcholine sur les surfaces inertes de I’ECMO varient en fonctions des fabricants et
sont en général protégées par le secret industriel. Au-dela du risque évident qu’apporte cette

technologie en ce qui concerne la thrombopeénie induite a I’héparine, la comparaison formelle
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de ces deux technologies de revétement de surface sur la biocompatibilité et leurs
conséquences cliniques n’existe pas a ce jour dans la population de patients assistés par
ECMO.

Les résultats disponibles concernant 1’efficacité et la tolérance des différentes méthodes de
revétements de surfaces sont une fois encore issus de travaux réalisés au bloc opératoire sur
circuits de CEC. Il est essentiel de garder a I’esprit que ces comparaisons ne reflétent que tres
partiecllement I’impact potentiel de ces revétements dans le contexte de ’ECMO. En effet le
contact surface inerte - sang dure plusieurs jours sous ECMO et non seulement quelques

heures comme c¢’est le cas lors d’une CEC a visee chirurgicale.

La recherche actuelle semble se focaliser sur le développement de nouveaux polymeéres
Zwitterioniques a forte biocompatibilité.33° Ces polyméres ont été inspirés de la présence de
groupement Zwitterion et certains phospholipides membranaires chez les mammiferes a
I’exemple de la phosphatidylcholine.®® Ces groupements sont caractérisés par la présence de

charges opposées au sein de la méme molécules et un pouvoir tension actif puissant.
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C. Différentes configurations ’ECMO

Bien que les circuits d’ECMO soient identiques dans la plupart des contextes cliniques,
certaines particularités techniques et de montage des différents éléments doivent étre
considérées dans le type de support envisagé. Ces eéléments permettent de distingués différents
types configurations techniques. Le choix de la configuration technique du circuit d’ECMO
dépend de plusieurs éléments de réflexions que sont : la finalité de I’assistance (sevrage
envisagé ou non), la fonction d’organe a suppléer (oxygénation, circulation ou mixte) et les
indications (hypoxémie réfractaire, choc cardiogénique réfractaire ou arrét cardiaque
réfractaire, support procédural préventif a I’exemple de la coronarographie a haut risque ou de
la chirurgie aortique, etc.).*°

Les finalités de ce traitement sont généralement le support en attendant la récupération de
I’organe agressé ou d’emblée un support transitoire dans 1’attente d’un support de longue
durée ou encore d’une transplantation d’organe. Dans certaines situations cliniques et/ou
éthiques complexes, un support dans I’attente d’une prise de décision thérapeutique peut-étre
envisagé.

Concernant la fonction d’organe a suppléer, celle-ci se superpose a I’étiologie de I’agression
dans la plupart des cas. On oppose alors ’TECMO-VV pour le support respiratoire exclusif a
I’ECMO-VA pour le support cardiaque avec ou sans composante respiratoire. Des
configurations mixtes associant ECMO-VV et ECMO-VA sont possibles (ECMO VA-
veineuse).

Un dernier niveau de segmentation est le caractére périphérique de ’ECMO par opposition a

son caractére central.
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1. ECMO-VV versus ECMO-VA

Lorsque les deux extrémités de ’ECMO sont branchées en paralleéle exclusivement sur le
systéme, cave, on parle ’ECMO-VV. Dans cette configuration les canules sont positionnées
dans I’oreillette droite ou a son entrée, et separees 1’une de ’autre par une distance suffisante
afin d’éviter le phénomeéne de recirculation.*>#? Cette configuration est destinée a assurer une
oxygénation du sang dans le cadre des syndromes de détresse respiratoire aigué réfractaires ou
des pathologies pulmonaires parenchymateuses chroniques terminales en prélude a la
transplantation pulmonaire. L’enjeu dans le cadre de TECMO-VV est I’oxygénation du sang a
un niveau suffisant pour empécher les conséquences de I’hypoxémie.

L’ECMO-VV capte une proportion du débit sanguin dans le systéeme cave qu’il oxygene et
décarboxyle avant de la restituée dans I’atrium droit. La portion résiduelle non aspiree par
I’ECMO-VV (donc désoxygénée) aboutie également au méme site. Le mélange de ces deux
débits doit permettre d’obtenir une pression partielle d’oxygéne et une saturation en oxygene
suffisante pour pallier la fonction d’oxygénation défaillante ou insuffisante des poumons
natifs.

Dans cette configuration, la fonction pompe myocardique gauche reste le plus souvent
préservée, le régime de flux dans le systéme circulatoire reste pulsatile et les compétitions de
flux entre le coeur natif et ’"ECMO sont inexistantes.

Cette configuration veino-veineuse s’oppose a ’ECMO-VA dont ’objectif principal est de
suppléer la fonction pompe d’un cceur défaillant et non répondeur aux traitements
conventionnels. Afin de restaurer cette fonction, une canule d’admission sanguine est
positionnée dans le systéme cave inférieur a proximité immédiat ou dans I’atrium droit et une
canule de sortie ou d’éjection est positionnée dans une artére majeure de I’organisme. On
distingue ’ECMO-VA droite-droite ou la canule d’éjection est positionnée dans I’artére

pulmonaire de ’ECMO-VA droite-gauche ou la canule artérielle est positionnée dans 1’aorte
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ou une de ces branches majeures. La configuration ECMO-VA droite-droite est destinée a
suppléer a la défaillance du ventricule droit sans augmenter la postcharge du ventricule
gauche comme on I’observe en cas de canule artérielle positionnée sur le réseau artériel
aortique. Elle expose cependant le réseau pulmonaire a basse pression a un régime de pression
possiblement élevée avec des conséquences vasculaires encore peu explorées.

La configuration droite-gauche de loin la plus utilisée, permet de répondre a la fois a une
défaillance isolée du ceeur gauche comme du cceur droit et a une défaillance biventriculaire.
Plusieurs caractéristiques rhéologiques de ’ECMO-VA sont importantes a noter. Dans cette
configuration, avant la récupération du cceur natif défaillant, le flux prédominant dans le
systéeme vasculaire est majoritairement continu avec une perte de la pulsatilité artérielle.
L’intensité de cette perte de pulsatilité¢ artérielle dépend de la fonction résiduelle du cceur
natif, de I’importance du débit d’ECMO-VA et de la postcharge que peut supporter le cceur
natif. Par ailleurs 1’exposition au traitement antiagrégant est plus fréquente sous ECMO-VA
comparativement 2 ’ECMO-VV du fait de la prééminence de I’étiologie ischémique
myocardique dans les indications d’ECMO-VA. A P’inverse, la prévalence du choc septique
est plus fréquente dans ’ECMO-VV, les pneumopathies et le choc septique étant les premiers
pourvoyeurs du SDRA réfractaire.

Il est important de préciser ces difféerences fondamentales entre ces deux configurations
d’ECMO, car la littérature est riche en publication mélangeant ces deux populations de
patients**-0 tres différentes a la fois en termes d’indication, de modalité de gestion et de
conséquences rhéologiques sur le sang. Enfin le pronostic attendu en fonction des deux types
de support est trés différent avec une mortalité a 30 jours attendus de ’ordre de 30 a 40 % 5152
dans ’ECMO-VV pour SDRA dans la littérature contre 48 a 60 % 5354495556 pour ’ECMO-

VA hors assistance pour arrét cardiaque réfractaire.
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La distinction de ces deux populations est donc indispensable pour appréhender la complexité

des conséquences rhéologiques et hémostatiques de I’ECMO.

2. Canulations centrale et périphérique

La canulation centrale se distingue de la canulation périphérique par le positionnement des
canules directement sur le cceur lui-méme ou sur les premiers segments de 1’aorte, de 1’artére
pulmonaire ou de la veine cave inférieure. Par opposition la canulation est dite périphérique
lorsque les canules sont implantées dans des veines et des arteres périphériques telles que les
veines fémorales ou jugulaires et les arteres fémorales ou sous-clavieres.

Des modalités de canulation hybrides qui combinent les caractéristiques des deux types
d’ECMO (i.e. ECMO-VA et ECMO-VV) peuvent étre rencontrées, on parle alors d’ECMO
veino-veino-artérielle ou de veino-artério-veineuse. De fagon similaire des configurations
combinant une canulation périphérique et centrale restent possible.*5” Ces différentes
configurations reflétent la variétés de présentations cliniques possible sous assistance.
Néanmoins, leurs caractéristiqgues hémodynamiques, rhéologiques et les pronostics qui y sont
associés ont eté peu ou pas explorés. Afin d’apporter une cohérence dans la sémantique
utilisée pour la présentation des différentes modalités d’ECMO, la conférence d’expert
« ELSO Maastricht Treaty » publiée en 2019 par Broman et al. proposent une homenclature
universelle. Cette nomenclature utilise les 4 critéres suivants pour définir le type d’ECMO : la
direction du flux, le site d’entrée de la canule, la position de son extrémité et la taille de la
canule utilisée*!,

En cohérence avec ces différences majeures entre ECMO-VV et ECMO-VA, ce travail de
these porte exclusivement sur les patients ayant un choc cardiogénique et assisté par ECMO-

VA.
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D. Indications de PECMO-VA

Les indications d’assistances par ECMO-VA actuellement reconnues chez 1’adulte sont le
choc cardiogénique réfractaire et I’arrét cardiaque réfractaire.

Dans le cadre du choc cardiogénique, les recommandations actuelles préconisent le recours a
cette assistance circulatoire mécanique lorsque la prise en charge conventionnelle devient
insuffisante. Ce positionnement de ’ECMO comme premiére assistance de recours fait suite a
I’accumulation de preuves démontrant 1’échec du BCPIA a améliorer le pronostic de ces
patients dans le cadre du choc cardiogénique post-ischémique. En effet, BCPIA fut
historiqguement le support recommandé dans cette indication, il permettait de diminuer la
postcharge ventriculaire gauche en créant une dépression en diastole et améliore la perfusion
coronaire par son gonflement en diastole qui majorait et prolongeait la perfusion coronaire (et
possiblement cérebrale). Plusieurs preuves cliniques ont conduit au déclin de ce support. En
premier lieu, la preuve a été apportée que le niveau de débit supplémentaire généré par le
BCPIA était plutot faible de I’ordre de 0,5 L/min.1° Par ailleurs les résultats des études positifs
préliminaires rapportés dans des travaux observationnelles ou comparatives de faibles
puissances ont été infirmés par la série d’études IABP Shock 11.2-3 Cette famille d’études est
issue de I’analyse de 1’étude princeps et des analyses post-hoc a 12 mois et a 6 ans. L’étude
multicentrique IABP Shock Il avait randomisé 600 patients présentant un choc cardiogénique
dans les suites d’un syndrome coronarien avec (STEMI) ou sans élévation du segment ST
(NSTEMI) avec une revascularisation prévue en deux groupes. Le groupe interventionnel
recevait un support par le BCPIA en plus du traitement médical qui était la référence dans le
groupe contrble. L’objectif principal qui était la mortalité a 30 jours, analysée en intention de
traiter, s’est révélé similaire dans les deux groupes tous comme les objectifs secondaires.! Par
ailleurs les analyses post hoc a 12 mois? puis a 6 ans® confirmaient I’absence de différence

significative entre les deux groupes étudiés en termes de mortalité. De plus une analyse
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medico-économique réalisée sur cette population s’était révélée en défaveurs du BCPIA.
Enfin la méta-analyse publiee par Ahmad et al. en 2015 est venu confirmer la futilité de cette
assistance.8

Fort de ces résultats la plupart des sociétés savantes ont déclassé le BCPIA dans leurs
recommandations sur la prise en charge de choc cardiogénique au profit de ’"ECMO-VA dans
un premier temps et plus récemment aux pompes axiales de type Impella.t”-58

En conséquence 'ECMO est devenu le traitement de premier recours dans le choc
cardiogénique qu’il soit d’étiologie medicale ou secondaire a une chirurgie cardiaque.

Une problématique d’importance demeure cependant, celle la définition du caractére
réfractaire du choc cardiogénique. Cette définition est non consensuelle et dépendante des
auteurs, des sociétés savantes et des pratiques cliniques de chaque centre.

Ainsi la définition de la gravité de I’insuffisance cardiaque chronique et de son aggravation
aigué proposée par le registre américain INTERMACS (Interagency Registry for
Mechanically Assisted Circulatory Support), assorti de recommandation de prise en charge,
préconise ’utilisation d’une assistance de courtes durées aux stades I (crash and burn) et II
(sliding under inotropes).>® Pour mémoire, sur les 25551 patients insuffisants cardiaques
ayant bénéficié d’un LVAD entre 2010 et 2019 aux états unis, 16,2 % et 35,2 % étaient au
stade | et Il respectivement.5°

Dans ces recommandations de 2017, actualisée en 202 1,%" la société européenne de
cardiologie positionne les assistances circulatoires de courte durée (dont ’ECMO-VA)
comme recours dans les stades INTERMACS 1 et 2 en attendant I’¢laboration d’une stratégie,
ou en vue d’une récupération du myocarde, d’une assistance longue durée ou d’une

transplantation cardiaque .
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INTERMACS level NYHA Description Device ly survival with
Class LVAD therapy

I. Cardiogenic shock v Haemodynamic instability in spite of increasing doses of catecholamines ECLS,ECMO, | 52.6£5.6%
“Crash and burn” and/or mechanical circulatory support with critical hypoperfusion of target | percutaneous

organs (severe cardiogenic shock). support devices
2. Progressive decline v Intravenous inotropic support with acceptable blood pressure but rapid ECLS,ECMO, | 63.1£3.1%
despite inotropic deterioration of renal function, nutritional state, or signs of congestion. LVAD
support “Sliding on
inotropes”
3. Stable but inotrope v Haemodynamic stability with low or intermediate doses of inotropics,but | LVAD 78.4£2.5%
dependent “Dependent necessary due to hypotension, worsening of symptoms, or progressive
stability” renal failure.
4. Resting symptoms v Temporary cessation of inotropic treatment is possible, but patient presents | LVAD 78.743.0%
“Frequent flyer” ambulatory | with frequent symptom recurrences and typically with fluid overload.
5. Exertion intolerant v Complete cessation of physical activity, stable at rest, but frequently with LVAD 93.0+3.9%
“Housebound” ambulatory | moderate fluid retention and some level of renal dysfunction.
6. Exertion limited I} Minor limitation on physical activity and absence of congestion while at LVAD / Discuss
“Walking wounded” rest. Easily fatigued by light activity. LVAD as option
7.“Placeholder” I} Patient in NYHA Class IIl with no current or recent unstable fluid balance. | Discuss LVAD

as option

ECLS = extracorporeal life support; ECMO = extracorporeal membrane oxygenation; INTERMACS = Interagency Registry for Mechanically Assisted Circulatory Support;
LVAD = left ventricular assist device; NYHA = New York Heart Association.

*Kaplan-Meier estimates with standard error of the mean for 1 year survival with LVAD therapy. Patients were censored at time of last contact, recovery or heart transplantation.
Due to small numbers outcomes for INTERMACS levels 5, 6, 7 were combined®'’.

Tableau 3. Stratification de la gravité du choc cardiogénique d’apres la classification INTERMACS (Interagency Registry for
Mechanically Assisted Circulatory Support) d’aprés I’'European Society of Cardiology*!

Dans le cadre du choc cardiogénique aigu, le positionnement des recommandations de I’ESC
est plus ambigu. L’ECMO est recommandée avec un grade de recommandation lla alors que
le recours aux inotropes et aux vasoconstricteurs font tous deux 1’objet d’une recommandation
de grade 11b.}” Le ou les critéres devant justifier d’un support par ECMO n’y étaient pas
précises.

Récemment une nouvelle classification du choc cardiogénique aigué a été proposée par la
Society for Cardiovascular Angiography and Interventions®®. Prenant note de la complexité du
choc cardiogénique et de la trés grande hétérogénéité de la population concernée, les auteurs
ont proposé une classification permettant d’hiérarchiser de fagon objective et reproductible le
choc cardiogénique. Cette classification permettrait de mieux stratifier la gravité des patients,
de mieux rationaliser les approches thérapeutiques et d’espérer améliorer le pronostic des

patients souffrant d’un choc cardiogenique. Elle est construite sur le modéle de la
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classification INTERMACS avec a chacun des 5 stades de gravité croissante de A a E, une
proposition d’approche thérapeutique a considérer (Figure 7). Ainsi ’ECMO est proposée dés
le stade C de cette classification, mais la encore sans préciser son positionnement par rapport
a ’utilisation des amines vasoactives.®!

Cette attitude est liée au fait qu’a ce jour, il n’existe pas de preuve formelle de la supériorité
d’une approche préconisant le recours aux amines vasoactives preéalablement aux assistances
mécaniques. Elle prend également en compte ’incertitude concernant le délai a ’assistance
circulatoire dans cette indication. Trois études randomisées contr6lées multicentriques sont en
cours pour répondre a ces interrogations (EURO-SHOCK, NCT03813134 ; ECLS-SHOCK,
NCT03637205 ; ANCHOR, NCT04184635).

Dans I’attente de leurs résultats, il est important de rappeler que la seule approche
thérapeutique qui a montre une efficacité en termes de survie dans le choc cardiogénique est

la mise en place de protocole de prise en charge multidisciplinaire incluant les critéres de

recours de 1’assistance circulatoire.

Figure 7. Classification de la sévérité du choc cardiogénique d’aprés le consensus d’expert de la Society for Cardiovascular
Angiography and Interventions.6161
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E. Pronostic lié a I’assistance par ECMO-VA
La probabilité de survie en cas de choc cardiogénique réfractaire est <80 % en I’absence
d’assistance circulatoire (Figure 8). Cette survie est nulle lorsque dans le cas des arréts
cardiaques réfractaires.
L’assistance circulatoire par ECMO-VA apporte un réel bénéfice en termes de survie a court
terme. En considérant les données du registre ELSO sur ces 5 derniéres années, le taux de
mortalité hospitaliere dans la population adulte est de 47 % pour les chocs cardiogéniques et
de 31 % pour les arréts cardiaques extrahospitaliers.5?
Dans I'une des rares études randomisées contrdlées concernant les patients en choc
cardiogénique, le taux de mortalité observé a 30 jours était de 42 % dans le groupe
interventionnel et atteignait 51 % dans le groupe contrdle.%® Concernant la mortalité a long
terme, les données disponibles sont limitées, mais encourageantes. Dans un travail
monocentrique Australien, la mortalité post hospitaliére semblait rester stable 12 mois apreés la
sortie hospitaliere, avec un gain sensible de qualitt de vie évaluée de
facon multiparamétrique.
Ces résultats cachent de grandes disparités en fonction des centres, des étiologies
d’assistances.%® Concernant les étiologies, la mortalité observée chez les patients en
postcardiotomies reste plus élevée que celle observée dans la population de patients assistées
pour une étiologie médicale. Au sein méme de cette derniére sous catégories, des différences
majeures existent en fonction de 1’étiologie considérée.®® Pour prendre en compte ces écueils
dans le pronostic de la survie, quelques scores pronostiques ont été développés ces dernieres
années. Le SAVE score,®” le plus utilisé et le plus cité, est issue d’une large cohorte
d’étiologies variées. Les autres scores émergents sont le score ENCOURAGE®® dévolu
exclusivement aux causes ischémiques d’assistances, le score REMEMBER® pour les

patients en postcardiotomie et CardShok™ plus généraliste.
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Figure 8. Probabilité de survie des patients assistés par ECMO en fonction de la classification SCAI d’aprées Metha et al. 7>

Les facteurs de risque de mortalité étudiés sont en général des facteurs pré-assistance pour des
raisons méthodologiques et statistiques.?: "3 Cependant, les complications survenant
pendant le support ne sont pas évaluées dans les modéles de risque qui prédisent le devenir
des patients. C’est le cas par exemple des complications hémorragiques ou thrombotiques qui
ne sont pas explorees dans les outils de pronostications.

L’ECMO-VA est également associée a une morbidité élevée. Parmi les complications les plus
rapportées, I’insuffisance rénale aigué et les complications hémorragiques sont au premier
plan. Dans une métanalyse portant sur des patients assistés par ECMO-VA en
postcardiotomie, I’incidence a 30 jours des complications hémorragiques observées était de

42,9 % et celle de I’insuffisance rénale aigué était de 47,1 % des 2986 patients inclus. Les
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complications neurologiques concernaient 11,3 % et les ischémies de membres 10,8 % des
patients.’
Ces résultats positionnent les complications liées a I’hémostase comme la premiére cause de

morbidité associée a ’ECMO-VA.

Il.  Complications hémorragiques et thrombotiques sous
ECMO-VA

A. Complications thrombotiques liées a TECMO-VA
Deux types de complications thrombotiques sont & considérer au cours de 1’assistance par
ECMO-VA. Les complications thrombotiques systémiques qui surviennent chez le patient
assisté et les complications thrombotiques non systémiques qui intéressant le circuit d’ECMO.
Les complications non systémiques semblent étre les plus fréquentes et de diagnostic plus
aisé. Ces complications peuvent concerner chacun des composants du circuit ’ECMO-VA.
Ainsi les thromboses peuvent survenir sur chacune des canules, sur le circuit, I’oxygénateur
ou la téte de pompe.
Du fait de leurs caractéristiques rhéologiques, les zones les plus concernées par ces
complications sont I’oxygénateur et les zones de jonctions tubulaires.
Ces zones sont caractérisées par des profils de flux turbulents ou par I’existence de résistance
a I’écoulement du sang conduisant a une stagnation de ce dernier.’”® La conséquence la plus
commune de cette complication est le changement du circuit d’ECMO. Cette procédure est
fréquente et concerne jusqu’a 35 % des patients assistés dans une série récente, elle expose a
un risque de complications hémodynamiques et emboliques et s’aveére étre couteuse.””
D’un point de vue physiopathologique, la principale cause de la thrombinoformation sur le
circuit d’ECMO serait 1’activation de la voie intrinséque de la coagulation. Cette activation

est liée a I’interaction entre les surfaces inertes de 'ECMO chargées négativement et le

47



facteur XII qui apres une cascade d’activation impliquant plusieurs facteurs de la coagulation
aboutit a I’activation de la prothrombine en thrombine par le complexe prothrombinase. Dans
un travail élégant publié par Larrson et al., I’inhibition de la voie du facteur XII par un
anticorps spécifique permettait de réduire de facon significative la formation de thrombi dans
un circuit d’ECMO appliquée a un modeéle de lapin. Les performances de cet anticorps anti-
facteur XII étaient supérieures a celle d’une anticoagulation systémique par HNF.® A
I’activation de la voie du facteur XII s’ajoutent plusieurs autres anomalies de la coagulation
induites par ’ECMO-VA et le régime de flux qui y est associé. Ces anomalies sont décrites
dans un chapitre dédié ci-apres.

Les complications thrombotiques systémiques peuvent étre emboliques ou non. Dans le cas
des complications emboliques, ces emboles proviennent soit du circuit ’ECMO-VA et sont
de natures fibrino-cruoriques ou gazeuses (par « bullage du circuit»), soit des cavités
cardiaques ou du culot aortique. La formation des thrombi dans les cavités cardiaques et/ou
dans le culot aortique est généralement en rapport avec la stagnation du sang dans ces cavités.
Cette stagnation est en lien avec une majoration de la postcharge du fait du flux rétrograde
que génere '’ECMO-VA associée a un effondrement de la fonction pompe incapable de
générer le moindre débit imposant une ouverture valvulaire aortique.”® La présence
d’anomalie pariétale a 1’exemple des remodelages anévrysmales post-infarctus du myocarde
peuvent également les favoriser.

Leurs conséquences sont les accidents vasculaires cérébraux, les embolies pulmonaires
(ECMO droite-droite), les ischémies mésentériques, spléniques, hépatiques, rénales ou des
membres d’origine emboliques. Leurs incidences ne sont rapportées de facon détaillée que
dans quelques rares séries rétrospectives pédiatriques® et adultes.®! 1l est important de noter
que ces complications peuvent étre frustes et étre sous-estimé par I’examen clinique de

routine. Dans une série autopsique rétrospective de patients pédiatriques,®? les complications

48



thrombotiques constatées apres nécropsie étaient de 63 % bien au-dela des incidences autour
de 30 % souvent rapportées révélant ainsi un taux de complications cryptiques de quasiment
50 %. Un travail similaire plus ancien portant sur une population adulte rapportait déja cette
tendance a une sous-estimation par I’examen clinique de routine.®

Les causes de cette incidence plus élevée des complications thrombotiques cliniques et
cryptiques sont multifactorielles en rapport avec une activation générale de la coagulation
issue de ’activation de la voie du facteur XII sur le circuit artificiel inerte de ’'ECMO, mais
aussi a des anomalies procoagulantes en rapport avec la gravité du tableau clinique et le SIRS
induit, mais aussi a des anomalies flux dépendants en relation avec ’ECMO. Ces
complications sont décrites de facon extensive dans le paragraphe correspondant dans les
lignes a suivre.

L’ischémie aigué des membres est une complication fréquente qui concerne plus de 10 % ™
des patients et dont la gravité peut aller de la simple atteinte des téguments a 1’ischémie
dépassée nécessitant une amputation du membre. Sa physiologie est ici particuliere et
nécessite d’étre soulignée. L’occlusion de la lumiére vasculaire par la canule artérielle,
I’existence d’artériopathie oblitérante des membres inférieurs et I’absence d’un cathéter de
reperfusion portent une grande responsabilité dans la survenue de cette complication. Le
rapport entre la taille de la canule et la section de 1’artére canulée doit ainsi guider le choix de
la canule artérielle afin de minimiser ce risque. L’utilisation d’une reperfusion rétrograde
nourrie par le flux artériel devrait étre la régle. L hyperpression veineuse liée a la présence
d’une canule veineuse dans la veine fémorale homolatérale a I’artére fémorale canulée
pourrait également participer a 1’aggravation de ce risque d’ischémie de membre inférieure.
De facon générale ces complications thrombotiques semblent étre associées a un pronostic

défavorable dans la population de patients assistés par ECMO-VA.#* L’impact des
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complications thrombotiques sur la mortalité est plus inconstante en cas de support par
ECMO-VV .88

Une des questions importantes est le lien entre la survenue de complications thrombotiques
non systémiques et celle des complications thrombotiques systémiques. Les évidences

actuellement disponibles ne permettent pas d’y répondre.

B. Complications hémorragiques liées a PECMO-VA

Les complications hémorragiques représentent la principale cause de morbidité associée a
I’assistance circulatoire dans le cadre de [P’insuffisance cardiaque réfractaire dans le
rapport général du registre de ’ELSO de 2016,%" Leurs prévalences s’étendent entre 57,5 % et
63,1 % avec une prédominance des saignements autour des sites d’incisons chirurgicaux et
autour des canules. Cette incidence peut dépasser 70 % lorsque 1’on s’intéresse au sous-
groupe des patients assistées par ECMO-VA en postcardiotomie. Dans une étude
rétrospective portant sur une population hétérogene de patients assistés par ECMO-VV et
ECMO-VA, Mazzeffi et al. rapportaient une incidence du saignement sévére de 56,1 %. Une
analyse en sous-groupe de ces résultats montre une augmentation de I’incidence des
saignements séveres a 68,5 % chez patients sous assistance VA et de 74,4 % en considérant la
fraction de patients sous ECMO-VA lorsque I’étiologie était un choc cardiogénique en
postcardiotomie.*®

De facon similaire, Aubron et al., qui rapportait une incidence des épisodes hémorragiques
sévere de 60 % dans ’ensemble de leur population retrouvait une incidence de 74 % lorsque
’on cible la population d’ECMO-VA.#

Un probléme fondamental dans la description des complications hémorragiques sous ECMO-

VA est la trés grande hétérogénéité des définitions des saignements et des criteres de séveérités

50



retenues. Dans une revue systématique avec méta-analyse publiée en 2017 portant sur
I’anticoagulation et la prévalence des saignements sous ECMO-VA, parmi les 26 études
observationnelles incluses dans I’analyse, la définition du saignement majeur utilisée était
extrémement hétérogene avec une hétérogénéité inter étude calculée a 1=91 %. La Table 1 de
cette étude illustre parfaitement la profusion de definitions du saignement majeur retenue dans
les études sélectionnées.®® Les criteres de sévérité des saignements sont elles aussi
hétérogenes et plusieurs définitions différentes sont utilisées dans la littérature. Dans un effort
d’harmonisation, I’ELSO propose une définition du saignement sévére nommé « serious
bleeding », celle-ci connait un réel succés dans la littérature récente, mais reste empirique et
n’a pas formellement fait I’objet d’une validation.

Par ailleurs, I’incidence des complications hémorragiques varie en fonction des localisations
anatomiques. Cette variabilité pourrait traduire des différences mécanistiques a 1’origine du
saignement. Une premiére approche descriptive pertinente est de distinguer les saignements
chirurgicaux des saignements non chirurgicaux. Les premiéres étant liées a I’effraction
cutanée nécessaire a la réalisation d’un acte chirurgical ou pour les canulations vasculaires
indispensable a I’implantation de ’ECMO, alors que les secondes (saignements dits non
chirurgicaux) ne sont pas explicables par une quelconque agression chirurgicale. Les
saignements chirurgicaux sont les plus fréquemment observés et interviennent en premiers
lieux dans le péricarde et autour des sites de canulations.%8 Parmi les saignements non
chirurgicaux, les complications muqueuses sont particuliecrement fréquentes. Il s’agit de
saignements digestifs, oro-pharyngo-laryngée et pulmonaire. Ces saignements seraient liés a
des anomalies de la protéine de Von-Willebrand ou a des malformations vasculaires induites
par le haut niveau de contrainte de flux et le caractere continu du flux généré sous ECMO-

VA.?° D’autres complications non chirurgicales moins fréquentes, mais potentiellement plus
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graves doivent également étre considérées avec en premier lieu les saignements intracraniens,

mais également rétropéritonéaux et/ou encore pleuraux.%%: 92 90

Une large étude rétrospective récente qui a analysé 54 644 adultes assistés par ECMO dont
30696 ECMO-VA issues du registre ELSO et qui porte sur I’évolution de I’incidence des
saignements permet d’appréhender 1’évolution comparée des différents types de saignement
sur les 20 derniéres années (1 janvier 2000 au 31 décembre 2020). Dans ce travail, bien que
la definition du saignement soit différente de celle proposée par ’ELSO pour le saignement
sévere et qui fait référence dans le domaine de ’ECMO, on observe une tendance a une
régression des saignements chirurgicaux alors que les saignements non chirurgicaux
notamment gastro-intestinaux semblent stagner.®

Quelle que soit I’étiologie initiale, la majorité des patients assistés par ECMO recoivent au
moins une transfusion de culot globulaire érythrocytaire. Ces données interpellent, dans la
mesure ou la survenue des épisodes hémorragiques serait associée a un pronostic défavorable
dans plusieurs séries publiées. De fagon contre-intuitive, la transfusion de culot érythrocytaire
serait elle aussi associée a une augmentation de la morbidité et de la mortalité
indépendamment de la présence ou de la sévérité d’un saignement. 4> 4750

Ainsi, dans une autre étude rétrospective récente portant sur 1’incidence et le pronostic lié a
I’hémorragie sévére et a la transfusion de culots globulaires erythrocytaires, il apparait que 89
des 147 patients inclus (60 %) avaient présenté au moins un épisode hémorragique sévére. La
survenue d’une hémorragie était associée a une augmentation de la mortalité avec un odd ratio

de 2,2 (IC 95 % 1,00-4,95). La transfusion de chaque unité de culot globulaire était également

indépendamment associée a la mortalité [OR 1,03 (IC95 % 1,01-1,04)].%

En synthése, a la lumiere de la littérature actuelle, I’on peut considérer que les complications

liées a I’hémostase sont d’origines multifactorielles, et semblent &tre associées aux :
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Contraintes chirurgicales a risque ischémique par 1’obstruction relative de la lumiere
vasculaire (canulation) ou a risque thrombotique par la majoration de la stase sanguine
intra cavitaire (flux rétrograde et thrombose intra cavitaire ou du culot aortique) ou
intravasculaire (stase veineuse cave et thrombose cave inférieure ou supérieur)
qu’elles induisent,

Contraintes chirurgicales a risque hémorragiques que sont I’effraction cutanée et
vasculaire (canulation et incision pour une voie d’abord chirurgicale spécifique a
I’exemple de la sternotomie),

Thérapeutiques antithrombotiques systémiques prophylactique (héparinothérapie,
argatroban, bivalirudine) ou curative dans le cadre de certaines étiologies a I’exemple
des SCA ST+ (antiagrégants plaquettaires, agents fibrinolytiques) ou encore ou de
I’embolie pulmonaire grave (héparinothérapie curative et agents fibrinolytiques).
Anomalies spécifiques induites par la nature continue du flux, les contraintes

rhéologiques dont des contraintes de flux supra maximales que génerent ’ECMO-VA.

L’ensemble de ces phénomenes concourant a constituer un phénotype sous ECMO marquée

par la sensibilité & ces complications duales que sont la thrombose et I’hémorragie. Les

données de la littérature convergent a suggérer 1’existence d’anomalies biologiques dont les

effets favorisent ou aggravent ces complications liées a I’hémostase.

Anomalies de I’hémostase survenant sous ECMO-VA

L’ECMO-VA peut étre résumée comme I’association de deux circulations sanguines en

parallele, I’'une native endothélialisée et I’autre non-endothélialisée faite de matériaux inertes.

Ces deux circulations se distinguent également par des contraintes de flux différentes, la

circulation native est a bas niveaux de contrainte de flux particulierement dans le secteur
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veineux, alors que la circulation inerte (ECMOQ) est caractérisée par des zones a hautes
contraintes de flux bien au-dela de celle observée dans les artéres résistives.3! Enfin le flux
généré par la pompe centrifuge dans de la circulation inerte est systématiquement continu
alors que celle de la circulation native pourra étre exclusivement continue ou avec la
possibilité¢ d’un flux pulsatile surajouté des I’amorce de récupération du cceur natif.

Les conséquences biologiques sur I’hémostase et la coagulation qui résulte de ces
particularités sont multiples et peuvent étre classées en deux catégories: les anomalies

prothrombotiques et celles qui sont pro-hémorragiques.

A. Anomalies biologiques prothrombotiques sous ECMO-VA

1. Activation de la coagulation

L’activation de la coagulation est multifactorielle sous ECMO-VA. Parmi ses 3 principaux
déclencheurs, il faut noter :

- L’activation de I’hémostase primaire et de la coagulation en réponse a 1’effraction
vasculaire nécessaire aux canulations ou celle liée a la sternotomie et la cardiotomie
(en cas d’ECMO-VA postcardiotomie).

- La réaction inflammatoire aseptique liée a la gravité de 1’état de choc cardiogénique
réfractaire cela indépendamment de I’ECMO et qui promeut la production du facteur
tissulaire.

- L’activation spécifique de la voie du facteur XII par I’interaction entre le sang et le

circuit inerte de ’ECMO.

a) Effraction vasculaire et activation de ’hémostase primaire et de la coagulation
L’infraction vasculaire liée a I’incision chirurgicale entraine I’activation de I’hémostase

primaire. Dans ce processus, la mise a nue du sous-endothélium entraine le recrutement
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plaquettaire et leurs adhésions au site d’agression grace & des récepteurs de surfaces

specifiques de leurs ligands sous-endotheliaux respectifs (Figure 9).
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Figure 9. Description des principaux récepteurs plaquettaire et de leurs ligands. D’aprés Sang et al.%*

L’action de certains de ces récepteurs dépend des contraintes de flux locales. En situation de
contrainte de flux basse (100 -1000 st), ’adhésion plaquettaire est médiée par I’interaction
entre le collagéne du sous-endothélium et les récepteurs glycoprotéines (GP) VI ou I’intégrine
a2pB1. Des ligands secondaires, complémentaires au collagéne, participent au phénoméne
d’adhésion plaquettaire avec chacune un récepteur plaquettaire spécifique (Intégrine a6p1 et
la laminine ; Intégrines olIB3, aVB3 ou a5p1 et la fibronectine).

En situation de contraintes de flux physiologiques élevées (1000-4000 s?), I’interaction
Collagene/GP IV ou a2f1 est insuffisamment ferme pour assurer 1’adhésion plaquettaire. Une
phase de ralentissement et de fixation des plaquettes est nécessaire. L’interaction
Collagéne/GP IV ou a2p1 est ainsi précédée par celle entre la protéine de Von Willebrand
(VWF) enchassée dans le sous-endothélium et D’intégrine GPIb-1X-V plaquettaire.®® En
situation contrainte de flux élevé, le VWF lié au collagene du sous-endothélium subit un
changement conformationnel dont la conséquence est 1’exposition de son domaine Al. Le

domaine Al de la protéine VWF correspond au site de liaison avec la sous-unité GPIba du
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complexe GPlb-1X-V.% Cette liaison a un role de freinage des plaquettes au niveau du site de
liaison, ce qui permet I’interaction Collagéne/GP 1V décrite plus haut.®*

L’interaction Collagene/GP 1V et VWF/GP Ib-1X-V induisent une signalisation intracellulaire
complexe® passant par la liaison des domaines cytoplasmiques de ces deux intégrines au
kinases de la famille Src Family kinases (SFK) et le phosphoinositol 3-kinases (PI3Ks)
aboutissant a Dactivation de la phospholipase C (PLC).**% De facon simplifiée, la
signalisation intracellulaire emprunte alors deux voies, I’une vers 1’activation plaquettaire par
I’induction de modifications cytosquelettiques impliquant la Talin et [’autre vers
I’amplification du signal par la sécrétion granulaire.

L’activation plaquettaire (voie d’activation plaquettaire non exclusive) se traduit par un
changement conformationnelle plaquettaire marqué par le passage d’une forme discoide a une
forme sphérique avec I’émission de filopodes.®® Cette transformation entraine une
augmentation de la surface plaquettaire et de ses possibilités d’interaction.

La sécrétion granulaire qui amplifie le phénoméne libére plusieurs médiateurs dont I’objectif
est le recrutement plaquettaire. Plusieurs agonistes activateurs de récepteurs plaquettaires sont
ainsi libérés.%1% Les granules denses libérent de 1’ Adénosine di phosphate (ADP) (ligand des
récepteurs plaquettaires P2Y et P2X), de la thromboxane (Ligand des récepteurs THA2) ou
encore de sérotonine (ligand des récepteurs 5HT).1%? Les granules o libérent quant a elles en
plus du VWEF, le fibrinogéne et des cytokines qui participent au phénomeéne d’hémostase et de
coagulation.®>1% Plusieurs de ces activateurs interagissent avec des récepteurs a 7 domaines
transmembranaires qui vont initier une signalisation intracellulaire cheminant via la PI3K
pour aboutir a I’activation des MAPK promotrices de la sécrétion granulaire.

Ces étapes convergent vers ’activation de Rap 1 puis ’activation de I’intégrine allbp3
membranaire.192-04 Ce processus reconnu sous la dénomination de signalisation « Inside-

out », est I’activateur de 1’étape majeur de 1’hémostase primaire que constitue 1’agrégation
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plaquettaire finale dépendante de I’interaction entre 1’intégrine allbp3 et le fibrinogéne en
présence de magnésium. En retour cette interaction induite une signalisation dite outside-in
qui amplifie le phénoméne grace a la densité importante en récepteurs ollbB3 (2. 10°) a la
surface plaquettaire et de son ligand.1%

Plusieurs voies de régulation de ce processus ont été décrites. La plus importante est celle de
I’oxyde nitrique endothéliale qui par I’activation de la protéine kinase G entraine la
phosphorylation de plusieurs protéines impliquées dans la signalisation Inside — out. Une
autre voie d’inhibition est celle des prostacyclines qui par I’intermédiaire de la protéine kinase
A, induit I’inhibition des modifications cytosquelettiques et la variation de I’influx calcique
intracytoplasmique généré lors des étapes de la signalisation Inside-out.®”'% Par ailleurs
I’activité hémostatique du VWF est finement régulée par la métalloprotéase A disintegrin and
metalloprotease with thrombospondin type-1 repeats member 13 (ADAMTS13), via un
clivage flux dépendant non-réversible aboutissant a des multimétres de VWF d’efficacité
hémostatique réduite, cela en fonction de leurs poids moléculaires.%:107

Par plusieurs aspects, 1’activation plaquettaire peut promouvoir I’activation ou I’amplification
de la coagulation. L’activation plaquettaire fournit une surface active négativement chargée
permettant I’ancrage des serines protéines. Une des voies reliant hémostase primaire et
coagulation est la libération des polypeptides plaquettaires contenue dans les granules denses

et qui ont la capacité d’activer la voie du facteur XII.

b) Réaction inflammatoire aseptique, facteur tissulaire et NETose

L’activation de I’endothélium vasculaire et la production de facteur tissulaire peuvent étre
observées dans ce contexte en fonction de la gravité de I’état de choc cardiogénique
réfractaire. Cette situation clinique est caractérisee par la production d’activateurs endogenes
appelés Damage Associated Molecular Pattern (DAMP) dont I’action mime celui d’un

Pathogen Associated Molecular Pattern et son récepteur Pattern Receptor Receptor (PRR)
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dont le plus connu est le couple lipopolysaccharide bactérien et récepteur Toll-Like (TLR) 4
d’un choc septique. La liste non exhaustive des DAMPS identifiés comprend les fragments
d’ADN et d’histone circulant, les protéines du high-mobility group box 1 (HMGBL1) et les
dérivées de 1’oxydation lipidiques. La production de ces DAMP est commune aux formes les
plus séveres de choc cardiogénique réfractaire et de choc septique.

Ces DAMPS interagissent avec plusieurs PRR intervenant dans la réponse inflammatoire non
— infectieuse parmi lesquels des récepteurs de la famille TLR, les nucleotide-binding
oligomerization domain (NOD) — like receptors (NLRs) et les receptor for advanced
glycation end products (RAGE). Des données récentes convergent vers I’implication de
plusieurs TLR%1%° et NOD 2,119 tous deux présents sur la surface plaquettaire, dans
I’activation plaquettaire et de la coagulation.

La reconnaissance des DAMPS par leur PRR aboutie a ’activation d’un complexe protéique
pro-inflammatoire appelé inflammasome centré par le NFkB d’une part et la liaison NLRS/
Caspase 1 d’autre part.!*! Cette réaction aboutie a I’activation de I'immunité innée, a la
production de médiateurs proinflammatoires (IL18 et IL1 ), au recrutement monocytaire et
macrophagique, a D’activation plaquettaire et endothéliales.'*14 [I existe une relation
complexe entre ces différentes voies activées et les plaquettes par la voie de I'IL1B%2
résultant en la promotion de I’activation et 1’adhésion leucocytaires, la modulation de la
fonction phagocytaire et de dégranulation des polynucléaires neutropliles.t*31 Par ailleurs,
des travaux expérimentaux ont montré un lien entre I’activation de la Caspase 1 et la
production de microparticules prothrombotiques.*'* Les cellules endothéliales activés offrent
une large surface négativement chargée pour la fixation des sérines protéines. Elles peuvent
également exprimer a I’exemple des monocytes activés, du facteur tissulaire en mesure
d’activer la voie extrinséque de la coagulation en présence du facteur VII. Le recrutement et

I’activation des cellules inflammatoires richement décrit dans le processus septiques a
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également été observé dans les réactions inflammatoires aseptiques engageant les

DAMPs, 115116

Figure 10. Microscopie électronique décrivant des polynucléaires neutrophiles au repos (A) avec une structure sphérique
homogeéne typique et aprés activations (B).

Noter le changement morphologique en B avec le développement de phyllopodes et de filaments correspondant aux NETs
(Fleches). D’apres Brinkmann et al.*'8

En effet I’activation monocytaire en réponse a I’activation de I’inflammasome par les DAMPs
est un levier important d’activation de la coagulation. Les monocytes produisent du facteur
tissulaire, principale étape d’activation de la voie extrinséque a 1’origine des premicres traces
de thrombine puis de I’amplification de la coagulation.

Une autre voie majeure de I’activation du processus prothrombotique en réponse a la
libération des DAMPs est I’activation leucocytaire et ses conséquences. L’activation des
polynucléaires neutrophiles induit leurs réorganisations structurelles déclenchant la libération
de neutrophiles extracellular traps (NETs). Les NETs correspondent a des structures en
formes de toile faite d’ADN, d’histone, d’¢lastase et de myélopéroxydase initialement
identifiées par leur capacité a piéger certains microorganismes pathogénes. 7118

Depuis ces premieres observations, plusieurs travaux ont démontré une action procoagulante
de la NETose.''® En effet les NETSs ont la capacité d’activer directement la voie du facteur

XI1,119120 @>inhiber I’action du TFPI*?! et de promouvoir I’adhésion plaquettaire.'?>1° Par
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cette action les NETs sont impliqués dans le phénotype prothrombotique observé dans les
états septiques ou dans les agressions a risque de surexpression des DAMPS.

Dans le cas de ’ECMO la participation de cette voie dans la thrombinoformation sur les
circuits n’est pas encore clairement établie. Par ailleurs 1’on peut spéculer que la gravité
initiale du patient avec une surexpression de DAMPS pourrait promouvoir une situation
procoagulante indépendamment de ’ECMO. En cela I’activation de I’inflammation dans ce
contexte peut majorer le risque thrombotique (Figure 11).
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Figure 11. Interaction entre DAMPS/PAMS, NETose, libération de facteur tissulaire monocytaire et la génération de
thrombine. D’apres T. I1to!%3

c) Activation de la voie du facteur XlI

La voie du facteur XII (FXII) ou voie intrinséque de la coagulation joue un réle majeur dans
I’activation de la coagulation dans le contexte du support par VA-ECMO. Cette voie
également nommée « voie contact » est initiée par le clivage activateur du zymogéne FXII
(facteur Hageman) en FXII activé, cette derniére étant a 1’origine de I’initiation d’une cascade

protéolytique qui résulte en une action a la fois procaogulante et proinflammatoire.
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L’utilisation de plusieurs modeéles de souris K.0. a la fois pour le FXII et le facteur XI entre
autres ont permis des avancées majeures dans la compréhension de cette voie.

Le FXII est un zymogéne monocaténaire produit par les hépatocytes, dont I’activation
protéolytique aboutie au FXIla, protéine bicaténaire faite d’une chaine lourde de 58 KD et
d’une chaine légére de 28 KD reliée par deux points disulfures. La description de chacune des

deux chaines est precisée par la Figure 12 ci-dessous.
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Figure 12. Structure de domaine de FXII et FXlla d’aprés Naudin et al.12*

Le tableau de gauche représente la structure des différents domaines de FXII. Le tableau de droite montre la distribution des
domaines dans la chaine lourde et la chaine légere du FXIla. La chaine lourde du FXlla est constituée de six domaines : un
domaine de fibronectine de type Il, un domaine EGF-like, un domaine de fibronectine de type I, un second domaine EGF-
like, un domaine kringle et une région riche en proline. La chaine légére du FXlla contient une triade catalytique His393-
Asp442-Ser544. La chaine lourde et la chaine Iégére du FXIla sont reliées I’une a l’autre par un pont disulfure (S-S). La
chaine lourde du FXlla abrite les sites putatifs de liaison a la cellule et a la surface ainsi que les régions de liaison au Zn?*,
au facteur XI (FXI), a I 'héparine et a la fibrine. D aprés Naudin et al.

Les coactivateurs classiques du FXII en FXlla sont les surfaces et les protéines anioniques
tels que les ARN, les endotoxines, les NETs, les PolyP plaquettaires, le collagene sous

endothélial mis a nu, I’héparine excrétée et la phosphatidylsérine des cellules apoptotiques.
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En présence de ces coactivateurs, ce facteur s’autoactive et clive le facteur XI (FXI) en FXI
activée (FXla), mais également la Prékalikréine en Kalikréine qui joue un role
d’hétéroactivateur du FXII et amplifie son activation.'?®

Les surfaces inertes des circuits d’ECMO a I’exemple des circuits de CEC sont riches en
charges négatives et favorisent cette autoactivation du FXII. Quel que soit la modalité
d’activation, le FXIla en clivant le FXa en FXIla, aboutit a la formation d’un complexe
activateur du facteur X ou complexe ténase comprenant les facteurs IX et VIII actives. Le
facteur X ainsi activé s’associe au facteur V pour former le complexe prothrombinase qui
active la prothrombine en thrombine, cette derniére va initier une action plurielle dont la
phase critique est la protéolyse du fibrinogene en fibrine (Figure 13).

Paralléelement & cette activation de la coagulation, la voie contact active la prékalikréine
plasmatique en kalikréine qui elle-méme active le kininogéne de haut poids moléculaire en
bradykine. Il est a noter la possibilité de rétroactivation du FXII par la kalikréine. Cette voie
est en lien avec l’activation de I’inflammation systémique et est dotée d’un systéme de
régulation dont I’effecteur principal est une serpine spécifique, la C-estérase.'?®

Dans le cadre de ’ECMO, D’interaction entre le sang circulant et les surfaces inertes est a
I’origine de I’activation de la voie du FXII. Dans la conception actuelle, cette activation de la
coagulation médiée par la voie contact justifie pour une grande part la nécessité d’une
anticoagulation systématique chez les patients sous ECMO.

Des données animales suggerent que I’inhibition de cette voie pourrait assurer une protection
contre les complications thrombotiques tout en minimisant le surrisque hémorragique. Cette
approche a également été testée dans le cadre de ’"ECMO par Larsson et al. en utilisant avec
succes un anticorps inhibiteur du FXII dans la prévention de complications thrombotiques en
particulier ceux de 1’oxygénateur.”® Dans ce travail élégant, les auteurs ont étudié I’ intérét et

le fonctionnement d’un anticorps monoclonal inhibiteur du FXII, le 3F7 et ont pu démontrer
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’action de cet anticorps sur le site de liaison enzymatique du FXII, son action inhibitrice sur
I’activation du FXII in vivo et in vitro, et enfin son efficacité in vivo. Concernant ce dernier
aspect, un modele d’ECMO pédiatrique implanté chez le lapin était utilisé. L’efficacité
comparée a celui de I’héparine non fractionnée était évaluée de facon quantitative par la
mesure de TCA, du TP, de test de génération de thrombine, western blot et en
microscopie électronique.” Ce travail montrait également I’efficacité de 1’anticoagulation du
circuit sans sur risque de complication hémorragique dans un contexte ou la voie extrinséque
¢tait préservée chez I’animal. Ces résultats offrent des perspectives d’applications cliniques

dans la population des patients sous ECMO.

BK Kallikrein-kininn system: Inflammation
/' Hereditary angioedema
/HK ACE inhibitor-induced AE
: Allergy & Anaphylaxis
H::;ﬁi : F%K Alzheimer's disease
Collagen
Artificial surfaces FXII FXlla — C1INH
0SCs
DNA/RNA | J
Ap4z2 J - FXI Intrinsic coagulation pathway: Thrombosis
\. Atherothrombosis
Thrombin Ischemic stroke
\ DVT/Pulmonary embolism
Fibrin Cancer-associated VTE

Figure 13. Activation de la voie intrinseque de la coagulation et de I'inflammation facteur Xll-dépendantes.12*

Par ailleurs, il est intéressant de noter que le déficit en FXII ne génere pas un profil
hémorragique contrairement & celui du facteur XI. A P’inverse, le déficit en Cl-estérase,
serpine inhibitrice du FXII est associée a une surexpression de bradykine par 1’activation
excessive du systéme contact avec un retentissement clinique. En effet le déficit en C1-
estérase se traduit par un état pro-inflammatoire biologique et une symptomatologie a type
d’angiocedéme pouvant atteindre diverses muqueuses, dont les voies aériennes hautes avec un

pronostic sévere.
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2. Activation plaquettaire dépendante des conditions de flux

Nous avons décrit plus haut I’importance de I’interaction intégrine GPIV/collagéne dans
I’activation plaquettaire en situation de contrainte de flux basse (<1000/s), et avons précisé le
role de I’interaction entre la sous-unité GPIba du complexe GPIb-1X-V et le VWF lorsque les
contraintes de flux deviennent élevées (1000-10000/s).

Cette interaction est rendue possible par la liaison entre le VWF au collagéne sous-endothélial
qui conjuguée a l’effet elongationnel du flux artériel induisent un changement
conformationnel du VWEF. Le site de liaison de la sous-unit¢ GPIba sur le VWF est alors
démasqué favorisant 1’interaction VWF/GPIb-1X-V.

Les contraintes de flux supra physiologiques > 10 000/s comme celles observables sous
ECMO-VA ! peuvent aboutir a I’activation plaquettaire par I’interaction GPIba/VWF sans
que la VWF n’ait été préalablement liée au collagéne sous-endothélial. L’¢longation de la
VWEF dans ce contexte particulier expose plusieurs de ses domaines a 1’action de leurs
effecteurs ou leurs régulateurs respectifs. Dans le cadre de I’activation plaquettaire, le
domaine A1 du VWEF ainsi mis a nu interagit avec la sous-unit¢ GPIba et entraine une

activation plaquettaire.

3. Impact de I’hémolyse sur I’activation plaquettaire flux-dépendante

L’anémie hémolytique mécanique avec libération d’hémoglobine libre plasmatique est I'une
des conséquences reconnues du traumatisme corpusculaire et protéique induit par 'ECMO.*?7
Cette complication est associée a un pronostic défavorable sous ECMO.1%2-130 Plusieurs
données récentes suggerent que I’hémoglobine libre issue de I’hémolyse n’était pas qu’un
simple produit de degradation inactif, mais un régulateur de I’hémostase et de
I’inflammation. 3

L’hémoglobine libre par son action adsorption de 1’oxyde nitrique (inhibiteur effectif de

Iactivation plaquettaire) va promouvoir I’activation plaquettaire.*
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De plus, des données nouvelles démontrent que I’hémoglobine libre a la capacité de se liée au
domaine A2 de la protéine de VWF suite a son élongation flux dépendent, phénomene
largement observée sous ECMO.1% || est actuellement reconnue que le domaine A2 du VWF
participe a la régulation du domaine A1 dont le ligand est la sous unité¢ plaquettaire GPIba
impacte.’3313 Dans cette perspective, Da et al. ont examiné la capacité de I’hémoglobine
libre a se liée au domaine A2 du VWF et a moduler I’interaction VWF/GPIba.** Les auteurs
ont observé que 1’hémoglobine libre a des taux >50 mg/dL, taux régulierement atteint chez les
patients sous ECMO-VA, était associée a une augmentation de I’adhésion plaquettaire et de la
thrombinoformation. Cette action était perdue lors d’une déplétion en VWF ou lors de
I’utilisation d’un anticorps anti-GPIb-1X-V ciblant la sous-unité GPIba, ce qui suggere un
mécanisme médié¢ par I’interaction VWF/GPIba. Ce travail suggere également la possibilité
d’une interaction directe de 1’hémoglobine libre avec le domaine Al, ce qui pourrait faciliter

la liaison entre de domaine A 1/GPIba.

4, Génération des anticorps anti-facteur 4 plaquettaire et conséquences cliniques

Le facteur plaquettaire 4 (ou CXCR4) est une chémokine contenue dans les granules
plaquettaires et libérée par les granules alpha des plaquettes activées. Il s’agit d’une protéine
cationique de 70 acides aminés ayant une forte affinité pour les glycosaminoglycanes dont
elle lie les formations héparanes sulfates, favorisant ainsi 1’agrégation plaquettaire'®’. Elle
posséde une affinité encore plus élevée pour I’héparine dont elle neutralise les charges
négatives et participe ainsi a promouvoir la thrombinoformation. Elle intervient également
dans la modulation de I’inflammation et de la cicatrisation. Cette protéine peut étre la cible
d’anticorps neutralisant anti-PF4 qui peuvent étre produits dans certains contextes clinigques.

La circulation extracorporelle appliquée a la chirurgie cardiaque est une de ces situations
cliniques. Elle est associée a une incidence elevée d’anticorps anti-PF4 dont la capacité de

neutralisation des PF4 reste méconnue tout comme leur impact clinique réel.1® En effet, bien
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que I’incidence des anticorps anti-PF4 avoisine les 70 % sous circulation extracorporelle pour
chirurgie cardiaque, moins de 1 % des patients développent effectivement une TIH®. Dans
un travail rétrospectif multicentrique frangais qui avait inclus 5000 patients assistés par
ECMO, I’incidence de la TIH n’était que de 0,4 %.13°

Il est montré que les anti-PF4 ont la capacité d’activé les plaquettes via le récepteur
FcyRIIA 137140 Ce faisant, ils participent a la génération du phénotype qui caractérise la TIH
par I’induction de la génération de thrombine, de la thrombogenes et de 1’apoptose
plaquettaire par la voie de la calpaine.

Ces anticorps anti-PF4 sont produits lorsque le rapport entre la concentration d’héparine et
celui du PF4 approche 1 (0,7-1,4).140 Le PF4 étant issue de I’activation plaquettaire, sa
concentration dans le contexte de 'ECMO est élevée du fait de I’activation plaquettaire
d’origine multiple. Le caractere immunogéne et neutralisant des anticorps anti-PF4 est
maximal lorsque la concentration > 50 ug/mL.*° Dans ’analyse d’une cohorte de 20 patients
assistés par ECMO-VA et retrouve une concentration de PF4 médian de 0,21 [0,12 -0,34]
ug/mL au moment du pic qui survient dans les 48 premieres heures. Le ratio PF4/héparine
correspondant n’était que de 0,04 [0,02 - 0,06].24° Ce résultat permet de mieux appréhender la
dichotomie existante entre incidences élevées des anticorps anti-PF4 et la présence d’une TIH
effective. Ainsi, il n’est pas exclu que les anticorps anti-PF4 aient une action délétére sur la
survie et la fonction plaquettaire méme en I’absence de TIH cliniquement et biologiquement

confirmée.

5. Production de microparticules plaquettaires sous ECMO-VA

Les microvésicules (MV), encore dénommées microparticules ou exosomes, sont des
particules circulantes dans le plasma dont le diamétre varie entre 100 a 1000 nm. Elles sont
généralement issues de 1’agression, de 1’activation ou de I’apoptose de la plupart des cellules

humaines. Les plaquettes et les cellules endothéliales et les monocytes sont les plus concernés
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du fait de leurs positionnements comme fournisseur d’interfaces majeurs dans des
phenomenes biologiques cardinaux que sont la coagulation et 1’inflammation.
Ces microvésicules endothéliales et plaquettaires ont la propriété de diffuser le phénotype
prothrombotique et/ou proinflammatoire issu de I’activation de leurs cellules meres au-dela du
site d’activation initial de ces derniéres.

Peu de données existent a ce jour sur la production de microvésicules au cours de ’ECMO.
Cependant les multiples voies d’activations plaquettaires et le traumatisme corpusculaire
infligé par le régime de flux sous ECMO ameénent a supposer une large expression de ces
microveésicules. Dans ce cadre particulier, ces microvésicules pourraient étre a 1’origine de la
dissémination du signal prothrombotique et proinflammatoire généré dans la circulation
paralléle de ’ECMO vers la circulation systémique, et pourraient ainsi favoriser la survenue
des complications thrombotiques cliniques. La confirmation de la présence de microveésicules
plaquettaires sous ECMO a été apportée in vitro par les travaux de Meyer et al. dans un
modéle d’ECMO utilisant du sang porcin.'¥! La concentration des microvésicules
plaquettaires était mesurée en cytométrie en flux aprés marquage du GPlIbllla plaquettaire
par un anticorps anti-CD61 fixé au FITC. L’analyse quantitative était réalisée selon les
recommandations en vigueur en utilisant des billes de comptage (Megamix, BioCytex,
Marseille, France) et une stratégie de standardisation utilisant des calibrants en taille et en
fluorescence.!#? Les auteurs ont montré une concentration importante en MV et rapporté une
variation de cette concentration en fonction du type de pompe utilisé. En effet les pompes
centrifuges qui génerent des hauts niveaux de contraintes de flux et de bio- traumatisme
produisaient 2,5 fois plus de MV que les pompes péristaltiques. La concentration en MV
n’était cependant, pas influencée par le type d’oxygénateur.

La présence d’une production importante de MV chez les patients sous ECMO en

comparaison a une population de volontaires sains ont été rapportée dans une
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population pédiatrique'*® et dans une cohorte de patients adultes.!** Dans une étude récente,
Siegel et al. ont précisé les caractéristiques de ces MV dans une population de patients
présentant un choc cardiogénique de plusieurs étiologies différentes assistés par ECMO-VA,
le groupe contrble était des patients présentant un infarctus du myocarde constitué sans
support circulatoire.!* La charge globale en MV évaluée par un marquage a I’Annexine V
(qui révéle le phénotype apoptotique), et 5 types de MV spécifiques a savoir leucocytaires,
plaquettaires, endothéliaux, érythrocytaires et celles générées par les cardiomyocytes
(caveolin-3) étaient étudié par cytométrie en flux. Le pourcentage de MV plaquettaires,
endothéliales, leucocytaires était plus important dans le groupe ECMO-VA alors que le
pourcentage de MV cardiomyocytaires et érythrocytaires étaient plus important dans le
groupe infarctus du myocarde. De fagon intéressante, ces MV pouvaient avoir une valeur
pronostique, la concentration en MV Annexine V+ mesurée a J1 du support par ECMO-VA

étant associée a la mortalité.14°

B. Anomalies biologiques pro-hémorragiques sous ECMO — VA

1. Syndrome de von Willebrand acquis

La protéine de von Willebrand est une glycoprotéine synthétisée par les cellules endothéliales
et les mégacaryocytes dont les rdles physiologiques principaux sont I’hémostase primaire en
facilitant I’activation plaquettaire en condition flux élevé et le transport de plusieurs protéines
dont le facteur VIII. Une littérature de plus en plus fournie démontre le réle majeur que joue
cette protéine dans les complications observées sous assistance circulatoire de courte durée
comme I’ECMO-VA ou de longue durée a I’exemple du HeartMate 3 (Abbott

Cardiovascular).
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Le géne codant pour la protéine de VWF est localisé sur le chromosome 12 (12p13.31).
L’ARN messager mature issue de I’épissage de ce gene code pour un peptide monocaténaire
de 2813 acides aminés comprenant un peptide signal, un propeptide et la forme mature de la
protéine. Apres I’adressage et 1’¢limination du peptide signal, le proVWF subit une série de
modifications post-traductionnelles impliquant plusieurs de ses domaines caractéristiques
aboutissant & une protéine multimérique. Les différents domaines de la proVWEF ainsi que les
zones de dimérisation (Intermonomer SS) puis de multimérisation (Interdimer SS) par la
formation de pont disulfure sont décrites par la Figure 11. tirée des travaux de Zhou et al.146
Le processus de multimérisation au sein de I’appareil de Golgi aboutit & la formation de
multimeéres de poids moléculaires variables, puis d’un clivage du propeptide qui reste
cependant rattaché a I’ensemble par une liaison non covalente. La forme mature de la protéine
est stockée sous forme multimérique dans les corps de Weibel-Palade endothéliale ou dans les
granules o des mégacaryocytes et des plaquettes.

Dans des situations a contrainte de flux élevée, les multiméres de hauts poids moléculaires
(MHPM) de VWEF subissent un changement conformationnel qui se traduit par une
élongation. Cette conformation expose le VWF a une mise a nu de plusieurs de ces domaines
fonctionnels. La plupart des interactions avec les principaux domaines exposés induisent un
fonctionnement spécifique tout en conservant le poids moléculaire de la proteine (Figure 14).
L’exposition du domaine A2 expose a une probabilité accrue au clivage des MHPM du VWF
par ’ADAMTS13 résultant en une réduction de leurs poids moléculaires unitaires. Ce clivage
se traduit par une altération des fonctions hémostatiques de cette protéine. Cette composante
fonctionnelle de la VWEF est évaluée en routine par le VWEF activité cofacteur de la ristocétine
ou de liaison du collagéne. Et la visualisation et la quantification directe de la perte des

MHPM sont quant a elles effectuées par électrophorese.

69



A

Propeptide Mature vVWF
Furin Factor VIl GPIb ADAMTS13 Collagen V8 protease Integrin
Y ee + 4o R AR
D1 D2 D D3 A1 -‘ A2 W A3

Inter-dimer SS

C D1 assembly

A3 DaN
T

Figure 14. Description des différents domaines du VWF d’aprés Zhou et al.146

Les cystéines sont représentées par des lignes verticales et sont reliées par des liaisons disulfures chimiquement définies. (A)
Description des domaines couramment utilisés dans la littérature. (B) Annotation dans les bases de données de protéines
selon les régions d’homologie de séquence. (C) Architecture des domaines attribuée dans /’étude de Zhou et al. Les liaisons
disulfures supplémentaires proviennent de prédictions décrites par les auteurs dans leur publication. Les limites des
assemblages D sont représentées par des lignes pointillées verticales. (D) Bouquets diméres a pH acide tels que trouvés dans
le Golgi.

La perte de fonction hémostatique (VWF activité) alors que la concentration globale de VWF
reste conservée (Fonction antigene), traduisant la protéolyse des MHPM sans anomalie de
synthése constitutionnelle définie le syndrome de VWF acquis (aVWS) (Figure 15).

Le modéle classique de ’aVWS est apporté par le syndrome de Heyde décrit en 1958 147 il
associe la triade rétrécissement aortique serrée, hémorragique digestif et une anémie. La
description initiale dans une série de 10 patients associait la sténose aortique et I’hémorragie
digestive.

Depuis lors, les caractéristiques cliniques et biologiques de I’aVWS ont été largement étudiée
a la fin du 20¢ siécle.}*®152 I ’association entre aVWS et la survenue d’une angiodysplasie a

lorigine du saignement digestif a été évoquée par Warkentin et al.'® et confirmé par
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Veyradier et al.'® L’ implication des niveaux de contrainte de flux élevé dans la protéolyse du
VWEF a été rapporté quelques années plutot par Tsai HM et al.1%” et le site de clivage des
MHPM proposé quelques années plus tot par Dent JA et al.1° Le lien entre ces mécanismes et
la clinique observée a été apporté par un travail pivot issu de notre équipe. Ce travail de
Vincentelli A. et al. a permis d’associer sur le plan mécanistique la sévérité du rétrécissement
aortique serrée au aVWS, a la perte des MHPM, la dysfonction plaquettaire ainsi que la
restauration d’un phénotype non hémorragique en cas de correction chirurgicale effective du
rétrécissement aortique. Une correction partielle était associée a une récidive des anomalies
initiales a 6 mois.*®

Dans le cadre des assistances circulatoires, Giesen et al. ont été les premiers a rapporter
’association entre ces dispositifs et la survenue de aVWS.'% Cette équipe a également
apporté la preuve que le déterminant principal est le niveau de contraintes de flux supra
physiologiques généré par les assistances monoventriculaires gauches (LVADS) en comparant
I’incidence de ’aVWS dans une population de patients assistés par des LVADs comparée a
une cohorte de patients porteurs d’un cceur artificiel total a débit pulsatile et a faible contrainte
de flux.r’

Si le clivage par ’TADAMTSI13 semble étre la principale cause de la perte des MHPM en
condition de contrainte de flux élevée, d’autres travaux suggerent également que la liaison
plaquettaire flux dépendante au niveau du domaine Al pourrait favoriser le clivage
protéolytique de cette protéine.'>® Par ailleurs, d’autre protéase telle que la thrombine ou la
plasmine % ou encore les protéases leucocytaires'® pourraient participer au clivage des

MHPM.
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Figure 15. Description schématique du clivage des multiméres de haut poids moléculaire de la protéine de VWF sous
assistance circulatoire.

En ce qui concerne '’ECMO-VA, Heilmann C et al. furent les premiers a démonter
I’existence de 1’aVWS dans cette population en cohérence avec leurs observations
précédentes chez les patients bénéficiant d’un LVAD.%61% Dans une cette étude 1’'aVWS
était confirmé la perte des MHPM en électrophoréese et un ratio VWF:CB/VWF:Ag abaissé
chez 31 des 32 étudiées, le ratio VWF:RCo/VWF:Ag avaient une sensibilité moindre avec
28/32 patients montrant une baisse de ce ratio. Les anomalies observées étaient résolutives a
la cessation du support par ECMO.%° L’aVWS sous ECMO est fait I’objet de confirmation
secondaire dans des populations mixtes de patients assistés par ECMO-VA et ECMO-VV.162
165 | e seuil de VWF:RCo/VWF:Ag <0,7 a été montré comme prédictif de I’aVWS dans cette
population par le travail de Tauber et al.!64 L intérét éventuel de la supplémentation par du
concentré de VWF se pose donc en cas de complications hémorragiques sous ECMO, les
résultats disponibles sont limités et les travaux d’envergures sont en attente.'®® Mais le
mécanisme de dégradation étant pérenne en présence de ’ECMO lors de 1’administration de
ces concentrés, il est peu probable que ceux-ci ne soient pas dégradés rapidement apres leur
administration. Une approche alternative basée sur la préservation de la pulsatilité a été
proposée par notre équipe et publiée par Vincent et al.'®” Dans cette étude qui reposait sur un

modele porcin, des pompes axiales Impella® étaient utilisées simultanément pour faire varier
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le niveau de contraintes de flux et de pulsatilité artérielle résiduelle. La préservation puis la
restauration d’une pulsatilité semblaient limitées la dégradation des MHPMs voir les
restauraient partiellement. L hypothése était un relargage du VWF contenu dans les corps de

Weibel Palade sous I’effet de la pulsatilité.

2. Thrombopénie sous ECMO-VA

La thrombopénie est une complication fréquente sous ECMO. Elle concerne plus de 20 % des
patients assistés en fonction de la définition retenue. Ces thrombopénies seraient associées
dans certains travaux a une augmentation du risque hémorragique et justifient dans les formes
les plus severes des transfusions plaquettaires. Ces transfusions exposent a un risque
d’immunisation HLA qui chez les patients assistés en pont vers une transplantation pourrait
réduire I’accés a un greffon compatible.

Les mécanismes connus de la thrombopénie sous ECMO-VA sont multiples, mais ne suffisent
pas a expliquer I’ensemble des cas et la sévérité des défects observés. Des données récentes
suggerent cependant un mécanisme indépendant du type d’ECMO et du niveau
d’assistance.'®® Les causes évidentes sont les pertes corpusculaires liées aux complications
hémorragiques, a I’hémodilution et a la consommation par 1’adhésion sur les surfaces inertes
du circuit ’ECMO une fois la phase contacte activée avec adsorption de fibrinogene.

Si la gravité générale des patients assistés par ECMO-VA peut expliquer une part de la
thrombopénie observée a I’exemple des patients de réanimation non assistés, une implication
directe de la circulation extracorporelle ne peut étre exclue. En effet les thrombopénies
observées sont en partie résolutives deés I’explantation de 'ECMO dans cette population de
patient qui présence d’autres défaillances d’organe justifiant leur prise en charge réanimatoire.
Une cause importante par son impact pronostique est la thrombopénie immuno-induite a
I’héparine. Le diagnostic reste difficile, car les critéres cliniques classiques s’appliquent

difficilement a cette population.’®® Cette complication doit étre suspectée devant une
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thrombopénie profonde et persistante. La confirmation diagnostique est apportée par la

présence d’anticorps anti-PF4 et une confirmation par un test a la sérotonine marquee.

3. Thrombopathie sous ECMO-VA

La dysfonction plaquettaire sous ECMO est illustrative de la comprehension parcellaire que
nous avons des complications liées a I’hémostase et la coagulation sous ECMO. Dans une
revue systématique de la littérature proposée par Jiritano F. et al. en juin 2020 dont la finalité
est la synthese des connaissances disponibles sur la fonction plaquettaire sous ECMO, sur les
21 publications sur plus 1700 sélectionnées, seule 7 rapportaient des données sur la fonction
plaquettaire. La majeure partie de ces travaux était essentiellement descriptive et peu
apportaient des données physiopathologiques nouvelles.t’® L’altération de 1’agrégation
plaquettaire étaient observée dans 5 études et une perte des récepteurs plaquettaires étaient
décrite dans une seule étude.*"0-177

L’agrégation plaquettaires était étudiée la plus part du temps de fagon fonctionnelle
essentiellement par leur réponse a plusieurs antagonistes sur la plateforme de I’analyseur
Multiplate® (ADP, Thrombine Receptor Activator Peptide (TRAP), éphédrine,
cyclooxygenase, ristocetine, collagéne ou éphédrine).t’*1"4 Dans une approche plus précise
grace a utilisation de la cytométrie en flux, Lukito et al.}’® ont pu démontrer une perte des
récepteurs GPlba et GPVI plaquettaire chez les patients sous ECMO en comparaison a une
cohorte de volontaires sains.!’™® Cette perte des récepteurs GPIbo est en cohérence avec
I’augmentation des formes solubles circulantes de ce méme récepteur également décrit dans la
littérature.1”® Ces résultats font également écho a ’observation de la perte de 1I’ectodomaine
du récepteur GPlba sous LVAD a flux continue antérieurement rapporté.’”

Par ailleurs, une perte du CD63 (granulophysine, traduisant la fusion des granules dense avec
la membrane plaquettaire) et de la P-Selectine ont également été décrites.'’®

L’ensemble de ces anomalies concourent a définir la thrombopathie observée sous ECMO
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4, Anémie sous ECMO-VA

L’anémie est une complication fréquente sous ECMO-VA. Elle traduit a la fois 1’agression
corpusculaire a I’origine de I’hémolyse, une hémodilution, les conséquences des saignements
fréquents sous ECMO. Un autre déterminant majeur de 1’anémie est la gravité intrinséque du
patient en rapport avec le syndrome inflammatoire systemique.

L’anémie est généralement décrite en tant que conséquence passive du support par ECMO ou
pour son intérét critique dans la baisse de la délivrance en oxygéne aux tissus périphériques.
Elle participe activement a favoriser certaines complications pouvant favoriser 1’hémorragie
sous ECMO.

Il est important de noter que I’anémie favorise la transition du flux sanguin d’un régime
laminaire vers un régime turbulent. Or, la présence ce régime de flux semble indispensable
pour que les modifications conformationnelles et fonctionnelles des MHPM de la VWF en
condition de contraintes de flux supra physiologiques soient observées.

En rhéologie, la viscosité est un déterminant majeur du régime de flux observé. Le sang est un
fluide non newtonien fluidifiant ce qui traduit la dépendance de sa viscosité au temps et sa
décroissance en fonction du taux de cisaillement. Cette caractéristique est principalement liée
aux propriétés de déformabilité, de filtrabilité et d’agrégation des érythrocytes donc de
I’hématocrite.'®1:182 En déterminant en grande partie le profil du flux de I’écoulement sanguin,
les érythrocytes influences le comportement des autres corpuscules sanguines.'® Ainsi,
I’anémie est associée a une réduction de la margination endothéliale des plaquettes, une
réduction de la biodisponibilité du NO avec un impact clinique directe. Ces modifications
peuvent se traduire par un surrisque hémoragique.

L’allongement du temps de saignement en contexte anémique malgré un compte plaquettaire
normal est connu de longue date.'8 Plusieurs travaux suggerent un réle prothrombotique des

érythrocytes, fonction qui serait réduite en cas d’anémie. Ainsi, les érythrocytes peuvent
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formés des co-aggregats avec les plaquettes a faible contraintes de flux.'® De plus en
produisant de I’ADP, de I’ATP et de la thromboxane A2, ils promeuvent 1’agrégation
plaguettaire.’®® Ils interviennent dans Darchitecture du caillot en modifiant la structure du
réseau de fibrine, en favorisant la concentration locale du facteur X118 au sein du caillot et
participent a son imperméabilisation, sa contraction et a sa stabilisation.'"18 Des données
récentes montrent que les érythrocytes, a I’exemple de plaquettes, exprime a leurs surfaces la
phosphatidylsérine offrant de surface d’ancrage supplémentaire au motif GLA des sérines
protéines de la coagulation.’®® Cette propriété peut étre disséminer par la production de
microvésicules procoagulantes recouvert de phosphatidylsérine.'®1% || faut noter que la
production de ce phospholipide n’est observée qu’en condition pathologique et/ou a des
concentration élevées d’erythrocytes.!®%1%2 Enfin les érythrocytes tendent vers une agrégations
spontanée en condition d’hyperfibrinogénémie.?®3194 Il est cependant a noter que ces
mécanismes ne sont pas encore spécifiguement valider dans la population de patients sous

assistance circulatoire.

5. Hypofibrinogénémie sous ECMO-VA

L’hypofibrinogénémie est démontrée étre associée a un risque hémorragique apres chirurgie
cardiaque. Dans ce contexte, sa correction des une baisse <1,5g/L (voir des 2 g/L) a fait
’objet de recommandations par plusieurs sociétés savantes. L’incidence de cette complication
est imparfaitement décrite dans la population de patient assisté par ECMO de fagon générale
et encore moins dans chez le patient sous ECMO-VA. Dans un travail monocentrique qui
portait sur une cohorte hétérogene de patients assistés par ECMO-VA, un seuil de fibrinogéne
abaissé était identifié comme un facteur de risque de saignement majeur d’apres la définition
de ’ELSO.%

Le mécanisme de I’hypofibrinogénémie sous ECMO est multifactoriel, cela en lien avec une

consommation accrue et/ou une perte relative ou effective. La principale cause de
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consommation de fibrinogene est I’activation de la phase contact sur le circuit inerte de
I’ECMO qui aboutit a I’adsorption du fibrinogéne sur les surfaces inertes puis a son hydrolyse
en fibrine. L’adsorption des protéines plasmatique avec au premier plan le fibrinogéne
survient dés les premiéres minutes du contact sang — surface inerte.1% Cette consommation est
majorée par 1’activation de la phase externes grace a la production de facteur tissulaire issue
de I’activation monocytaires en réponse a I’activation de la voie de la phase contact.1%6197

La consommation de fibrinogéne est donc d’autant plus importante que 1’anticoagulation est
défaillante et qu’un revétement de surface est appliqué sur le circuit extracorporel.

A P’exemple de I’anémie ou de la thrombopénie, 1’hémodilution liée au priming et a la
balance hydrique positive pourrait également réduire la concentration de fibrinogene dans
cette population. Enfin le saignement, complication fréquente sous ECMO est a I’origine de la
spoliation en fibrinogéne (a ’exemple des autres facteurs) et a I’origine d’une activation de la

coagulation au site de 1’agression vasculaire.

6. Tissue Factor Pathway Inhibitor et ECMO-VA

Le Tissue factor inhibitor pathway (TFPI) est une serpine présente sous deux types TFPIa and
TFPIP chez ’homme a la suite d’épissage alternatif au niveau de la traduction de son géene. Le
TFPI est pourvu de 2 domaines inhibiteurs de sérine protéase K1, K2 active sur le facteur
Vlla et le facteur X. L’isoforme TFPIa possede un troisieme domaine K3 liant la protéine S,
ce qui permet d’amplifier son activité protéolytique du facteur X.1%

Alors que la voie extrinseque et sa régulation sont peu explorées dans les mécanismes
associés a la coagulopathie liée a PTECMO, un travail récent de Mazzefi et al. améne a
reconsidérer I’implication de cette voie dans ce phénomene chez les patients sous ECMO-
VA .1 En effet ces auteurs rapportent pour la premiére fois une surexpression du TFPI chez
les patients sous ECMO comparative a un groupe contréle de patients non assistés. Cette

surexpression était associée a un allongement du lag time du test de géenération de thrombine.
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Aucune explication mécanistique n’est apportée par ce travail descriptif, mais ses résultats

suggerent une probable implication du TFPI dans la coagulopathie liée a ’TECMO-VA.

7. Coagulation intravasculaire disséminee

Bien plus rare dans les étiologies cardiogéniques d’assistance par ECMO-VA, il s’agit d’un
contributeur plus fréquent de 1’état d’hypercoagulabilité chez les patients assistés par ECMO-
VV ou I’étiologie initiale est souvent un sepsis. Dans ce cadre la coagulation intravasculaire
disséminée préexiste a I’assistance par ECMO.?% De rares cas de CIVD ont été rapporté chez
des patients assistés par ECMO-VA dans un contexte peri-partum.?°! La problématique ici est
que la part d’une réelle CIVD est difficile a dissociée des conséquences de la coagulopathie

induite par ’TECMO-VA.

IV. Thérapeutiques antithrombotiques utilisées sous ECMO-VA

A. L’héparine non fractionnée

L’héparine non fractionnée représente I’anticoagulation de référence dans la prévention des
complications thrombotiques chez le patient assisté par ECMO. Il s’agit d’un polysaccharide
dont I’effet anticoagulant est obtenu par I’amplification de I’activité de I’antithrombine sur la
thrombine lors de sa liaison, et de son effet sur le facteur X.

L’utilisation de I’anticoagulation par héparine non fractionnée est consensuelle dans la
plupart des centres pratiquant 1’assistance par ECMO. Cette stratégie est confortée par les
recommandations de I’ELSO et a pour principal objectif la limitation de I’activation de la
coagulation par la voie du facteur XII. Le choix de I’HNF est empirique par translation des
pratiques existantes en chirurgie cardiaque avec circulation extracorporelle. Si cette pratique
est soutenue par une forte expérience clinique de plusieurs années de pratiques, plusieurs

questions concernant son efficacité et la sécurité de son utilisation se posent.
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En effet 'usage de ce traitement ne prévient suffisamment la survenue des complications
thrombotiques évaluée a plus de 30-50 % en considérant les séries autopsiques.®>8 Cette
anticoagulation est utilisée alors que le taux de complications hémorragiques atteint 40 a 80 %
chez les patients assistés par ECMO-VA 454891202 par ailleurs ce traitement expose a un
risque non négligeable de thrombopénie immuno-induite a ’héparine. De plus, il existe une
forte hétérogénéité dans les pratiques concernant les doses utilisées, les outils de suivi de
I’efficacité et de la sécurité et des seuils d’efficacité a utiliser. Enfin ’efficacit¢ de ’HNF
dépend de la concentration en Antithrombine et justifie en cas de déficit sensible une
supplémentation potentiellement colteuse. 11 est important de noter que 1’utilisation de seuil,
une baisse d’anticoagulation voire I’arrét de I’HNF chez le patient assisté par ECMO-VA sera
associé a une réduction des complications hémorragiques sans majoration des
complications thrombotiques.t

Peu d’alternatives a ’HNF existent pour chez les patients sous ECMO, parmi ces rares
molécules la bivaluridine et ’arganova sont les molécules les plus matures et disponibles pour

un usage clinique.

B. La bivaluridine
La bivaluridine est un oligopeptide analogue de I’hirudine possédant une action anti-
Ila directe.?®® L’indication habituelle de cette molécule chez les patients sous ECMO est la
survenue d’une TIH en remplacement de I’héparine non fractionnée. Dans cette indication, le
profil de sécurité et d’efficacité de cette molécule a été démontré. La facilité de son utilisation
et ses propriétés pharmacodynamiques ont amené plusieurs auteurs a s’interroger sur son
intérét en tant qu’anticoagulation de premiére ligne hors TIH. En effet la bivaluridine offre
une action anti-Ila directe et n’expose pas a une activation plaquettaire ou un risque de TIH

comme [’HNF.2%4
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Ranucci et al. ont étudié I’intérét de la bivalirudine dans une population de patients assistés
par ECMO-VA en postcardiotomie et retrouvaient une supériorité de la bivaluridine en termes
de réduction des complications hémorragiques et de réduction de la consommation en
produits sanguins labiles et en antithrombine. Un travail rétrospectif plus récent retrouvait
méme une réduction de la mortalité chez les patients traités par bivaluridine.?%® Ces résultats
favorables sont corroborés par des travaux dans la population de patients pédiatriques,?® et
confirmés partiellement dans une métanalyse récente de Ma M., et al.?%” Plusieurs écueils
subsistent cependant. Le risque d’accumulation en cas d’insuffisance rénale sévére est non
négligeable et I’absence d’antidote interpelle méme si la demi-vie de la molécule est courte.
Par ailleurs le co(t associé a la prescription de la bivaluridine reste élevé en considérant le

codt direct de la molécule en comparaison a I’HNF.

C. L’Argatroban
L’argatroban est un anti-1la direct de courte demi-vie positionnée dans ’arsenal thérapeutique
actuelle comme une alternative a I’HNF en cas de TIH. Les données disponibles qu’en a son
usage en alternative a I’héparine non fractionnée sont limitées. Cependant le profil
pharmacologique particulier améne a le considérer comme une alternative valable a
I’anticoagulation par HNF. Il s’agit d’un dérivé de la L-arginine inhibiteur spécifique, directe
et réversible de la thrombine circulante comme celle liée au caillot. Elle posséde une demi-vie
courte et a I’avantage de pouvoir lyser la thrombine libre et celle liée au caillot contrairement
a ’HNF. Cette dernicre particularité le rend particulierement intéressant dans le contexte de
I’ECMO-VA ou la pression thrombotique reste importante malgré une anticoagulation
systémique. A I’exemple de la bivaluridine, elle ne posséde pas d’antidote spécifique. Il existe
un risque d’accumulation et de surdosage associé a cette molécule en cas d’insuffisance

hépatocellulaire, amenant a des ajustements de dose.
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Objectifs de la these

L’assistance circulatoire par ECMO-VA pour choc cardiogénique réfractaire est grevée par la
survenue de complications thrombotiques et hémorragiques dont la caractérisation clinique et
la compréhension physiopathologique sont parcellaires.

L’analyse de la littérature permet de confirmer I’existence d’un phénotype hémostatique
particulier chez le patient sous ECMO génériqguement appelée «coagulopathie » liée a
I’ECMO, avec des particularités en fonction du type d’ECMO. Cette anomalie de la
coagulation liée a I’ECMO est d’origine multifactorielle, la compréhension de sa
physiopathologie est encore limitée et les données disponibles a ce sujet restent le plus
souvent que descriptives. Les connaissances actuelles permettent cependant d’affirmer qu’elle
implique I’activation de la coagulation par la voie contact, des anomalies induites par les
contraintes de flux supra physiologiques liées a ’ECMO-VA, la nature et la gravité de la
pathologie initiale.

Malgré I’existence de ce phénotype particulier, une anticoagulation prophylactique reste
d’usage eut égard au risque thrombotique associé a I’activation du facteur XII sur les surfaces
inertes de ’ECMO-VA. Ce recourt a I’anticoagulation ne permet pas d’exclure completement
la survenue de complications thrombotiques sur le circuit, I’oxygénateur et/ou chez le
patient.*®2% Par ailleurs, la nature de I’anticoagulant utilisée reste empirique, choisie par
analogie a celle utilisée en chirurgie cardiaque et par I’expérience accumulée sur 1’efficacité et
I’innocuité relative de I’héparine non fractionnées (HNF). Dans ce contexte de phénotype
hémostatique particulier 1ié a PECMO-VA et de la fréquence élevée des complications
hémorragiques, cette stratégie d’anticoagulation interroge.

La premiére des deux problématiques de cette thése est donc la persistance du risque de

complications thrombotiques malgré 1’usage des thérapeutiques prophylactiques actuelles,
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’anticoagulation systémique et la biocompatibilisassions par le revétement des surfaces des
circuits d’ECMO-VA. La seconde est la persistance d’un surrisque hémorragique

imparfaitement caractérisé au cours des assistances par ECMO-VA.

Le premier axe de ce travail de cette theése, I’axe thrombose, a donc pour objectif la

caractérisation des mécanismes associés a la thrombinoformation sous ECMO afin d’en

déduire une stratégie clinique antithrombotique rationnelle 8 méme de réduire 1’incidence des

complications thrombotiques. Deux travaux ont été réalisés dans ce sens :

— Une premiére étude qui porte sur la caractérisation clinique et histologique détaillée de la
composition des thrombi extraits de circuits d’ECMO-VA.

— Une seconde ¢tude qui compare ’efficacité des revétements de surface a base d’héparine a
celle & base de phosphorylcholine, les plus utilisés en routine clinique, sur la survenue de
complications thrombotiques, 1’évolution des paramétres biologiques d’intérét, la

composition des thrombi et sur la mortalité.

Le second axe de cette thése est I’axe hémorragie. La problématique identifiée la pauvreté
voir I’absence de données descriptives et pronostiques portant sur la complication liée a
I’hémostase dans la population homogeéne de patients assistés par ECMO-VA périphérique.
En effet, I’analyse de la littérature montre que nos références actuelles concernant les
complications hémostatiques reposent sur des travaux effectués dans des populations trés
hétérogenes en termes d’étiologies d’assistance, de configurations et de modalités de support
(ECMO-VA et ECMO-VV, ECMO central et périphérique, etc.). Ainsi aucune étude ne décrit
précisément les complications liées a I’hémostase dans une population homogene de patients
assistés par ECMO-VA périphérique. Concernant les complications hémorragiques, au-dela

de I’hétérogénéité ses données disponibles, se pose la question d’une stratification
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cliniquement et scientifiguement pertinente de leurs séveérités. La définition de 1’hémorragie
majeure proposée par I’ELSO, qui fait référence a ce jour dans cette population est empirique,
non issue d’une cohorte de dérivation et encore imparfaitement validée.

En réponse a ces observations, nous avons retenu comme objectifs de cet axe, I’analyse
descriptive et pronostique des complications hémorragiques dans une population homogéne
de patients assistés par ECMO-VA pour choc cardiogénique, la proposition d’une définition
cliniguement pertinente de I’hémorragie majeure et 1’identification de ces facteurs de risque
éventuel. Dans cette perspective, nous avons conduit une troisiéme étude clinique qui répond

a chacun de ces objectifs.
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A. Résumé du Manuscrit 1

Caractéristiques histologiques des thrombi issus des circuits ’ECMO-VA

Introduction

Les complications thrombotiques demeurent fréquentes chez les patients sous ECMO-VA
malgré D’utilisation d’une héparinothérapie systémique dont le choix est empirique sans
support mécanistique solide. La comprehension de la formation des thrombi sur ces circuits,
encore parcellaire, est donc nécessaire afin de mieux orienter le choix des stratégies
d’anticoagulation prophylactiques et curatives sous ECMQ.?10211

L’objectif de cette étude est de décrire de fagon extensive les caractéristiques histologiques

des thrombi issus des circuits d’ECMO-VA et de rechercher leurs particularités en fonction de

leurs localisations.

Matériel et méthodes

Nous avons collecté au cours de 1’année 2018 les circuits d’ECMO issus de 25 patients
consécutifs apres leurs ablations pour un changement de circuit, un sevrage de ’ECMO ou un
déces. Les données cliniques, les stratégies d’anticoagulation et les variables biologiques liées
a I’hémostase des 7 jours précédant I’explantation de ’ECMO-VA étaient recueillies.

Les thrombi recueillis étaient immergés dans une solution de PBS et conservés entre 2 et 8 °C
pour une durée maximale de 48 heures. Une analyse macroscopique et morphologique (taille,
poids, coloration) des caillots était réalisée avant fixation dans la paraffine.

L’analyse histochimique reposait sur les colorations Hematoxyline/Eosine et Martius Scarlet
Blue (Fibrine et érythrocytes). Elle était complétée par une analyse immunohistochimique
ciblant le facteur Von Willebrand (VWF), les plaquettes (CD42b), les polynucléaires

neutrophiles (CD66b et I’clastase), les « Neutrophil extracellular traps » (H3Cit). Les lames
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issues des colorations étaient digitalisées puis ’intensité des colorations était quantifiée

(logiciel ImageJ 1.49V) aprés exclusion des artefacts (logiciel Adobe Photoshop®).
Analyse statistique

En complément de I’analyse bivariée, une analyse en cluster hiérarchique était réalisée afin
d’identifier des caractéristiques communes permettant de déterminer des groupes homogenes
de thrombi. Cette analyse reposait sur 4 des parametres histologiques quantifiés (érythrocytes,
fibrine, plaquettes, VWF). Les groupes identifiés étaient comparés en fonction des locations

d’intérét sur ’ECMO (téte, oxygénateur, circuit). Une valeur de p<0,05 était significative.

Résultats

Sur les 25 circuits collectés, 85 thrombi étaient extraits et retenus pour I’analyse histologique.
La répartition du nombre de thrombi par localisation était de 23, 25 et 37 respectivement sur
la téte de pompe, 1’oxygénateur et les jonctions de tubes. Les proportions de patients ayant un
thrombus sur la téte de pompe, 1’oxygénateur et le circuit étaient respectivement de 19 (76 %),

16 (64 %), 23 (92 %).

Compositions des thrombi analysés

A Dlanalyse macroscopique, les thrombi avaient des dimensions variables avec un poids
médian de 40,3 (23.7 to 113.7) mg, une taille médiane de 16 (9 to 30) mm et de coloration
variable. Aprés analyse histolochimique et immunohstochimique, les principaux composant
des thrombi étaient en proportions variables les érythrocytes, les plaquettes, la fibrine et le

VWEF. Le marquage H3Cit était lui plus rarement retrouvé.

L’analyse en cluster hiérarchique mettait en évidence deux types de thrombi, I’une

érythrocytes prédominants (Cluster 1) et la seconde pauvre en érythrocytes et riche en fibrine
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(Cluster 2). L’analyse de la composition des thrombi en fonction de la localisation sur le
circuit d’ECMO retrouvait une prédominance de marquage H3Cit sur les thrombi issues
I’oxygénateur et de la téte de pompe comparativement a ceux issus du tube. On notait une
tendance non significative a une prédominance de marquage érythrocytaire sur 1’oxygénateur
comparativement aux autres localisations. La répartition des deux types de clusters était
similaire en fonction de la localisation de ’ECMO. La cinétique de la leucocytose et du LDH

des 6 jours précédents 1’ablation de ’ECMO montrait un compte plus élevé dans le cluster 2.

Conclusion, cette étude rapporte pour la premiére fois la forte implication du VWF et de la
fibrine, et celle plus limitée des NETs dans la thrombino-formation au niveau des circuits
d’ECMO-VA. Elle démontre également le caractere complexe et hétérogene des thrombi
formés sous cette assistance circulatoire mecanique. Ces résultats ouvrent la voie a plusieurs
questionnent la pertinence des stratégies antithrombotiques actuelles qui repose sur héparine

non fractionnée.
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Abstract

Objectives: Intra-device thrombosis remains one of the most common complications
during extracorporeal membrane oxygenation (ECMO). Despite anticoagulation, ap-
proximately 35% of patients develop thrombi in the membrane oxygenator, pump
heads, or tubing. The aim of this study was to describe the molecular and cellular
features of ECMO thrombi and to study the main drivers of thrombus formation at
different sites in the ECMO circuits.

Approach and Results: Thrombi (n =85) were collected immediately after veno-
arterial-(VA)-ECMO circuit removal from 25 patients: 23 thrombi from the pump, 25
from the oxygenator, and 37 from the tubing. Quantitative histological analysis was
performed for the amount of red blood cells (RBCs), platelets, fibrin, von Willebrand
factor (VWEF), leukocytes, and citrullinated histone H3 (H3Cit). ECMO thrombi con-
sist of a heterogenous composition with fibrin and VWF being the major thrombus
components. A clustering analysis of the four major histological parameters identi-
fied two typical thrombus types: RBC-rich and RBC-poor/fibrin-rich thrombi with no
significant differences in VWF and platelet content. Thrombus composition was not
associated with the thrombus location, except for higher amounts of H3Cit that were
found in pump and oxygenator thrombi compared to tubing samples. We observed
higher blood leukocyte count and lactate dehydrogenase levels in patients with fibrin-
rich thrombi.

Conclusion: We found that thrombus composition is heterogenous, independent of

their location, consisting of two types: RBC-rich and a fibrin-rich types. We also found
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that NETs play a minor role. These findings are important to improve current antico-

agulation strategies in ECMO.

KEYWORDS

ECMO, fibrin, histology, NETs, thrombosis, thrombus composition

1 | INTRODUCTION

Extracorporeal membrane oxygenation (ECMO) provides tempo-
rary mechanical support to the heart, lung, or both in patients with
cardiovascular and/or respiratory failure in the neonatal, pediatric,
and adult population. The use of adult ECMO has considerably ex-
panded during the past 2 decades and has become a valuable lifesav-
ing therapy in critical care medicine. During ECMO support, blood is
drained from the vascular system, circulated outside of the body by
a mechanical pump, oxygenated, and decarboxylated using an oxy-
genator before it is reinfused into the patient's circulatory system.!?

Despite increasing experience, systemic anticoagulation and re-
cent advances in ECMO technologies, device thrombosis is the most
common source of technical complications during ECMO treatment.
Indeed, in arecent ELSO registry analysis, it was shown that 17.2% of
ECMO-supported patients experience thrombotic events of which
the majority are related to intra-device thrombosis.® Intra-device
thrombosis can lead to decreased oxygenation and decarboxylation
of the patient's blood, increased flow resistance, hemolysis, and
embolic complications.* This often results in equipment malfunc-
tioning and circuit loss, necessitating elective or full system replace-
ments, which are high-risk procedures. In fact, Lubnow et al. found
that acute thrombosis of the oxygenator or blood pump is responsible
for more than one-third of ECMO system exchanges.* Furthermore,
ECMO-induced thrombosis greatly affects patient outcomes, fur-
ther emphasizing the relevance of understanding the underlying
drivers of thrombosis in ECMO circuits."® The exact mechanisms
of in-device thrombus formation remain, indeed, poorly understood
and involve different critical factors including long-lasting contact of
blood with foreign bio-artificial surfaces, low flow zones and turbu-
lences in connectors and high shear forces that prime the activation
of platelets, leukocytes and the coagulation system.®”’

In patients undergoing ECMO, adequate antithrombotic strate-
gies are key to maintain circuit patency and to prevent thrombotic
complications. Current anticoagulation strategy in ECMO mainly
focuses on the use of unfractionated heparin (UFH) as a first-line
therapy, with or without aspirin or other antiplatelet therapy.>®?
However, despite the release of anticoagulation guidelines by the
Extracorporeal Life Support Organization (ELSO) in 2014,'° large
variations still exist among ECMO centers, also including the use of
direct thrombin inhibitors or single/dual antiplatelet therapy.®'! An
additional challenge is the increased risk of bleeding when using sys-
temic anticoagulation during ECMO 1212

To date, little is known about the composition and architecture
of thrombi formed in the different components of the ECMO circuit.

Essentials

Intra-device thrombosis is a common complication in ex-

tracorporeal membrane oxygenation (ECMO).

Little is known regarding the composition and main driv-
ers of ECMO thrombus formation.

ECMO thrombi are heterogenous, independent of their

location, consisting of two thrombus types.

The findings are important to improve anticoagulation
and device modifications in ECMO.

NOVELTY AND SIGNIFICANCE
What Is Known?

Despite anticoagulation, intra-device thrombosis re-
mains one of the most common complications during
extracorporeal membrane oxygenation (ECMO)

Thrombi typically form in the blood pump, the mem-
brane oxygenator and in the circuit's tubing

This often results in equipment malfunctioning which

necessitates hazardous elective or full system exchanges

What New Information Does this Article Contribute?

In contrast to previous studies, this study performed a detailed
qualitative and the first quantitative histological description of
veno-arterial (VA)-ECMO thrombi to better understand the
underlying drivers of thrombus formation during ECMO. The
study's main findings are that VA-ECMO thrombi consist of
a heterogenous composition with fibrin and von Willebrand
factor (VWF) being the main components. Using a novel un-
biased clustering analysis for the main thrombus components
(red blood cells, fibrin, platelets, and VWF), we identified two
distinct thrombus types: (1) RBC-rich, fibrin-poor thrombi and
(2) RBC-poor, fibrin-rich thrombi. Intriguingly, these thrombus
types are not associated with the respective location of the
thrombus within the device, but are associated with the leuko-
cyte count further underscoring a role forimmunothrombosis
in ECMO. NETs are more frequent in pump and oxygenator
thrombi. These results provide novel insights into the ar-
chitecture and composition of these complication-causing
ECMO thrombi, which are important to further improve cur-
rent anticoagulation strategies (e.g., combination therapy) and
device modifications in ECMO.
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Clearly, better understanding of ECMO thrombus specimens could
help to better understand the mechanisms leading to intra-device
thrombosis and thus could be useful to improve current antithrom-
botic regimens and to develop safer ECMO technologies. The aim of
this study therefore was to collect, analyze, and describe the most
important molecular and cellular features of ECMO thrombi col-
lected from different sites in ECMO circuits.

2 | MATERIALS AND METHODS

2.1 | Patients
This study is ancillary to the WITECMO-H trial (NCT 03070912)
multicenter study conducted in the intensive care units of the Lille
University Hospital. The WITECMO-H trial was approved by the
French National Ethic Review Committee (CPP No.2017-A00256-47)
and written informed consent was obtained from patients, their per-
son of trust, or their next of kin, whomever was available first at the
inclusion. From November 2017 until May 2019, consecutive adult
patients aged 18years and older referred to the intensive care unit
for an ECMO were considered for inclusion in the WITECMO-H trial.
To limit the heterogeneity between patients in this ancillary study,
we only included patients supported with a veno-arterial ECMO (VA-
ECMO). This specific patient selection will exclude the ECMO type as
a potential confounding variable (veno-venous vs. VA-ECMO). Patients
were prospectively and consecutively considered for inclusion in case
of VA-ECMO circuit change or removal during the study period and if
thrombi extraction and fixation were feasible in the 48 following hours.
The histological substudy started in 2018 after 2 months of feasibility
of thrombi collection from November to December 2017. Clinical vari-
ables recorded include anthropometric data, comorbidities, and clinical
management data. Characteristics of VA-ECMO support and course
were also recorded (i.e., etiology of shock, peripheral or central cannu-
lation, the type of circuit and oxygenator, the reason of ECMO weaning

or circuit change, the duration of support and outcome).

2.2 | ECMO types and management

During the study period, centrifugal pump-based ECMO systems
(Rotaflow [Maquet Gentige group], Revolution [LivaNova Group],
Centrimag [Thoratec], or Biomedicus Bio-pump X 80 [Medtronic])
were used in combination with heparin-coated or phosphorylcholine-
coated polyvinyl chloride tubing and a hollow fiber membrane oxy-
genator (Quadrox [Maquet Gentige group], Eos ECMO [LivaNova
Group], or A.LONE ECMO [Euroset]) ventilated with an oxygen-air
blender (Sechrist Industries). All cannulations were performed in the
femoral vein and femoral or subclavian. Weaning modalities were
recovery from initial disease, bridge to heart transplantation, tem-
porary/long-term ventricular assist devices, or death. Weaning for
recovery was considered for recovery when the aortic velocity time
integral >10 to 12cm/s despite lowering ECMO flow to minimal for

jt|1 3
30min, with no or reduced inotropic support. ECMO bridging to
heart transplantation or long-term ventricle assist devices was con-
sidered after 5-7 days of support according to patients' conditions.
Circuit change was considered by the attending physician in case of

clinical suspicion of circuit thrombosis, breakdown of oxygenator
performance, or severe hemolysis.

2.3 | Anticoagulation and transfusion management
In all patients, anticoagulation was initiated at the cannulation
with a bolus of 100 1U/kg of UFH followed by a continuous infu-
sion, adapted to obtain a target anti-factor Xa activity of 0.2-0.41U/
ml with a monitoring of UFH performed according to the ELSO
guidelines.!®

2.4 | Thrombotic deposit collection,
processing, and histology

Immediately after collection, each circuit was drained of its blood con-
tentand filled with 1000 ml of NaCl 0.9% solution. Thereafter, the NaCl
0.9% solution was removed and the whole ECMO circuit was inspected
for thrombi. All pump heads, oxygenators, and circuit junctions iso-
lated from the circuit were mechanically opened and were evaluated
for the presence of thrombi. Identified thrombi were gently removed,
kept in a phosphate buffered saline solution at 4°C for a maximum 48
h before fixation.'® Importantly, filling of the circuit was performed ac-

1415 and does not alter the composition of

cording to previous studies
ECMO thrombi as investigated during the feasibility study (November-
December 2017). Furthermore, no clear signals were seen as to wash-
ing out of red blood cells (RBCs; main concern) from the thrombus.
For each thrombus, a macroscopic photograph was taken and throm-
bus location in the circuit as well as thrombus shape, size, weight, and
color were recorded. Thrombus color was scored as dark/red/brown,
pink/mixed, or white. To fixate, retrieved thrombi were incubated in
4% paraformaldehyde for 24 h at room temperature, subsequently em-
bedded in paraffin and sectioned into 5-pm sections. One section per
thrombus, exposing a large cross-sectional area of the entire throm-
bus and with a good tissue quality (e.g., limited amount of tissue folds),
was used for every staining as this method allows for a representative
measurement (as demonstrated in stroke thrombi).*¢

As previously described,'”'® thrombus sections were stained with
hematoxylin and eosin and with Martius Scarlett Blue (fibrin [dark
pink/red], RBCs [yellow], and collagen [blue]). In addition, immuno-
histochemical stainings were performed for platelets (GPlba, MA5-
11642, Invitrogen), von Willebrand factor (VWF; A008202-, Dako)
and citrullinated histone H3 (H3Cit, ab5103, Abcam). For immunohis-
tochemical staining procedures, nucleated cells were stained using a
Methyl Green solution (H-3402, Vector Laboratories) and negative
controls were obtained by omitting the primary antibody or by using
isotype-matched primary antibodies (Figure S1). Isotype controls were
performed by incubating a section with the respective isotype of
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the primary antibody (polyclonal rabbit IgG isotype control antibody
[910801, Biolegend] for VWF and H3Cit or a monoclonal mouse IgG1x
isotype control antibody [401402, Biolegend]) for platelets to confirm
the absence of aspecific binding of the primary antibodies to the tissue.
A more detailed description of all histological methods is provided in
the Online Supplementary Methods.

2.5 | Quantification of histological components
Stained thrombus sections were digitized using a slide scanner (Axio
Scan Z1, Zeiss or Nanozoomer SQ, Hamamatsu Photonics). Images
were exported at an 5x resolution using Zen Blue Edition version 3.1
(Zeiss) or NDP view?2 (Hamamatsu). Next, background noise surround-
ing the thrombus section (e.g., dust particles, air bubbles) was removed
using Adobe Photoshop CS5 to prevent noise-derived false-positive
signals in the quantification. Histological stainings were examined using
color segmentation and planimetric analysis to quantify the areas stain-
ing positive for fibrin (dark pink/red), RBCs (yellow), platelets (purple),
VWEF (purple), and H3Cit (purple) using ImageJ software 1.49v (National
Institutes of Health, Bethesda, MD; http://imagej.nig.gov/ij/). For each
staining, one section per thrombus was used for quantification.

2.6 | Statistical analysis

Categorical variables are presented as frequencies (percentage).
Continuous variables are presented as medians (interquartile range).
Normality of distributions was assessed using histograms and the
Shapiro-Wilk test. Based on the non-normal distribution of the histo-
logical parameters, we assessed the correlations between the histo-
logical parameters by calculating Spearman rank correlation. To classify
ECMO thrombi in different homogeneous groups, a principal compo-
nent analysis and a hierarchical clustering analysis were performed.
Four histological parameters (RBCs, fibrin, platelets, and VWF) were

25 patients with VA-ECMO implantation
between January 2018 to December 2018 (29

circuits)

considered for a cluster analysis. The cluster analysis was based on the
k-means method, in which similarity between individuals is measured
using the usual Euclidian distance. We performed several analyses with
different numbers of clusters, and the optimal number was determined
by consensus among three statistical properties: local peaks of the
cubic cluster criterion, pseudo F, and R2 (ratio between inter-cluster
variation and total variation). The distribution of the four parameters
were compared between the two clusters (Mann-Whitney U tests),
and represented after standardizations (z-scores), on a radar graph.
A 2 test was used to assess whether the two clusters were associ-
ated with the respective location in the ECMO device. Comparisons
of histological parameters with the respective location in the ECMO
device were done using Kruskall-Wallis tests. Finally, the biological pa-
rameters assessed at six times (1, 2, 3, 4, 5 and 6days) were compared
between the two clusters using linear mixed models for longitudinal
data (an unstructured covariance pattern model to account for the cor-
relation between repeated measures within the same ECMO thrombi)
with baseline values, times, clusters, and interaction between times
and clusters as fixed effects. The overall effect of clusters (taken into
account the heterogeneity in evolution) was assessed using likelihood
ratio test. Adjusted means values of biological parameters were ob-
tained from linear mixed model using the least-squares means values.
Statistical testing was conducted at the two-tailed a-level of 0.05. Data
were analyzed using SAS software package, release 9.4 (SAS Institute,
Cary, NC, USA) for all statistical tests except for the hierarchical clus-
tering analysis where R ([version 3.6.2, R Core Team]) was used.

3 | RESULTS

3.1 | Patient population and thrombus collection

During the study period, a total of 29 ECMO circuits from 25 pa-
tients were collected at the time of ECMO explantation either for a
circuit change or for weaning. A flow chart is given in Figure 1. Of

4 circuits excluded: collected after

reimplantation

25 circuits collected after first implantation

23 thrombi in pump 25 thrombi in
head oxygenator

37 thrombi in
tubing

FIGURE 1 Study flow chart
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those 29 circuits, four collected after reimplantation were excluded
because only the first collected circuit from every patient is kept
for analysis. We collected a median of three thrombi (interquartile
range, 2-4) per circuit. A total of 85 thrombi were collected from
these circuits, of which 23 thrombi originated from the pump head,
25 from the oxygenator, and 37 from the tubing. The demographic,
clinical, and ECMO characteristics of the patient cohort are shown
in Table 1. Fourteen patients (56%) were male. Hypertension (36%),
chronic heart failure (52%), and/or coronary artery disease (40%)
were the most frequent risk factors. Postcardiotomy accounted for
the largest proportion of reason for ECMO support.

3.2 | Thrombus composition

To better understand the composition and potential mechanisms in-
volved in thrombosis during VA-ECMO, all intra-device thrombi were
macroscopically and histologically analyzed. Thrombi were highly
heterogeneous in size, weight, and color. They had a predominate
red or mixed color (combinations of red, white, and pink) (Table 2).
Figure 2 shows representative images of all the histological staining
procedures. In general, RBCs and fibrin are interspersed throughout
ECMO thrombi (Figure 2), suggesting spatial segregation (most likely
via clot contraction) of RBC, fibrin, and platelets into separate areas.
Leukocytes (blue nuclei on hematoxylin and eosin staining) are not
frequently present in ECMO thrombi (Figure S2A). VWF was found
dispersed throughout both the RBC-rich areas and fibrin/platelet-
rich areas (Figure S2B,C). Higher magnifications of the H3Cit staining
indicate the presence of cellular and extracellular staining patterns
(Figure 2D). A characteristic circular morphology was observed in
some thrombi formed around the pump shaft and occurred in 9/23
(39.1%) of pump thrombi (Figure 2). Interestingly, higher magnifica-
tion of this circular thrombi indicates a homogenously stained yel-
low RBC-rich area in which the morphology of individual RBCs is
lost (Figure 2E), whereas individual RBCs can be identified in other
ECMO thrombi (Figure 2F). This suggests the presence of hemolyzed
RBCs because the RBC morphology was lost but the specific yellow
RBC staining was still present. Moreover, histological examination of
these circular thrombi again suggests the spatial segregation (most
likely mediated via clot contraction) of fibrin, platelets, and VWF to
the thrombus periphery.

Quantification was performed to determine the relative contri-
bution of RBCs, fibrin, platelets, VWF, and H3Cit for all thrombi via
color segmentation and planimetric analysis. The color of thrombi
was significantly associated with its composition, the content of
RBC was the highest in dark to red thrombi whether the content of
platelets was the highest in white thrombi, as expected (Table S1).
As shown in Table 2, the amounts of the different components span
wide ranges with fibrin and VWF being the major components,
followed by platelets, RBCs, and smaller amounts of citrullinated
histones.

To determine whether an association exists between the histo-

logical parameters, we performed a correlation analysis (Table 2).

Demographics

Age (years), median (IQR)
BMI?, median (IQR)
Male gender, n (%)

Hypertension
Diabetes
Stroke

Chronic obstructive pulmonary
disease

Atrial fibrillation

Chronic heart failure
Coronary artery disease
Chronic kidney disease
Venous thromboembolism
Thrombophilia

Neoplasia

Reason for ECMO support, n (%)

Dilated cardiomyopathy
Myocardial infarction
Postcardiotomy
Pulmonary embolism
Cardiac arrest

Others

ECMO parameters

ECMO circuit duration, days, median
(IQR)

P2Y12 before ECMO, n (%)

P2Y12 during ECMO, n (%)

AAS, n (%)

Anticoagulation, n (%)

Pumps heads, n (%)

Rotaflow (Maquet)
Revolution (Livanova)
Centrimag (Thoratec)

Biomedicus (Medtronic)

Oxygenators, n (%)

Quadrox (Maquet)
Eos ECMO (Livanova)
A.L.ONE ECMO (Euroset)

Pump
Oxygenator
Tubing

jth

TABLE 1 Clinical characteristics and thrombus load of the
patient population

Histologically analyzed
patients (n = 25)

51(47-67)
25.7 (21.9-30.1)
14 (56.0)

Comorbidities and chronic medical illness, n (%)

9 (36.0)
7(28.0)
3(12.0)
5(20.0)

7(28.0)
13(52.0)
10 (40.0)

3(12.0)

2(8.0)

2(8.0)

2(8.0)

6(24.0)
3(12.0)
11 (44.0)
1(4.0)
1(4.0)
3(12.0)

7 (3-9)

1(4.0

3(12.0)
22 (88.0)
23(92.0)

13(52.0)
10 (40.0)
1(4.0)
1(4.0)

12 (48.0)
10 (40.0)
3(12.0)

Patients with thrombi per device location, n (%)

19 (76.0)
16 (64.0)
23(92.0)

(Continues)
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TABLE 1 (Continued)

Histologically analyzed
patients (n = 25)

Oxygenator type in patients with oxygenator thrombi, n (%)

Quadrox (Maquet) 11 (68.75)
Eos ECMO (Livanova) 2(12.5)
A.L.ONE ECMO (Euroset) 3(18.75)

Pump type in patients with pump thrombi, n (%)

Rotaflow (Maquet) 8(42.1)
Revolution (Livanova) 10 (52.6)
Centrimag (Thoratec) 0(0)
Biomedicus (Medtronic) 1(5.3)

Ablation type, n (%)

Change 7 (28.0)

Definitive ablation 18 (72.0)
Cause of system change, n (%)

Thrombosis 2(28.6)

Other” 5(71.4)
Cause of definitive ablation, n (%)

Death 1(5.5)

Recovery 14 (77.8)

Heart transplantation 1(5.6)

Ventricular assist device (LVAD/ 2(11.1)

BIVAD)

Abbreviations: AAS, acetylsalicylic acid; BIVAD, biventricular assist
device; BMI, body mass index; ECMO, extracorporeal membrane
oxygenation; IQR, interquartile range; LVAD, left ventricular assist
device.

25 missing values.

Other: oxygenator failure, hemolysis, severe thrombocytopenia.

For the amounts of fibrin, a moderately inverse correlation exists
with RBCs (r =-.51) and a weak positive correlation exists with VWF
(r=.24) and H3Cit (r =.24). Platelets are weakly positively correlated
with VWF (r =.33) and H3Cit (r =.26) and VWF is weakly positively
correlated with H3Cit content (r =.29).

3.3 | Clustering analysis of thrombosis composition
We performed a hierarchal clustering analysis to identify poten-
tial subgroups of thrombi that are similar based on their composi-
tion (amounts of RBCs, fibrin, platelets, and VWF), without any a
priori assumption. H3Cit was not included in this clustering analy-
sis because it is a minor component in the majority of thrombi.
Interestingly, the clustering analysis revealed two types of thrombi,
as shown in Figure 3. Cluster 1 (n = 24) was mainly characterized
by lower amounts of fibrin and higher amounts of RBCs, whereas
thrombi in cluster 2 (n = 61) were fibrin-dominant and contained
smaller amounts of RBCs. The histological composition of both
clusters is given in Figure 3B and Table S2. Of note, a small over-
lap (<25%) in fibrin-composition of both clusters can be found

TABLE 2 Macroscopic and histological characteristics of ECMO
thrombi

Macroscopic characteristics of ECMO thrombi (n = 85)

Thrombus length? (mm), median (IQR) 16 (9-30)
Thrombus weight (mg), median (IQR) 40.3
(23.7-113.7)
Thrombus color®, n (%)
Dark/red/brown 35 (42.2)
Pink/mixed 35 (42.2)
White 13 (15.6)
Histological parameters, median (IQR)
RBCs (%) 11.8
(4-35.6)
Fibrin (%) 36.7
(18.9-58.6)
Platelets (%) 15.6
(6.8-36.9)
VWF (%) 24.4
(5.3-34.6)
H3Cit (%) 3.2(1.2-5.4)

Abbreviations: ECMO, extracorporeal membrane oxygenation device;
IQR, interquartile range; RBC, red blood cell; VWF, von Willebrand
factor.

23 missing values.
®2 missing values.

(Figure 3B). This overlap, however, does not influence the identifi-
cation into two clusters because of the use of multiple histological
parameters in concertation. Different thrombi from one patient are
not necessarily similar in composition as approximately one half of
the patients (44%) generated both thrombus types, whereas 4% of
patients only had cluster 1-type thrombi and 52% of patients only
cluster 2-type thrombi.

Clinical characteristics were well balanced according to the type
of thrombus (Table S4). RBC-poor/fibrin-rich cluster 2-type thrombi
were associated with higher blood leukocyte count (p <.0001) and
higher lactate dehydrogenase (LDH) levels (p <.001) during the first
6days of ECMO (Figure 4), but not with other clinical parameters
(platelet count, hemoglobin level, aPTT, prothrombin time, fibrino-

gen, free hemoglobin, and anti-Xa activity).

3.4 | Thrombus composition versus
thrombus location

Local differences in fluid dynamics could promote different throm-
botic mechanisms, leading to the formation of thrombi that differ
in cellular and biochemical makeup. When analyzing thrombus ac-
cording to the different type of colors observed, we did not observe
a significant relation with location (Table S1). Furthermore, we did
not find a significant difference between RBC, fibrin, platelet, and
VWEF content or the two thrombi cluster-types and the respective
location within the device (Table 3). H3Cit content was significantly
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FIGURE 2 Examples of histologically
stained ECMO thrombi. Thrombus
sections were stained with (A) H&E to
visualize overall thrombus composition
and organization and (B) MSB to identify
RBCs (yellow) and fibrin (dark pink/red).
Immunohistochemical stainings were used
to identify (C) platelets (CD42b; purple),
(D) VWF (purple), and (E) H3Cit (purple).
Examples of ECMO thrombi are shown

in A-D, illustrating a broad heterogeneity
in composition. Thrombus 1 consists of a
mixed RBC/fibrin, platelet-poor and VWF-
rich content containing a large H3Cit
positive area. Thrombus 2 is a RBC/VWEF-
rich and fibrin/platelet/poor thrombus
containing a small H3Cit positive area.
Thrombus 3 is a RBC/platelet-poor, fibrin/
VWE-rich thrombus containing little to no
H3Cit. Thrombus 4 is a circular shaped,
RBC-rich, and platelet/fibrin/VWF-poor
thrombus containing no H3Cit positive
signal. Scale bar: 1 mm (A-E). CD42b,
cluster of differentiation 42b; ECMO,
extracorporeal membrane oxygenation;
H&E, hematoxylin and eosin; H3Cit,
Citrullinated histone H3; MSB, Martius
Scarlet Blue; RBCs, red blood cells; VWF,
von Willebrand factor.

Thrombus 1
(Tubing)

v
k]
]
-
=
a

higher in the pump and oxygenator thrombi compared to the tubing
thrombi (p =.01; Table 3). Taken together, these data indicate that
major ECMO thrombus components are not associated with the re-

spective location of the collected thrombus.

4 | DISCUSSION

Intra-device thrombosis remains an important challenge during
ECMO. In this study, we performed a detailed histological exami-
nation of 85 thrombi collected from VA-ECMO circuits and pro-
vide a detailed qualitative and the first quantitative description
of VA-ECMO thrombus composition with regard to the amount

jth
Thrombus 4
(Pump)

Thrombus 2
(Oxygenator)

Thrombus 3
(Tubing)

RBCs, fibrin, platelets, VWF, and H3Cit. Our main findings are
that VA-ECMO thrombi have a heterogenous composition, with
fibrin and VWF as the major thrombus components. Second, we
identified two histological thrombus types: (1) fibrin-poor, RBC-
rich thrombi and (2) fibrin-rich, RBC-poor thrombi. Finally, the
overall thrombus composition including thrombus types was not
associated with the respective location, although we found higher
amounts of H3Cit in the pump and the oxygenator compared to
the tubing.

The macroscopic evaluation of ECMO circuits in this study reveal
a considerable thrombus load at various locations within the device.
These results are to some extent in line with a report by Hastings
et al., illustrating that ECMO thrombi are predominantly located at
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(A) Fibrin s FIGURE 3 Hierarchal clustering
— cluster2 identifies two histological cluster
types. Hierarchal clustering analysis
J was performed using the quantitative
i histological RBC, fibrin, platelets, and
LN VWEF data. (A) Two histological cluster
e types were identified. (B) Cluster 1
RBCs -:/: 7 ‘Platelets (n = 24) was mainly characterized by
™\ g P/ significantly lower amounts of fibrin and
7 higher amounts of RBCs compared with
0. N cluster 2, whereas thrombi in cluster
! 2 (n = 61) were fibrin-dominant and
contained smaller amounts of RBCs
compared with cluster 1. VWF and
VWE platelet content does not significantly
differ between the two cluster types.
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FIGURE 4 Blood leukocyte counts and LDH levels according to the two cluster-type thrombi. Using a linear mixed model including cluster

and cluster*time interaction (to account the possibility of different evol

ution), in comparison to RBC-rich cluster 1-type thrombi (black),

RBC-poor/fibrin-rich cluster 2-type thrombi (red) were associated with (A) significantly higher blood leukocyte counts (p <.001) and (B)
significantly higher LDH levels (p <.001) during the first 6 days of ECMO support by comparison to RBC-rich cluster 1-type thrombi (black).

LDH, lactate dehydrogenase; RBC, red blood cell.

tubing junction connectors and the pre-membrane side of oxygen-
ators.* In addition, our study also reveals the presence of pump
thrombotic deposits in the majority of patients.

The exact mechanisms of in-device ECMO thrombosis remain
poorly understood. Yet, only few studies investigated the compo-
sition of ECMO thrombi.'**> These reports mainly focused on
the descriptive analysis of ECMO thrombi in a pediatric popula-
tion, in particular RBC, fibrin, platelets, and VWF content, and will

be compared with our findings throughout the discussion.!*>?

Various elements are thought to contribute to ECMO thrombus for-
mation, and good understanding of this multifactorial thromboge-
nicity can help design better therapeutic prevention strategies and
circuit technologies. The continuous perfusion of blood over a large
nonbiological surface, together with sites of high shear stress, par-
ticularly in the pump, remains a risk for thrombotic complications
in ECMO. These conditions provoke activation of the platelets,
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TABLE 3 Analysis of thrombus composition/cluster and thrombus location

Thrombus components (%), Median

Thrombus location

jth 1

(IQR) Pump (n = 23)
RBCs 7.2 (1.2-42.0)
Fibrin 36.6(20.8-63.3)
Platelets 26.3(9.0-40.6)
VWEF 30.0(10.8-42.2)
H3Cit 4.2(1.1-7.4)
Thrombus cluster, n (%) Pump (n = 23)
Cluster 1 (n = 24) 7(30.4)

Cluster 2 (n = 61) 16 (69.6)

Oxygenator (n = 25)
18.4 (10.3-52.2)
30.0(10.8-58.6)
12.8 (4.0-24.8)

18.6 (3.7-34.3)
4.1(2.2-13.6)

Oxygenator (n = 25)

9(36.0)
16 (64.0)

Tubing (n = 37)
10.4 (2.5-22.4)
40.0 (24.2-54.5)
15.9 (7.1-30.1)
23.3(2.6-34.0)
1.8(0.8-4.0)

Tubing (n = 37)
8(21.6)
29 (78.4)

Significance
(p value)

.070°

.26°

277

.24

.0117
Significance
(p-value)

.37°

Note: Significance level is p <.05. Bold values highlight the results that are statistically significant.
Abbreviations: RBCs, Red blood cells; VWF, von Willebrand factor; H3Cit, Citrullinated Histone H3; IQR, Interquartile range.

?Kruskall-Wallis test.
bxz test.

leukocytes, and coagulation factors, leading to fibrinogen deposition
and surface-adherent clot formation.

We found that the major components of ECMO thrombi are fi-
brin and VWF. One of the possible reasons that fibrin is an import-
ant constituent is most likely related to the initiation of thrombus
formation within the device. Exposure of blood to a nonbiological
surface leads to immediate absorption of plasma proteins such as
fibrinogen to the surface of these biomaterials, leading to the ac-
tivation of the contact pathway.®?° Moreover, also tissue factor-
expressing monocytes potentially contribute to fibrin formation by
receptor-mediated binding to the absorbed fibrinogen, resulting in
tissue-factor pathway activation.?*?2 This is further corroborated
by the consumption of fibrinogen in these ECMO patients 142324
Interestingly, in our data, fibrin deposition seems to occurs despite
anticoagulation therapy with UFH, raising an interesting perspective
regarding the effectiveness of heparin in an ECMO setting.

VWEF-mediated thrombus formation could provide another ex-
planation as to why heparin is unable to prevent in device thrombotic
complications. VWF mediates platelet adhesion to surface-absorbed
fibrin(ogen) under conditions of high shear stress.?>2?° In addition,
with 18% of ECMO-treated patients having hemolytic complications,
free hemoglobin has also been shown to enhance VWF-mediated
platelet adhesion, followed by subsequent platelet activation and
aggregation.“’27 Although VWEF is abundantly present, it should
also be noted that VWF might mainly act as a scaffold for platelets,
RBCs, and fibrin. On the other hand, VWF has also been shown to
contribute to the complex duality between bleeding and thrombo-
sis in ECMO patients. Indeed, as a result of high shear stresses, the
partial or complete loss of high molecular weight VWF leads to ac-
quired von Willebrand syndrome in ECMO patients.m'30 Our results
also show that platelets are an important constituent of almost all
thrombi, independent of their location, suggesting that platelets, at
least in part, might have contributed to thrombus formation in the

ECMO circuit, which is in line with previous reports that show the
presence of platelets in ECMO thrombi.*>*?

Using an unbiased clustering analysis approach, we were able to
identify two specific thrombus clusters: an RBC-rich and an RBC-
poor/fibrin-rich thrombus type. These results suggest different
thrombus formation mechanisms in the ECMO circuit. The predomi-
nant nature of the RBC-poor/fibrin-rich thrombus type in ECMO cir-
cuits further underscores the important role of fibrin deposition on
the artificial surfaces, despite systemic anticoagulation with heparin.
Moreover, the presence of a RBC-rich thrombus type hints toward
low shear-mediated thrombus formation in the ECMO device.

One of the possible reasons for the variable composition and the
different thrombus types in ECMO circuits is probably related to
the different device components. It seems reasonable to speculate
that low shear conditions in the circuit (e.g., oxygenator) favor coag-
ulation driven-thrombosis, whereas high shear environments (e.g.,
pump) are prone to form platelet-driven thrombi. Our histological
data, however, indicates that both the individual thrombus compo-
nents (RBCs, fibrin, platelets, and VWF content) and the unbiased
thrombus cluster-types are not associated with the respective loca-
tion in the device. Similar as to our quantitative findings, a recent de-
scriptive report, investigating 53 pediatric ECMO circuits, has shown
that thrombi originating from different device locations consist of a
mixture of fibrin, platelets, red blood cells, VWF, and Ieukocytes.19 In
contrast, two descriptive reports by Hastings et al. have shown that
oxygenator and tubing thrombi mainly consist of RBCs and fibrin,
whereas pump thrombi are more platelet dominant.}*1°

In recent years, increasing knowledge indicates that also immu-
nothrombotic components play a role in ECMO thrombogenesis.
For instance, adhesion and activation of neutrophils, monocytes,
and complement factors on the ECMO circuit's surface have been
shown to activate both coagulation and platelets.ml’33 Interestingly
we observed a higher blood leukocyte count during ECMO support
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in patients with fibrin-rich thrombi, supporting the involvement of
leukocytes that trigger thrombus formation. However, although not
specifically stained, our histological data indicate that only few leu-
kocytes are present in VA ECMO thrombi, which could potentially
be explained by the fact that the majority of VA-ECMO cases is re-
lated to noninfectious etiologies. In contrast to VA-ECMO, we have
previously shown the abundant presence of leukocytes in a small
cohort of COVID-19 patients using veno-venous ECMO support.34
Apart from leukocytes, also H3Cit content of ECMO thrombi was
measured to identify the presence of NETs. Our histological data
indicate the presence of some intra- and extracellular H3Cit signal,
suggesting the presence of neutrophils undergoing NETosis and
NETSs, respectively. In general, few NETs (H3Cit-postive signal) were
observed. However, the (rather low) H3Cit levels were particularly
increased in both the pump and the oxygenator thrombi compared
with tubing thrombi which suggests at least in minor part a NET-
related mechanism in both device locations as already hypothe-
sized.® This is in line with recent in vitro studies which have shown
platelet-dependent NET formation in ECMO circuits and high shear
rate-induced NET formation in a microfluidic assay.>*%”

Our study shows the contribution of various factors, includ-
ing fibrin, platelets, and VWF, which underscores the complexity
of ECMO-induced thrombus formation. This indicates that other
therapies besides the currently used heparin are worth investigat-
ing. These could include the use of direct thrombin inhibitors, FXII
and/or FXI blocking and inhibition of the platelet-VWF interaction
(e.g. blocking the GPlb-A1 interaction).*®*? Indeed, data from in vivo
ECMO animal models suggest that FXII, alone or in combination with
FXI inhibition, leads to reduced fibrin and platelet deposition and is
associated with fewer bleeding complications, but remains to evalu-
ated in a clinical setting.*>** Besides optimization of anticoagulation
regimens, modification of ECMO materials, flow conditions, and de-
vice technology are also needed to prevent the deposition of pro-
thrombotic factors to further minimize thrombosis. Future studies,
however, are required to investigate the safety and efficacy of such
potential strategies.

This study has several limitations that are worth considering.
First, because different types of pumps or oxygenators are often
composed of different biomaterials and surface coatings, it is plau-
sible that the type of pump/oxygenator could influence the com-
position of thrombi.*> However, we were unable to investigate this
aspect because of the low sample sizes of thrombi formed in differ-
ent oxygenators or pumps. Second, we cannot exclude that the oxy-
genator acted as a sieve for thrombi that were dislodged from other
locations and might therefore not accurately reflect the composi-
tion of thrombi formed at the premembrane oxygenator side. Third,
the weight of variation in flow shear rate according to location and
during support periods should also be accounted in the interpreta-
tion of these results and was not captured in our study. Finally, even
though most of our thrombi were kept in phosphate buffered saline
solution for less than 24 hours, we cannot rule out bacterial growth
and (even limited) protein degradation. Nevertheless, previous re-
ports indicated very limited issues when thrombi are kept less than

48hours in such condition.’® Furthermore, although our histologi-
cal data also suggest that clot contraction may occur within ECMO
thrombi, we are currently not able to investigate the presence of
contracted RBCs (polyhedrocytes) via scanning electron microscopy
because all samples were processed via routine paraffin-embedding
procedures. Overall, despite the high number of thrombi analyzed in
comparison to previous reports, our results and their interpretation
are exploratory and need further confirmation.

In conclusion, our histological study provides insight into the
possible underlying drivers of in-device VA-ECMO thrombus for-
mation. We found that thrombus composition is heterogenous, con-
sisting of two distinct thrombus types: an RBC-rich and a fibrin-rich
thrombus type. These findings are important to further improve
current anticoagulation strategies in ECMO, such as combination
strategies. Future studies are needed to investigate the safety and
efficacy of novel antithrombotic therapies in ECMO and to evaluate
device-related modifications to minimize in-device thrombosis.
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A, Résumé du manuscrit 2
Comparaison des revétements de surface a base d’héparine et de phosphorylcholine
dans la prédiction des complications liées 4 I’hémostase sous ECMO-VA : Etude

multicentrique avec pondération par score de propension et analyse histologique

Introduction

La prévention des complications thrombotiques sous ECMO-VA repose sur I’inhibition de
I’activation de la voie du facteur XII par I’héparinothérapie systémique et par les revétements
de surface (RS) destinés a améliorer la biocompatiblilité des surfaces inertes des circuits
d’ECMO. Alors que ces RS ont été étudiés de fagcon extensive au cours des procédures de
chirurgie cardiaque sous circulation extracorporelle (CEC), peu de données existent
concernant leurs performances sous ECMO qui se distingue de la CEC par une utilisation
prolongée des circuits traités et un niveau d’anticoagulation systémique plus réduit. Les
revétements a base d’héparine (Heparin-coating) et ceux a base de phorsphorylcholine (PPC-

coating) sont les plus utilisés en routine clinique.

L’objectif principal de cette étude est de comparer les performances de ces deux types de
revétement de surface dans la prédiction des complications thrombotiques. Les objectifs
secondaires sont de les comparer sur (i) des critéres d’évaluation cliniques : thrombose de
circuit d’ECMO, survenue de complications hémorragiques et la mortalité a 28-jours (ii) des
critéres biologiques : cinétiques de I’hémoglobine (hb), des plaquettes, des leucocytes et de la

CRP, enfin (iii) sur la description histologique des thrombi formés sur ces circuits.
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Matériel et méthodes

Pour répondre a I’objectif histologique, nous avons réalisé une analyse post-hoc d’une cohorte
histologique antérieurement publiée.?®® L’analyse s’est portée exclusivement sur les thrombi

issus des jonctions des tubes du circuit d’ECMO.

Les objectifs cliniques ont été étudiés sur une cohorte clinique rétrospective multicentrique
agrégeant des patients issus de 3 centres référents en assistance circulatoire. Tous les patients
adultes assistés pour la premiére fois par une ECMO-VA périphérique avec une survie > 48 h
étaient inclus. Les critéres d’exclusions étaient : un age <18 ans, une ECMO centrale ou
droite-droite, thrombopénie induite a I’héparine ou utilisation de 1’ Argatroban, syndrome des
anti-phospholipides, administration de facteur VII activé recombinant ou d’anticoagulant oral

direct, I’absence de données d’intérét et les circuits d’ECMO peu utilisé (<5 par ans).

Le revétement de surface Bioline® coating (Maquet, Gentige group, Rastatt, Germany) a base
d’héparine et d’albumine étaient opposés aux revétements P.H.I.S.0. coating et AGILE™
coating a base de phosphorylcholine [respectivement LivaNova Group (Saluggia, Italy) et
Euroset (Medolla, Italy)].

Les stratégies d’anticoagulation étaient similaires en fonction des groupes, basés sur
héparinothérapie non fractionnée. Les procédures transfusionnelles étaient protocolées par
centres. La gestion hémodynamique était également similaire dans les deux groupes et dans
les 3 centres.

Analyses statistiques

Les deux groupes ont étée comparés apres pondération par un score de propension en utilisant
I’approche Propensity Score Ovelap Weighting (IPTW). Le calcul des incidences cumulées
des complications thrombotiques était estimé d’aprés la méthode de Kalbfleisch and Prentice.
La mortalité a 28 jours était estimée d’apres une analyse de Kaplan Meier. Les comparaisons

intergroupes ont été réalisées par des modéles de régression de Cox’s or Fine and Gray

102



régression en prenant en compte le risque compétitif induit par la durée de P’ECMO et la

nature temps dépendant des variables étudiées. Une valeur de p < 0,05 était significative.

Résultats
Sur les 704 patients éligibles dans la cohorte clinique, 461 ont été inclus dont 155 (44 %) dans
le groupe PPC-coating et 306 (66 %) dans le groupe Heparin-coating. Dans la cohorte

histologique, 34 thrombi issus de 22 patients ont été analysés.

Les revétements Heparin-coating étaient associé a une réduction des complications
thrombotiques comparativement au revétement PPC-coating avant et aprés PSOW,
[unadjusted-HR=0,70 (IC 95 % 0,51- 0,95), p=0,023 and sub-HR = 0,60 (IC 95 % 0,37- 0,98),
p=0,041 (Figure 1). Les changements de circuit étaient différents dans les deux groupes avant
PSOW, mais pas aprés pondération (Figure 1). Aucune différence n’était observée en ce qui
concerne les complications hémorragiques et la mortalité. Le taux d’hb et de plaquette étaient
décroissants dans les deux groupes avec une décroissance plus marquée pour les plaquettes
pour le Heparin-coating et plus marquée pour I’Hb pour le PPC-coating. La CRP et la
Leucocytose étaient croissantes sous ECMO sans différence significative en termes de
cinétique. La composition des caillots était différente en fonction du type de revétement avec

une prédominance significative de VWF dans les caillots PPC-coating.

Conclusion

Dans cette étude, le revétement de surface Heparin-coating sont plus efficace que les
revétements PPC-coating sur la prévention des complications thrombotiques et la préservation
de I’hémoglobinémie, mais plus délétéres sur le compte plaquettaire. Les thrombi issus du
PPC-coating étaient plus riche en VWF. Ces résultats suggerent I’intégration du type de

revétement dans les stratégies d’anticoagulation sous ECMO-VA.
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Abstract

Introduction

Veno-arterial extracorporeal membrane oxygenation (VA-ECMO) is associated with a high
rate of thrombotic complications which may worsen outcomes. Contact phase activation is
among main drivers of this complication and justifies the use of systemic anticoagulation and
the development surface coating technologies. Heparin (Heparin-coating) and
phosphorylcholin (PPC-coating) based coatings are among the most used in clinical routine. If
Evidence for their effectiveness is available during short duration of use in cardiopulmonary
bypass for cardiac surgery but are scarce in VA-ECMO setting where support last several
days. Our objectives were to compare Heparin-coating and PPC-coating performances for
thrombotic complications, serious bleeding, blood trauma, systemic inflammation, thrombus

composition and 28-day mortality.

Material and Methods

A retrospective clinical multicenter cohort was studied for clinical endpoint and a histologic
cohort was investigated for thrombi composition. The clinical cohort included from January
2008 to December 2018, all adults supported by VA-ECMO for cardiogenic shock for > 48
hours, free from any hemostasis disease or therapy that may impact thrombotic complications.
Thrombi retrieved from circuit junction underwent histochemistry and immunochemistry
analysis for red blood cells, Von Willebrand Factor (VWF), platelets, fibrinogen, and
Neutrophil Extra-Cellular Traps contents. The clinical cohort was compared after a propensity
score overlapped weighting and handling of missing variable using multiple imputation. p-

value <0.05 was significant.

Results
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Heparin-coating was associated with a lower occurrence of thrombotic complications as
compared to PPC-coating before [unadjusted-HR=0.70 (95%CI 0.51;0.95), p=0.023] and after
PSOW [sub-HR=0.60 (95% CI, 0.37;0.98), p=0.041] while serious bleeding and mortality
were similar among groups. As compared with PPC-coating, Heparin-coating was associated
with a lower drop in hemoglobin [Mean difference=0.064 g/dL per day (95%CI, 0.014;0.115),
p=0.012] and a higher drop in platelets [Mean difference=-4.7 G/L per day (95%ClI, -6.6;-
2.8), p <0.001]. Leukocytes count and c-reactive protein Kinetics were similar among groups.

In the histologic analysis, PPC-coating showed a higher content in VWF.

Conclusion

Heparin coating is associated with a lower thrombotic complication but is associated with
more sustain platelets drop during VA-ECMO as compared to PPC-coating. Thrombi
developed on circuit-junction had different composition in relation with coating type. Anti-

coagulation strategies should account.

Keys words: ECMO, surface coating, phosphorylcholin, heparin, thrombotic

complications, serious bleeding, mortality
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Introduction

During the last decades, the use of veno-arterial extracorporeal membrane oxygenation (VA-
ECMO) for rescuing refractory cardiogenic shock has increased exponentially in response to
new pathological considerations and technological developments.t® VA-ECMO remains,
however, associated with a high rate of thrombotic complications ranging from circuit or
cannula thrombosis to systemic thrombotic events including limb ischemia, pulmonary
embolism, intracardiac thrombi and stroke.*’

Thrombotic complication prophylaxis is based primarily on systemic anticoagulation and on
the surface coating which intended to improve devices biocompatibility by reducing the
consequences of intrinsic coagulation or contact phase pathway.®° Indeed, the interaction
between patient’s blood and the inert non-endothelialized surfaces of ECMO circuitry
promote the activation of the coagulation Factor XII-dependent coagulation, which induces
both a pro-coagulant and pro-inflammatory response. Coating the inner surfaces of ECMO
circuit is supposed to avoid or alleviate several of these side effects resulting from the
activation of the Factor XII pathway activation by providing hydrophilic and negatively
charged surfaces.?1°

However, in a comprehensive perspective, even though surface coatings reduce these
complications as compared to no coating strategy,***3 it seems not sufficient on its own to
completely prevent the occurrence of thrombotic complications in ECMO setting. Therefore,
systematic anticoagulation remains the norm, a strategy which unfortunately may contribute
to the high frequency of bleeding complications observed under ECMO support.*>14.15

Of interest, surfaces coating technologies use may differ from one manufacturer to another
going from bioactive to biopassive coating made of different component.1216-18 This suggests
a possible difference in performances which have never been studied in VA-ECMO patients

setting.
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The aim of this work is therefore to compare in a clinical study, the performance of heparin-
albumin and phosphorylcholin coating commonly used in clinical routine on the occurrence of
thrombotic complications, bleeding, blood cells component trauma, systemic inflammation,
and mortality.

Further we sought to describe the composition of clots retrieved from ECMO circuit junction

according to the coating types in a thrombus histologic substudy.

Material and methods

Ethical considerations and study cohorts
The clinical study is a multicenter retrospective study, performed in 3 intensive care units of
academic ECMO referral centers (Réanimation Cardio-Vasculaire, Institut Coeur-Poumon,
Lille University Hospital; P6le des Réanimations, Hopital Salengro, Lille University Hospital;
Réanimation Cardio-Thoracique, Vasculaire et Respiratoire, Cardiac and Thoracic Intensive
Care Unit, Amiens University Hospital, France).
Approval was obtained from the Ethical Committee of French Society of Anesthesia and
Intensive Care Medicine SFAR (Société Francaise d’Anesthésie Réanimation) which waived
the need for informed consent because of the retrospective setting. All datasets analyzed in
this study were declared to French authorities in compliance with national laws
(Methodology MR-004).
The histologic substudy is a post choc analysis of Clot-ECMO study, an ancillary study of the
multicenter WITECMO-H study (NCT 03070912). This study is an observational prospective
study approved by the French National Ethic Review Committee (CPP N°2017-A00256-47)
with an informed written consent obtained from all patients or their person of trust. All

patients analyzed here were included in the Lille university hospital centers.
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Patients’ Selection in the Clinical Cohort
We included consecutive adult patients aged 18 years and older, supported by peripheral VA-
ECMO for refractory cardiogenic shock graded SCAI D or E, or INTERMACS 1 or 2 from
January 2013 to January 2020 and that were supported for more than 24 hours with a coated
ECMO circuitry. Exclusion criteria were : moribund patients (death within first 48 hours),
heparin induced thrombocytopenia or argatroban infusion, administration of recombinant
factor VII, s (the primary outcome), multiple VA-ECMO runs (only the first run was kept in
the analysis), central and right ventricle to pulmonary artery VA-ECMO, antiphospholipid
syndrome and oral anticoagulants in use at the baseline, missing coating/ECMO circuit brand
information and thrombotic complication. The centrimag pump (Thoratec, Pleasanton, CA)
head, which was uncoated and associated with other manufacturer oxygenator and coated
tubing was also excluded, so was the BPX80 (Thoratec) and the MEDOS (Medos, Stolberg,

Germany) ECMO systems because of the little number of patients supported in study centers.

Data Collection and Sources in the Clinical Cohort
We extracted anthropometric, anamnestic and outcomes variables from our electronic health
records [Sillage (SIB, Rennes, France) and IntelliSpace Critical Care and Anesthesia (Philips
Healthcare, Koninklijke Philips N.V. Netherlands) for Lille centers and Centricity Critical
Care formerly known as Clinisoft (GE Healthcare, Barrington, IL, USA) for Amiens Center],
and biological data were gathered from routinely used laboratory results restitution software
[Molis® (CompuGroup Medical, Koblenz, Germany) software in Lille centers and Centricity
Critical Care formerly known as Clinisoft (GE Healthcare, Barrington, IL, USA) in Amiens
Center]. We further collected ECMO device particularities including, brands, type of coating,

site of cannulations, devices changes and related complications.

110



ECMO Devices and Coating

Four ECMO systems with specific combination of pump head, oxygenator and coating from
different manufacturers were used in both centers during the study periods and in accordance
with exclusion criteria : E1-Maquet (Gentige group, Rastatt, Germany) ECMO system
associating of Rotaflow centrifugal pump, Quadrox oxygenator, Bioline® coating; E2-Maquet
(Gentige group, Rastatt, Germany) Cardiohelp with HLS set advanced 5.0/7.0 disposable,
bearing specific centrifugal pump and Quadrox oxygenator with BIOLINE® coating. E3-
LivaNova Group (Saluggia, Italy) ECMO system that combines the Revolution pump head
and Eos ECMO oxygenator and P.H.I.S.1.O coating, E4-Euroset (Medolla, Italy)] ECMO
system, an associating of Rotaflow centrifugal pump, A.L. ONE ECMO oxygenator, and
AGILE™ Coating.

Two types of coating were used on these 4 ECMO systems and were studied: The
phosphorylcholin based coating (PPC-coating) used in E3 and E4 and the heparin-albumin
based (Heparin-coating) coating used for E1 and E2. All the circuitry, pump heads and

oxygenator included, were coated in these ECMO systems.

Management of VA-ECMO
Arterial cannulations were performed in the femoral or subclavian arteries for peripheral
ECMO and in the ascending aorta or pulmonary artery for central ECMO. Venous
cannulations were performed the femoral vein, jugular vein or right atrium for central or
peripheral ECMO as appropriated. Left ventricle (LV) unloading using additional LV venting
cannulation or cannulation change for anterograde flow was considered in case of LV
dilatation with spontaneous contrast in cardiac ultrasound or pulmonary edema. The pump
flow was adjusted to target a mean arterial pressure>60 mmHg, SvO2>65% or ScVO2>70%,

aortic valve opening and optimal right ventricle unloading. Weaning was considered for
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recovery when cardiac output was acceptable after reducing the ECMO flow and inotropic

support to minimal.

Anticoagulation, Thrombotic Complications and Bleeding Management
Generally, UFH was administered at 100 Ul/kg before cannulation for patients not under
cardiopulmonary bypass prior to support and followed by a continuous infusion to target an
Anti-FXa of 0.2 to 0.4 Ul mL*in Lille centers or activated partial thrombin time (aPTT) of
1.5 to 2.0-fold the reference in Amiens centers. The target was modulated according to pump
flow, the occurrence of bleeding or thrombotic complications.

Thrombotic complication led to UFH treatment intensification according to ECMO pump
flow, the type of ischemic complication and the risk of further iatrogenic bleeding
complications. ECMO circuit thrombosis led to circuit changes in case of reduced oxygenator
or pump head performances or pending embolic complications.

Bleeding complications resulted in an interruption of UFH infusion or protamine reversal
according to the severity of bleeding and at the discretion of the attending physician. Packed
red blood cells (PRBC), fresh frozen plasma and platelets concentrated were transfused to
maintain a hemoglobinemia>8 g dL-, normalized prothrombin time ratio> 50%, aPTT ratio

<2 and platelets count> 50,000 mm-3 (increased to 70,000 mm=2in case of bleeding).

Study outcomes

The primary endpoint was thrombotic complications during ECMO support, a composite of a
stroke, limb ischemia and ECMO circuit changes for thrombosis or cannulation thrombosis or
any thrombosis that led to medical or surgical intervention or death.

The secondary outcomes were: (i) ECMO circuit changes (ii) serious bleeding defined

according to the ELSO bleeding management guidelines!® as a bleeding that led to surgical
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exploration or characterized by its location (central nervous system, hemothorax, retro-
peritoneal bleeding) or requiring immediate transfusion of at least 2 units of PRBC for either a
sudden fall of hemoglobin of 2 g dL in less than 24 hours or new hemodynamic instability or
overt bleeding. (iii) systemic inflammatory response intensity using the kinetics of C-reactive
protein (CRP) and leucocytes during ECMO support. (iv) blood cells component trauma
evaluated by the platelets count and hemoglobin kinetics. (v) 28-day mortality defined as all-

cause mortality censored at 28 days.

Histologic Cohort and Analyses

Clots collections, staining and analyses is described elsewhere and as supplementary data. For
these analyses we analyze a specific cohort of patients from whom the ECMO circuit was
collected after removal between January 2018 to December 2018 either for circuit change or
definitive removal for native heart recovery, death, bridge to heart transplant or to long-term
ventricular assist device support.

To analyze the weight of coating type on clot formation, we exclusively focused on the circuit
junction clots. This allows avoiding confounders related to the difference in pump head and
oxygenator design between ECMO circuits. The main objective was to compare the clots
compositions among coating groups (Heparin-coating vs. PPC-coating).

Collected thrombi were incubated in 4% paraformaldehyde for 24 hours at room temperature
before being embedded in paraffin and cut into 5 pm sections. These sections were used for
histologic and immunohistological analyses to identify and quantify red blood cells, fibrine,
collagen (hematoxylin eosin and Martius Scarlett Blue stainings) and platelets (GP1ba, MA5-
11642, Invitrogen, Waltham, MA, USA), Von Willebrand factor (VWF, A008202-, Dako,
Glostrup, Denmark) and citrullinated histone H3 (H3Cit, ab5103, Abcam, Cambridge, UK)

for NETosis as appropriated. Stained thrombus sections were digitized (Axio Scan Z1, Zeiss,
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Oberkochen, Germany or Nanozoomer SQ, Hamamatsu Photonics, Hamamatsu, Japan) and
quantified using Adobe Photoshop CS5 (San José, CA, USA) and ImageJ software 1.49v

(National Institutes of Health, Bethesda, MD; http://imagej.nig.gov/ij/). For each staining, one

section per thrombus was used for quantification.

Statistical Analysis

Quantitative variables are expressed as means (standard deviation) in the case of normal
distribution or medians (interquartile range) otherwise. Categorical variables are expressed as
numbers (percentage). Normality of distributions was assessed using histograms and the
Shapiro-Wilk test. 28-day cumulative incidences of thrombotic, circuit change and serious
bleeding events from implantation to ECMO removal were estimated using Kalbfleisch and
Prentice method, by considering ECMO removal (whatever the reason) as competing events
and cumulative incidence of all-cause mortality was estimated using Kaplan-Meier method,;
any events occurred after 28 days were not considered and were treated as censored events at
day 28. As main analysis, patients were divided in two groups according to coating type
(heparin vs. PPC). Baseline and ECMO support characteristics and cumulative incidences of
each outcome were described according to the two coating groups. To evaluate between-
group imbalance in pre-specified potential confounding factors (namely age, gender, body
mass index, SAPS II, dilated cardiomyopathy, postcardiotomy, prior ECMO implants cardiac
arrest, LV unloading, maximum fibrinogen and platelets, and minimum value of Anti-FXa),
absolute standardized differences were calculated; an absolute standardized difference>10%
was interpreted as a meaningful difference.?’ We assessed the effect of coating type on each
outcome using a Cox’s proportional regression model with cause-specific approach to account
competing risk for regarding the causal question.?* Using PPC-coating group as reference, we

derived from the Cox’ regression models, hazard ratios (HRs) with their 95% confidence
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intervals (CIs) as treatment effect size measures. For each outcome, the proportional hazard
assumption was assessed using the Schoenfeld residual plot. The effect of the coating type on
each outcome was further estimated after mitigating the potential confounding factors using
propensity score overlap weighting (PSOW) method. The propensity score was estimated
using a non-parsimonious multivariable logistic regression model, with coating type as
dependent variable and the pre-specified confounders as covariates. The adjusted (Overlap-
Weighted HRs) effect sizes and cumulative incidences were obtained by using Cox’s
regression models weighted by the overlap weight (by assigning a weight to each patient that
is proportional to the probability of that patient belonging to the opposite coating group). %
Because of missing data in covariates including in propensity score (range from 0 to 36%, see
table 1), we estimated the effect sizes after handling missing covariate values by multiple
imputation,?® using a regression switching approach (chained equations with m=10
imputations obtained). Imputation procedure was performed under the missing at random
assumption using all variables listed in Table 1 (including coating groups) with a predictive
mean matching method for continuous variables and multinomial or binary logistic regression
model for categorical variables. In each imputed dataset, we calculated the propensity score
and estimated the overlap-weighted adjusted effect sizes, which were later combined by using
the Rubin’s rules.?* As secondary analysis, we performed pairwise comparisons of ECMO
devices regarding the coating type using the same methodology as described in main analysis.
Evolution of laboratory variables (hemoglobin, platelets count, leukocytes, and CRP) were
estimated using shared random-effect model weighted by overlaps weights for the joint
analysis of longitudinal data (biological evolution) and time-to event data (ECMO removal);
to account that the biological evolution was censored by ECMO removal.

Statistical testing was conducted at the two-tailed a-level of 0.05. Data were analyzed using

the SAS software version 9.4 (SAS Institute, Cary, NC)
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Results

Study population
Clinical cohort

Among the 704 assessed for inclusion, 243 were excluded and 461 were included in this
study, 319 (69%) and 142 (31%) from Lille and Amiens centers, respectively. As depicted by
the study flowchart in Figure 1, 155 (44%) patients had a PPC-coating device and 306 (66%)
Heparin-coating device. The detailed description of patient’s baseline characteristics and VA-
ECMO support is reported in Supplemental Table S1.

Briefly, patients were mostly male, severely ill as shown by the SAPS Il score (57.8 £ 21.5)
and baseline lactate (6.7 mmol/L + 5.2), mostly supported for postcardiotomy (30%) and for
myocardial infarction (28%). Peripheral femoro-femoral canulation was performed in 410
(91%) patients and the median (IQR) ECMO support duration was 7.0 days (4.0; 12.0), The
Rotaflow (Maquet®) head pump and polymethylpenthen oxygenators with exchange surface

of 1.80 m? and higher (73%) were mostly used.

Propensity Score Overlap Weighted Clinical Cohort
Figure 2 showed the absolute standard differences between coating groups before PSOW and
after missing variable handling. All patients were kept in the final PSOW analysis. Patients’
characteristics according to coating groups and ECMO circuit types are described in Table 1.
Supplemental Table 2 described patients characteristics considering the four ECMO systems

studied.

Histologic Cohort
We analyzed 37 circuit junctions coming from 25 included patients in this cohort

(Supplemental Figure S1). Patients’ characteristics in this cohort are shown in Table 2.
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Association of Coating Types and Thrombotic Complications

Thrombotic complications occurred in 180 (39%) patients. The cumulative incidence curve of
these events according to cannulation groups is shown in Figure 3. Heparin-coating was
associated with a reduce occurrence of thrombotic complications as compared to PPC-coating
before and after PSOW, [unadjusted-HR=0.70 (95%CI 0.51 to 0.95), p=0.023 and sub-HR =

0.60 (95% ClI, 0.37 to 0.98), p=0.041, respectively (Figure 4)].

Association of Coating Types With Circuit Changes

We observed 62 (14%) circuit changes during the study period. The cumulative incidence
according to coating groups were significantly different (Figure 3). Heparin-coating was
associated with reduced occurrence of circuit change as compared to PPC-group [Unadjusted-
HR 0.51 (95%CI 0.30 to 0.84), p=0.008] before PSOW. This difference was no longer

significant after PSOW [sub-HR 0.49 (95%CI 0.22 to 1.09), p=0.08] (Figure 4).

Association of coating types with serious bleeding
Serious bleeding occurred in 281 (61%) patients with a similar rate between groups before

and after PSOW (Figure 4).

Association of coating type with mortality

The 28-day mortality rates were 64 (41.3%) in PPC-coating group and 133 (43.6%) in
Heparin-coating group. The Kaplan Meir survival plot showed no difference in probability of

survival (Figure 3). This result was confirmed before and after PSOW (Figure 4).

Effect of Coating Types of Hemoglobin and Platelets Count Kinetics
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Hemoglobin and platelets count were similar in both coating groups the first day of VA-
ECMO support followed by a significant decrease. As compared to PPC-coating, the mean
difference (MD) in hemoglobin decrease was lower [MD=0.064 g/dL per day (95%CI, 0.014
to 0.115), p=0.012] (Figure 5A) while the MD in daily platelets count decrease was higher

[MD=-4.7 G/L per day (95%ClI, -6.6 to -2.8), p <0.001], (Figure 5B) in Heparin-coating.

Effect of Coating Types on Leucocytes Counts and on CRP Kinetics

While leucocytes count and CRP were similar the first day of support, a significant increase
was observed in both groups. The MD in leucocytes count changes [MD=-0.024 G/L per day
(95% CI -0.29 to 0.24), p=0.86] and in CRP changes [MD=1.5 mg/L per day (95% CI -3.5 to

6.5), p=0.55] between coating types were nonsignificant (Figure 5C and 5D).

Comparison of Thrombus Composition Between Coating Groups in the Histologic
Cohort

Proportion of VWF was significantly higher in PPC-coating group as compared to Heparin-
coating groups. The percentage of fibrin, platelets, red blood cells and NETs were found

similar among groups (Figure 6).

Discussion

This study is to our knowledge the first to provide a comprehensive comparison of PPC-
coating and Heparin-coating in both a clinical cohort and a histologic cohort. In the clinical
cohort, we observed that Heparin-coating as compared to PPC coating was associated with a
reduced thrombotic complication, a lesser decrease in hemoglobin concentration but a sharper
decrease in platelet count during VA-ECMO course, despite a similar rate of serious bleeding.

The 28-day mortality rate was similar among groups.
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Additionally, the histologic analysis of thrombi retrieved from circuit junction showed
differences in thrombus composition with a lower rate of VWF in Heparin-coating as
compared to PPC-coating.

Several studies have reported a better performance of surface coating as compared to coating-
free CPB circuit for the reduction of thrombus formation, inflammation, complement
activation and various clinical endpoints.11216.25-31 However, comparison of surface coating
technologies one to another in this regard remains limited to the setting of CPB and generally,
results of experimental and clinical performance reported were conflicting and vary according
to study endpoints. This is typically the case when considering investigation comparing either
heparin coating, PPC-coating or Poly-2-methoxyethylacrylate coatings.%118.32:33

These results can hardly be transferred to the ECMO setting because of the fundamental
differences between CPB and ECMO. First;, ECMO involves several days of support,
typically 6 to 8 days,*>'41> whereas CPB is used for a few hours during cardiac surgery.
Thus, the performance seen during CPB may not be maintained during the longest duration of
ECMO support. Second, many CPB configurations involve air-blood contact in addition to
inert surface contact with blood, which is absent under ECMO. This justifies the important
differences in coagulation patterns between the two types of extracorporeal circulation. The
difference in pathology profile must also be considered, as all patients under VA-ECMO are
in refractory shock with a systemic inflammation response and endothelial damage existing
prior to assistance, a phenomenon participating in a pro-coagulant phenotype. This is not the
case in most elective cardiac surgery procedures. Therefore, comparison of surface coating in
VA-ECMO setting is of interest.

In this study, a significant difference in thrombotic complications was observed before and
after PSOW whereas the difference in circuit changes observed was lost after PSOW.

Knowing that the primary objective of the surface coating is to avoid or alleviate several
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complications of the activation of the Factor XII pathway in the inner surface of the ECMO
circuitry, this observation may be concerning. We believe that the limited number of events
for circuit change endpoint and the size of studied the population may have limited the
statistical power to reach a significant difference.

Thiara AS. et al. published an interesting comparison of heparin coated vs. PPC coated CPB
circuitry investigating a wide range of biological endpoints and observed, similarly to our
finding, a decrease in hemoglobin, in platelets and an increase in inflammatory cytokines with
no difference between groups. The study included 15 patients per group resulting in
underpowered analysis to observe significant differences. Of note duration of CBP were 128
(102-151) min vs 101 (77-122) min.** We observed a less drop in hemoglobin count in
Heparin-coating group as compared to PPC group without difference in serious bleeding.
Consequently, we can hypothesize that difference in mechanical hemolysis constrain may
explain this observation. Comparison of daily free hemoglobin may have strengthened this
hypothesis, but this variable was lacking in our dataset.

The greatest decrease in platelet count in the Heparin-coating group, while fewer thrombotic
complications are observed in this group, implies other mechanisms of platelet loss related to
this treatment. In contrast to PPC-coating, the Heparin-coating could induce a higher level of
anti-platelet 4 antibodies with possible occurrence of heparin induced thrombocytopenia.
Although heparin complexes are covalently attached to the surface of the inert ECMO
material, leaching of some fragments which were excluded in CBP setting cannot be excluded
in ECMO setting because durability issues.®>3% This could favor the formation of
heparin/platelet complexes.

Anti-PF4 antibody production is associated with the concentration of circulating heparin, and
their interaction with platelets may trigger a thrombotic phenotype but also platelets apoptosis

and lost. Because Anti-Xa activity was similar in both groups, the involvement of circuit-
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attached heparin in promoting anti-PF4 antibody formation remains plausible. Additionally,
weaker performance of heparin coating for platelet aggregation and consumption has been
reported as compared to other coating technologies.!’3?

The higher VWF content in PPC-coating circuit junction may suppose a higher involvement
of VWEF for thrombus formation in these VA-ECMO circuitry. The VWF/GPIlba. interaction
to promote platelets activation®” and thrombosis can be emphasized by free hemoglobin® as
previously reported. This interaction is made possible by the flow-dependent elongation of
high molecular weight VWF multimers exposing its Al domain which respond to
GPlba.373940 Therefore, the differences observed between the two types of coatings could
reflect in part the differences in shear generated within these circuits. Indeed, some PPC-
coating circuits have a different pump head (Revolution®, Livanova®) than the Heparin-
coating ones and had a smaller exchange surface of oxygenators. On the other hand, a
difference in shear stress would have favored more bleeding in relation to the occurrence of a
shear-dependent acquired VWF syndrome. This was not observed in our results. Interestingly,
in a previous publication, we observed a heterogeneous composition of clots recovered from
ECMO without a specific pattern in relation to the type of ECMO circuit or the location on it.
This work investigated all thrombi recovered from either the oxygenator, pump head or circuit
or circuit junctions. Focusing on a single location (circuit junction thrombi) with a well-
established mechanism of thrombi formation,** we observed differences in VWF content and
a nonsignificant trend in NETs content when considering coating types. This observation
highlights the complexity of thrombi formation in other VA-ECMO locations and the need for
dedicated investigations in this regard.

Our results further underlined that the rate of thrombotic complications remains high despite
the systematic use of surface coating and systemic anticoagulation. These complications

occurred both on the inert surface where the effect of surface coating should be optimal, and
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within the patient’s endothelialized vascularization. This suggests that surface coating did not
alleviate or avoid coagulation activation occurs through the factor XII pathway, or that other
mechanisms may participate in promoting thrombosis in both endothelialized and inert
surfaces. Several alternative pathways have been described, and includes the shear induced
platelets activation,33° the generation of circulating microparticles*? and systemic
inflammation depending on the initial disease severity.

This study suffers from several limits. The retrospective setting of the multicenter study is one
of those. The confounding factors were, however, mitigated using a PSOW. Nevertheless, we
cannot exclude remaining confounding, and causation cannot be made regarding these results.
We cannot totally exclude the effect of pump head type on the observed results. Indeed, only
The Maquet-Revolution circuit and the Euroset circuit offers similar pump heat and similar
oxygenator exchange surface. In general, pairwise comparison between the four different
circuit types could help to rule out some of the confounding related to circuit particularities.
Unfortunately, the rate of events was not high enough when considering each circuit
separately to provide a sufficient power for statistical analysis. Our analysis is limited to two
types of surface coating, although there are several on the market or in development, still the
two technologies studied are the most used in the setting of ECMO in our country and
probably in the worldwide.

Finally, these results suggest that anticoagulation strategies should be adapted by considering
the thrombotic risk associated with the type of surface coating, beyond the sole risk of HIT
that may be associated with heparin-based coating technologies. Randomized studies
comparing different coating technologies using similar oxygenator and pump head are needed

to confirm these results but need a close collaboration of manufacturers.

Conclusion
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HA coated surfaces were associated with lower thrombotic complications as compared to PPC
coated ones. Platelets drop during support was more sustained in Heparin-coated circuit while
hemolysis seems lower. Thrombi compositions were according to surface coating. Therefore,

anticoagulation strategies should be tailored considering the type of surface coating.
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Tables

Table 1. Patients’ characteristics and description of ECMO support according to coating

group before multiple imputation and propensity score weighting

PPC-coating Heparin-coating

(N=155) (N=306)
Age!, years 57.1 +13.7 54.6 +14.1
Body mass index!2, kg/m? 27.3+5.9 28.1+6.3
Male gender? 102/155 (65.8) 201/306 (65.7)
Comorbidities
Stroke 7/154 (4.5) 21/303 (6.9)
Atrial fibrillation 56/155 (36.1) 66/304 (21.7)
Diabetes mellitus 40/155 (25.8) 77/304 (25.3)
Hypertension 86/154 (55.8) 140/303 (46.2)
Hypercholesterolemia 58/155 (37.4) 92/304 (30.3)
eGFR <80 ml/min/m? before ECMO 41/153 (26.8) 158/295 (53.6)
Coronary artery disease 58/154 (37.7) 132/304 (43.4)
Valvular heart disease 37/155 (23.9) 52/304 (17.1)
Dilated cardiomyopathy? 21/154 (13.6) 26/304 (8.6)
SAPS |13 59.7+£21.9 56.9+21.3
Lactate on admission#, mmol/L, median (IQR) 4.8 (2.6 t0 8.9) 4.9(2.7t010.1)
Prior to ECMO implant cardiac arrest! 56/155 (36.1) 70/306 (22.9)

Description of ECMO support
Oxygenator brands
Quadrox® (Maquet®)
Eos ECMO® (livaNova®)
A.L. ONE® (Euroset®)
Oxygenator
Low surface (<1.80 m?)
Circular shape
Pump head
Rotaflow®

Revolution®

6/155 (3.9)
125/155 (80.6)
24/155 (15.5)

125/155 (80.6)
149/155 (96.1)

30/155 (19.4)
125/155 (80.6)

306/306 (100.0)
0/306 (0.0)
0/306 (0.0)

0/306 (0.0)
0/306 (0.0)

209/306 (68.3)
0/306 (0.0)
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HLS advance Set ®
Etiologies of refractory shocks
Low cardiac output syndrome
Primary graft dysfunction
Myocardial infarction
Acute on chronic heart disease
Myocarditis
Pulmonary embolism
Poisoning
Right ventricle failure
Others
Postcardiotomy shock*
Arterial cannula > 15 French
Venous cannula > 21 French
Type of cannulation
Femoro-femoral
Axillo-femoral
LV unloading®
Left venting
IABP
Impella® CP/5.0
Duration of ECMO support, days, median (IQR)
Baseline biological variables
Fibrinogen®®, g/L
Anti-Factor Xa'®, IU/mL, median (IQR)
Hemoglobin’, g/dL
Platelet count!8, G/L

0/155 (0.0)

53/155 (34.2)
6/155 (3.9)
38/155 (24.5)
33/155 (21.3)
5/155 (3.2)
6/155 (3.9)
3/155 (1.9)
2/155 (1.3)
9/155 (5.8)
61/155 (39.4)
112/150 (74.7)
78/150 (52.0)

134/150 (87.0)
20/150 (13.0)

9/155 (5.8)
4/155 (2.6)
12/155 (7.7)
7 (410 11)

37+17
0.1(0.1t00.2)
8.9+22
177 + 97

97/306 (31.7)

69/306 (22.5)
8/306 (2.6)
91/306 (29.7)
23/306 (7.5)
13/306 (4.2)
26/306 (8.5)
10/306 (3.3)
10/306 (3.3)
56/306 (18.3)
75/306 (24.5)
217/294 (73.8)
185/287 (64.5)

276/299 (92.3)
23/299 (7.7)

9//155 (2.9)
43/155 (14.1)
19/155 (6.2)
8 (410 13)

33+16
0.1(0.1t00.2)
9.4+2.1
190 + 93

Values expressed as no./total no. (%) or median (interquartile range) unless otherwise

indicated.! variables used to calculate the propensity score.

2 24 missing values (7 in PPC-coating); 2 16 missing values (5 in PPC-coating); 30 missing

values (9 in PPC-coating); °136 missing values (40 in PPC-coating); 6167 missing values (53
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in PPC-coating); 123 missing values (42 in PPC-coating), 8130 missing values (41 in PPC-

coating)
Abbreviations: ECMO = Extracorporeal membrane oxygenation; eGFR=; Estimated
glomerular filtration rate IABP = Intra-aortic balloon pump; IQR=interquartile range;

LV= Left ventricle; PPC= Phosphorylcholine; SD= Standard deviation; SAPS Il = Simplified

acute physiology score IlI.
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Table 2. Description of the histological cohort according to coating groups

All PPC-coating Heparin-coating
Demographics
Age, years 50 (46 to 66) 49 (38t0 73) 50 (47 to 66)
Male gender 10 (50) 4 (36) 6 (67)
Weight, kg 74 (60 to 85) 70 (58 to 76) 79 (60 to 95)
Height, cm 169 (164 to 175) 169 (153to 175) 170 (165 to 176)

Comorbidities
Stroke
Atrial fibrillation
Diabetes mellitus
Hypertension
Chronic heart failure
Chronic kidney disease
Coronary artery disease
VA-ECMO support
Etiology
Dilated cardiomyopathy
Myocardial infarction
Postcardiotomy
Pulmonary embolism
Cardiac arrest
Other
ECMO circuit duration
ECMO system
Maquet ®
Livanova®
Euroset ®

Thrombi management

3 (15)
6 (30)
5 (25)
7 (35)
9 (45
2 (10)
8 (40)

5 (25)

3(15)

8 (40)

1(5)

1(5)

2 (10)
8 (410 10)

9 (45)
8 (40)
3 (15)

Patients with thrombi per device location

Pump head
Oxygenator

16 (80)
15 (75)

3(27)
4 (36)
2 (18)
3(27)
4 (36)
0
5 (46)

4 (36)
3(27)
3(27)
0
0
1(9)
7(61t09)

8 (73)
3 (27)

11 (100)
7 (64)

2 (22)
3(33)
4 (44)
5 (26)
2 (22)
3(33)

1(11)
0
5(56)
1(11)
1(11)
1(11)
10 (310 13)

9 (100)
0
0

5 (56)
8 (89)
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Circuit 20 (100)
Ablation type

System change 6 (30)

Definite removal 14 (70)
Cause of system change

Thrombosis 6 (30)

Severe hemolysis 14 (70)
Reason for definitive removal

Death under support 6 (30)

Recovery 11 (55)

Heart transplant 1(5)

Ventricle assist devices 2 (10)

11 (100)

5 (45.5)
6 (54.5)

5 (46)
6 (55)

5 (45.5)
4 (36)
1(9)
1(9)

9 (100)

1(11.1)
8 (88.9)

1(11)
8 (89)

1(11)
7(78)
0
1(11)

ECMO=extracorporeal membrane oxygenation. Variables are proportion (percentages)

or median (interquartile range). No comparison is provided because of limited number of

patients per groups
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Figure legends

Figure 1. Study flow charts. A described patient selection and study groups in the clinical
cohorts. ECMO=extracorporeal membrane oxygenation, HIT=Heparin induced thrombopenia,
RV=right ventricle.

Figure 2. Absolute standardized differences in pre-specified confounders (used to
calculate propensity score) between main coating groups before propensity score
weighting.

Absolute standardized differences were calculated after handling missing values by multiple
imputation (m=10).

Figure 3. 28-day cumulative incidences of Thrombotic complications (A), Circuit
Change (B), Serious Bleeding (C), mortality (D) according to coating groups in
Propensity-score Weighted Cohort. All outcomes were censored at 28 days and calculated
after handling missing values on covariates including propensity score by multiple imputation
(combined estimates (mean value of the 10-imputed datasets) were obtained after applying
complementary log-log of cumulative incidences derived from weighted Fine-and Gray or

Cox’s regression model).

Figure 4. Comparisons in outcomes between Heparin versus PPC coating in unadjusted,
and propensity score-weighted analyses.

Values are number of events (28-day cumulative incidence, %) unless otherwise indicated.
Effect sizes indicated relative risk for all-cause mortality and cause-specific hazard ratio for
other outcomes calculated for Heparin- relative to PPC-coating group. Overlap-weighted
effect sizes were calculated after handling missing values on covariates used to estimate the

propensity score by multiple imputation. PPC= phosphorylcholine; PS=propensity

Figure 5. Changes in laboratory variables according to coating groups.
Changes of hemoglobin (A), platelets count (B), c-reactive protein (C) and leucocyte count

(D) during the first 10 days of VA-ECMO support according to coating groups (Heparin-
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coating versus Phosphorylcholin-coating) in overlap-weighted cohort. Evolutions were
estimated using shared random-effect model weighted by overlaps weights for the joint
analysis of longitudinal data (laboratory variable evolution) and time-to event data (ECMO
removal); to account that the laboratory variable evolution was censored by ECMO removal.
P-value are shown for mean difference between Heparin-coating (Red lines) and

Phosphorylcholin-coating (Blue lines).

Figure 6. Comparison of components of thrombi retrieved from ECMO circuit junction
in coating groups.
VWF=Facteur von Willebrand, NETose= présence de Neutrophil Extracellular Traps. PPC=

Phosphorylcholin
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Figure 1. Study flow charts.

Assessed for eligibility
n=704

Excluded, n = 243 patients*
Moribund, n= 96
Coating data missing, n = 37
Central cannulation, n = 28
Multiple ECMO support, n = 26

Included in the study
n=461

HIT or argatroban anticoagulation, n = 18
RV to pulmonary artery ECMO, n = 12
Age <18 years, n=12

Recombinant Factor VII, n =10

Others, n =14

Phosphorylcholine
coating
n =155

before and after IPTW

Heparin-albumin
coating
n =306
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Figure 2. Absolute standardized differences in pre-specified confounders (used to

calculate propensity score) between main coating groups before propensity score

weighting.
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Figure 3. 28-day cumulative incidences of Thrombotic complications (A), Circuit
Change (B), Serious Bleeding (C), mortality (D) according to coating groups in
Propensity-score Weighted Cohort.
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Figure 4. Comparisons in outcomes between Heparin versus PPC coating in unadjusted,

and propensity score-weighted analyses.

Unadjusted Analysis

Overlap PS-weighted analysis

Outcomes PCC-coating Heparin-coating Effect size (95%CI) P Effect size (95%CI) P
(n=155) (n=306)
Thrombotic complications 66 (43.1) 105 (34.8) 0.70(0.51t00.95) 0.023 - 0.60(0.37t00.98) 0.041
Circuit change 28 (18.1) 34(11.2) 0.51(0.3t00.84) 0.008 —.— 0.49(0.22t0 1.08) 0.08
Bleeding complications 95 (61.3) 177 (59.6) 0.88(068t0113) 032 —.— 1.01(0.69t0 1.46) 096
All-cause mortality 64 (41.3) 133 (43.6) 1.04(0.88t01.23)  0.63 l 0.95(0.74t01.21) 065
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Figure 5. Changes in laboratory variables according to coating groups.
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Figure 6. Comparison of components of thrombi retrieved from ECMO circuit junction

in coating groups.
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Supplemental Tables

Supplemental Table S1. Patients’ characteristics and description of ECMO support in

overall study population (N=461)

Characteristics N Values
Age, years 461 55.4 + 14.0
Body mass index, kg/m? 437 27.8+6.2
Male gender 461 303 (65.7)
Comorbidities
Stroke 459 28 (6.1)
Atrial fibrillation 459 122 (26.6)
Diabetes mellitus 459 117 (25.5)
hypertension 457 226 (49.5)
Hypercholesterolemia 459 150 (32.7)
eGFR <80 ml/min/m? before ECMO 448 199 (44.4)
Coronary artery disease 458 190 (41.5)
Valvular heart disease 459 89 (19.4)
Dilated cardiomyopathy 458 47 (10.3)
Simplified acute physiology score 11 445 57.8+21.5
Lactate on admission, mmol/L, median (IQR) 431 4.9 (2.6t09.7)
Prior to ECMO implant cardiac arrest 461 126 (27.3)
Description of ECMO support
Coating types

Phosphorylcholin 461 155 (33.6)

Heparin based 306 (66.4)
ECMO circuit description

Maquet® Rotaflow® 461 209 (45.3)

Maquet® HLS Advance® 97 (21.0)

LivaNova® 125 (27.1)

Euroset® 30 (6.5)
Oxygenator brands

Quadrox (Maquet®) 461 312 (67.7)

Eos ECMO (LivaNova®) 125 (27.1)
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A.L. ONE (Euroset®)
Oxygenator
Low surface (<1.8 m?)
Circular shape
Pump head
Rotaflow®
Revolution®
HLS advance Set®
Etiologies of refractory shocks
Low cardiac output syndrome
Primary graft dysfunction
Myocardial infarction
Acute on chronic heart disease
Myocarditis
Pulmonary embolism
Poisoning
Right ventricle failure
Others
Postcardiotomy shock
Type of cannulation
Femoro-femoral
Axillo-femoral
Avrterial cannula > 15 French
Venous cannula > 21 French
LV unloading
Left venting
IABP
Impella CP/5.0®
Duration of ECMO support, days, median (IQR)

461
461

461

461

461

461

444
437

461

461

24 (5.2)

125 (27.1)
149 (32.3)

239 (51.8)
125 (27.1)
97 (21.0)

122 (276.5)

14 (3.0)

129 (28.0)

56 (12.1)

18 (3.9)

32 (6.9)

13 (2.8)

12 (2.6)

65 (14.1)
136 (29.5)

410 (90.5)
43 (9.5)

329 (74.1)
263 (60.2)

18 (3.9)
47 (10.2)
31 (6.7)

7 (410 12)

Values are number (%) or mean£SD unless otherwise as indicated.

Abbreviations: ECMO= Extracorporeal membrane oxygenation; eGFR=estimated glomerular

filtration rate; IABP = Intra-aortic balloon pump; IQR=interquartile range; LV= Left

ventricle, SD=standard deviation
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Supplemental Table S2. Patients’ characteristics and description of ECMO support according to coating and device types.

PPC-coating Heparin-coating
Livanova (n=125) Euroset (n=30) Maquet 1 Maquet 2 (n=97)
(n=209)

Agel, years 56.4+14.1 60.1 +11.3 544 +£13.6 55.0+15.1
Body mass index?, kg/m? 27.2+6.1 28.0+4.9 28.2+6.3 27.8+6.4
Male gender? 82/125 (65.6) 20/30 (66.7) 137/209 (65.6) 64/97 (66.0)
Comorbidities
Stroke 3/124 (2.4) 4/30 (13.3) 13/207 (6.3) 8/96 (8.3)
Atrial fibrillation 45/125 (36.0) 11/30 (36.7) 50/208 (24.0) 16/96 (16.7)
Diabetes mellitus 32/125 (25.6) 8/30 (26.7) 57/208 (27.4) 20/96 (20.8)
Hypertension 67/124 (54.0) 19/30 (63.3) 102/207 (49.3) 38/96 (39.6)
Hypercholesterolemia 44/125 (35.2) 14/30 (46.7) 66/208 (31.7) 26/96 (27.1)
eGFR <80 ml/min/m? before ECMO 31/123 (25.2) 10/30 (33.3) 101/204 (49.5) 57/91 (62.6)
Coronary artery disease 48/125 (38.4) 10/29 (34.5) 95/208 (45.7) 37/96 (38.5)
Valvular heart disease 30/125 (24.0) 7/30 (23.3) 31/208 (14.9) 21/96 (21.9)
Dilated cardiomyopathy? 18/125 (14.4) 3/29 (10.3) 23/208 (11.1) 3/96 (3.1)
SAPS 1113 58.8£22.3 63.9+19.6 59.1+215 52.2+£20.0
Lactate on admission®*, mmol/L, median 4.7 (2.5t0 9.0) 55(2.7t07.7) 5.0 (2.7 t0 10.4) 4.8 (2.2t010.1)
(IQR)
Prior to ECMO implant cardiac arrest! 48/125 (38.4) 8/30 (26.7) 69/209 (33.0) 1/97 (1.0)



Description of ECMO support
Etiologies of refractory shocks
Low cardiac output syndrome
Primary graft dysfunction
Myocardial infarction
Acute on chronic heart disease
Myocarditis
Pulmonary embolism
Poisoning
Right ventricle failure
Others
Postcardiotomy shock!
Arterial cannula > 15 French
Venous cannula > 21 French
Type of cannulation
Femoro-femoral
Axillo-femoral
LV unloading®
Left venting
IABP

Impella

45/125 (36.0)
6/125 (4.8)
28/125 (22.4)
28/125 (22.4)
3/125 (2.4)
4125 (3.2)
3/125 (2.4)
2/125 (1.6)
6/125 (4.8)
53/125 (42.4)
89/121 (73.6)
60/120 (50.0)

108/124 (87.1)
16/124 (12.9)

7/125 (5.6)
2/125 (1.6)
12/125 (9.6)

8/30 (26.7)
0/30 (0.0)
10/30 (33.3)
5/30 (16.7)
2/30 (6.7)
2/30 (6.7)
0/30 (0.0)
0/30 (0.0)
3/30 (10.0)
8/30 (26.7)
23/29 (79.3)
18/30 (60.0)

26/30 (86.7)
4130 (13.3)

2/30 (6.7)
2/30 (6.7)
0/30 (0.0)

48/209 (23.0)
8/209 (3.8)
71/209 (34.0)
23/209 (11.0)
10/209 (4.8)
17/209 (8.1)
8/209 (3.8)
5/209 (2.4)
19/209 (9.1)
59/209 (28.2)
157/201 (78.1)
96/197 (48.7)

184/206 (89.3)
22/206 (10.7)

5/209 (2.4)
15/209 (7.2)
17/209 (8.1)

21/97 (21.6)
0/97 (0.0)
20/97 (20.6)
0/97 (0.0)
3/97 (3.1)
9/97 (9.3)
2/97 (2.1)
5/97 (5.2)
37/97 (38.1)
16/97 (16.5)
60/93 (64.5)
89/90 (98.9)

92/93 (98.9)
1/93 (1.1)

497 (4.1)
28/97 (28.9)
2/97 (2.1)
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Duration of ECMO support, days, median 7 (4to 11) 7 (3to 10) 8 (5to 13) 7 (410 12)
(IQR)

Baseline biological variables

Fibrinogen®®, g/L 37+17 37+17 33%15 35+1.9
Anti-Factor Xa%’, lU/mL, median (IQR) 0.1(0.1t00.2) 0.1(0.1t00.3) 0.1(0.1t00.2) 0.1(0.1t00.2)
Haemoglobing, g/dL 88zx21 95+26 9622 91z+21
Platelet count®®, G/L 180 £ 102 163+ 73 189 + 83 191 £ 115

Values expressed as no./total no. (%) or median (interquartile range) unless otherwise indicated. * variables used to calculate the propensity score.
224 missing values (4 vs. 3 vs. 8 vs. 9 in each group); 216 missing values (3 vs. 2 vs. 8 vs. 3 in each group); 30 missing values (8 vs. 1 vs. 19 vs.
2 in each group); °136 missing values (33 vs. 7 vs. 55 vs. 41 in each group); 8167 missing values (43 vs. 10 vs. 70 vs. 44 in each group); 7123
missing values (35 vs. 7 vs. 50 vs. 31 in each group), 8130 missing values (34 vs. 7 vs. 52 vs. 37 in each group).

Abbreviations: ECMO = Extracorporeal membrane oxygenation; eGFR= Estimated glomerular filtration rate; IABP = Intra-aortic balloon pump;

IQR=interquartile range; LV= Left ventricle; PPC=Phosphorylcholine; SD=standard deviation; SAPS Il = Simplified acute physiology score II.
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Supplemental Figures

Figure S1. Flowchart of the histologic cohort

25 patients with VA-ECMO
implantation between January 2018
to December 2018 (29 circuits)

9 circuits excluded:
4 circuits/15 thrombi multi runs
3 circuit/ 7 thrombi for
antiplatelets or anticoagulation
stopped during run

22 circuits / 78 thrombi collected after first
implantation

44 pump head or oxygenator
thrombi excluded

34 thrombi in tubing Analyzed

22 thrombi in Phosphorylcholine 12 thrombi in heparin-albumin coated
coated tubing in tubing Analyzed
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Figure S2. Propensity Score Distributions in each imputed dataset for comparison
between main coating groups
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Figure S3. 28-day cumulative incidences of Thrombotic complications (A), Circuit
Change (B), Serious Bleeding (C), mortality (D) according to coating groups in

unadjusted Corhort. All outcomes were censored at 28 days.
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. Synthése de ’axe thrombose

Nos résultats cliniques confirment I’incidence élevée des complications thrombotiques sous
ECMO-VA, soulignant ainsi la limite des stratégies prophylactiques actuelles basées sur les
revétements de surfaces et I’héparinothérapie systémique.

Cette limite est possiblement liée a :

- une inhibition insuffisante de ’activation de la voie contact,

- I’absence de réponses prophylactiques aux autres voies d’activation de la coagulation
et de I’inflammation

- et/ou a I’inadéquation de ’HNF comme anticoagulation ou de ses doses utilisés dans

cette indication.

Le premier point est souligné par 1’efficacité variable des techniques de revétement de surface
observé dans ce travail.

L’étude histologique confirme la trés grande hétérogénéité des thrombi formés sur les circuits
d’ECMO suggerent des mécanismes locaux et systémiques variés. Cette composition semble
cependant pouvoir étre influencée par le type de revétement de surface.

La réponse intuitive que constitue 1’intensification de 1’héparinothérapiec systémique
augmenterait le risque hémorragique sans pour autant inhibé la formation de thrombi en
rapport avec des anomalies de flux locaux et d’autres mécanismes indépendants de la voie
contact décrites plus haut. La grande richesse en VWF et en plaquettes observées par 1’étude
histologique mets en avant I’implication d’une activation plaquettaire flux dépendant. La mise
¢vidence d’une NETose en I’absence de sepsis ameéne a envisager une inflammation
systémique aseptique liée a la génération des DAMPS ou a I’insuffisance de I’inhibition de la

voie du facteur XII. De fagon similaire une anti-agrégation aspecifique exposerait au méme
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risque hémorragique accure sans certitude en termes d’efficacité aux vues des mécanismes
multiples d’activation plaquettaire décrite sous ECMO-VA.

Dans ce contexte de nouvelles molécules ciblant spécifiquement la voie du facteur XII et/ou
active sur la thrombine liée au caillot, et des stratégies de diminution des contraintes de flux

devraient étre privilégiées.
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A. Résumé du Manuscrit 3

Introduction

L’assistance circulatoire par ECMO veino-artérielle (VA) reste associée a un taux de
complications hémorragiques particulierement élevé pouvant atteindre 80 % des patients
assistés en fonction des définitions retenues. Cette fréquence élevée du saignement cache une
multiplicité de définitions et de niveau de gravité dont la pertinence clinique est peu étudiée.
La définition « serious bleeding » introduite par I’Extracorporeal Life Support Organisation
(ELS0)?%? qui tend a faire référence est empirique et sa capacité a prédire la mortalité reste
inconstante dans la littérature. Les rares travaux retrouvant son association avec la mortalité
sont issus de cohortes hétérogénes agrégeant des patients arborant différentes configurations
d’ECMO (ECMO-VV et ECMO-VA, ECMO-VA périphérique et centrale) et ayant des
étiologies hétérogenes (choc cardiogénique, SDRA et arrét cardiaque réfractaire).56.88:4548.213
Par ailleurs d’autres définitions du saignement adaptable & ’ECMO-VA n’ont jamais été
étudiés dans ce cadre. C’est le cas de la définition de Bleeding Academic Research
Consortium (BARC) qui a fait ’objet d’une validation dans des cohorte de patients en choc
cardiogénique?4217 et la définition « Universal Definition of Postoperative Bleeding »
(UDPB) validée par plusieurs cohorte de patients de chirurgie cardiaque.?!8219

L’objectif principal de cette étude est d’identifier parmi ces trois définitions celles associées a
la mortalité, critere retenu pour definir une hémorragie majeure dans ce travail. Les
performances des définitions d’hémorragies majeures ainsi identifiées seront comparées et les

facteurs prédictifs de la plus pertinente recherchés.

Matériel et méthodes
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Cette étude rétrospective bicentrique porte sur des patients adultes assistés par ECMO-VA
entre janvier 2013 et décembre 2019 pour un choc cardiogénique réfractaire. Les critéres
d’exclusion étaient : dge <18 ans, décés dans les 48 heures suivant ’assistance, 1’absence de
données permettant la classification du saignement ou des pronostics, I’utilisation d’arganova
et/ou un diagnostic de TIH, syndrome des anti-phospholipides, utilisation d’anticoagulant
oraux directe le jour de la canulation, présence d’une hémorragie avant la canulation, nouvel
épisode de support par ECMO-VA en cas d’antériorité.

Les épisodes hémorragiques étaient définis d’apres les classifications de I’ELSO, BARC ou
I’UDPB. Le critére de jugement principal était la mortalitt a 28 jours toutes causes
confondues a partir du début de I’assistance par ECMO.

Analyse statistique

Les incidences cumulées des événements hémorragiques étaient estimées d’aprés la méthode
de Kalbfleisch and Prentice en considérant le sevrage de 'ECMO comme événement
compétitif. L’association indépendante entre les variables décrivant 1’hémorragie et la
mortalité a 28 jours était recherchée en analyse univariée et multivariée par sur un modele de
Cox en intégrant I’hémorragie comme variable temps dépendants. Les variables d’ajustements
prédéfinis dans ce modéle étaient I’Age, 1’indice de masse corporelle, le score IGSII, la
fraction d’éjection du ventricule gauche, la lactatémie, 1’hémoglobine et 1’utilisation d’une
décharge ventriculaire gauche. Les définitions d’hémorragie majeure étaient comparées par le
C-index de Harrell et le critére d’information d’Akaike (AIC). La recherche de facteur
prédictif d’hémorragie majeur reposait sur un modele de Cox cause spécifique. Une valeur de

p <0,05 était significative.

Résultats
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Parmi les 502 patients éligibles, 334 ont été inclus. Les incidences des épisodes
hémorragiques etaient de 46,7 %, 67,1 % et 67,4 % respectivement pour la classification
UDPB, les classifications BARC et ELSO.

La mortalité a 28 jours était de 40,4 % (135 patients). La définition de I’ELSO était associée a
cette mortalité avant [HR 2,00 (IC 95 % 1,36 - 2,95), p <0.001] et aprés ajustement aux
facteurs confondants prédéfinis [HR 1,75 (IC 95% 1,17 — 2,62), p=0,006]. De facon
similaire, la classification BARC était associée avec la mortalité a partir du stade 2 de cette
classification. En retenant le crittre BARC >type 2 comme une définition de I’hémorragie
majeure, ’association de cette définition binaire avec la mortalité a été confirmée avant
[HR 1,82 (IC 95 % 1,23 — 2,68), p=0,002] et apres ajustement [HR 1,60 (IC 95 % 1,07 —
2,39), p=0,021] aux facteurs confondants. La classification UDPB n’était pas associée a la
mortalité, quel que soit le stade considéré. La comparaison des deux définitions d’hémorragie
majeure avait un C-index de Harrell de 0,681 (95% CI 0.634 to 0.727) pour la définition
d’ELSO et de 0,681 (95% CI1 0.634 to 0.729) pour la définition BARC >type 2. Les criteres
d’AIC respectifs pour la définition d’ELSO et de BARC étaient de 1486 et 1458.

Les principaux facteurs prédictifs de la survenue d’une hémorragie majeure selon la définition
de ’ELSO ¢étaient 1’étiologie postcardiotomie, 1’indice de masse corporel, et le taux de

fibrinogéne, le compte plaguettaire et I’hémoglobine a la canulation.

Conclusion

Les définitions du saignement de I’ELSO et la définition BARC >type 2 étaient
significativement associée a la mortalité a 28 jours dans une population homogene de patients
assistés par ECMO-VA avec des performances étant comparables. Les facteurs prédictifs
d’hémorragie majeure d’apres la définition de P’ELSO étaient I’indice de masse corporelle,

I’étiologie postcardiotomie, la fibrinogénémie, le compte plaquettaire, et 1’hémoglobine.
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Implication Statement:

A broad variety of definitions is used to report bleeding complications during ECMO support.
Besides, studied populations are highly heterogenous resulting in hampered interpretation and
relevance of findings. These complications have never been studied in a homogenous
population of peripheral VA-ECMO patient supported for cardiogenic shock solely.

Among bleeding definitions studied, ELSO-serious bleeding and BARC > Type 2 were found
independently associated with 28-day mortality with similar performances. ELSO-serious

bleeding predictors were postcardiotomy, BMI, fibrinogen, platelets and hemoglobin.
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Abstract
Purpose: Severity of bleeding events is heterogeneously defined during peripheral veno-

arterial ECMO (pVA-ECMO). We define major bleeding events as those associated with
mortality and compared 3 bleeding definitions performances for mortality prediction in pVA-
ECMO for cardiogenic shock. Bleeding definitions studied were the Extracorporeal Life
Support Organization (ELSO)-serious bleeding, the Bleeding Academic Research Consortium
(BARC) and the Universal Definition of Postoperative Bleeding classifications (UDPB).
Methods: We included consecutive adult patients supported by pVA-ECMO for refractory
cardiogenic shock admitted in the Lille academic hospitals between January 2013 to
December 2019. Associations of bleeding definitions with 28-day all-cause mortality were
analyzed using multivariate models accounting for time-dependent and competing variables.
We compared models’ performances using the Harrell’s C-Index and the Akaike information
criteria.

Results: 28-day mortality occurred in 135 (40.4%) patients over the 344 included. Following
multivariate regressions, ELSO-serious bleeding [HR 1.75 (95% CI 1.17-2.62)] and BARC
>type 2 [HR1.60 (95% CI1.07-2.39)] were associated with 28-day mortality. Their
respective Harrell’s C-indexes were 0.681 (95% CI1 0.634 to 0.727) and 0.681 (95% CI 0.634
to 0.729). Predictors of ELSO-serious bleeding were postcardiotomy etiology, body mass
index, baseline platelets, fibrinogen and hemoglobin levels.

Conclusion: ELSO-serious bleeding and BARC >type 2 are relevant definitions of major
bleeding regarding their association with mortality in this homogenous population of pVA-
ECMO supported for cardiogenic shock. The relevance of the modifiable risk factors for
major bleeding identified remains to be confirm in future trials.

Key words: Extracorporeal Membrane Oxygenation; Major Bleeding; Extracorporeal Life
Support Organization Definition serious bleeding; Bleeding Academic Research Consortium

(BARC); Universal Definition of Postoperative Bleeding; 28-day mortality.
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Introduction

Peripheral veno-arterial extracorporeal membrane oxygenation (pVA-ECMO) is positioned as
reference over central VA-ECMO, because of its association with a better outcome in adult
refractory cardiogenic shock (CS). [1-4] However, pVA-ECMO remains associated with high
mortality and morbidity rates remain high. Among those possible outcome drivers are
bleeding events which have a relatively high incidence, ranging from 30 to 80% of VA-
ECMO supported patients according to disease patterns and definitions used. [5-7]

Despite the significant literature available and a better understanding of their underlying
mechanisms, [8, 9] bleeding complications are poorly studied in a homogenous pVA-ECMO
population supported for CS.

Besides, the Extracorporeal Life Support Organization (ELSO) serious bleeding is designed to
describe bleeding severity [10] but has never been validated to predict mortality in this
population. [11-15] In addition, the few available attempts to validate this score for mortality
prediction have conflicting results and come from heterogeneous cohorts. The latter could
have associated ECMO-VA and ECMO-VV, central and peripheral ECMO, etiologies
characterized by very different mortality (ARDS, cardiogenic shock or refractory cardiac
arrest). [16-19] As result, translation of these findings to pVA-ECMO patients may be
inaccurate. Moreover, other relevant definitions of major bleeding available and validated in
various disease settings have never been compared to the ELSO serious bleeding definition
for mortality prediction in ECMO patients.

The Universal Definition of Postoperative Bleeding (UDPB) following cardiac surgery is one
of those.[20] This multistage definition was prospectively validated in cardiac surgery
cohorts. [20-22] The Bleeding Academy Research Consortium (BARC) definition of
bleeding is another relevant multistage classification of bleeding events initially designed for

cardiovascular clinical trial.[16]
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The purpose of this study was first, to analyze the association between ELSO-serious bleeding
and mortality in a homogenous pVA-ECMO patients supported for CS. Second, we sought to
compare the discriminative ability of ELSO-serious bleeding against BARC and UDPB
definitions of major bleeding for mortality prediction. Finally, we planned to identify
predictors of ELSO major bleeding in a homogenous population of pVA-ECMO supported

for CS.
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Methods

This historical cohort study was performed in two academic intensive care units of Lille
University Hospital, referral for ECMO support and heart transplantation (Réanimation
Cardio-Vasculaire, Institut Cceur-Poumon; P6le des Réanimations, Hopital Salengro).
Approval was obtained from the ethical committee of the French Society of Anesthesia and
Intensive Care Medicine, CERAR (IRB 00010254-2022-050, Paris, France) on April
18, 2022, which waived the need for informed consent given the retrospective setting.

We included consecutive adult patients (age >18 years-old) supported with pVA-ECMO for
refractory CS from January 2013 to December 2019. Exclusion criteria were age <18-year-
old, ECMO for refractory cardiac arrest, moribund patients (death within 24 hours of
cannulation for failure to run the ECMO, cerebral death, withdrawal of intensive care, and
refractory vasoplegia after heart transplantation), missing bleeding classification data, heparin
induced thrombocytopenia or argatroban use during ECMO support, bleeding before ECMO
cannulations, multiple ECMO runs (only the first run was kept in the analysis),
antiphospholipid syndrome, vitamin K antagonist and direct oral anticoagulant use the day of

cannulation.

Data Collection and Studied Variables

Anthropometric, medical history and clinical management variables were collected from our
electronic health records. Those included the type of ECMO, the need for left ventricle
venting and the duration of support, baseline hemoglobin, platelet count, fibrinogen, anti-Xa
activity (Anti-Xa), lactate and total bilirubin. We also recorded daily transfused packed red
blood cells (PRBC), fresh frozen plasma (FFP) and platelet concentrate (PC), the need for

surgical reexploration for bleeding and the use of activated recombinant factor VII (rFVIla).
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Study Endpoint
The primary endpoint was 28-day mortality, defined as death from any cause between pVA-
ECMO cannulation and the following day 28. Mortality status at 28 days was confirmed by
analyzing national mortality database (Institut national des statistiques et des études

économiques, France).

Definitions and Descriptions of Bleeding Events

Bleeding events during ECMO support were described using the 3 definitions that may
qualify for major bleeding status: ELSO-serious bleeding definition, [10] UDPB [20] and
BARC classifications.[16]

The criteria of each of these definitions were adapted from the originals when necessary to fit
with ECMO patients and are detailed in Table 1. Differences between adapted and original
definitions are provided in Supplemental Table S1.

Major bleeding was defined as bleeding events associated with 28-day mortality. To allow
comparison with ELSO definition, we have first identified stage from which each multistage
bleeding classification (UDPB and BARC) was associated with 28-day mortality following
multivariate analyses. A binary definition of major bleeding was then considered from this

threshold.

ECMO Managements
We use coated extracorporeal centrifugal pump system [Rotaflow (Maquet Gentige group,
Rastatt, Germany), Revolution (LivaNova Group, Saluggia, Italy), Centrimag (Thoratec,
Pleasanton, CA)] with coated polyvinyl chloride tubing, a hollow fiber membrane oxygenator
[Quadrox (Maquet Gentige group, Rastatt, Germany), Eos ECMO (LivaNova Group,

Saluggia, Italy)] ventilated with an oxygen-air blender (Sechrist Industries, Anaheim, CA).
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Peripheral VA-ECMO cannulation was performed in the femoral vein and femoral or axillary
arteries. LV unloading was performed using LV apical or transpulmonary vein venting,
Impella CP or 5.0 (Abiomed, Inc, Danvers, MA) insertion, vented atrioseptostomy, intraaortic
balloon pumping. Initial cardiac index was set at 2.2 L/min/m?, then adjusted to target SvO:
>65% or ScVO2>70%, mean arterial pressure >60 mmHg, aortic valve opening and optimal
right ventricle unloading. Weaning was generally considered for recovery when cardiac
output remained sufficient (Aortic Velocity Time Integral >12 cm/s) despite lowering ECMO
flow to minimal for 30 minutes, with no or reduced inotropic support. ECMO bridging to
heart transplantation or long-term ventricle assist devices were considered after five to seven

days of support according to patients’ conditions.

Anticoagulation, Transfusion and Bleeding Management

A 50 to 100 Ul/kg of unfractionated heparin bolus was given before cannulations followed by
a continuous infusion adjusted to an Anti-Xa of 0.2 to 0.4 IU/mL according to pump flow.
The Anti-Xa could be increased at 0.4 to 0.7 IU/mL in case of specific curative
anticoagulation indication, or lowered in case of high ECMO flow or increased bleeding risk
or even stopped in case of scheduled invasive procedures or bleeding complications.

Bleeding complications resulted in an interruption of heparin infusion or protamine reversal
according to the severity of bleeding and at the discretion of the attending physician. PRBC
were transfused when hemoglobin <8 g/dL. FFP were given to maintain an INR less than 1.5
and aPTT ratio less than 2 x normal value, or for PRBC to FFP ratio of 2/1 to 1/1 in cases of
massive transfusion. PC was administered to maintain a minimal count of >50,000/mm?
(increased to >70,000/mm? in case of bleeding). We considered rFVIla administration

according to a predefined protocol (Supplementary Methods). Surgical exploration was

164



considered in case of overt bleeding after coagulation parameters improvement or clinical

evidence of surgical source of bleeding.

Statistical Analysis
A more detailed description of the statistical analysis is provided in the Supplementary
Methods.

Quantitative variables are expressed as means (standard deviation) in the case of
normal distribution or medians (interquartile range) otherwise. Categorical variables are
expressed as numbers (percentage). The 28-day cumulative incidences of bleeding events
during pVA-ECMO for each bleeding classifications were estimated using Kalbfleisch and
Prentice method, considering pVA-ECMO weaning within 28-day as a competing event.

We assessed the association of the bleeding events during pVA-ECMO according to
the different bleeding categories with 28-day mortality using univariable and multivariable
Cox’s regression models by considering bleeding events as a time-dependent covariates.
Multivariable Cox’s regression models included the following pre-specified confounders, age,
body mass index, simplified acute physiology score Il, left ventricular ejection fraction,
lactate and hemoglobin levels at baseline, and LV loading during pVA-ECMO treated as
dependent covariates. To compare the performance of the different bleeding events
classification, we calculated the Akaike information criteria (AIC) and the Harrell’s C-index;
lower is the AIC, better is the fit of the model and greater is the Harrell’s C-index, better the
model distinguishes survivors from non-survivors at 28-day.

Finally, we assessed the association of main patient’s characteristics with ELSO-serious
bleeding events using univariable and multivariable cause-specific Cox’s regression models
considering pVA-ECMO weaning as competing events. LV unloading during pVA-ECMO

was treated as a time-dependent covariate into the Cox’s regression model.[23] Variables with
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a p-value <0.10 in bivariate analyses were implemented into a backward stepwise Cox’s
regression model using removal criteria of 0.10. To prevent collinearity, platelet count was
considered in a first model separate from hemoglobin and fibrinogen which were included in
another model. The performance of the final multivariable models were assessed by
calculating the Harrell’s C-index.[24]

Multivariable Cox’s models were performed after handling missing data on covariates
by using multiple imputation procedure.[25] Imputation procedure was performed using
regression-switching approach under the missing at random assumption using all baseline
characteristics, bleeding and death, with a predictive mean matching method for quantitative
variables and logistic regression model for categorical variables. Estimates obtained in the
different imputed data sets were combined using Rubin’s rules.[26]

Statistical testing was conducted at the two-tailed a-level of 0.05. Data were analyzed using

the SAS software version 9.4 (SAS Institute, Cary, NC).

Results

Of the 502 pVA-ECMO patients screened for inclusion, 334 patients met the inclusion criteria
and were analyzed (Figure 1). Their baseline characteristics, pVA-ECMO support details and
outcomes are summarized in Table 2.

Bleeding events occurred in 46.7%, 67.1% and 67.4% of patients, respectively for UDPB,
ELSO and BARC bleeding classifications. Their cumulative incidence curves are shown in
Supplemental Figure S1 and S2.

The most common sites of bleeding were the pericardium (30.2%) followed by cannulation
sites (22.2%) (Table 3). Most patients received a PRBC transfusion (93.7%). PC, FFP and
rFVIla were given to 65.5%, 58.5% and 3% of patients, respectively. The median (IQR)

number of blood products transfused were 1.5 (0.8 to 2.7) units/ECMO days for PRBC, 0.6
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(0.3 to 1.0) units/ECMO days for PC and 1.0 (0.5 to 2.2) units/ECMO days for FFP. Further

details about bleeding, transfusion and between group comparisons are shown in Table 3.

Association of Major Bleeding Events and 28-day Mortality

The primary endpoint was met in 135 (40.4%) patients and the 90-day mortality rate was
52.1% (95% Cl, 46.6 to 57.3) (Supplemental Figure S3).

Unadjusted comparison of bleeding definitions and 28-day mortality are available
Supplementary Table S2. Following multivariate analysis, ELSO-serious bleeding was
significantly associated with 28-day mortality [adjusted HR 1.75 (95% CI 1.17 to 2.62), p-
value=0.006]. Similarly, BARC classification was association with 28-day mortality after
adjustment to confounders (Table 4). BARC >Type 2 events were thus defined as major
bleeding (BARC-major bleeding) as BARC type 2 was the first stage of this classification
associated with 28-day mortality. Association of BARC-major bleeding was confirmed in
another multivariate analysis [adjusted HR 1.60 (95% CI 1.07 to 2.39), p-value=0.021].
(Table 4, Figure 3).

The Harrell’s C-indexes for ELSO-serious bleeding and for BARC classification were similar
with overlapping 95% CI as were the lowest AIC observed for ELSO and BARC-major bleeding
(Table 4).

The UDPB was not associated with 28-day mortality after adjustment to confounders

(Table 4).

Prediction of ELSO Serious Bleeding Events

Characteristics of bleeders and non-bleeders according to ELSO-serious bleeding are detailed

in Supplemental Table S3. Candidate covariables included in the multivariate analyses were,
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body mass index (BMI), valvular heart disease, LV ejection fraction, SAPS II, baseline
fibrinogen, platelets, hemoglobin and Anti-Xa and postcardiotomy etiology.

Among those BMI and postcardiotomy were associated with increased hazard of ELSO-
serious bleeding in the two multivariate models performed to account for collinearity between
laboratory variables. Platelets count in model 1, fibrinogen and hemoglobin in model 2, were
also associated with ELSO-serious bleeding (Table 5, Figure 3) after multivariate analysis.
Description of bleeding events according to postcardiotomy etiology is provided in

Supplemental Table S4.

Discussion

This study is, to our knowledge, the first to compare predictive abilities of different major
bleeding definitions in an ECMO population in general and more specifically in pVA-ECMO
population. The main findings can be summarized as follows (Figure 3): First, unlike UDPB
classification, ELSO-serious bleeding and BARC-major bleeding definitions were
independently associated with 28-day mortality. Second, performance metrics of both ELSO-
serious bleeding and BARC-major bleeding models were, however, moderate to good. Third,
the main predictors of ELSO-serious bleeding were postcardiotomy etiology, BMI, baseline
platelets count, fibrinogen and hemoglobin.

The lack of association between UDPB and 28-day mortality may be related to its reduced
sensitivity compared with the ELSO and BARC major bleeding definitions, with incidences
of 47.6%, 67.1%, and 67.4%, respectively. The UDPB criteria for defining major and severe
bleeding are indeed more demanding in the number of transfusions, resulting in a lower
incidence.

Association of ELSO-Serious Bleeding With Mortality
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To the best of our knowledge, this study is the first to investigate the association between
ELSO-serious bleeding occurring during the entire period of pVA-ECMO support and
mortality in pVA-ECMO patient supported for CS. Ellouze et al. had examined the
association of ELSO-serious bleeding and mortality in VA-ECMO patients considering,
however, bleeding that occurred within the first 48 hours of support.[27] More importantly,
this study included refractory cardiac arrest patients along with CS patients despite substantial
differences in mortality rates and in disease characteristics. Nonetheless, our work and
Ellouze et al. study [27] found a significant association between ELSO-serious bleeding and
mortality in pVA-ECMO patients.

Of concern, two other groups have studied this association in both VA- and veno-venous
ECMO patients and found opposite results. [13, 14] Aubron et al. reported that ELSO-serious
bleeding was significantly associated with mortality after a multivariate Cox proportional
model [13] whereas Mazzeffi et al. [14] did not observe a significant association between
ELSO-serious bleeding and in-hospital mortality. This discrepancy may reflect differences in
patients’ characteristics, transfusion and bleeding management, sample size and statistical

methods used.

Comparison of ELSO-Serious Bleeding and BARC
The BARC classification was extensively studied in large cohorts of CS to investigate
bleeding association with mortality; however, very little data is available for VA-ECMO
patient. In a pre-defined substudy of the Culprit-Shock Il trial, authors report an association
between VA-ECMO or Impella® and the occurrence of severe bleeding defined as BARC
>type 3b.[19] Very recently, Levy et al. published a randomized control study where bleeding
was defined according to BARC classification. [28, 29] However, these studies did not assess

the association between bleeding and mortality. To the best of our knowledge, our results are

169



thus the first to use the BARC classification for major bleeding definition and mortality
prediction in VA-ECMO setting.

BARC type 3b to type 5 was considered as severe bleeding in Culprit-Shock Il trial patients
based on a 2-fold increase in morality associated with these stages.[19] Yet, this threshold
could hardly be applied to pVA-ECMO patient. For this reason, defining a specific threshold
for pVA-ECMO (Bleeding stage >BARC type 2) was relevant for clinical decision-making
and research purpose. The performance of BARC-major bleeding using this threshold was
similar to ELSO-serious bleeding definition with similar AIC and Harrell’s C-index
suggesting a possible use along with the ELSO-serious bleeding.

For both ELSO-serious bleeding and BARC classifications, we observed a Harell’s C-index
between 68% and 70% indicating a rather moderate to good predictive performances. This
observation calls for the development of a more accurate bleeding classification for pVA-

ECMO patients.

Serious Bleeding Prediction

Regarding the bleeding risk factors identified in the present study, postcardiotomy shock has
already been reported in VA-ECMO setting. [13, 27] Those patients receive high
anticoagulation regimen during surgery, may suffer from cardiopulmonary bypass related
coagulopathy and had more serious surgical wound what may favor bleeding. The association
between BMI and ELSO-serious bleeding observed in this study may reflect peripheral
cannulation difficulties in obese patients.

Interestingly, abnormalities in some laboratory tests of hemostasis, which can be easily
corrected, were found to be associated with ELSO-serious bleeding. In line with our results,
fibrinogen level was shown to be associated with major bleeding following cardiac surgery

[30] with guidelines recommending correction generally when <1.5 g/dL, and in the VA-
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ECMO setting.[27] In support of our findings, Ellouze et al. identified baseline hemoglobin as
ELSO-serious bleeding predictors, suggesting a more active role of RBCs in coagulation
beyond their involvement on blood rheology. Platelet count was associated with increased
bleeding as previously reported in two studies of mixed veno-venous and VA-ECMO
population with, however, a limited number of patients included [31] or a focus on
intracranial hemorrhage alone.[32] Notably, as previously reported, Anti-Xa was not
associated with serious bleeding in our study.[15]

Our results emphases the need for the implementation of hemostasis management protocol
which could be based on the latest ELSO guideline.[33] Concerning postcardiotomy patients,
the risk of bleeding could be reduced by strict antagonization of heparin before chest closure
and rapid correction of coagulation anomalies such as hypofibrinogenemia or
thrombocytopenia using point-of-care coagulation testing particularly viscoelastic coagulation

tests.

Limitations

This study suffers from several limitations. The retrospective setting is a source of
confounding biases, misclassification of bleeding events and loss of information. Indeed,
information about the compliance to our anticoagulation and blood transfusion protocols were
not recorded. Further exclusion of moribund patient has certainly reduced the mortality rate
observed and may have reduced the rate of bleeding.

As no causality can be demonstrated regarded to our study design, prospective studies are
needed to confirm the relationship of the ELSO, BARC and UDPB classifications and
mortality.

In conclusion, ELSO-serious bleeding and BARC >type 2 are relevant definitions of major

bleeding given their association with 28-day mortality in this homogeneous population of
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pVA-ECMO population supported for cardiogenic shock. Using either definition, the
incidence of major bleeding remained high (>60%). We have identified potentially modifiable
risk factors for major bleeding (thrombocytopenia, hypofibrinogenemia and anemia), their

clinical relevance remains to be demonstrated in future trials.
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Table 1. Description of bleeding classifications investigated.

ELSO serious bleeding definition [10]

A Bleeding that led to surgical exploration
or characterized by its location (central nervous system, hemothorax, retro-peritoneal
bleeding)
or required immediate transfusion of >2 units of PRBC for:
- either a sudden fall in hemoglobin of 2 g/dL in less than 24 hours
- or new onset of hemodynamic instability

- orovert bleeding.

Universal definition of postoperative bleeding [20]

Non-massive nor severe bleeding: None or bleeding that did not fit the criteria of severe
or massive bleeding

Severe bleeding: Bleeding that required immediate 5 to 10 PRBC or 5 to 10 FFP
transfusion or surgical exploration

Massive bleeding: Bleeding that required >10 PRBC, >10 FFP or rFVIla administration

Bleeding Academic Research Consortium (BARC) classification [16]

Type 0 or Type 1: None or bleeding that does not fit type 2 criteria
Type 2: Any overt, actionable sign of hemorrhage that does not fit the criteria for type 3
or more but does meet at least one of the following criteria:

requiring nonsurgical

medical intervention by a healthcare professional

leading to hospitalization or increased levels of care

or prompting evaluation

Type 3:

- Type 3a: overt bleeding plus hemoglobin drop of 3 to <5 g/dL or any transfusion

179



with overt bleeding
- Type 3b: overt bleeding plus hemoglobin drop >5 g/dL, cardiac tamponade,
bleeding requiring surgical intervention for control or intravenous vasoactive
agents
- Type 3c: intracranial hemorrhage (does not include microbleeds or hemorrhagic
transformation, does include intraspinal)
Type 4: Postcardiotomy-related bleeding, perioperative intracranial bleeding within
48 hours, reoperation after closure of sternotomy for the purpose of controlling bleeding,
transfusion of >5 units whole blood or packed red blood cells within a 48-hour period,
chest tube output >2L within a 24-hour period
Type 5: Fatal bleeding, was not considered in this historical cohort study (high risk of

subjectivity and classification bias)

ELSO=Extracorporeal Life support Organization, FFP=Fresh frozen plasma,
PRBC=Packed red blood cells, rFVIla=recombinant activated factor VIl (Novoseven®).

ELSO bleeding is a binary definition, BARC and UDPB are multistage classification.
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Table 2. Characteristics of the studied population

Characteristics Values
N=334
Age, years 57 (44 to 65)
Body mass index, kg/m? 28.1+6.3
Male gender 217 (65.0)
Comorbidities
Atrial fibrillation 97 (29.1)
Diabetes mellitus 87 (26.1)
Hypertension* 173 (52.0)
Hypercholesterolemia* 122 (36.5)
eGFR <80 mL/min/1.73 m? 122 (37.2)
Ischemic heart disease* 141 (42.3)
Valvular heart disease* 67 (20.1)
Dilated cardiomyopathy* 41 (12.3)
P2Y12 inhibitors during ECMO¥} 34 (10.2)
SAPS II 60.4 £22.0
Left ventricular ejection fraction, % 12 (10 to 25)
Biological variables
Lactate, mmol/L 5 (3 to 10)
Fibrinogen, g/L 3416
Bilirubin, mmol/L 19 (12 to 34)
Platelet count, 10%/L 119 (77 to 177)
Hemaoglobin, g/dL 91422
Anti-Xa, 1U/mL 0.5(0.2t0 1.0)
Description of ECMO support
Etiologies of refractory shocks
Postoperative LCOS 102 (30.5)
Primary graft dysfunction 21 (6.3)
Myocardial infarction 94 (28.2)
Acute on chronic heart disease 55 (16.5)
Myocarditis 13 (3.9)
Pulmonary embolism 21 (6.3)
Poisoning 12 (3.6)
Others 16 (4.8)
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Cardiopulmonary resuscitation
Type of cannulation
Femoro-femoral ECMO
Axillo-femoral ECMO
Initial ECMO flow, L/min
Duration of ECMO support, days
LV unloading
Pulmonary vein LV venting
Apical LV venting
Atrioseptostomy
Impella on top of ECMO
Intraaortic balloon pump
Outcomes
Weaning modalities
Death under ECMO support*
Recovery
Heart transplantation
Ventricular assist device
ICU mortality
Hospital mortality
Hospital length of stay, days
28-day mortality
90-day mortality

132 (39.5)

293 (87.7)
41 (12.3)
3.910.9

7 (410 11)
46 (13.8)

6 (1.8)
7(2.1)
2 (0.6)
28 (8.4)
3(0.9)

115 (34.5)
168 (50.5)
27 (8.1)
23 (6.9)
158 (47.3)
168 (50.3)

21 (9 to 43)

135 (40.4)
160 (47.9)

Continuous variables were presented as mean + standard deviation or median
(interquartile range). Binary variables were presented as frequency (percentage).
Abbreviations: ECMO=extracorporeal membrane oxygenation; eGFR, estimated
glomerular filtration rate according to CKD-EPI 2009 definition; ICU=intensive
care unit; IQR=interquartile range; LCOS=Low Cardiac Output syndrome;
LV=left ventricular; SAPS ll=simplified acute physiology score; SD=standard

deviation. Proportions were calculated taking into account missing values which

numbers were * 1, T 2.

182



Table 3. Description of bleeding events among the 28-day survivors and 28-day non-

survivors
28-day 28-day
All survivors non-survivors
N=334 N =199 N =135
Bleeding definitions
UDBP
None or non-severe 178/334 (53.3) 115/199 (57.8) 63/135 (46.7)
Severe 116/334 (34.7) 62/199 (31.2) 54/135 (40.0)
Massive 40/334 (12.0) 22/199 (11.1) 18/135 (13.3)
ELSO
None or non-serious 110/334 (32.9) 74/199 (37.2) 36/135 (26.7)
Serious 224/334 (67.1) 125/199 (62.8) 99/135 (73.3)
BARC
TypeOor1l 109/334 (32.6) 73/199 (36.7) 36/135 (26.7)
Type 2 15/334 (4.5) 6/199 (3.0) 9/135 (6.7)
Type 3a 85/334 (25.4) 49/199 (24.6) 36/135 (26.7)
Type 3 b 33/334 (9.9) 25/199 (12.6) 8/135 (5.9)
Type 3¢ 11/334 (3.3) 4/199 (2.0) 7/135 (5.2)
Type 4 81/334 (24.3) 42/199 (21.1) 39/135 (28.9)
Bleeding sites
Pericardial 101/334 (30.2) 63/199 (31.7) 38/135 (28.1)
Cannula 74/334 (22.2) 34/199 (17.1) 40/135 (29.6)
Pleural 26/334 (7.8) 16/199 (8.0) 10/135 (7.4)
Otorhinolaryngeal area 28/334 (8.4) 16/199 (8.0) 12/135 (8.9)
Gastrointestinal tract 17/334 (5.1) 9/199 (4.5) 8/135 (5.9)
Hemoptysis 18/334 (5.4) 10/199 (5.0) 8/135 (5.9)
Intracranial 14/334 (4.2) 6/199 (3.0) 8/135 (5.9)
Retroperitoneal 3/334 (0.9) 3/199 (1.5) 0/135 (0.0)
Others 27/334 (8.1 16/199 (8.0) 11/135 (8.1)
Blood products
PRBC 311/332 (93.7) 187/199 (94.0) 124/133 (93.2)
Number of PRBC, units 11 (6 to 20) 10 (510 19) 13 (6 to 20)
Number of PRBC, units/ECMO days 1.5(0.8t02.7) 1.4 (0.7 to 2.3) 1.8(1.0t0 3.0)
FFP 190/325 (58.5) 109/196 (55.6) 81/129 (62.8)
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Number of FFP, units 8 (410 14) 6 (410 13) 10 (4 to 15)
Number of FFP, units/ECMO days 1.0(0.5t02.2) 0.9(0.41t02.0) 1.3(0.5t02.3)
PC 215/328 (65.5) 121/197 (61.4) 94/131 (71.8)
Number of PC, units 4(2t07) 4(2t07) 4(2t07)
Number of PC, units/ECMO days 0.6 (0.3t0 1.0) 0.5(0.210 1.0) 0.6 (0.3t0 1.3)
All blood product 311/333 (93.4) 187/199 (94.0) 124/134 (92.5)
Number of All, units 16 (7 to 35) 14 (7 to 34) 18 (9to 41)
Number of All, units/ECMO days 2.3(1.1t04.6) 2.0(1.0t0 4.0) 3.0(1.3t05.5)
rFVila 10 (3.0) 6 (3.0) 4 (3.0)
rFVIla, mg 6.0 (3.0t0 6.0) 4.5 (3.0t0 6.0) 6.0 (4.5 to 6.5)
rFVIla mg/ECMO days 0.4 (0.31t00.8) 0.4 (0.21t00.8) 0.6 (0.41t00.9)

Values are numbers/total numbers (%) or median (interquartile range).

Abbreviations: BARC=Bleeding academic research consortium; ECMO= Extracorporeal membrane
oxygenation; ELSO=Extracorporeal life support organization; FFP=Fresh frozen plasma; PC=Platelet
concentrates; PRBC= Packed red blood cells; rFVIla=Recombinant activated factor VII; UDBP=Universal

definition bleeding after cardiac surgery.
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Table 4. Association between 28-day mortality with bleeding events during VA-ECMO

support according to Different Bleeding Definitions.

Event/patients- Adjusted?
Bleeding Definitions day at risk HR (95% CI) p-value
UDPB 0.27
None or non-severe 63/4092 1.00 (ref.) -
Severe 54/1992 1.39 (0.93 to 2.08) 0.10
Massive 18/785 1.13 (0.64 to 1.98) 0.66
Harrell’s C-index 0.674 (0.627 to 0.722)
AIC 1464
ELSO
None or non-serious 36/2869 1.00 (ref.) -
Serious 99/3893 1.75 (1.17 to 2.62) 0.006
Harrell’s C-index 0.681 (0.634 t0 0.727)
AlC 1454
BARC <0.001
TypeOorl 36/2780 1.00 (ref.) -
Type 2 9/212 3.69 (1.7310 7.82) <0.001
Type 3a 36/1509 1.56 (0.96 to 2.51) 0.067
Type3b 8/757 0.74 (0.33t0 1.63) 0.46
Type 3c 7/125 4.21 (1.76 to 10.06) 0.001
Type 4 38/1483 1.55 (0.92 to 2.59) 0.097
Harrell’s C-index 0.700 (0.655 to 0.746)
AIC 1452
BARC major bleeding <0.001
None or <Type 2 36/2780 1.00 (ref.) -
Major (>Type 2) 99/4088 1.60 (1.07 to 2.39) 0.021
Harrell’s C-index 0.681 (0.634 to 0.729)
AIC 1458

! adjusted for age, body mass index, simplified acute physiology score, left ventricular ejection fraction,
lactate and hemoglobin levels at baseline, and LV unloading during ECMO calculated after handling
missing data on covariates by multiple imputation (m=20).

Abbreviations: AIC=Akaike information criteria; BARC=Bleeding academic research consortium; C-
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index= concordance index; ECMO=Extracorporeal membrane oxygenation; ELSO=Extracorporeal life

support organization; UDPB=Universal definition bleeding after cardiac surgery.
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Table 5. Multivariable analysis of patients’ characteristics associated with ELSO-

serious bleeding events during VA-ECMO support

cHR (95% CI) P-value
Model 1 (Platelet as candidate variable)
BMI per one SD (= kg/m?) increase 1.16 (1.01t0 1.32) 0.028
Platelet count per one SD (= 80,10%L) 0.68 (0.55 10 0.85) <0.001
Postcardiotomy vs. medical etiology 1.49 (1.08 to 2.04) 0.013
Harrell’s c-Index 0.688 (0.643 t0 0.733)
Model 2 (Hemoglobin and fibrinogen as candidate variables)
BMI per one SD (= 6.3 kg/m?) increase 1.16 (1.01to0 1.32) 0.027
Fibrinogen per one SD (=1.6 g/L) 0.83 (0.70t0 0.97) 0.019
Hemaoglobin per one SD (=2.2 g/dL) 0.78 (0.65 t0 0.93) 0.004
Postcardiotomy vs. medical etiology 1.73 (1.28t0 2.31) <0.001
Harrell’s c-Index 0.679 (0.636 t0 0.723)

cHRs (cause-specific hazard ratio) were calculated using backward-stepwise multivariable Cause-Specific Cox’s

regression models after handling missing values by multiple imputation procedures (m=20); candidate factors

were factors associated with serious bleeding events in univariable Cause-Specific Cox’s regression models (at

p-value <0.10), except hemoglobin and fibrinogen for model 1 and except platelet count for model 2.

Abbreviations: BMI=body mass index; SD=standard deviation.

187



Figures

188



n =502

Assessed for eligibility

n =334

Included in the study

Excluded, n = 168 patients*

eCPR,n=73

Moribund patients**, n = 23
Withdrawal of care,n=7
Failure to run the ECMO,n=6
Cerebral death,n=6
Refractory vasoplegia, n=4

Multiple ECMO supports, n =23

Missing bleeding classification data, n = 21

Bleeding before ECMO, n =14

Age <18 years,n=6

HIT or argatroban use, n =6

Exposition to VKA or DOAC, n =5

Antiphospholipid syndrome, n =1

28-day survivors
n=199

Figure 1. Study flow chart

Abbreviations: DOAC=Direct oral

28-day non-survivors

n=135

anticoagulants;

ECMO=extracorporeal membrane

oxygenation; eCPR= Extracorporeal Cardiopulmonary Resuscitation HIT=Heparin induced

thrombocytopenia; n=number of patients; VKA=Vitamine K antagonist.

*The same patients may have several causes of exclusion

**Death within 24 first hours.
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SUPPLEMENTAL MATERIALS
Additional methods

Recombinant Factor V11 activated administration local protocol

Product used: Novoseven® (activated Eptacog alfa)

Administration criteria:

Life-threatening bleeding and the following criteria:

Achievement of the following laboratory parameter targets: hemoglobin > 8 g/dL,
Prothrombine ratio> 50%, aPTT ratio <2, platelets count > 70,000/mm?3, fibrinogen> 1.5 g/L,
body temperature> 36 °C, pH > 7.20 and calcemia> 2.2 mmol/L

Mandatory surgical reexploration to exclude surgical source of bleeding.

Detailed statistical analysis
Quantitative variables are expressed as means (standard deviation) in the case of normal
distribution or medians (interquartile range) otherwise. Categorical variables are expressed as
numbers (percentage). 90-day overall survival was estimated using the Kaplan-Meier method
and the 28-day cumulative incidences of bleeding events ECMO according to the different
bleeding categories with 28-day mortality by using univariable and multivariable Cox’s
regression models by considering bleeding events as a time-dependent covariates (2-level
categorical variable for ELSO-serious definition (none or non-serious vs. serious), 3-levels
categorical variable for UDPB definition (none or non-severe, severe vs. massive) and 5-
levels categorical variable for BARC definition (type 0 or 1, type 2, type 3a, type 3b, type 3c,
vs. type 4). Multivariable Cox’s regression models included the following pre-specified

confounders, age, body mass index, simplified acute physiology score, left ventricular
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ejection fraction, lactate and hemoglobin levels at baseline, and LV loading during ECMO
treated as dependent covariates. Unadjusted and adjusted HRs associated with each bleeding
events classification were derived as effect sizes using the lowest category as reference. To
compare the performance of the different bleeding events classification, we calculated the
Akaike information criteria (AIC) and the Harrell’s C-index; lower is the AIC, better is the fit
of model and greater is the Harrell’s C-index, better the model distinguishes living patients
from those who have died at 28-day. To avoid case-deletion in multivariate analyses due to
presence of missing data in covariates, multivariable Cox’s models were performed after
handling missing data on covariates by using multiple imputation procedure?. Imputation
procedure was performed using regression-switching approach (chained equations with m=20
obtained) under the missing at random assumption using all baseline characteristics (see
table 1), bleeding and death (event status and log of event time), with a predictive mean
matching method for quantitative variables and logistic regression model (binary, ordinal or
multinomial) for categorical variables. Estimates obtained in the different imputed data sets
were combined using Rubin’s rules??!,

Finally, we assessed the association of main patient’s characteristics with the incidence of
ELSO-serious bleeding events during ECMO using univariable and multivariable cause-
specific Cox’s regression models considering ECMO discharge (alive or dead) as competing
events. LV unloading during ECMO was treated as a time-dependent covariate into the Cox’s
regression model. The proportional hazards assumption for each candidate factor was
assessed by examining the Schoenfeld residuals plots and the log-linearity assumption for
quantitative factors were assessed using Martingale residual plots.??? Factors associated with a
p-value <0.10 in bivariate analyses were implemented into a backward stepwise Cox’s

regression model using removal criteria of 0.10. To prevent collinearity of platelets count with

fibrinogen and hemoglobin levels, two separate multivariate analyses were done; a first model
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considering only platelet as candidate factor and a second model considering hemoglobin and
fibrinogen as candidate factors. To avoid case deletion in the multivariable analyses due-
missing data in covariates, missing values were handled by multiple imputation using
regression switching approach (chained equations with m=20), similarly than previous
multivariate analyses. The performance of the final multivariable models were assessed by
calculating the Harrell” c-statistic??3,

Statistical testing was conducted at the two-tailed a-level of 0.05. Data were analyzed using

the SAS software version 9.4 (SAS Institute, Cary, NC).
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Additional Tables

Supplementary Table Al. Bleeding defined by BARC, UDPB, and ELSO serious bleeding criteria

Definition Criteria Criteria modifications
BARC
Type 0 No bleeding Analysed in the same subtype: Type O or 1
Type 1 Bleeding that is not actionable and does not cause the patient to seek unscheduled
performance of studies, hospitalization, or treatment by a healthcare professional; may include
episodes leading to self-discontinuation of medical therapy by the patient without consulting a
healthcare professional.
Type 2 Any overt, actionable sign of hemorrhage (e.g., more bleeding than would be expected for a No modification
clinical circumstance, including bleeding found by imaging alone) that does not fit the criteria
for type 3, 4, or 5 but does meet at least one of the following criteria: (1) requiring
nonsurgical, medical intervention by a healthcare professional, (2) leading to hospitalization
or increased level of care, or (3) prompting evaluation.
Type 3
Type 3a Overt bleeding plus hemoglobin drops of 3 to <5 g/dL (provided hemoglobin drop is related to  The exclusion of
bleed) dental/nasal/skin/hemorrhoid criteria was
Any transfusion with overt bleeding. not fully applied for type 3b. Cannulation
Type 3b Overt bleeding plus hemoglobin drop >5 g/dL (provided hemoglobin drop is related to bleed).  bleedings and Epistaxis that justified
Cardiac tamponade. anteroposterior packing and sphenoidal
Bleeding requiring surgical intervention for control (excluding dental/nasal/skin/hemorrhoid).  artery embolization were considered.
Bleeding requiring intravenous vasoactive agents. No intraocular bleed compromising vision
Type 3¢ Intracranial hemorrhage (does not include microbleeds or hemorrhagic transformation, does was observed and no autopsy or lumbar

include intraspinal).
Subcategories confirmed by autopsy or imaging or lumbar puncture.
Intraocular bleed compromising vision.

puncture confirmation were performed

Type 4: CABG-related
bleeding

Perioperative intracranial bleeding within 48 h

Reoperation after closure of sternotomy for the purpose of controlling bleeding.
Transfusion of >5 units whole blood or packed red blood cells within a 48-h period.
Chest tube output >2L within a 24-h period.

Extended to all postcardiotomy patients
Rather than CABG -related bleeding, this
was post-cardiotomy related bleeding
Detailed criteria were unchanged

Type 5: fatal bleeding
Type 5a
Type 5b

Definite fatal bleeding; overt bleeding or autopsy or imaging confirmation.
Probable fatal bleeding; no autopsy or imaging confirmation but clinically suspicious.

None classified.
The imputability exclusively to a bleeding
event was difficult in VA-ECMO setting

uUbDPB

Class 0 (insugnificant)

Universal definition of postoperative bleeding following cardiac surgery
Postoperative chest tube blood loss with 12 hours <600 mL without tamponade or

Blood loos volume quantification criteria
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reexploration and no blood product transfusion

Class 1 (Mild)

Postoperative chest tube blood loss with 12 hours of 600 to 800 mL or 1 PRBC transfusion
without tamponade or reexploration

Class 2 (moderate)

Postoperative chest tube blood loss with 12 hours of 801 to 1000 mL with 2-4 PRBC, 2 or 4
FFP, any number of platelets, cryoprecipitate, prothrombin complex concentrates and without
tamponade or reexploration

was not used as medical patient have no
such drainage and the bleeding can occurs
after their removal in surgical patients.
Analyzed in the same subcategory defined as
none or non-severe.

The main criteria used here were the number
of PRBC and FFP criteria, surgical
reexploration or tamponade

Class 3 (Severe)

Delayed sternal closure, 1001 to 2000 mL of postoperative chest tube bleed loss, immediate 5
to 10 PRBC or 5 to 10 FFP transfusion or surgical exploration

Class 4 (Massive)

Required> 10 PRBC, > 10 FFP or rFVIla administration

Blood loss volume quantification not applied
for the raison aforementioned.
All other criteria were applied

ELSO Extracorporeal membrane oxygenation bleeding
None
Serious bleeding requiring surgical exploration or characterized by its location (central nervous No modification
system, hemothorax, retro-peritoneal bleeding) or requiring immediate transfusion of at least 2
units of PRBC for either a sudden fall in hemoglobin of 2 g/dL in less than 24 hours or new
onset of hemodynamic instability or overt bleeding.
ISTH International society on thrombosis and heamostasis
None

Major bleeding
definition in non-
surgical patients

Fatal bleeding, and/or symptomatic bleeding in a critical area or organ, such as intracranial,
intraspinal, intraocular, retroperitoneal, intraarticular or pericardial, or intramuscular with

compartment syndrome, and/or bleeding causing a fall in hemoglobin level of 20 g/L (1.24
mmol/L) or more or leading to transfusion of two or more units of whole blood or red cells.

Not applied
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Supplementary Table S2. Association between 28-day mortality with bleeding events

during VA-ECMO support according to Different Bleeding Definitions.

Event/patients- Unadjusted Adjusted?
Bleeding Definitions  day at risk HR (95% CI) p-value HR (95% CI) p-value
UDPB 0.008 0.27
None or non-severe  63/4092 1.00 (ref.) - 1.00 (ref.) -
Severe 54/1992 1.77 (1.23t0 2.56)  0.002 1.39(0.93t02.08) 0.10
Massive 18/785 1.40(0.82t02.40) 0.22 1.13(0.641t01.98) 0.66
Harrell’s C-index  0.566 (0.521 to 0.611) 0.674 (0.627 to 0.722)
AIC 1492 1464
ELSO
None or non-serious  36/2869 1.00 (ref.) - 1.00 (ref.) -
Serious 99/3893 2.00(1.36t02.95) 0.0004 1.75(1.17t02.62) 0.006
Harrell’s C-index  0.573 (0.530 to 0.615) 0.681 (0.634 to 0.727)
AlIC 1473 1454
BARC <0.001 <0.001
TypeOorl 36/2780 1.00 (ref.) - 1.00 (ref.) -
Type 2 9/212 3.22(1.54t06.69) 0.002 3.69(1.73t07.82)  <0.001
Type 3a 36/1509 1.81(1.13t02.88) 0.013 1.56 (0.96t0o 2.51)  0.067
Type 3 b 8/757 0.85(0.39t0 1.84) 0.68 0.74 (0.33t01.63)  0.46
Type 3¢ 71125 3.67 (1.63t08.26)  0.002 4.21 (1.76 to 10.06) 0.001
Type 4 38/1483 1.89(1.20t02.99)  0.006 1.55(0.92t02.59)  0.097
Harrell’s C-index  0.607 (0.560 to 0.654) 0.700 (0.655 to 0.746)
AIC 1486 1452
BARC major bleeding <0.001 <0.001
None or <Type 2 36/2780 1.00 (ref.) - 1.00 (ref.) -
Major (>Type 2) 99/4088 1.82(1.23t02.68) 0.002 1.60 (1.07t0 2.39)  0.021
Harrell’s C-index  0.562 (0.519 to 0.604) 0.681 (0.634 to 0.729)
AIC 1486 1458

Ladjusted for age, body mass index, simplified acute physiology score, left ventricular ejection fraction, lactate
and hemoglobin levels at baseline, and LV unloading during ECMO calculated after handling missing data on
covariates by multiple imputation (m=20).

Abbreviations: AIC=Akaike information criteria; BARC=Bleeding academic research consortium; C-index=
concordance index; ECMO=Extracorporeal membrane oxygenation; ELSO=Extracorporeal life support
organization; UDPB=Universal definition bleeding after cardiac surgery.
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Supplementary Table S3. Univariate analysis of patient’s characteristics associated with

serious bleeding events during ECMO

Characteristics None or non-serious Serious cHR p-
event (n=110) bleeding (95%ClI) value
(n=224)

Age, years 55 (44 to 64) 58 (44 to 66) 1.06 (0.96t0 1.18)!  0.23
BMI, kg/m? 27.045.9 28.4+6.4 1.15(1.01t0 1.32)>  0.031
Male gender 75/110 (68.2) 142/224 (63.4)  0.80 (0.60 to 1.06) 0.11
Comorbidities
Atrial fibrillation 26/110 (23.6) 71/224 (31.7) 0.99 (0.73t0 1.32) 0.93
Diabetes mellitus 31/110 (28.2) 56/224 (25.0) 0.91 (0.66 to 1.24) 0.52
Hypertension 53/109 (48.6) 120/224 (53.6)  1.22 (0.93 to 1.60) 0.15
Hypercholesterolemia 39/109 (35.8) 83/224 (37.1) 1.00 (0.76 t0 1.32) 0.99
eGFR <80 mL/min/1.73 m? 29/108 (26.9) 93/220 (42.3) 1.24 (0.94 to0 1.63) 0.12
Ischemic heart disease 42/109 (38.5) 99/224 (44.2) 1.09 (0.83 t0 1.43) 0.54
Valvular heart disease 12/109 (11.0) 55/224 (24.6) 1.46 (1.07t01.99) 0.015
Dilated cardiomyopathy 15/109 (13.8) 26/224 (11.6) 0.69 (0.44 to 1.07) 0.90
P2Y12 inhibitors during ECMO 13/109 (11.9) 21/224 (9.4) 0.89 (0.56 to 1.40) 0.62
SAPS I 58.0 +20.4 61.5+22.7 1.19 (1.03t0 1.36)>  0.015
LVEF, % 10 (10 to 20.0) 13(9t025.0) 1.14(1.01t01.28)' 0.026
Biological variables
Lactate, mmol/L 5(2t09) 5 (30 10) 1.14 (0.99 to 1.30)>  0.059
Fibrinogen, g/L 3.8+1.8 3.3%15 0.84 (0.75t0 0.93)> <0.001
Bilirubin, mmol/L 15 (12 to 20) 22 (14 to 36) 1.06 (0.92t0 1.21)> 0.40
Platelet count, 10%/L 185 (131 to 226) 100 (68 to 146)  0.54 (0.44 to 0.66)> <0.001
Hemoglobin, g/dL 10.3+2.2 8.6 2.0 0.63 (0.53t0 0.75)> <0.001
Anti-Xa, IU/mL 0.6 (0.3t01.2) 0.4(0.2t00.9) 0.79 (0.66 t0 0.94)>  0.007
Description of ECMO support
Etiologies of refractory shocks

Medical 92/110 (83.6) 119/224 (53.1) 1.00 (ref.) -

Postcardiotomy 18/110 (16.4) 105/224 (46.9)  2.09 (1.59t0 2.74) <0.001
Cardiopulmonary resuscitation 43/110 (39.1) 89/223 (39.9) 1.13 (0.85t0 1.48) 0.39
Type of cannulation

Femoro-femoral ECMO 99/110 (90.0) 194/224 (86.6) 1.00 (ref.) -

Axillo-femoral ECMO 11/110 (10.0) 30/224 (13.4) 1.05 (0.71 to 1.55) 0.12
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Initial ECMO flow, L/min 3.840.9 4.0 0.9 1.01 (0.86 t0 1.18)2  0.92
LV unloading 14/110 (12.7) 32/224 (14.3)  0.92 (0.57t0 1.46)°  0.71

1¢HR calculated per 10-unit increase; >cHR calculated per one standard deviation increase; ® cHR calculated
by treating LV unloading as time-varying variable. Continuous variables were presented as mean * standard
deviation or median (interquartile range). Binary variables were presented as frequency (percentage).

Abbreviations: cHR=cause-specific hazard ratio; Cl=confidence interval; ECMO=extracorporeal membrane
oxygenation; eGFR, estimated glomerular filtration rate according to CKD-EPI 2009 definition;
ICU=intensive care unit; LV=left ventricle; LVEF=Ieft ventricular ejection fraction; SAPS II, simplified

acute physiology score.
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Supplementary Table S4. Description of bleeding events in patients with Postcardiotomy

versus medical etiology

Medical etiology
(N=211)

Postcardiotomy
(N=123)

Bleeding definitions
UDBP

None or non-severe
Severe

Massive

ELSO

None or non-serious
Serious

BARC

TypeOor1l

Type 2

Type 3a

Type3b

Type3C

Type 4

Bleeding sites
Pericardial

Cannula

Pleural
Otorhinolaryngeal area
Gastrointestinal tract
Hemoptysis
Intracranial
Retroperitoneal
Unknown

Blood products

PRBC

Number of PRBC, units
Number of PRBC, units/ECMO days
FFP

Number of FFP, units
Number of FFP, units/ECMO days
PC

143/211 (67.8)
57211 (27.0)
11211 (5.2)

92/211 (43.6)
119/211 (56.4)

91/211 (6.6)
14/211 (6.6)
76/211 (36.0)
19/211 (9.0)
8/211 (3.8)
3/211 (1.4)

23/211 (10.9)
50/211 (23.7)
9/211 (4.3)
17/211 (8.1)
13/211 (6.2)
13/211 (6.2)
8/211 (3.8)
2/211 (0.9)
20/211 (9.5)

191/210 (91.0)
8.0 (4.0t0 14.0)
1.2 (0.6 10 2.0)
94/203 (46.1)
5.0 (3.0 to 10.0)
0.8 (0.4101.3)
107/206 (51.9)

35/123 (28.5)
59/123 (48.0)
29/123 (23.6)

18/123 (14.6)
105/123 (85.4)

18/123 (14.6)
1/123 (0.8)
9/123 (7.3)
14/123 (11.4)
3/123 (2.4)
78/123 (63.4)

78/123 (63.4)
24/123 (19.5)
17/123 (13.8)
11/123 (8.9)
41123 (3.3)
5/123 (4.1)
6/123 (4.9)
1/123 (0.8)
7/123 (5.7)

120/122 (98.4)
17.0 (11.0 to 27.0)
2.1 (1.4103.5)
96/121 (79.3)
11.0 (6.0 t0 17.5)
1.6 (0.6 10 2.5)
108/122 (88.5)

Number of PC, units 3.0(2.0t06.0) 5.0 (3.0t0 8.0)
Number of PC, units/ECMO days 0.4 (0.2t00.7) 0.7(0.3t01.2)
All blood product 191/211 (90.5) 120/122 (98.4)
Number of All, units 11.0 (6.0 to 22.0) 32.0 (16.0 to 47.5)
Number of All, units/ECMO days 1.5(0.81t03.3) 40(21t07.1)
rFVII 2/211 (0.9) 8/122 (6.5)

rFVIL, mg 6.0 (6.0 t0 6.0) 4.5(3.0t06.0)
rFVII mg/ECMO days 0.4 (0.4t0 0.5) 0.6 (0.2t0 0.8)
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Additional Figures

Supplemental Figure 1.
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Supplementary Figure 2. Cumulative incidences of major bleeding events
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Supplementary Figure 3. Overall survival within 90 days of ECMO initiation

Supplemental Figure 2. Overall survival within 90 days of ECMO initiation
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Discussion générale

L’assistance circulatoire par ECMO-VA périphérique représente le traitement de choix pour
le choc cardiogénique réfractaire. Son utilisation dans cette indication est croissante'#2?* et
I’élargissement de ses indications a des patients moins graves est en cours d’investigation par
3 études multicentriques randomisées controlées (EURO-SHOCK, NCT03813134 ; ECLS-
SHOCK, NCT03637205 ; ANCHOR, NCT04184635).

Quelles que soient les modalités d’assistance par ECMO considérées, il existe un surrisque de
complications thrombotiques et hémorragiques dont les mécanismes sont complexes,
nombreux et intriqués. Les désordres de I’hémostase définissant la coagulopathie associée a
I’ECMO-VA en sont une. Elle comprend des altérations fonctionnelles multiples qui
aboutissent a la fois & un phénotype hémorragique et prothrombotique.

La prévention de ce risque thrombotique majeur justifie I’utilisation d’une anticoagulation
systémique dont le choix reste empirique. Cette anticoagulation ne suffit pas a eviter les
complications thrombotiques alors méme qu’elle pourrait aggraver le risque hémorragique
dans ce contexte. Bien que la littérature concernant ’ECMO est riche de publications, une
analyse extensive permet d’identifier plusieurs problémes dont quelques-uns ont été agrégés
pour définir la problématique globale de cette thése.

L’ECMO-VA périphérique est la modalité de canulation donnant les meilleures chances de
survie en comparaison a la configuration centrale. Elle est rarement étudiée de facon isolée.
De facon similaire les patients assistés pour arrét cardiaque réfractaire dont la mortalité
avoisine 85 % sont étudiés avec ceux assistés pour choc cardiogénique réfractaire de mortalité
plus réduite (50 %). Ces deux sources d’hétérogénéité sont aggravées par 1’inclusion
fréquente de patients assistés par une ECMO-VV dont I’indication est le SDRA. Le type de

pathologie, d’anticoagulation et les stratégies d’anti-agrégation plaquettaire différente entre
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les deux populations. L’étiologie la plus fréquente du SDRA étant septique, les mécanismes
de thrombinoformation engagés sont probablement différents de ceux existant chez les
patients assistés pour une cause aseptique comme I’est le choc cardiogénique. Ainsi les
données cliniques publiées a ce jour sur les complications hémorragiques ou thrombotiques
dans ce contexte sont peu transposables a une population homogene de patients sous ECMO-
VA. En conséquence, nous avons focalisé notre recherche autour des patients assistés par
ECMO-VA périphérique exclusivement pour un choc cardiogénique réfractaire. Nous avons
organisé notre propos autour des deux axes reflétant les complications liées a 1’hémostase :

I’axe thrombose et I’axe hémorragie.

Concernant I’axe thrombose, notre travail de these a essayé d’apporter de nouveaux éléments
de compréhension dans la survenue des complications thrombotiques malgré 1’utilisation
extensive d’une anticoagulation systémique par HNF. Dans une premiére étude clinique et
histologique, nous avons décrit et analysé 1’architecture des thrombus formés sur les circuits
inertes d’ECMO-VA malgré cette anticoagulation systémique censée éviter leur survenue.
Dans un deuxiéme travail de recherche qui agrége les données d’une étude clinique
multicentrique et d’une étude histologique, nous avons comparé ’efficacité des revétements
de surface existants et étudié I’impact de ces revétements de surface sur la composition des

thrombus formés sur circuit ’ECMO-VA.

Concernant 1’axe hémorragie, nos investigations ont été essentiellement cliniques. Une étude
clinique sur un grand effectif de patients a en effet permis de décrire de facon precise les
caractéristiques des complications hémorragiques dans une population homogene de patients
sous ECMO-VA périphérique. Nous avons validé deux definitions alternatives d’hémorragie
majeures en mesure d’impacter la mortalité afin de faciliter la prise de décision en pratiques
courantes et d’harmoniser les critéres de jugements en recherche clinique. Enfin, nous avons

identifié les facteurs de risque d’hémorragie majeure spécifique a cette population de patients
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assistés par ECMO-VA périphérique. Par ailleurs, dans un travail annexe dans la thématique
de la thése, nous avons investigué dans le contexte de ’ECMO-VA, la fiabilité des outils de
monitorage de I’anticoagulation par HNF les plus robustes disponibles en routine que sont le

TCA et I’ Anti-Xa.

Axe thrombose

Nous avons montré que dans notre population d’intérét I’incidence des complications
thrombotiques était importante avoisinant les 32 a 39 % dans nos différentes cohortes.??®> Ces
complications thrombotiques, qui étaient étudiées sous forme de critere composite dans nos
travaux regroupent cependant différentes réalités physiopathologiques. En effet les
complications thrombotiques pouvaient avoir une cause embolique, thrombotique sur lésions
endothéliales locales, ou ischémique sur obstruction iatrogéne d’une lumiére vasculaire par
une canule. Plusieurs de ces mécanismes peuvent &tre associés sans que l’on ne puisse
distinguer I’importance relative de 1’une ou 1’autre. L’exemple de I’AVC ischémique dans ce
contexte est marquant. Cette complication peut résulter d’une cause cardio-embolique, d’une
dissection artérielle en cas de canulation axillaire, d’'une embolie gazeuse accidentelle ou
encore d’une thrombose locale au niveau d’une artere cérébrale. De facon similaire 1’ischémie
de membre est le fait conjugué d’une obstruction vasculaire artérielle confinant a un débit de
perfusion réduit du membre, d’une possible obstruction veineuse limitant le drainage du
membre, d’une rupture de plaque ou d’une dissection au moment de la canulation, de cause
cardio-embolique ou étre secondaire a des doses excessives de vasoconstricteurs. L une des
explications de 1’échec de I’anticoagulation a prévenir ces complications est la complexité de
ces mécanismes qui associent a la fois des phénomenes ischémiques vasculaires et des

phénomenes thrombotiques liés aux anomalies de I’hémostase.
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Cette assertion n’est cependant pas valable lorsque 1’on considére les complications
thrombotiques intervenant sur le circuit d’ECMO. Le taux de complication amenant a un
changement de circuit d’ECMO était de 14 % dans notre travail, en de¢a des 31 % rapporté
par Lubnov et al. dans une cohorte d’ECMO-VV et en cohérence avec le taux de défaillance

d’oxygénateur seul d’environ 7 % issu du rapport de I’ELSO de 2016.

L’architecture des circuits considérés pourrait générer des zones de stagnation de flux a méme
de favoriser la survenue de ces thromboses. Par ailleurs, les pompes présentant une tige de
rotation a ’exemple de la pompe Revolution (LivaNova Group, Saluggia, Italy) ont plus de
thrombi en fréquence et en nombre dans notre travail. De plus ces zones de frottement élevé
pourraient générer des températures excessives pouvant favoriser I’hémolyse et/ou la
coagulation de certaines protéines. L’aspect macroscopique de certains thrombi issus de notre
travail, de couleur sombre, majoritairement issus de ces localisations, associés a un aspect
histologique compatible avec la dénaturation des protéines et de I’hémolyse tend a valider

cette hypothése.%®

Le mécanisme précis de thrombinoformation sur le circuit ’ECMO n’est pas totalement
élucidé, mais une part importante est attribuée a 1’activation de la voie contact suite &
I’interaction entre le sang circulant et les surfaces inertes négativement chargées. Ce
mécanisme devrait pouvoir étre inhibé par 1’utilisation d’un bolus d’anticoagulation par HNF

suivie par une infusion systémique continue, ce que contredisent les observations cliniques.

Dans notre travail décrivant de facon extensive la composition des thrombi extraits de ces
circuits, nous avons observé une treés grande hétérogénéité des thrombus isolés.?®® Cela ameéne

a considérer que plusieurs mécanismes pourraient étre impliqués dans leurs survenues.

Les deux composants majoritaires de ces thrombus étaient la fibrine et le VWF. Nous avons

également observé la présence de plaquettes, d’érythrocytes et dans une moindre mesure des
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leucocytes en phase de NETose. Nos résultats font échos a la publication de Figueroa Villalba
et al. Ces auteurs avaient analysé 53 circuits issus de patients pédiatriques avec des
configurations d’ECMO hétérogénes.??® Ils font également échos aux résultats publiés par
Hasting et al., a propos des thrombi issus de tubes et d’oxygénateurs de circuit d’ECMO
pédiatrique a I’exclusion de ceux issus des tétes de pompe.??” Les analyses des auteurs étaient

qualitatives et focalisées sur le contenu en fibrine et en plaquettes.

Nos résultats et celles de ces deux travaux soutiennent 1’implication de 1’adsorption de la
fibrine sur les surfaces inertes lors de 1’activation de la phase contact (ou voie intrinseque de
la coagulation) comme un des phénomenes majeurs a 1’origine de I’activation de la
coagulation et de I’inflammation sous ECMO. L’adsorption des protéines plasmatiques avec
en premier lieu le fibrinogene intervient des les premieres minutes de contact entre le sang
avec les surfaces inertes.!%>197 Cette phase d’activation de la voie contact est suivie par
I’adsorption des protéines de la coagulation de la voie extrinséque activant ainsi la thrombino-
formation mais également le recrutement de plaquettes et de leucocytes activés. Les
monocytes recrutés et activés produisent du facteur tissulaire en capacité d’activer la voie
extrinseque et de majorer le dépot de fibrine.?26-230 De facon intéressante, nous avons observé
un taux de leucocytes bien plus élevé dans les thrombi riche en fibrine en comparaison au

thrombi plutot riche en érythrocytes identifié apres notre analyse en cluster hiérarchique.?%

Dans les conditions de contraintes de flux supra maximales comme celles observées sous
ECMO-VA, I’adhésion plaquettaire ne devrait étre possible que par le freinage prealable
permis par I’interaction GPIb et VWF. Cela pourrait expliquer la proportion importante de
VWEF retrouver dans ces thrombi en méme temps que la présence quasi ubiquitaire de
plaquettes. Cette participation du VWF a la genése de ces thrombus est également retrouvée

par Figueroa Villalba et al. et Hasting et al.”6#0
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En effet, il est démontré que I’activation plaquettaire flux dépendant préalable a leurs
adhésions au fibrinogéne ou a la fibrine liés aux surfaces inertes est médiée par le VWF. Cette
activation plaquettaire flux dépendante liée au récepteur GPIb est un phénomeéne bien décrit et
pourrait expliquer la présence de facon quasi ubiquitaire de plaquettes dans les thrombi
analysés.?’23L.232 Par ailleurs, Iefficacité relative de 1’héparinothérapie dans le contrdle de la
thrombinoformation sous ECMO trouverait la une possible explication. La liaison VWF/GPIb
est indépendante de 1’héparinothérapie et pourrait étre amplifiée sous ECMO-VA du fait de la
présence fréquente d’hémoglobine libre plasmatique qui facilite 1’interaction VWF/GP1b.136
L’hémoglobine libre plasmatique résulte de I’hémolyse qui est complication fréquente sous

ECMO-VA.

La mise en évidence de H3Cit qui confirme la présence de NETose met en lumiére la
participation des phénoménes inflammatoires aseptique dans cette thrombinoformation sous

ECMO, méme si cette contribution semble étre modeste d’un point de vue quantitative.

Classiquement le phénomeéne de NETose est associé au sepsis et des travaux précédents de
notre équipe avait démontré la présence d’une NETose intense dans les thrombi issus de
circuits d’ECMO-VV de patients assistés pour SDRA liée a une pneumopathie a SARS-
COV2.2% Les NETS sont capable d’activer le facteur X1l en Xlla du fait de leur richesse en
charge négative. Elles pourraient expliquer 1’échec des revétements de surface a prévenir de
facon plus effective la survenue des complications thrombotiques sur les circuits d’ECMO
prétraités. La présence des NETs dans les thrombus issus des circuits d’ECMO-VA dans notre
travail alors que tous les patients recevaient une antibiothérapie prophylactique et n’avaient
pas de sepsis avéré suppose une induction de NETose aseptique. Cette induction pourrait étre
en rapport avec ’activation de I’inflammation grace a la liaison entre des DAMPS et leurs
PRR en complément de celle induite par ’activation de la voie du facteur XII. De plus, des

données récentes suggerent que la NETose pourrait étre induite de facon isolée par des
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contraintes de flux anormalement élevées.?** L interaction plaquettes-neutrophiles pourraient
étre une autres cause d’induction la NETose en condition de contraintes de flux supra
maximale en I’absence de sepsis.?**#?*® Dans notre étude, la présence de leukocytes est trés
faible au sein des thrombi en opposition au résultats de Figueroa Villalba et al.?%®

probablement du fait des différences dans les étiologies a 1’origine de ’assistance par ECMO.

Dans cette perspective, la NETose pourrait étre une cible supplémentaire dans la prévention
des complications thrombotiques. Le niveau de la réaction inflammatoire est aisément
évaluable en routine par la mesure de biomarqueur comme la CRP ou la procalcitonine, ces

biomarqueurs pourraient donc indiquer un risque accru de thrombose mais reste a valider.

Ces résultats confirment donc la suspicion d’un mécanisme multifactoriel dans la
thrombinoformation sur circuit ECMO-VA. Les résultats de I’analyse en cluster hiérarchique
réalisée dans notre étude vont dans le méme sens. En identifiant au moins deux types de
clusters dans cette approche non subjective, 1’une fait de thrombi riche en érythrocytes et
I’autre fait de thrombi érythrocytes pauvre/fibrine riche, ces résultats suggeérent la présence

d’au moins deux mécanismes différents.

Dans le cadre de cet axe thrombose, nous avons également exploré les performances des
revétements de surface les plus utilisés en routine dans la prévention des complications
thrombotiques et de I’inflammation. Nous avons observé que les revétements a base
d’héparine en comparaison a ceux a base de PPC, étaient les plus efficaces dans la réduction
des complications thrombotiques mais plus délétéres dans le maintien du compte plaquettaire.
Les performances étaient similaires pour la survenue des complications hémorragiques, de la
mortalité et sur la cinétique des marqueurs inflammatoires étudiés. Ces résultats sont
novateurs puisqu’aucune étude a ce jour n’a compare les revétements de surfaces I’une a

I’autre dans le contexte de ’ECMO. Les données disponibles concernent les circuits de CEC
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utilisée en chirurgie cardiaque difficilement transposable dans le contexte de ’ECMO. Ces
évidences se limitent a la supériorité des revétements de surface en comparaison a 1’absence
de revétement et peu ou pas des différences concernant les deux types de revétement étudiés
dans ce travail.?®6-241 La comparaison en clinique humaine de deux types de revétement sur la
survenue complications thrombotiques est inexistante méme dans le contexte ’ECMO. Nos
résultats n’excluent cependant pas I’utilisation de revétement par PPC, mais suggeérent un
niveau d’anticoagulation plus agressif dans ce contexte. En effet ces circuits ont 1’avantage
d’éviter tout risque de génération de TIH contrairement au circuit revétant de 1’héparine.
Ayant exclu les patients aux antécédents de TIH dans notre cohorte pour cette analyse, nous
avons pu surestimer le benéfice associé au HA dans notre étude, cependant le nombre
d’exclusions avec une TIH était limité. Par ailleurs, I’identification d’une proportion plus
importante VWF dans les thrombi issues des circuits traités par PPC pourrait suggérer une
activation plaquettaire flux dépendante plus importante dans ces circuits. Se pose alors la
question de I’origine de ces différences de contrainte de flux. Une piste est la différence de
performance entre la téte de pompe puisque tous les patients du groupe PPC n’avaient pas la
méme téte de pompe que ceux du groupe héparine. Le nombre limit¢ d’évenements de
permettait pas de réalisée une analyse en sous-groupe doté d’une puissance suffisante pour
pouvoir conclure. Si ces résultats se confirmaient dans une étude de plus grands effectifs, il
pourrait faire moduler le type de traitement antithrombotique a envisager en fonction des
revétements de surface. Cependant, il est important de noter que la différence observée pour
le critere de jugement principal et composite complications thrombotiques, ne 1’est pas en
pour les thromboses machine amenant a un changement de circuit aprés analyse multivariée.

Le manque d’événements et de puissance statistique pourrait expliquer cette discordance.

Axe hémorragie
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Le profil des courbes d’incidences cumulées de complications hémorragiques observées dans
nos travaux souligne I’importance de 1’agression chirurgicale comme leur principale cause.
En effet elles semblent plus fréquentes chez les patients assistés pour un choc
postcardiotomie. La prééminence des saignements péricardiques et de ceux survenant aux
sites de canulation appuie cette observation et semble étre en cohérence avec les données de la
littérature.214556:202 par ailleurs, les saignements chirurgicaux semblent avoir une temporalité
différente de celle des saignements non chirurgicaux. Les premiéres surviennent en genéral
dans les tout premiers jours de 1’assistance alors que les seconds surviennent de fagon plus

étalée dans le temps. Les mécanismes impliqués sont différents dans une certaine mesure.

Les saignements chirurgicaux agrégent pour origine, 1’effraction vasculaire en premiers lieux
et possiblement les anomalies de la coagulation, alors que les saignements non chirurgicaux a
I’exemple des saignements muqueux sont plutdt liés d’une part a la fragilisation des
muqueuses liées a I’ischémie induite par le bas debit initial, d’autre part a un syndrome
aVWS 4892 ou au développement d’angiodysplasies secondaires qui pourraient étre induites
indirectement par 1’hydrolyse du VWF. Les données existant & propos de la maladie Heyde, et
les saignements muqueuses identifié sous LVAD tous deux en lien avec 1’aVWS amenent a
considérer cette hypothése, 155158242

En conséquence, les stratégies de prévention médicamenteuse et non médicamenteuse de ces
deux types de saignement devraient étre en partie distinctes. Concernant les saignements
chirurgicaux, le développement de ’approche percutanée pour la canulation périphérique
fémorale, la mise en place des techniques de préclosing et de post closing endovasculaire
pourrait permettre de réduire les saignements des sites de canulation.?32% L’ objectif
d’anticoagulation devrait étre plus réduit dans les étiologies de choc post-chirurgicales

comparativement aux étiologies médicales.
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Concernant les saignements muqueux, il n’existe pas a ce jour de traitement validé pour leur
prévention. Le ciblage de ’aVWS semble le plus pertinent, mais se heurte a plusieurs écueils.
Les approches médicamenteuses dont le but est la prévention des angiodysplasies n’ont pas
été étudiées chez le patient sous ECMO-VA et n’ont pas fait preuve de leurs efficacités chez
les patients implantés de LVAD. L’octréotide, la molécule utilisée dans ce contexte, est un
vasoconstricteur splanchnique puissant qui a montré un intérét en dehors des assistances.?46:247
Dans le cadre de ’ECMO-VA pour choc cardiogénique ou existe une vasoconstriction
adaptative a I’état de choc, 1’aggravation de cette vasoconstriction pourrait favoriser la
survenue de complications ischémiques digestives. La thalidomide dont [I’action
antiangiogénique a été appliquée dans ce contexte semble peu efficace au prix d’effets
secondaires importants.>*® Une autre approche est d’atténuer Iactivité protéolytique de
I’ADAMTSI13 par la doxycycline. Contrairement aux résultats d’une premiére étude in vitro,
des données in vivo ont montré I’inefficacité a la dose de 100 mg deux fois par jour
pendant 7 jours.?*® La supplémentation en MHPM de VWF a fait I’objet de plusieurs rapports
de cas, mais non validés par une étude de qualité. Cette approche est cependant trés discutable
puisque plusieurs données suggerent que 1’hydrolyse de VWF survient dans les minutes
suivant D’initiation de ’ECMO. Ces observations sont communes a la plupart des pompes
géneratrices de contraintes de flux élevées et furent demontrées par des travaux antérieurs de
notre équipe.?*? Ainsi la supplémentation de MHPM de VWEF serait vouée a I’hydrolyse
rapide et s’avérerait probablement inefficace.

Dans un travail pionnier de notre équipe publier par Vincent et al. la préservation de la
pulsatilité artérielle était associée a une réduction de la perte des MHPM et de leur relargage
par les corps de Weibel Palade en cas de restauration d’un flux pulsative antérieurement
reprimé.%6” La traduction clinique serait de limiter les contraintes de flux élevé sous ECMO en

minimisant le débit machine et le RPM afin de préservée la pulsatilité résiduelle du ceeur
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natif. Cette validation expérimentale nécessite une confirmation clinique, c’est 1’objectif
principal de I’étude multicentrique WITECMO-H (NCT 03070912, CPP N° 2017-A00256-
47) portée par notre équipe.

La principale étude de I’axe hémorragie soumise & publications nous a permis de proposer une
définition pertinente de 1’hémorragie majeure sous ECMO-VA. Nos résultats montrent que la
définition « serious bleeding » proposée par I’ELSO et celle définie par une classification
BARC > type 2 étaient significativement associée a la mortalité et pouvait donc étre accepté
comme définition d’hémorragie majeure. Ces résultats concernant la définition « serious
bleeding » de ’ELSO sont en cohérence avec ceux des travaux publiés par Aubron et al.*® et
Ellouze et al.®!, mais s’oppose a ceux de Mazzeffi et al.*> Contrairement a de I’étude
d’Ellouze et al., les deux autres travaux cités agregent des patients assistés par ECMO-VA et
ECMO-VV dans leur analyse. Celle d’Ellouze et al. ont inclus & la fois des patients assistés
par ECMO-VA périphérique pour choc cardiogénique et pour arrét cardiaque réfractaire alors
que la mortalité attendue dans ces deux groupes va du simple au double en considérant les
données de I’ELSO. En conséquence a ce jour, seule notre étude apporte des résultats dans
une population homogene de patient en choc cardiogénique réfractaire assisté par ECMO-VA
périphérique. Concernant la classification BARC, aucune évaluation de sa capacité a prédire
la mortalité n’est disponible dans la population de patients ciblés dans notre travail de these.
Par ailleurs, la définition du seuil a retenir pour I’hémorragie majeure dans ce contexte
d’ECMO est également inexistante. Cependant, la classification BARC a été utilisée comme
pour définir I’hémorragie majeure par Levy et al®® dans I’étude HYPOECMO en retenant un
seuil validé (BARC > type 3) dans une population éloignée des patients assistés par
ECMO.?17216 |_es performances des modéles prédictifs relatives aux deux définitions retenues
révélaient un C-statistique de Harrell’s d’environ 0,68, laissant penser que leurs utilisations

restent possibles en routine, mais aussi que leurs améliorations sont souhaitables.
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Nous avons identifié deux groupes de prédicteurs de saignement majeur, celle non accessible
a une modification durant la prise en charge indexe, 1’étiologie postcardiotomie et I’indice de
masse corporelle, et celle modifiable que sont la fibrinogénémie basale, le compte plaquettaire
et I’anémie.

L’identification de la postcardiotomie, de I’indice de masse corporelle et du fibrinogéne
comme prédicteur déja connu dans une population proche a la seule différence que les OR

évoluent étonnamment en sens opposé pour I’indice de masse corporelle.®t

En marge ’objectif initial de cette thése, nous avons apporté dans un autre travail des
informations utiles a une meilleure surveillance de I’efficacité de 1’anticoagulation par HNF
dans ce contexte.

Notre étude est la premiére a évaluer l’interaction entre I’Anti-Xa et le TCA dans la
population des patients sous ECMO-VA périphérique, elle montre que si les valeurs de ces
deux tests sont corrélées linéairement I’une a ’autre, leurs seuils thérapeutiques peuvent étre
discordants. Par ailleurs aucun des deux tests n’était prédictif de la survenue des
complications hémorragiques ou thrombotiques.??®

En se focalisant sur les seuils d’Anti-Xa et le TCA, parmi les tests les plus utilisés pour le
monitorage de I’HNF, plus de 39 % des valeurs de TCA attendues étaient subthérapeutique.
Ce qui impliquerait une majoration des doses d’anticoagulation si le TCA était utilisé comme
outils de référence. Le taux de concordance rapporté ici semble faire écho aux publications
antérieures en dehors du contexte ECMO-VA?0251 et a celle rapportée par les rares
publications disponibles dans le cadre de I’assistance circulatoire de longue durée.?52253

Par ailleurs, nous montrons que le lien entre TCA et Anti-Xa est trés sensible aux

concentrations de la bilirubine, du fibrinogéne, du temps de prothrombine, du LDH, du

facteur V et de la thrombocythémie. Ce qui questionne de la pertinence des seuils
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habituellement retenus dans ce contexte. Pour mémoire, 1’incidence de I’hyperbilirubinémie
était de 12,2 % dans la cohorte de patients adultes du registre ’ELSO assiste par ECMO-
VA.?% Si Ieffet de certaines de ces covariables est connu ou attendu, nous avons rapporté
dans ce travail I’influence du compte plaquettaire qui est surprenante dans ce contexte. Le
TCA et I’Anti-Xa étant mesurés sur du plasma, seule la persistance de microparticules issues
de I’activation plaquettaire ou des fragments plaquettaires résiduels pourrait expliquer cette
observation.

L’absence de prédiction des complications hémorragiques et thrombotiques par ces deux tests
est I’occasion de rappeler la complexité des anomalies liées a ’hémostase sous ECMO-VA et
la multiplicité des facteurs qui déterminent la survenue de ces complications (activation
plaquettaire, syndrome de von Willebrand acquis, hypofibrinogénemie, le type d’agression
chirurgicale, les comorbidités propres aux patients).

Quelques informations d’usage cliniques issues de cette thése et des travaux antérieurs de

notre équipe sont synthétisées dans le tableau 4.

Limites

La limite principale de nos 2 études cliniques est leur caractére rétrospectif dont la
conséquence la plus problématique est le risque de biais de classement. Ce biais existe par
ailleurs méme en cas d’étude prospective dans cette thématique, car les complications
thrombotiques cérébrales, les embolies pulmonaires ou les thromboses veineuses profondes
par exemple peuvent ne pas étre identifiées chez les patients sedatés et/ou qui décédent. Le
caractere monocentrique de deux de ces travaux en limite la validité externe des résultats.
L’¢étude portant sur le revétement de surface collige les données issues de 3 centres afin de
minimiser ce biais. Dans le cadre du travail annexe au questionnement de la these, qui a

étudié la concordance entre I’Anti-Xa et le TCA, le caractére monocentrique pourrait au
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contraire étre une force de 1’étude, en effet la variabilité préanalystique, les particularités des
kits utilisés dans chaque centre entrainent une comparabilité limitée des valeurs absolues
obtenues.?>+2%

L’exclusion des patients assistés par ECMO-VV est cohérente au vu des différences
d’incidence et de profils des complications hémorragiques et thrombotiques étudiées, des
différences de profils des patients vis-a-vis des étiologiques des supports et des différences
dans les thérapeutiques associées et pour finir du pronostic attendu.

Malgré les approches statistiques prenant en compte le risque compétitif associé au déces ou
au sevrage de ’ECMO, la nature temps dépendant des principales variables descriptives des
complications liées a I’hémostase, ou encore la pondération par un score de propension, nous
ne pouvons affirmer de lien causalité a I’issue de nos analyses multivariées. Des études
prospectives et idéalement randomisées contrdlées sont nécessaires pour confirmer nos
résultats quand celles-ci sont possibles.

Concernant ’analyse histologique des thrombi issus des circuits d’ECMO-VA, plusieurs
limites doivent également étre considérees.

Les premiéres sont en rapport avec la localisation des thrombi. En dehors des thrombi
localisés autour des zones de jonctions des tubes et des axes de rotation des tétes de pompes
qui sont assez caractéristiques, nous n’avons pas de certitudes que cette localisation observee
au moment de I’extraction de ces thrombi correspond effectivement a leur site de formation
initiale. Les oxygénateurs peuvent agirent comme des filtres et emprisonnées des thrombi
formés en amont soit au niveau de la téte de pompe soit au niveau du circuit. Cette objection
s’applique également aux thrombi retrouvé sur les palles (aubes) des tétes de pompes ou
déposé sur les tubes (en dehors des zones de jonction). Nous n’avons pas pu extraies les
thrombi spécifiquement formés sur les canules, car ceux-ci sont clampés de fagon prolongée

au moment de I’ablation de ’ECMO dans notre centre, ce qui entraine une stagnation
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prolongée du sang dans leurs lumieres rendant inexploitable leur contenu thrombotique
recueilli. L’évolution vers 1’utilisation de 1’abord percutané et des systemes de fermeture
vasculaire percutanée permettront de répondre a ces écueils dans le futur. Concernant
I’oxygénateur, la distinction entre les thrombi formés en secteur veineux de ceux formeés en
secteur artériel pourrait apporter des informations supplémentaires. En effet, le régime de flux
et les niveaux de résistance a I’écoulement étant différents dans ces différents secteurs, les
mécanismes de formations et la nature de thrombi pouvaient également 1’étre. De plus, seul le
secteur veineux serait concerné par la possibilité de filtrage de thrombi d’amont.

A propos de la conservation des circuits et des thrombi avant analyses, le délai de 24 heures
entre I’extraction et la fixation peut exposer a une lyse de ces thrombi, a la dénaturation de
certaines protéines et a la croissance de microorganismes pouvant biaiser notre évaluation.
L’utilisation d’antibioprophylaxie systématique dans notre cohorte était a8 méme de réduire ce
risque et des donnees antérieures semblent rassurantes pour des conservations de thrombi
analysé jusqu’a 48 heures apres leurs extractions. Concernant la quantification histologique,
notre analyse était limitée a une sélection de lames pour chaque thrombi.?®® La morphologie
¢tant variables et n’ayant pas de données objectives sur 1’homogénéité de répartition des
composants étudiés au sein d’un méme thrombus, nous nous exposons possiblement a un biais
de mesure. Cependant cette approche a été utilisée par plusieurs auteurs avant nous et la
sélection aléatoire des lames exclus un biais de sélection.??":257.258 Enfin, il est possible que
certain thrombi aient subi une contraction ce qui modifierai la part respective des différents
composant €tudié. Notre approche analytique n’incluant pas encore d’étude en microscopie
électronique, nous sommes en incapacité d’observer les polyhedrocytes caractéristiques de la
contraction des érythrocytes. Notre cohorte actuelle de thrombi étant fixée exclusivement
dans de la paraffine, une cohorte de thrombi dédiée est nécessaire pour répondre a cette

interrogation.
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Tableau 4 Apports du travail de thése pour la pratique clinique

Facteurs de risques des complications hémorragiques et thrombotiques

Facteur de risque

d’hémorragie

Risque

hémorragique

Positionnement et actions envisageables

Postcardiotomie

(R

Facteur de risque identifié d’hémorragie majeure.
Réduction de ’HNF, en particulier durant les premiers

jours d’assistance

Obésité

Facteur de risque d’hémorragie majeure.
Saignement au site de canulation a anticiper (privilégier

I’abord percutané et les solutions de préclosing)

Thrombopénie

i

Facteur de risque d’hémorragie majeure.
Envisager la transfusion plaquettaire en cas de
thrombopénie. Le seuil d’intervention reste a définir en
prophylaxie (<30000 ou 50000 mm? en prophylaxie

>70 000 ou 100 000 mm? en cas de saignement ?).

Hypofibrinogénémie

"

Facteur de risque d’hémorragie majeure.

Envisager la supplémentation si <1,5 g/dL

Anémie

"

Facteur de risque d’hémorragie majeure.
Envisager une transfusion si anémie sévere (le seuil reste
a déterminer). Discuté un seuil d’intervention plus élevée

en cas de risque cumulé de saignement.

Facteurs de risque

de thrombose

Risque

thrombotique

Positionnement et actions envisageables

Hyperleucocytose

Associée a la présence de thrombi contenant des NETS.

Pourrait  justifier la  majoration du niveau

d’anticoagulation. Reste a confirmer

Revétement de
surface par
PPC/HA

1si PPC/HA

PPC moins performant que 1’Héparine-Albumine pour la
prévention des complications thrombotiques.

Circuit traité par HA : diminution dose anticoagulation et
inversement si circuit traité par PPC

Le choix du type de circuit doit aussi tenir compte du

risque de TIH.
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Quelques caractéristiques des complications hémorragiques et thrombotiques

Saignement

chirurgical

"

Précoce et d’origine mécanique en premiers lieux.
Nécessite une reprise chirurgicale précoce.

Pourrais étre prévenu par 1utilisation de 1’abord
percutané et de techniques de preclosing en ce qui
concerne les saignements aux sites de canulation.
Envisager une fenétre d’anticoagulation en cas de

survenue de ce type de saignement

Saignement médical

Souvent d’origine muqueuse, survienne de fagon plus
retardée en 1’absence d’agression chirurgicale ou
procédurale.

Forte présomption de I’implication de ’aVWS.
Prévention par la préservation de la pulsatilité artérielle,
Place des traitements médicamenteux, concentrés de

VWEF inclus discutables, Hémostase locale si possible.

Histologie des
thrombi d’ECMO

Composé de fibrine, de VWF, plaquettes, d’érythrocyte
et de NETs

Prédominance de la fibrine confirme la part de
I’activation de la phase contact : majorer anticoagulation
en cas d’hyperfibrinogénémie ? Reste a déterminer et a
valider

Prédominance de VWF associée a une activation
plaguettaire flux dépendant, amplifier par I’hémolyse et
I’hémoglobine libre plasmatique

NETose aseptique, suppose 1’activation de la coagulation

par la voie du facteur XII.

aVWS=acquired von Willebrand Syndrome ou maladie de Willebrand acquise, BARC=Bleeding

Academic Research Consortium, ECMO=Extracorporeal Membrane Oxygenation, HA=Héparine-

albumine, NETs=Neutrophile extracellular traps, PPC=Phosphorylcholine, TIH=Thrombopénie

induite a I’héparine, VWF= Facteur de von Willebrand.
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Conclusions

La problématique de la these était d’améliorer la compréhension des complications duales liée
a I’hémostase, la thrombose et I’hémorragie, d’apporter des évidences cliniques et
physiologiques nouvelles a méme permettre d’améliorer leur prévention et leur prise en
charge dans le cadre exclusif de ’ECMO-VA périphérigue.

Concernant I’axe thrombose, les résultats de notre étude histologique des thrombi issus
d’ECMO-VA montrent une composition hétérogéne, faite majoritairement de fibrine et de
VWEF et dans une moindre mesure d’érythrocytes, de plaquettes et I’implication de la
NETose. Par une approche non subjective, nous avons identifié deux types de thrombi, ceux
riches en érythrocytes et ceux pauvres en érythrocytes, mais riches en fibrine. Ces
observations soulévent plusieurs questionnements sur la pertinence de nos stratégies actuelles
d’anticoagulation et celle de la place de 1’anti-agrégation dans ce contexte.

Dans une seconde étude, nous avons comparé les deux revétements de surface couramment
utilisés en clinique et avons observé un surrisque de complications thrombotiques associé a
I’utilisation des revétements a base de phosphorylcholine comparativement a ceux associés a
I’Héparine-Albumine. Nos résultats suggeérent une différence de proportion en VWF au
niveau des thrombi issus des jonctions de circuit en fonction du type de revétement. Ces
résultats soulignent la nécessit¢ d’un ajustement du niveau d’anticoagulation et d’anti-
agrégation prenant en compte le type de revétement de surface sur le circuit ’ ECMO-VA.
Concernant I’axe hémorragie, nous avons montré que la définition proposée par I’ELSO et
celle définie par une classe BARC > type 2 comme étaient associé a la mortalité a 28-jour
avec des performances prédictives similaires. En conséquence, ces deux définitions sont

pertinentes pour définir I’hémorragie majeure. Les facteurs de risque d’hémorragie majeure
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ainsi definie étaient la fibrinogénémie, le compte plaquettaire, 1’hémoglobine, 1’étiologie
postcardiotomie et I’indice de masse corporelle.

La majorité des complications hémorragiques intervenant précocement dans la prise en charge
particuliecrement en cas d’ECMO-VA postcardiotomie, alors que celles thrombotiques
survenant de fagon plus retardée, 1’ajustement du niveau d’anticoagulation devrait étre orienté
par cette observation. De fagon générale, la stratégie de gestion des risques thrombotiques et
hémorragiques devrait étre individualisée, prenant en compte les particularités du patient, la
pathologie causale et sa phase, les caractéristiques techniques et opérationnelles de ’ECMO-
VA incluant le type de revétement de surface, de téte de pompe, d’oxygénateur et le niveau

d’assistance délivré.

Perspectives

Ce travail ouvre plusieurs perspectives de recherche. Concernant 1’axe thrombose, en écho a
la mise en évidence d’une NETose dans les thrombi étudiés en 1’absence de tout sepsis
évolutif, ’association entre la sévérit¢ du syndrome inflammatoire biologique et la survenue
des complications thrombotiques devrait étre analysée. L apport respectif de la leucocytose, la
CRP et la procalcitonine chez le patient non septique sous ECMO-VA fait I’objet d’un travail
de collecte de données additionnelles a la base déja disponible.

Par ailleurs les variations du fibrinogene, 1’un des deux constituants majoritaires des thrombi,
pourraient étre un marqueur intéressant de la charge thrombotique en routine clinique. Une
modélisation de sa cinétique est a 1’étude chez les patients sous ECMO-VA et dans des
populations controles.

Une autre question importante est le lien existant entre les complications thrombotiques

systémiques et les complications survenant sur les circuits ’ECMO-VA.
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Concernant I’axe hémorragie, notre travail souligne la nécessité d’établir une définition du
saignement majeur plus performante dans un travail prospectif. Un tel travail est envisageable
grace a la cohorte de patients inclus dans 1’étude WITECMO-H en cours et porté par notre
équipe.

Dans I’une de nos publications, nous décrivons la cinétique des plaquettes sous ECMO-VA,
et avons confirmé le lien entre le compte plaquettaire et les complications hémorragiques.
Cependant, nous n’avons pas abordé la question fondamentale du/des mécanisme(s) en lien
avec la thrombopénie. Il s’agit d’une des thématiques majeures de recherche de notre équipe
et explorée par plusieurs investigations.

Par ailleurs, nous finalisons une demande de financement au titre des appels a projets PHRC-
interrégional portant sur des stratégies antithrombotiques sous ECMO-VA. Un premier travail
comparera l’effet de I’anticoagulation par Argatroban et I’HNF sur la survenue des
complications liées a ’hémostase. Un second travail s’intéressant au délai d’initiation de

I’anticoagulation est également a 1’ étude.
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|.  Illustration des performances d’échange et de résistance a

I’écoulement d’un oxygénateur : Exemple de ’oxygénateur

Nautilus (Medtronic).
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Les images sont extraites du guide utilisateur « Nautilus™ ECMO oxygenator quick reference

guide disponible en ligne a I"ULR suivant : https://www.medtronic.com/us-en/healthcare-

professionals/products/cardiovascular/extracorporeal-life-support/nautilus-ecmo.html
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A. Résumé

Etude de la relation entre les tests usuels de monitorage de I’héparinothérapie, activité
Anti-Xa et TCA, et leurs associations avec les complications hémorragiques et

thrombotiques

Introduction

Parmi les outils de monitorage de 1’héparinothérapie sous ECMO, 1’ Activated Cloting Time
(ACT) a déja montré son infériorité par rapport au TCA et I’Anti-Xa dans ce contexte.
Cependant la pertinence de leur utilisation sous ECMO peut étre discutée, car ces deux tests
de monitorage sont sensibles a différentes modifications biologiques parmi lesquelles
I’hyperbilirubinémie, 1’hémodilution, et les modifications des concentrations des facteurs de
la coagulation, anomalies fréquentes sous ECMO-VA. Pour autant, aucune donnée sur
I’interchangeabilité de ces deux tests dans le monitorage de I’anticoagulation par HNF sous
ECMO-VA n’est disponible a ce jour. La supériorit¢ du TCA et I’Anti-Xa en termes de
prédictions des complications hémorragiques et thrombotiques n’ont jamais été explorées non
plus dans le contexte de 'ECMO-VA.?* Les objectifs de cette étude sont ’analyse de la
relation entre ces deux tests d’une part, 1’étude de I’effet des variables biologiques liées a
I’hémostase sur cette relation et enfin 1’analyse de leurs performances prédictives des

complications thrombotiques et hémorragiques sous ECMO.

Matériel et méthodes

Nous avons conduit une étude retrospective monocentrique portant sur des patients adultes
assistés par ECMO-VA entre janvier 2015 et juin 2019 pour un choc cardiogénique
réfractaire. Les critéres d’exclusion étaient une survie de moins de 24 heures sous ECMO-
VA, I’assistance par ECMO veino-veineuse, 1’absence de données de mesures concomitantes

d’Anti-Xa et de TCA, I'utilisation d’une anticoagulation par HBPM dans les 12 heures qui
249



précedent ’ECMO, D’existence d’une TIH, I'utilisation de 1’Argatroban et 1’absence de

données portants sur les complications hémorragiques et thrombotiques.

Variables étudiées
Nous avons colligé les valeurs d’Anti-Xa, de TCA, de fibrinogéne, de facteur V, de
plaquettes, de bilirubine et de LDH mesurée pluriquotidiennement.
Les valeurs mesurées entre 4 et 6 heures du matin étaient utilisées pour 1’analyse de
concordance. Les valeurs maximales et minimales de 1’Anti-Xa et du TCA (max-Anti-Xa,
max-TCA, min-Anti-Xa, min-TCA) ainsi que celles des covariables d’ajustement étudiées

pour I’analyse de prédiction des complications.

Critéres de jugements pronostiques
L’hémorragie majeure ¢étant définie selon les criteres de I’ELSO. Les complications
thrombotiques étaient un critere composite : les AVC ischémiques, les ischémies aigués de
membres inférieurs, les changements de circuit d’ECMO et toute autre complication

thrombotique entrainant une intervention thérapeutique invasive.

Analyses statistiques
Une concordance des valeurs de TCA était retenue si elle correspondait a 1I’intervalle attendu
d’Anti-Xa. Cette concordance était recherchée pour les valeurs d’Anti-Xa entre 0,3 et 0,7
Ul/mL avec une valeur théorique attendue de TCA de 49 s et 64 s (référence 31s) dans notre
centre. Une seconde analyse de la corrélation entre ces variables était réalisée en utilisant un
modéle de régression linéaire mixte. Afin d’analyser 1’effet des covariables biologiques, ces
dernieres ont été introduites dans le modeéle multivarié. Pour I’analyse de prédiction des

complications thrombotiques et hémorragiques, nous avons construit un modele de Cox cause
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specifique. Les covariables d’ajustement prédéfinies étaient: 1’age, indice de masse
corporelle, score IGS II, étiologies de ’ECMO, décharge ventriculaire gauche, fibrinogéne,

plaquettes. Une valeur de p < 0,05 était significative.

Résultats

265 patients étaient inclus dans I’étude de prédiction et 245 étaient retenus pour 1’étude de la
relation entre Anti-Xa et TCA (absence de valeur entre 4 et 6 heures pour 20 patients).

Le taux de concordance entre les valeurs de TCA et d’Anti-Xa était de 50,7 % pour
I’intervalle d’Anti-Xa 0,3 & 0,7 Ul/mL. En considérant les mesures discordantes (49,3 %), le
taux de valeur de TCA subthérapeutique était de 39,3 % pour ce méme intervalle.

Les resultats de la régression linéaire mixte retrouvaient une association statistique
significative entre les valeurs de TCA et d’Anti-Xa [p=0,43 (IC 95% 0,41 — 0,45) 103
Ul/mL; P<0,001]. Cette association était significativement modulée par 1’ensemble des
covariables biologiques, le compte plaquettaire inclus.

Aprés I’analyse multivariée par un modéle de Cox cause-spécifique, ni I’ Anti-Xa ni le TCA
ne prédisaient la survenue de complications hémorragiques ou thrombotiques majeures, cela

avant ou apres ajustement par les facteurs prédéfinis.

En conclusion, cette étude montre que seuls un peu plus de 50 % des valeurs de TCA et
d’Anti-Xa étaient concordantes avec un taux de discordance trés élevée. Une proportion
importante de valeur subthérapeutique de TCA était observée avec pour conséquence une
majoration des doses d’héparine utilisée si le TCA était utilisé isolément. L’incapacité de ces
tests a prédire les complications hémorragiques et thrombotiques souligne la complexité de la

coagulopathie liée a ’ECMO et ses conséquences.
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Abstract: Background: We aimed to investigate the relationship between anti-activated Factor X (anti-
FXa) and activated Partial Thromboplastin Time (aPTT), and its modulation by other haemostasis
co-variables during veno-arterial extracorporeal membrane oxygenation (VA-ECMO) support. We
further investigated their association with serious bleeding and thrombotic complications. Methods:
This retrospective single-center study included 265 adults supported by VA-ECMO for refractory
cardiogenic shock from January 2015 to June 2019. The concordance of anti-FXa and aPTT and their
correlations were assessed in 1699 paired samples. Their independent associations with serious
bleeding or thrombotic complications were also analysed in multivariate analysis. Results: The
concordance rate of aPTT with anti-FXa values was 50.7%, with 39.3% subtherapeutic aPTT values.
However, anti-FXa and aPTT remained associated ( = 0.43 (95% CI 0.4-0.45) 10~2 IU/mL, p <0.001),
with a significant modulation by several biological co-variables. There was no association between
anti-FXa nor aPTT values with serious bleeding or with thrombotic complications. Conclusion:
During VA-ECMO, although anti-FXa and aPTT were significantly associated, their values were
highly discordant with marked sub-therapeutic aPTT values. These results should favour the use of
anti-FXa. The effect of biological co-variables and the failure of anti-FXa and aPTT to predict bleeding
and thrombotic complications underline the complexity of VA-ECMO-related coagulopathy.

Keywords: extracorporeal membrane oxygenation; activated partial thromboplastin time; anti-factor
Xa; intravenous unfractionated heparin monitoring; thrombotic complications; bleeding
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1. Introduction

Veno-arterial extracorporeal membrane oxygenation (VA-ECMO) is a lifesaving ther-
apy in refractory cardiogenic shock with an exponential increase in use over the last few
decades. Despite the improvement in head-pump technologies, surface coating of tub-
ing and the use of contemporary compact polymethylpenten membrane oxygenators,
VA-ECMO remains associated with a high incidence of thrombotic and bleeding complica-
tions [1-4].

These complications increase morbidity and cost, and may also impact mortality in
supported patients [4]. To prevent thrombotic events and the activation of inflammatory
pathways [5,6], intravenous anticoagulation is mandatory with unfractionated heparin
(UFH) as a reference treatment [7].

Despite this systematic intravenous anticoagulation, thrombotic complications occur
in 20% to 30% of supported patients and, even worse, bleeding events concern up to 70%
of VA-ECMO patients [2-4,8], questioning the assessment of the efficacy and safety of
UFH treatment.

The most commonly used assays to monitor UFH under VA-ECMO are activated
clotting time (ACT), activated partial thromboplastin time (aPTT) and anti-factor X ac-
tivity (anti-FXa). The currently available guidelines do not recommend an assay over
the other [9,10]. If ACT was shown to be irrelevant for anticoagulation monitoring in
VA-ECMO as compared to anti-FXa and aPTT after the cannulation procedure [11,12], there
is no clear evidence of the superiority of the anti-FXa assay over aPTT when excluding
pre-analytical characteristics. Their ability to reflect the sole heparin intrinsic activity can
be questioned knowing that both anti-FXa (to a lesser extent) and aPTT may be susceptible
to several biological factors unrelated to UFH therapy and to analytical limits. The impact
of these biological variables that included hyperbilirubinemia, hyperfibrinogenemia or
reduced clotting factors, on anti-FXa and aPTT association during VA-ECMO support [13]
are poorly characterised.

Furthermore, the comparative analysis of the association of anti-FXa and aPTT with
bleeding events or thrombotic complications in a VA-ECMO setting is lacking. This lack
of evidence may explain the concerning high discrepancy that exists among centres for
anticoagulation treatment and monitoring [14,15].

Our main objectives were to study the association between anti-FXa and aPTT during
VA-ECMO support, to evaluate the modulation of this association according to prothrombin
time (PT), factor V, fibrinogen, bilirubin, lactate dehydrogenase (LDH) and platelets count.
Besides, we sought to investigate the association of anti-FXa and aPTT with the occurrence
of bleeding events and thrombotic complications.

2. Materials and Methods

This retrospective single-centre study was conducted at the Lille University Hospi-
tal Cardiac and Thoracic Intensive Care Unit. Approval was obtained from the Ethical
Committee of French Society of Anaesthesia and Intensive Care Medicine (CERAR, IRB
00010254-2020-195), Paris, France (Chairperson Prof J.E. Bazin) on 11 April 2020 which
waived the need for informed consent because of the retrospective setting. All datasets were
declared to the French authorities in compliance with national laws (CNIL N° DEC2015-14).

2.1. Participants

Consecutive adult patients aged 18 years and older, supported by VA-ECMO for
refractory cardiogenic shock between January 2015 and June 2019 were included. Exclu-
sion criteria were moribund patients (duration of support <24 h), missing or inadequate
biological factors (exposure to direct oral anticoagulants, to low molecular heparin or
to thrombolysis agent at cannulation), missing outcome status, known haematological
diseases (heparin induced thrombocytopenia, ADAMTS13 deficiency, antiphospholipid
syndrome), and the use of argatroban as primary anticoagulation therapy. In cases of
multiple VA-ECMO support, only the first run was considered.
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2.2. Data Collection and Sources

Anthropometric, anamnestic and outcomes variables were extracted from our elec-
tronic health records (Sillage (SIB, Rennes, France) and IntelliSpace Critical Care and
Anaesthesia (Philips Healthcare, Koninklijke Philips N.V. Eindhoven, The Netherlands)).
Biological data were recovered from the laboratory results management software (Molis®,
CompuGroup Medical, Koblenz, Germany).

2.3. Clinical Management of VA-ECMO

Extracorporeal centrifugal pump system (Rotaflow (Maquet Gentige group, Rastatt,
Germany), Revolution (LivaNova Group, Saluggia, Italy), Centrimag (Thoratec, Pleasanton,
CA, USA)) associated with following membrane oxygenator (Quadrox (Maquet Gentige
group, Rastatt, Germany) or Eos ECMO (LivaNova Group, Saluggia, Italy) or A.LONE
ECMO oxygenator (Euroset, Medolla, Italy)) were used. All VA-ECMO circuits were
primed with crystalloids at the initiation of support and in cases of circuit change.

Senior cardiac surgeons performed all cannulation either for peripheral (femoral vein
and femoral or subclavian arteries) or central VA-ECMO (right atrium and ascending aorta
or pulmonary artery). Left ventricle (LV) unloading was considered in case of LV dilatation
with spontaneous contrast in cardiac ultrasound or pulmonary oedema, using Impella CP
or 5.0 (Abiomed, Inc, Danvers, MA, USA), additional LV venting cannulation, cannulation
change for anterograde flow or intra-aortic balloon pump. The pump flow was adjusted
to target a mean arterial pressure >60 mmHg, SvO2 > 65% or ScVO2 > 70%, aortic valve
opening and optimal right ventricle unloading. Weaning was considered for recovery when
cardiac output was acceptable (aortic or pulmonary velocity time integral >12 cm/s or
10 cm/s respectively) after lowering the ECMO flow with no or reduced inotropic support.

2.4. Anticoagulation and Bleeding Management

We use anti-FXa as the primary assay to guide UFH treatment in our ICU. UFH bolus
of 100 IU/kg was initiated just before cannulations. Intravenous UFH was administered
in ICU and adjusted to obtain an anti-FXa of 0.2 to 0.4 IU/mL. This target was increased
to 0.4 to 0.7 IU/mL if pump flow <1.8 L/min or in case of thrombotic complications. Of
note UFH could be postponed after cannulations (VA-ECMO following cardiopulmonary
bypass) or stopped until bleeding was managed at the physician’s discretion. Before ICU
admission, patient haemostasis was managed during surgery (postcardiotomy patients)
using ACT (targeting 200 s to 250 s before cannulation), and/or aPTT, PT and fibrinogen
and more recently thromboelastography (2019). For non-postcardiotomy patients, ACT
was used at the ECMO cannulations only.

During ICU stay, packed red blood cells (PRBC) and platelet concentrates were trans-
fused to maintain a haemoglobin level >8 g/dL and platelet count >50,000 mm~3 (increased
to 70,000 mm 2 in case of bleeding). Fresh frozen plasma (FFP) was given in case of major
overt bleeding that required massive transfusion with a high FFP: RBC ratio or according
to multi-parametric analyses of coagulation tests (PT, aPTT, factor V, factor II, fibrinogen
and thromboelastographic test). Antithrombin was measured when heparin resistance was
suspected (UFH dosage >10 IU/kg/h for 0.2 IU/mL to 0.4 IU/mL target) and supplemen-
tation (Aclotine, LFB Biomedicaments, Les Ulis, France) was performed when the level
was <50%.

2.5. Sampling and Laboratory Assays

Samples were drawn from the patient through indwelling arterial line, or central
venous catheter, and sent to the haemostasis and biology department using an automatised
pneumatic tube transport system which shortens the laboratory delivery time to a few
minutes. All haemostasis variables (aPTT, anti-FXa, PT, fibrinogen, factor V) were measured
on the same sample at each time point. Sampling for platelet count, total bilirubin and
LDH were drawn at the time of haemostatic sampling.
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Blood samples for haemostasis tests were drawn in a 2.7 mL volume and 3.2% citrated
tubes (BD Vacutainer®, Plymouth, PL6BP; United Kingdom) and analysed on STA-R Max
analyser (Diagnostica Stago, Asniere, France). aPTT and anti-FXa measurements were
performed using the same reagents during the study period. Collected samples were
processed within 10 min and results given within an hour. Both measurements were
performed on platelet-poor plasma (platelet count <10,000 mm~3) obtained after a double
centrifugation at 2500 x g for 15 min at room temperature using a chromogenic method
without correction for antithrombin for anti-FXa (Biophen Heparin LRT, HYPHEN BioMed,
Neuville-sur-Oise, France), and a chronometric method for aPTT (TriniCLOT aPTT HS,
Tcoag, Wicklow, Ireland).

Full description of the analysers, reagent, normal value ranges or reference values of
laboratory tests studied are provided in Table S1.

2.6. Description of aPTT and Anti-FXa Variables

aPTT and anti-FXa were measured 3 times a day with additional measurements 4 to
6 h after any change in UFH dose or in the 2 h following plasma products transfusion.
To account for diurnal variation of anti-FXa and aPTT, we selected the measurement per-
formed between 4 and 6 am, [16] which was concomitant to the measurement of the other
haemostatic covariates (factor V, fibrinogen, PT, platelets) and biochemical co-variables
(bilirubin and LDH). These variables are defined as reference with an “r” attached as a
prefix (i.e., r_aPTT and r_anti-FXa) and were exclusively used to analyse the relationship
between anti-FXa and aPTT.

Besides, we calculated daily maximum (max_aPTT, max_anti-FXa, max_fibrinogen,
max_platelet), minimum (min_aPTT, min_anti-FXa, min_fibrinogen, min_platelet) and
mean (mean_aPTT, mean_anti-FXa, mean_fibrinogen, mean_platelet) values for anti-FXa,
aPTT fibrinogen and platelets. We used these variables in the outcome prediction analyses.
All variables were recorded for 10 days following cannulation or less in case of ECMO
weaning or death.

2.7. Study Endpoints

The efficacy endpoint of this study was thrombotic complications and the safety
endpoint was serious bleeding. The thrombotic complications endpoint was a composite of
stroke, limb ischaemia and ECMO circuit changes for thrombosis or cannulation thrombosis
or any thrombosis that led to medical or surgical intervention or death. Major bleeding was
defined according to the ELSO bleeding management guidelines [9] as a bleeding that led
to surgical exploration or characterised by its location (central nervous system, hemothorax,
retro-peritoneal bleeding) or requiring immediate transfusion of at least 2 units of PRBC
for either a sudden fall of haemoglobin of 2 g/dL in less than 24 h or new hemodynamic
instability or overt bleeding.

2.8. Statistical Analysis

The statistical analysis plan was approved by the authors before analyses began. Quan-
titative variables were expressed as means (standard deviation) for normally distributed
variables or as medians (interquartile range) if otherwise. The normality of distributions
was assessed using histograms and the Shapiro-Wilk test. Categorical variables were
expressed as numbers (percentage). We estimated the cumulative incidence of serious
bleeding and thrombotic complications during ECMO duration using the Kalbfleisch and
Prentice method [17] by taking into account death under ECMO and ECMO weaning as
competing events.

The first part of the analysis consisted in assessing the relationship between r_anti-FXa
and r_aPTT. Following the clinical laboratory standards institute and other guidelines,
we determined ex vivo the aPTT range corresponding to the anti-FXa range of 0.30 to
0.70 IU/mL [18,19]. This expected range was 62 to 109 s in our centre. When the observed

255



J. Clin. Med. 2021, 10, 2158

50f15

r_aPTT values felt into this expected range, they were considered concordant with the
r_anti-FXa range of 0.30 to 0.70 IU/mL.

We also estimated the slope between r_anti-FXa and r_aPTT values by using mixed
linear regression model (unstructured covariance pattern model) to account correlation for
samples drawn within the same patients considering r_anti-FXa as dependent variable, and
r_aPTT as fixed independent variables. We assessed the relationship between r_anti-FXa
and r_aPTT values according to other biological levels (prothrombin time, fibrinogen, factor
V, platelets count, bilirubin and LDH) categorised according to quartiles using linear mixed
regression models including the corresponding interaction term as fixed effects.

The second part of analysis consisted in the assessment of the relationship between
the daily measures (maximum, minimum and mean daily values) of anti-FXa and aPTT
and the incidence of serious bleeding and thrombotic complications under ECMO. We used
a cause-specific Cox’s regression models by considering death under ECMO and ECMO
weaning as competing risk, and by treating biological data (as continuous or as categorical
variables according to quartiles) before outcome occurrence as time dependent co-variables
to account for changes in biological values over time [20]. Since we could not ascertain
that day 0 biological data were measured before the bleeding and thrombotic events that
occurred that same day, we carried out a landmark analysis from day 1. Multivariable cause-
specific Cox’s regression models were performed to adjust for predefined confounders
(age, body mass index, SAPS II, postcardiotomy aetiology, left ventricle unloading, and
daily measures of fibrinogen and platelets). All statistical tests were performed at the
two-tailed « level of 0.05. Data were analysed using the SAS software package, release 9.4
(SAS Institute, Cary, NC, USA).

3. Results
3.1. Study Population

Of the 379 patients screened during the study period, 265 patients met the inclu-
sion criteria. The study flowchart is shown in Figure S1. Patient demographics, clinical
characteristics and VA-ECMO course are summarised in Table 1.

Table 1. Characteristics of the study population (1 = 265).

Characteristics N Values
Age, years 265 55+ 14
Body mass index, kg/m? 258 27.5+5.7
Male gender 265 183 (69.1)
Comorbidities
Strokes 264 8(3.0)
Atrial fibrillation 263 95 (36.1)
Diabetes mellitus 264 61 (23.1)
Hypertension 264 144 (54.5)
Hypercholesterolaemia 252 93 (36.9)
Chronic kidney disease 256 97 (37.9)
P2Y12 inhibitors during ECMO 257 21 (8.2)
Simplified acute physiology score I 264 58.3 £22.0
Lactate on admission, mmol/L 176 45(241t09.5)
Description of ECMO support
Aetiologies of refractory shocks 265
Postoperative low cardiac output syndrome 90 (34.0)
Primary graft dysfunction 15 (5.7)
Myocardial infarction 76 (28.7)

256



J. Clin. Med. 2021, 10, 2158

6 of 15

Table 1. Cont.

Characteristics N Values
Acute on chronic heart disease 40 (15.1)
Pulmonary embolism 9(3.4)
Myocarditis 16 (6.0)
Poisoning 7 (2.6)
Others 12 (4.5)
Postcardiotomy shock 265 103 (38.9)
Duration of ECMO support, days 265 7 (3to11)
Peripheral ECMO 265 263 (99.2)
Left ventricle unloading strategies 265 51 (19.2)
Left ventricle venting 10 (3.8)
Cannulation upgrade 10 (3.8)
Intra-aortic balloon pumping 4(1.5)
Impella CP/5.0 27 (10.2)
Thrombotic complications 265 87 (32.8)
Description of thrombosis sites ** 102
Ischemic stroke 46 (45.1)
Limb ischaemia 15 (14.7)
Cannula/circuit thrombosis 26 (25.5)
Others 15 (14.7)
Serious bleeders 265 150 (56.6)
Description of bleeding sites * 206
Pericardial 79 (38.4)
Cannula 46 (22.3)
Pleural 19 (9.2)
Otorhinolaryngological area 16 (7.8)
Gastrointestinal tract 10 (4.9)
Haemoptysis 9(4.4)
Intracerebral haemorrhage 6(2.9)
Others * 21(10.2)
Number of blood products 265
Packed red blood cells, units 250 10 (5 to 18)
Fresh frozen plasma, units 169 7 (3 to 11)
Platelet concentrate, units 176 3(2to6)
Weaning categories 265
Successful weaning 120 (45.5)
Heart transplantation 22 (8.3)
Left or bi-ventricular assist devices 20 (7.6)
Death under VA-ECMO support 103 (38.9)
Outcomes 265
Intensive care unit length of stay (days) 12 (6 to 25)
Hospital length of stay (days) 18 (8 to 41)
28-day mortality 114 (43.0)
Intensive care unit mortality 126 (47.5)
Hospital Mortality 136 (51.3)

Values are numbers (percentage), mean + standard deviation or median (interquartile range). ECMO, extracorpo-
real membrane oxygenation; * The other aetiologies were: Acute pulmonary hypertension (2) and cardiac arrest (2)
related to ARDS, Takotsubo cardiomyopathy (2), cardiogenic shock related to pheochromocytoma (1) or following
liver transplantation (1), cardiac arrest following anaphylactic shock (1), septic cardiomyopathy (1), cardiogenic

shock following transcatheter aortic (1) or mitral (1) valve replacement. ** multiple sites in some patients.

3.2. Relationship between Anti-FXa and aPTT Using Reference Samples

A total of 1699 reference samples from 245 patients were used to analyse the relation-
ship between r_anti-FXa and r_aPTT. r_anti-FXa met the clinical target of 0.2 to 0.4 IU/mL
on all days except day 1 to day 3. The time courses of both variables are shown in Figure 1.
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Figure 1. Time courses of reference anti-FXa and aPTT. Tuckey diagrams showing the daily values
of reference anti-FXa (A) and reference aPTT (B) used for the association analysis. Anti-FXa was
the reference test for anticoagulation monitoring and the red lines (A) describe the targeted anti-
FXa interval.

The concordance of actual r_aPTT values with expected aPTT range that corresponds
to r_anti-FXa range of [0.30 to 0.70 IU/mL] was 50.7%. Expected r_aPTT values were
markedly sub-therapeutic (39.3%) (Figure 2).
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Figure 2. Description of concordance and discordance of anti-FXa and aPTT. Both variables were
measured on the same sample. Observed aPTT values were considered concordant if they felt into
the expected aPTT range that corresponds to the anti-FXa range of 0.3 to 0.7 IU/mL.
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In a mixed linear regression model, anti-FXa was associated with aPTT, with an
estimated regression coefficient of 0.43 10~2 TU/mL (95% CI, 0.41 to 0.45) per 1 s increase
in aPTT, p < 0.001. As shown in Figure 3, this relationship was significantly modulated by
all co-variables (the time courses are shown in Figure S2). Increase in fibrinogen, factor
V, and platelet levels strengthened this association whereas increase in PT and bilirubin
weakened the association.

B (95% CI) p-value p-value for heterogeneity
Overall 0.43 (0.41-0.45) <0.0001 >
Fibrinogen, g/L
<3.0 0.34(0.31-0.37) <0.0001 & <0.0001
3.1-4.0 0.40 (0.36-0.44) <0.0001 —0—
4.1-6.0 0.47 (0.44-0.50) <0.0001 e
4.1-6.0 0.54 (0.48-0.59) <0.0001 ——
Prothrombin, seconds
<15.0 0.57 (0.53-0.62) <0.0001 —— <0.0001
15.1-17.0 0.48 (0.45-0.52) <0.0001 ——
17.1-19.0 0.49 (0.45-0.53)  <0.0001 ——
>19.0 0.37 (0.34-0.40) <0.0001 -
Factor V, %
<66 0.36 (0.32-0.39) <0.0001 —C— <0.0001
67-96 0.39 (0.37-0.42) <0.0001 -
97-122 0.48 (0.45-0.53) <0.0001 ——
>122 0.56 (0.52-0.60) ' <0.0001 ——
Platelet, 10%/L
<67 0.35(0.32-0.38) <0.0001 —— <0.0001
68-96 0.39 (0.36-0.41) <0.0001 -
97-137 0.50 (0.47-0.53) <0.0001 ——
>137 0.50 (0.46-0.53) <0.0001 —O—
Total bilirubin, pmol/L
<11.9 0.46 (0.42-0.49) <0.0001 == <0.0001
12.0-20.4 0.49 (0.45-0.53) <0.0001 ——
20.5-44.2 0.45 (0.41-0.48)  <0.0001 —O0—
>44.2 0.34 (0.31-0.38) <0.0001 ——
LDH, IU/L
<488 0.39(0.36-0.43) <0.0001 —_—p— <0.036
489-730 0.44 (0.40-0.48) <0.0001 D
731-1246 0.37 (0.34-0.41) <0.0001 ==
>1246 0.42 (0.37-0.46) <0.0001 ——

-0.10 0.00 010 020 030 040 050 060 0.70
B (95% Cl)

Figure 3. Association of anti-FXa and aPTT, overall and after modulation by biological covariates. 3 indicates regression
coefficient of aPTT on anti-FXa (expressed as 1072 TU/mL) calculated using all available biological measures at the same
time points by using linear mixed model (unstructured covariance pattern model to account repeated measurements).
Subgroups analyses on other biological data (categorised according to quartiles of all available measures) were made by
including the corresponding interaction term into linear mixed models. Prothrombin time (PT), factor V and fibrinogen
were analysed on the same citrated samples as aPTT and Anti-FXa. Platelets, bilirubin and lactate dehydrogenase samples
were drawn at the same time point as aPTT and Anti-FXa.
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3.3. Association of Anti-FXa and aPTT with Serious Bleeding

Overall, 150 (56.6%) patients had one or more episodes of serious bleeding (Table 1),
most events occurring within the first 7 days of ECMO support. The cumulative incidence
of bleeding at 7 and 14 days were 53.6% and 56.2%, respectively (Figure S3). The time
courses of daily anti-FXa and aPTT variables are shown in Figure 4.

A B C
IR T  F I T
2 nHAEBHHEBERHAH 2 il I P 5 P e A = -
MTTIII[TTTIT o W _HE NN NS oI T
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8§ 9 10 s 6 o 1 2 3 4 S5 6 7 8 9 10
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Figure 4. Time courses of daily maximum, minimum and mean values of anti-FXa and aPTT. The pink Tuckey diagrams
showing the time course of the daily maximum (A) minimum (B) and mean (C) values of anti-FXa. The reference line for
the lower and the upper limit of the anti-FXa used in our centre are coloured red. The bleu Tuckey diagrams showing
maximum (D), minimum (E) and mean (F) values of aPTT.

In a time-dependent cause-specific Cox’s proportional hazard model, daily maximum,
minimum and mean anti-FXa and aPTT values were not associated with serious bleeding
before or after pre-specified adjustment on age, BMI, post-cardiotomy shock, SAPS-II score,
LV unloading and daily measure of fibrinogen and platelets (Figure S4).

3.4. Association of Anti-FXa and aPTT with Thrombotic Complications

The cumulative incidence of thrombotic complications during ECMO support at 7
and 14 days were 25.7% and 29.8%, respectively (Additional Figure 3). Overall, 87 (32.8%)
patients had one or more thrombotic complication during ECMO support (Table 1). As
shown in Figure 54, thrombotic complications were not significantly associated with daily
maximum, minimum or mean anti-FXa and aPTT values.

4. Discussion

This study is, to our knowledge, the first to examine the clinical uncertainty regarding
the use of anti-FXa instead of aPTT in adult patients supported by VA-ECMO. We found a
low concordance rate between r_anti-FXa and r_aPTT for the reference anti-FXa targets of
0.30 to 0.70 IU/mL. Discordant values were mainly sub-therapeutic r_aPTT values (39.3%).
Although a significant association of r_anti-FXa with r_aPTT values was observed, this
association was modulated by several biological variables for which abnormal values are
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frequently reached in VA-ECMO setting. Finally, the maximum, minimum and mean values
of both anti-FXa and aPTT failed to predict serious bleeding or thrombotic complications.

The poor concordance rate (50.7%) between anti-FXa and aPTT observed in the anti-
FXa target of 0.30-0.70 IU/mL in our study is in line with prior observations, where these
rates varied from 35% to 60% [21,22]. However, the single study that investigated this issue
in 24 patients under mechanical circulatory support (HeartMate II, Thoratec Corporation,
Pleasanton, CA, USA) observed a worse concordance rate (32.1%) in comparison to our
results for the anti-FXa therapeutic target of 0.30 to 0.70 IU/mL.

Differences in aPTT reagent/analyser performances could partially explain this re-
sult [23], as could the effects of laboratory co-variables on the association between anti-FXa
and aPTT shown by our results.

The observed modulation of this association by bilirubin levels was previously re-
ported in vitro and in paediatric patients supported by ECMO [14]. We suspected and
confirmed the interaction of factor V—which may directly alter aPTT—with the association
between anti-FXa and aPTT. The ability of fibrinogen to modulate aPTT [13,23] can explain
why this variable could also alter the association between anti-FXa and aPTT. Intriguingly,
platelet count also affects the anti-FXa and aPTT relationship while their measurement
is performed on centrifuged plasma without taking platelet contribution to clot forma-
tion into account. This observation suggests that platelet components with a link to the
total platelet count (beyond the usual residual platelet in platelet-poor plasma) may be
involved in modulating the anti-FXa and aPTT interaction. In this hypothesis, platelet
microparticles (MPs) and platelet fragments can be evoked. Indeed, these platelet MPs
have a pro-thrombotic ability and could, therefore, alter the reliability of the measurement
of aPTT values. The presence of these MPs has already been established in a paediatric
ECMO model [24]. They could be generated following the shear-induced platelet activation
mediated by the glycoprotein (GP) Ib x-Von Willebrand factor (VWF) interaction [25,26] or
by a direct traumatic effect of high shear stress under VA-ECMO [27,28]. Although the asso-
ciation between platelet count—which was actually found to modulate the anti-FXa/aPTT
interaction in our multivariate model—and the effect of MPs is difficult to establish, some
data support this hypothesis. The thrombocytopenia observed under ECMO is in part the
result of apoptosis induced by high shear stress, yet this same trigger is at the origin of
platelet MPs generation [25,29,30].

Of concern is the fact that these biological co-variables varied over time in different
directions, adding more complexity in the way anti-FXa and aPTT association is modulated.

As aPTT encompasses the loss of coagulation factors of intrinsic pathway from Factor
XII and its activators (prekallikrein and high-molecular-weight kininogen) to fibrinogen, it
might be assumed that this variable is more reliable than anti-FXa in predicting bleeding
events. We have analysed this hypothesis by studying the association between maximum,
minimum and mean values of aPTT and anti-FXa with haemostatic complications but no
significant association was observed.

Similar results were observed by Mazzeffi et al. in a retrospective analysis of 132 patients
extracted from their institutional records and ELSO database [31]. Conversely, these results
contradicted those of Aubron et al. for bleeding outcomes. These authors studied a mixed
population of veno-venous and VA-ECMO patients and found a significant association of
aPTT value >70 s with bleeding [4]. Concerning thrombotic complications and ECMO, all
these studies and our findings clearly converged to confirm the lack of statistical interaction
between aPTT and thrombotic complications [4,31]. Only one study in a paediatric ECMO
setting reported an association between anti-FXa and ECMO circuit change [11]. In a recent
multicentric retrospective study, a mean anti-FXa >0.46 IU/mL was found to be associated
with serious bleeding in a mixed population of medical VA-ECMO and VV-ECMO patients.
This result triggered our investigation in the specific population of VA-ECMO patients
including both post-cardiotomy and medical ECMO [32]. Differences in study population,
in statistical approaches, variables and outcome definitions may have played a role in these
opposite results.
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Our results, therefore, suggest that bleeding complications are the result of a multi-
factorial process that goes beyond the administration of UFH or anti-FXa or APTT values.
Indeed, surgical insult, anaemia, thrombocytopenia, fibrinogen concentration, or acquired
von Willebrand syndrome (almost ubiquitous under ECMO), certainly influence the risk
of bleeding [33]. Regarding thrombotic complications, ECMO devices and cannula char-
acteristics, the levels of pro-thrombotic biological variables and haemolysis (which may
trigger inflammation and thrombosis) are to be accounted for [34]. To a lesser extent, flow
induced platelets activation and aggregation should also be considered [6,35]. Furthermore,
pre-analytical and biological confounders described above may result in falsely increased
or reduced values and may blur the hypothetical contribution of anti-FXa and aPTT to
this prediction.

Based on our results and considering the evidence available in the literature, we
propose the use of anti-FXa rather than aPTT, bearing in mind that anti-FXa remains the
least used test for monitoring UFH under ECMO worldwide [15]. First, we observed
the highest rate of sub-therapeutic aPTT levels (39.3%) in the corresponding anti-FXa
therapeutic range most used worldwide [15] during ECMO support, suggesting that the use
of aPTT for UFH monitoring may result in increased UFH infusion in almost 40% of patients.
Second, compared to anti-FXa, aPTT is more sensitive to pre-analytical considerations such
as under-filled blood sample tubes, diurnal fluctuations, acute phase reactants, intrinsic or
common pathway factors levels and antiphospholipid antibodies [13,23,36]. Additionally,
variations in reagents and laboratory specificities are more pronounced with aPTT [22].
Indeed, unlike PT which is normalised between centres using the International Normalised
Ratio, each laboratory must set up a specific heparin therapeutic range, resulting in serious
discordance between centres [23,37].

Our study has several strengths and suffers from several limitations. In this large
number of paired samples analysed, we used a comprehensive statistical approach that
took into account repeated measurements and multiple comparisons, the time effect and
the time-dependent nature of the studied variables. Similarly, the outcome prediction
models included competing events that may increase studied outcomes regardless of the
effect of the studied variables.

The retrospective setting of our study is likely to favour several biases among which
misclassifications of bleeding and thrombotic events are the more prominent, particularly
in sedated patients. The single-centre design, which may represent a limit for external
validity for outcome prediction, can be considered as a strength for the analyses of anti-FXa
and aPTT relationship. Assays’ and reagents’ sensitivity to heparin use for aPTT and
to a lesser extent for anti-FXa may be different among centres. In addition, even with a
similar assay/regent, inter-laboratory agreement in the monitoring of UFH using aPTT
was proven to be a serious source of concern [23,38]. Moreover, pre-analytical processes
may vary widely between centres. It should be noted that our anti-FXa test was sensitive
to antithrombin deficiency. In the presence of this deficiency and depending on its severity,
the anti-FXa measured in our study could misrepresent the actual circulating heparin
concentration. In this situation of antithrombin deficiency, our anti-FXa test, nevertheless,
reflects a value that really corresponds to the patient’s UFH effect on factor X. Therefore, a
discrepancy between the anti-FXa value and the dose of UFH administered will indicate
the need for possible antithrombin supplementation, as opposed to a test corrected for
antithrombin which would be falsely reassuring.

Plasma products transfused mainly due to serious bleeding could alter the interpreta-
tion of aPTT and anti-FXa. However, this risk is rather low in our study. Indeed, for the
analysis of concordance and association between anti-FXa and APTT, we only used the first
measurements, performed in the morning, at a distance from any transfusion. For serious
bleeding and thrombotic complications prediction analyses, the variables studied were
the daily maximum, minimum and means, which may reduce the potential confounding
effect of such transfusions. In addition, a control of the coagulation parameters is systemat-
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ically carried out in our protocol in the hour following the end of such transfusion when
they occurred.

We did not include veno-venous (VV)-ECMO patient in this study on purpose. VV-
ECMO patients differ from VA-ECMO primarily by the type of insult (acute respiratory
distress syndrome vs. refractory cardiogenic shock) and by various support characteristics
that modulate thrombotic and bleeding complication profiles. Thrombotic complications
and bleeding events occur less often in the VV-ECMO patients. Indeed, the pressure regi-
men in the arterial cannulas may increase the risk of bleeding. Acute limb ischaemia mainly
burdens VA-ECMO patients cannulated through peripheral arteries but rarely VV-ECMO
patients. Similarly, acute exposure to P2Y12 inhibitors is observed exclusively in ischemic
cardiogenic shock patients. Furthermore, acute liver failure observed in cardiogenic shock
that impact factor V concentration is more limited in ARDS patients under VV-ECMO
support [39].

We herein provide important information regarding the limitations, reliability and
relevance of anti-FXa and aPTT assays during ECMO support, both for UFH monitoring
and haemostatic complications prediction. This information should be considered in the
design of future prospective control trials evaluating these assays in VA-ECMO patients.
Furthermore, it is crucial to evaluate alternative haemostasis tests that better consider the
current knowledge about ECMO-related coagulopathy, either alone or in association.

To this end, associating platelet function tests that explored primary haemostasis
with aPTT and PT may help to refine the description of a patient’s coagulation state [40].
Platelets play a pivotal role in haemostasis and are key contributors to VA-ECMO related
coagulopathy. Two VA-ECMO main characteristics influence platelets homoeostasis during
VA-ECMO support: the VA-ECMO artificial surface which promotes platelet adhesion to
their surface and of most importance, the VA-ECMO induced high shear stress. This high
shear stress leads to conformational changes in the VWE, allowing its proteolytic cleavage
by the metalloprotease ADAMTS-13 into smaller but less efficient fragments, and promote
GPIb x-mediated interaction between this protein and platelets. High shear stress has
also been shown to cause loss of platelet surface receptors, particularly GPIb « and GPIV
shedding and can trigger platelets apoptosis through GPIb «-VWF interaction [25-30].
The resulting platelet functional changes along with the platelets count loss are critical in
haemostatic complications observed during VA-ECMO.

The latest generation of viscoelastic tests that explore the entire coagulation cascade,
while making it possible to dissociate the effect of UFH from that of the other coagulation
determinants, should be further explored in regard to the promising preliminary results
available [41]. Finally, thrombin generation tests (unlike aPTT, anti-FXa or PT that only
explore the coagulation initiation phase) which study the amplification phase (95% of
thrombin generation), giving a more accurate reflection of the real coagulability of patients,
could be an alternative [42].

5. Conclusions

Anti-FXa and aPTT were discordant and are thus not interchangeable for UFH moni-
toring in VA-ECMO setting. The association between both assays was strongly modulated
by several biological cofactors which pathological values frequently observed under ECMO.
Therefore, these variables should be taken into account in the interpretation of both tests.

Since immediate alternatives to anti-FXa and aPTT are not routinely available, and we
would suggest the use of anti-FXa as the primary UFH monitoring assay rather than aPTT,
the use of the latter may lead to administration of inappropriate doses of UFH. Further-
more, anti-FXa and aPTT failed to predict serious bleeding or thrombotic complications.
These results imply that these haemostatic complications have multiple causes beyond
anticoagulation alone, thus highlighting the complexity of VA-ECMO coagulopathy.
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Résumé général

I.  Résumé en Francais

Déterminants cliniques, physiopathologiques et pronostics associés aux complications
liées a I’hémostase au cours des assistances circulatoires de courte durée a pompe

centrifuge

La problématique de cette thése est la caractérisation des complications liées a ’hémostase
chez le patient assisté par ECMO-VA périphérique afin d’en améliorer la prévention et de
rationaliser les approches antithrombotiques en usage.

Dans une premiére etude, nous avons décrit qualitativement et quantitativement la
composition des thrombi formés sur les circuits d’ECMO-VA. Nous avons observé que ces
thrombi sont majoritairement composés de VWF, de fibrine et dans une moindre proportion
de plaquettes et d’érythrocytes. Notre approche quantitative a également permis de mettre en
évidence la présence de NETSs en 1’absence de toute pathologie septique active, confirmant la
possibilité d’une NETose aseptique sous ECMO-VA. Par une analyse en cluster hiérarchique,
nous avons identifié 2 types de thrombi pouvant relever chacun d’un mécanisme de formation
différent. Dans cette étude, la localisation des thrombi sur le circuit ’ECMO-VA n’impactait
pas leurs compositions, ce qui souligne 1’hétérogénéité des thrombi formés sous ECMO-VA
et la multiplicité des mécanismes a I’origine de la thrombinoformation dans ce contexte.

Dans un second travail, nous avons comparé la performance des revétements de surfaces des
circuits d’ECMO-VA a réduire la thrombinoforation et ses conséquences cliniques. Deux des
revétements les plus utilisés en routine étaient comparés : celle a base de phosphorylcholine et

a base d’héparine. Nous avons observé un taux de complications thrombotiques plus
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conséquent dans le groupe phosphorylcholine sans surrisque hémorragique ou de mortalité
dans les deux groupes. Par ailleurs, comparativement aux thrombi issus des jonctions de
circuits traités par revétement de phosphorylcholine, ceux provenant de circuits traités par
polysaccharide-albumine étaient plus pauvres en VWE. Notre travail suggere que I’intensité
de I’anticoagulation devrait étre modulée en fonction du type de revétement de surface du
circuit d’ECMO.

Notre troisieme étude avait pour but d’identifier les saignements les plus graves justifiants
d’une prise en charge clinique agressive et d’un investissement plus conséquent en recherche.
A cette fin, nous avons comparé ’association entre 3 classifications de saignement avec la
mortalité a 28 jours. La définition ELSO déja en usage et les classes de la classification
BARC > type 2 étaient associées a la mortalité et retenues donc comme définitions de
I’hémorragie majeure. Les facteurs biologiques prédictifs de 1’hémorragie grave d’apres la
définition de I’ELSO ¢étaient la baisse du fibrinogéne, du compte plaquettaire et de
I’hémoglobine a la canulation. L’indice de masse corporelle et 1’étiologie postcardiotomie
étaient également prédictifs de la survenue de cette complication.

Dans un travail additionnel portant sur la thématique de la thése, nous avons étudié deux des
tests les plus utilisés pour la surveillance de I’héparinothérapie systémique sous ECMO, le
TCA et I’activité Anti-Xa afin d’identifier le plus pertinent. Pour ce faire, dans un premier
objectif nous avons étudié la relation entre ces deux tests puis avons analysé dans un second
objectif I’impact de facteurs biologiques d’influences sur cette relation. Ensuite, nous avons
déterminé leurs associations avec les complications thrombotiques et hémorragiques. Bien
qu’étant linéairement associé, le taux de discordance entre leurs mesures était de 39 % pour
une fenétre référence d’Anti-Xa de 0,3 — 0,7 UI/mL. Ni le TCA et ni I’Anti-Xa n’étaient

associées aux complications thrombotiques ou hémorragiques.
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Dans leurs ensembles, nos résultats soulignent I’hétérogénéité des thrombi issues des ECMO-
VA périphériques, I'implication de facteurs multiples dans la survenue des complications
thrombotiques et hémorragiques non prédictible par les simples tests de routine. 1ls soulignent
¢galement la nécessité d’une stratification du risque thrombotique ou hémorragique et le
choix des stratégies thérapeutiques a 1’échelle individuelle en intégrant les caractéristiques du

patient et celles de ’ECMO.

Mots clés: ECMO veino-artérielle périphérique, hémorragie majeure, complication

thrombotique, histologie, revétement de surface, monitoring anticoagulation, mortalité.
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Il. Abstract

Clinical, pathophysiological, and prognostic factors associated with hemostasis-related

complications during centrifugal pump-based short-term circulatory support

The purpose of this dissertation is to characterize hemostasis-related complications in patients
supported by peripheral VA-ECMO to improve their prevention and to optimize the
antithrombotic therapeutic approaches in use.

In a first study, we qualitatively and quantitatively described the composition of thrombi
collected from the VA-ECMO circuits. We observed that these thrombi are mainly made of
VWEF, fibrin and in a lesser proportion of platelets and RBCs. Our quantitative approach also
allowed us to demonstrate the presence of NETs while there was no active septic, confirming
the possibility of aseptic NETosis under VA-ECMO. By hierarchical cluster analysis, we
identified 2 types of thrombi, each of which may be related to a different mechanism of
formation. In this study, the location of thrombi on the VA-ECMO circuit did not impact their
compositions, highlighting the heterogeneity of thrombi formed within VA-ECMO and the
multifactorial mechanisms that support thrombosis in this setting.

In a second study, we compared the performance of surface coatings on VA-ECMO circuits
to reduce thrombinoformation and its clinical consequences. Two of the most used coatings in
daily practice were compared: the phosphorylcholin-based coating and the polysaccharide-
albumin-based coating. We observed a higher rate of thrombotic complications in the
phosphorylcholin group without any excess bleeding events or mortality in either group. In
addition, compared with thrombi from phosphorylcholin-coated circuit junctions, those from
polysaccharide-albumin-coated circuits were poorer in VWF. Our work suggests that the level

of anticoagulation should be modulated according to the type of coating of the ECMO circuit.
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The aim of our third study was to identify the most relevant bleeding events that may guide
clinical decision-making for more aggressive clinical management and a greater investment in
research. To this end, we compared the association between 3 bleeding classifications with
28-day mortality. The ELSO definition already in use and the BARC classification classes >
type 2 were associated with 28-day mortality and thus retained as definitions of major
bleeding. Laboratory parameters that are predictors major bleeding according to the ELSO
definition were decreased fibrinogen, platelet count, and hemoglobin at cannulations. Body
mass index and postcardiotomy etiology were also predictive of ELSO major bleeding.

In an additional work related to the topic of the thesis, we studied two of the most used
laboratory tests for the monitoring of systemic heparin during VA-ECMO, the APTT and the
Anti-Xa activity, to identify the most relevant. First, we studied the relationship between these
two tests and then analyzed in a second objective the impact of biological influencing factors
on this relationship. Next, we determined their associations with thrombotic and hemorrhagic
complications. Although linearly associated, the rate of discordance between their
measurements was 39 % for an Anti-Xa reference range of 0.3 - 0.7 IU/mL. Neither APTT
nor Anti-Xa was associated with thrombotic or bleeding complications.

Taken together, our results highlight the heterogeneity of thrombi from peripheral VA-
ECMO, the involvement of numerous causal factors that underline thrombotic and
hemorrhagic complications, both not predictable by routine tests. Finally, our work
underscored the need for new approaches in thrombotic or hemorrhagic complications
management with targets set at an individual level considering both patient and ECMO circuit

characteristics.

Key words: Peripheral veno-arterial ECMO, major bleeding, thrombotic complications,

histology, surface coating, anticoagulation monitoring, mortality
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